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KISALTMALAR

ACTH: Adrenokortikotropik hormon

AMPA: Alfa-amino 3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propiyonik asit
ASN: Amigdalanin santral niikleusu

BMI: Bikukulin metiyodiir

c¢GMP: Siklik guanosin monofosfat

DMH: Hipotalamusun dorsomedial niikleusu

EAA: Eksitator amino asitler

eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentetaz

ES: Elektriksel stimiilasyon

FMN: Flavin adenin mononiikleotid

GABA: Gama-amino biitirik asit

GTN: Gliseriltrinitrit

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography; yiiksek basingh sivi kromatografi
i.p.: Intraperitoneal

iGluR: Iyonotropik eksitatdr amino asit reseptorleri
iNOS: Indiiklenebilir tip nitrik oksit sentetaz

KB: Kan basinci

KH: Kalp hiz1

KVLM: Kaudal venrolateral medulla

L-NAME: N — nitro - L — arjinin metilester

LPS: Lipopolisakkarid

mGluR: Metalotropik eksitator amino asit reseptorleri
NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

ND: NADPH-diaforez

NMDA: N-metil-D-aspartat

nNOS: Noronal nitrik oksit sentetaz

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentetaz

NTS: Niikleus traktus solitarius
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OKB: Ortalama kan basinci

PH: Posterior hipotalamus

PVN: Hipotalamusun paraventikiiler niikleusu
RVLM: Rostral venterolateral medulla

SHR: Spontan hipertansif sicanlar

yBOS: Yapay beyin omurilik s1visi
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1. OZET

Bu calismada santral kardiyovaskiiler diizenlemede amigdalanin santral niikleusu
(ASN) ile posterior hipotalamus (PH) arasinda nitrerjik bir yolagin varligin1 arastirmak
amagclandi.

Nitrik oksit (NO), santral ve periferal sinir sisteminde néromodiilator olarak islev
goriir ve kan basincinin (KB) diizenlenmesinde rol alir.

PH ve ASN kardiyovaskiiler diizenlemede rol alan, aralarinda karsilikli noronal
baglantilar olan beyin bolgeridir. Nitrerjik sistem bu bolgelerin kardiyovaskiiler
fonksiyonlarin1 modiile eder.

ASN’nin elektriksel stimiilasyonla (ES) aktive edilmesi tekrarlanabilir
kardiyovaskiiler degisikliklere neden olur. Bu nedenle ES, ASN’de korku ve stres
durumlarinda ortaya cikan kardiyovaskiiler yanitlarin fizyolojisini incelemek igin
kullanilir.

Calismamizda yapilan kardiyovaskiiler deneylerle ASN’nin ES’si sirasinda
KB’nin arttign saptandi. ES ile kalp hizinda (KH) genellikle artis ancak bazi
hayvanlarda diisiis saptandi. KB ve KH’de saptanan bu degisiklerden nitrerjik sistemin
sorumlu olup olmadigini arastirmak amaciyla NO sentetaz inhibitorii olan N© — nitro —
L-arjinin metilester (L-NAME), ASN’ye veya PH’ya farkli konsantrasyonlarda (40
veya 400 nmol/100nl) uygulandi. Her iki beyin bolgesinde de ASN’nin ES’si sirasinda
KB’de saptanan artmanin L-NAME’nin konsantrasyonuna baglh olarak baskilandigi
bulundu. KH’deki degisimlerin (artma veya azalmanin), L-NAME’nin farkli
konsantrasyonlarina gore arttigi, veya baskilandigr ya da etkilenmedigi saptandi. L-
NAME’nin PH’daki bu etkilerinden nitrerjik sistemin inhibe edilmesinin sorumlu olup
olmadigin1 aragtirmak amaciyla bu bolgeden mikrodiyaliz yapildi. Toplanan
diyalizatlarda kromatografik sistem ile NO diizeyini dolayli olarak gosteren L- sitriilin
ve NO salinimini dolayh olarak etkileyen L- glutamik asit diizeyleri 6l¢iildii. ES sonrast
L- sitriilin ve L- glutamik asit miktarlarinin PH’da arttig1 bulundu.

Calismamizdan elde edilen bu verilerle; ASN ve PH gibi santral kardiyovaskiiler
diizenlemede rolii olan iki beyin bolgesi arasinda nitrerjik bir yolak olabilecegi,

sonucuna varildi.



Anahtar Kelimeler: Nitrik oksit, L-glutamik asit, L-sitriilin, amigdala, posterior

hipotalamus



2. SUMMARY

The Nitrergic Pathway Between the Central Nucleus of
Amygdala and Posterior Hypothalamus That Has Role in the Central

Regulation of Cardiovascular System

In this study we aimed to investigate the existence of a pathway between the
posterior hypothalamus (PH) and central nucleus of amygdala (CNA) which has a role
in the central regulation of cardiovascular system.

Nitric oxide has neuromodulator functions in central and peripheral nervous
systems and has roles in the regulation of blood pressure (BP).

PH and CNA are the brain regions that have neuronal connections with each
other and they play role in the regulation of cardiovascular system. The cardiovascular
functions of these regions are affected by nitrergic system.

Electrical stimulation (ES) of the CNA causes reproducible cardiovascular
responses. This enables the use of ES of CNA in study of physiological responses that
occur in stress conditions.

In cardiovascular experiments during the ES of CNA changes in blood pressure
(increase) and heart rate (decrease or increase) were observed. The NO synthetase
inhibitor L-NAME was injected in different concentrations (40 or 400 nmol/100nl) into
PH or CNA. L-NAME inhibited the BP that occurred during the ES of CNA in a
concentration dependent manner. The increased or decreased level of heart rate was
inhibited or aggravated or unaffected by L-NAME.

Microdialysis was performed in PH. The level of L-citrulline that indicates the level of
NO indirectly and L-glutamic acid that affects NO production were found to be
increased after ES.

As a result we concluded that there might be a nitrergic pathway between PH

and CNA that play important roles in the central regulation of cardiovascular system.

Key Words: Nitric oxide, L-glutamic acid, L-citrulline, amygdala, posterior

hypothalamus.



3. GIRIS ve AMAC

Santral amigdaloid niikleus ovoid bir yap1 olup amigdaloid kompleksin dorsal
merkezinde yer alir (109). ASN’nin ES ile aktive edilmesinin tekrarlanabilir
kardiyovaskiiler degisikliklere neden olabilecegi (32) ve korku durumunda ortaya ¢ikan
kardiyovaskiiler yanitlarin fizyolojisini incelemek i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir
(65).

Posterior hipotalamik bolge, medial hipotalamik hiicre toplulugunun kaudal
bolgesininin en ug¢ noktasisini olusturur (1). Literatiirdeki veriler PH nin kardiyovaskiiler
diizenlemede rolii oldugunu destekler niteliktedir (151). Spencer ve ark tarafindan
yapilan bir ¢caligmada periventrikiiler bolgenin PH’daki kardiyovaskiiler degisikliklere en
duyarli bolge oldugu saptanmistir (152).

Amigdalanin hipotalamus ile karsilikli baglantisinin oldugu amigdalaya limbik
korteksin tiim boliimlerinden uyarilar geldigi belirtilmistir (58). Parades ve ark’nin
yaptiklar1 incelemeler sonucunda ASN’ye uygulanan retrograd isaretleyicilerin PH’da
orta yogunlukta biriktigi, hipotalamusun periakuaduktal gri cevhere ve ASN’ye en fazla
aferent yollayan kaynak oldugu gosterilmisti. ASN’ye uygulanan retrograd
isaretleyiciler PH’da orta yogunlukta birikmistir (117).

Tum memeliler tarafindan sentezlenebilen NO, kan damarlar1 direncinin
diizenlenmesinden, noronlar arasi iletisime kadar bircok fizyolojik olayda islev
gormektedir. Nitrik oksit sentetaz (NOS) inhibitorlerinin periferal olarak uzun siireli
uygulanmasinin hipertansiyon olusmasina neden oldugu bildirilmistir (11, 132).

Immunhistokimya ile yapilan calismalarda ASN’nin kapsiiler ve lateral
boliimiindeki hiicre govdelerinde ve dendritlerde noronal NOS (nNOS) iceren noronlar
saptanmistir (67). PH’da NO sentezinin inhibe edilmesiyle KB’nin artig1 gosterilmistir
(49).

Bu bilgiler goz oniine alinarak ASN ile PH arasinda santral kardiyovaskiiler
sistemin diizenlenmesinde nitrerjik bir yolagin olabilecegi seklinde bir varsayim
olusturulmug ve bu varsayim calismamizin amacini olusturmustur.

Calismamizda o©ncelikle ASN’nin elektriksel olarak uyarilmasiyla olusan
kardiyovaskiiler yanitlar belirlenmis ve daha sonra bu yanitlarda ASN ile PH’daki

nitrerjik sistemin etkisi ve bu iki bolge arasinda nitrerjik yolagin varligi arastirilmistir.



4. GENEL BiLGIiLER

4.1 Anatomi

4.1.1 Hipotalamusun Anatomisi
Hipotalamus limbik sistemin ortasina yerlesmis olup anatomistler tarafindan beynin
farkli bir bolgesi sayilsa da fizyolojik agidan limbik sistemin santral yapilarindan biri
olarak kabul edilir. Kelime anlami1 olarak “’limbik’’ sinir anlamina gelir. Limbik sistem
beyinde hipotalamus ve hipotalamusla ilgili yapilar1 hatta hipotalamus ile serebral
korteks arasindaki sinir bolgelerine yerlesmis yapilari tanimlar.

Hipotalamus ve limbik sistem hakkindaki bilgilerimiz artikga aslinda bu iki

yapinin fonksiyonel olarak bir biitiin oldugu anlasilir. Bu nedenle limbik sistemin anlami
beynin duygulari, davramislarn ve giidiileri kontrol eden tiim bazal sistem yapilarini
kapsayacak sekilde genisletilmistir. Davranig belli bir bolgenin degil, tiim sinir
sisteminin fonksiyonudur. Santral sinir sisteminin bu fonksiyonlar1 beynin bazal
bolgelerine yerlesmis subkortikal yapilar tarafindan gerceklestirilir.
Hipotalamus limbik sistemin subkortikal yapilan tarafindan c¢evrelenmistir. Bu yapilar:
septum, paraolfaktor bolge, epitalamus, talamusun 6n niikleuslari, bazal ganglianin bir
kism1 ve amigdaladir. Hipotalamusun limbik sistemin tiim seviyeleriyle baglantis1 vardir.
Hipotamusdan:

1-Asagiya beyin sapina 6zellikle mezensefalonun retikiiler formasyonuna, ponsa
ve medullaya;

2- Yukartya bir¢ok beyin bolgelerine serebral bolgelere, diensefalon, 6zellikle 6n
talamus ve limbik kortekse;

3- Infundibulum iginde 6n ve arka hipofiz fonksiyonlarim kontrol etmek iizere ii¢
yone sinyal gonderilir.

Hipotalamus beyin kitlesinin %1‘den daha azin1 icermesine ragmen limbik
sistemin tiim motor c¢ikis yolaklarinin en Onemlisidir. Vejetatif, noéroendokrin
fonksiyonlarinin yaninda, emosyonel durumun diizenlenmesinde de rol alir.
Hipotalamus o6n ve arka olmak iizere iki bolgeye ayrilir. Anterior bdoliimde
paraventrikiiler niikleus (PVN), medial preoptik bolge, supraoptik niikleus,

infundibulum, posterior preoptik va anterior hipotalamik bolge bulunur.



Posterior bolgede, PH, dorsomedial niikleus (DMH), perifornikal niikleus,
ventromedial niikleus, mamillar cisim, arkuat niikleus, periventrikiiler zone, lateral
hipotalamik bolge yer alir.

Hipotalamusdaki niikleuslar birbirlerinden belirgin sinirlarla ayrilmis degildir.
Buradaki spesifik bir néronun uyarilmasiyla ortaya ¢ikan etkinin ndéronun uyarilmasiyla
m1 yoksa kontrol niikleuslar1 farkli bir bolgede bulunan ve bu bolgeden gecgen liflerin
aktive edilmesiyle mi oldugunu tam olarak sdylemek miimkiin degildir. Ornegin ¢ok
sayida lifin bulundugu posterior ve lateral hipotalamik bolgenin uyarilmasiyla olusan
fonksiyonlarin farkli hipotalamik niikleuslar, hatta hipotalamus disindaki niikleuslar
tarafindan kontrol edildigine inanilmaktadir.

Hipotalamusun Islevleri:

1-Kardiyovaskiiler diizenleme: Genellikle posterior ve lateral hipotalamusun
uyarilmasiyla kalp hiz1 artar, KB yiikselir. Preoptik ¢ekirdegin uyarilmas1 KH ve KB’yi
diisiiriir.

2- Anterior hipotalamus, 6zellikle preoptik niikleus araciligiyla viicut 1sisinin;
lateral hipotalamusa yerlesmis susama merkezi ve suyun renal yoldan atiliminmi kontrol
eden supraoptik niikleus araciligiyla viicut suyunun diizenlenmesi gerceklestirilir.

3- Paraventrikiiler noronlar ile uterus kasilmasimin ve siit saliniminin
diizenlenmesi.

4- Lateral hipotalamusda bulunan aglik merkezi ve ventromedial niikleuste
yerlesmis bulunan doyma merkeziyle gaztrointestinal ve beslenme fonksiyonlarinin
diizenlenmesi.

5- On hipofiz bezinin fonksiyonlarinin diizenlenmesi (109).

4.1.2. Posterior Hipotalamusun Anatomisi

Posterior hipotalamik bolge, boyutlart kiiciik ve orta biiyiikliikte olan homojen
hiicre toplulugu igerir. Biiyiikk, koyu boyanan hiicrelerin sayis1 azdir ve bu hiicreler
rostrokaudal yonde dagilmislardir. PHB’de bulunan hiicrelerin yogunlugu c¢evre
niikleuslardan daha azdir ve sinir lifleri rostrokaudal yonde uzanir (1).

Spencer ve ark’min yaptig1 bir calismada [*H] glutamat ile yapilan otoradyografi
deneyleriyle PH’ min sinirlarinin belirlenmesine ¢ahisilmistir. Uglincii ventrikiil medial

sinir, mamillotalamik yolak lateral sinir olarak kabul edilmistir. Arka sinirin mamiller



cekirdegin arka simirina kadar uzandigi, rostral uzanimin DMH’ya dogru oldugu
belirtilmistir. PH’da periventrikiiler niikleus ve posterior hipotalamik niikleus olmak
iizere iki bolge belirlenmistir. Periventrikiiler niikleusda bulunan hiicrelerin mezensefalik
santral gri maddenin devami oldugu ve dorsomedial hatta uzanan kiigiik hiicrelerden
olustugu goriilmiistiir (152). Bu bolgede bulunan hiicreler ve lifler posterior hipotalamik
bolgeyi 3. ventrikiiliin ependimasindan ayirir (1). Posterior hipotalamik niikleusda orta
biiyiikliikteki hiicreler saptanmisg, rostral olarak DMH ve dorsal hipotalamik bolge ile
sinirlandirilmistir (152). PH’y1 dorsal hipotalamusdan ayiran belirgin 6zellikler olmadigi
i¢in bu bodlge PHB nin rostral uzanimi olarak kabul edilebilir (1). Posterior hipotalamik
niikleusun premamiller niikleus c¢evresinde periventrikiiller bolge ile birlestigi

goriilmistiir (152).

4.1.3. Amigdala ve Amigdalanin Santral Niikleusunun Anatomisi

Amigdala genellikle tek bir yap1 gibi olarak diisiiniilse de aslinda heterojen gri bir
kompleks olup noroendokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde ve viseral efektor
mekanizmalarin modiilasyonunda rol oynar. Ayrica entegre davramiglarin, korunma,
beslenme, agresif davramis, iireme, O0grenme, hatirlama gibi kompleks i¢ ice gecmis
davranmislarin diizenlenmesinde islevleri vardir (109).

Primat amigdalasi temporal lobun anteromedial boliimiinde, striatumun
anteromedial, hipokampiisiin ventral bolimiinde bulunur. Yerlesim yeri primatlarla,
temporal lobu yeterince gelismemis primat olmayan kedi, sican gibi canlilarla benzerdir
(109). Tim memelilerde amigdala anatomik olarak karmasik bir yapiya sahiptir. 1981
yilinda Price ve ark, sican, kedi ve maymunda amigdala niikleuslarinin baglantilarini,
histokimyasal yapilarin1 arastirmislar ve tiirler arasinda benzerlikler bulmuslardir (130).

Bu yiizyilin ilk yarisinda farkl tiirlerle yapilan sitolojik incelemeler sonucunda
amigdalada homojen niikleus yapisindan s6z etmek miimkiin olmamistir. Amigdala
kendi disinda komsulugunda bulanan ¢evre dokularla i¢ ice ge¢mis cok sayida niikleus
icerir. Bu niikleuslarin ¢ogu kendi aralarinda daha alt boliimlere ayrilir. Amigdala
niikleuslarin1 fonksiyonlarina ve anatomik yapilarina gore gruplamak miimkiindiir. Bu
amag icin kullanilan kriterlere gore farkli simiflamalar ortaya ¢ikmistir. Daha onceki
yillarda amigdala noronlari; yiizeyel kortikomedullar grup (kortikal niikleuslar, lateral

olfaktor yolak, medial niikleus ve santral niikleus) ve bazolateral grup (lateral bazal,



aksesuar bazal niikleuslar) olmak iizere iki gruba ayrilmis ancak santral ve medial
niikleuslarin anatomik ve histokimyasal olarak kortikomeduller niikleuslardan farklilik
gostermesi nedeniyle farkli bir gruplandirma yapilmistir. Bu yeni gruplandirmaya gore

amigdala niikleuslan ii¢ ana gruba ayrilmistir.

1- Bazolateral niikleuslar,
2- Korteks benzeri yiizeyel niikleuslar,
3- Santral-medial niikleuslar.

Santral-medial niikleuslar amigdalanin dorsomedial bdéliimiine yerlesmistir ve
medial ve santral olmak iizere iki tane niikleus igerir. Medial niikleus, temporal/piriform
lobun dorsomedial kosesinde optik yolagin lateralinde, korteks benzeri yiizeyel
niikleuslarin dorsalinde bulunur. Yiizeyel korteks benzeri bolimde niikleuslar daginik
olarak bulunur. Bu bolim olfaktor ile aksesuar olfaktor yolaklardan gelen liflerin
bulundugu bir katman ve daha derine yerlesmis hiicreden zengin bir baska katmandan
olusmustur (94).

ASN ovoid bir yap1 olup amigdaloid kompleksin dorsal merkezinde yer alir.
Dorsolateralde striatum, dorsamedialde amigdalay1 globus pallidumdan ayiran kolinerjik
projeksiyonlarin kaudal uzantilarn tarafindan simirlandirilmistir. Kaudal sinirlar net
degildir. Pratikte lateral ventrikiiliin temporal boynundan hiicresel olarak fakir olan bir
tabakayla ayrilir. Bu kolinerjik uzanti medial ¢ekirdegin lateraline yerlemistir (109).

Arastirma yapilan tiim memelilerde ASN’de baglantilar1 ve hiicre gruplar
birbiriden farkli lateral ve medial olmak iizere iki boliim belirlenmistir (94). Myelin
boyamasiyla yapilan caligmalar sonucunda; medial boliimiin liflerden zengin olmasina
karsin lateral boliimiinde hi¢ lif bulunmadigi ve bu 6zelligin iki niikleus grubunu
birbirinden ayiran en dnemli 6zellik oldugu belirtilmistir. Kiiprik giimiis boyama teknigi
ile yapilan calismalarda medial boliimdeki hiicrelerin diizensiz ve birbirinden farkli
miktarda boya tuttugu, lateral boliimdeki hiicrelerin ise diizenli ve esit diizeyde boyandigi
gosterilmistir. ASN’de bulunan bu iki hiicre grubunun asetilkolinesteraz ile boyanma
ozelliklerinin de farkli oldugu gosterilmistir (109).

ASN’nin medial boliimii lateral hipotalamusa (24), periakuaduktal gri cevhere
(55) ve dorsal vagal komplekse (54) uzanan eferentlerin ana kaynagidir. ASN’nin lateral
boliimiine, insuler korteksden (55, 178), PVN’yi de icine alan talamik niikleuslardan

(100, 111) ve parabrakial niikleustan (15) kaynaklanan uyarilarin biiyiik bir kismi



projekte olur. Lateral boliimde insular korteks aferentleriyle baglantisi olan, gama-amino
biitirik asit (GABA) igceren noronlar vardir. Bu noronlar ASN’nin medial boliimiine
uzanarak buradan beyin sapina giden aksonlara katilirlar (156). ASN’nin lateral
boliimiindeki néronlarin % 40’1inin tamamen sessiz oldugu ve spontan aktivitelerinin
diisik oldugu saptanmistir. GABA antagonisti bikukulin metiyoiodiiriin (BMI) bu
bolgeye uygulanmasi noronlarin ateslenme oraninm1 % 20 artirmistir (169). Kortikal,
amigdaloid, talamik hipotalamik ve beyin sapindan gelen cok yonlii duyusal bilgi,
motivasyon bilgileri ve duyusal iligkili bilgi amigdalada toplanir (109). Uyarinin
olmadigi durumlarda amigdalada toplanan bilgilerin ASN’deki eferent lifler iizerine
hicbir etkisi olmayacaktir. Ciinkii buradaki néronlar bolgesel inhibitorlerin kontrolii
altindadir. Uyarilar ASN’den projekte olan noronlar disinhibe edecek ve sonugta hizl
otonomik yanitlar olusacaktir. Bu durum GABA’erjik interndronlart inhibe edecek olan
spesifik GABA’erjik noron gruplarinin aktivasyonuyla gergeklesir (157).

Amigdalanin hipotalamus ile karsilikli baglantis1 vardir. Amigdala limbik
korteksin tiim boliimlerinden uyarilar alir. Frontal lobun orbital yiizeylerinden, singulat
ve parahipokampal giruslardan, temporal lobun neokorteksinden, parietal, oksipital
loblardan 6zellikle duyma ve gorme asosiasyon alanlarindan amigdalaya uyarilar
gonderilir. Genellikle amigdalanin uyarilmasiyla KH ve KB’de artma veya azalma;
gastrointestinal motilite artma veya azalma, defekasyon ve miktiirasyon, piloereksiyon,
bazi anterior pitiliter hormonlarinin salinmasi, pupil dilatasyonu veya bazen
konstriksiyonu gibi hipotalamusun uyarilmasina benzer yanitlar olusur. Bunlarin disinda
amigdalaya uyar1 gonderilmesiyle hipotalamusdan farkli olarak tonik hareketler, donme
hareketleri; koklama yutma, ¢igneme, yeme hareketleri olusabilir.

Baz1 amigdala niikleuslarinin uyarilmas1 6fke, kagma, cezalandirma, korku gibi
hipotalamus uyarilmasina benzer davranislara neden olabilir (109). Amigdala lateral ve
bazolateral niikleuslar1 araciligla aldigi uyarilar hipotalamus ve beyin sapinin korku ve

anksiyete ilgili bolgelerine gonderir (32).

4.2. Kardiyovaskiiler Sistemin Santral Diizenlenmesi
Otonomik postganglionik sinirler, bolgesel diizenleyici mekanizmalar ve
dolagimdaki hormonlar kalp kasinin kasilma giiciinii, KH’y1 ve damarlarin tonusunu

etkileyerek kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alirlar. Otonomik



postganglionik sinirler omuriligin medulla, torasik ve tist lomber bolgelerine yerlesmis
0zel niikleuslarin  kontrolii altindadir. Santral kardiyovaskiiler fonksiyonlarin
diizenlenmesinde dort tip néron vardir. Bunlar:

1- Kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 olan preganglionik otonomik motor ndronlar
(kalbi, kan damarlarin1 ve adrenal medullayr kontrol eder)

2- Bu preganglionik otonomik motor néronlara uzanan ve bunlarin aktivitesini
diizenleyen premotor ndronlar

3- Refleks olarak kardiyovaskiiler fonksiyonlari etkileyen primer aferent néronlar

4- Primer aferent uyar1 veya kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenleyen beynin iist
bolgeleriyle otonomik premotor noronlara baglayan inter ndronlar.

Otonomik preganlionik noronlar parasempatik veya sempatik olabilir. Kardiyak
ganglionu innerve eden vagal preganglionik noronlar ventrolateral medullada
yerlesmistir ve kardiak siklusla es zamanli olarak periferal baroreseptorlerden gelen
uyarilara bagh olarak ateslenir. Bu néronlarin eksitator amino asitler (EAA) ile uyarildigt
ve GABA immunreaktif oldugu saptanmistir. immunhistokimya ile bu bolgede serotonin
varligi gosterilmistir (29).

Viicudun herhangi bir yerine olan kan akimi perfiizyon basincina ve akim
direncine baghidir. KB’ nin kisa ve uzun donem yanitlar1 farkli mekanizmalarla kontrol
edilir. Herhangi bir bolgedeki vaskiiler direng, sempatik vazomotor sinirlerin ve
hormonlarin aktivitesinden, endotelyal ve metabolik iirinlerden olusan bolgesel
faktorlerden etkilenir (28). Noral yollardan olusturulan kardiyovaskiiler yanitlar
kompleks davraniglarin bir parcasi olarak da ortaya ¢ikabilir.

Egzersizle baslayan KH ve solunumdaki artis, iskelet kasi kan akimini ve bobrek
gibi organlarin vaskiiler yataklarim1 innerve eden sempatik sinirlerin aktivitesinin
artmasina neden olur. Egzersizin baslamasiyla ortaya cikan kardiyovaskiiler etkiler
somatomotor aktivitenin artmasiyla korteksden gelen merkezi bir emrin sonucu olarak
baslatilir. Kortikal bolgeden kaynaklanan uyarilar kalp ve kan damarlarina giden
sempatik akimin aktivitesinin artmasina neden olur. Bu etkilere neden olan korteksden
daha alt diizeylere uyar1 gonderilmesine neden olan yolaklar bilinmese de kaudal
hipotalamusdaki noronlarin burada islevleri olduguna dair kanitlar vardir. Bu nedenle
hipotalamusdaki noronlarin egzersiz sirasinda olusan somatomotor ve otonomik

degisikleri olusturma ihtimali yiiksektir. Ancak bu bolgeye gelen uyarilarin nereden
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kaynaklandig1 ve beynin alt seviyelerine inerken ne sekilde organize olduklar1 tam olarak
bilinmemektedir (28).

Akut duygu durumlar1 veya hayati tehdit eden uyarilar belirgin kardiyovaskiiler
degisikliklere neden olurlar. Bu durumlarda iskelet kaslarina olan kan akimi, KH ve KB
artar. Splanknik, renal ve kutandz damar yataklarinda vazokonstriksiyon olur. Boylece
canli kagmak ve savagmak i¢in hazir duruma gelir. Bu tip yamitlar “feedback (geri
beslenme)” diizenleyici mekanizmalar degil, ‘“feedforward (ileri beslenme)”
mekanizmalar olarak kabul edilir.

Hipotalamusun savunmayla ilgili bolimiiniin elektriksel olarak uyarilmasi
yukarida tarif edilen kardiyovaskiiler yanitlara benzer degisikliklere neden olur (62).
Ancak bu etkilerin hipotalamusdaki noron govdelerinin mi yoksa amigdaladan
kaynaklanan ve hipotalamusdan gecen liflerin uyarilmasiyla mi gergeklestigi tam olarak
acik degildir. Son yillarda DMH’nin akut stres durumlarinda ortaya c¢ikan
kardiyovaskiiler yanitlarin entegrasyonunda anahtar rol oynadigina dair kanitlar ortaya
atilmisir (28).

DMH ve PVNnin parvoseliller kisminin bircok bolgeye projeksiyonlar
gonderdigi verdigi ve otonom sinir sistemi aktivitesini kontrol ettigi gosterilmistir (162).

Laboratuvarimizda simdiye kadar yapilmis olan calismalar, kardiyovaskiiler
sistemin santral diizenlenmesinde, inhibitor bir amino asit olan GABA’nin
hipotalamusda 6nemli bir norotransmiter oldugunu gostermistir. GABA4 reseptorleri igin
antagonist olan BMI’'nin, intraserebroventrikiiler olarak uygulanmasiyla ortaya cikan
presor yanitlar, PVN, DMH, veya ASN elektriksel lezyonlartyla baskilanmistir (53).
Benzer sekilde, siganlara intraserebroventrikiiler olarak verilen GABA reseptor agonisti
musimoliin olusturdugu kardiyovaskiiler etkiler de, DMH'nin elektriksel lezyonu ile
Onlenmistir (52). Her iki calismanin sonucunda hipotalamusun santral kardiyovaskiiler

diizenlemede rol aldig1 gosterilmistir.

Bununla uyumlu olarak DMH, akut stres yanitlarinin olusumundan sorumlu olan
amigdalayr da icine alan birgok ©n beyin bolgelerinden uyarilar alir. Ozellikle de
bazolateral amigdalanin uyarilmasi akut stres durumuna benzer kardiyovaskiiler yanitlar
olusturur (28). Fontes ve ark’nin yaptig1 bir calismada DMH’da olusturulan vazomotor

ve kardiyak yanitlarin rostral ventrolateral medulladaki (RVLM) sinaptik gecise bagiml
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veya bagimsiz olarak inen yolaklar araciligiyla gerceklestirildigi gosterilmistir (39);

(Sekil 1).

Akut Stres

Amigdala

AN

Dorsamedial hipotalamik niikleus

l l

Rostral ventrolateral medulla ~ Diger relay niikleuslarin aktivasyonu

l l

Sempatik vazomotor aktivasyon  Kardiyak sempatik aktivasyon

l l

Kan basincinda artma Kalp hizinda artma

Sekil 1: Akut stres durumlarinda santral kardiyovaskiiler yanitlar: olusturulmasinda rolii

oldugu diisiiniilen yolaklar.

Egzersiz veya akut duyusal uyariya eslik eden kardiyovaskiiler yanmtlar KB’deki
artma ile birliktedir. Bu nedenle bu kosullarda KB’yi diizenleyen baroreseptor refleks
rollerinin belirlenmesi iizerinde yogun olarak calisilan bir konudur (89). Akut stres
durumlarinda aktive olan hipotalamus ve supramediiller bolgelerden inen yolaklarin

baroreseptorleri modiile ettikleri seklinde bir hipotez olusturulmustur (153).
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Santral bolgelere uygulanan kolinerjik reseptor agonistlerinin ve kolinesteraz
inhibitorlerinin presor ve depresor yanitlar olusturabildigi gosterilmistir (3, 23, 36, 104,
112, 114, 168). Bu etkilere aracilik eden beyin bolgeleri, “posterior hipotalamus™ (22,
91), “anteroventral 3. ventrikiil bolgesi (97, 107), “hipokampiis” (60), “lokus seruleus”
(35), “RVLM’nin C1 bolgesi” (57, 158) ve “amigdaloid kompleks” (108) gibi
bolgelerdir.

Amigdala kortikal, talamik ve hipotalamik niikleuslardan uzantilar almakta ve
kardiyovaskiiler diizenlemede duyusal bilgiler ve beyin sapi arasinda koordinasyonu

saglamaktadir (2, 33, 47).

Beyin sapinda ve Onbeyin bolgelerinde bulunan belirli niikleuslar, dogrudan

sempatik preganglionik noronlara uzanarak sempatik premotor noronlart olustururlar

(154).

Onbeyin bolgelerinin, vazomotor aktivitenin diizenlenmesinde islevleri vardir.
PVN’de yogun akson ve hiicre govdeleri arasindaki karmagik etkilesme, santral
kardiyovaskiiler diizenlemeye katkida bulunmaktadir. PVN, ventrolateral medulla ile
baglantilidir ve ayn1 zamanda buradan ¢ikan ve omurilikte sonlanan projeksiyonlara
sahiptir (124). DMH ve PVN'nin parvoseliiler kisminin bir¢ok bolgeye uzantilar verdigi

ve otonom sinir sistemi aktivitesini kontrol ettigi gosterilmistir (162).

4.2.1. Amigdalanin Santral Niikleusunun Kardiyovaskiiler Diizenlemedeki

Rolii

Limbik sistemin bir parcas1 olan amigdaloid kompleksin, hipotalamus, beyin sap1
ve kardiyovaskiiler sistemin santral diizenlemesinde rolii oldugu bilinen diger pek cok

beyin bolgesiyle yogun noronal baglantilarinin oldugu gosterilmistir (29).

ASN beynin iist merkezlerindeki duyusal bolgelerle KB kontrol merkezleri
arasinda baglantiyr saglayacak sekilde lokalize olmustur. ASN bircok kortikal ve
subkortikal alanlardan direkt ya da lateral ve bazolateral amigdala araciligiyla girdiler
alir. Korteksin gérme, duyma merkezlerinden, olfaktér ve beslenme sistemlerinden,
somatosensor korteksden, hipokampiis, talamus, hipotalamus ve beyin sapiin genis bir
bolgesinden gelen uyarilari sirasiyla hipotalamus ve beyin sapiin  KB’nin

diizenlemesinde gorev yapan bolgelerine gonderir (58).
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Anatomik, fizyolojik ve davrams c¢alismalariyla ASN’nin stres hormonu
salimmmindan ve kardiyovaskiiler degisiklerin modiilasyonundan sorumlu oldugu
saptanmistir (108, 129). Sicanlarda ASN’nin kimyasal ve elektriksel olarak uyarilmasi
KB’de beyin sapindaki kardiyovaskiiler alanlarin aktive edilmesine benzer degisikliklere
neden olmustur (46, 65).

ASN’leri bilateral olarak c¢ikarilan sicanlarda kronik stresin neden oldugu
norojenik hipertansiyonun onlendigi gosterilmistir (10) .

ASN’nin elektriksel veya kimyasal lezyonlarinin spontan hipertansiyonu
engelledigi (43, 146) ve spontan hipertansiyonlu sicanlarda (SHR) sesli uyaranlarin
neden oldugu abartilh presor ve vazokonstriktor yanitlarin siddetinin azaldigi
bulunmustur (44, 38).

Sicanlarda kimyasal uyaranla yapilan calismalarda kardiyovaskiiler sistemde
degisken yanitlar bildirilmistir. ASN’ye L- glutamik asit enjeksiyonu, anestezi altindaki
sicanlarda KB ve KH’da azalmaya, uyanik hayvanlarda ise elektriksel uyarida oldugu
gibi KB ve KH’da artisa neden olmustur (65, 47). Anestezi altindaki hayvanlarda
saptanan bu depresor etki anesteziklerin renal ve mezenterik yatakta neden oldugu
depresor etkilere baglanmistir (140).

ASN’nin  KB’nin diizenlenmesindeki rolii sadece belli bir noronlarin
uyarilmasiyla elde edilen calisma sonucglarina degil, farkli yontemlerle yapilan
calismalara da dayamr. Ornegin, bir stres mediyatorii olan kortikotropin-salgilayan
hormonun ASN’ye injeksiyonu KB ve KH’y1 artmistir (21).

Uyanik hayvan modelinde ASN’ye uygulanan L-glutamatin KB’yi ve KH’y1
artirdig1 saptanmistir (65).

Amigdaloid kompleksin, asetilkolin ve asetilkolinesteraz icerdigi ve muskarinik
reseptor baglanma bolgeleri acisindan zengin bir beyin bolgesi oldugu da bilinmektedir
(63, 136). Kolinomimetik bir ajan olan karbakoliin intraserebroventrikiiler olarak
uygulanmasiyla ortaya ¢ikan presor yanitlarin, ASN’nin elektrolitik lezyonlar1 tarafindan

baskilandig1 gosterilmistir (113).

Karbakoliin amigdaloid komplekse enjeksiyonu hareketsizlik, titreme, sahlanma
gibi davranmigsal degisikliklere ve kardiyovaskiiler presor yanitlara neden olmustur. En
ciddi kardiyovaskiiler presor yanit karbakoliin ASN’ye uygulanmasi sonrasinda

goriilmiistiir (108).
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Laboratuvarimizda yapilmis olan bir calismada, intraserebroventrikiiler olarak
uygulanan karbakoliin yaptig1 KB’deki artis ve KH’daki azalmanin, ASN’ye verilen M-
selektif muskarinik antagonist pirenzepin ile Onlendigi, metoktramin gibi M;
reseptorlerine affinitesi ¢ok diisiik olan bir bagska antagonist ile Onlenemedigi
gosterilmistir (6). Diger bir calismada ise, ASN’nin elektriksel olarak veya karbakol
mikroenjeksiyonlar1 ile kimyasal olarak uyarilmasiyla kardiyovaskiiler yanitlarin ortaya
ciktigi gosterilmistir.. Bu etkiler non-selektif muskarinik reseptdr antagonisti atropin
stilfatla bloke edilmistir. Pirenzepin on tedavisiyle de benzer sonuclar elde edilirken, M; -
selektif muskarinik reseptor antagonisti AF-DX116 KB yanitlarim degistirmemistir (7).
Bu sonuglar ASN’de M; muskarinik reseptorlerinin kardiyovaskiiler diizenlemedeki
Oonemini vurgulamaktadir.

Zhuo ve ark intratekal atropin enjeksiyonunun doza bagl olarak kuyruk ¢ekme
davraniginin smirimi azalttigini ve bu etkilerin ortama L-arjinin eklenmesiyle geri
dondiigiinii gostermis ve spinal NO saliniminin kolinerjik sistemin tonik kontrolii altinda
oldugunu belirtmislerdir (182).

Retrograd ve anterograd isaretleyicilerle yapilan calismalarda ASN’nin niikleus
traktus solitarius’a (NTS) projeksiyonlar gonderdigi gosterilmistir. NTS, dorsal medulla
oblangatada bulunan, viseral organ, baroreseptor ve kemoreseptor aferent liflerinin
sonlandigi ana yapidir. Bu nedenle NTS viseral reflekslerin entegrasyon alanidir.
Yolaklar NTS’den dorsal vagal motor niikleusda bulunan kolinerjik noéronlara ve
inhibitér noronlarin bulundugu kaudal venrolateral medullaya (KVLM) ve RVLM’ye
projekte olurlar. RVLM’deki noronlar aktiftir ve torakolomber bdolgede bulunan
intermedialateral sempatik preganglionik noronlara projekte olurlar. KB’deki yiikselme
karotid arter ve aort arkina yerlesmis baroreseptorler tarafindan vagus ve
glossofarengiyal sinirler yoluyla NTS’ye ulasir. Uyar1t NTS’den KVLM’deki inhibitor
noronlara ulasir. Bu noéronlar RVLM’daki noronlarin aktivitesini azaltarak sempatik
aktivitede ve KB’de azalmaya neden olur (140).

ASN’deki noronlarin elektriksel olarak uyarilmast RVLM’deki noronlarda
aktivasyona neden olmur (46). ASN’den RVLM’ye uzanan néronlarin nérotransmiteri
tam olarak bilinmemektedir. Ancak yapilan farmakolojik calismalar burada glutamat

varliginmi destekler niteliktedir (135, 99).
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ASN ile NTS arasindaki baglantiy1 belirlemek i¢in elektrofizyolojik ¢calismalarda
yapilmistir. NTS’deki noronlarin uyarilmasinin  ASN’deki néronlarda antidromik
aktivasyona neden oldugu gosterilmistir (133). NTS’nin aktivasyonu ile ASN’deki c-fos
miktar1 ASN ile NTS arasindaki baglantiy1 destekler sekilde artmistir (120). Intravensz
fenilefrin enjeksiyonuyla baroreseptdér mekanizmalar1 uyarilan sicanlarda anterograd
isaretleyicilerle yapilan izleme yontemleriyle ASN’den orijin alan noronlarin NTS’deki
baroreseptor noronlarla yakin komsulugu oldugu gosterilmistir. Bu sonuglarla ASN’nin
barorefleks mekanizmalara bagl olarak KB’yi NTS seviyesinde direkt olarak etkiledigi
gosterilmistir (139).

NTS’de ASN’den gelen ve burada GABA’erjik sinapslar yapan kardiyovaskiiler
noronlarin varligi gosterilmistir (138). Bu sonuglar bize ASN’nin uyarilmasiyla olusan
KB degisikliklerine NTS’deki baroreseptor refleks mekanizmalardan sorumlu olan
GABA’erjik noronlarm  baskilanmasinin  aracilik  ettigini  diigtindiiriir. KB’nin
diizenlemesinde ASN’den beyin sapina olan bir projeksiyon da RVLM’yedir. RVLM
sempatik vazomotor noronlara girdi gonderen baslica yapilardan biridir. Amigdaladaki
kiigciikk bir efektor noron grubunun RVLM’deki katekolaminerjik noronlarla sinaps

yaptig1 gosterilmistir (172).

4.2.2. Posterior Hipotalamusun Kardiyovaskiiler Diizenlemedeki Rolii

Posterior hipotalamik bolge, medial hipotalamik hiicre toplulugunun kaudal
bolgesininin en ug¢ noktasim olusturur (1). Ablasyon, elektriksel ve kimyasal uyari
caligsmalari, elektrofizyolojik kayitlar, bu bolgenin uyku-uyaniklik siklusunun konroliinde
(83, 163) kardiyovaskiiler sistem diizenlemesinde (22, 91, 152, 173), beyin sapindan
kaynaklanan hipokampal teta ritimlerinin modiilasyonunda (16, 170), savunma, agresyon
gibi davraniglarin ortaya konmasinda (147, 177) islevleri oldugunu gostermistir. Bu
kadar cesitli fonksiyonlarinin olmasi posterior hipotalamik bdlgenin bir entegrasyon alani
oldugunu diisiindiirmektedir (1).

Spencer ve ark tarafindan yapilan bir calismada periventrikiiler bolgenin PH’da
kardiyovaskiiler degisiklere en duyarli bolge oldugu saptanmistir. PH’daki hiicrelerin
uyarilmasiyla ( [’H] glutamat ile) hipotansiyon ve bradikardi olusmus, ancak presdr

yanitlara rastlanmamustir (152).
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Literatiirdeki diger veriler PH’ nin kardiyovaskiiler diizenlemede rolii oldugunu
destekler niteliktedir. PH’ya uygulanan GABA, histamin, asetilkolin ve glutamatin
kardiyovaskiiler degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (151).

Dampney’nin 1994 yilinda yayinladigi bir derlemede lateral hipotalamus ve
PH’da eksitatdr amino asitlerin (EAA) neden oldugu kardiyovaskiiler yanitlari aragtiran
caligmalar incelenmistir. Bu calismalarin hepsinde noron gévdelerinin EAA’larla selektif
olarak uyarilmasinin PVN disinda tiim hipotalamus bdlgelerinde depresor yanitlar
olusturdugu bildirilmistir. PVN’nin uyarilmasiyla presor ve depresér yanitlar
saptanmistir. Bu durum hipotalamusdaki hiicre gdvdelerinin sempatoinhibitdr olduklari,
lateral hipotalalamus ve PH’nin ve elektriksel uyarilmasiyla gerceklesen presor etkilerin
buradaki noronlarin degil, liflerin uyarilmasi ile olustugu seklinde yorumlanmustir.
Bununla beraber bu goriisle tam olarak uyumlu olmayan gériislerin oldugu; GABA
antagonisti olan BMI'nin PH’ya enjeksiyonun KB ve KH’da yani sempatik aktivitede
artmaya, GABA agonisti olan musimoliin ise tam tersi etkilere neden oldugu
bildirilmigtir. Tiim bu c¢alismalarin bizi hipotalamusda sempatoeksitator néronlarin
bulundugu, strese bagl tasikardi ve presor yanmitlarin olusmasi icin bu ndéronlarin
uyarilmasimnin  (GABA’erjik disinhibisyon) gerekli oldugu sonucuna gotiirdiigii
belirtilmistir. Bununla uyumlu olarak hipotalamik hiicrelerin tek hiicre kayitlarinda
noronlarin ¢ogunun sempatoeksitator atesleme 6zelligine sahip olduklarinin gosterildigi
vurgulanmistir (29).

Aym derlemede hayati tehdit eden uyarilarin neden oldugu presor ve
sempatoeksitator etkilerin kismen hipotalamusdaki noronlar araciiyla gergeklestigi
belirtilmistir. EAA enjeksiyonlarinin neden oldugu depresor yanitlar; sempatoeksitator
noronlarin PH’da daginik olarak bulundugu ve bu bdlgeye uygulanan glutamatin sadece
sempatoeksitator noronlar1 degil onlar1 inhibe eden interndronlart da uyardigi seklinde
aciklanmistir.  Bu  nedenle  dagimik  olarak  bulunan  noéronlarm  EAA
mikroenjeksiyonlariyla uyarilmasinin her zaman i¢in uygun bir ydntem olmayacagi
belirtilmistir (29).

Singewald ve ark PH’da bulunan GABA’erjik néronlardan GABA salindigin1 ve
GABA salmmminin uyamik sicanlarda KB’deki oynamalara gore degistigini ve
GABA’erjik noronlarin PH’da santral kardiyovaskiiler diizenlemede hipotansif bir rol

iistlendigini belirtmislerdir (149). PH’nin sicanlarda asetilkolinesteraz inhibitorlerinin
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intratekal injeksiyonu sonrasinda olusan presor etkilerde Onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir (20). Asetilkolinesteraz inhibitorii olan fizostigminin ya da karbakol gibi
kolinerjik agonistlerin sicanlarda PH’ya direkt olarak uygulanmasiyla artan KB’ nin M3
reseptorleri aracigiyla gerceklestigi saptanmstir ( 20, 91).

Sican PH’sinda 3-hemikolinyum ile asetilkolin néronlarmin bosaltilmasi sonucu
KB’nin diismesi, PH’da asetilkolin sentezinin normotansif ve 6zellikle de SHR’de santral
KB’nin diizenlenmesine katildigini1 desteklemektedir (23).

SHR’lerin PH’sinda norepinefrin konsantrasyonun artmis oldugu (70) ve bu
bolgeye uygulanan ES’nin normotansif sicanlara goére daha fazla presor yanit olusturdugu

gosterilmistir (174).

4.2.3. L-Arjinin — Nitrik Oksit Yolag ve Kardiyovaskiiler Fonksiyonlardaki
Rolii

Difiizyon kapasitesi yiiksek bir gaz olan NO’nun fizyolojik bir “haberci”
(messenger) olarak gorev yaptiginin saptanmasi 10 yillik bir gecmise sahiptir. NO’yu
olusturan nitrik oksit sentetazin (NOS) 3 formu bulunmustur: “néronal NOS” (nNOS)
(17, 18), “endotelyal NOS” (eNOS) (66, 80, 145) ve makrofajlarla indiiklenebilir tip
(INOS) (88, 90, 176). nNOS’un santral ve periferik sinir sisteminde bulundugu, eNOS’un
ise viicuttaki tiim endotelyal hiicrelerde ve noronlarda bulundugu gosterilmistir (115).
iNOS’un ekspresyonu ise bir¢ok hiicre tipinde gerceklesebilmektedir (105, 106).

NOS, L-arjininin guanidino grubunu oksitleyerek NO olugsmasini saglar ve bu
olay sirasinda NO’ya esit miktarda L-sitriilin olusur (19). L-arjininin L-sitruline
doniisiimii iki basamakli bir reaksiyonla gerceklesir ve bu doniisiimiin olusabilmesi
NADPH, FMN, flavin diniikleotit ve tetrahidrobiopterin gibi kofaktorlerin varligina
baghdir (18, 92). Beyinde L-sitriilinin tamamen NOS tarafindan sentezlendigi kabul
edilir ve L-sitriilin diizey ol¢iimleri NOS aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in uygun bir
yontemdir (73).

eNOS periferik ve santral sinir sistemi ile damar endotelinde bulunur. Hiicre
i¢inde artan Ca**, kalmodulin ile kompleks olusturarak eNOS’u aktive eder. eNOS
aktivitesi ortamda Ca®* varhgma baghdir. Bu nedenle eNOS’a yapisal anlamina gelen

“constitutive NOS”da denir (167, 88).
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iNOS endotel hiicrelerinde ve makrofajlarda bulunur. iNOS olusumu, Ca®* veya
bagka bir molekiile bagimli degildir. Lipopolisakkarit (LPS) ve <y-interferon, iNOS
olusumu i¢in en dnemli indiikleyicilerdir. iNOS aktive olduktan sonra etkisini giinlerce
siirdiirebilir (88).

nNOS, beyinde mikroglialar tarafindan sentezlenen indiiklenebilir tip NOS’dur.
NMDA reseptorlerinin uyarilmasiyla beyinde NO ve buna bagli olarak cGMP miktarinin
artig1 saptanmustir. NO, glutamat uyarisinda bir norotransmiter olarak gorev yapmaktadir
(150). Glutamat reseptor alt tipi olan NMDA reseptoriiniin uyarilmasi sonucu hiicre igine
giren Ca®, Ca*’-kalmoduline bagimli NOS enzimini aktive ederek ortama NO
saliverilmesine neden olur (110). Postsinaptik sinir ucundan glutamatin salinmasi ile
ortaya ¢ikan NO, presinaptik ugtan glutamatin salinmasini arttirmaktadir (150).

NOS’un tiim izoformlar1 beyinde bulunur. Beyindeki NO’nun % 1-2’si nNOS
araciligiyla olusur (81).

NO, diisiik O, konsantrasyonlu ortamlarda daha stabildir. Eger ortamda O, varsa
NO oksitlenerek dokular i¢in oldukca zararli olan nitrojen dioksite doniisiir. NO renksiz
bir gazdir ve yiikk tasimadigi icin membranlardan kolayca gecer. Diger serbest
radikallerden farkli olarak ancak yiiksek konsantrasyonlarda zararh etkileri ortaya cikar
(88, 167). NO’nun hemoglobine afinitesi O,’ye oranla 3000 kat fazladir. Hemoglobin
kisa siirede NO’yu nitrata cevirerek etkisizlestirir. NO’nun biitiin serbest radikaller gibi
yarilanma omrii cok kisa olup 2-30 sn’dir (167). Hemoglobinin yoklugunda NO, olduk¢a
dayanikli bir molekiildiir ve beyinde uzun mesafeler ( >500 um ) katedebilir.

Tiyol iceren peptidler, glutatyon gibi proteinler ve albuminin NO ile olan
reaksiyonlart sonucu olusan s-nitrozotiyoller, NO’nun depolanmasini hatta kanda
dolagimini saglayabilir. NO ve metabolitlerinin konsantrasyonlarinin siirekli olarak
degismesinden her doku etkilenir (179).

NO diisiik molekiil agirhigi ve hidrofobik 6zelliklerinden dolay1 sentezlendigi
bolgeden cevre hiicrelere difiize olabilir. Beyinde yapilan difiizyon modellerinde bir
kaynaktan sentezlenen NO’nun 1-10 sn i¢inde ulasabilecegi alan ¢api 200 um olarak
bulunmustur. Bu 6l¢ii 2 milyon sinaps iceren beyin hacmine denk gelir. Bu nedenle NO
hiicreler aras1 haberci olarak kabul edilir. NO’nun sentezi oldukca iyi denetlenir. nNOS
aktivitesi kinazlar tarafindan kataliz edilen translasyon sonrasi fosforilasyon olaylar ile

diizenlenir (protein kinaz C, cAMP’ye bagli protein kinaz, Ca**/kalmoduline bagh
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protein kinaz C gibi). Ayrica NO ile Fe**-hem ara iiriinleri olusur. Kararli ferdznitrozil
kompleksleri NO olusumunu geri-beslenme mekanizmalariyla inhibe ederler.

NO, diiz kas gevsemesi, hiicre ici Ca’"’un diizenlenmesi, norotransmiter salinimui,
immunolojik yanitlarin olusmasi, 6grenme, hafiza, hiperaljezi gibi islevlerden sorumlu
tutulmaktadir (79).

NO’nun etkilerinin bircogu guanilat siklazin aktivasyonu aracilifi ile ortaya ¢ikar.
Aktif guanilat siklaz ¢cGMP’nin olusumunu artirir (40). Kortikal noron kiiltiirlerinde
muskarinik reseptor uyarilarimin ¢cGMP miktarin1 artirdigi, NOS inhibitorleri ve
hemoglobin ile cGMP yanitlarinin baskilandigi bildirilmistir (26). Oksotremorin,
arekolin ve karbakol gibi kolinerjik agonistlerin, striatumda cGMP miktarim doza
bagimli olarak artirdifi da gosterilmistir (59). Hipokampiis, talamus ve ortabeyin gibi
degisik beyin bolgelerinde muskarinik reseptdr agonistlerinin cGMP miktarini arttirdigi
bildirilmistir (82). Son yapilan ¢alismalar NO’nun ¢cGMP’den bagimsiz sinyal ileti
yolaklarinda yer aldigin1 gostermistir (81).

NO, KB’nin ve bolgesel kan akiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir
(31, 64, 103, 131). NO sadece diiz kas tonusunu diizenlemekle kalmaz, santral ve
periferal sinir sisteminde bir néromodiilator olarak da islev goriir.

Bu molekiiliin kardiyovaskiiler etkileri, sadece kan damarlar1 ve kan hiicreleri
tizerindeki direkt etkileriyle degil, ek olarak otonom sinir sisteminin santral ve periferik
bolgelerinin aktivitesine katilan tiim noral maddelere olan etkileriyle de gerceklesir.
NO’nun etkileri sempatik ve vagal aktiviteyi diizenleyen beyin bolgelerinde belirgindir;
ek olarak NO hedef organlara otonomik noral aktivite iletimini diizenler. NO ile
otonomik fonksiyonlar arasindaki karmasik iliski, NO’nun sentez ve metabolizmasindaki
patofizyololojik degisiklerin dolasimin ndronal kontroliine direkt etki edebilecegini
gosterir (179).

NOS inhibitorlerinin KB’yi artirdigt ve bunun azalmis NO olusumuna bagh
oldugu bildirilmistir (51, 75, 131, 181). NOS inhibitorlerinin periferik yoldan uzun siireli
uygulanmas1 hipertansiyon olusmasina neden olmaktadir (11, 132). NO-aracili bu
etkilerin sempatik sinir sistemi ve renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin katilimi ile
ortaya c¢iktig ileri stiriilmiistiir (68, 85, 96, 123). NO hem noradrenaline kars1 vaskiiler
hiporeaktiviteye neden olmakta, hem de sempatik sinir ucglarindan noradrenalin

saliverilmesini inhibe etmektedir (164,143).
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Mollace ve ark tarafindan yapilan bir calismada; intratekal L-NAME
uygulanan sicanlarda KB ve KH’da degisiklik olmazken, LPS ile NOS indiiksiyonu
yapilanlarda KB ve KH’nin azaldig1 saptanmistir. Ayni ¢calismada NMDA’nin intratekal
enjeksiyonu LPS ve L-arjinin ile on uygulama yapilan sicanlarda presor yanitlar
arttirmig, L-NAME uygulamasi presor yanitlar1 baskilamistir. Sonug olarak L-arjinin-NO
yolagini etkileyen ilaclarin KB ve KH’y1 degistirebilecegi vurgulanmistir (102).

Endotoksik ve hemorajik sok durumlari, anormal NO olusumunun katkida
bulundugu patolojik durumlar olarak diisiiniilmektedir (165, 69, 175, 183, 164).
Hemorajik sokta kanda NO diizeyleri artmis ve ACTH’ nin antisok etkilerinde de bu
diizeylerin normale inmesinin katkis1 oldugu bildirilmistir (13). Ayn1 arastirict grubu
NOS’un nonselektif inhibitorii, L-NAME ve selektif iNOS inhibitorii, S-
metilizotioiirenin sicanda hemorajik sokta ACTH’nin kardiyovaskiiler etkilerini
potansiyalize ettigini saptamistir (12). Bizim laboratuvarimizda yapilan bir aragtirmada
da, kolinomimetik oksotremorinin KB’yi artirici etkisine NO’nun aracilik ettigi

gosterilmistir (51).

NO noéronlarinin dejeneratif norolojik hastaliklardan sorumlu oldugu diisiiniilen
eksitotoksik siirecden sorumlu olabilecegi bildirilmistir (93). NO iireten néronlarin
glutamat ile uyarilmasi sonucu ortamda artan NO’nun ¢evrede bulunan néronlar igin
toksik olabilecegi belirtilmistir. Selektif NO inhibitorleri olan N”-nitro-L- arjinin ve N*-
mono-metil-L-arjininin, glutamat reseptorleri aracilifiyla gerceklesen hiicre oliimiinii
onledikleri ve bu etkilerin ortama eklenen L- arjinin ile geri cevrildigi gosterilmistir.
Hiicre kiiltiirlerinde, arjinin icermeyen besi yerlerinde NMDA’nin indiikledigi 6liimlerin
Onlendigi; ortama NO dondrlerinin eklenmesiyle hiicre Sliimlerinin artigi gosterilmistir
(34). Bu nedenle NO noronlarinin dejeneratif norolojik hastaliklarda onemli bir rol
oynadig diisiiniilen eksitoksik etkilerden sorumlu olabilecegi belirtilmistir (13).

Biyolojik sistemlerde NO’nun duyarliligi ve segiciliginin yiiksek tekniklerle
Olciilmesi zordur.

NO diizeyini belirlemek icin kullanilan yontemler 3 gruba ayrilir:

1-Ex situ veya indirekt yontemlerle hemoglobin-Fe*>-NO ve NO-demir gibi
kararli kompleksler ya da hemoglobin—Fe+3, L-sitriilin, nitrat ve nitrit gibi reaksiyon
irtinleri 6lciilebilir. (81) Intertisyel ortamda artmus nitrit ve nitrat diizeyi artmis lokal NO

iiretimini gosterir. Nitrit ve nitratin Ozellikle de plazmada nitratin, NO’nun beyin
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disindaki dokulardan da saglanmasi nedeniyle NO belirleyicisi olarak kullanilmasi uygun
degildir. Intertisyel arjinin ve diizeylerinin ol¢iimii ile arjinin/sitriilin oranindaki diisme
bolgesel NO iiretimindeki artig1 belirtir (134).

2-Floresan  ozellik gosteren NO’ya duyarhi indikatorlerin  hiicreye
yerlestirilmesiyle;

3-NO’nun {iretildigi ortama yerlestirilen problarin analiziyle NO diizeyleri

belirlenebilir (81).

4.2.4. Amigdalammn Santral Niikleusu, Nitrerjik Sistem ve Santral
Kardiyovaskiiler Diizenleme
NADPH-diaforez (ND) histokimyasal teknik beyinde belli bir néron grubunu
boyamak i¢in kullanilan bir yontemdir. Vincent ve ark.’lan tarafindan bu enzimin NOS

+2’ya bagimli NO sentezinden

olabilecegi belirtilmistir. Bu enzim, L-arjininden Ca
sorumludur. NO, guanil siklazi uyararak cGMP miktarim artirir. ND teknigi bu yolag
kullanan noronlarin histokimyasal olarak goriitillenmesini saglar (171).

Mc Donalds ve ark’nin yaptig1 bir ¢alismada santral ve anterior amigdalada saptanan
biiyiik ND pozitif néronlarin morfoloji ve dagilim olarak bu bolgede bulunan kolinerjik
noronlarla benzerlik gosterdigi ve bu nedenle bu noronlarin noérotransmiter olarak
asetilkolin kullanmasinin muhtemel oldugu belirtilmistir (93).

Immunohistokimya ile yapilan calismalarda ASN’nin kapsiiler ve lateral
boliimiinde hiicre govdeleri ve dendritlerde nNOS reaktif noronlar saptanmistir. ASN’nin
medial boliimiinde 2 tip nNOS pozitif ndéron saptanmistir. Bunlardan birinci tipte
nNOS’a sadece hiicre govdesinde saptanirken diger tip noronlarda hiicre govdesi ve
dendritlerde rastlanmustir (67).

Gelsema ve ark tarafindan kardiyovaskiiler yanitlarin olusmasindan sorumlu
hiicre  govdelerinin  yerini  belirleyebilmek icin amigdalaya yapilan EEA
mikroenjeksiyonlar1 sonucunda kimyasal uyariyla, elektriksel uyarinin tersine bir¢cok
bolgede hicbir etki olusmadigr saptanmistir. Bu durum, sadece ES ile buradan gecen
liflerin uyarilmasiyla agiklanamayacadi ciinkii emosyonel uyariyla birlikte olusan
kardiyovaskiiler yanitlardan sorumlu olan noronlarin amigdalanin degisik bolgelerine
dagilmis durumda oldugu bu nedenle sadece belli bir bolgenin uyarilmasiyla aktive

olamayacaklan bildirilmistir. Tersine, elektriksel uyari ile aksonlar ve emosyonel uyari
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sirasindaki kardiyovaskiiler yanitlardan sorumlu olan néronlarin dogal uyariya benzeyen

bir bicimde uyarilmis olurlacaklar bildirilmistir (47).

4.2.5. Posterior Hipotalamus, Nitrerjik Sistem ve Santral Kardiyovaskiiler
Diizenleme

PH’da KB’nin diizenlenmesinde nitrerjik sistemin etkilerinin inceledigi
calismalar vardir. Bu caligmalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir:

PH’da NO sentezinin inhibe edilmesiyle KB’nin arttig1 gosterilmistir (49).

NO dondrii olan molsidominin PH’ya enjeksiyonun bazal KB ve KH degerlerini
degistirmedigini ancak strese bagl artan KB ve KH’y1 azalttig1 bulunmustur (61).

Song ve ark tarafindan PH’da kardiyovaskiiler yanitlarda NO ile adenozin A,
reseptorleri arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla yapilan bir calismada, A, antagonisti
olan 5-N-siklopropil-karboksamidoadenozinin PH’ya enjeksiyonunun OKB ve KH’y1
doza bagh olarak distirdiigii, L-NAME ©6n uygulamasiyla bu etkilerin oOnlendigi
saptanmistir. Calismanin sonunda A, reseptorlerinin PH’daki etkilerinin kismen NO
araciligiyla gerceklesmis olabilecegi belirtilmistir (151). Parades ve ark retrograd
isaretleme yontemleriyle yaptiklari incelemeler sonucunda hipotalamusun periakuaduktal
gri cevhere ve ASN’ye en fazla aferent yollayan kaynak oldugu gosterilmistir. ASN’ye
olarak uygulanan retrograd isaretleyicilerin PH’da orta yogunlukta biriktigi saptanmistir
(117).

Palma ve ark’nin yaptig1 bir ¢calismada PH’ya uygulanan fizostigmin injeksiyonu
doza bagh olarak ortalama KB’yi artirmistir. Bu etki skopolamin (muskarinik reseptor
antagonisti) ile 6nlenmistir. PH’ya L-arjinin ve NO donérii olan gliseriltrinitritin (GTN)
uygulanmasit KB’de hicbir degisiklige neden olmamistir. Bu durum bazal durumlarda
NO salimminin PH’daki kardiyovaskiiler diizenlenmeye katilmadigimi seklinde
yorumlanmistir. L-NAME ile fizostigminin birlikte uygulanmasiyla fizostigminin neden
oldugu KB’deki artis Onlenmistir. Ayn1 ¢alismada LPS uygulanan siganlarda PH’ya
skopolamin uygulanmasiyla KB azalirken, GTN ve L-arjinin uygulanmasi KB’de
belirgin olarak diisiis olmustur. Bu sonuglar bize normotansif sicanlarin PH’sinda
NO’nun, L-arjinin-NO yolaginin aktif olup olmamasina gore presor yanitlar

diizenledigini gostermektedir.

23



Bazal durumlarda fizostigmin ile olusan presor yanitlar NO aracigiyla olusurken
NOS aktivitesinin artig1 durumlarda NO’nun depresor yanitlar olusturdugu saptanmistir

(116).

4.2.6. L-Glutamik Asit, Nitrerjik Sistem ve Santral Kardiyovaskiiler
Diizenleme

Glutamik asit beyin ve omurilikte bulunan eksitatdr néromedyatordiir. Glutamat
glutamik asidin iyonize seklidir. Eksitatér amino asitlerden glutamat ve aspartatin
noronal aktivite iizerinde gii¢lii uyarici etkileri vardir. Glutamik asit ve iyonize sekli olan
glutamat iyonu sinir ug¢larinda oksoglutarik asit ve glutamin ile dinamik denge halinde
bulunur. Sinir ucunda, sinaps aralifina salinan glutamik asidi igeri pompalayan uptake
mekanizmasi vardir. Glutamik asit, glutaminerjik sinir ucunda glutaminaz enziminin
yardimiyla glutaminin hidrolizi sonucu olusur. Az bir kismn ise oksoglutaratin
oksidasyon ve transaminasyonuyla sentezlenir. Sinir ucundan glutamat saliverilmesinin
Ca*®ya bagl oldugu gosterilmistir. Glutamik asit, glutamin sentetaz tarafindan
glutamine doniistiiriiliip inaktive edili. NMDA reseptorlerinin inhibe edilmesi in vivo
ortamda glutamin sentetazin aktivitesini ve glutamin miktarim arttirir. NO, beyinde
glutamin sentetaz aktivitesini inhibe eder ve NOS’un inhibe edilmesi glutamin sentetaz
aktivitesini arttirir. NO’nun bu etkilerinden NMDA reseptorleri araciligiyla aktive olan

NOS ve diger kaynaklarindan ortama saliverilen NO sorumludur (76).

Glutamerjik reseptorler beyinde ve omurilikte cesitli agonist ve antagonistlere
olan duyarliliklarina gore alt tiplere ayrilir. Bunlardan biri beyinde bulunmayan sentetik
bir madde olan NMDA’ya glutamattan daha duyarli olan NMDA reseptorleridir (72).
NMDA reseptorlerinin uyarilmasi sonucu hiicre igine giren Ca*?, Ca*>-kalmoduline

bagimli NO sentetaz enzimini aktive ederek ortama NO saliverilmesini saglar (110).

EAA reseptorleri iyonotropik (iGluR) ve metabotropik (mGluR) olmak iizere iki
tiptir. EAA reseptorlerinin endojen agonisti L-glutamat ve L-aspartattir. N-metil-D-
aspartik asit (NMDA), kainat, L-homosistat gibi analoglar da bu reseptorleri
uyarabilmektedir.

3 tane iGluR tipi vardir: NMDA, AMPA ve kainat reseptorleri.
iGluR’nin aktivasyonu dogrudan bir grup iyon kanalinin ag¢ilmasina yol acar. Bu iyonlar

Na*, K*, Ca*>dir. Bu reseptorler aktive olduklarinda Ca** ve Na* hiicre icine girer, K*
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hiicre disina ¢ikar. Bu reseptorlerin glisin, Mg, Zn** ve fensiklidin baglanma bolgeleri
vardir. Ayrica NMDARI ve NMDAR2 gibi reseptor alt tipleri saptanmistir (110).
NMDA reseptorlerinin dogal agonisti olan glutamat, bu reseptorleri uyararak iyon
kanallarinin agilmasina neden olur ve post sinaptik néronlara Ca*> ve Na* girisine izin
verir. Ca*? kalmoduline baglanarak NOS’u aktive eder. Ortamda artan NO soluble guanil
siklaz1 aktive ederek cGMP miktarimi artirir (76). Bu reseptorlerin santral sinir sistemi
gelisiminde, programli hiicre dliimiinde, long-term-potentiation ve plastisitede, 6grenme
ile hafizada 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Beyine asir1 miktarda glutamat
uygulanmasi, NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasma bagli olarak hiicre i¢ine fazla
miktarda Ca* girer ve hiicre ici Ca**un artmasina bagli olarak hiicre devamli depolarize
olur ve hiicre olumii gerceklesir. Bu durumun beyin iskemisi veya hipoglisemi
sonrasinda gelisen norotoksisiteye benzer oldugu gosterilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde
glutamat-NO-cGMP yolagimin herhangi bir basamaginin inhibe edilmesi glutamat
norotoksisitesi ve hiicre 6liimiinii engellemistir.

Kortikostrial, talamokortikal glutaminerjik yolaklarla agrn iletiminde yer alan
medulla spinalisdeki primer duyusal néronlardan glutamat salinir (110).

mGluR’ler pre-sinaptik ve post-sinaptik yerlesim gosterirler. G-proteini
araciligiyla sinyal iletimini saglarlar. Bu reseptorlerin uyarilmasi fosfo-inozitidaz
enzimini aktive eder; bu durumda diagilgliserol ve inozitol trifosfat olusumuna neden
olarak hiicre i¢i depolardan Ca*? diizeyini artirir. Klonlama calismalari ile mGluR’lerinin
alt tipleri oldugu gosterilmistir (110).

Linsidomin, Na*-nitroprusid, hidroksilamin gibi NO donérlerinin ve gaz NO’nun
glutamat salintmim artirirken L-NAME gibi NOS inhibitérlerinin ve Na'-nitroprusidin
glutamat miktarin1 azalttigir bildirilmistir (144). NO dondrlerinin glutamat salinimi
lizerine etkileri NO’nun dokudaki miktarina baghdir (127). Hipokampiisde Na®-
nitroprusidin, glutamat salimmmim diisiik konsantrasyonlarda azalttigi ve yiiksek
konsantrasyonlarda artirdigi bulunmustur. Medial ve dorsal striatumda NO’nun aspartat
ve glutamat salimmimi azalttigi saptanmistir. Bu durum NMDA reseptorlerinin
uyarilmasiyla artan NO’nun, glutamat ve aspartat salimimimi azaltmasiyla
aciklanmaktadir. Bu nedenle EAA salinnminin NO tarafindan modiilasyonu, NO’nun

endojen konsantrasyonuna baglhdir (74).
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Inhibitér amino asitlerin saliimi da NO tarafindan diizenlenir. Gaz NO ve NO
donorleri striatumda, hipokampiisde, bazal 6n beyinde, serebrokortikal noronlarda
GABA salmimini artirmistir. Glutamatta oldugu gibi GABA’nin da salimmi NO
miktarina bagl olarak bifazik olabilir. Hipokampiisde GABA salinimim L-NAME’in
diisiik konsantrasyonlar1 artirirken, Na*-nitroprusidin diisiik konsantrasyonlar1 azaltmistir
(50). Tiim bu bilgiler goz oniine alinarak yiiksek NO diizeyinin eksitator ve inhibitor
noronlarin aktivitesini artirdigi, diisiik NO diizeyinin azalttig1 sdylenebilir (127).

NO tarafindan asetilkolin salimmi komsu GABA’erjik noronlarin modiilator
etkisi altindadir. NO donérii olan dietilamin/nitrik  oksitin  20-200 pmol/1
konsantrasyonlar1 asetilkolin salinimini artirirken, 500 pmol/l konsantrasyonlari ise
asetilkolin salimmim azaltmistir (128). GABA, kolinerjik noronda yerlesen GABA,
reseptorlerini uyararak astilkolin salintmimi azaltir. GABA saliniminin inhibe edilmesi
asetilkolin salinimin artirir.

NO, beyinde dopamin ve noradrenalin salinmmmimi da diizenler (127). NO
dondrlerinin hipokampiisde in vitro ve in vivo ortamda noradrenalin miktarini arttirdigi
saptanmustir (87).

NO’nun histamin salinimu iizerine ¢ift yonlii bir etkisi vardir. Bazal durumlarda
kolinerjik sistem baskindir. NO tarafindan salinan glutamat, asetilkolin salinimin1 artirir.
Histaminerjik noronlara yerlesmis M; heteroreseptorlerinin asetilkolin tarafindan
uyartlmast histamin salimmim baskilar. Bu reseptorlerin atropin tarafindan inhibe
edilmesiyle ortamda glutaminerjik sistem baskin hale gelir ve histaminerjik néronlarda

bulunan NMDA reseptorlerini uyararak histamin salinimim artirir (127).

4.3. Mikrodiyaliz ve Nitrerjik Sistem

Intraserebral mikrodiyaliz 1966 yilinda bulunmus ve daha sonraki yillarda
gelistirilerek yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Mikrodiyaliz teknigi canl
beyinde norokimyasal olaylar1 arastirmak icin kullanilabilecek en iyi tekniklerden
biridir. Endojen molekiillerin in situ 6rneklenmesi beyin bolgelerine stereotaksik
yontemlerle yerlestirilen ucundaki yar1 ge¢irgen membran i¢inden yapay beyin omurilik
stvist inflizyonu yapilan problarla yapilir. Beyinde ekstraselliiler kompartmanda

bulunan endojen molekiiller ortamla-hiicre arasindaki konsantrasyon farkina gore
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membrandan gecgerler. Bu teknik in vivo caligmalarda tiim beyin bolgelerine
uygulanabilir. Uyanik hayvan deney modelleri i¢in uygun bir yontemdir.

Toplanan sivi enzimatik degredasyon gibi islevlere gerek kalmadan incelenebilir.
Stereotaksik cerrahi isleminden 24 saat sonra doku hasarinin tamama yakin onarilmis
olur. Kan beyin bariyerinin, bolgesel kan akiminin, glukoz metabolizmasinin cerrahi
islemden sonra 24 saat igcinde diizeldigi belirtilmistir.

Mikrodiyaliz tekniginin sakincalar1 da vardir. Bu yontemle ancak ekstraseliiler
ortamda bulunan molekiiller toplanabilir. Ekstraseliiler kompartmanda olan ancak
sinaptik seviye ulagsmayan degisiklikler saptanamaz (119).

Mikrodiyaliz yontemini en c¢ok beyin amino asitlerini arastirmak icin
kullanilmistir. Glutamat en sik arastirilan amino asittir. Intertisyel glutamat diizeyleri
beyinde amino asit metabolizmasinin ara {riinii olarak degil daha siklikla bir
norotransmitter olarak arastinlmistir. Ancak mikrodiyaliz yontemiyle glutamat ol¢iimii
tartisgmal1 bir konudur. Buradaki en 6nemli problem oOl¢iilen glutamatin ne kadariin
norotransmiter-sinaptik glutamati  gosterdigidir. Glutamat norotransmiter olmasi
yaninda beyinde nitrojen ve enerji metabolizmasinin ara driiniidiir. Glutamatin
membran hasar1 sonucu hiicre disina ¢ikmasi ve kan-beyin bariyerinin bozulmasina
bagh olarak beyine gecisinin artmasi intertisyel ortamdaki diizeyini artirir. Stimiilasyon
deneylerini takiben glutamat diizeyinde saptanan artisin norotansmiter havuzdan
kaynaklandigi kabul edilir (166).

NO’nun norotransmisyonda modiilator olarak islevini belirlemek igin in vivo
mikrodiyaliz ve siiperfiizyon teknikleri uygulanmistir. Ayrica in vitro ortamda beyin
kesitlerinde, sinaptozomlarda ve noron Kkiiltiirlerinde mikrodiyaliz yapilmistir. Bu
deneyler sonucunda NO dondrlerinin bazal 6n beyinde (125), niikleus akiimbensde
(126) asetilkolin salinimim arttirdig1 saptanmistir. cGMP sentezinin inhibisyonu ventral
striatumda ve niikleus akiimbensde NO dondérlerinin neden oldugu asetilkolin salinimini
azaltmistir. NO cGMP iizerinden glutamat salinimini uyarir bunu da glutamat tarafindan

indiiklenen asetilkolin salimmindaki artig takip eder (125, 126).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kullanilan Deney Hayvani:

Calismada 200-250 gr agirliginda, Sprague Dawley susu sicanlar kullanildi.
Sicanlar 12 saat karanlik-12 saat aydinlik dongii icerisinde, sicaklig sabit tutulan (21 £
3 °C) hayvan saklama odasinda, 4-5 sigan alabilen kafeslerde barindirilarak, yem ve su
alimlar1 serbest birakildi. Anestezi altinda yapilan cerrahi hazirlik islemlerinden sonra,
deneyler uyanik hayvanlar iizerinde yapildigindan bu sirada sigcanlart strese sokacak
davraniglar ve girisimlerden sakinildi. Deneylerin bitiminde hayvanlar eter anestezisi
altinda dekapite edildi ve derin dondurucuda saklanan kadavralar tibbi atik c¢Opiine

atildi.
5.2. Stereotaksik Cerrahi

100 mg/kg ketamin, 50 mg/kg klorpromazin karisimi intraperitoneal (i.p.)
verilerek anestezi uygulanan siganlar, stereotaksik alete (Stoelting, Model 51600, ABD)
yerlestirildi. Paxinos ve Watson’in sican beyin atlasindan (118) alinan koordinatlara
uygun olarak sag ASN’ye elektriksel stimiilasyon icin bipolar elektrot (MS303 Plastics
One, ABD) ve sag PH’ya mikrodiyaliz probu veya parankinmal kaniil (Plastic One
C315G, ABD) yerlestirildi. ASN i¢in koordinatlar bregma “0” kabul edilerek 2.6 mm
kaudal, 4 mm lateral ve 7.8 mm ventral; PH i¢in kaudal 3.6 mm, lateral 0.5, ventral 8.2
olarak belirlendi. Bir grup sicanin ASN bolgesine elektriksel uyariyr ve parankimal
enjeksiyonu birlikte yapmay1 olanakli kilan birbirine yapistirilmis bipolar elektrot ve
parankimal kaniil (Plastics One, C315G-MS303, ABD) birlikte yerlestirildi. Tiim bu
islemlerin sonunda kafatasi dental akrilik sement ile kapatildi. Hayvanlar anestezinin
etkisinden kurtulduktan sonra, deney giiniine kadar tek baslarina kafeslerde tutuldular
ve bu siirede yiyecek ve su alimlart serbest birakildi. Mikrodiyaliz deneyleri
stereotaksik cerrahi sonrasi 1 giin i¢inde yapildi. Diger gruplarda deneyler, 3-5 giin

sonra yapildi.
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5.3. Damar Kaniiliiniin Yerlestirilmesi ve Kan basina ile Kalp

Hiz1 Degisikliklerinin Izlenmesi

Stereotaksi igsleminden 3-5 giin sonra dogrudan pulsatil kan basinci ve KH’larinin
Olciilebilmesi i¢in siganlarin iliyak arterlerine damar kaniilii yerlestirildi. Damar
kaniilleri, PES0 polietilen (Clay Adams, ABD) kaniillerin ucuna 1sitilarak tutturulmus
PE10 polietilen kaniillerden yapildi. Damar i¢ine yerlestirilen PE10 polietilen kaniiliiniin
uzunlugu 2 cm olacak sekilde kisaltildi. Kisa siireli eter anestezisi altinda sicanlarin tek
tarafl iliyak fossalar1 insize edildi, ven-arter-sinir paketi kiint diseksiyon ile ayrildi ve
sag iliyak artere icinde heparin / fizyolojik tuzlu su soliisyonu (500 IU/ml) bulunan
damar kaniilii yerlestirildi. Kaniil cilt altindan ilerletilerek, ensede sabitlendi. Cerrahi
islem sonunda sicanlar pleksiglass kafeslerin icinde tek baslarina birakilarak anestezinin
etkisinden kurtulmalar icin 2 saat beklendi.

Dinlenme siiresinin sonunda artere yerlestirilen polietilen kaniil bir bagka
polietilen uzatma kaniilii kullanilarak kan basinci takibi i¢in basing transdiiseri (Grass
Model P231D) araciligiyla poligrafa (Grass Model 7) baglandi. KH, tagograf (Grass
Model 7 P44) ile kaydedildi. Kagit hiz1 10 mm / dakika olarak alindi. KB ve KH,

kardiyovaskiiler deney gruplarinda tiim deneyler boyunca kayedildi.

5.4. Problarin Hazirlanmasi ve Mikrodiyaliz Deneyleri:

Bu ¢alismada 15 mm uzunlugunda, 24 G paslanmaz ¢elikten imal edilen problar
kullanildi. Problarin icine, giris ve c¢ikis tiiplerini olusturan silika 0.07 mm’lik tiipler
(fused silica, SGE, Ingiltere) yerlestirildi. Bu silika tiiplerin pompaya olan baglantis
polietilen tiiplerle gerceklestirildi. Mikrodiyaliz probunun ucuna cerrahi mikroskop
altinda, i¢ cap1 0,2 mm olan kiiprofan diyaliz membran1 gecirilerek biitiin baglantilar
epoksi yapistiric1 ile yapistirildi. Problarin stereotaksi cerrahisi sirasinda akisi kontrol

edildikten sonra siganlara yerlestirildi.
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Polietilen tiip

(PE-10)
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Kiiprofan Membran

Dis cap: 0.2 mm, Uzunluk: 2 mm
Sekil 2: Bir mikrodiyaliz probunun sematik gosterilmesi.

Stereotaksik cerrahiden bir giin sonra uyanik hayvan modelinde, diyalizat
toplamak {izere problarin giris ve cikislarina polietilen uzatma tiipleri takildi. Giris
tiipiine baglanan 500 pl'lik bir hamilton siringa ile mikroinfiizyon pompasi (KDS
Scientific, ABD) yardimiyla yapay beyin omurilik sivis1 (yapay BOS) perfiizyonu 10
pul/dak akis hizinda yapildi. Cikis borusuna baglanan 0,5 ml'lik ependorf tiiplerinde
biriken diyalizat, 10 dakikalik zaman dilimlerinde toplandi. Kullanilan yBOS 2,5 mM
KCl, 125 mM NaCl, 1,26 mM CaCl,, 1.18 nM MgCl, ve 0.2 mM NaH,PO;, igerecek
sekilde hazirlandi ve pH 7 ‘ye ayarlandi. yBOS problara verilmeden 6nce 0.4 pm’lik
membran filtre ile siiziildii. Toplanan diyalizatlarda L-sitriilin ve L- glutamik asit tayini

yapilincaya kadar 6rnekler, -70°C'de saklandu.

5.5. Kromatografik Sistem ve L-sitrulin ve L-glutamik Asit
Diizeylerinin Olciimii

Kromatografik sistem (yiiksek basingli sivi kromatografi, HPLC) 100 ul'lik loop
ve “Rheodyn” valfden olusan pompa (Jasco PU-980, Japonya), C18 revers faz koruyucu
kolon ve calisma kolonu (2,5 cm ve 15 cm uzunlugunda, 4,6 um capli, 5 um por ¢aplh
niikleosil dolgulu) (Macherey Nagel, Almanya), fluoresan dedektor (Waters Model 420,
ABD) ve bilgisayardan olugmaktadir. Kromotogramlarda egri altinda kalan alan Borwin
Chromatography (Siirtim 1.20, Fransa) adli bilgisayar programa ile yapildi. L-sitriilin ve
L-glutamik asit analizi i¢in -fitaldialdealdehid ve 3-merkaptopropionik asit ile pre-kolon

tirevlendirme yapildi. Mobil faz, 2:1:1 oraninda 250 mM sodyum asetat tampon
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cozeltisi (pH: 6.9), deiyonize distile su ve HPLC kalitesinde metanol ile hazirlandi.
Mobil faz akis hiz1 olarak 0.6 ml/dak secildi. Mobil faz taze hazirlanip degaze edilerek
sisteme verildi. Ornekler ve standartlar, pre-kolon tiirevlendirmenin yapilmasindan
sonra, sisteme 12 pl hacim iginde parsiyel enjeksiyon yontemiyle manuel olarak
uygulandi. Kolon sicakligi olarak 25°C secildi. Kromatogram siiresi 20 dakika olarak

belirlendi.

L-Arjinin — NO yolaginin dogal bir iiriinii olan L-sitriilin diizeyi, NO diizeylerini dolayli
olarak gosterir. Bu nedenle, bu calismada ilgili beyin bolgelerinden toplanan NO
diizeyini belirlemek icin diyalizatlarda L-sitriilin diizeyi oOl¢iilirken beraberinde L-
glutamik asit diizeyi de ol¢iildii. Eksternal standart olarak L-sitriilin ve L-glutamik asit
cozeltileri 0.25 pM, 0.5 puM, 1 ve 2.5 uM konsantrasyonlarinda karigim olarak
uygulandi.

5.6. Deney Protokolii

Stereotaksik cerrahiden sonra eter anestezisi altinda siganlarin iliak arterlerine
polietilen kaniil yerlestirilerek bu kaniiller, sicanlarin ensesinden ¢ikarildi. Bu islem
sonrasinda serbestce dolasabilecekleri pleksiglas silindirlerin ig¢ine alinan siganlarin
anestezinin etkisinden kurtulmalar1 ve bulunduklar ortama alismalart icin yaklasik 2
saat beklendi. Bu arada arteriyel kaniil basing transdiiseri araciligiyla poligraf sistemine
baglanarak pulsatil KB kayitlar1 alinmaya baslandi ve deney boyunca ara vermeksizin
kayitlara devam edildi. KH ise sisteme baglanan bir tasograf araciligiyla kaydedildi.
Dengelenme periyodu bitiminde her hayvanda ASN’ye 30 sn boyunca 300 pA, 1
msn’lik atim ve 80 Hz’lik frekansla ES uygulandi (1.ES). Bu uyarilar sirasinda ve
uyarilan takip eden 15 dakika boyunca KB ve KH degisiklikleri izlendi. Bu siirenin
bitiminde kontrol grubundaki sicanlarin ASN veya PH bolgelerine parankimal yBOS,
L-NAME grubunda bulunan sicanlarin ASN veya PH’larina 40-400 nmol/100 nl
konsantrasyonlarinda parankimal L-NAME enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonlardan 15
dakika sonra elektriksel uyarilar tekrarlandi (2.ES) ve bu arada kayitlara devam edilerek

olusan KB ve KH degisiklikleri izlendi.

Mikrodiyaliz deneyleri i¢in sag ASN’ye stereotaksik cerrahi ile bipolar elektrot
ve sag PH’ya mikrodiyaliz problar1t yerlestirildi. Mikrodiyaliz islemlerinin
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tamamlanmasindan sonra ilk 24 saat i¢inde mikrodiyaliz deneylerine baslandi. Deney
giinii, PH bolgesinden 10 dakikalik zaman dilimlerinde 2 adet bazal perfiizat
toplandiktan sonra ASN’ye, 30 sn boyunca 300 pA, 1 msn’lik atim ve 80 Hz’lik
frekansla elektriksel stimiilasyon uygulandi. Uyar sonrasinda 10 dakikalik zaman
dilimlerinde sag PH’dan 3’er adet diyalizat toplandi ve bu orneklerde HPLC ile L-

glutamik asit ve L- sitriilin analizi yapildi.

Tablo 1: Deney Gruplar

YAPILAN DENEYLER
MIKRODIYALIZ DENEYLERI
[L-sitriilin ve L-glutamik asit
diizeylerinin arastinildig: |Elektriksel uyar: yapilan bolge
bolge
PH ASN
KARDIYOVASKULER DENEYLER
[Parankimal . IE
On uygulama lektriksel uyarimin
uygulamanin
maddesi yapildig1 bolge
yapildig1 bolge
ASN yBOS ASN
(100nL.)
ASN L-NAME ASN
(40-400nmol/100nl)
PH yBOS ASN
(100n1)
PH L-NAME ASN
(40-400nmol/100nl)
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5.7. Histolojik Dogrulama

Deney bitiminde kaniil prob ve elektrot bolgelerinin histolojik dogrulanmasi i¢in
sicanlar dekapite edilerek beyinleri ¢ikarildi ve %20’ lik sukroz, % 4’ liik formol iceren
sollisyonlarda, oda sicakliginda en az 48 saatte tespit edildi. Beyinler sogutmali
mikrotomda (Mikrom FRG, Almanya), -20° C’de, 20 dak bekletilip donmalar
saglandiktan sonra koronal diizlemde 40 uM araliklarla kesildi ve iizeri jelatinle
kaplanmig lameller iizerine aktarildi. Kesitler tiyonin boyama yontemi ile boyanarak
151k mikroskobunda incelendi ve hedeflenen beyin bolgelerine dogru yerlesimi olan
sicanlara ait sonuglar degerlendirilmeye alindu.

Cerrahi islem yapilan, deney yapilabilen ve histolojik dogrulama sonrasi verileri

kullanilan hayvan sayis1 tablo 2 ‘de gosterilmistir.
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Tablo 2: Calismada kullanilan hayvan sayist

Cerrahi Deney Histolojik [(Verileri kullamlan
islem yapilabilen dogrulama hayvan sayis1)
DENEY GRUPLARI _
yapilan hayvan sayis1 | sonrasi verileri / (Cerrahi islem
hayvan kullamlan
yapilan hayvan
say1s1 hayvan sayis1 sayisi)] x100
Mikrodiyaliz deneyleri | 36 20 14 % 38
ASN’ye yBOS 8 4 3 % 37
enjeksiyonu ve
ASN’ye elektriksel
stimiilasyon
ASN’ye L-NAME ) 3 3 % 33
= | (40 nmol/100nl)
S enjeksiyonu ve
% ASN’ye elektriksel
5 g stimiilasyon
E, Z | ASN’ye L-NAME 18 8 7 % 38
= —g (400 nmol/100nl)
3 S | enjeksiyonu ve
B2 ASN’ye elektriksel
= S stimiilasyon
= = | PH’ya yBOS 15 7 4 % 26
s g enjeksiyonu ve
a © ASN’ye elektriksel
= .5 | stimiilasyon
5 g PH’ya L-NAME 15 7 4 % 26
M S | (40 nmol/100nl)
g | enjeksiyonu ve
é ASN’ye elektriksel
~ | stimiilasyon
PH'ya L-NAME 16 8 4 % 25
(400 nmol/100nl)
enjeksiyonu ve
ASN’ye elektriksel
stimiilasyon
Toplam 117 57 39 % 33

5.8. Verilerin istatistiksel Analizi

Sonuclar “ortalama * standart hata olarak ifade edildi. Ortalama kan basinci

(OKB), “1/3 nabiz basinci + diyastolik kan basinc1” formiiliine gore hesaplandi. OKB

ve KH degisim yiizdeleri ise;
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[(elektriksel uyart sirasindaki deger - elektriksel uyaridan onceki deger) / elektriksel

uyaridan onceki deger] X100
formiiliine gore hesaplandi.

Deney gruplarinda 1.ES ile 2.ES sirasinda olcillen KH ve OKB degerlerinin
bazale gore hesaplanan yiizde degisimleri “Eslestirilmis verilerde Student’in t-testi” ile

karsilagtirildi.

PH bolgesinden yapilan mikrodiyaliz deneylerinde bazal L-sitriilin ve L-
glutamik asit konsantrasyonlar1 ES’yi takip eden 1.,2.,3. 10’ar dakikalik zaman
dilimlerinde toplanan diyalizatlarda saptanan konsantrasyonlarla Friedman testi

kullanilarak karsilastirildi. Post hoc test olarak Dunn’s testi kullanildi.
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6. BULGULAR

6.1. ASN’ye Parankimal Uygulanan yBOS veya L-NAME’nin
ASN’nin Elektriksel Uyarilmasi ile Olusan Kardiyovaskiiler Yamtlar

Uzerine Olan Etkisi:

ASN’nin elektriksel olarak uyarilmasina bagli olarak olusan KB ve KH
degisikliklerinde nitrerjik sistemin etkisini belirlemek amaciyla bu bolgeye L-NAME
enjeksiyonu yapilarak, enjeksiyon Oncesi ve sonrasi ES ile olusan kardiyovaskiiler
yanitlar karsilastirild.

ASN’lerine bipolar elektrot ve parankimal kaniil, iliak arterlerine damar kaniilii
yerlestirilen sicanlarin bazal KH ve KB degerleri ¢l¢iildiikten sonra 1.ES uygulandi ve
en az 15 dak’lik izleme siiresinden sonra parankimal yoldan yBOS veya 40 — 400
nmol/100 nl L-NAME uygulandi.

L-NAME oncelikle 3, 6, 9, 30 nmol/100 nl (her bir konsantrasyon i¢in n=2)
konsantrasyonlarinda uygulandi, ancak ES ile olusan kardiyovaskiiler parametrelerde
belirgin bir degisiklik olmadigi goriiliince L-NAME dozu artirilarak 40-400 nmol’e
yiikseltildi.

yBOS’un ASN bélgesine parankimal olarak uygulanmasinin bazal OKB ve KH
degerlerinde anlamli bir degisiklik yapmadigr gézlendi ( Sekil 3 ve 4).

Bu grupta 1. ES sirasinda OKB’nin 84.1 + 1 mm Hg’dan 97.5 = 2.3 mmHg’ya,
KH’nin ise 365 * 4 vuru/dak’dan 437 £ 14 vuru/dak’ya yiikseldigi saptandi. ES’yi takip
eden 1. dak’da OKB 85.5 £ 0.7, 3. ve 5. dakikalarda sirasiyla 84.4 £ 2.3 ve 8§1.8 mmHg
olarak kaydedildi. KH, ES’den sonraki 1. dak’da 380 £ 28, 3 ve 5. dak’lar 360 *+ 19
vuru/dak olarak belirlendi.

yBOS enjeksiyonu sonrasinda uygulanan ES (2. ES) sirasinda OKB 87 + 2.1’den
99 + 0.5 mmHg’ya yiikseldi ve ES’yi takip eden 1. dak’da 92.2 + 1.5, 3. dak’da 90.2
1.1 mmHg; 5.,10., ve 15. dak’larda 86.9 + 0.8 mmHg olarak bulundu. KH, 2. ES
sirasinda 368 £ 5 vuru/dak’dan 450 £ 4 vuru/dak’ya yiikseldi. KH, ES’yi takip eden 1.
dakikada 428 + 18, 3. dak’da 410 = 17; 5., 10., ve 15. dakikalarda sirasiyla 363 = 9,
443 £5.5, 370 =* 13 vuru/dak olarak bulundu. yBOS enjeksiyonunun ES sonrasinda
OKB ve KH degerlerinde farklilik olusturmadigi saptandi ( Sekil 3 ve 4).
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Sekil 3: Amigdalamin santral niikleusuna yapay beyin omurilik swvist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile enjeksiyon
sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda olgiilen ortalama kan

basinct ( OKB) degerleri (n=3).

600
=) —— LES
T 5004 —— yBOS+2.ES
S
g
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m T ¥ I
2 3001
<
£
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T T T t T T 1
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Sekil 4: Amigdalamin santral niikleusuna yapay beyin omurilik swist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile enjeksiyon
sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda olgiilen kalp hizi degerleri

(n=3).
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1.ES’nin uygulanmasiyla OKB bazal degerlere gére % 15.9 £ 0.5, yBOS
enjeksiyonundan sonra uygulanan 2.ES ile % 13.8 = 1.9; KH degeri ise 1. ES sirasinda
9% 22.5 £ 3.5, 2.ES sirasinda % 24.4 + 3.7 artt1 (Sekil 5 ve 6). OKB ve KH igin 1. ve 2.
ES sirasinda saptanan bazale gore % degisim degerleri birbirleriyle

kargilagtirildiklarinda aralarindaki farkin istatiksel olarak birbirlerinden anlamlh

olmadig saptandi.

50~
~~ -
= 40
3
g 30
g 204
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o —1—
<4 10-
0_
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Sekil 5: Amigdalamin santral niikleusuna yapay beyin omurilik swvist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile enjeksiyon
sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda saptanan ortalama kan

basinct ( OKB) degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=3).
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Sekil 6: Amigdalamin santral niikleusuna yapay beyin omurilik swist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile enjeksiyon
sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda saptanan kalp hizi

degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=3).

L-NAME’nin 40 nmol/100nl konsantrasyonlarinda uygulandigi grupta 1.ES
oncesi OKB ve KH degerleri sirasiyla 91.6 + 4.8 mmHg, 440 = 51.9 vuru/dak iken, bu
degerler ES sirasinda 107.7 = 5.8 mmHg ve 458.3 + 35.6 vuru/dak’ya yiikseldi. OKB,
ES’yi takip eden 3 dakika icinde 93.8 * 4.8 mmHg, KH ise 440 = 10 vuru/dak
degerlerine diistii.

L-NAME o6ncesi OKB 92.2 £ 4.3 mmHg, KH 453 + 33.3 vuru/dak olarak
olciildii. L-NAME uygulamasini takip eden 5., 10., 15. (2.ES’den 6nce) dak’larda OKB
degerleri sirasiyla 92.2 + 4.3, 944 + 5.5, 92.2 £ 4.8 mmHg; KH icin bu degerler
sirastyla 440 + 32.1, 456,6 £ 23.3, 450 £ 25.1 vuru/dak olarak saptandi. ES sirasinda
OKB 107.1 £ 5.8, KH 471 + 17.4 vuru/dak’ya yiikseldi. ES sonras1 3 dakika i¢inde bu
degerler OKB icin 98.8 £ 7.2 mmHg, KH icin 481.6 + 14.8 vuru/dak bulundu (Sekil 7
ve 8).
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Sekil 7: Amigdalamin santral niikleusuna N° — nitro — L — arjinin metilester (L-
NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile
enjeksiyon sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda olgiilen ortalama

kan baswinci ( OKB) degerleri (n=3).
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Sekil 8: Amigdalanin santral niikleusuna N — nitro — L - arjinin metilester (L-
NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile
enjeksiyon sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda olgiilen kalp hizi

degerleri (n=3).
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Bu grupta 1. ES sirasinda OKB bazale gore % 17.5 + 1.3, KH % 3.9 £ 10.2
artarken, 40 nmol L-NAME sonras1 yapilan 2. ES ile OKB bazale gore % 16.2 + 0.2,
KH % 5.5 = 8.7 artt1 (Sekil 9 ve 10).
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Sekil 9: Amigdalamin santral niikleusuna N° — nitro — L — arjinin metilester (L-
NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile
enjeksiyon sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda saptanan

ortalama kan basinci ( OKB) degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=3).
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Sekil 10: Amigdalanmin santral niikleusuna N€ — nitro — L - arjinin metilester (L-
NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES) ile
enjeksiyon sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) siwrasinda saptanan kalp

hizt degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=3).

ASN’ye 40 nmol/100 nl olarak uygulanan L-NAME enkeksiyonlar1 sonunda
2.ES sirasinda olusan kardiyovaskiiler parametrelerde ait verilerle 1.ES ait degerlerin
birbirine benzer bulunmasi nedeniyle n=3 iken L-NAME’in daha yiiksek (400nmol/100
nl’lik ) konsantrasyonun uygulanmasina gegildi.

400 nmol/100 nl L-NAME uygulanan grupta 1.ES 6ncesi 99.9 *+ 2.8 mmHg olan
OKB ES sirasinda 120.7 = 4.8 mmHg; KH ise 1.ES 6ncesi 456.6 + 22.6 vuru/dak, ES
sirasinda 427.5 £ 25.8 vuru/dak olarak olciildii. Bu grupta L-NAME uygulamasindan
once OKB ve KH degerleri sirasiyla 98.7 £ 2 mmHg, 425.7 + 23.9 vuru/dak olarak
saptandi. OKB, enjeksiyonu takip eden 5. ve 10. dak’larda sirasiyla 100.8 £ 2.8 ve
101.3 £ 2.8 mmHg; KH ise 432.5 £ 17.4 ve 435.8 £ 17.1 vuru/dak olarak olciildii.
Enjeksiyondan 15 dak sonra (2.ES’den 6nce) OKB 100.9 £ 3 iken ES (2.ES) sirasinda
111.3 = 3 mmHg’ye, KH ise 435 £ 16.8 vuru/dak’dan 460 £ 19.4 vuru/dak’ya yiikseldi.
ES’yi takip eden 3. dakikada OKB 100.5 = 2.1 mmHg, KH ise 431.6 + 17.3 vuru/dak
olarak bulundu (Sekil 11 ve 12).
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Sekil 11: Amigdalamin santral niikleusuna N€ — nitro — L - arjinin metilester (L-
NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES)
ile enjeksiyon sonrasi uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda olciilen

ortalama kan basinci ( OKB) degerleri (n=7).
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Sekil 12: Amigdalamin santral niikleusuna N€ — nitro — L - arjinin metilester (L-
NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES)

ile enjeksiyon sonrast uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda olgiilen kalp

hizi degerleri (n=7).
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L-NAME’nin 400 nmol/100 nl uygulandigi bu grupta, 1. ES sirasinda OKB
bazale gore % 20.8 + 2.6 artarken, KH % 6.3 = 0.5 azaldi. 400 nmol/100 nl L-NAME
uygulamasi sonrast 2. ES ile OKB bazale gore % 10.31 £ 3, KH % 5.7 £ 4.1 arttu.
OKB’deki 1. ve 2. ES sirasinda saptanan degisikliklerin bazale goére % degisim
degerleri birbirleriyle karsilastirildiklarinda aralarinda istatiksel olarak anlamli bir
farkliligin (p< 0.05, Student’in t testi) oldugu bulunmustur. KH degisim yiizdelerinde
istatiksel bir anlamlilik saptanmadi (Sekil 13 ve 14).
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Sekil 13: Amigdalanmin santral niikleusuna N€ — nitro — L - arjinin metilester (L-
NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES)
ile enjeksiyon sonrasi uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda saptanan
ortalama kan basinct (OKB) degerlerinin bazal degerlere gore degisim Yyiizdesi.

*: p<0.05, eslestirilmis verilerde Student’in t testi (n=7).
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Sekil 14: Amigdalamin santral niikleusuna N® — nitro — L — arjinin metilester (L-
NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi, uygulanan elektriksel stimiilasyon (1.ES)
ile enjeksiyon sonrasit uygulanan elektriksel stimiilasyon (2.ES) sirasinda saptanan kalp

hizt degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=7).

6.2. PH’ya Parankimal Uygulanan yBOS veya L-NAME’in
ASN’nin Elektriksel Uyarilmasi ile Olusan Kardiyovaskiiler Yamtlar

Uzerine Olan Etkisi
L-NAME’in PH’ya uygulanmasinin bazal KB ile KH ve elektriksel uyariyla

ortaya cikan kardiyovaskiiler yanitlar tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla deneyler
yapildi. Stereotaksik cerrahi ile ASN bolgesine bipolar elektrot, PH bolgelerine
parankimal kaniil yerlestirilen si¢anlarin deney giinii bazal KH ve KB degerleri
kaydedildikten sonra ES uyguland1 (1.ES). 1. ES sonras1 sicanlarin PH bolgelerine 40
nmol/100 nl veya 400 nmol/100nl L-NAME uygulandi. 15 dak boyunca KB ve KH
degerleri kaydedildikten sonra 2. ES verilerek L-NAME’nin ES sirasinda olusan KH ve
OKSB iizerine etkisi aragtirildi.

yBOS’un PH’ya parankimal olarak uygulanmasinin bazal OKB ve KH
degerlerinde anlamli bir degisiklige neden olmadig1 saptandi.

yBOS grubuna ait OKB ve KH degerleri ve ES’ler sirasinda bu parametrelerde
saptanan degisikler sekil 15 ve 16’da gosterilmektedir. yBOS enjeksiyonu bu degerlerde

anlaml bir degisiklik yapmamustir.
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Sekil 15: Posterior hipotalamusa parankimal yapay beyin omurilik swist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalanin santral niikleusunun elektriksel stimiilasyonu
(1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES) sirasinda olgiilen ortalama

kan basinct (OKB) degerleri (n=4).
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Sekil 16: Posterior hipotalamusa parankimal yapay beyin omurilik swist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalanin santral niikleusunun elektriksel stimiilasyonu
(1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES) sirasinda olciilen kalp hizi

degerleri (n=4).
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Bu grupta 1. ES sirasinda OKB 92.6 = 1.4 mm Hg’dan 107.2 * 3.6 mmHg’ya
KH ise 423 + 17.6 vuru/dak degerinden 450 * 15 vuru/dak’ya yiikseldi. ES’yi takiben 1.
dak’da OKB 92.9 £ 2.3, 3. ve 5. dak’larda 92.1 = 1.1 mm Hg olarak kaydedildi. KH,
ES’den sonraki 1. dak’da 432.1 £ 34, 3. dak’da 431 £ 39, 5. dak’da 422.8 £ 22 mmHg

olarak olciildii.

yBOS enjeksiyonu sonrasinda uygulanan ES (2.ES) sirasinda OKB 95 + 2.8
103.3 £ 4.6 mmHg; OKB ES’yi takip eden 1. dak’da 92.2 + 1.1, 3. dak’da 91.6 £ 1.4,
5.,10., ve 15. dak’larda sirastyla 91.6 £ 1.8, 89.8 £ 2.4, 90.6 = 2 mmHg olarak 6l¢iildii.
KH, 2. ES sirasinda 426.6 *+ 8.8 vuru/dak’dan 460 £ 5.7 vuru/dak’ya yiikseldi. ES’yi
takip eden 1. dak’da 438 *+ 4.7, 3.dak’da 424 + 4.8, 5., 10., ve 15. dak’larda sirasiyla
430+ 11,440+ 5, 416.8 = 16.5 vuru/dak olarak bulundu. yBOS enjeksiyonunun ES
sonrasinda OKB ve KH degerlerinde farklilik olusturmadig: saptandi.

1. ES’nin uygulanmasiyla OKB bazal degerlere gore % 15.7 = 2.4, yBOS
enjeksiyonundan 15 dak sonra uygulanan 2.ES ile % 12.1 + 1.3 artti. KH degeri ise 1.
ES sirasinda % 6.3 + 1, 2.ES sirasinda % 7.8 + 1 artt1 (Sekil 17 ve 18).
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Sekil 17: Posterior hipotalamusa parankimal yapay beyin omurilik swist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalanin santral niikleusunun elektriksel stimiilasyonu
(1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES) sirasinda saptanan

ortalama kan basinct (OKB) degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=4).
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Sekil 18: Posterior hipotalamusa parankimal yapay beyin omurilik swist (yBOS,
100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalanin santral niikleusunun elektriksel stimiilasyonu
(1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES) sirasinda saptanan kalp

hizt degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=4).

40 nmol L-NAME uygulanan grupta 1.ES 6ncesi OKB 92.4 + 1.4 mmHg, KH
445 * 26 vuru/dak iken 1. ES sirasinda OKB 118 *+ 4.7 mmHg’ya, KH ise 492 £ 31
atim/dak’ya yiikseldi. ES bitiminden 3 dakika sonra OKB 96.2 + 1.4 mmHg, KH 486 *
23 vuru/dak olarak ol¢iildii. Enjeksiyonu takip eden 5. dakikada OKB 92 + 4.1, 10. ve
15. dakikalarda 93.7 = 3 mmHg; KH, 5. dakikada 432.5 £ 24.9, 10. dakikada 417 £
19.3, 15. dakikada 425 *+ 33 vuru/dak olarak bulundu. 2. ES’den 6nce OKB 93.7 £ 3
mmHg, KH ise 425 + 33 vuru/dak iken 2.ES sirasinda OKB 122 = 4 mmHg’ya, KH ise
480 * 25.5 vuru/dak’ya yiikseldi. Bu grupta L-NAME enjeksiyonunun bazal OKB ve
KH degerlerinde anlamli bir degisiklik yapmadig1 saptandi (Sekil 19 ve 20).
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Sekil 19: Posterior hipotalamusa parankimal N® — nitro — L — arjinin metilester
(L-NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalamin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)

strasinda olgiilen ortalama kan basinct (OKB) degerleri (n=4).
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Sekil 20: Posterior hipotalamusa parankimal N® — nitro — L — arjinin metilester
(L-NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalamin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)

swrasinda olgiilen kalp hizi degerleri (n=4).
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Bu grupta 1. ES’nin uygulanmasiyla OKB’nin bazal degerlere gore % 27.5 *
2.9, parankimal L-NAME enjeksiyonundan sonra uygulanan 2.ES ile % 23.7 £ 0.5
arttig1 saptandi. KH degerinde ise 1. ES sirasinda % 10.6 t 4.1, 2.ES sirasinda % 13.5
t+ 3.1 artig saptand1 (Sekil 21 ve 22).
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Sekil 21: Posterior hipotalamusa parankimal N€ = nitro — L — arjinin metilester
(L-NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalamin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)

strasinda saptanan ortalama kan basinct (OKB) degerlerinin bazal degerlere gore

degisim yiizdesi (n=4).
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Sekil 22: Posterior hipotalamusa parankimal N® — nitro — L — arjinin metilester
(L-NAME, 40 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalamin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)

strasinda saptanan kalp hizi degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=4).

L-NAME’nin 400 nmol/100 nl uygulandig1 grupta 1.ES 6ncesi KH ve OKB
degerleri sirasiyla 397.5 = 3.5 vuru/dak ve 89.9 £ 2.5 mmHg iken, bu degerler ES
sirasinda 452.5 £ 11.1 vuru/dak ve 113.3 = 4.9 mmHg’ye yiikseldi. L-NAME o6ncesi
OKB 90 * 1.2 mmHg, KH 400 *+ 12.2 vuru/dak, L-NAME uygulamasim takip eden 5.,
10., 15. (2. ES’den o6nce) dak’larda OKB degerleri sirastyla 86.2 + 3.9, 89.1 £ 3.2, 87.7
+ 1 mmHg; KH i¢in bu degerler 5.,10., 15. (2. ES’den 6nce) dak’larda sirasiyla 415 *
6.5, 405 5, 432.5 £ 8.5 olarak saptandi ( Sekil 23 ve 24). 2. ES sirasinda OKB 100 = 3
mmHg, KH 480 + 9 vuru/dak olarak 6l¢iildii.
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Sekil 23: Posterior hipotalamusa parankimal N® — nitro — L — arjinin metilester
(L-NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalanin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)

strasinda olgiilen ortalama kan basinct (OKB) degerleri (n=4).
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Sekil 24: Posterior hipotalamusa parankimal N® — nitro — L — arjinin metilester
(L-NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalanin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)

strasinda 6Olgiilen kalp hizi degerleri (n=4).
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L-NAME’nin 400 nmol/100 nl uygulandigi bu grupta, 1. ES sirasinda OKB
bazale gore % 26 + 4.5, KH % 13.9 + 2.8 artarken, L-NAME uygulamas1 sonrasi 2. ES
ile OKB bazale gore % 14 = 1.6, KH % 10.4 £ 4.2 artmis olarak bulundu. OKB ve KH
icin 1. ve 2. ES sirasinda saptanan bazale gore % degisim degerleri birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda aralarindaki farkin istatiksel olarak birbirlerinden anlaml
olmadig saptandi ( OKB i¢in p=0.59, KH i¢in p=0.36; eslestirilmis verilerde Student’in
t testi), (Sekil 25 ve 26).
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Sekil 25: Posterior hipotalamusa parankimal N° — nitro — L — arjinin metilester
(L-NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu dncesi amigdalamin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)
sirasinda saptanan ortalama kan basinct (OKB) degerlerinin bazal degerlere gore

degisim yiizdesi. p=0.59, eslestirilmis verilerde Student’in t testi (n=4).
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Sekil 26: Posterior hipotalamusa parankimal N€ = nitro — L - arjinin metilester
(L-NAME, 400 nmol/100nl) enjeksiyonu oncesi amigdalanin santral niikleusunun
elektriksel stimiilasyonu (1.ES) ile enjeksiyon sonrast elektriksel stimiilasyonu (2.ES)

strasinda saptanan kalp hizi degerlerinin bazal degerlere gore degisim yiizdesi (n=4).

6.3. Amigdalanin Santral Niikleusana Uygulanan Elektriksel
Uyarilar Once ve Sonrasinda PH’dan Toplanan Diyalizatlarda Olciilen

Ekstraseliiler L-sitriilin ve L-glutamik Asit Diizeyleri

Prob ve elektrot yerlesiminin histolojik olarak dogrulandigi sicanlarin sag PH
bolgesindeki ekstraseliiler L-sitriilin diizeyi 1.0 £ 0.1 uM olarak saptandi. Bu deger ES
sonrast [0 - 10] dakika araliginda toplanan ornekte 1.6 = 0.2 uM diizeyine yiikseldi.
Benzer sekilde sag PH’da toplanan bazal perfiizatlarda L-glutamik asit diizeyi 0.8 = 0.1
uM olarak bulundu ve sag ASN’nin elektriksel olarak uyarilmasi ile bu deger [0 - 10]
dakikada 1.3 + 0.2 uM’a yiikseldi (Sekil 27).

Elektriksel uyariy1 takip eden [10 — 20] zaman araliginda L-sitriilin diizeyi 1.6
0.3, L-glutamik asit diizeyi 1.4 + 0.2 uM olarak saptandi. L- sitriilin ve L- glutamik asit
diizeyleri elektriksel uyariy1 takip eden [20 — 30] dakikalarda sirasiyla 1.3 £ 0.2, 1.2 £
0.2 uM olarak ol¢iildi (Sekil 27 ve 28) .

Elektriksel uyariy1 takip eden [0 - 10] zaman dilimlerinde L-sitriilin diizeyindeki
artisin ES oOncesi L-sitriilin diizeyi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

oldugu bulundu (p<0.01, Friedman testi). Benzer sekilde [10-20] zaman araliginda
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saptanan L-sitriilin diizeyi ES Oncesi bazal degerlerden istatistiksel olarak anlamh
(p<0.05, Friedman testi ) saptandi. ES sonrasi L-sitriilin diizeyinde saptanan artisin ES
sonrast [20 — 30] dakikalar arasinda da devam etmesine ragmen bu zaman diliminde

Olciilen L- sitriilinin miktar1 bazal degerlerden istatistiksel olarak anlamli bir fark

gostermedi (Sekil 27).
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Sekil 27: Amigdala santral niikleusunun elektriksel stimiilasyonu (ES) sonrast
ipsilateral posterior hipotalamusdan toplanan mikrodiyaliz orneklerinde saptanan L-
sitriilin konsantrasyonu. *: p< 0.05, bazal degere gore, Friedman testi, post hoc Dunn’s

testi. ¥*: p< 0.01, bazal degere gore, Friedman testi, post hoc Dunn’s testi (n=14).

L- glutamik asit diizeyinin ES’yi takiben [0 - 10], [10 - 20] zaman dilimlerinde
bazal degerlere gore istatistiksel olarak anlamhi (p<0.001, Friedman testi) artig
gosterdigi bulundu. ES’yi takip eden 20 - 30 dakikalar arasinda da L-glutamik asit
diizeyi bazal degerden daha yiiksek Ol¢iildii ancak bu iki deger arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir fark saptanmadi (Sekil 28).
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Sekil 28: Amigdala santral niikleusunun elektriksel stimiilasyonu (ES) sonrast
ipsilateral posterior hipotalamusdan toplanan mikrodiyaliz orneklerinde saptanan L-

glutamik asit konsantrasyonu. **: p< 0.01, bazal degere gore, Friedman testi, post hoc

Dunn’s testi (n=14).
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7. TARTISMA

Santral kardiyovaskiiler diizenlemede rolii olan ASN ve PH gibi iki beyin
bolgesi arasinda nitrerjik bir yolagin varligin1 arastirmak amaciyla yapilan bu
calismada, kardiyovaskiiler ve mikrodiyaliz deneylerleri yapilmistir. Oncelikle ASN’nin
elektriksel olarak uyarilmasiyla olusan kardiyovaskiiler yanitlar belirlenmis ve daha
sonra bu yanitlarda ASN ile PH’daki nitrerjik sistemlerin etkisi, daha sonra da bu iki
bolge arasinda nitrerjik bir yolagin varligi arastirilmistir. Kardiyovaskiiler deneylerle
ASN’nin ES’si swrasinda kalp hizi (arttign veya azaldigi) ve kan basincinin (arttigi)
degistigi gosterilmistir. Bu etkilerden nitrerjik sistemin sorumlu olup olmadigini
arastirmak amaciyla NO sentetaz inhibitorii olan L-NAME, ASN’ye farkli dozlarda
enjekte edilmis ve ES sirasinda olusan kardiyovaskiiler parametrelerdeki degisikliklerin
L-NAME’nin dozuna bagl olarak inhibe edildigi gosterilmistir. Aym1 amagla PH’ya
farkli dozlarda yapilan L-NAME enjeksiyonlar1 sonrasinda ASN’nin ES’si ile olusan
kardiyovaskiiler yanitlarin L-NAME’nin dozuna bagl olarak degistigi saptanmistir. L-
NAME’nin bu etkilerinden PH’da ES ile aktive olan nitrerjik sistemin inhibe
edilmesinin sorumlu olup olmadigin1 arastirmak amaciyla PH’dan mikrodiyaliz
yapilmistir. Bu deneylerde NO diizeyini dolayli olarak gosteren L- sitriilin miktarlar
arastirilmis ve diizeyinin ES ile arttigr gosterilmistir. Kardiyovaskiiler deneyler ve
bunlarin verilerini destekleyen mikrodiyaliz deneyleri sonucunda ASN’ye uygulanan
ES’nin PH’daki nitrerjik sistemi aktive ettigi ve bu iki bolge arasinda santral
kardiyovaskiiler diizenlenmeyle ilgili bir yolak olabilecegi sonucuna varilmigtir. Ayrica
bu uyarnlar sirasinda PH’da L- sitriilinle birlikte, beyin ve omurilikte eksitator
noromedyator olan ve ortama NO salimmimi dolayli olarak etkileyen L-glutamik asit
diizeyinin de arttig1 belirlenmistir.

Literatiirde amigdalanin ES’sinin davramigsal ve otonomik degisikliklere neden
oldugu, KH ve KB’de degisiklere yol actigi ve bu iki parametrenin korku durumunda
ortaya cikan kardiyovaskiiler yanitlart incelemek i¢in kullanilabilecegi (32), ASN’nin
ES ile aktive edilmesinin tekrarlanabilir, kosullanmis kardiyovaskiiler degisikliklere
neden olabilecegi belirtilmistir (65). Bizim bu calismamizda da ASN’nin ES’si ile
olusan kardiyovaskiiler etkileri belirlemek amaciyla ASN’ye 300 pA, 30 saniye ES

uygulanmistir. ASN’nin ES’si sirasinda tiim gruplarda kan basincinin arttigi ve ES’nin
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kesilmesiyle tamamen eski degerlerlerine dondiigii gozlenmistir. KH, ES ile deneklerin
cogunda artmis ancak bazi deneklerde azalmistir. KH nin ES sirasinda bazal degerlere
gore yaklasik % 20 ile % — 5 oraninda degismistir. Bizim verilerimizle uyumlu olarak
Tellioglu ve ark’nin yaptig1 bir ¢alismada (161) ASN’ye uygulanan 300 pA ES ile
OKB’de bazale gore % 19’luk artis saptanirken, KH’de genelde artma fakat bazi
deneklerde azalma saptanmistir. Bu deneylerin sonunda KH ve KB’de her zaman
birbirine paralel olmayan, bazen birbirinden tamamen zit yonde degisimlerin
saptanmasi beyinde KB ve KH’nin farkli merkezler tarafindan kontrol edilebilecegi
seklinde yorumlanmugtir.

Ohta ve ark tarafindan yapilan bir ¢alismada amigdaloid kompleksin degisik
bolgelerine parankimal olarak uygulanan karbakolle en giiclii kardiyovaskiiler presor
yanitlarin ASN’ye yapilan enjeksiyonlarla gerceklestigi, bazal ve medial niikleuslara
yapilan enjeksiyonlarin ASN enjeksiyonlarina gore daha hafif presor yanitlara neden
oldugu gosterilmistir. Yine aym caligmada karbokoliin medial niikleus ile ASN arasina
enjekte edildigi deneklerde bradikardi saptanmistir. Bazal ve medial niikleuslara yapilan
uygulamalar sonrasinda bazi deneklerde bradikardi, bazilarinda tasikardi saptanmistir
(108). Bu bilgiler 151831nda amigdalanin farkli bélgelerinin uyarilmasiyla birbirine benzer
KB degisikleri saptanirken, KH’ nin uyarilan bolgeye ve deneklere gore degisebilecegdi
sonucuna varilabilir. Ayrica bu farkliliklar kalp hizi ve kan basincinin, santral olarak
birbirinden bagimsiz olarak diizenlendigi seklinde de agiklanabilir. Bu yorumu destekler
bicimde Ozkutlu ve ark’min yaptigi bir calismada ASN’nin elektriksel ablasyonu
sonrasinda intratekal uygulanan karbakoliin neden oldugu presor yanitlar belirgin olarak
baskilanirken, bradikardinin 6nlenmedigi saptanmistir (113) .

ASN’de ES ile ortaya cikan kardiyovaskiiler etkilerden sadece ASN’deki
noronlarin uyarilmasinin degil, elektriksel aktivitesinin beynin diger bolgelerine
yayllmasinin sorumlu olabilecegi diisiiniilebilir. Bu konuya aciklik getirebilecek iki
calisgma Ohta (108) ve Iwata (65) tarafindan yapilmistir. Bu g¢alismalarda ndron
govdelerini aktive eden L-glutamik asit ile ASN’ye yapilan kimyasal uyariin,
kardiyovaskiiler parametrelerde ES’nin etkilerine benzer etkilere neden oldugu
gosterilmistir. Bu sonuclar ASN’de ES ile ortaya c¢ikan kardiyovaskiiler etkilerden bu
bolgedeki noron govdelerinin eksitasyonunun sorumlu oldugu seklinde yorumlanmistir

(108, 65).
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Bizim c¢aligmamizda ASN’in ES’si sirasinda ortaya c¢ikan kardiyovaskiiler
degisiklilerde nitrerjik sistemin roliinii belirlemek amaciyla ASN’ye parankimal yBOS
(100 nl) veya L-NAME injeksiyonu (40-400 nmol/100 nl) yapilarak ES’ler
tekrarlanmistir. L-NAME o6ncelikle 3, 6, 9, 30 nmol/100 nl dozlarinda uygulanmis,
ancak ES ile olusan kardiyovaskiiler parametrelerde belirgin bir degisiklik olmadigi
goriiliince L-NAME dozlan artirilarak 40-400 nmol/100 nl’ye yiikseltilmistir. ASN’ye
40 nmol/100 nl olarak uygulanan L-NAME enkeksiyonlar1 sonunda 2.ES sirasinda
olusan kardiyovaskiiler parametrelerde ait verilerle 1.ES ait degerlerin birbirinine
benzer bulunmasi nedeniyle n=3 iken L-NAME’in daha yiiksek (400nmol/100 nl’lik)
konsantrasyonun uygulanmasina ge¢ilmistir. yBOS uygulamasiyla ES’nin neden oldugu
kardiyovaskiiler yanitlarda hicbir degisiklik olmazken, 40 nmol L-NAME’nin ES
sirasinda olusan KB’deki artisin azaldigi, 400 nmol L-NAME ile bu etkinin istatiksel
olarak anlaml diizeylere ulastig1 saptanmstir.

Bu deneylerimizde ASN’ye yapilan yBOS ve L-NAME injeksiyonlarinin bazal
kardiyovaskiiler parametreleri degistirmedigi goriilmiistiir. Bu durum NO’nun ASN’de
bazal (tonik) kan basincinin diizenlenmesinde rolii olmadigi seklinde yorumlanabilir.
Ohta ve ark’nin yaptig1 bir ¢calismada nitrerjik sistemden farkli olarak ASN’ye karbakol
uygulanmasinin KB’yi artirdigi bulunmusg ve kolinerjik sistemin ASN’de bazal KB’ nin
diizenlenmesinde rol aldigi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada bizim caligmamiza benzer
sekilde ASN’ye yapilan serotonin ve noradrenalin infiizyonunun hicbir etki
olusturmadigi bu sistemlerin santral bazal KB diizenlenmesinde rolii olmadigi
vurgulanmigtir (108).

Biz elde ettigimiz bu verilerle ES ile amigdaladaki nitrerjik sistemin aktive
oldugunu ve ortama NO salindigini, diger bir ifadeyle burada NO néron gévdelerinin
bulundugu sdyleyebiliriz. Literatirde amigdalada nitrerjik noronlarm varlig
gosterilmistir. Mc Donalds ve ark’nin yaptigi bir calismada santral ve anterior
amigdalada biiyiik ND pozitif noronlarlar saptanmistir (93). immunohistokimya ile
yapilan bagka bir calismada ASN’in kapsiiler ve lateral boliimiindeki hiicre govdeleri ve
dendritlerde nNOS reaktif noronlar saptanmistir. ASN’in medial béliimiinde 2 tip nNOS
pozitif ndron saptanmistir. Bunlardan birinci tipte nNOS’a sadece hiicre govdesinde
saptanirken diger tip néronlarda hiicre govdesi ve dendritlerde rastlanmistir (67). Daha

onceden de tartistigimiz gibi calismamizda ES ile amigdaladaki noronlar ve lifler
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birlikte uyarilmis olabilir. Ayn1 konu literatiirde ES’nin kullamildigi caligsmalarda da
tartisilmistir. L-glutamik asit gibi eksitator bir madde olan DL-homosistein (DLH) ile
amigdalanmin ES ile kardiyovaskiiler degisikler olusturulan bolgelerin daha az oranda
uyarildigr gozlemlenmis ve bu sonucga dayanarak beynin her bolgesinin DLH’ya duyarli
olmadigin1 ya da ES ile bu bolgeden gecen liflerin, DLH yla ise segici olarak sadece
hiicre govdelerinin uyarilmis olabilecegi belirtilmisdir. Ancak beynin bu bolgesinden
gecen liflerin sayisinin olduk¢a az oldugu ve kardiyovaskiiler etkilerden sorumlu olan
noronlarin amigdalada daginik olarak bulundugu bu nedenle ES’nin hiicre gévdelerini
ve buradan gegen eferent lifleri uyarmada kimyasal uyaridan daha etkili oldugu
sonucuna vartlmstir (47).

Bu bilgilerle yapmis oldugumuz bu calismada ASN’deki kardiyovaskiiler
etkileri arastirmak i¢in kimyasal uyar1 yerine ES’nin kullanilmis olmasinin daha dogru
bir se¢cim oldugu, ancak ES ile ASN’deki néron govdeleriyle birlikte buradan gecen
liflerinde de uyarilmis olma olasiliginin goz 6niinde bulundurulmasi gerektigi sonucuna
varilabilir.

Calismamizda L-NAME’nin yiiksek dozlariyla bile ES sirasinda olusan
kardiyovaskiiler etkilerinin tamamen Onlenmemis olmasi buradan gecgen liflerin
uyarilldigim ve/veya ASN’de ES ile sadece nitrerjik noronlarinin degil, ASN’de bulunan
kolinerjik sistem gibi diger sistemlerin de uyarilmis olabilecegini diisiindiirir. Bu
diisiinceyi destekler bicimde Aslan ve ark’nin yaptiklar bir calismada ASN’nin ES’si
ile olusan kardiyovaskiiler etkilerin M; kolinerjik reseptdr antagonisti pirenzepin
tarafindan onlendigini ve bu nedenle ES sirasinda ASN’deki kolinerjik sistemin aktive
oldugunu belirtmislerdir (6). Ayrica ASN ve medial amigdaloid niikleuslarda
GABA’erjik noronlarin bulundugu ve bu noronlarinin GABA ile inhibe edilebildigi
gosterilmistir (14). Ortamda yiliksek miktarda bulunan NO’nun eksitatdr ve inhibitor
noronlarin aktivitesini artirdigi, diisiik diizeyinin azalttig1 bilgisinden yola ¢ikarak (127)
deneylerimizde ASN’nin ES ile uyarilmasi sirasinda saptanan kardiyovaskiiler
degisikliklerden, NO ve L-glutamik asitin artmasiyla diizeyi degisen GABA’ninda
sorumlu olabilecegi gdz oniinde bulundurulmalidir.

Calismamizin asil amaci santral kardiyovaskiiler diizenlemede ASN ile PH
arasinda nitrerjik bir yolagin varligini1 aragtirmak oldugu icin PH’ya yBOS veya 40-400
nmol/100 nl L-NAME 6n uygulamalan yapilmis; ASN’nin ES’si ile PH’ daki nitrerjik
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sistemin etkilenip etkilenmedigi ve bu etkilerin kardiyovaskiiler parametrelere yansiyip
yansimadigl aragtirlmigtir. Bu bolgeye yapilan yBOS ve L-NAME’nin 40-400
nmol’lik dozlart bazal KH ve KB degerlerini degistirmemistir. Bu sonu¢ PH’daki
NO’nun bazal kardiyovaskiiler diizenlemelere katilmadiginmi seklinde yorumlanmistir.

Bu yorumu destekleyen bir ¢alisma Palma ve ark tarafindan yapilmistir. Bu
calismada PH’ya uygulanan fizostigminin doza bagl olarak KB’yi artirdig1 ve bu artigin
skopolamin (muskarinik reseptor antagonisti) ile dnlendigi gosterilmistir. Ancak PH’ya
L-arjinin ve NO donérii olan GTN’nin uygulanmas1 KB’de hi¢bir degisiklige neden
olmamuistir. Bu bulgularla bazal NO saliniminin PH’daki kardiyovaskiiler diizenlenmeye
katilmadig1 sunucuna varilmistir (116).

Calismamizda yBOS 6n uygulamasi ASN’nin ES’sinin neden oldugu KH ve KB
degerlerini degistirmezken, L-NAME’nin her iki dozu da ES sirasinda olusan KB’deki
artist azaltmistir. L-NAME’nin 40 nmol’likk dozu ES’nin neden oldugu KH degisimini
etkilememis, 400 nmol L-NAME KH degisimini azaltmistir. Bu verilerle,
kardiyovaskiiler sistemin santral diizenlemesinde ASN ile birlikte PH’nin da roli
oldugu ve PH’min ASN’den gelen kardiyovaskiiler uyarilara verilen yanitlar
etkileyebildigi, bu nedenle bu iki merkez arasinda nitrerjik sisteminde rol aldig1 bir
yolak oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Amigdalanin hipotalamus ve beynin diger bolgeleriyle olan baglantilarinin
belirlendigi literatiir verileri vardir. Amigdalanin hipotalamus ile karsilikli baglantisinin
oldugu amigdalaya limbik korteksin tiim boliimlerinden uyarilar geldigi saptanmistir
(89). Parades ve ark’nin yaptiklar1 incelemeler sonucunda ASN’ye uygulanan retrograd
isaretleyicilerin PH’da orta yogunlukta biriktigi; hipotalamusun periakuaduktal gri
cevhere ve ASN’ye en fazla aferent yollayan kaynak oldugu gosterilmistir (117).

Davis tarafindan yazilan derlemede amigdalanin tim beyin bolgelerinden
bazolateral ve lateral niikleuslar araciligiyla islenmis bilgi aldigi ve bu bilgilerin
sirastyla ASN’ye buradan da hipotalamus ve beyin sapinin korku ve anksiyete ile ilgili
bolgelerine gonderildigi belirtilmistir (32). ASN’den lateral hipotalamusa olan direkt
projeksiyonlarin sempatik sinir sisteminin aktivasyonundan, ASN ile vagusun dorsal
motor ¢ekirdegine olan projeksiyonun korku ve anksiyete sirasinda ortaya ¢ikan otonom
degisikliklerden, ASN’den parabrakial niikleusa olan projeksiyonlarin ise korku

sirasinda olusan solunum degisikliklerinden sorumlu oldugu belirtilmistir. Korku
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sirasinda olusan yiiz mimiklerinden ASN’nin trigeminal ve fasyal motor néronlara olan
direkt projeksiyonlarinin uyarilmasi sonucu olabilecegi bildirilmistir (32).

Calismamizda ASN’ye uygulanan ES’nin neden oldugu kardiyovaskiiler
yanitlarda PH’ya yapilan L-NAME enjeksiyonlar ile istatiksel anlamlilik olusturacak
kadar degisiklik meydana gelmemesi ES ile nitrerjik noronlar disinda diger ndronlarin
da aktive olmasiyla aciklanabilir. Song ve ark tarafindan yapilan bir calismada, PH’ya
yapilan GABA, histamin, asetilkolin ve L-glutamik asit enjeksiyonlarinin
kardiyovaskiiler parametrelerde degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (151). Sican
PH’sinda 3-hemikolinyum ile asetilkolin noronlarinin bosaltilmasi kan basincinin
diismesi ile sonuglanmistir. Bu ¢alismanin sonunda, normotansif sicanlarda ve SHR’de
asetilkolinin PH’da santral KB’nin diizenlenmesinde rolii oldugu belirtilmistir (23).

Brezenoff ve Martin tarafindan yapilan bir calismada sicanlarda
asetilkolinesteraz inhibitorii olan fizostigmin ya da karbakoliin PH’ya direkt olarak
uygulanmasiyla KB’nin arttifi ve bu artisin M3 reseptorleri aracigiyla gerceklestigi
belirtilmistir (20).

Calismamizda PH’ya yapilan L-NAME enjeksiyonlar1 ile ASN’ye uygulanan
ES’nin neden oldugu kardiyoskiiler yanitlarin belirgin olarak degismemesi, ASN’nin
PH disinda kardiyovaskiiler diizenlemede gorev alan beynin diger bolgelerini dogrudan
uyarmis olmasindan da kaynaklanabilir.

ASN’nin santral kardiyovaskiiler diizenlemede gorev yapan medullaya yerlegsmis
olan NTS’ye oradan da sirasiyla KVLM ve RVLM’ye projekte oldugu bildirilmistir
(140). NTS’in aktivasyonu ile ASN’deki c-fos miktarinin artmasi, ASN ile NTS
arasindaki baglantiy1 destekler niteliktedir (120).

Retrograd ve anterograd isaretleyicilerle yapilan calismalarla ASN’nin NTS’ye
direkt projeksiyonlar gonderdigi gosterilmistir. Norofonksiyonel deneylerle ASN’nin
NTS’deki baroreseptér noronlara direkt projekte oldugu ve KB’deki degisiklerle bu
noronlarin aktive oldugu gosterilmistir (139).

ASN ile NTS arasindaki baglant1 elekrofizyolojik ¢alismalarla da arastinlmistir.
NTS’deki noéronlarin uyarilmasinin ASN’deki noronlarda antidromik aktivasyona neden
oldugu (133) ve ASN’den orijin alan NTS’ye projekte olan noronlarin baroreseptor

noronlarla yakin kosuluklarinin oldugu saptanmistir. Bu sonuglarla ASN’in barorefleks

62



mekanizmalara bagli olarak KB’yi NTS seviyesinde direkt olarak etkiledigi
gosterilmistir (139).

Kan basincinin diizenlemesinde ASN’den beyin sapina olan bir diger
projeksiyonda RVLM’dir. ASN’deki noronlarin elektriksel olarak uyarilmasinin
RVLM’deki noronlarda aktivasyona neden oldugu gosterilmistir (46).

Omurilikte vazomotor sempatik noronlara uyari gonderen baslica noéronlar
RVLM’daki noronlardir. Amigdaladaki kiiciik bir efektdr noron grubunun RVLM’deki
katekolaminerjik noronlarla sinaps yaptigi gOsterilmistir (172). Ancak yapilan
farmakolojik ¢alismalar burada L-glutamik asit varligin1 da destekler niteliktedir (135,
99).

PH’da, ASN gibi santral KB’nin diizenlenmesinde rol alan beyin bolgelerinden
biridir ve bu nedenle santral KB’nin diizenlenmesi ile ilgili mekanizmalarin arastirildig
bircok caligmanin odagii olusturmustur (152). SHR’lerin PH’sinda norepinefrin
konsantrasyonunun artmis oldugu saptanmistir (70). Diger bir calisjmada SHR’in
PH’larinin ES’si normotensif siganlara gére daha fazla presor yanit olusturmustur (174).
PH’nin siganlarda asetilkolinesteraz inhibitorlerinin intratekal enjeksiyonu sonrasinda
olusan presor etkilerde 6nemli bir rol oynagi belirtilmistir (20).

Calismamizda PH’dan toplanan mikrodiyaliz orneklerinde ASN’nin ES
sonrasinda ortamdaki NO miktarin1 dolayli olarak gosteren L-sitriilin ile birlikte L-
glutamik asit diizeyi 0l¢iilmiis ve miktarinda artis saptanmistir. Bu nedenle ASN’nin
ES’nin PH’da glutaminerjik ve nitrerjik sistemleri birlikte aktivite ettigi sdylenebilir.
Mikrodiyaliz deneyleri sirasinda kardiyovaskiiler dlctimler teknik zorluklar nedeniyle
yapilamamis ancak ES sirasinda EEG kayitlar1 alinarak uyarinin deneklere ulastigindan
emin olunmustur.

Ohta ve ark’nmin yaptigr calisma L-glutamik asidin PH’da kardiyovaskiiler
etkileri oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmada intraven6z yoldan yiiksek dozda uygulanan
L-glutamik asit kardiyovaskiiler parametrelerde degisiklik olusturmazken posterior
hipotalamik bolgeye yapilan mikroenjeksiyonlar doza bagimli olarak KH ve KB’yi
artirmigtir. Benzer sekilde PH’ nin ES’si bu bolgeye L-glutamik asit uygulanmasina
benzer kardiyovaskiiler yanitlar olusturmustur (70). Bizim calismamizdaki
kardiyovaskiiler ve mikrodiyaliz deney sonuglarim literatiirdeki caligmalarda birlikte

degerlendirecek olursak ASN’nin ES’si ile PH’da artan L-glutamik asit ve NO
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miktarinin kardiyovaskiiler depresor etkilerden sorumlu olabilecegi soylenebilir. L-
glutamik asit, NMDA reseptorlerinin dogal agonistidir. Bu reseptorleri uyararak iyon
kanallarinin a¢ilmasina neden olur ve post sinaptik ndronlara Ca* girisine izin verir.
Ca*?, kalmoduline baglanarak NOS’u aktive eder ve ortamda NO miktan artar (76).
Meeker ve ark’nmin yaptigi bir calismada hipotalamusun tiim bolgelerinde mGluR
NMDA ve non-NMDA reseptorleri bulunmustur (95). Bu bilgileri goz oniine alirsak
bizim deneyimizde NO ve L-glutamik asidin birlikte yiikselmesi, L-glutamik aside bagl
NMDA reseptorlerinin uyarilmasit ve buna bagli olarak NO iiretiminin artmasi seklinde
yorumlanabilir. NO dondérlerinin L-glutamik asit salinimi iizerine etkileri NO’nun
dokudaki miktarina baghdir (127).

ES’yi takip eden ilk 10 ve 20 dakikalik zaman dilimlerinde L-glutamik asit ve L-
sitriilin  diizeylerinde bazal degerlere gre ayni oranda (% 60) artis gdstermesi bu iki
amino asidin PH’da birbirlerine bagimli bir sekilde arttig1 seklinde yorumlanabilir. Loke
ve ark tarafindan ES sirasinda olusan hipotalamik vazodilatasyondan NO’nun sorumlu
olabilecegi belirtilmistir (86). Uyamk si¢anlarda insidomin, Na'-nitroprusid,
hidroksilamin gibi NO donoérlerinin ve gaz NO’nun L-glutamik asit salinimini
artirirken, L-NAME gibi NOS inhibitorlerinin ve Na'-nitroprusidinin L-glutamik asit
miktarini azalttig1 bildirilmistir (144). Hipokampiisde Na*-nitroprusidin, L-glutamik asit
salimmmin1 diisiik konsantrasyonlarda azalttigi, yiiksek konsantrasyonlarda artirdig
saptanmistir. Medial ve dorsal striatumda NMDA reseptorlerinin uyarilmasiyla artan
NO, aspartat ve L-glutamik asit salinimim azaltmistir. Bu nedenle EAA saliniminin
modiilasyonunun NO’nun endojen konsantrasyonuna bagli oldugu bildirilmistir (74).

Inhibitér amino asitlerin salmimi da NO tarafindan diizenlenir. Gaz NO ve NO
dondrlerinin, striatumda, hipokampiisde, bazal 6n beyinde, serebrokortikal ndronlarda
GABA salintmimi arttirdigi saptanmistir. L-glutamik asidin oldugu gibi GABA’ninda
salinim1 NO miktarina bagl olarak bifazik olabilir. Hipokampiisde GABA salinimini L-
NAME’in diisiik konsantrasyonlar1 artirirken Na-nitroprusidin diisiik konsantrasyonlari
azaltmistir (50). Tiim bu bilgiler gbz Oniine alinarak artmig NO diizeyinin eksitator ve
inhibitér néronlarin aktivitesini artirdigi, NO diizeyinin diistiigli durumlarda ise ters
etkilerin ortaya ¢iktig1 sonucuna varilabilir (127). Deneylerimizde ASN’nin uyarilmasi
ile PH’da NO ile L-glutamik asit diizeyinde saptanan artma miktarina bagl olarak bu

bolgedeki GABA’erjik noronlarda etkilenmis olabilir. Ancak bu néronlarin

64



deneylerimizde ES sirasinda olusan KB ve KH degerlerini ne yonde etkiledigini
sOylemek miimkiin degildir.

NO’nun cGMP iizerinden L-glutamik asit salinimin1 uyarmasinin bir sonucu da
L-glutamik asit tarafindan indiiklenen asetilkolin salinimindaki artigtir (125, 126). NO
donorlerinin bazal 6n beyinde (125), niikleus akiimbensde (126) asetilkolin salinimini
artirdi@ saptanmistir. NO tarafindan asetilkolin salinimi komsu GABA’erjik n6ronlarin
da modiilator etkisi altindadir. Ayrica histamin, noradrenalin serotonin salinimida NO
tarafindan diizenlenir. Beyinde NO’nun dopamin ve noradrenalin salinimim diizenledigi
belirtilmistir (127). NO dondrlerinin hipokampiisde in vitro ve in vivo ortamda
noradrenalin miktarimi arttirdigr saptanmistir (87). NO’nun histamin salinimi iizerine
cift yonlii bir etkisi vardir. NO tarafinindan salinan L-glutamik asidin, asetilkolin
salinimin1 artirarak M; heteroreseptorlerinden histamin saliniminin baskilanmasina
neden oldugu, atropin ile bu reseptorlerin inhibe edilmesiyle histamin ndronlarindaki
NMDA reseptorlerinin L-glutamik asit tarafindan uyarilarak ortamda histamin
miktarinin arttig1 saptanmistir. Bu nedenle mikrodiyaliz deneylerimizde ASN’nin ES’si
sonrast PH’da nitrerjik ve glutaminerjik sistemlerin birlikte aktive oldugunun
gosterilmesi ES sirasinda olusan kardiyovaskiiler etkilerden sadece bu iki sistemin
sorumlu oldugu gostermez. Kolinerjik, serotonerjik, adrenerjik, histaminerjik
sistemlerin de bu etkilerde rolii olabilecegi goz oniinde tutulmalidir.

ASN’in karbakol ile uyarilmasi durma, titreme, arastirma, sahlanma, donup
kalma gibi davramigsal degisikliklere (108), elektriksel olarak uyarilmasinin korku
durumunda ortaya c¢ikan yiiz mimiklerini kontrol eden fasyal motor ndronlarin
aktivasyonuna neden oldugu saptanmistir (4). Bu motor etkiler ASN’de norotransmiter
saliniminin degismesinin (¢ogunlukla artmasinin) bir sonucudur. Asetilkolin, serotonin,
noradrenalin, ve dopamin bu tip yanitlara neden olan nérotransmiterlerdir (166). Bizim
calismamizda ASN’in ES’si sirasinda hayvanlarda hareketsizlik, donma, cigneme ve
bas sallama gibi davranigsal degisikler olusmustur. Bu motor etkiler amigdalanin
uyarilmasimin beyin sapindaki modiilator etkilerini ve ASN’nin ES’si ile nitrerjik
noronlar disinda kolinerjik, serotonerjik gibi diger noronlarin aktive oldugu goriisiinii
destekler niteliktedir.

Calismamizi  kullandigimiz  yontemler agisindan degerlendirecek olursak,

oncelikle deneylerin neden uyanik hayvanlarda yapilmasi su sekilde agiklanabilir;
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Mogenson ve Calerasu tarafindan yapilan bir calismada uretan anestezisi altindaki
sicanlarda ASN’nin medial niikleusunun ES ile uyarilmasi sonucunda presor, alfa-
kloraloz anestezisi altindaki siganlarda depresor yanitlarin ortaya ¢iktigi gosterilmistir
(101). Galeno ve Brody tarafindan yapilan bir bagka calismada uyanik hayvanlarda
ASN’nin ES sirasinda renal ve mezenterik vazokonstriksiyonla birlikte presor yanitlar,
tasikardi; uratan anestezisi altindaki sicanlarda ise depresor yanitlar olugsmustur. ASN’in
ES ile uyarilmasi sonucu kardiyovaskiiler parametrelerde saptanan bu farkliliklar
anesteziklerin santral sinir sistemindeki depresan etkilerine, kullanilan anesteziklerin ve
uyarillan bolgelerlerle uyart parametrelerinin farkli olmasma baglanmistir (44).
Anestezik maddelerin ES iizerine olan bu etkileri ortadan kaldirmak icin deneylerimiz
uyanik hayvanlarda yapilmistir.

Ayrica mikrodiyaliz deneyleri de uyanik hayvan deney modelleri icin uygun
bir yontemdir. Bu yontemle toplanan sivi enzimatik degredasyon gibi islevlere gerek
kalmadan incelenebilir. Mikrodiyaliz islemi icin yapilan stereotaksik cerrahi igleminden
24 saat sonra doku hasarinin tamama yakininin onarildigi, kan beyin bariyerinin,
bolgesel kan akiminin, glukoz metabolizmasinin 24 saat icinde diizeldigi belirtilmistir
(119). Bu nedenle bizim calismamizda cerrahi islemden 24 saat sonra deney
hayvanlarinda tam iyilesme saglandigi kabul edilerek mikrodiyaliz deneylerine
baslanmistir.

Mikrodiyaliz yontemi en c¢ok beyin aminoasitleri arastirmak icin
kullanilmistir. Ancak bu tekniginin dezavantajlar1 vardir. Bu yontemle sadece
ekstraseliiler ortamda bulunan molekiiller toplanir. Ekstraseliiller kompartimanda olan
ancak sinaptik seviyeye ulasmayan degisiklikler belirlenemez (119). Ayrica
mikrodiyaliz yontemiyle L-glutamik asit ol¢iimii tartismali bir konudur. Buradaki en
Oonemli problem Oolgiilen L-glutamik asitin ne kadarinin norotransmiter-sinaptik L-
glutamik asit gosterdigidir. L-glutamik asit norotransmiter olmasi yaninda beyinde
nitrojen ve enerji metabolizmasinin ara {iriiniidiir. L-glutamik asit membran hasar1
sonucu hiicre disina ¢ikmasi ve kan-beyin barierinin bozulmasina bagli olarak beyine
gecisinin artmasi intertisyel ortamdaki diizeyini artirir. Stimiilasyon deneylerini takiben
L-glutamik asit diizeyinde saptanan artigin norotansmiter havuzdan kaynaklandigi kabul
edilir. Belli noronal yolaklarin elektriksel ve kimyasal olarak uyarilmasi sonrasi

terminal bolgedeki L-glutamik asit ve GABA diizeylerinin bazale gore degisiminin
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belirlenmesi noronal salinmi arastirmak i¢in dogru bir yontemdir. Ancak tekrar
belirtmek gerekir ki bu deneylerde salinan GABA ve L-glutamik asitin glia yerine
noronlardan kaynaklandigimi kanitlayacak kesin bilgiler yoktur. Tiim dezavantajlarina
ragmen bu yaklasim aktive edilmis norotransmisyona bagli artmis ekstraseliiler amino
asit diizeyini arastirmak icin kullanilabilecek en uygun yaklagim gibi goriilmektedir
(166).

Bizim c¢aliygmamizda mikrodiyaliz deneylerinde NO miktarinindaki degisim
ortamdaki L-sitriilin miktarin1 6lgerek saptandi. Beyinde L-sitriilinin tamamen NOS
tarafindan sentezlendigi kabul edilir ve L-sitriilin diizeyi 6l¢timlerinin NOS aktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in uygun bir yontem oldugu bildirilmistir (73). NOS, L-arjininin
guanidino grubunu oksitleyerek NO olusmasini saglar ve bu olay sirasinda NO’ya esit
miktarda L-sitriilin olusur (19). Literatiirdeki caligmalarin ¢ogunda intertisyel arjinin ve
sitriilin diizeyleri birlikte 6l¢iilmiis ve NO iiretimindeki artis, arjinin/sitriilin oranindaki
diisme ile gosterilmistir (134). Bizim PH’dan topladigimiz diyalizatlardan sadece L-
sitriilin diizeyinin Ol¢iilmesinin nedeni yukarida bahsedildigi gibi L-sitriilinin beyinde
tamamen NO sentez iiriinii olmasindadir. Bu nedenle L-sitriilinin beyin disinda sadece
NO senteziyle degil diger kaynaklardan da saglandigi ortamlarda arjinin/sitriilin
oranlarindaki degisimine gére NO degisiminin belirlenmesi daha uygun olabilir.

Petrov ve ark tarafindan yapilan bir calismada ASN’nin ASN’nin ES’si ile uyari
yapilan elektrodun cevresindeki noronlarin niikleuslarinda ve medial amigdaloid
niikleuste c-fos ekspresyonunda artma oldugu gosterilmistir (121). Bu nedenle bizim
deneylerimizde ASN’ye yaptigimiz ES ile c¢evredeki noéronlart da uyarmis olma
ihtimalimiz yiiksektir. Ayrica ES ile ASN’de NO artisina neden oldugumuzu ve
NO’nun beyinde uzun mesafeler ( >500 pum ) kat edebilecegi bilgisini de (179) goz
Oniine alirsak bu ihtimal daha da artar. Boyle bir durumda ASN’nin ES’sinin neden
oldugu kardiyovaskiiler parametrelerin bu bolgeye yapilan L-NAME enjeksiyonlar ile
tamamen inhibe edememis olmamiza L-NAME’nin 100 nl’lik hacimlerinin ES ve
NO’nun etkiledigi tiim ¢evre beyin niikleuslarina ulasilamadig: seklinde de bir agiklama
getirilebilir.

ASN’ye ve PH’ya uyguladigimiz 400 nmol’liik L-NAME konsantrasyonlarinin
yilksek olmasina elestiri yapilabilir. Ancak calismamizdaki L-NAME’nin yiiksek

konsantrasyonlart literatiirde uygulanan parankimal L-NAME enjeksiyon dozlar
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arastirilarak yapilmigtir. Saad ve ark’min yaptigi bir calismada 40 pmg L-NAME

median preoptik niikleusa p1’lik hacimlerle verilmistir (137). Chen ve ark’nin yaptigi

bir baska calismada L-NAME’nin 500 nmol/500 nl konsantrasyonlar1 hipotalamusun

paraventrikiiler niikleusuna uygulanmistir (27).

Calismamizda deneyler icin cerrahi islem yapilan hayvanlarin ancak % 33’niin

verileri kullanilabilmistir. Bunun nedeni ¢calismamizdaki teknik zorluklardir. Bunlar su

sekilde siralanabilir:

1-

Ipsilateral yerlestirilen ASN elektrodu ile PH mikrodiyaliz probunun veya
parankimal kaniiliin kafatas1 disinda birbirlerine yakin olmalar1 stereotaksik
cerrahiyi, ES wuygulamalarini, parankimal enjeksiyonlart ve mikrodiyaliz
islemlerini giiglestirmistir.

PH orta hatta ¢ok yakin oldugu icin stereotaksi uygulanirken ¢ogu hayvanda
sajital siniisiin kanamasi mikrodiyaliz probubunun ve parankimal kaniillerin
tikanma ve hayvanlarin cerrahi sonrasi donemlerde 6liim riskini artirmistir.
Mikrodiyaliz problar1 bizim tarafimizdan elle hazirlandig1 icin dogru olarak
yapilabilmeleri belli bir deneyimin kazanilmasini gerektirmistir.

Mikrodiyaliz membran olduk¢a ince ve yumusak oldugu icin beyin dokulari
icinden gecerken kivrilma bu nedenle istenmeyen bir bolgeden mikrodiyaliz
yapma ve tikanma olasilig1 artmistir. Ayrica problarin bir kismi cerrahi islemden
sonra dinlenme periyodu sirasinda hayvanlar tarafindan hasarlandigi igin
kullanilamamustir.

Uyanik hayvanlarda kardiyovaskiiler kayitlar alinirken KH ve KB degerleri
cevreden gelen uyaranlardan etkilenmis normal degerlere ulagsmak beklendigi
icin kayit siireleri uzamistir buda deney standartlar1 disina ¢ikmamiza neden
olmustur.

Damar Kkaniiliiniin yerlestirilmesi sirasinda daha ©Once anestezi uygulanmis
hayvanlara eter gibi uygulanmasi zor ve riskli olan bir anestezik maddeyle 2.

kez anestezi yapilmasi aneteziye bagli 6liim oranini artirmistir.
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Calismamizdan ASN ve PH gibi santral kardiyovaskiiler diizenlemede rolii olan,
aralarinda karsilikli noronal baglantilarin bulundugu gosterilmis bu iki beyin bolgesi
arasinda nitrejik bir yolak oldugu, bu yolagin ES ile deneysel olarak yaratilan korku
ve stres durumlarinda ortaya ¢ikan kardiyovaskiiler degisikliklerden sorumlu oldugu

sonuclar ¢ikarilabilir.
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8. SONUCLAR

1-ASN’nin elektriksel olarak uyarilmasi ile kardiyovaskiiler etkiler ortaya
cikmaktadir.

2-ASN’nin ES’si KB’y1 artirmaktadir.

3-ASN’nin ES’sinin KH tiizerine olan etkisi degiskendir. ES sirasinda KH’de artma
veya diisme olmaktadir.

4-yBOS’un ASN’ye parankimal olarak 100 nl’lik hacimde uygulanmasi bazal KH
ve KB degerlerinde bir degisiklik yapmamaktadir.

5-Ayrica bu hacimlerde uygulanan yBOS, ASN’nin ES sirasinda ortaya ¢ikan KH
ve OKB degerlerini degistirmemektedir.

6-ASN’ye 40 nmol/100 nl konsantrasyonunda parankimal olarak uygulanan L-
NAME bazal KB ve KH’y1 etkilememektedir.

7-ASN’ye 40 nmol/100 nl miktarinda parankimal olarak uygulanan L-NAME
ASN’nin ES’si sirasinda ortaya ¢cikan KH ve KB degerlerini degistirmemektedir.
8-ASN’ye 400 nmol/100 nl konsantrasyonunda parankimal yoldan uygulanan L-
NAME bazal KB ve KH degerlerini etkilememektedir.

9-ASN’ye 400 nmol/100 nl miktarinda parankimal olarak uygulanan L-NAME
ASN’nin ES’si sirasinda ortaya cikan KH ve KB degerlerini degistirmektedir.
KB’deki artig1 istatistiksel olarak anlamli bir bicimde baskilamaktadir. KH iizerine
olan etkiler ise ES sirasinda saptanan diisiisiin yiikselmesi yoniindedir.

10-yBOS’un PH’ya parankimal olarak 100 nl’lik hacimde uygulanmasi bazal KH ve
KB degerlerinde ve ASN’nin ES’si sirasinda saptanan KH ve OKB degerlerini
degistirmemektedir.

11-PH’ya 40 nmol/100 nl konsantrasyonunda parankimal olarak uygulanan L-
NAME bazal KB ve KH’y1 etkilememektedir.

12-PH’ya 40 nmol/100 nl miktarinda parankimal olarak uygulanan L-NAME
ASN’nin ES’si sirasinda artan KH degerini daha da yiikseltmektedir. KB’de ES
sirasinda saptanan yiikselme L-NAME enjeksiyonu sonrasi azalmaktadir. L-
NAME’in KH ve KB iizerine olan bu etkileri istatiksel olarak anlaml diizeylerde

degildir.
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13-PH’ya 400 nmol/100 nl konsantrasyonunda parankimal yoldan enjekte edilen L-
NAME bazal KB ve KH degerlerini etkilememektedir.

14-PH’ya 400 nmol/100 nl miktarinda parankimal olarak uygulanan L-NAME
ASN’nin ES’si sirasinda ortaya ¢cikan KH ve KB degerlerini degistirmektedir. Bu
degisiklik KB ve KH’deki artisin baskilamasi seklinde olmaktadir.

15-ASN’nin ES’si PH’daki L-glutamik asit diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
artis yapmaktadir.

16-ASN’nin ES’si PH’daki L- sitriilin diizeyinde istatistiksel olarak anlamli artis

yapmaktadir.
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PROJENIN ADI:  Amigdala'min santral niikleusunun uyanlmasma yamt olarak gikan
kardiyovaskiiler yanitlar ve posterior hipotalamusda L-glutamat veé ve
L-sitriilin diizeylerinde olusan degisikliklerin incelenmesi
PROJE YURUTUCUSU: Yrd. Dog. Dr. M. Zafer Géren
PROJEDEKI ARASTIRICILAR: Hazan Bayraktar Ozyurt
"ONAY TARIHI VE ONAY SAYISI : 15.01.2003 - 01.2003.mar

Saym Dr. Hazan Ozyurt,

Deney Hayvanlan Arastirmia Etik Kurulu’na vermis oldugunuz bagvurunuza istinaden
“Amigdala’nin santral niikleusunun uyarimasina yanit olarak gikan kardiyovaskiiler yamtlar
ve posterior hipotalamusda L-glutamat ve ve L-sitriilin diizeylerinde olugan degisikliklerin
incelenmesi* isimli projenin, halen devam etmekte olan 11.2002. mart-16.04.2002 onay tarihli
projenin devami oldugu anlagilmis ve Deney Hayvanlar: Arastirma Etik Kurulu” tarafindan
etik bir sorun gériilmemistir,

Caligmalanmzda basarilar dileriz.

t
Prof. Dr. Rerrak Yegen

Deney Hayvanlan Arastirma Etik Kurulu Baskam

Not: Deneylerin yapilmasi sirasinda ortaya ¢ikan zorluklar, deney protokoliinde yapilmas: gereken degisiklikler,
“Deney Hayvanlan Arastirma Frik Kurulu’na” bildirilmelidir. Bitiin yazigmalarda, proje onay tarihi ve onay
sayist belirtilmelidir.




