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1. OZET

Nesfatin-1; son yillarda kesfedilen, niikleobindin 2 (NUCB2) ‘nin
postranslasyonel islenmesinden elde edilen anoreksijenik hipotalamik bir
polipeptittir. Birgok ¢alisma nesfatin-1’in, enerji metabolizmasina ek olarak agri
sinyalleri de dahil olmak iizere somatosensorial ve visseral transmisyonda rol
aldigim1 gostermektedir. Bu ¢alismanin amaci; neonatal siganlarin kiiltiire edilmis
dorsal kok gangliyon noéronlarinda (DKG) nesfatin-1 ‘in intraselliiler kalsiyum
seviyeleri ([Ca*?]i) iizerine etkilerini arastirarak, periferal noronal sinyallerin
iletiminde olas1 roliinii kesfetmektir. Nesfatin-1’in DKG noronlarinda [Ca+2]i
lizerine etkileri in vitro kalsiyum goriintiileme sistemi kullanilarak arastirildi.
DKG noronlari; 1-2 giinlik neonatal Wistar sicanlarindan alinan ganglionlarin
enzimatik ve mekanik ayrigtirma islemini takiben primer kiiltiirde yetistirildi. Bu
tez calismasi ile fura-2 bazli kalsiyum goriintiileme sistemi teknigi kullanilarak,
nesfatin-1 ‘in [Ca*?); iizerine etkileri ve protein kinaz C (PKC) aracili yolagimin
rolii incelendi. Nesfatin-1 kiiltire DKG néronlarinda [Ca*’]i’i artirdi. Hiicreler
nesfatin-1 uygulamas: éncesinde pertussis toksin ile muamele edildiginde [Ca*?];
meydana gelen artis ortadan kalkti. Protein kinaz C inhibitorii chelerythrine
chloride, nesfatin-1 ile indiiklenmis [Ca*’]; daki artis1 baskilamistir. Bu tez
calismasinin sonuglart; nesfatin-1’in kiiltiire edilmis DKG néronlarinda protein
kinaz C aktivasyonuna bagli olarak, G-protein baglantili reseptor ile etkilestigini
ve bu sayede [Ca*?]; artisina sebep oldugunu gdstermektedir.

Anahtar  Kelimeler:  Nesfatin, Duyusal Noronlar, Kalsiyum

Sinyallesmesi; Protein Kinaz C; G Protein; Agr1



2. ABSTRACT

The effect of nesfatin-1 On calciim signalling in rat Dorsal
sensorial nevrons

Nesfatin-1 is a recently identified anorexigenic hypothalamic polypeptide
derived from the posttranslational processing of nucleobindin 2 (NUCB2). Several
studies have indicated that this neuropeptide may be participated in
somatosensory and visceral transmission including pain signals in addition to
energy metabolism. The aim of this study was to explore the possible role of
nesfatin-1 in the transmission of peripheral neural signals by investigating the
effects of nesfatin-1 on intracellular free calcium levels ([Ca®'];) in cultured
neonatal rat dorsal root ganglion (DKG) neurones. The effects of nesfatin-1 on
[Ca*"]; in DKG neurons were investigated by using an in vitro calcium imaging
system. DKG neurons were grown in primary culture following enzymatic and
mechanical dissociation of ganglia from 1-or 2-day-old neonatal Wistar rats.
Using the fura-2-based calcium imaging technique, the effects of nesfatin-1 on
[Ca?*]; and role of the protein kinase C (PKC)-mediated pathway in nesfatin-1
effect were assessed. Nesfatin-1 elevated [Ca®"]; in cultured DKG neurons. The
response was prevented by pretreating the cells with pertussis toxin. The protein
kinase C inhibitor chelerythrine chloride suppressed nesfatin-1-induced rise in
[Ca2+]i. The result shows that nesfatin-linteracts with a G protein-coupled
receptor, leading to an increase of [Ca®'];, which is linked to protein kinase C

activation in cultured rat DKG neurons.

Key words: Nesfatin; Sensory neurons; Calcium signalling; Protein Kinase-C; G

Protein; Pain



3. GIRIS
3.1. Iyon Kanallar1 ve Membranin Elektriksel Ozellikleri

Tastyict proteinlerin aksine kanal proteinleri membran boyunca hidrofilik
bir yapt olustururlar. Kanal proteinlerinin bir sinifi; hemen hemen biitiin
hayvanlarda, iki komsu hiicre arasinda her iki hiicrenin de esit olarak katildigi
sitoplazmalarinin baglandigr gap baglantilar1 adi1 verilen agikliklar olustururlar.
Bakteri, mitokondri ve kloroplastlarin dis membranlarinin kanal olusturan
proteinleri gap baglantilari ve porinler; biiyiik ve secici gecirgen porlara sahiptir.

Hayvan ve bitki hiicrelerindeki sitozolii hiicre disina baglayan plazma
membranindaki kanal proteinleri ¢ok kiigiik, yiiksek secici gegirgendir ve aginip
kapanabilir. Bu proteinler biiyiik oranda ozellikle inorganik iyon tasinmasi ile
ilgili oldugundan iyon kanallar1 olarak adlandirilirlar. Bu kanallar tasima
konusunda yiiksek bir verimlilige sahiptir; her saniye ac¢ik tek bir kanaldan 100
milyon iyon gecebilir. Bu bilinen herhangi bir tasiyici protein araciligiyla
gerceklestirilen en hizli tasima isleminden yaklasik 10° kat daha hizhidir. Ancak
kanallar bir enerji kaynag: ile baglanti kurup aktif tasima yapamadigindan bu
tagima isleri her zaman pasiftir (¢ok yogundan az yoguna dogru). Bdylelikle iyon
kanallari; belirli inorganik iyonlarin —dzellikle Na*, K, Ca™? veya CI’ lipit ¢ift
katman boyunca elektrokimyasal gradyan yoniinde difiizyonuna izin verir. Bu
kanallardan iyon akisini kontrol etmek birgok hiicre fonksiyonu igin esastir.
Ozellikle sinir hiicreleri (néronlar) bu iyon kanallarmni; sinyallerin iletimi, sinyal

alim1 ve sinyallesme gibi birgok gesitlilikle kullanirlar (1).

3.2. Iyon Kanallarmin Tyon Secicilizi ve Acik-Kapah Haller
Arasindaki Degisimi

Iki onemli &zellik iyon kanallarmi su porlarindan ayirir. Birincisi; iyon
kanallar1 bazi inorganik iyonlarin geg¢mesine izin veritken bazilarma izin
vermeyen iyon secici O0zellik gosterirler. Bu 6zellik bize bu kanallarin ¢ok dar
olmasima ragmen kanal duvarlari ile etkilesime gecen iyonlarin uygun yiikte ve

uygun boyutta olmasi gerektigini gosterir. Genellikle tek sira halinde ge¢mesine



izin verilen iyonlar kanalin gecirgenlik filtresi adi verilen en dar kismindan
gecebilmek i¢in kendilerine bagli su molekiillerinden kurtulmalidir. Boylelikle
iyon konsantrasyonlar1 arttik¢a kanaldan gecen iyon akisi da orantili olarak artar

ancak maksimum seviyede doygunluga ulasir.

KAPALI ACIK

Lipid f—
Tabaka /

Sulu Gozenekte
Secici Filtre

Sekil 3.1: Kapali ve agik konformasyonu gosterilen tipik bir iyon kanali

Iyon kanallarin1 basit su porlarindan ayiran ikinci 6nemli 6zellik iyon
kanallarinin siirekli a¢ik olmamasidir. Bunun yerine, kisa bir siireligine acilan ve
sonra hemen kapanan kapilara sahiptirler. Birgok durumda kapilar belirli bir
uyarana cevap olarak acilirlar. Iyon kanallarnin agilmasimi sagladig: bilinen ana
uyaran cesitleri; membran boyunca voltajda degisim (voltaj kapili kanallar),
mekanik bir stres (mekanik kapili kanallar) ve bir ligandin baglanimi (ligand
kapili kanallar) dir. Bu ligand; ekstraselliiler bir mediyator — ozellikle bir
norotransmitter (transmitter kapili kanallar)- veya bir iyon gibi (iyon kapili
kanallar) ya da bir niikleotid gibi (niikleotid kapili kanallar) intraselliiler bir

mediyator olabilir.



ligand kapili
(ekstraselltler ligand ) mekanik kapili

voltaj kapili ligand kapih

P
T
AT

Sekil 3.2: Farkli uyaranlarin iyon kanallari iizerine etkileri.

(intraselliler ligand )

I I siTozoL

Birgok iyon kanali protein fosforilasyonu ve defosforilasyonu ile regiile
edilir. Buna ek olarak kimyasal veya elektriksel uzatilmig uyari ile birgok kanal
uyaran sonlanincaya kadar refrakter periyottadir ve desensitize veya inaktive
halde kapanisa geger.

Bugiine kadar ylizden fazla iyon kanali tanimlanmistir ve yenileri bu
listeye zaman gectikce eklenmektedir. Iyon kanallari; kas hiicrelerinde
uyarilabilirlikten ve sinir sistemindeki bircok elektriksel sinyallesme formlarini
diizenlemekten sorumludurlar. Genellikle tek bir ndron, plazma membraninin
farkli noktalarinda yer alan on veya daha fazla iyon kanalina sahiptir. Ancak iyon
kanallar1 sadece elektriksel olarak uyarilabilen hiicrelere 6zgii degildir. Hayvan
hiicrelerinin  tiimiinde, bitki  hiicrelerinde ve mikroorganizmalarda da
bulunmaktadir. Ornegin mimosa pudica bitkisindeki yaprak kapanma etkisinin
yayilmasini ve Paramecium adi verilen tek hiicreli canlinin bir ¢arpigsmadan sonra
ters yone donmesini saglar.

En ¢ok bilinen tiirdeki iyon kanallar1 baslica K*, Na', Ca*? ve Cl*a
gecirgen olan kanallardir. Ayn1 zamanda membran potansiyeli membranin iki
tarafindaki elektrik yiikiinde bir fark oldugunda ortaya ¢ikar. Bu tiir farkliliklar
aktif elektrojenik pompadan ve pasif iyon diflizyonundan kaynaklanir.

Mitokondrinin membran potansiyelinin ¢ogu mitokondri i¢ membraninda bulunan
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elektrojenik H* pompas: tarafindan iiretilir. Elektrojenik pompalar ayrica
bitkilerde ve mantarlarda plazma membrani boyunca olan elektriksel potansiyelin
cogunu iiretir. Ancak tipik hayvan hiicrelerinde plazma membrani boyunca olan
elektriksel potansiyele en biiyiik katkiy1 pasif iyon hareketleri saglar.

Bilindigi iizere Na’ - K pompas1 intraselliiler Na® konsantrasyonunu
diisiik tutarak hayvan hiicresi membrani boyunca ozmotik dengenin korunmasini
saglar. Hiicre i¢inde Na' az oldugundan ve hiicrenin negatif yiiklii organik
molekiilleri (sabit anyonlar) disar1 ¢ikamadigindan dengenin kurulmasi icin diger
katyonlardan bolca olmak zorundadir. Bu dengeleme rolii biiyiik oranda; Na™ - K*
pompast ile aktif bir sekilde hiicre i¢ine pompalandigindan ve plazma
membranindaki K* sizdiran kanallarda iceriye veya disariya rahatca hareket
edebildiginden K* tarafindan gerceklestirilir. Bu kanallarin varlig1 yiiziinden K*
neredeyse denge durumuna yaklasir ve negatif yiiklerin agirilig1 yiiziinden olusan
elektriksel bir kuvvet K* ‘u hiicre igine ¢ekerek K ‘un konsantrasyon
yogunluguna dogru akma egilimini dengeler. Membran potansiyeli bu elektriksel
kuvvetin tezahiiriidiir. Denge durumu K* konsantrasyon gradiyentinin piki ile

hesaplanabilir. Daha agiklayici olmak gerekirse;

Plazma membrani boyunca hi¢bir voltaj gradiyenti olmadigini (membran
potansiyeli = 0) ama K" konsantrasyonunun hiicre iginde yiiksek hiicre disinda
diisiik oldugunu diisiiniin. K* konsantrasyon gradiyenti yiiziinden K" sizdiran
kanallardan hiicreden ¢ikma egilimi gosterecektir. K* disariya ¢iktikca igeride
geriye dengelenmemis negatif yiik birakir. Dolayisiyla daha fazla K* ‘un disarrya
akigina karsi olan elektriksel bir alan veya membran potansiyeli yaratir. Membran
potansiyeli; K* iizerindeki elektriksel hareket kuvveti, konsantrasyon
gradiyentinin etkisini dengeledigi degere ulastiginda K™ ‘un net akis1 durur. Bu
anda K* ‘un elektrokimyasal gradiyenti sifirdir. Aym1 zamanda C1” iyonlar1 da
membran boyunca denge saglamasina ragmen, membran potansiyeli bu iyonlarin

cogunu yiikleri negatif oldugundan hiicre diginda tutar.

Denge durumu, ideallestirilmis hiicrenin dinlenim membran potansiyelini

tanimlar. Basit ama 6nemli bir formiil olan Nernst Denklemi denge durumunu



sayisal olarak betimler. Bu sayede i¢ ve dis iyon konsantrasyonlarinin oranlari

bilinmesi teorik dinlenim membran potansiyelini hesaplamay1 miimkiin kilar.
3.3. Nernst Denklemi ve iyon Akisi

Bir membran kanal proteininden gecen herhangi bir iyonun akisina o

iyonun elektrokimyasal gradiyenti sebep olur. Bu gradient; voltaj gradienti ve

membran boyunca iyonun konsantrasyon gradienti olmak {izere iki etkinin
kombinasyonunu temsil eder. Bu iki etki ne zaman ki birbirini dengeler, o vakit;
iyonun elektrokimyasal gradieni sifir olur ve kanaldan net iyon akisi olmaz. Bu
denge durumundaki voltaj gradientine iyon i¢in denge potansiyeli denir.

Asagidaki Nernst denklemi adi verilen denklem ile hesaplanabilir.

Nernst Denklemi;

RT Co

V'=JFe

V= Volt cinsinden denge potansiyeli (i¢ potansiyel — dis potansiyel)
Co ve Ci= Iyonun dis ve i¢ konsantrasyonlar1 (sirastyla)

R= Gaz sabiti (2 cal mol'K-Y)

T= Mutlak sicaklik (Kelvin)

F= Faraday sabiti (2,3 x 10* cal V! mol™)

z= Iyonun degerligi

In= e bazina gore logaritma

Nernst denklemi su sekilde agiklanabilir:

Bir c¢ozeltideki molekiiller denge durumu olusasiya kadar rastgele
hareketlerle yiiksek konsantrasyonlu bolgeden diisiik konsantrasyonlu bolgeye
dogru ilerler. Bunun sonucunda diisiik konsantrasyona olan hareket uygun serbest
enerji degisimi (AG <0) ile olurken yiiksek konsantrasyona olan hareket uygun
olmayan serbest enerji (AG>0) ile olur. Plazma membran1 (AGyons) boyunca her

mol ¢ozilinen igin olan serbest enerji degisimi —RT In Co/Ci ‘ye esit olur. Eger



¢Oziinen iyon ise; hiicre ici hiicre disina voltaj V goreceli bir hiicre membrant
boyunca hareket etmesi (her ¢dziinen mol basina) ek bir serbest enerji degisimine
(Gvoi=zFV) sebep olacaktir.

Bu noktada konsantrasyon ve voltaj gradientleri dengelenecektir.

AGyonsTAGyoi=0 ve membran boyunca iyon hareketi dengeye ulasacaktir.

Bu sebeple zFV — RT ln% =0

Co

RT Co RT
veV—; In= 2,3 ;logloa

ci

Tek degerlikli bir iyon i¢in
20°C ‘de 2,3 I;—T =58 mV ve 37,5°C ‘de 61,5 mV
Bu sekilde; 37°C deki bir iyon CC—‘l’ =1 igin V=0 iken % =10 i¢in V=161,5 mV
‘tur.

Omek vermek gerekirse K* ‘un denge potansiyeli (Vi) 61,5 logio
([K*To/[K*]i) milivolttur. (tipik bir hiicre i¢in [K*],= 5mM ve [K*]i=140 mM -89
mV). Vi durumunda membran boyunca net K* akisi yoktur. Benzer olarak
membran potansiyeli, Na* ‘un denge potansiyeli 61,5 logi ([Na']o/[Na’])
oldugunda Na" ‘un net akis1 yoktur.

Herhangi bir membran potansiyeli i¢in Vp, belli bir iyon tipini hiicre digina
iten net kuvvet; Vy, ile o iyon i¢in denge potansiyeli arasindaki fark ile orantilidir.
Ornegin;

K* i¢cin Vim-Vk' dir,

Na* i¢cin Vin-Vna' dir.

Yiik katmanini olusturan iyon sayisi hiicre i¢indeki iyon sayisina gore ¢ok
kiigiiktiir. Ornegin; 1pm? membran boyunca 6000 Na* iyonun hareketi membran
potansiyelini yaklasik 100 mV kadar degistirebilecek giice sahiptir. Tipik bir
hiicrede (1 pm3 hacminde sitoplazma) yaklasik 3x10” Na* iyonu oldugundan bu tiir
bir yiikk hareketi membran boyunca olan iyon konsantrasyonu gradientleri

tizerinde ithmal edilebilir bir etkiye sahip olacaktir.



3.4. Voltaj Kapih Kalsiyum Kanallar (VKKK)

Intraselliiler kalsiyum; ikincil haberci yolaklari, kas kasilmas1, néronlardan
norotransmitterlerin salgilanmasi, hiicre proliferasyonu, apopitozis vs. gibi birgok
farkli fizyolojik siiregte Onemli bir rol oynar. Bir¢ok enzim kofaktor olarak
kalsiyuma gerek duyar. Ekstraselliller kalsiyum ise uyarilabilen hiicre
membranlar1 boyunca potansiyel fark olusturmasi agisindan onemlidir. (2, 3).

Normal durumda hiicre igi Ca*®

konsantrasyonu hiicre disindakinden daha
diisiiktiir. Hiicre i¢i Ca*? un artirllmasi; ligand kapili veya voltaj kapili kalsiyum
kanallari ile hiicre disindan hiicre i¢ine Ca*? girmesi ile ya da hiicre i¢i depolardan
Ca*?saliverilmesi ile saglanir (4).

3.4.1. Voltaj Kapih Kalsiyam Kanallarimin Molekiiler Ozellikleri

Noron, kas ve endokrin hiicrelerinden alinan elektrofizyolojik kayitlar
voltaj ile aktive olan kalsiyum (Ca*?) akislarmin ayirt edici ézelliklerini ortaya
koymaktadir. Membran potansiyeline dayanarak agilmalarina gore diisiik voltaj ile
aktive olan (DVA) ve yiiksek voltaj ile aktive olan (YVA) olmak iizere Ca*?
kanallar1 iki ana sinifa ayrilirlar. DVA (veya T-tip) kanallar genellikle kiigiik bir
iletkenlige sahiptir (8-12 pico Siemens (pS)). Dinlenim membran potansiyelindeki
ufak degisiklikler ile agilirlar ve hizlica inaktive olurlar. Bunun aksine YVA
kanallar daha yiiksek bir iletkenlige sahiptir (15-25 pS). Daha giicli
depolarizasyonlar ile aktive olurlar ve degisken inaktivite kinetikleri gosterirler.
Gilinlimiize kadar; tek kanal iletkenligi, kinetik, farmakoloji ve hiicresel dagitim
gibi kriterlere dayanarak birgok YVA Ca*?kanal tipi kategorize edilmistir (L-, N-
, PIQ- ve R- tipi). (5-8)



3.4.2. Yiiksek Voltaj ile Aktive Olan Ca*? Kanallar1 (YVAKK)

3.4.2.1. L- Tipi Kanallar

L- tipi Ca*? kanallari baslangicta periferal néronlar ve kardiyak hiicrelerde
tanimlanmistir ama biitlin uyarilabilen hiicrelerde ve bircok uyarilamayan
hiicrelerde de bulundugu gozlemlenmistir (8). Bazi hiicrelerde L- tipi kanallar
ozellesmis subselliiler bolgelerde lokalize olmustur. Ornegin; néronal L- tipi
kanallar oncelikli olarak hiicre govdelerinde ve proksimal dentritlerde konsantre
olmusken (9), iskelet kaslarinin kasilmasindan sorumlu olan L- tipi kanallar
transvers tiibiil membraninda (10) yogunlasmustir. L- tipi kanallar Ca*™ un
kardiyak, iskelet ve diiz kaslara girmek i¢in kullandig1 primer yoldur (5). Iskelet
kast L- tipi kanallar;; membran depolarizasyonunu intraselliiler depolardan Ca*?
saliimu ile birlestirerek iskelet kaslarindaki kasilma gevseme i¢in voltaj sensorii
olarak davranir. Bu kanaldan Ca*? girigi iskelet kasinin kasilmasinin baglamasi
icin gerekli olmasa da i¢ depolarin tekrar doldurulmasi igin bir Ca** kaynag
olusturabilir (6,8,11,12). L- tipi kanallarin endokrin hiicrelerden ve bazi
noronlardan ekzositotik salgilarda gérev aldigina dair kanitlar mevcuttur (13-17).
Hiicre somasi (9) iizerindeki L- tipi kanallarin lokalizasyonu bu kanallarin gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol aldigin1 gostermektedir (18-20).

L- tipi kanallarin farmakolojik oOzellikleri hakkinda bir¢ok sey
bilinmektedir. Organik L- tipi kanal blokdorlerinin {i¢ ana sinifi fenilalkilaminler
(verapamil), benzothiazepinler ve 1,4,-dihidropiridinler (DHPler) (6rnegin
nitrendipin, nifedipin, nimodipin) dir. DHP antagonistleri, depolarizasyon
durumunda  aktif konformasyondaki kanallara baglanirlar  (depolarize
potansiyellerde daha potent inhibisyon meydana getirirler). Bircok DHP
antagonisti gelistirilmistir. (-)-Bay K 8644, a¢ilma zamanin1 ve tek kanal
iletkenligini ytikselttigi icin en c¢ok degerlendirilen Uriindiir. L- tipi kanallari
ayrica, huni yuvali 6riimcek Agelenopsis aperta ‘nin zehrinden izole edilmis o-
agatoxin IIIA (w-Aga IIIA) gibi baz1 dogal peptit toksinleri tarafindan da bloke
edilirler (20-21). m-Aga IIIA, DHP lerin aksine zaman akisini etkilemeden akim
amplitiidiinii diislirir. ®-Aga IIIA inhibisyonu voltajdan bagimsizdir ve L- tipi

kanallar1 biitlin potansiyellerde bloke eder (6).
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Baryum (Ba*?) Iyonu tasinacak yiik olarak kullanildiginda(110 nM) L- tipi
kanallarin 20 pS ‘den 27 pS ‘e kadar degisen iletkenligi vardir. Bu kanallar
genellikle pozitif degerlerden -10 mV a kadar olan potansiyellerde agilmaya
baslar. Ancak kromaffin hiicrelerinde, duyu noronlarinda ve kardiyak hiicrelerde
¢ok daha negatif potansiyellerde aktive olabilmektedir. Tasmacak yiik Ba*?
oldugunda L tipi kanallar bir kere acildiginda, 6zellikle depolarizasyon sirasinda
yiizlerce milisaniye boyunca inaktive olmaz (4,5,21). Ba' akislar ile
karsilastirildiginda taginacak yiik Ca* iken L- tipi akimlari daha kiiciiktiir ve
hizlica inaktive olurlar. Bu Ca*? bagimli inaktivasyonun birka¢ karakteristik
ozelligi vardir. Igeriye akan Ca*? ‘a dayandirilabilen inaktivasyon; kanaldan gecen
Ca*? ‘un maksimum oldugu depolarizasyon sirasinda en yiiksek halindedir (22).
BAPTA (1,2-bis(o-aminofenoksi)etan-N,N,N',N'-tetra asetik asit — kalsiyum
spesifik amino polikarboksilik asit) ve diger Ca*? selatorlerlerinin eklenmesiyle
inaktivasyon yavaslasa da tam olarak ortadan kalkmaz. Ancak Ca*? bagimli
inaktivasyon tripsinin intraselliiler uygulanmasi ile elimine olur. Bu da kanali
inaktive etmek icin hareket eden Ca* ‘un; kanalin parcasi olmasi gerektigini ya
da kanala yakin olmasi gerektigini gosterir (4,5,23,24). Ca™ bagimli inaktivasyon
seviyesi kanal yogunlugu ile degismediginden; Neely ve arkadaslar1 (1994) (24)
“yerel etki alan” hipotezini sunmuslardir. Bu hipotezde Ca*? ‘un sadece girdigi
kanali etkiledigi savunulmaktadir. Dahasi, giinlimiiz modelleri; kalmodulinin
(kalsiyum baglayic1 bir haberci protein) esas olarak C-terminus (bir amino asit
zincirinin karboksil sonu) ‘a bagl olarak Ca* algilama boélgesinin bir pargasini
olusturdugunu diisinmektedir. Nihayetinde Ca*? bagimh inaktivasyonun sinyal

transdiiksiyonuna kilavuzluk etmektedir (25).

3.4.2.2. N- Tipi Kanallar

Civciv dorsal kok gangliyonundan (DKG) alinan kayitlar; L- tipi (25pS) ve
T- tipi (8pS) Ca' kanallarmna ek olarak 13 pS (110 mM Ba*?) iletkenliginde
ticlincii bir tip Ca*? kanali ortaya ¢ikarmistir (3,4,21,26,27). Bu iletkenlik; hem T-
hem de L- tipi kanallarla bazi genel elektrofizyolojik karakteristikleri paylagsa da
her iki gruba da dahil edilemedi. Sonug¢ olarak bu kanal N (neither)- tipi olarak
adlandirild.
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N- tipi kanallar ilk olarak civciv DKG ndronlarinda tanimlansa da ayrica;
memeli DKG hiicrelerinde (28-31), memeli ve amfibi sempatik néronlarinda (32-
35) ve periferal ve merkezi sinir sistemlerinin diger hiicrelerinde de saptanmistir
(36-41). N- tipi kanallar sadece néronal dokuda eksprese ediliyor (33,42) gibi
goriinse de si¢an tiroid C- hiicre dizininde bir N- tipi bildirilmistir (43).
Elektrofizyolojik olarak N- tipi kanallar inaktivasyon ozellikleri bakimindan
rahatlikla L-tipi kanallardan ayrilabilir. L- tipi kanallar1 aksine N- tipi kanallar
zaman bagiml inaktivasyon gosterirler (charge carrier olarak Ba'?). N- tipi
akintilar; bir zaman sabiti (1) ile 50-100 ms arasinda bozulurlar. DVA T- tipi
kanallarin hizli inaktivasyonundan (t = 20-50 ms) 6nemli 0l¢lide yavastir. Ayrica
inaktive olmayan L- tipi kanallardan daha hizlidir. Civciv DKG néronlarinda N-
tipi akim 140 ms test depolarizasyonunda neredeyse tamamen bozulmusken ayni
stirede L- tipi akim kiiclik bir inaktivasyon gostermektedir (3). Ancak N- tipi
akimlar her zaman hizlica inaktive olmazlar. Sempatetik noronlarda N- tipi
akimlarin bozulma orani ¢ok daha yavastir (t = 500 - 800 ms) ve bir saniyeden
daha fazla siiren depolarizasyonlarda bile tamamlanamayabilir (4,43,44).
Boylelikle N-tipi akim inaktivasyonunda en az iki farkli bilesen oldugu
goriilmektedir. Inaktivasyon kinetiklerindeki bu farkliliklar N-tipi kanallarin farkli
alt birimleri oldugunu gostermektedir. Tek bir N- tipi kanal; yavas ve hizli
inaktivasyon durumlar1 arasinda degiserek her iki akimi da destekleyebilir
(42,45).

Zaman bagimli parametresine ek olarak N- tipi kanal inaktivasyonunun
voltaj bagimli yonii de vardir (3,26,27,31). Hiicre membrani potansiyellerini -60
ve -40 mV arasinda tutmak N-tipi akiminin kayda deger inaktivasyonu ile
sonuglanir ve kanallar1 tekrar baslatmak icin fazlasiyla negatif potansiyeller
gerekir. N- tipi kanallar potansiyeli inaktivasyonda tutmanin etkilerine L- tipi
kanallara gore daha hassastir. -20 mV dinlenim membran potansiyellerinde L- tipi
kanallar agilmaya miisait durumda iken N-tipi kanallar tamamen inaktive olurlar.

Teorik olarak N- ve L- tipi kanallarinin farkli inaktivasyon 6zellikleri; iki
kanal tipinin biitiin hiicre YVA akimina katki oranlarinin incelenmesi igin iKi
parametre saglamaktadir (4,26). Ilk yaklasim inaktivasyon hizlarmm farkl

olmasimi kullanir. Uzamis bir depolarizasyon sirasinda biitiin hiicre akimi inaktive
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olan N- tipi kanallar ile agiklanabilir. Bu sirada inaktive olmayan kisim L- tipi
akim olarak tanimlanabilir. Ikinci yaklasim voltaj bagimli inaktivasyonu ele alir.
Her iki tipin biitin hiicre akimmna katkisi, -40 ve -90 mV dinlenim
potansiyellerinden depolarizasyonlar ile elde edilmis biitin hiicre akimi
farkliliklarinin analizi ile belirlenebilir. Ciinkii L- tipi kanallar; potansiyeli
inaktivasyonda tutmanin etkilerine daha direnglidir. N- tipi kanallar depolarize
membran potansiyellerinde inaktive olurlar. Bu iki kosuldaki farkliliklar N- tipi
kanallarin tiim hiicre akimina katkisimi gosterir. Ancak her iki yaklasim da bu
akimlar1 diizglince ayirt etmekte yeterli olmayabilir. Ayrica N- tipi kanallarin
voltaj bagimli inaktivasyonu yiiksek derecede degisken olabilir (26,27). Eger tiim
hiicre N- tipi kanallardan olugsa idi tamamiyla inaktive olmamis N- tipi
kanallardaki rezidiiel akim 6nemli olabilirdi. Bu yiizden sadece bu kriterlere
dayanmig N- ve L- tipi akim tanimlamalar1 gegerli degildir.

Farmakolojik olarak N- tipi kanallar; Conus tiirtindeki yirtict deniz
salyangozlarinin zehrinde bulunan (13-29 amino asit) dogal bir peptit toksini sinifi
olan ?-konotoksinler ile inhibe olurlar (46,47). Biitiin bilinen w-konotoksinler N-
tipi Ca™ kanallarmi inhibe ederler. Ancak bloke etme degerleri ile dzellikleri
degiskenlik gosterir. Giiniimiizde; Conus geographus tan elde edilen 27 amino
asitlik m-konotoksin GVIA (0-CgTx) N-tipi kanal inhibisyonunda en spesifik o-
konotoksin  peptididir. ®-CgTx; yaklasik olarak 100 nM - 1 uM
konsantrasyonlarinda DKG, hipokampal, sempatetik ve duyu néronlarindaki N-
tipi akimlarin tam ve geri dondiiriilemeyen inhibisyonuna neden olur (48-50).
Daha yiiksek konsantrasyonlarda (5-15 uM) o-CgTx ayrica L- ve T- tipi akimlari
da inhibe eder ancak N- tipi kanallarin aksine etkiler tamamlanmamis ve geri
dondiiriilebilirdir (48-53).

®-CgTx baglanma bolgeleri (dolayli olarak N- tipi Ca™ kanallari da)
korteks, hipokampiis, olfaktor sogan ve serebellar korteksi de iceren PSS ve MSS
boyunca dagilmistir. Ve Ozellikle yiiksek sinaptik yogunluk bolgelerinde
konsantre olmustur (4,54-59). N-tipi kanallar1 ilk olarak DKG néronlarinin hiicre
govdelerinde tek kanal kayitlarinda tanimlanmis olsa da (3) dentritlerde ve akson
uclarinda lokalize olmuslardir. Kaslarda ®-CgTx baglanmasi postsinaptik

asetilkolin (Ach) reseptorleri ile ayn1 uzaysal diizeyde presinaptik hiicrelerin aktif
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bolgelerinde olmaktadir. N- tipi kanallar ayrica hipokampal CA1l ndronlarinda
sinaptik temas olan bolgelerde bir araya gelmis bir sekilde gozlenmistir (55).
Presinaptik membranda N- tipi kanallarin varligi; bu kanallardan Ca*?
igeriye girisinin ndrotransmitter salinmmmini tetiklenmesinden sorumlu oldugunu
gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada (60) ©-CgTx ‘nin kurbaga SKK‘indan
(sinir kas kavsagi) elektriksel indiikli salinimi bloke ettigi bulunmustur. Ayrica
yapilan bir¢ok c¢alisma ©-CgTx uygulamasinin merkezi ve periferik sinir
sisteminde norotransmitter salinimini inhibe ettigini ortaya koymustur (61-68).
Biyokimyasal ¢aligmalar N- tipi kanallarin; ekzositotik diizenegin bir pargasi olan
sinaptotagmin ve sintaksin gibi proteinler ile fiziksel olarak etkilestigini
gostermektedir (69-71). N- tipi kanallarla diizenlenen nérotransmisyonda tiirlere
ve hiicrelere gore farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin; o-CgTx kuslarda ve
amfibilerdeki NMJ da ndrotransmisyonu tamamiyla yikima ugratsa da memeli
motor sinir sistemi tizerinde higbir etkisi yoktur (60,66,72-74). Ayrica bu toksinin
norotransmisyonu inhibe etmesi yetenegi verilen tiirlerdeki sinaps tiplerine gore
de degisiklik gostermektedir (53,66-68). Ornegin; hipokampal CAl
ndronlarindaki inhibitor sinaptik transmisyon o-CgTx uygulanmasi ile giiglii bir
sekilde diiserken, eksitator transmisyonlar1 daha az bir sekilde bloke eder. Ek
olarak ®-CgTx sicanlarda hem otonom hem de merkezi noronlardan Ach
salmimin1 inhibe eder (merkezi noronlardan salinimi yaklagik 20 kat daha az
hassastir) (66). ®-CgTx uygulanmasi ile ortaya ¢ikan N- tipi kanallarin tam ve
geri dondiiriilemeyen inhibisyonu sadece norotransmitter salinimin bir pargasini
engellemektedir. Bu da hem merkezi hem periferal néronlardan ndrotransmitter
salmmuna diger Ca*? kanal tiplerinin de katkisi oldugunu gostermektedir
(59,75,76). Periferal noronlardan transmitter saliniminin diizenlenmesi biiyiik
oranda N- tipi kanallar1 igerse de; merkezi sinir sistemindeki salinim, hem -
CgTx ‘den hem de DHP lerden etkilenmeyen diger Ca*? kanallarmin
kontroliindedir (77,78). Sinapslar disindaki bdlgelerdeki N- tipi kanallarin varlig
bu kanallarin ndrotransmitter salinimina ek olarak baska fonksiyonlarinin da
oldugunu gostermektedir. Dentrit dallarinda lokalize olmus N- tipi kanallar; bu
kanallarin noéral inputlarin tamamlanmasinda veya yiikseltilmesinde gorev

aldiklarin1 gosteriyor olabilir (57). Postmitotik serebellar graniil hiicrelerinde
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bulunan N- tipi kanallar, sinir sistemi gelisiminde bir rollerinin oldugunu
gosteriyor olabilir. Bu hiicreler sadece N-tipi kanallarin varligindan sonra
goclerine baslarlar ve ®-CgTx bu gégiin kesilmesine sebep olur (79).

3.4.2.3. Diger YVA Kalsiyum Kanallari: P-, Q- ve R- Tipleri

Kalsiyum kanallarmm orijinal smiflandirma sistemi biitiin Ca*? iletkenligi
cesitlerini tanimlamada yetersiz kalmaktadir. L- ve N- tipi kanallar1 hedef alan
bloklama ajanlarmmin varhii; bu sisteme gore aciklanamayan diger YVA
akimlarin1  ortaya ¢ikarmustir (38,39,47,80-82). Bu yeni kanal tipleri,
elektrofizyolojik karakteristikleri yerine ayirt edici farmakolojik 6zelliklerine gore
P, Qve R- olarak adlandirilmstir.

P- tipi akim; genellikle L- ve N- tipi kanallar1 inhibe eden ajanlara kars1
duyarsiz olan Purkinje hiicrelerinde bir YVA akimi olarak tanimlanmistir (83). Bu
kanallar serebellar Purkinje hiicrelerinin dentritlerindeki Ca*? bagimh aksiyon
potansiyellerini desteklemektedir. DHP ler ve ®-CgTx ‘den etkilenmezler ama
huni yuvali 6riimcek tiirii olan Agelenopsis aperta ‘nin zehrinin bilesenleri ile
giiclii bir sekilde bloke olurlar (83-86).

Purkinje hiicrelerinden elde edilen tiim hiicre kayitlari; bir YVA akiminin -
30 ve -20 mV voltajlarda zirveye ulastigin1 ve depolarizasyon boyunca yavasga
inaktive oldugunu gostermektedir (39,53,82,87). P- tipi kanallarinin tek kanal
analizi N- ve L- tipi kanallarina benzer iletkenlik araligina sahiptir. P- tipi kanallar
i¢in Purkinje hiicre somalar1 ve dendritlerinde 110 mM Ba" ‘da ¢oklu iletkenlik
seviyeleri 9, 14, 19 pS olarak bulunmustur (88). Hipoglossal (dil alt1) motor
noronlarindaki P- tipi akimin iletkenligi 20 pS dir (41).

Huni yuvali 6riimcegin zehri, koni salyangozundaki gibi; sinaptik diizenin
farkli 6gelerini hedef alan bir toksin kokteylidir. Baslangicta; bu zehrin (arjinin
poliamin ve FTX, sFTX’in sentetik analogu) peptit olmayan bileseni FTX’in
spesifik olarak P- tipi kanallari bloke ettigi belirtilmistir (5,83,84). Ancak daha
sonradan P- tipi blokenin yaninda diger Ca*? akimlarmin inhibisyonuna da yol
actig1 gosterilmistir (5,47).

A.Aperta ‘nin zehrinde bulunan baska bir toksin ®w-Aga IVA, 48 amino
asitli bir peptit olup P- tipi Ca*? kanallarmi gii¢lii bir sekilde inhibe eder
(53,85,87). Purkinje hiicrelerinde komple inhibisyon 200 nM ‘in altindaki
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konsantrasyonlarda, yarim maksimal bloke ise 2-10 nM konsantrasyonlarda
gdzlenir. Inhibisyon hizlidir, uygulamanin iki dakikas: igerisinde meydana gelir
ve yikama ile basarisiz bir sekilde geri doniisiim olurken yiiksek depolarizasyon
serileri ile geri dondiiriilebilir (+70 mV). Diger néronlarda P- tipi akimlarin ?-Aga
IVA ile blokesi Purkinje hiicrelerindekine neredeyse benzerdir ancak kinetikler
kismen degisiklik gosterebilir. Ornegin; omurilik interndronlart ve gorsel
korteksteki néronlarda P- tipi akimlarin inhibisyonu Purkinje hiicrelerindeki gibi
hizla gergeklesse de; blokenin hizi CA1 ve CA3 hipokampal néronlardakinden
birkag¢ kat daha yavastir (87).

Conus magus koni salyangozundan izole edilen peptit bir toksinin de P-
tipi kanallar1 inhibe ettigi gosterilmistir (89). Bu toksin (0-CgTx MVIIC), P- tipi
kanallar1 1-10 uM ICsg (yarim maksimal inhibitér konsantrasyonu) ile bloke eder.
Ayrica ®-CgTx MVIIC N-, Q- ve O- tipi akimlar1 da inhibe eder (89).

P- tipi kanallar noéronlarda DHP ve ©-CgTx ‘ e dayanikli akim olarak
kabul edilmezler. Ciinkii néronlara DHPler, ®-CgTx ve ®-Aga IVA doygun
konsantrasyonlarda bile uygulansa azimsanamayacak miktarda akim etkilenmeden
kalir. Sigcan serebellar graniil kiiltiire hiicreleri L-, N- ve P- tipi kanallar1 bloke
eden konsantrasyonlarda bu inhibitdrlerden etkilenmeyen bir YVA akimi
gosterirler (47,90,91). Bununla birlikte bu yeni akimi1 (Q- tipi olarak adlandirilir)
destekleyen kanallar P- tipi inhibisyon i¢in gerekenden 10-100 kat daha fazla
konsantrasyonlarda ?-Aga IVA ile kismen bloke olurlar. ®-CgTx MVIIC (ICsp=
30 - 300 nM) ile tamamen bloke olurlar. Bu toksinlere olan duyarliliga ek olarak
Q- tipi kanallar toksin yikanmasindan dakikalar sonra ®-Aga IVA indiikli
inhibisyondan kismen geri donerler. Ayrica Q- tipi kanallar P- tipi kanallardan
daha farkli elektrofizyolojik Ozellikler gosterirler. P- tipi akimlar Purkinje
hiicrelerinde ve serebellar graniil hiicrelerinde 100 ms test depolarizasyonunda
inaktivasyon gostermezler. Ancak graniil hiicrelerindeki Q- tipi akimlar ayni siire
igerisinde pik akimin yaklasik % 65 ‘i kadar bozulurlar.

O- tipi kanallar, ®-CgTx MVIIC baglanti bdlgelerine yiiksek afinite
gostermektedirler (92). Bu kanallar diger 0w-CgTx MVIIC ‘a duyarhi kanallara
gore toksine daha duyarlidir (47). P-, Q- ve O- tipi kanallarin; oy alt tinitesi

geninin alternatif ayrilmasi ve/veya yedek alt {initelerin farkli tiimleyenleri
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sonucunda kismen farkli farmakolojik ve elektrofizyolojik 6zellikler gosteren ayni
kanal ailesine mensup olmasi olasidir. O- tipi kanallar immiinohistokimyasal
olarak kesfedilmemis olsa da, baglanma ¢alismalarindan elde edilen veriler
memeli MSS‘inde genis bir sekilde dagildigin1 géstermektedir (47).

Bir¢gok caligma P-, Q- ve O- tipi kanallarin norotransmitter saliniminda
gorev aldigini iddia etmektedir (47). N- tipi kanallar memeli MSS‘indeki bazi
sinapslarda salinimi diizenlese de, w-Aga IVA duyarli P- ve Q- tipi kanallar daha
énemli bir rol oynarlar (53,93). m-Aga IVA, sinaptozomlara Ca*? girisini giiclii bir
sekilde bloke eder ve sinaptozomlardan dopamin ve glutamat salinimini kismen
inhibe eder (94,95). Periferal sinir sisteminde ®-Aga IVA ‘nin, otonom sinir
sistemi {izerine kii¢iik bir etkisi vardir veya hig etkisi yoktur (96). Ancak P- tipi
kanallar biiyilk ihtimalle memeli sinir-kas kavsaginda ndorotransmitter
salmimindan sorumludur (97,98). ®-Aga IVA, P- ve Q- tipi kanallarin her ikisini
de bloke ettiginden bu iki kanal tipinin de norotransmisyon ile ilgili oldugu
sOylenebilir. Son olarak; O- tipi kanallar da bazi sinapslarda nérotransmisyonu
diizenlemektedir (47).

3.4.2.4. R- Tipi Kanallar

Serebellar graniil hiicrelerindeki YVA akiminin bir par¢ast nimodipin, ®-
CgTx , w-Aga VIA ve ©-CgTx MVIIC uygulamalarindan sonra bile degismeden
kalmaktadir. Bu akim bu tiir hiicrelerdeki YVA akimlarinin yaklasik olarak
%15°ini olusturur ve R (residual veya resistant)- tipi kanal olarak adlandirilir (90).
R- tipi akim tek bir kanal tipinden ziyade, benzer farmakolojik ve elektrokimyasal
karakteristiklere sahip molekiiler olarak bagimsiz kanal ailesini betimler.

R- tipi akimlar -40 mV civarlarinda aktive olur ve OmV ‘ta pik yaparlar.
Akim hizli bir sekilde inaktive olur ve yiik tasiyici olarak Ca*?ile inaktive hizinin
artmasi bize; R- tipi akimlar1 destekleyen kanallarin kalsiyum bagimli oldugunu
gosterir. R- tipi kanallar Cd*™® ve Ni*? iyonlari tarafindan bloke edilmeye esit
derecede duyarlidir. Bu akimi destekleyen kanallarin gercek dogasi heniiz

bilinmemektedir.

17



3.5. Kalsiyum Kanallarinin Alt Birimleri

Fizyolojik, farmakolojik ve molekiiler biyoloji ¢aligmalart VKKK’ nin
cesitli alt tiplerinin oldugunu ortaya koymustur. Noronal VKKK molekiiler
olarak; heteromerik komplekse sahip 3 veya 4 alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; oy,
a2d, B ve muhtemelen y alt birimleridir. (99)

3.5.1. a-1 Alt Birimi

Noronal o alt biriminin molekiiler kopyalama ile kodlandiginda 10 alt tipi
belirlenmistir. En yeni isimlendirilmis hali; oua, o, ouc, oup, O1g, Ouf, OuG,
oun,Ve ayq) dir. Onuncu gen ise sadece iskelet kasindan eksprese olan ays dir. oy alt
birimi biiyiik bir transmembran proteindir. Molekiil agirlig1 yaklasik 190-250 kD
civarindadir (99). Voltaj saptama 6zelligi ve Ca*?’a gecirgen porlariyla kalsiyum
akisinin kontroliinii yapar (100). Ayrica bu alt birim kritik voltaj duyarliligina da
sahiptir. Bu da c¢ogu farmakolojik ajan i¢in, membran depolarizasyonu ile
aktivasyonu miimkiin kilar. Yapisal olarak tekrarlayan 4 tane i¢ bilesenden
olusurlar. Birinci bilesen kanal aktivasyon kinetiklerinden sorumludur. Her
bilesen 6 tane o-heliks yapisinda transmembran bdlge igerir. Bunlardan S4
bolgesi pozitif yiiklidiir ve kanalin voltaj sensoriiniin bir béliimiini olusturur. S5
ve S6 arasindaki iki ilave bilesen kanalin por bdlgesini olusturur. Verapamil ve
nifedipin, III numaral bilesenin 5 ve 6. helikal bolgelerine ve dordiincii bilesenin
6 numarali sarmalindan sonraki dizeye baglanir. Bu alt birime baglanan ilaglar:
dihidropiridinler, verapamil ve benzothiazepinler (101).

Viicuttaki bir ¢ok organda, farkli alt tipleri goriilebilir. Tablo 1’de
noronal VKKK’ ’nin o alt birimine gore siniflandirmasi ve bulundugu bolgeler

goriilmektedir.

3.5.2. 028 Alt Birimi

oy alt tipinden kiigiik bir transmembran proteindir. Ekstraselliilerdir ve
yiiksek oranda glikolize haldedir. YVAKK nin yiizeyden ekspresyonunda énemli
rol oynar. o9 alt tipi VKKK fonksiyonel 6zelliklerini etkileyebilir. Bu nedenle
VKKK’nin biyofiziksel ve farmakolojik 6zelliklerinin belirlenmesine katkida

bulunur (102). a6 alt birimi birbirlerine disiilfid baglartyla baglanmis iki birim
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igerir (a2 ve 8) (103,104). a2 ve & alt birimleri tek bir genden iiretilir. Molekiil
agirh@ 143 kD olan a2 ve 27 kD olan & alt birimleri ancak proteolitiksel olarak
ayrilabilir (105).

00 alt biriminin 4 alt tipi bulunmaktadir; 00-1, 020-2, 020-3 Ve a,0-4.
Ancak sadece a,0-1 alt tipi dogal noronal VKKK ile biyokimyasal olarak
iliskilendirilmistir (105). Ca*? akimmin genligini artirarak diizenleyici etki yapan
bu alt birim epilepside 6nemli rol oynar. o286 alt biriminin geometrik yeri
mutasyona ugratilmis farelerde epilepsi ve ataksi fenotipi bulunmaktadir (106,
107). Hatta etkili bir antiepileptik ilag olan gabapentin; bu alt birime segici
baglanarak etki gostermektedir (108). Normal farelerde; serebellumu da igeren
beynin bir ¢ok bolgesinden eksprese olan a2d alt birimi ayrica iskelet kasi, kalp,
beyin ve ileumda bulunur (109).

3.5.3. B Alt Birimi

Kigiik hidrofilik bir proteindir. o4 alt birimi ile birlikte intraselliiler sivida
sitoplazmik olarak bulunur. Bu alt birimlerde cAMP bagimli protein kinaz
fosforilasyon boélgeleri bulunur ve Ca*? akisini, voltaj bagimliligini, aktivasyon
ve inaktivasyon durumlarint diizenler. Dolayisiyla bu alt birimler de kanal
islevinde diizenleyici bir rol oynar (110,111). Molekiil agirlig1 52-78 kD olan bu
alt birimin 4 alt tipi bilinmektedir (B1.4). Bu alt tiplerin her biri farkli o alt
birimleri ile iliskilidir. (B1—ous; Pis—>ous, oug; Psa—>aua). oy alt biriminin
biyofiziksel ozelliklerini ve yiizeyden salinimini kontrol ederler (112,113). fB;:
Iskelet kasi, beyin kalp, dalak; p2: beyin, kalp, akciger, aorta; B3: bir ¢ok dokuda;
B4: beyin ve bobrekte bulunur (112).

B1 alt birimi olmayan mutant farelerde yapilan ¢aligmalarda bu farelerin
dogum sonrasinda kisa bir siire i¢inde 6ldiikleri gozlenmistir (114). Bunun nedeni,
B alt biriminin normal iskelet kasi gelisimi i¢in gerekli olmasidir. Ancak [, alt
tipi olmayan farelerde bu durum heniiz rapor edilmemistir (115). B3 alt tipi
olmayan farelerde kiiciik davranis degisikligi ve agr1 duyarliliginda degisiklik
belirlenmistir. Ayrica PB4 alt birimi mutasyona ugramis farelerde; mutasyon ile

epilepsi arasinda iligski oldugu gézlenmistir (116,117).
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3.5.4.y Alt Birimi

Yillardan beri néronal VKKK’nin sadece 3 alt biriminin oldugu
bilinmekteydi. Molekiiler ve genetik caligmalardaki ilerlemeler sayesinde
dordiincii alt birim olan y alt birimi kesfedildi (118). y alt birimi; membran1 gecen
bir yapidadir ve sitoplazmik bileseni yoktur. Molekiil agirligi 36 kD kadardir.
Yapilan galismalar y alt biriminin 8 alt tipinin oldugunu ortaya koymustur (y1, v2,
Y3, Y4, V5, Ye» Y7 Ve vs). (119,120). Farkli alt birimleri; beyinde, iskelet kasinda,
kalpte, karacigerde, akcigerde ve testiste bulunmaktadir (120). Ca*? akimimn pik
degeri ile aktivasyon seviyesinde az bir artis yaparak kararli durum inaktivasyon
egrisini daha fazla hiperpolarize eder, boylece kanal islevlerini diizenleme goérevi

yapar (121).
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Tablo 3.1: Voltaj Kapili Kalsiyum Kanal Alt Uniteleri (Kaynak 122 ‘den degistirilerek

almmustir).
Dogal Smiflandirma  Aktivasyon Farmakolojik Lokalizasyon
Kanal Ozelligi Alan Karakteristikleri
Tipi

N o (Ca,2.2) YVA o-CgTx GVIA, MSS, hiicre
DHP lere " .

gbvdelerinin

duyarsizlik altkiimeleri,

dentritler ve

presinaptik uglar

a1e(Cay2.3) Ni**; DHP lere

YVA MSS, hiicre

duyarsizlik, o- govdeleri, bazi

CgTx, ve w-Aga-
IVA

distal dentritler ve

presinaptik uglar




3.6. Agr1 Duyusu

Agr1, uluslararast agr1 arastirmalari teskilatina (International Association for
the Study of Pain=IASP) gore “viicudun bir bolgesinden kaynaklanan; doku
harabiyetine bagli veya baska bir nedenle ortaya ¢ikan, insanin ge¢misteki
deneyimleriyle de ilgili, hos olmayan emosyonel ve sensoryal bir duyudur”. Insan
yasantisinda sikilikla karsilasabildigi hos olmayan bu duyu ilave olarak doku
hasarmin gerc¢eklesmesine kars1 koruyucu rol oynar. Bu sayede “fonksiyonel ve
canli kalma” amaglarinda homeostazise yardimei olur. Agrinin algilanmasini, pek
cok faktor etkilemektedir. Bunlar; kisinin deneyimleri, egitimi, ruhsal olarak
icinde bulundugu durumu, gevresel faktorleri sayilabilir. Bu nedenle agrili bir
uyarana kars1 kisilerin verdikleri cevap birbirinden farkli olabilir. Keza pek ¢ok
hasta herhangi bir harabiyet veya fizyopatolojik degisiklik olmadan da agri
duydugunu belirtebilir. Bu nedenle bu duyuyu doku harabiyeti ile ortaya ¢ikan
duyudan ayirt etmek c¢ok zordur. Bu sebeple bu tir agri duyusunu hemen
psikojenik kokenli agrilar olarak tanimlamak dogru bir yaklagim degildir. Agrinin
onemli bir 6zelligi duyusal, yani sinir lifleri ile tasinan objektif bir olgu olmasi,
diger bir 6zelligi ise emosyonel, yani yukarida sozii edilen diger tim o6gelerden
etkilenmesidir. Agrinin tiim bu 6zellikleri, diger bir¢ok semptomdan farkli hale,
yani siibjektif bir olgu sekline getirir (123).

Doku hasari, beyine agri sinyallerinin gitmesini saglayan sinyalleri
baslatan kimyasallarin saliverilmesine yol ¢ar. Bu sinyaller, nosiseptorler olarak
adlandirilan ve medulla spinaliste dorsal boynuz néronlari ile sinaps yapan, ince,
az miyelinli (A-delta) ve miyelinsiz (C) grubu liflerle elektriksel formda taginirlar.
Noksius (hos olmayan, kotii) uyarilar, hiicre govdeleri dorsal kok gangliyonu
(DKG), trigeminal gangliyon ve nodoz gangliyonda yer alan primer duyusal
afferentlerle medulla spinalis araciligi ile iist merkezlere iletilirler.

Insanlarin agriya kars1 gosterdikleri reaksiyon dereceleri ¢cok degisiktir. Bu
degisik davranislar kismen beynin kendisinin, analjezi sistemi denilen bir agr
kontrol sistemini kontrol ederek, sinir sistemine giren agr1 sinyallerini
bastirabilmesine baghdir. Periferik agri lifleri ile omurilikteki arka boynuz
hiicreleri arasindaki kavsak baglantilari, olduk¢a 6nemli plastisite bolgeleridir. Bu

nedenle arka boynuz, agri diirtiilerinin “kapilandigi”, yani agri duyusunun
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siddetinin denetlendigi degisiklige ugradigi yer anlaminda olmak iizere, kapi
olarak adlandirilir. Agrinin baslatildigr bir alandan gelen genis capl afferent

liflerin uyarilmasi ile o bolgeden gelen agr1 hafifler.

3.6.1. Hiicresel Agr1 Modelleri

Agrinin hiicresel ve molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi ¢alismalarinda
duyusal noronlarin primer ve kalici kiiltiirleri kullanilmaktadir (124). Neonatal ve
embriyonik sicanlardan izole edilen duyusal ndronlarin primer kiiltiirleri agri
calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (125,126). Bu tez ¢alismasinda
da kullanilan DKG’nin primer hiicre kiiltliri, farkli hayvan tiirlerinden elde
edilebilir. Kiiltiire edilmis trigeminal ve DKG duyusal ndronlar ile yapilan
caligmalar, bu néronlarin in vivo duyusal noronlarla benzer 6zellikler gosterdigini
ortaya koymustur. Soyle ki; duyusal noronlarla yapilan hem in vivo hem de in
vitro calismalarda kapsaisin, bradikinin, P maddesi ve prostoglandine verilen
cevaplarin benzerlik gosterdigi goriilmektedir (127-129). Duyusal néronlarin
primer kiiltiirii bu néronlarin dogustan kazanilan bir ¢cok 6zelligini yansitmaktadir.
Ancak izolasyon prosediirii, hiicre sayisinin smirli olmasi ve primer kiiltiiriin
heterojen yapiya sahip olmasi gibi primer hiicre kiiltiiriiyle ¢alismanin da birgok
zorlugu vardir. Bu nedenle endojen duyusal ndronlarin 6zelliklerine sahip olan
kalict duyusal hiicre dizileriyle calisilmaktadir. Kalict duyusal hiicre dizileri;
DKG ile retroviral vektor igeren v-myc onkojeni ile insan embriyonik duyusal
noronlarinin  Sliimsiizlestirilmesiyle elde edilebildigi gibi (130), postmitotik
embriyonik veya yetiskin DKG duyusal néronlarinin fare N18Tg2 neuroblastoma
hiicreleriyle etkilesimi ile 6liimsiizlestirilmis hiicre dizileri olan F11 ve ND ile de
olusturulabilir (131- 132).

DKG duyusal sinirlere ait hiicre govdelerini ihtiva eder. DKG hiicrelerinin
¢ogu mekanik uyariya cevap verir ve buna gore bu hiicreler genis baglamda diistik
esikli mekanoreseptorler ve yiiksek esikli nosiseptorler olarak iki ana gruba
ayrilabilir. Mekanik uyarmin bu néronlarin reseptif uclarinda yer alan
mekanosensitif iyon kanallarin1 direk olarak aktive ettigi sanilmaktadir. Bununla
birlikte, bu iyon kanallarinin molekiiler yapisi, fizyolojik ve farmakolojik

Ozellikleri de heniiz tam olarak kesfedilmemistir.
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3.7. Nesfatin-1

Nesfatin-1 OH-I ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda tanimlanan 82
aminoasitli bir peptittir.  Niikleobindin 2 (NUCB2) proteininin N- terminal
parcasidir. Insanlarda, farelerde ve siganlarda bulunmustur. Bilim insanlar
nesfatin-1 driiniiniin ismini; “NUCB2- encoded satiety and fat influencing
protein” NUCB?2 ile kodlanan tokluk ve yag etkileyici protein manasindaki
kelimelerin harflerinden isimlendirmislerdir (133). Nesfatin/NUCB2 24 amino
asitlik sinyal ve 396 aminoasitten olusan bir protein olusumdur (134,135).
NEFA/NUCB2 proteininin  istah ile ilgisi disinda fonksiyonlar1 tam
bilinmemektedir. NUCB2 proteini Prohormone Convertase (PC, diizenlenmis
salgilama yolaklar1 biinyesinde birgok prekiirsor proteinlerin proteolitik
islenisinden sorumlu bir serin proteinazdir) ile islendiginde; Nesfatin-1 (1-82
amino asit), Nesfatin-2 (85-163 amino asit) ve Nesfatin-3 (166-396 amino asit)
isimlerinde 3 {irlin ortaya ¢ikmaktadir (133).

Nesfatin/NUCB2 hipotalamusta istah diizenlenmesinde gorev alan
paraventrikiiler niikleusta (PVN), supraoptik niikleusta (SON), zona incerta
noronlarinda ve lateral hipotalamik alanda (LHA) eksprese edilmektedir (133).
Buna ek olarak Nesfatin-1‘in immiinoreaktif oldugu alanlar; vagus dorsal
niikleusu ve solitary tract gibi beyin sap1 bolgelerinde de saptanmistir (133, 136).

Sicanlarda yapilan bir calismada aglik sirasinda paraventrikiiler niikleusta
Nesfatin/NUCB2 mRNA ‘sinin ekspresyonunun diistiigii ve beslenme ile bu
diististin diizeldigi ortaya koyulmustur. Diger hipotalamik niikleuslarda, aglik
durumunda  gozle gorilen bir degisiklik  olmadigi  belirlenmistir.
Immunohistokimyasal incelemelerde nesfatin noron sitoplazmasinda da tespit
edilmistir. Nesfatin PC 1/3 ve PC2 ile bir arada bulunmaktadir Erkek Wistar
siganlarda nesfatin-1‘in ICV olarak uygulanmasindan 6 saat sonra gida aliminin
doz bagimh bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Ancak ayni proteinden tiireyen
nesfatin-2, nesfatin-3 ve nesfatin-2/3 gibi diger pargalarin ICV enjeksiyonunda bu
etki gorilmemistir. Buna ek olarak Nesfatin-1‘in  antikorunun ICV
enjeksiyonunun a¢ligi uyarici etkisi varken Nesfatin-3 antikorunun boyle bir etkisi
yoktur (137). Yapilan calismalar Nesfatin/NUCB2 ‘nin si¢anlarda beslenme

diizenlerinin fizyolojik kontroliinde bir rol oynadigin1 ispatlar niteliktedir (138).
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Iki farkli arastirmaci tarafindan Nesfatin-1‘in kan beyin bariyerini
doygunluga ulagmadan gegtigi bulunmustur (139,140). Bu ¢alismalarda hem
endojen hem de ekzojen verilen nesfatin-1‘in beyne gegerek beslenme
davraniglarinda inhibisyon gosterebilecegi ortaya konulmustur.

Nesfatin-1‘in  burun i¢i uygulanmasinin erkek siganlarda etkisi
arastirilmistir. Bu sekilde uygulanisin arastirilmasinin sebebi leptin direnci gibi
durumlarda olusan kan beyin bariyerinde olusan degisikliklerden bagimsiz
olmasidir ve bu sekilde nesfatin-1 beyine kolayca giris yapabilir. Bu deneyde
nesfatin-1 sicanlarda her iki burun igi bdolgelerine 10 nmol/sican dozunda
uygulanmistir. Uygulanig ertesinde 6 saat siiresince gida aliminin azaldigi rapor
edilmistir. Alt: saatin sonunda bu anoreksijenik etki ortadan kalkmistir. Insanlarda
obezitenin tedavisi ic¢in ileride burun i¢i nesfatin-1 uygulanmasi ihtimali
mevcuttur (141) .

Obeziteyi engellemek adina kullanilabilecek ilaglarin iiretimi; nesfatin-1‘in
aktif segmentlerinin arastirilarak nesfatin-1 analoglari liretimine bagimlidir. Bu
arastirmalar sonucunda nesfatin-1‘in 3 segmenti bulunmustur. Bu segmentlerden
1-23 aminoasit dizisini i¢eren kisim N23, 23-53 aminoasit dizisini igeren kisim
M30 ve 53-82 aminoasit dizisini igeren kisim ise C29 olarak adlandirilmigtir. Bu
ic segmentin de beslenme davranigslari iizerine etkileri arastirilmistir. Arastirmalar
sonucunda sadece orta segmentin, yani M30‘un bdyle bir etkiye sahip oldugu
bulunmustur (141). Intra peritonal (ICsp= 0,35 nmol/gr viicut agirlig)
uygulandiginda M30 ‘un anoreksijenik etkisinin doz bagimli oldugu ortaya
konulmustur (141).

Zucker Fatty sicanlarda leptin reseptorii mutasyonu olusturularak nesfatin-
1 ile anoreksi indiiklenmistir. Anti-nesfatin-1 antikoru uygulanmis siganlarda ise
leptin ile indiiklenen anoreksi baskilanamamaigstir (133). M30’un ip enjeksiyonu,
genetik olarak obez (ob/ob), genetik olarak diyabetli (db/db) ve % 45 yag iceren
diyetle beslenen ve leptin direnci sartlarina sahip siganlarda, gida alimini
azaltmistir (141). Bu veriler bize; nesfatin-1‘in olusturdugu anoreksinin,
hipotalamik leptin sinyali yolu ile olusan etki ile ayn1 olmadigint yani birbirinden
bagimsiz olduklarii gostermektedir. o-MSH’mm ICV  enjeksiyonu PVN’de

nesfatin/NUCB2 gen ekspresyonunu artirmistir. Ayrica nesfatin—1 ile olusan
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anoreksinin MCR 3/4 antagonisti olan SHU9119 uygulamasiyla ortadan kalktig
belirlenmistir. Bununla birlikte, nesfatin-1’in ICV enjeksiyonu ARC *de POMC
gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklik olusturmamistir. Bu gozlemler,
hipotalamusta nesfatin—1 sinyalizasyon yolu ile melanokortin sinyalizasyon
yolunun iliskili olabilecegini gostermektedir (138).

Nesfatin-1 tarafindan baskilanan beslenme davranisinda beynin bazi
bolgeleri 6nem arz eder. PVN ‘de ve SON ‘da nesfatin/NUCB2 ekspresyonu aglik
ve tekrar beslenme ile modiile edilmektedir (133,142). Nesfatin—1, PVN’deki
ndronlarin farkli alt popiilasyonlarinin biiyiilk boliimiinde uyarilabilirlige etki
etmektedir (143). PVN ve SON’deki nesfatin—1 noronlar1 oksitosin ve vazopressin
ile koekspresedir (142). Double-labeling immiinohistokimyasal ¢alismalarda,
PVN’deki parvocellular néroendokrin ndronlarda, tirotropin salgilayici hormon
(TRH), CRH, somatostatin, ndrotensin ve biiyiime hormonu salgilayict hormon
(GHRH) ile magnocellular néroendokrin noronlarda, oksitosinin ve vazopressinin
nesfatin/NUCB?2 ile kolokalizasyonu ortaya konulmustur. Magnocellular oksitosin
noronlar, beslenme ile aktive olurlar ve oksitosin antagonistinin ICV
uygulanmasi gida aliminda artis meydana getirmektedir (144). Bu veri, beslenme
davraniginin diizenlenmesinde, oksitosinin olasi roliine isaret etmektedir. Biitlin
bu sonuglar gbéz oOniinde bulunduruldugunda, hipotalamusta nesfatin—1 ile
indiiklenen anoreksinin oksitosin ile de iligkili olabilecegi ihtimali mevcuttur
(137).

Nesfatin/NUCB2 immiinopozitif néronlari, ayni zamanda, ARC’de
lokalizedir. Bu néronlar, POMC/CART noronlar1 ile kolokalizedir. Ancak
NPY/AgRP néronlart ile kolokalizasyonlar1 yoktur (133,136). Bununla birlikte,
ARC’de NPY noronlar1 nesfatin—1 ile hiperpolarize olur ve ATP-duyarli
potasyum iletim antagonisti olan glibenclamide, nesfatin-1’in olusturdugu
hiperpolarizasyonu 6nlemektedir. Nesfatin-1’in baglattigi anorekside NPY
noronlarinda hiperpolarizasyon olugsmasi 6nemli bir bulgudur (143). Nesfatin-1’in
POMC/CART néronlarindan salinarak, NPY/AgRP noronal aktivasyonuna etki
etmesi ihtimal dahilindedir. Ayrica, Inhoff ve arkadaslari (145) serbest olarak
beslenen siganlarda periferal ghrelin uygulamasiyla olusan oreksijenik etkinin

desacyl ghrelin ile inhibisyonunda nesfatin-1’in rolii olabilecegini ileri
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stirmiislerdir. Bu goriisii, eszamanli bir sekilde ghrelin ve desacyl ghrelin
enjeksiyonlar1 ile ARC’de nesfatin/NUCB2 immiinoreaktif néronlarmin aktive
olmasindan dolay1 ileri siirmiislerdir. Ayrica bu arastirmacilar ARC’de ghrelin ile
NPY/AgRP noéronlarinda olusan aktivasyonun periferal desacyl ghrelin
uygulamasiyla bloklanabilmesinin nesfatin—1 pozitif ndronlar1 aracilifiyla
meydana geldigini ve bunun yeni bir yol olabilecegini iddia etmislerdir.

M30’un ip enjeksiyonundan sonra beyin sapindaki NTS’de c-Fos anlamli
sekilde aktive edilmektedir. Bu duruma 3 saat siiresince gida alimimin gozle
goriiliir bir sekilde baskilanmasi eslik etmektedir. Ancak boyle bir etki ARC igin
gecerli degildir. Nesfatin-1’in  orta segmentinin enjeksiyonu NTS’nin
niikleuslarinda POMC ve CART genlerinin ekspresyonlarin1 énem arz edecek
sekilde artirir fakat bu durum ARC’de olusmaz. Nesfatin/NUCB2 ve CART
eksprese eden noronlar beyin sapinin niikleuslarini igeren beyin bdlgelerinde
kolokalizedir (146). Bu bulgular, M30’un ip enjeksiyonuyla olusan anoreksinin
NTS’deki POMC ve CART noronlarini aktive etmesinin leptinden bagimsiz bir
sekilde olabilecegine isaret etmektedir.

Reverse Transcriptase-PCR ¢alismalarinda, nesfatin/NUCB2 mRNA ‘sinin
beyin ve adipoz dokuyu kapsayan cesitli viicut alanlarinda varligi ortaya
konulmustur. Nesfatin/NUCB2, ayn1 zamanda, Western blot analiziyle si¢anlarin
serum ve serebrospinal sivilarinda belirlenmistir. Ancak, dolasimdaki nesfatin-
1’in ¢ikis noktasi heniiz bulunamamistir. Ciinkii PC viicudun ¢esitli dokularinda
dagilim gostermektedir (137).

Yakin tarthlerde, nesfatin/NUCB2 immiinoreaktivitesi sican gastrik
mukozasinda tespit edilmistir (147). Bu durum, nesfatin/NUCB2 iliskili
peptidlerin gastrointestinal fonksiyonun fizyolojik diizenlenmesinde de rolii
oldugu ihtimalini  kuvvetlendirmektedir. =~ Ancak, gastrik = mukozadaki
nesfatin/NUCB2 tarafindan nesfatin-1’in islenmesi gosterilememistir. Fakat
nesfatin-1’in  gastrik mukozada {retiliyor olmasi olasidir. Ciinkii gastrik
mukozada PC-1/3 ve PC-2 mRNA’s1 olduk¢a bol sekilde bulunmaktadir (148).
Boylece, nesfatin/NUCB2 gen ekspresyonunun beslenme durumu tarafindan
diizenlenmesi ihtimali giderek artmaktadir. Ayrica enerji homeostazisinde

periferal nesfatin-1"in diizenleyici role sahip oldugu da ileri siiriilmektedir.
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Gastrik vagal afferent sinirler, aglik durumunda, midede {iiretilen ghrelin
sinyallerinin iletimi i¢in baslica yoldur (149). Sican gastrik mukozasinda
nesfatin/NUCB2 immiinoreaktif hiicrelerin kaybinin ghrelini koeksprese ettigi
rapor edilmistir (147). Periferal olarak uygulanan nesfatin-1 ve onun orta
segmenti olan M30’un olusturdugu anoreksijenik sinyalin beyin sapina vagal
sinirler aracilifiyla, ghrelinin tasinmasina benzer sekilde, tasinmasi olasidir. Bu
amacla, onceden sistemik kapsaisin enjekte edilmis farelere ip M30 enjekte
edilerek; M30’un anoreksijenik etkisinin, vagal sinirler ile iliskisi aragtirilmistir.
Ip olarak uygulanan M30’un, 6nceden kapsaisin enjekte edilmis farelerde
anoreksijenik etki olusturmadigi gozlenmistir (138). Bu sonug, ip olarak
uygulanan M30’un anoreksiyi baglatabilmesi icin vagal sinirlerin 6nemli rol
oynadigini ortaya koymaktadir. Ayrica, muskarinik kolineseptdr antagonisti olan
atropin metil nitrat ve adrenerjik gangliyon blokeri olan bretylium tosylate
uygulamalariyla birlikte ip M30 uygulandiginda, M30’un olusturdugu gida
alimmin baskilanmasinin engellenmedigi belirlenmistir. Nikotinik kolinerjik
bloker olan hekzametonyum uygulamasi ile ip M30 enjeksiyonuyla ise M30
tarafindan olusturulan gida alimindaki azalmanin, hekzametonyum tarafindan
ortadan kaldirildig1 tespit edilmistir. Bu veriler, M30’un olusturdugu anorekside
nikotinik kolinerjik sistemin de yer aldigini ortaya koymaktadir (137).

Nesfatin/NUCB2 immiinoreaktif hiicreleri hem CD21 farelerin hem de
Fischer 344 siganlarin pankreas adaciklarinda insiilin ile kolokalizedir (150).
Pankreasin B hiicrelerinin hem PC-1/3 hem de PC-2’yi ekspresse ettikleri iyi
bilinmektedir. Nesfatin/NUCB2’nin nesfatin-1’e islenme siirecinin, pankreasin 3
hiicrelerinde gergeklesiyor olmasi kuvvetli bir ihtimal gibi goriinmektedir.
Pankreasta nesfatin/NUCB2 immiinoreaktivitesinin ¢oklugu ve insiilinle
kolokalizasyonu bu olasilig1 artirmaktadir (137).

Otonomik sinirlerin aktivasyonunun diizenlenmesinde N tipi Ca*? kanallari
da rol almaktadir (151). Gangliyonik noronlarda nesfatin-1’in indiikledigi hiicre
ici kalsiyum ([Ca*?]i) artisinin N tipi Ca*? kanallari araciligiyla meydana geldigi
tespit edilmistir. Izole edilmis fare gangliyonik néronlarinda [Ca*?]i artigmin
nesfatin-1’in  10%%-10® M konsantrasyonlarinda olustugu  belirlenmistir.

Insanlarda nesfatin-1’in serum konsantrasyonunun 0.2 ng/ml (0.2)(10'10 M) oldugu
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rapor edilmistir. Saglikli insanlarda kahvaltidan Once nesfatin-1’in plazma
diizeyinin 1-10 ng/ml (10°-10° M) araliginda oldugu da ifade edilmektedir
(152). Ayrica PVN’de (133) ve gastrik mukozada (147) NUCB2 ekspresyonunun
aclik durumunda, serbest beslenme sartlarina gore, daha diisiik oldugu da tespit
edilmistir. Bu veriler nesfatin-1’in dolasimdaki seviyesinin gida alim1 neticesinde
artig gosterdigine isaret etmektedir. Mide ve pankreas gibi nesfatin-1 iireten
dokularin etrafinda nesfatin-1 seviyesinin dolasimdaki diizeyine gore daha yiiksek
olabilecegi ifade edilmektedir. Gangliyonik ndronlarin  aktivasyonunu
saglayabilmek igin etkili nesfatin-1 konsantrasyonunun 10™° M diizeyinde oldugu
bildirilmektedir (152).

CCK, anoreksijenik bir peptittir. Gida alimindan sonra enteroendokrin I
hiicrelerinden salinmakta ve vagal sinirler araciligiyla anoreksijenik etki
olusturmaktadir (153). Konuyla ilgili olarak yapilan ¢alismada, fare gangliyonik
néronlarinim % 50.2’sinde CCK-8’in [Ca*?)i artirdig1 belirlenmistir. Bu sonucun,
daha 6nceki bir ¢alismada, sigan gangliyonik néronlarindan elde edilen bulgularla
(154) uyumlu oldugu ifade edilmistir. Nesfatin-1’in CCK-8’e duyarli néronlarda
ozellikle [Ca*]i artirdigi tespit edilmistir. Arastirmacilar, CCK-8 duyarl
noronlarin  bir kisminit nesfatin—1 duyarli noronlarin olusturdugunu ileri
stirmislerdir. Buna dayanarak, gangliyonik noronlarda nesfatin-1 ve CCK-8’in
istah baskilama etkisi ile ilgili esit paya sahip olduklar da ifade edilmistir (152).
Buna karsin, CCK’nin periferik uygulanmasiyla PVN’de ve beyin sapindaki
nesfatin-1 ile ilgili néronlarda c-Fos ekspresyonunun uyarildigi da rapor edilmistir
(155). Bu veriler ve diger ¢aligsmalarin sonuglari birlikte ele alindiginda, nesfatin-
1’in merkezi veya periferik uygulanmasi neticesinde ortaya ¢ikan gida alimindaki
azalmanin, periferik CCK yaniti ile baglantili olabilecegi sonucu ortaya
cikmaktadir (152).

Yeni kesfedilen bu tokluk peptidinin obezite ile miicadele yoniinden oldukga
timit verici Ozelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica enerji dengesi ve
tiremenin diizenlenmesi bakimindan nesfatin—1 ile ilgili olarak 2010 yilinda
yapilan bir ¢alismada (156) pubertal olgunlagsma siirecindeki disi siganlara bu
peptidin antisense morpholino oligonucleotid’inin (as-MONs) ICV olarak

inflizyonunun hipotalamik NUCB2 seviyesini azaltti1, vajinal agiklik siiresini
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uzattigi, ovaryum agirhgmi ve LH diizeyini azalttigi belirlenmistir. Yine aym
arastirma gurubu tarafindan insan, sican ve fare testislerinde ve sican
ovaryumunda NUCB2 mRNA ekspresyonunun mevcudiyeti belirlenmistir.
Bunlara ek olarak, immiinohistokimyasal ¢alismalar ile de leydig hiicrelerinde
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi tespit edilmistir (157). Biitiin bunlara
dayanarak nesfatin-1’in pubertenin diizenlenmesinde olmazsa olmaz faktorlerden

birisi oldugu ileri stirtilmiistiir (156).
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4. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinda DK G primer hiicre kiiltiirli hazirlanarak, nesfatin-1 ‘in
DKG hiicrelerinde [Ca+2]i iizerine etkisi floresan kalsiyum goriintiileme sistemi ile

arastirildi.

4.1. Sican Dorsal Kok Gangliyon Hiicrelerinin Primer Kiiltiirii

Bu calismada sigan dorsal kok gangliyonu (DKG) hiicreleri mekanik ve
enzimsel islemlere tabi tutularak tek hiicreler haline getirildi. Bu hazirlanan
hiicreler kalsiyum goriintiileme ile yapilan deneylerde kullanildi. Forda ve Kelly
(1985) adli arastirmacilarin ilk olarak gelistirdigi ve bu yazinin devaminda
ayrintili bir gsekilde anlatilan metoda gore DKG hiicrelerinin izolasyonu ve kiiltiirii

gerceklestirildi (158).

4.1.1. Kiiltiir I¢in Kullanilan Kimyasal Ajanlar ve Soliisyonlar

A) Steril Su: Iki kere distile edilmis suyun laminar hava akimli bir
giivenlik kabini icerisinde 0.2 um ¢apindaki filtrelerden gegirilmesi ile elde edildi.
Otoklavda steril hale getirilmis cam siselerde saklandi.

B) Etil Alkol: % 99.7 - % 100 safliktaki etanol ¢ift distile su ile % 70 ‘lik
olacak sekilde seyreltildi. Hazirlanan etil alkol daha rahat bir kullanim saglamak
amaci ile piiskiirtmeli agizlig1 bulunan bir siseye koyuldu.

C) Steril Dulbeco ‘nun Tamponlanmis Fosfat Tuzu (PBS) (Amresco,
Solon, Ohio, ABD; magnezyum ve kalsiyum icermeyen): Bir PBS tableti 100 ml
cift distile suyun icerisinde ¢oziindiiriildii. Daha sonra bu ¢ozelti steril bir siseye
0.22 pm capindaki filtreden gegcirilerek aktarildi. Hazirlanan bu PBS +4 °C de iki
hafta siiresince sakland1 ve liizum halinde kullanildi.

D) Penisilin/Streptomisin (Sigma; Steinheim, Almanya): 1 ml ‘lik stoklar
5000 IU/ml penisilinden ve 5000 pg/ml streptomisinden olacak sekilde hazirlandi.
Kiiltiir medyumunda kullanilincaya kadar -20 °C ‘de sakland.
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E) Kollagenaz (Tip XI) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril su ile %1.25
‘lik ¢ozeltiler hazirland1 ve 1 ml ‘lik kisimlara ayrilarak -20 °C ‘de saklandi.

F) Tripsin (Tip 1) (Sigma; Steinheim, Almanya): Steril PBS ¢ozeltisi ile
%2.5 ‘luk olacak sekilde seyreltildi ve 1 ml ‘lik kisimlara ayrilarak -20 °C ‘de
saklandi.

G) Deoksiriboniikleaz (DNAz, Tip 1V) (Sigma; Steinheim, Almanya):
Steril PBS ile 1600 Kunitz/ml konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler olusturuldu ve 1 ml
‘lik kisimlara ayrilarak -20 °C ‘de saklandi.

H) Sinir Biiyiime Faktorii (Nerve Growth Factor — NGF, 2.5 S): Sinir
bliylime faktorii steril su ile 100 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlandi. Bu
solisyon F14 igerisinde 1 pg/ml olacak sekilde diliie edildi ve 500 upl ‘lik
kisimlara ayrilarak -20 °C ‘de saklandi.

Sinir biiylime faktori (NGF), 6zellikle embriyonik duyusal ve sempatik
noronlarda yasami siirdiirme ve farklilagsma etkileriyle karakterize olmustur.

Fazlastyla genis bir spektrumda biyolojik fonksiyonlar gostermektedir (159).

4.1.2. Kiiltiir Vasati

Steril 10 ml B27

Steril 5 ml Glutamaks

5 ml Penisilin/Streptomisin

500 ml NBA (Neurobasal®-A Medyum) i¢ine ilave edildi ve 50 ml ‘lik

siselerde kullanilincaya kadar saklandi.

4.1.3. Kiiltiir I¢in Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri
Sterilizasyon i¢in kullanilacak 0.22 pm por ¢apina sahip filtre
94 x 16 mm boyutlarinda steril yuvarlak genis petri kutusu

35 x 10 mm boyutlarinda steril yuvarlak kiigiik petri kutusu

50 ml ‘lik steril polipropilen koni tiip

15 ml ‘lik steril polipropilen koni tiip

5 ml ‘lik steril polipropilen koni tiip

12 mm boyutunda steril poly-D-lizin ve laminin kapl lameller

150 mm uzunlugunda cam Pastor pipeti
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4.1.4. Diseksiyon Malzemeleri

220 mm ‘lik uzunlukta 1 tane biiyiik makas

80 mm ‘lik uzunlukta 1 tane kii¢iik makas

12 mm ‘lik ucu olan 1 tane i¢i yayli makas

15 cm ‘lik uzunlukta 1 tane forseps

Ucu 0.07 x 0.03 mm ve uzunlugu 12 cm olan 1 tane ince uglu diiz forseps

Ucu 0.07 x 0.03 mm ve uzunlugu 12 cm olan 1 tane ince uglu egri forseps

4.1.5. Diger Ekipmanlar

Laminar hava akimli giivenlik kabini, Smif II Laminar Flow (Bilser,
Ankara)

Otomatik CO, inkiibatorii, model: Heracell (Heraus; Hanau, Almanya)

Diseksiyon mikroskobu, model: B061 (Olympus; Tokyo, Japonya)

Otomatik pipetler (2-20 pl, 20-200 pl ve 100-1000 pl)

Cam siringa (1-10 pl)

Sarjl pipet

4.1.6. Dorsal Kok Gangliyonu (DKG) Hiicre Kiiltiirii Hazirlarken
Uygulanan Genel Prensipler

Hiicre kiiltlirli hazirlarken ve hazirlanan bu Kkiiltiirlerin saklanmasinda
olusabilecek kontaminasyonlarin engellenmesi i¢in gerekli goriilen biitiin
onlemler alindi. Diseksiyon sirasinda kullanilan biitiin cerrahi ekipmanlar, Pastor
pipeti, cam saklama kaplari, pipet, pipet uglart otoklav (Niive, Ankara) yardimiyla
sterilize edildi. Otoklavdan ¢ikarilan malzemelerin hepsi 6nceden hazirladigimiz
% 70 ‘lik alkolle temizlenerek laminar hava akimli giivenlik kabini igerisine
yerlestirildi. Steril halde satin alinan plastik malzemelerin dis paketlemeleri % 70
‘lik alkolle sterilize edildikten sonra laminar hava akimli giivenlik kabinine diger
cam malzemelerin ve cerrahi ekipmanlarin yanina yerlestirildi ve kullanim aninda
paketlerinden ¢ikarildi. Laminar hava akimli giivenlik kabini; hiicre kiltiiri
hazirlanmadig vakitlerde igerisindeki ultraviyole 151k kaynagi ile sterilize edildi.

Cerrahi malzemeler ve cam malzemeler her kiiltiir hazirlama Oncesinde sterilize
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edildi. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlandiktan sonra koyulacag: inkiibatoriin nem, gaz,
sicaklik diizeylerine dikkat edildi ve belirli periyotlarda temizligi yapildi.

Hiicre kiiltiiri hazirlama sirasinda kullanilan biitiin soliisyon kaplarmin ve
cam saklama kaplarmin iizerine sirasiyla igeriginin ismi, hazirlandig tarihi ve
hazirlayan kisinin isminin bas harfleri yazildi.

Kiiltiir hazirlama islemleri sirasinda; calisan kisinin eldivenleri gerekli

araliklarda % 70 ‘lik alkolle sterilize edildi.

4.1.7. Dorsal Kok Gangliyonu Hiicre Kiiltiirii Protokolii

Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi ‘nden (FUDAM) temin
edilen 1-2 giinlik Wistar cinsindeki siganlar dekapite edilerek genis bir petri
kutusuna yerlestirildi. Kiiclik makasla vertebral kolon ¢ikarildi. Spinal kolonun ici
kaudal ugtan baslayarak boyuna kadar yayl kii¢iik bir makasla agildi. Bu izole
edilen spinal kolon petri kutusuna alinarak PBS ile 3 defa yikandi. Diseksiyon
mikroskopu altinda forsepsler yardimiyla dikkatli bir sekilde biitiin DKG ‘ler,
daha 6nceden kiiltiir vasati koyulmus kii¢iik bir petri kutusuna alindi.

Izole edilen DKG ‘ler petri kutusunun yuvarlak hareketlerle sallanmasi
sonucunda bir araya toplanarak kiiltiir medyumu Pastor pipeti ile uzaklagtirildi. 37
°C ‘de inkiibe edilmis 900 pl kiiltiir vasatt ve 100 pl kollagenaz (% 0.125)
eklenerek hassas bir sekilde calkalanip 13 dakika inkiibatdrde tutuldu. Sonrasinda
inkiibatorden ¢ikarilip hizla 3 defa PBS ile yikandi. Yikanan hiicrelere 900 pl 1lik
PBS ve 100 pl tripsin (% 0.25) ilave edilip hafifce calkaland1 ve 6 dakika siireyle
inkiibe edildi. Bu siire sonunda hiicreler 15 ml ‘lik steril plastik bir tiipe alinarak
tizerine 4 ml inkiibe edilmis kiiltiir vasati1 eklendi. Gangliyonlar tiipiin dibine
coktiiriildiikten sonra kiiltiir vasati Pastor pipeti ile uzaklastirildi. Bu islem 3 defa
tekrarlandi. Daha sonra 100 ul DNAz ve 900 pl kiiltiir medyumu ilave edilip steril
bir Pastor pipet ile hizla celip bosaltma islemi yapilarak gangliyonlarin mekanik
olarak tek tek hiicrelere ayristirilmasi saglandi. Bu mekanik ayrigtirma islemi
birka¢ seferde kademeli olarak yapildi. Her bir kademede {istte kalan siispansiyon
alinarak diger gangliyonlarla tritrasyon islemine devam edildi. Islemlerden sonra
bu hiicre karisimina 200 ng/ml NGF eklendi. Hiicreler +4°°C den alinan Poly-D-

lizin ve laminin kapli lamellere (BD Biocoat, ABD) ekilerek, hiicrelerin iyice
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yapigmast i¢in 4-6 saat %5 CO, ve %95 O; karigimi i¢eren 37 °C nem orani olan
bir inkiibatdrde bekletildi.

4.2. Hiicre I¢i Kalsiyum Gériintiilleme ve Goriintii Analizleri

Lamel iizerine ekilip yapismasi i¢in 4-6 saat inkiibatorde bekletilen hiicreler
kalsiyum goriintiileme deneylerinde kullanildi. Canliligt devam etmekte olan
hiicrelerin aksonal ve dentritik uzantilarinin gelismesi floresan  kalsiyum
goriintiileme hesaplamalari etkileyebileceginden hazirlanan hiicreler aynmi giin
icerisinde kullanildu.

Kiiltiire DKG hiicreleri; 45 dakika stiresince, Fura-2 AM igeren NaCl esash
hiicre dis1 kayit soliisyonunda (135 mM NaCl, 5.9 mM KCI, 1.5 mM CaCl,, 1.2
mM MgCl,, 11.5 mM glikoz, 11.6 mM HEPES) tutuldu. Deney 6ncesinde; hiicre
dis1 kayit soliisyonunun pH ‘1 NaOH kullanilarak 7.4 ‘e, ozmolaritesi ise siikroz
kullanilarak 310-320 mOsm ‘a ayarlanmisti. Hiicreler 45 dakika inkiibasyonun
ardindan taze hiicre dis1 kayit soliisyonu ile 20 dakika araliklarla 3 kez yikanarak
hiicre disindaki Fura-2 AM boyasi uzaklastirildi. Boylece hiicre i¢i kalsiyuma

duyarli bu boyanin de-esterifikasyonu saglanmig oldu.

4.2.1. Floresan Kalsiyum Goriintiileme

Kalsiyuma duyarli floresan boya ile yiiklenen hiicreleri igeren lameller,
mikro inkiibasyon kayit cemberine (Warner Instruments, ABD) aktarildi. Mikro
inkiibasyon - perfiizyon sistemi arasindaki baglanti ince silikon hortum vasitasiyla
sagland1. Ilag uygulamas1 esnasinda perfiizyon sisteminden (Warner Instruments,
ABD) (1 ml/dakika) kayit c¢emberine ilag iceren NaCl esasli hiicre dist
soliisyonunun akis1 yer¢ekimi kuvvetiyle saglandi. Deneylere baslamadan 6nce
kayit soliisyonlarimin akacagi yiikseklik tespit edildi. Biitiin deneyler oda
sicakliginda (20 - 25 °C) gergeklestirildi. Biitiin deneysel islemler hiicrelerin
floresan isaretleyici ile yiliklenmesinden sonra maksimum iki saat igerisinde
gerceklestirildi.

Fura-2 AM floresani bir xenon 151k kaynagindan (LS- Sutter Instr, ABD)
gonderilen UV 1ginmin hizhi bir otomatize filtre siiriiciisiine (Lambda-2, Sutter

Instr, ABD) yerlestirilen fura-2 filtre seti 340 nm ve 380 nm filtrelerden (Chroma,
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ABD) gonderilerek mikroskop optikleri (Nikon TE 2000 S, S-flour 40X objektif,
NA=1.4) aracilig1 eksitasyon ve 510 nm’de emisyon gerceklestirildi. Floresan
gorintiileri yiiksek hizli sogutmali dijital bir CCD kamera (ORCA 285,
Hamamatsu Photonics, Hamamatsu, Japonya) araciligi ile goriintiilendi ve veri
kazanim - yazilim programi (sPCI, ComPix) aracilig1 ile de bilgisayar hafizasina
kayit edildi.

Floresan orani analizleri offline olarak, cevap veren hiicrelerde ilgili
alanlarin se¢imleri yapilarak, yazilim programi (sPCI, ComPix) araciligiyla
gerceklestirildi. [Ca*?]; hesaplanmasinda, 510 nm’de emisyon gergeklestirilerek
340 nm eksitasyonda elde edilen floresan yogunlugunun 380 nm eksitasyonla elde
edilen floresan yogunluguna oranlanmasi (dual uyart: 340 nm/380 nm, emisyon:

510 nm) esas alindi.

4.3. Nesfatin-1 Uygulanmasi

Nesfatin-1 ayrintist yukarida belirtilen NaCl esashi hiicre dist kayit
soliisyonunda ¢ozdiiriildii ve her uygulama Oncesi taze olarak hazirlandi. Son
konsantrasyonlar 1 nM, 10 nM ve 100 nM olacak sekilde nesfatin-1 DKG
noronlarmin bulundugu kayit ¢emberine uygulandi. baslangicta kayit ¢emberi
icerisine hiicreleri igeren lameller yerlestirildikten sonra perfiizyon sisteminin ince
hortumu kayit cemberi iizerine sabitlendi ve kayit cemberi 600ul hiicre dis1 kayit
soliisyonuyla dolduruldu. Oncelikli olarak bazal seviyeyi belirlemek igin en az
5’er dakika kayitlar alindi. Nesfatin-1’in uygulamasini takiben kayitlar alindi.
Daha sonra nesfatin-1’in bu hiicreler iizerine olan etkisinin, G proteini araciligi
olup olmadigini belirlemek amaciyla, Gi/o protein inhibitorii pertussis toksin
(PTX) (100nM) ve nesfatin (100 nM) birlikte uygulandi. Bu uygulamay takiben
hiicre i¢i kalsiyum depolarinin bu etkideki roliiniin ortaya konulmasi amaciyla
thapsigarjin (TG), (1uM) 1 saat siireyle bu hiicreler muamele edildi ve bu
muamelenin ardindan 100 nM nesfatin uygulandi. Son olarak nesfatin-1’in
protein kinaz C (PKC) aracilig1 etkinliginin olup olamadigini belirleme amaciyla
PKC inhibitorii seletrin klorit (10uM) ve 100 nM nesfatin-1 birlikte kayit

¢emberine eklendi.
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4.4. Istatistik

Veriler SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi. Grafikler de ise Sigma Plot 8.0 grafik programindan yararlanildi.
Biitiin veriler ortalama + SS olarak sunuldu. Nesfatin-1‘in (1 nM, 10 nM ve 100
nM) konsantrasyonlarmin [Ca*’]; diizeyi iizerine olan doz bagimh etkisini
degerlendirmek amaciyla ¢ift yonlii varyans analizi kullanildi. Nesfatin-1°‘in
gruplar arasindaki farklilig1 ortaya koyabilmek ve PTX, TG ve PKC inhibitorii
uygulamalarinin Nesfatin-1‘in [Ca+2]i diizeyi lzerine etkisini degerlendirmek
amactyla post hoc test olarak Tukey HSD testi kullanildi ve istatistiksel olarak
p<0.05 anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Bu tez c¢alismasi ile nesfatinin agrinin hiicresel modeli olan DKG
noronlarinda nesfatin-1’in [Ca+2]i diizeyi lizerine etkisinin olup olmadigi ilk defa
incelendi. Nesfatin-1’in sican duyusal noronlarinmn hiicre kiiltiirlerinde [Ca*?];
diizeyi iizerine etkileri ve [Ca*]min degisimi tizerine rol oynayan hiicresel
yolaklarin rolii irdelendi.

Floresan kalsiyum goriintiilleme yontemi ile mevcut deney kosullarinda
bulunan fura-2 AM ile yiiklenmis bazal istirahat floresan sinyalleri veren DKG
hiicrelerinden 5-10 dakika bazal floresan sinyalleri kayit edildi.

Bu ¢alismada, DKG hiicrelerinde nesfatin-1’in  [Ca*?]; diizeyine etkisi
olup olmadigi incelendi. Nesfatin-1 uygulamasi 6ncesi ( yaklasik 5-10 dakika)
340/380 nm floresan orani yaklasik olarak 0.65 ve 0.75 arasindaydi. Nesfatin-1’in
3 farkli konsantrasyonunu (InM, 10nM ve 100nM) uygulandi ve bu hiicrelerde
meydana gelen [Ca*’]; artisnin doz bagimli olarak meydana gelip gelmedigi
incelendi. Uygulanan nesfatinin [Ca*’]; miktarinda artisa sebep oldugu ancak bu

artigin tiim hiicrelerde benzer sekilde olmadigi belirlendi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: Nesfatin-1 uygulamasim takiben duyusal hiicrelerin tamaminda [Ca*?]; miktari

artmamaktadir.

Nesfatin-1 Cevap Veren Hiicre Cevap Vermeyen Toplam
Sayisi (%) Hiicre Sayis1 (%) Hiicre

1nM 0 (%0) 52 (%100) 52

10 nM 18 (36.7) 31(63.3) 49

100 nM 25 (32.9) 51 (67.1) 76
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DKG hiicrelerinde nesfatinin [Ca”"]; iizerine etkileri Sekil 5.1 A-B de
gosterilmistir. 1 nM nesfatin [Ca®]; seviyelerinde gbzle goriiliir herhangi bir
degisiklige yol agmazken; 10 ve 100 nM nesfatin [Ca2+]i seviyelerinde 6nemli
yiikselmelere sebep olmustur. 10 nM nesfatin kalsiyum konsantrasyonunu taban
seviyesinden (% 100) DKG noéronlarmin % 36.7 (18/49) ‘sinde % 116.3+4.8
yikseltmistir (p < 0.01). 100 nM nesfatin benzer sekilde kalsiyum
konsantrasyonunu taban seviyesinden (% 100) DKG noéronlariin % 32.9 (25/76)
‘unda % 169.2+11.8 yiikseltmistir (p < 0.001).

Tablo 5.2: Nesfatin-1 uygulamasim takiben duyusal hiicrelerin meydana gelen [Ca*?]; miktari

artigi
Nesfatin-1 Bazal Seviye Floresan Oram Cevap
(340nm/380nm) veren hiicre
sayisi (n)
1nM 100+0 100.24+2.8 0
10 nM 100+0 116.3+4.8 18
100 nM 100+0 169.2+11.8 25
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Sekil 5.1: A) DKG noronlarina uygulanan farkli dozlardaki Nesfatinin (1nM, 10 nM ve 100 nM)
[Ca*?]; diizeyine etkileri. B) Nesfatin-1’in (InM, 10 nM ve 100 nM) sican dorsal kok gangliyon

hiicre kiiltiirlerinde [Ca*?]; diizeylerine etkisini gosteren orijinal resim.*p<0.001, **p<0.0001
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DKG néronlarinda nesfatin -1 ile indiiklenmis kalsiyum gecisleri; pertussis
toksin (100 nM), Gi/o protein inhibitorii ile neredeyse tamamen bloke edilmistir
(n=44, % 105.1%1.5, Sekil 5.2, p<0.001).
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Sekil 5.2: DKG néronlarina uygulanan nesfatinin (100 nM) [Ca*?]; diizeyine artis1 Gi/o proteinleri
araciligryla meydana getirmektedir. A) Bar grafikte nesfatin-1’in G proteini araciligiyla meydana
getirdigi etki goriilmektedir B) Pertussis toksin uygulamasi nesfatinin (100 nM) sigan dorsal kok
gangliyon hiicre kiiltiirlerinde [Ca*?]; diizeylerine meydana getirdigi artis1 ortadan kaldirdigini

gosteren orijinal resim ** p<0.0001.

41



DKG néronlart; intraselliiler Ca®* depolarinin  bosaltilmas:  i¢in
thapsigargin (1 um, 60 dakika) uygulanip 6n inkiibasyona tabi tutuldu. Bu
durumda, 100 nM nesfatin uygulamas1 ile meydana gelen artis, thapsigargin (1
um, 60 dakika) 6n muamelesi sonrasinda 6nemli dlglide azaldi. (% 122.1£1.5,
n=16, Sekil 5.3, p < 0.001).
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Sekil 5.3: DKG néronlarma uygulanan nesfatinin (100 nM) [Ca*?]; diizeyine artisinda hiicre igi
kalsiyum depolarinin rolii. A) Bar grafikte nesfatin-1’in hiicre i¢i kalsiyum depolar etki yiizdesi
B) TG uygulamas: nesfatinin (100 nM) sican dorsal kék gangliyon hiicre kiiltiirlerinde [Ca™*?];

diizeylerine meydana getirdigi artis1 etkiledigini gosteren orijinal resim ** p<<0.0001.
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[Ca2+]i gecislerindeki nesfatinin uyarict etkileriyle PKC ‘nin iligkisi olup
olmadigini arastirmak i¢in; PKC inhibitorii chelerythrine chloride uygulandi. 10
uM PKC inhibitérii uygulandiginda nesfatine (100 nM) pik [Ca®*]i cevabi nemli
bir sekilde % 123.7+4.4 ‘e (n=54, p<0.001) diismiistiir.
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Sekil 5.4: DKG néronlarina uygulanan nesfatinin (100 nM) [Ca*’]; diizeyine artisinda PKC’nin
roli. A) Bar grafikte nesfatin-1’in PKC inhibitorii uygulandiginda etki etme yiizdesi B) PKC
inhibitorii uygulamas nesfatinin (100 nM) sigan dorsal kok gangliyon hiicre kiiltiirlerinde [Ca*?);

diizeylerine meydana getirdigi artis1 baskiladigini gdsteren orijinal resim ** p<0.0001.
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Tim bu bulgular nesfatin-1’in duyusal néronlarda doz bagimli
olarak[Ca*?]; diizeyini artirdig1 ve nesfatin-1’in indiikledigi bu artigin PKC-aracili
sinyal yolag1 araciligiyla olabilecegini gostermektedir. Bu c¢alismanin bir diger
onemli bulgusu ise yiiksek doz nesfatin-1’in uygulamasit  (100nM) agr
iletiminden sorumlu olan nosiseptif (kii¢iik ve orta ¢apa sahip DKG) néronlardan

ziyade biiyiik capa sahip olan propriyoseptif noronlari etkilemektedir.

44



6. TARTISMA

Bu tez calismasi ile ilk defa nesfatin-1°in si¢an kiiltiire DKG néronlarinda
intraselliiler kalsiyum konsantrasyonunu arttirdigini  ispatlamaktadir. [Ca+2]i
tizerindeki etkisi doza bagimli bir sekildedir. Verilen cevabin pertussis toksin ile
ortadan kalkmasi, Gi/o protein bagli reseptoriin katilimin1 gostermektedir.
Intraselliiler Ca*? depolarini bosaltmak i¢in DKG noéronlarinin thapsigargin ile 6n
inkiibasyonu nesfatin-1 indiiklii kalsiyum ylikselmesinin diisilk olmasina yol
acmustir. Peptidin, ekstraselliiler ve intraselliiler kaynaklardan Ca' akisi ile
sitozolik Ca*™ “un yiikselmesini aktive ettigini belirtmektedir. DKG néronlarinda
nesfatin-1 ile indiiklenmis [Ca*?]; yiikselmesinin PKC inhibitorii ile ciddi bir
sekilde azalmasi; protein kinaz C bagimli bir mekanizmanin dahil oldugunu
gostermektedir.

Nesfatin-1‘in merkezi sinir sistemindeki ndronal aktiviteleri incelenirken
ozellikle enerji metabolizmasi {izerine pek ¢ok calisma mevcutken, periferal sinir
sistemindeki rollerini arastiran ¢alisma sayisi sinirhidir. Nesfatin-1‘in N- tipi
kanallardan Ca™® akisini stimiile ederek vagal afferent néronlari aktive ettigi;
periferal nesfatin-1‘in beyne sinyal ilettigine dair bir kanittir (152). Nesfatin-1 ile
indiiklenmis kalsiyum artisinin L- ve P/Q tipi Ca*? kanallarma baglihg sican
hipotalamik kiiltiire ndronlarinda gosterilmistir (136). Bu cevabin yaptigimiz
calismada goriildiigii gibi pertussis toksin ile ortadan kalkmasi; nesfatin-1‘in
merkezi hipotalamik ve periferal DKG kiiltiire néronlarinda, G protein bagh
reseptoriin farmakolojik karakteristiklerini gosteren bir reseptor ile etkilestigini
ortaya koymaktadir. Hipotalamik ndronlarda nesfatin-1 indiikli [Ca*?]; yiikselmesi
protein kinaz A inhibitorii ile gozle gorilir bir sekilde diiserken (136), bu
calismada protein kinaz C inhibitoriinin DKG néronlarinda nesfatin-1 ile
indiiklenmis kalsiyum artisin1 ortadan kaldirmasi; merkezi ve periferal noronlarda
farkl akis etkileyicileri oldugunu gosterir.

Nesfatin-1‘in ve prekiirsorii niikleobindin2 (NUCB2) ‘nin merkezi
lokalizasyonu, beyin sapinda ve hipotalamusun otonomik ¢ekirdeklerinde
kapsamli olarak arastirilmistir (136,146,160,161). Nesfatin-1‘in paraventrikiiler

niikleustan izole edilen oksitosin néronlarinda [Ca*?]; ‘u arttirdig1 gosterilmistir
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(162). Nesfatin-1‘in paraventrikiiler niikleustan izole edilen kortikotropin
salgilayici faktor (CRF) immiinoreaktif ndronlarinda sitozolik [Ca+2]i ‘u arttirmast
(163); nesfatin-1‘in beyin CRF/CRF1 sinyal yolaklari ile sigan modelinde visseral
hipersensitiviteye katkida bulundugunu ortaya koymaktadir. Deneysel visseral
hipersensitiviteye maruz birakilan siganlarda serum nesfatin-1 seviyelerinin
onemli derecede yiiksek (163) olmasi da nesfatin-1°in visseral hipersensitivite ile
olan iligkisini gostermektedir. Visseral duyusal norotransmisyon siirecinde
bagirsaklardan omurilige duyusal verileri aktaran néronlar DKG néronlaridir. Bu
psddounipolar noronlarin; bagirsaga kadar uzanan periferal bir aksonu ve
omuriligin dorsal boynuzundaki duyusal ndronlara yonelen merkezi bir aksonu
vardir (164). Bu calismada DKG noéronlarindaki nesfatin-1 kaynakli [Ca+2]i
degisiklikleri; CRF/CRF]1 sinyal yolaklarina ek olarak visseral hipersensitivitenin
olusumu ve gelismesine katkida bulunabilir.

Sonug olarak, bu tez ¢calismasinda elde edilen veriler; nesfatin-1‘in kiiltiire
dorsal kok gangliyon néronlarinda kalsiyum akisini, G protein bagl reseptor ve
protein kinaz C bagimli mekanizma kullanilarak stimiile ettiini ilk defa
gostermistir. Bu ¢alismadan elde ettigimiz verilerin fizyolojik 6énemlerinin ortaya
cikarilmasi hala devam ediyor olsa da; sonuglarimiz nesfatin-1‘in sigan kiiltiire
duyusal noéronlarinda PKC mekanizmalar1 araciligiyla nosiseptif uyariminda dahil

oldugu somatosensoriyel transmisyonu modiile ettigini gostermektedir.
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