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TURKCE OZET

“Noronostatin  Noronlar1 Uzerinde Glutamaterjik Sistem Etkilerinin
Immiinohistokimyasal Olarak Arastirilmasi”

Yeni tanimlanan bir peptit olan ndronostatin, intraserebroventrikiiler yolla
verildiginde besin alimini baskiladigi i¢in anoreksijenik bir peptit olarak kabul
edilmektedir. Noronostatinin etki mekanizmalar1 ¢esitli ¢alismalar ile gosterilmis
olmasma karsin, ndronostatin noronlarin1 kontrol eden mekanizmalar1 agiklayan
calismalara literatiirde rastlanmamistir. Calismamizda; hipotalamusta pekgok
noéroendokrin néronun aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan ve eksitatér amino
asit glutamat1 norotransmitter olarak kullanan glutamaterjik sistemin ve beslenme gibi
periferik bir faktdriin néronostatin ndronlart tizerindeki etkilerinin gosterilmesi
amaglanmistir. Bu dogrultuda ii¢ 6zgiin hedef belirlenmistir. Ozgiin hedef 1:
Noronostatin  noronlarinin regiilasyonunda glutamaterjik sistem etkilerinin ve
aktivasyon yolaklarmin arastirildigt deneyde, deneklere (n=10; 5 disi+5 erkek)
glutamat reseptor agonistleri (kainik asit, AMPA ve NMDA) veya %0,9 NaCl
intraperitoneal yolla verilerek noronostatin néronlarinda c-Fos, fosforile-CREB ve
fosforile-STAT  proteinlerinin ~ ekspresyonlar1  degerlendirildi. ~ Kainik  asit
uygulamasinin sadece disi deneklerde, AMPA ve NMDA uygulamalarinin ise her iki
cinsiyette de c-Fos eksprese eden ndronostatin néronlarinin sayisinda istatistiksel
anlamli artisa neden oldugu gozlendi. Ozgiin hedef 2: Glutamaterjik sistemin
ndronostatin ndronlarinin fizyolojik uyarilmas: iizerindeki etkinligi arastirildi. Bir
grup denek 48 saat ag birakilirken, ikinci grup 48 saat aglik sonrasi ve tigiincii grup ise
aclik stiresinin bitiminde yapilan glutamat antagonisti (CNQX) uygulamasindan 15
dakika sonra 2 saat siireyle beslendi. Beslenme ve aglik gruplar1 arasinda c-Fos
eksprese eden ndronostatin noronlarinin sayist acgisindan bir fark goézlenmezken,
beslenmesinin her iki cinsiyette de ndronostatin-immiinreaktif noronlarda pSTATS
ekspresyonunu arttirdigr ve CNQX uygulamasinin bu artis1 anlamli olarak baskiladigi
belirlendi. Ozgiin hedef 3 kapsaminda ise ndronostatin noéronlarinda glutamat
reseptorlerinin  varli@i ikili immiinofloresans yontemle arastirildi. Noronostatin
noronlarinin NMDA ve non-NMDA reseptor alt birimlerini eksprese ettikleri
gosterildi. Sonug olarak, besin alimi1 ve glutamat agonistleri gibi periferik ya da
merkezi sinyaller ile ndronostatin néronlarinin aktive oldugu ve bu aktivasyonda
glutamaterjik sistemin etkin rol oynadig: diisiiniildii.

Anahtar Sozciikler: Noronostatin, glutamat, beslenme, aclik, c-Fos, pSTATS.
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INGILIZCE OZET

“Immunohistochemical Investigation of Glutamatergic System Effects on
Neuronostatin Neurons”

Neuronostatin, a newly identified peptide, is accepted as an anorexigenic
peptide since it suppresses food intake when intracerebroventricularly given. Although
the effect mechanism of neuronostatin have been shown in different studies, there is
no reports in the literature describing the mechanisms controlling neuronostatin
neurons. Therefore, the purpose of the present study was to examine, the effects of
feeding as a peripheral factor on neuronostatin neurons as well as the effects of the
glutamatergic system, which uses glutamate as an excitatory amino acid
neurotransmitter and plays a role in regulating the activity of many neuroendocrine
neurons in the hypothalamus. Three specific aims were proposed: Specific aim 1:
Expression of c-Fos, pPCREB and pSTAT proteins in neuronostatin neurons were
assessed in the experiment which investigated the activation pathways and
glutamatergic system effects in regulating the neuronostatin neurons where the
animals received intraperitoneal injections of glutamate receptor agonists (kainic acid,
AMPA and NMDA) or 0.9% NaCl. A statistically significant increase was observed
in the number of c-Fos-expressing neuronostatin neurons in both genders following
AMPA and NMDA injections, and an increase was detected only in female subjects
after kainic acid injection. Specific aim 2: The the effectiveness of the glutamatergic
system on the physiological stimulation of neuronostatin neurons was investigated.
While one group of subjects was fasted for 48 hours, the second group was fed for 2
hours after 48 hours fasting and the third group was fed for 2 hours after 15 minutes
of glutamate antagonist (CNQX) injection at the end of fasting period. While there was
no difference in the number of c-Fos-expressing neuronostatin neurons between the
feeding and fasting groups, it was found that feeding increased pSTATS5 expression in
neuronostatin-immunoreactive neurons in both genders and that CNQX injection
significantly suppressed this increase. Specific aim 3: The presence of glutamate
receptors in neuronostatin neurons was investigated by dual immunofluorescence
method. The results showed that the neuronostatin neurons express most of the NMDA
and non-NMDA receptor subunits. In conclusion, it was suggested that neuronostatin
neurons were activated by peripheral or central signals including food intake and/or
glutamatergic innervation, and the glutamate receptors play an important role in this
activation.

Key Words: Neuronostatin, glutamate, feeding, fasting, c-Fos, pSTAT5.
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1. GIRIS

Besin alimi, hormonal ve noral sinyaller ile kontrol edilen, organizmanin
canliligin1 stirdiirmesine yonelik kompleks bir mekanizmadir. Bu mekanizma merkezi
sinir sistemi, sindirim sistemi ve yag dokusunda eksprese edilen ¢ok ¢esitli néropeptit
ve norotransmitter sistemlerin kontrolii altindadir. Hipotalamus, organizmanin temel
islevlerinin kontrolii ve homeostazisinde anahtar rol oynayan merkezi sinir sistemi
bolimiidiir. Son yillarda hipotalamusta yer alan peptiderjik sistemlerin besin aliminin
kontroliindeki rolleri yogun arastirma konusu olmustur. Beyinde 6zellikle
hipotalamusta eksprese edilen ya da etki gosteren enerji metabolizmasi ile besin
alimim diizenleyen cok sayida peptit belirlenmistir. Bu c¢alismanin konusu olan
noronostatin, hipotalamustaki lokalizasyonu ve besin aliimi iizerinde etkisi yeni
tanimlanan bir peptitdir (Dun ve ark., 2010; Samson ve ark., 2008 ve Yosten ve
Samson, 2010).

Noronostatin (NST), somatostatin geni tarafindan kodlanan 16 aminoasitli
anoroksijenik bir peptitdir (Samson ve ark., 2008). Immiinohistokimyasal ¢alismalar,
ndronostatin-pozitif néron govdelerinin hipotalamik anterior periventrikiiler ve
suprakiazmatik niikleusta (SCN), noronostatin-pozitif akson sonlanmalarinin ise
median eminens ile arkuat niikleusta belirgin oldugunu gostermistir. Ayrica; motor
korteks, amigdala, beyincik ve dentat girusun polimorfik tabakasinda daha az sayida
ve daha az yogunlukta isaretlenmis noronostatin eksprese eden hiicrelerin varligi
belirlenmistir (Dun ve ark., 2010). Hipotalamusta néronostatin néronlarinin ve
ndronostatin-pozitif akson sonlanmalarinin lokalize oldugu alanlarin besin aliminin
kontroliinde rol oynayan bdlgeler olmast ve intraventrikiiler noéronostatin
uygulamasini takiben deneklerde su ve besin aliminin azaldiginin gésterilmesi, istah
ve metabolizmanin kontroliinde néronostatinin rol oynayabilecegini diigiindiirmiistiir
(Carlini ve ark., 2011; Samson ve ark., 2008; Su ve ark., 2012; Yosten ve Samson,
2010 ve Yosten, 2013).

Noronostatinin - periferal ve merkezi etkileri arastirmacilar tarafindan
gosterilmistir (Amato ve ark., 2015; Elrich ve ark., 2016; Salvatori ve ark., 2014 ve Su

ve ark., 2012). Intraserebroventrikiiler uygulanan ndronostatinin gastrik bosalmay1 ve



gastrointestinal gegis hizin1 doz-bagimli geciktirmesi ve bu etkinin melanokortin-3/4
antagonisti veya klasik opioid reseptor antagonisti ile geri dondiiriilmesi, merkezi
melanokortin sistemi ve opioid sistemin noronostatinin gastrointestinal etkilerine
aracilik ettigini gostermektedir (Su ve ark.,, 2012). Farelerde intraperitoneal
ndronostatin uygulamasinin besin alimmi doza bagimli ve kisa siireli azalttigi, bu
etkinin intramural sinir pleksuslari araciligiyla mide bosalma hizinin ve intestinal gecis
hizinin azalmasina baghi olustugu distiniilmektedir (Amato ve ark., 2015).
Noronostatinin pankreas alfa hiicrelerinde proglukagon mRNA seviyelerini anlamli
oOlgiide arttirdigr ve diigiikk kan glukoz seviyesinin indiikledigi glukagon salinimini
arttirdig1, ayrica pankreatik beta hiicreleri tizerine direkt etki ederek glukoz ile uyarilan
insiilin salimini inhibe ettigi gosterilmistir (Salvatori ve ark., 2014). 2016 yilinda
noronostatinin etkilerine aracilik eden G protein-bagli reseptor olan GPR107 reseptorii
ve siganda bu reseptorii eksprese eden dokular tanimlanmistir (Elrich ve ark., 2016).
GPR107 reseptoriiniin varligi, periferde en yogun olarak eksprese edildigi pankeas
disinda, merkezi sinir sisteminde beyin sap1 ve hipotalamusta PCR ile mRNA
diizeyinde gosterilmistir (Elrich ve ark., 2016). SHU9119 (melanokortin-3/4 reseptor
antagonisti) noronostatin ile indiiklenmis anoreksiyi geri dondiirmesine karsin
OVT’nin (oksitosin reseptdr antagonisti) ayni etkiyi gostermemesi, ndronostatinin
anoreksijenik ve antidipsijenik etkilerine, merkezi melanokortin sisteminin araci
oldugunu diistindiirmiistiir (Yosten ve Samson, 2010).

Peptiderjik noéronlarin aktivasyonunu diizenleyen ist sistemlerden biri olan
glutamaterjik sistem, aminoasit yapili glutamati norotransmitter olarak kullanir.
Noronda sentezlenerek akson sonlarina tasman ve buradan serbestlenen glutamat,
hedef noron ya da organlardaki reseptorlerine baglanarak eksitator etki gosterir.
Glutamatin varlig1 ve hedef néron iizerindeki etkisini belirlemede, glutamatin aktive
edici etkisi ve norotransmisyonuna katilan bazi 6zglin molekiilleri belirleyen
tekniklerden yararlanilir. Somada sentezlenen glutamat, sinaptik vezikiiller ig¢inde
toplanmasina aracilik eden ve glutamaterjik sisteme 6zgiin molekiiller olan vezikiiler
glutamat tasiyicilart (VGLUT) araciligi ile akson sonlarna tasinir. VGLUT’lar
Ozgiinliikleri nedeniyle glutamati ndrotransmitter olarak kullanan noéronlarin
immiinohistokimyasal isaretlemesinde spesifik belirtecler olarak kullanilirlar

(Takamori, 2006). Ancak, immunohistokimyasal olarak sadece akson



sonlanmalarindaki butonlarda gosterilebilirler (Kaneko, 2002). Bu nedenle hedef
noron iizerindeki diigmeciklerde VGLUT larinin varliginin belirlenmesi, néronun
glutamaterjik innervasyon aldiginin gostergesidir (Hisano ve Nogami, 2002). Yine
hedef noronda, glutamat etkisine aracilik eden glutamat reseptor alt birim
proteinlerinin gosterilmesi glutamaterjik innervasyonun diger bir gostergesidir.
Ancak, reseptorlerin varligi, reseptorlerin islevselligi ile ilgili bilgi vermez. Bu
nedenle, hedef néronun glutamata verdigi yanitin degerlendirilmesi gerekir. Bu amagla
deneklere, sadece glutamat reseptdr alt birim agonistleri ve/veya agonist Oncesi
antagonistleri periferal ya da merkezi olarak uygulanir ve sonra nérondaki noronal
aktivasyon belirteclerinin ekspresyonlarindaki degisiklikler immiinohistokimyasal
yontemle belirlenir. Sadece agonist verilen deneklerde c-Fos, fosforile-CREB ya da
fosforile-STAT’lar gibi aktivasyon belirteglerinden birini ekSprese eden néronlarin
sayisinda anlamli bir artis gozlenmesi ve artisin, agonistten 15 dakika dnce uygulanan
antagonist ile baskilanmasi, bu néronlarin glutamaterjik innervasyon aldigini gosterir

(Kondyli ve ark., 2010; Minbay ve ark., 2006 ve Varela ve ark., 2014).

Noronostatinin etki mekanizmalarin1 agiklayan pek cok yayma karsin
ndronostatin noronlarmin aktivasyonunun diizenleniminde rol oynayan periferik ve
merkezi kontrol sistemleri hakkinda literatiir verisine raslanmamustir. Bu bilgilerden
yola c¢ikarak tez calismasi kapsaminda “Noronostatin noronlari beslenme ve
glutamaterjik sistem tarafindan aktive edilir ve beslenme ile gergeklesen aktivasyonda
glutamaterjik sistem rol oynar” hipotezi test edilmistir. Bu hipotezi dogrulamak i¢in

belirlenen 6zgiin hedefler asagidaki gibidir:

Ozgiin hedef 1: Noronostatin néronlarinin regiilasyonunda glutamaterjik sistem
etkilerinin ve aktivasyon yolaklarinin arastirilmasi. Calismanin bu boliimiinde,
glutamat agonisti uygulanmis deneklerden elde edilen kesitlerde, ndronostatin
noronlarinda noronal aktivasyonda yer alan hiicre i¢i yolaklar ve néronal aktivasyon
diizeyleri belirlenmistir. Bu amagla, bu yolaklarda transkripsiyon faktorii olarak
eksprese edilen ve noronal aktivasyon belirteci olarak kullanilabilen c-Fos, fosforile-
CREB ya da fosforile-STAT proteinlerinin ekspresyonlar1 glutamat agonistleri ile

uyarilacagi diisliniilen néronostatin-pozitif néronlarda arastirilmistir.



Ozgiin hedef 2: Néronostatin ndronlarmin fizyolojik uyarilmasi ve glutamaterjik
sistemin etkinliginin arastirilmasi amaciyla, 48 saat a¢ birakilmig denekler, aglik
sonrasi 2 saat beslenen denekler ve glutamat reseptor antagonistlerinin
uygulanmasindan 15 dk. sonra 2 saat siireyle beslenen deneklerden elde edilen beyin
kesitlerinde ndronostatin noronlarindaki aktivasyon immiinohistokimyasal yontemle
belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla, ndronal aktivasyon belirtegleri olarak yukarida
belirtilen proteinlerin ekspresyonlar1 arastirilarak noronal aktivasyon gosterilmeye

calisiimistir.

Ozgiin hedef 3: Néronostatin ndronlarinda glutamat reseptdrlerinin varligmin ikili
immiinofloresans igaretleme ile arastirilmasi. Bu amacgla 6n uygulama yapilmamis
deneklerde glutamat reseptor alt birimlerine ait proteinlerin ndronostatin

noronlarindaki ekspresyonlart arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Hiicresel islevler ve organizmanin aktivitesi i¢in gereken enerji, disaridan,
beslenme yoluyla alinan ya da viicutta depolanan karbonhidrat, protein ve yaglarin
metabolize edilmesi ile saglanir. Besin alimi, giinliik yasamda aralikli olarak
gerceklestirilen bir homeostaz mekanizmasidir. Bu siire¢, hipotalamus, sindirim
sistemi ve yag dokusunun birbirleri ile etkilesimiyle kontrol edilir. Ug sistem
arasindaki iletisime noronal sistemler (sempatik ve parasempatik sistem) ile ¢esitli

peptitler ve hormonlar aracilik eder (Crespo ve ark., 2014).

2.1. Insanlarda Achk ve Tokluk Hissi

Aclik ve istah birbirinden farkli iki olgudur. Aclik, yiyecek yoksunlugunun
neden oldugu rahatsiz edici his olarak tanimlanir. Istah ise, aclik nedeniyle ya da
spesifik yiyeceklere karsi hissedilen hoslanma, haz alma duyularinin neden oldugu
artmis yemek yeme arzusudur (Sorensen ve ark., 2003).

Tokluk, gida aliminin kesilmesinden sonra gelisen, aglik hissinin olusumuna
kadar gecen siireyi tamimlamaktadir. Tokluk sinyali yeterli besinin alinmasiyla

olusur. Doyma ise sadece besin alinimin kesilmesidir (Sorensen ve ark., 2003).

Organizma enerji ithtiyacin1 oncelikle karbonhidratlar yikarak saglar. Aclik
durumunda glukoz aliminin durmasina bagli kan glukoz konsantrasyonunun diismesi
yag dokusu, pankreas, karaciger ve sindirim sistemi organlarindan sinyal
molekiillerinin  salgilanmasina neden olur. Ornegin, pankreasin Langerhans
adaciklarinin f hiicrelerinden insiilin salinimi1 baskilanirken, o hiicrelerinden salinan
glukagon seviyesi artar, sindirim sistemi mukozasinda yerlesik enteroendokrin
hiicrelerden ghrelin ad1 verilen aglik sinyali kana salgilanir. Bu sinyaller, dolasim
sistemi araciligiyla ve/veya noronal sinyaller ile hipotalamusa ulasarak besin alimini

diizenleyen mekanizmalar1 uyarirlar (Crespo ve ark., 2014).

Gastrointestinal sistemde sindirilen besinlerin emilmesi de enteroendokrin
hiicrelerden doygunluk sinyallerinin salinmasina neden olur. Kan ve ve noronal
yollarla hipotalamusa ulastirilan bu sinyaller, istahi1 kapatan bircok maddenin

salgilanmasini uyarir (Gunion ve ark., 1990).



2.2. Istahin Néral Kontrolii ve Anatomisi

Istahin kontrol merkezleri beyinde hipotalamus ve beyin sapindaki soliter
traktus niikleusudur (Yu ve Kim, 2012). Hipotalamus; talamusun asagisinda, hipofiz
bezinin iistiinde ve 3. ventrikiiliin ¢cevresinde yerlesik, diensefalonun ventral yarisini
olusturan ¢ok sayida noron toplulugu (niikleus) igeren beyin bolgesidir. Rostralde
orta hatta optik kiyazma/anterior kommisiir bolgesi ile kaudalde mamiller niikleusun
posterior siirina kadar olan bolgeyi igermektedir (Simerly, 2015). Hipotalamus
mediolateral dogrultuda {i¢ longitiidinal zona ayrilirken (periventrikiiler, medial ve
lateral zonlar), kraniokaudal yonde preoptik, anterior (supraoptik), tuberal ve
mamillar bolgeler olmak tizere dort farkli seviyede degerlendirilmektedir (Iversen ve
ark., 2004 ve Toni ve ark., 2004) (Sekil 1).

3. ventrikil

B ‘ :
AN
/ Fomie
’
e\ e )

I Periventrikiler zon
Medial zon
I Lateral zon

Paraventrikuler
nukleus

Ventromediyal

Key: nukleus nukleus \ 2«; Ig:;azmank
7 )
I Mamillar bbige N Infundbulum /4 'S‘I; Iv:uo?nk
. amillar cisim
e D K opdken
nterior bdlge
Hipofiz bezi

I pccoptik boige KAUDAL KRANIAL

Sekil 1. Hipotalamusun organizasyonu (lversen ve ark., 2004). A: Hipotalamusun yerlesimi, B: Mediolateral dogrultuda
hipotalamik zonlar, C: Kraniokaudal yonde hipotalamusun bolgeleri.

Hipotalamus, hipofizyal portal sistem yoluyla adenohipofiz ve somalart
hipotalamik niikleuslarda bulunan noéronlarin aksonal uzantilar1 araciligiyla da
norohipofiz ile baglantilidir. Hipotalamusun norosekretuvar hiicreleri tarafindan
eksprese edilen, biiylime hormonu salgilatict hormon (GHRH), somatostatin,
dopamin, kortikotropin-salgilatici hormon (CRH), gonadotropin-salgilatici hormon
(GnRH) ve tiroid salgilatict hormon (TRH) gibi inhibitér ya da aktivator faktorler



hipotalamusun median eminens bdlgesindeki primer kapiller aga bosaltilirlar. Portal
venler kani primer kapiller agdan hipofiz bezinin pars distalis kismindaki sekonder
kapiller aga iletirler. Hipotalamusun paraventrikiiler ve supraoptik ¢ekirdeklerinde
oksitosin ve vazopressin sentezleyen néronlarin miyelinsiz aksonlari, bu hormonlari
norohipofize kadar tasirlar. Norohipofizde Herring cisimlerinde depolanarak
dolasima verilirler (Ross ve Pawlina, 2010).

Hipotalamus; besin ve sivi alimi, hipofiz bezi hormonlarinin kontroli,
termoregiilasyon, sivi dengesi, kardiyovaskiiler fonksiyonlar, sirkadian ritim, uyku-
uyaniklik sikliisii, immiin regiilasyon ve laktasyon gibi pek¢ok homeostatik

mekanizmanin kontrol edildigi bolgedir (Segner ve ark., 2017 ve Toni ve ark., 2004).

Hipotalamus, adipoz doku ve sindirim sisteminden gelen periferal sinyalleri
kan yoluyla direkt ya da beyin sapindan gelen afferent néronal yolaklar araciligiyla
indirekt olarak alir. Mekanoreseptorler ve kemoreseptorler tarafindan uyarilan
gastrointestinal vagal afferentler, sinyalleri soliter traktus niikleusuna ulastirir,

buradan da néronlar araciligiyla hipotalamusa taginir (Crespo ve ark., 2014).

Hipotalamusun lateral zonu aglik merkezi, medial zonu ise tokluk merkezi
olarak kabul edilmektedir (Stanley ve ark. 2005). Lateral zonda yerlesik lateral
hipotalamik alan/perifornikal alan (LHA/PFA) ile medial zonda yerlesik arkuat
niikleus (ARC), ventromedial niikleus (VMN), dorsomedial niikleus (DMN) ve
paraventrikular niikkleus (PVN) besin aliminin kontroliinde rol oynayan ve birbirleriyle
baglantili hipotalamik ¢ekirdek yapilaridir (Yu ve Kim, 2012) (Sekil 2).

Arkuat niikleus, kan-beyin bariyerinin tam olmadigi median eminens ve
sirkiimventrikiiler organ ile komsu hiptotalamus alanidir. Bu konumu nedeniyle kan
yoluyla gelen periferik sinyaller (insiilin, leptin, ghrelin gibi) ilk olarak ARC’ye
ulasir. Bu nedenle ARC besin aliminin primer diizenleyici yapisi olarak kabul edilir
(Cone ve ark., 2001). Ayrica, 3. ventrikiiliin ventral duvar ile komsulugu nedeniyle,
beyin-omurilik sivisindaki hormon ve besinler ARC’nin ekstraselliiler ortamina

difuize olabilirler.
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Sekil 2. Besin alimimnin diizenlenimi ile ilgili hipotalamik gekirdekler. ARC, arkuat niikleus; DHA, dorsal hipotalamik alan; DMN,
dorsomedial niikleus; LHA, lateral hipotalamik alan; PFA, perifornikal alan; PVN, paraventrikular niikleus; 3V, 3. ventrikiil;
VMN, ventromedial niikleus; PeVN, periventrikiiler niikleus. (http://www.cellbiol.net/ste/alpobesity2.php. sitesindeki resimden
modifiye edilmistir. Erisim tarihi: 06.12.2016)

ARC’de birbirine ters ¢aligan iki tip noron toplulugu bulunur (Cone ve ark.,
2001). ARC’nin medialinde yerlesik olan néron toplulugu oreksijenik néropeptitler
olan Agouti-iliskili protein (AgRP) ve Noropeptit Y (NPY) eksprese ederken
(Broberger ve ark., 1998), daha lateralde yerlesik néronlar ise besin alimini
baskilayan Kokain- ve Amfetamin-iliskili Transkript (CART) ve Pro-
opiomelanokortin (POMC) sentezlerler (Kristensen ve ark., 1998). AgRP ve NPY
noronlari, ipsilateral PVN ve ARC’nin POMC néronlarina (Bai ve ark., 1985), CART
ve POMC noronlart ise PVN’nin yani sira VMN, DMN ve LHA/PFA’ya uzantilarini
gonderirler (Elias ve ark., 1998; Elmquist ve ark., 1998).

Besin aliminin kontroliinde rol oynayan hipotalamik yapilardan bir digeri olan
PVN’de yerlesik noronlar; CRH, somatostatin, vasopressin ve oksitosin gibi
noropeptitleri eksprese ederler. PVN’nin besin alimi ve kilo artisinda inhibitor rol
oynadig@ini gosteren deneysel ¢alismalar bulunmaktadir. PVN’ye oreksijenik ya da
anoreksijenik maddelerin enjeksiyonu ile beslenme aliskanliginin degistigi
gosterilmistir  (Shirasaka ve ark., 2001). a-MSH agonistlerinin  PVN’ye

enjeksiyonunun besin alimini1 baskilarken, antagonistlerinin uyardigi gosterilmistir



(Giraudo ve ark., 1998). Ayrica, PVN’nin haraplanmasinin hiperfaji ve obesiteye
neden oldugu bildirilmistir (Leibowitz ve ark., 1981).

VMN, o6zellikle ARC’den ndronal projeksiyonlar alirken; ARC, DMN, LHA
ve beyin sapina noronal uzantilar gonderir. VMN, glukoz ve leptine duyarli néronlar
icermesi (Santiago ve ark., 2016), anoreksijenik bir peptit olan BDNF’nin (beyin-
tirevli norotrafik faktdr) dretildigi yer olmasi (Gotoh ve ark., 2013) ve
hasarlanmasiyla hiperfaji, obesite ve hiperglisemi gibi patolojik durumlarin gelismesi
nedeniyle (Yu ve Kim, 2012), tokluk iireten ve glukoz homeostazini siirdiiren ¢ok

onemli bir alan olarak kabul edilmektedir.

DMN’nin de enerji alimimin diizenlemesinde rol oynadigini gosteren
calismalar vardir. Elektrolitik metotla ve sinir kesileri ile olusturulan DMN
lezyonlari, hiperfaji ve obesiteye neden olmaktadir (Bernardis ve ark., 1996;
Bellinger ve Bernardis, 1999). Oreksijenik peptitlerin DMN’ye enjeksiyonlari besin
alimini arttirmaktadir (Stanley ve ark., 1985).

Hipotalamusun lateral bolgesi (LHA) ve perifornikal alan (PFA) {ist
merkezlerden gelen sinyallerle iliskilidir ve hipotalamusun aglik merkezi olarak kabul
edilirler (Stanley ve ark., 2005). LHA/PFA yerlesik noéronlarda oreksin ve MCH
peptitlerini eksprese eden ve salgilayan noronlar bulunmaktadir. Her iki peptit de
oreksijenik etkiye sahiptir ve besin alimimi arttirirlar (Chometton ve ark., 2016;

Haemmerle ve ark., 2015 ve Nambu ve ark., 1999).

2.3. Besin Alinimini Diizenleyici Sistemler
2.3.1. Santral Melanokortin Sistem

Santral melanokortin sistem, memeli santral sinir sisteminin farkl
bolgelerinde lokalize noron topluluklarindan olusur: (1) Hipotalamusun ARC’de
lokalize NPY/AgRP ve POMC eksprese eden ndronlar, (2) Beyin sapinda soliter
traktus niikleusunun kommissural alaninda lokalize olan ve POMC sentezleyip
salgilayan noronlar ve (3) POMC ve AgRP salgilayan noronlarin hedefi olan ve
melanokortin-3 (MC3R) ve melanokortin-4 reseptorlerini (MC4R) eksprese eden
noronlar (Cone, 2005 ve Cone, 2006) (Sekil 3).
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Sekil 3. Santral melanokortin sistem. NPY, néropeptit Y; AgRP, agouti-iliskili protein; GABA, gama-amino butirik asit; a-MSH,
alfa-melanosit stimiile edici hormon=melanokortin; LepR, leptin reseptorii; INSR, insulin reseptorii; Y1R, NPY reseptori,
MC4R, melanokortin-4 (a-MSH) reseptorii. (http://www.cellbiol.net/ste/alpobesity2.php. sitesindeki resimden modifiye
edilmistir. Erigim tarihi: 06.12.2016)

POMC néronlar tarafindan eksprese edilen bir prohormon olan POMC, bazi
enzimatik reaksiyonlar sonrasinda a-MSH gibi biyolojik aktif birkag kiigiik peptide
pargalanir. o-MSH’in  biyolojik etkilerine aracilik eden  melanokortin
reseptorlerinden MC3R ve MC4R’leri beyinde ve beyin sapinda yaygin olarak
eksprese edilirler. MC3R ve MC4R’leri eksprese eden hedef noronlar; medial
preoptik niikleus, median preoptik niikleus, PVN, anteroventral periventrikiiler
hipotalamik niikleus, DMN (ventral kism1 hari¢), ARC, soliter traktus niikleusu,

vagusun dorsal motor niikleusu ve kaudoputamende lokalizedir (Kishi ve ark., 2003).

MC3R ve MC4R’lerinin istah kontrolii ve enerji homeostazinda oynadiklari
rol, hayvan ve insan ¢alismalarinda gosterilmistir (Butler ve ark., 2000; Huszar ve
ark., 1997 ve Lee ve ark., 2016). Farelerde MC3R’nin delesyonu, yag kitlesinin
artisin1 kolaylastirken (Butler ve ark., 2000), insanlarda bu genin mutasyonu
obesiteye neden olabilmektedir (Lee ve ark., 2016). Kemirgenlerde MC4R’lerin
yoklugunda, hiperfaji ve obesite gozlenmektedir (Huszar ve ark., 1997).
MC3R/MC4R’lerinin endojen agonisti olan a-MSH’nin intraserebroventrikiiler

uygulamasi besin alimmi baskilarken (Petervari ve ark.,, 2011) endojen
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antagonistlerden biri olan AgRP’nin ayni yolla verilmesi besin alimini arttirmaktadir
(Cone, 2005; Cone, 2006 ve Tracy ve ark., 2008).

2.3.2. Santral Oksitosin Sistem

Oksitosin, hipotalamusta supraoptik (SON), paraventrikiiler (PVN) ve
aksesuvar gekirdeklerinden salinan ve dokuz aminoasitten olusan peptit yapili bir
hormondur. Santral oksitosin sistemi, biiyiik oranda, hipotalamusun supraoptik ve
paraventrikiiler ¢ekirdeklerinde lokalize olan noronlardan olusmaktadir. Oksitosin
tireten noronlar, magnoselliiler ve parviselliiler néronlar olmak tizere 2 alt birimde

incelenmektedir (Sekil 4).

\ Magnoselliiler noronlar (PVN ve SON)
Komsu n6ron|ara\ = . Norohipofiz

(Otoregilatdr etkiler E = = (Dogum, laktasyon)
Nérohormonal etkiler) ‘{
- b/
N
e are e Beyin sapi (NST),
Diger beyin bolgeleri
— (Besin alimy, sekstel/maternal davramglar)

Parviselliler néronlar (PVN)

Sekil 4. Santral oksitosin sistemi.

Supraoptik ve paraventrikiiler c¢ekirdeklerde bulunan magnoselliiler
noronlarin aksonlar1 ile norohipofize (arka hipofize) birakilan oksitosin genel
dolagima verilmektedir. Ayrica, magnoselliler oksitosin néronlarmin dendritleri
araciligryla serbestledikleri oksitosin, komsu hiicreler iizerinde hormonal etki
gostermektedir. Dendrit aracili serbestlesen oksitosinin bazi otoregiilator ve
norohormonal etkileri literatiirde gosterilmistir (Neumann, 2007 ve Sabatier ve ark.,
2003).

Paraventrikiiler ¢cekirdeklerde yerlesik parviselliiler néronlar ise beyin sap1 ve

diger beyin boliimlerine uzantilarini gondererek; besin alimi, seksiiel/maternal
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davraniglar ve kardiyovaskiiler sistemin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadirlar

(Arletti ve ark., 1989; Kirchgessner ve ark., 1988 ve Michelini ve ark., 2003).

2.4, Besin Alimim Diizenleyen Peptitler

Besin alimin1 diizenleyen peptitler, merkezi sinir sisteminin yanisira, yag
dokusu ve sindirim sisteminde de sentezlenir ve salinirlar. Sindirim sisteminden
20’ye yakin peptit salgilanir. Bu peptitler hem sindirim sistemindeki ekzokrin bezlere
ve diiz kas dokusuna hem de periferik sinir sistemi iizerine etki ederler. Periferik
organlarda sentezlenen peptitler, mide ve ince bagirsak motilitesi tizerine etki ederek
gastrik distansiyonu ve bagirsaklarda geg¢is zamaninin uzamasiyla birlikte dgtinler
arasindaki tokluk hissini arttirirlar. Bu peptitler periferik etkilerinin yanisira merkezi
sinir sistemi iizerine de etki ederler. Ozellikle hipotalamustaki oreksijenik ve
anoreksijenik sinyalleri etkileyerek besin alimini diizenleyici etki gosterirler (Sam ve
ark., 2012) (Sekil 5). Besin alimi ile ilgili peptitler hem eksprese edildikleri sisteme
hem de beslenme davranisi tlizerindeki etkilerine gore siniflandirilirlar. Eksprese
edildikleri sisteme gore; merkezi sinir sisteminde iretilen merkezi peptitler ve
sindirim kanali ile yag dokusunda {iretilen periferal peptitler, beslenme davranislar
tizerindeki etkilerine gore ise; oreksijenik ve anoreksijenik peptitler olarak

gruplandirilirlar (Tablo 1).

Tablo 1. Besin alimi ve enerji homeostazi tizerine etkili peptitler.

Merkezi Peptitler Periferal Peptitler

Noropeptit Y (NPY) = Ghrelin
Agouti-gen iliskili protein (AgRP)

Oreksijenik = Melanin konsantre edici hormon (MCH)
) = Hipokretin/Oreksin
peptitler = Galanin
= Galanin-benzeri peptit
®  Serebellinl

Leptin

Peptit tirozin tirozin (PY'Y)
Glukagon-benzeri peptit-1 (GLP-1)
Oksintomodiilin (OXM)
Kolesistokinin (CCK)

= Kokain ve amfetamin iligkili transkript
(CART)

a-Melanosit uyarict hormon (a-MSH)
Glukagon-benzeri peptitler (GLP1 ve GLP2)

Anoreksijenik
Kortikotropin salgilatici faktor (CRF)

peptitler

Norotensin Pankreatik polipeptit (PP)
Nesfatin Glukagon
Néronostatin Insiilin

Bombesin

Obestatin
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Hypothalamus.

Laptin

Sekil 5. Besin alimmin diizenlenmesinde rol oynayan hipotalamik cekirdekler, peptitler ve yolaklar (Simpson ve ark., 2008).
Dolasimdaki hormonlar arkuat niikleustaki néronlar etkiler. ARC’deki oreksijenik néronlar NPY ile AgRP ve anoreksijenik
noronlar ise POMC ile CART peptitlerini koeksprese eder. AgRP, Agouti-iliskili protein, AMPK, Adenozin monofosfat protein
kinaz; ARC, Arkuat niikleus; CART, Kokain- ve amfetamin-iliskili transkript; CB1, Endokannabinoid reseptor 1; CCK,
Kolesistokinin; DMN, Dorsomedial niikleus; GLP,Glukagon-benzeri peptit; LHA, Lateral hipotalamik alan; MCH, Melanin-
konsantre eden hormon; NPY, Néropeptit Y; OXM, Oksintomodulin; POMC, Pro-opiomelanokortin; PYY, Peptit YY; PVN,
Paraventrikular niikleus; VMN, Ventromedial niikleus.

2.4.1. Oreksijenikler
Oreksin

Oreksinler (hipokretinler), ¢ogunlukla lateral hipotalamus, perifornikal alan,
dorsomedial hipotalamus ve posterior hipotalamik alanda yerlesik néronlarca eksprese
edilmektedir (Date ve ark., 1999; Nambu ve ark., 1999 ve Sakurai ve ark., 1998).
Oreksin-immiinoreaktif akson ve akson sonlanmalarinin hipotalamus ve diger beyin
bolgelerindeki yaygm dagilimi Nambu ve ark. (1999) tarafindan gosterilmistir.
Hipotalamusta yaygin bir dagilim gostermekle birlikte 6zellikle besin alimu ile iliskili
PVN ve ARC’de yogun olarak izlenmektedir (Nambu ve ark., 1999).

Oreksin kelime olarak Yunanca ‘orexis’ yani istah kokiinden gelmektedir.
Hipotalamusta besin alimin1 stimiile etmektedir, oreksin-A ve oreksin-B olmak iizere
2 formu vardir (Sakurai ve ark., 1998). Oreksinler, oreksin-1 ve oreksin-2
reseptorlerine baglanarak etki ederler. Oreksin, oreksin-1 reseptoriine, oreksin-2’ye
nazaran daha fazla baglanma afinitesine sahiptir (Sakurai ve ark., 1998). Oreksin,

besin alimi disinda, uyku diizeni ve Kkardiyovaskiiler fonksiyonlar iizerinde de
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diizenleyici etkiye sahiptir (Koyama ve ark., 2003; Wang ve ark., 2003 ve Yamanaka
ve ark., 2000).

Ghrelin

Ghrelin 28 aminoasitten olusan lipofilik yapida bir peptitdir. Baslica, gastrik
oksintik hiicreler tarafindan sentezlenir ve salinir (Date ve ark., 2000). Ayni zamanda;
duodenum, jejenum, ileum ve kolonda da ghrelin pozitif hiicreler bulunmaktadir. Bu
peptidin, insan ve siganlarda pankreastan da salgilandigi gosterilmistir (Date ve ark.,
2002b). Ghrelinin merkezi sinir sisteminde de ekprese edildigi bilinmektedir. DMN,
VMN ve PVN ile ARC arasindaki 3. ventrikiile komsu hiicreden fakir alanlarda
ghrelin-pozitif noronlarin varligi saptanmistir (Cowley ve ark., 2003). Bu néronlarin
NPY/AgRP, POMC ve CRH noronlar1 ile LHA’daki oreksin noronlarina uzantilar
gondermesi, homeostatik ve endokrin regiilasyonda anahtar olan beyin bolgelerinin
aktivitelerini senkronize edici rol oynadigini1 gostermektedir (Horvath ve ark., 2012).
Ghrelin, periferde eksprese edilen tek aglik sinyalidir. Ghrelin saliniminin
diizenlenmesinde en 6nemli faktor beslenmedir. Plazmadaki ghrelin konsantrasyonu
aclikla artarken beslenme sonrasi azalmaktadir (Crespo ve ark., 2014 ve Sam ve ark.,
2012).

Siganlarda vagal afferent noronlar tizerindeki ghrelin reseptorlerinin varligi,
ghrelin  sinyallerinin  vagus siniri  yoluyla mideden beyine iletildigini
diistindiirmektedir (Date ve ark., 2002a). Ghrelin reseptorleri, istah diizenlenmesi ile
ilgili bir bolge olan hipotalamusun ARC’sinde bulunmaktadir. Ayrica, periferik
ghrelin uygulamasi, ARC no6ronlarinda ve soliter traktus niikleusunda c-FoS
ekspresyonunu uyarmaktadir (Hewson ve Dickson, 2000 ve Lawrence ve ark., 2002).
Intraserebroventrikiiler ghrelin enjeksiyonu da besin alintmini arttirmakta ve enerji

tilketimini azaltmaktadir (Kamegai ve ark., 2001).
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Noropeptit Y (NPY)

Beyinde en ¢ok bulunan nérotransmitterlerden biri olmasina karsin, birincil
ekspresyon yeri hipotalamusun ARC’sidir. NPY noronlar1 uzantilarini DMN, PVN,
LHA ve diger hipotalamik alanlara gonderirler. Her ne kadar farkli fonksiyonlar ve
davranis iizerine etkileri olsa da asil etkisi beslenme iizerinedir Ki bilinen en potent
oreksijenik sinyallerden biri olarak kabul edilmektedir (Wisialowski ve ark., 2002).
PVN’ye NPY salinmasi, leptin ve insiilin gibi inhibitér ve glukokortikoid gibi
stimiilatdr sinyaller ile diizenlenmektedir. Insiilin, NPY nin sentezini ve PVN’ye

salmimini inhibe etmektedir (Sato ve ark., 2005).

Melanin Konsantre Edici Hormon (MCH)

Melanin konsantre edici hormon, 19 aminoasitli oreksijenik bir néropeptitdir.
Ozellikle LHAda oldukga yiiksek oranda eksprese edilmektedir (Chometton ve ark.,
2016). MCH, oreksijenik etkilerini MCHRI1 reseptorleri iizerinden gostermektedir.
Bu reseptorler niikleus akkumbensin kabuk kisminda yogun olarak bulunur
(Haemmerle ve ark., 2015). Niikleus akkumbens, keyif (mood) ve o6diil (reward)
duygusuyla ilgili noral sistemler ile iliskilidir. Besinlerin hedonik ve ¢ekici 6zellikleri
beslenme davranisini etkileyen faktorlerdendir. Her iki sistem de besin aliminin
baslamasi i¢in gereklidir. Bu nedenle MCH’nin besin alimmin non-homeostatik

regiilasyonu ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Haemmerle ve ark., 2015).

Agouti-Tliskili Protein (AgRP)

AgRP, 132 aminoasitli bir peptitdir. AgRP, yogunlukla ARC’nin medial
kisminda eksprese edilmekte ve AgRP mRNA’s1, NPY pozitif hiicrelerin %95’inde
NPY mRNA’s1 ile birlikte lokalize olmaktadir (Broberger ve ark., 1998). AgRP,
intraserebroventrikiiler olarak enjekte edildiginde ya da direkt PVN veya DMN’ye
verildiginde oreksijenik etki gosteren bir peptitdir (Kim ve ark., 2000). Ayrica AgRP
melanokortin-3 ve melanokortin-4 reseptdriin endojen antagonistidir (Olmann ve
ark., 1997). AgRP beslenme iizerinde modiilatdr bir rol oynamaktadir. NPY/AgRP
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ndronlart akson sonlanmalarindan salgiladiklar1 GABA ile anoreksijenik niikleus

bolgelerini inhibe ederek besin aliminin artmasini saglamaktadirlar (Sohn, 2015).

2.4.2. Anoreksijenikler
Leptin

Istah1 baskiladigi ve enerji tiiketimini regiile ettigi bilinen bir proteindir.
Ozellikle viicuttaki ana kaynag1 adipoz doku olmakla birlikte mide ve hipofizde de
eksprese edilmektedir (Huang ve ark., 2000). Leptin iiretimi farkli molekiiller
tarafindan kontrol edilir. Ornegin biiyiime hormonu direkt olarak leptin gen
ekspresyonunu diizenler. Insiilin ve kan sekeri leptin iiretimini uyarirken; sempatik
aktivite, lipolitik katekolaminler ve serbest yag asitleri inhibe eder (Crespo ve ark.,
2014). insanlarda 7. kromozom iizerinde bulunan obesite geni (ob geni) tarafindan
kodlanmaktadir. Gorevi besin alinimi ve enerji kaybi arasindaki dengeyi saglamaktir
(Friedman, 2010). Leptin, tasiyicilar araciligr ile kan beyin bariyerini asarak ARC’de
leptin reseptorii eksprese eden NPY/AgRP ve POMC/CART néronlari {izerinden
anorektik etkisini gosterir. NPY/AgRP néronlarini inhibe ederken, POMC/CART
ndronlarini uyararak besin alimini azaltir (Crespo ve ark., 2014 ve Enriori ve ark.,
2006) (Sekil 3).

Kortikotropin Serbestlestirici Faktor (CRF)

Kortikotropin serbestlestirici faktdor, ACTH salinimini diizenleyici etkisi ile
bilinen 41 aminoasitli bir peptitdir. Beyinde ana ekspresyon yeri hipotalamusun
paraventrikiiler niikleusunun parviselliiler néronlaridir. Emosyonel, regiilator ve
katabolik pek ¢ok etkisinin yani sira genetik olarak obez siganlarda viicut agirliginin
artmasini engelledigi bildirilmektedir (Tenk ve ark., 2016). Beyin disinda, periferal
organlarda da (karaciger, akciger, kalp, dalak, kan damarlari, plasenta, testis,

ovaryum) bulunmaktadir (Boorse ve Denver, 2006).
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a-Melanosit Uyarict Hormon (a-MSH)

Melanokortin peptitlerinin (NPP, y-MSH, ACTH, a-MSH, CLIP, B-LPH, y-
LPH, B-MSH, B-Endorfin, Enkefalin) 6nctisii pro-opiomelanokortin (POMC)’dir.
POMC memelilerde, anterior ve intermediyet hipofiz, hipotalamus, deri ve immiin
sistemde eksprese edilmektedir. POMC noéronlari siganlarda ARC’nin lateralinde
yerlesiktir. Bazi enzimler ile dokularda a-MSH’ye ¢evrilir ve MC3R ile MC4R’ni

inhibe ederek besin alimin1 engeller (Anderson ve ark., 2016).

Kokain ve Amfetamin iliskili (Regulated) Transkript (CART)

CART ve CART peptitleri merkezi sinir sistemi (orta beyin, frontal korteks,
amigdala, spinal kord, olfaktor bulbus), hipofiz, ve periferal dokularda (pankreas, gut
ve andrenal bez) eksprese edilmektedir (Vicentic ve Jones, 2007). CART, fizyolojik
stireclerde 6nemli gorevler tistlenmektedir. CART peptidinin intraserebroventrikiiler
uygulamasi besin alimimini azaltmaktadir. CART 6zellikle, enerji homeostazisinin
diizenlenmesinde rol oynadig: bilinen hipotalamik ARC, periventrikiiler niikleus,
DMN ve PFA’da lokalizedir. CART diger hipotalamik néropeptitlerin salinimini da
etkilemekte (Elias ve ark., 2001) ve arka beyinde besin alinimini azaltmaktadir (Aja
ve ark., 2001).

Bombesin

Bombesin, Avrupa ‘Bombina Bombina’ kurbagalarinin derilerinden izole
edilen bir tetradekapeptitdir. Memelilerdeki homologlar1 ise gastrin-salgilatici peptit
(GRP) ve néromedin-B’dir (Engster ve ark., 2016). Bombesin benzeri peptitler besin
alimini takiben sindirim sisteminden salgilanirlar ve merkezi sinir sistemi ile sindirim
sistemindeki reseptorlerine baglanirlar (Moran ve ark., 1990). Merkezi sinir
sistemindeki reseptorleri yaygin bir dagilim gdstermektedir. En yogun
lokalizasyonun gozlendigi beyin bdlgeleri arasinda, hipotalamusun SCN ve
periventrikiiler niikleuslart ile soliter traktus niikleusu bulunmaktadir (Zarbin ve ark.,
1985). Hipotalamus niikleuslar1 ya da soliter traktus niikleusuna yapilan bombesin
enjeksiyonundan sonra besin aliminin baskilanmasi bu peptidin beslenme

davranisindaki roliinii géstermektedir (Kyrkouli ve ark., 1987).
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Kolesistokinin (CCK)

Kolesistokinin, ince bagirsaktan post-prandial salinan anoreksijenik bir
hormondur (Asin ve ark., 1992; de La Serre ve ark., 2016). Kolesistokinin CCK1 ve
CCK2 reseptorlerine baglanarak etkisini gostermektedir (Wang ve ark., 1992). Bu
reseptorlerin hem periferde hem de merkezi sinir sisteminde eksprese edildikleri
bilinmektedir (Wang ve ark., 1992). Merkezi sinir sisteminde dominant olarak
eksprese edilen reseptor alt tipi CCK2 olmasina karsin, kolesistokinin besin alimi,
tokluk ve enerji metabolizmasi tizerindeki etkilerini CCK1 reseptorleri aracilig ile
gostermektedir (Asin ve ark., 1992 ve Wang ve ark., 1992). CCK1 reseptorleri, besin
alimu ile ilgili PVN ile DMN gibi hipotalamus bolgeleri, area postrema, vagusun
dorsal motor ¢ekirdegi ve NTS’de sonlanan vagal afferent ndronlarda eksprese

edilmektedir (Moran ve ark., 1990).

Insiilin

Besin alimmi takiben pankreasin Langerhans adaciklarindaki beta
hiicrelerinden salinan insiilin, dolagim sistemi araciligiyla hipotalamusa ulagsmakta ve
hipotalamusta beslenmeyi diizenleyen merkezlerdeki (PVN, DMN, ARC)
reseptorlerine baglanmaktadir (Yu ve Kim, 2012). ARC’de yerlesik POMC/CART
ve NPY/AgRP noronlarindaki reseptorlerine baglanan insiilin, POMC néronlarimi
aktive ederken NPY/AgRP ndéronlarini ise inhibe etmektedir (Sekil 3). Boylece
merkezi sinir siteminde anoreksinerjik sinyal olarak etki etmekte ve
intraserebroventrikiiler yolla verildiginde anoreksiye neden olmaktadir (Porte ve ark.,

2005).

Glukagon

Glukagon kan sekerinin diismesiyle hizla artarak kan sekerini yiikseltmektedir.
Hipoglisemi, aglik, sempatik uyaranlar ve glukokortikoidler, glukagon salimini
tetiklemektedir. Pankreastaki a-hiicreleri, bagirsaktaki L-hiicreleri ve soliter traktus

niikleusunun  néronlarinda, pre-proglukagon m-RNA  diizeyinde eksprese
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edilmektedir. Glukagon oOnciilii olan proglukagon pankreas alfa hiicreleri, ileum ve
kolonda L hiicrelerinde tiretilmektedir. Bilesenleri; glisentin, oksintomodulin (OXY),
glukagon, glukagon-benzeri peptit 1 (GLP-1), glukagon-benzeri peptit 2 (GLP-2)’dir.
Bagirsak kaynakli inkretin hormonu olarak da tanimlanabilen GLP-1, GLP-2 ile
birlikte yemek sonrasi dolasima verilmektedir. GLP-1 ayni zamanda beyin sapinda
NTS'de kiigiik bir néron popiilasyonu tarafindan sentezlenen bir ndrotransmitterdir
(Tang-Christensen ve ark., 2001). Besinlerin sindirimi, vagal afferentleri uyararak
bagirsaklardaki L-hiicrelerinden GLP-1 salinmasin tetikler (Torekov ve ark., 2011).
GLP-2’nin intraperitoneal enjeksiyonunun besin alimmi azaltti§i gosterilmistir

(Janssen ve ark., 2013).

Nesfatin

Nesfatin 2006 yilinda endojen bir peptit olarak tanimlanmis (Oh ve ark.,
2006) ve takip eden galismalarda bu yeni peptitin toklugu indiikledigi ve besin alimini
giiclii bir sekilde engelledigi gosterilmistir (Stengel ve Tache, 2010). Etkileri
dolayistyla “tokluk molekiilii” olarak da adlandirilan nesfatin, ilk defa hipotalamus

ve NTS’de yerlesik noronlarda belirlenmistir (Oh ve ark., 2006).

Erkek siganlarda yapilan ¢alismalarda bu molekiiliin intraserebroventrikiiler
enjeksiyonunun yiyecek alimi ve viicut agirhigini azalttigi gosterilmistir (Oh ve ark.,
2006). Fareler iizerinde yapilan bir bagka arastirmada ise, alt1 giin boyunca
tekrarlayan periyotlardaki intraperitoneal yolla verilen nesfatin-1’in, besin alimini
baskiladigi, viicut kiitlesinin azalmasina neden oldugu belirlenmistir (Shimizu ve
ark., 2009). Deneklere nesfatin-1 antiserumu uygulandiginda, kontrollere goére
deneklerde besin alimi1 ve kilonun arttig1 gozlemlenmistir. Beslenme yetersizliginde
nesfatin-1’in serum seviyesinin giderek azaldigi, tekrar beslenmenin saglanmasiyla
nesfatin seviyesinin normale dondigi bildirilmistir. Nesfatinin  periferik
uygulanmasi sonrasinda kan-beyin bariyerini gectigi gosterilmistir (Pan ve ark.,
2007). Sican beyninin 3. ventrikiiliine nesfatin-1’in kronik inflizyonu sonucunda da,
bu hayvanlardaki mezenterik beyaz adipoz dokuyu iceren adipoz kiitlede azalma
kaydedilmistir (Oh ve ark., 2006). Bu sonuglar, endojen nesfatin-1’in anoreksijenik

diizenlenmeye aracilik ettigini géstermektedir.
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2.5. Noronostatin ve Noronostatin Noronlari
2.5.1. Noronostatin Peptidinin Molekiiler Temeli

Somatostatin  (SST), hem noéroendokrin hem de enteroendokrin bir
hormondur. Noronal, néroendokrin, gastrointestinal, inflamatuvar, immiin sistem ve
kanser hiicrelerinde yaygin bir sekilde eksprese edilmekte ve noéromodiilasyon,
hormon salinimi, gastrointestinal fonksiyonlar, immiin cevap, hiicre gelisimi,

ekzokrin salg1 gibi ¢esitli siireclerde etkin rol oynamaktadir (Low, 2004).

Somatostatin pankreas delta hiicreleri tarafindan tiretilir, beta ve alfa hiicreleri
tarafindan iretilen insiilin ve glukagon salinimini azaltir (Unger ve ark., 1978).
Biyolojik sistemler iizerindeki inhibitor etkisini SSTR1-5 olarak adlandirilan G
protein-bagl bes adet reseptor araciligi ile gosteren SST’nin preprohormonu 116
aminoasitten olusur (Reisine ve Bell, 1995). Bu prekiirsor, N-terminalde 24-
aminoasitlik sinyal peptit ve C-terminalde iki SST formundan (SST-14 ve SST-28)
meydana gelir. Bazi aragtirmacilar, SST prekiirsoriindeki aminoasit dizisinin tiirler
arasinda ¢ok iyi korunmus olmasi ve hipotalamik sinir sonlanmalarinda SST’ye eslik
eden maddelerin (processed fragments) varligi nedeniyle SST geninin kodladigi
fizyolojik olarak aktif ilave peptitlerin var olabilecegini diistinmiislerdir (Goodman,
2003). Korunmus dizilerin ve potansiyel bdliinme alanlarinin biyoinformatik
analizleri sonucunda 2008 yilinda “noronostatin™ adi verilen bir peptit tanimlanmig
ve C-terminali amidasyona ugramis formunun biyolojik olarak aktif oldugu

gosterilmistir (Samson ve ark., 2008).

2.5.2. Noronostatin Peptidinin Lokalizasyonu ve Etki Mekanizmasi

Noronostatinin hem periferal hem de merkezi sinir sistemindeki dagilimi SST
ile benzerlik gostermektedir. Periferde; pankreas, kalp, dalak ve mide de, merkezi
sinir sisteminde ise 6zellikle hipotalamik noronlarda eksprese edilmektedir (Dun ve
ark., 2010 ve Samson ve ark., 2008). Ancak, posttranslasyonal farkliliklari nedeniyle
ekspresyon miktarlart SST’ninkinden farklidir (Samson ve ark., 2008).

Bu iki hormonun biyolojik aktiviteleri agisindan da birbirlerinden farkli

olduklar1 bilinmektedir. S6yle ki; SST, 6n hipofizden biiylime hormonu salinimini
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inhibe ederken, néronostatin, ne bazal ne de hormonla uyarilmig biiylime hormonu
salmimini etkilememektedir (Samson ve ark., 2008). Noronostatinin intraserebral
enjeksiyonu, besin alimini inhibe edip, ortalama arteryel basinci arttirirken (Samson
ve ark., 2008), SST’nin bu iki olayda da tutarl1 bir degisiklik yapmadig1 gosterilmistir
(Stengel ve ark., 2010). SST, biyolojik etkilerini G protein-bagli SSTR’leri {izerinden
gosterir. Noronostatinin bu reseptorlerden higbirini aktive etmedigi bilinmektedir
(Yosten, 2013). Dort farkl: tip hiicre igin (hipotalamik noéronlar, kardiyomiyositler,
pankreatik alfa hiicreleri ve gastrik hiicre line) spesifik sinyal olusturan ndronostatin,
etkisini G protein-bagli reseptdr olan GPR107 aracilifiyla protein kinaz A’yi
fosforile ederek gostermektedir (Elrich ve ark., 2016). Noronostatin, p38 mitojen-
aktiflestiren protein kinaz ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK)-bagimli mekanizmalar
araciligiyla kardiyomiyosit canliligi ve kalp fonksiyonlari tizerinde de diizenleyici

etkiye sahiptir (Hua ve ark., 2009).

Noronostatin peptidinin merkezi ve periferal etkileri gesitli arastirmacilar
tarafindan arastirilmigtir. Samson ve ark. (2008), noéronostatinin merkezi Sinir
sistemine enjeksiyonunun besin ve su alimini baskilarken ortalama arteryal basinci
arttirdigin1 gostermislerdir. Yine ayni grup, noronostatinin kardiyomiyosit kasilmalari
tizerinde baskilayict etki olusturdugunu ve insan gastrik tiimor hiicre hatti olan
KATOIII’de c-Fos ekspresyonunu arttirdigin1 ortaya ¢ikarmistir (Samson ve ark.,
2008). Intraperitoneal uygulanan ndronostatinin, pankreatik alfa hiicrelerinde diisiik-
glukoz ile uyarilan glukagon artigina yol agtig1 ve pankreatik beta hiicrelerinde glukoz
ile uyarilan insiilin salimini inhibe ettigi gosterilmistir (Salvatori ve ark., 2014).
Noronostatinin  intraserebroventrikiiler enjeksiyonunun, depresyon-benzeri etkiyi
aktiflestirdigi ve bu etkisini melanokortin ile GABAerjik sistem {izerinden gosterdigi
belirlenmistir (Yang ve ark., 2011b). Noronostatinin farelerde 6 nmol doz oraninda
analjezik (agr1 dindirici) etkisinin oldugu ve bu etkisini opioid ile melanokortin
sistemler araciligiyla gergeklestirdigi gosterilmistir (Yang ve ark., 2011a). Diger bir
caligmada ise, ndronostatinin intraserebroventrikiiler uygulanmasinin supraspinal
stvida morfinin analjezik etkisini kuvvetlendirdigi ve opioid reseptorler araciligiyla
etki ettigi belirtilmistir (Yang ve ark. 2013). Noronostatinin, akut pankreas
hasarlarinda; interstisyel Odem, asiner hiicre vakuolizasyonu, enflamatuvar

inflamasyonu engelledigi ve serum amilaz ile serum lipaz diizeylerini azaltararak
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tyilestirici etki gosterdigi bildirilmistir (Mo ve ark. 2013). Noronostatin hafiza ve
endise ile ilgili merkezlerden biri olan hipokampiis iizerine etki ederken, ayni
fonksiyonlarla iligkili diger merkez olan amigdalaya etki etmemektedir. Ayrica,
noronostatinin intraserebroventrikiiler uygulamasi (en yiiksek doz oraninda) besin
alimimi azaltirken, intrahipokampal uygulamasinin besin alimi iizerine herhangi bir
etkisi olmadigr  gosterilmistir  (Carlini  ve ark, 2011). Noronostatinin
intraserebroventrikiiler uygulamasi ortalama arteryel basinci artiran vazopressinin

plazma seviyesini yiikseltmektedir (Yosten ve Samson, 2011).

2.5.3. Noronostatin Peptidi ve Hipotalamus Tliskisi

Immiinohistokimyasal ¢aligmalar, ndronostatin-pozitif noéronlarm anterior
hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdek ve SCN’de, noronostatin-immiinoreaktif akson
sonlanmalarmin ise median eminens ile arkuat niikleusta belirgin oldugunu
gostermistir. Ayrica, motor korteks, amigdala, beyincik ve dentat girusun polimorfik
tabakasinda daha az sayida ve daha az yogunlukta isaretlenmis noronostatin-pozitif
hiicrelerin varligr belirlenmistir (Dun ve ark., 2010). Hipotalamusta ndronostatin
noronlarinin lokalize oldugu bu alanlar besin aliminin kontroliinde rol oynayan
bolgelerdir. Ayrica, intraventrikiiler ndronostatin uygulamasini takiben su ve besin
aliminin azalttigimin gosterilmesi (Carlini ve ark., 2011 ve Samson ve ark., 2008),
noronostatinin istah ve metabolizmanin kontrolinde gorev alabilecegini
diistindiirmektedir. Melanokortin-3/4 reseptdr antagonisti olan SHU9119 6n
uygulamasinin, ndronostatinle indiiklenmis anoreksiyi ortadan kaldirmasi, bu
peptidin merkezi etkilerini santral melanokortin sistemi araciligiyla gosterdigini

diistindiirmektedir (Yosten ve Samson, 2010).

2.6. Glutamat ve Glutamaterjik Sistem

Glutamatin merkezi sinir sistemi iizerindeki eksitator etkisi 1950’11 yillarin
ortalarinda kesfedilmistir. Farkli beyin bolgelerindeki yiiksek konsantrasyonlardaki
varhigi ve dagilimi belirlenmis olmasma karsin, ancak 1980’lerin ortalarinda
norotransmitter olabilme kriterlerini tasidigi gosterilmistir. Soyle ki; fizyolojik

uyarilmaya yamt olarak presinaptik terminallerden Ca?*-bagimli ekzositoz ile
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sinaptik araliga salinan glutamat, postsinaptik membrandaki reseptorlerine baglanip
etkisini gosterir gostermez hizla sinaptik araliktan uzaklagtirilir (Fonnum, 1984; Kew

ve Kemp, 2005; Meldrum, 2000 ve Wollmuth ve Sobolevsky, 2004 ).

Glutamat ve aspartat merkezi sinir sisteminde islev goren major eksitator
aminoasit norotransmitterlerdir (Brann, 1994; Brann, 1995; Kew ve Kemp, 2005;
Meldrum, 2000 ve Wollmuth ve Sobolevsky, 2004). Glutamat, kan-beyin bariyerini
asamadig1 i¢in beyinde glukozdan sentezlenir. Glukozun yikimiyla olusan ve Krebs
sikliisiine giren asetil-CoA’nin bir seri kimyasal reaksiyon sonucu doniistiigi o-
ketoglutaratin transaminasyonu ile glutamat sentezlenebildigi gibi, dogrudan

glutaminden de tretilebilir (Squire ve ark., 2008)

Glutamat aracili norotransmisyon; G-protein kapili metabotropik ve iyon
kanali olusturan iyonotropik glutamat reseptorleri tizerinden gergeklesir (Kubo ve Ito,
2004 ve Kew ve Kemp, 2005). Presinaptik ndrondan salinan glutamatin, postsinaptik
membrandaki iyonotropik reseptorlerinde olusturdugu konformasyon degisikligi
sonucu agilan transmembran iyon kanallari, desensitizasyon ya da glutamatin
deaktivasyonuyla spontan olarak kapanir (Kubo ve Ito, 2004). Iyonotropik glutamat
reseptorleri, hizli eksitator postsinaptik potansiyel olusturarak noronal
depolarizasyon yaparken, metabotropik reseptorler, nérotransmisyonda modiilator

olarak fonksiyon yapmaktadir (Koles ve ark., 2001).

Iyonotropik glutamat reseptérleri, agonistlerine gore siniflandirilir: N-metil-
D-aspartat (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoazolpropionik asit (AMPA)
ve 2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenilpirolidin (kainat) reseptorleri (Kew ve
Kemp, 2005; Lerma ve ark., 2001 ve Tse ve Yung, 2000).

NMDA reseptorleri (GluN) yeni nomenklatiire gore GIuUN1, GIuN2A-D ve
GIuN3A-B olarak isimlendirilen alt birimlerden olusur (Collingridge ve ark., 2009
ve Koles ve ark, 2001). Bu reseptorler, eksitator sinaptik transmisyon, plastisite ve
norotoksisite olaylarinda kritik 6neme sahiptir (Cull-Candy ve ark., 2001; Mayer,
2016; Ozawa ve ark., 1998; Paoletti, 2011 ve Pachernegg ve ark., 2012). NMDA
reseptorlerinin birbirinden ¢ok farkli bu siire¢lerde yer alabilmelerinin nedeni,
AMPA ve kainat reseptorlerinden farkl karakteristik 6zellikler tagimalaridir: Aktive

olabilmeleri i¢in glutamat disinda baska bir agonist, glisin ya da D-serin gereklidir.
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Ekstraselliiler Mg?* iyonlari ile voltaj-bagiml1 bloklanabilirler. Kalsiyum iyonlarina
yiiksek gecirgenlik gosterirler. Ozellikle yavas aktivasyon-deaktivasyon Kinetikleri
sergilerler. Aktiviteleri, merkezi sinir sisteminde endojen olarak bulunan cesitli
allosterik modiilatorlere baghdir (Cull-Candy ve ark., 2001; Mayer, 2016 ve Paoletti,
2011).

Glutamat/aspartat (glutamat, aspartat gore NMDA reseptorlerini daha giiglii
stimiile eder) ve glisin NMDA reseptorlerinin potent agonistleridir. Dizocilpine (MK-
801), ketamin, xenon, dexanabinol ve agmatin ise NMDA reseptor antagonistleridir
(Feigenbaum ve ark., 1989; Fix ve ark., 1993; Kohrs ve Durieux, 1998; Weigt ve ark.,
2009 ve Yang ve Reis, 1999). NMDA reseptor alt birimleri homomerik reseptor
kanallar1 olugturamazlar. GluN1, fonksiyonel NMDA reseptorlerinin olusabilmesi igin
varhigi zorunlu alt birimdir. NMDA reseptorleri, iki GIUN1 ve iki GIUN2 alt biriminden
olusur: GIuN1/GIluN2A, GIuN1/GluN2B gibi. Ayrica, GluN1 ve GluN2 alt birimleri,
triheteromerik NMDA reseptorleri de meydana getirebilirler. GIuN3 alt birimi ise ya
GIuN1 ile diheteromerik (GIUN1/GIuN3) ya da GIuN1 ve GIuN2 ile birlikte
triheteromerik  (GluN1/GIuN2/GluN3) reseptorler olusturur. Bu  reseptor
komplekslerinin, farmakolojik ve biyofiziksel (gegirgenlik ve kapi olusturma
ozellikleri) o©zellikleri, allosterik modiilatorler ile antagonistlere duyarliliklar
yapilarindaki alt birimlerin kompozisyonuna gore degisiklik gosterir. Dolayistyla,
reseptorlerin alt birim kompozisyonu NMDA reseptorlerinin fonksiyonel 6zelliklerini
de belirler (Cull-Candy ve ark., 2001; Mayer, 2016; Paoletti, 2011 ve Pachernegg ve
ark., 2012).

AMPA reseptorleri  (GluA); GluAl, GIuA2, GIuA3 ve GluA4 alt
birimlerinden olusan homomerik ya da heteromerik konfigiirasyondaki
(GIuA1/GIuA2, GIuA2/GIuA3 gibi) reseptorlerdir (Mayer, 2016). Quisqualate,
AMPA, glutamat ve kainat, AMPA reseptor alt birimlerinin potent agonistleridir.
AMPA reseptorlerinin potent antagonisti Quinoxalinedione’lar (DNQX ve CNQX),
kainat reseptorlerini de bloklar (Petralia ve Wenthold, 1996).

1990’1 yillarin basinda klonlanan kainat reseptor grubunda (GIluK) bes alt
birim bulunmaktadir: GluK1, GluK2, GIuK3, GluK4 ve GIuK5 (Lomeli ve ark.,
1992). Bu bes alt birim, yapisal benzerlik ve [*H] kainat affinitesine gore iki gruba
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ayrilir (Bleakman ve ark., 2002 ve Pinheiro ve Mulle, 2006): GluK1-3 diistik afiniteli
kainat reseptor alt birimleri olup %75-80 oraninda yapisal benzerlik gosterirler.
Yiiksek affiniteli grubu olusturan GluK4 ve GIuK5, %68 yapisal benzerlik gosterir.
Iki grup arasindaki benzerlik orani ise %45°dir (Conti ve ark., 2002). GluK1-3, tek
basina homomerik kanal yapisi olusturabilirken, GluK4 ve GluKS5, yalnizca diger alt
birimlerle (GluK1-3) birlikte eksprese edildiklerinde kanal olusturabilirler (Frerking
ve Nicoll, 2000 ve Lerma ve ark., 2001). Kainat reseptorleri diger iyonotropik
reseptorlerden farkli olarak, siklikla ayni noronda olmak {izere, presinaptik ve

postsinaptik lokalizasyonlara sahiptir (Kamiya, 2002).

Gerek homomerik gerekse heteromerik kainat reseptorleri; kainat, quisqualate
ve glutamata yanit verirken quinoxalinedione’lar ile inhibe edilirler. Ancak, AMPA
reseptorleri ile kiyaslandiginda yanitlar1 daha dusiiktiir (Petralia ve Wenthold, 1996).
AMPA ve kainat reseptdrleri Na*’un, bazi reseptorlerinde ise Ca?*’un hiicre icine
alinmast ve K"un disar1 verilmesi ile transmisyonu saglarlar ve merkezi sinir
sisteminde hizli eksitator transmisyondan sorumludur (Bigge, 1999). Presinaptik
kainat reseptorleri ise, transmitter salimimini (glutamat ve diger transmitterler)

diizenler (Isaac ve ark., 2004).

2.6.1. Glutamaterjik Sistem ve Hipotalamus

Pek ¢ok homeostatik mekanizmanin diizenlenmesinde kontrol merkezi islevi
goren hipotalamik noronlar; list merkezlerden, periferden ve hipotalamusun baska
bolgelerinden gelen sinyaller ile regiile edilirler. Bu sinyaller; ndrotransmitterler
(aspartat, glutamat, GABA, asetilkolin, katekolaminler), noropeptitler (substans P,
somatostatin, galanin, norotensin vb.) ve ¢esitli néromodiilator maddeler (endojen
benzodiazepinler, prostoglandin vb.) araciligiyla hipotalamik néronlarda inhibitor ya

da eksitator stimuluslar olustururlar (Brown ve Wilkinson, 1994).

Cesitli ultrastriiktiirel ve immiinohistokimyasal c¢aligmalar ile SCN, VMN,
ARC, PVN ve SON gibi hipotalamik ¢ekirdeklerin ndronlari iizerindeki presinaptik
butonlarda glutamat immiinopozitifligi gosterilmistir (Goldsmith ve ark., 1994; Van
den Pol, 1991 ve Van den Pol ve ark., 1990).
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2.6.2. Glutamaterjik Sistem ve Besin Alim

Glutamatin aclik merkezi olarak kabul edilen LHAdaki akson terminallerinde
lokalize oldugu ve LHA noéronlarinin bazi glutamat reseptor alt birimlerini ekprese
ettigi gosterilmistir (Van den Pol ve Trombley, 1993). Lateral hipotalamusa yapilan
glutamat enjeksiyonlarinin, beslenme cevabinda kisa siireli bir gecikmeye neden
oldugu belirlenmistir (Stanley ve ark., 1993b). NMDA, AMPA ve kainat ligantlarinin
her birinin LHA’ya enjeksiyonu, besin aliminda glutamat ve reseptorlerinin doza
bagiml etkinligini ortaya ¢ikarmistir (Stanley ve ark., 1993a). Ayni1 zamanda lateral
LHA’ya NMDA reseptor antagonistinin enjeksiyonu aglikla uyarilan beslenmeyi
baskilamistir (Hettes ve ark., 2003). Intrahipotalamik ve néroendokrin sinyallerin yani
sira arkuat niikleustan direkt ve indirekt sinyalleri alan LHA’da olusan lezyonlar, besin
alimi, viicut agirh@ ve glutamat reseptér stimiilasyonunun azalmasina neden
olmaktadir. Dorsal vagal kompleksde primer eksitatér nérotransmitter olan glutamat;
soliter traktus niikleus noronlari, glial hiicreler, diger beyin boliimlerinden gelen
afferent sinyaller ve vagal afferent sonlanmalardan salinmaktadir (Davis ve ark., 2004;
Hermann ve ark., 2009 ve Peters ve ark., 2008). Arka beyne uygulanan NMDA
reseptOr antagonistinin, toklugu geciktirerek besin alimini arttirdigi ve CCK ile besin
alimmin baskilanmasini engelledigi ortaya konmustur (Campos ve ark., 2012).
NTS’de besin aliminin azalmasinin MC4R aktivasyonuna ve takiben NMDA
reseptOrlerini igeren (NR2A/B) PKA-bagimli mekanizma ile saglandigi gosterilmistir
(Campos ve Ritter, 2015). Biitiin bu bulgular beslenmenin diizenlenmesinde
glutamatin 6nemli bir diizenleyici oldugunu ve bu siirece NMDA ve AMPA/kainat

reseptorlerinin aracilik ettigini gostermektedir.

2.7. Noronal Aktivasyon Belirtecleri

Noronal aktivite degisikliklerini belirlemede c-Fos, pSTAT (fosforile sinyal
cevrimcileri ve transkripsiyon aktivatorleri) ve pCREB (fosforile c-AMP-yanith
element baglayict protein) gibi ¢esitli transkripsiyon faktorleri belirte¢ olarak

kullanilmaktadir (Hoffman ve Lyo, 2002).

a. c-Fos: Noronlarda c-Fos ekspresyonu, bazal durumlarda minimal diizeyde

olmasma karsin, belirli fizyolojik durumlarda artar ve bu artisin belirlenmesiyle
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aktive olan sistem hakkinda bilgi edinilebilir. Deneysel olarak uyarilan bir néronda
sentezlenerek cekirdege transloke olan ve néronda genetik aktivasyonu baslatan c-
Fos proteininin immiinoreaktivitesi, uyarani takip eden 60-90 dakika igerisinde
belirlenebilmektedir (Eriksson ve ark., 1996).

b. CREB: Diger bir transkripsiyon faktorii olan CREB’in (c-AMP-yanith element
baglayic1 protein) néronal ve sinaptik plastisite, noronal koruma, norogenezde
noronal onctillerin proliferasyonu ve sagkalimi, néronlarin biiylimesi gibi siireclerde
rol oynadig1 bilinmektedir (Carlezon ve ark., 2005 ve Mayr ve Montminy, 2001).
CREB’in aktiflesebilmesi i¢in, cAMP bagimli protein kinaz A (PKA) tarafindan
fosforillenmesi gerekir. Fosforilasyon sonucu olusan pCREB g¢ekirdekte genlerin
0zglin sentezini baglatarak bir¢ok hiicresel cevabin ortaya ¢ikmasina neden olur.
pCREB varligi, hormonal ve metabolik sinyallerin gosterilmesinde (Altarejos ve
Montminy, 2011), glutamat gibi ndrotransmitterlerin etkilerinin belirlenmesinde

(Balazs, 2006) aktivasyon belirteci olarak kullanilmaktadir.

c. STAT: STAT (sinyal ¢evrimcileri ve transkripsiyon aktivatorleri) proteinleri,
transkripsiyonu aktive eden sinyal molekiilleridir. Inaktif olarak sitoplazmada yer
alirlar ve etkinlesince ¢ekirdege gecerler. STAT proteinlerinin aktivasyonu icin de
aminoasit rezidiilerinin fosforilasyonu gereklidir. Fosforilasyon siirecinde, reseptor-
baglantili JAK tirozin kinaz sistemi gorev alir. Fosforile-STAT (pSTAT) hedef
genlerin transkripsiyonunu aktive edecegi ¢ekirdege gegerek DNA molekiiliine
baglanir ve gen aktivasyonunu baslatir (Bromberg ve Darnell, 2000). Cekirdekte
belirlenen pSTAT immiinoreaktivitesi, o ndéronun transkripsiyonel aktivasyona
basladiginin, yani aktive oldugunun gdsterilmesi yoniinde kullanilmaktadir (Zhao ve

ark., 2011).

Cekirdekte lokalize bu proteinlerden biri ile birlikte, ndéronun baska bir
kompartimaninda (sitoplazma, hiicre membran1 gibi) yerlesik olan ve ndronun
fenotipinin belirlenmesini saglayacak ikinci bir proteinin de immiinohistokimyasal
olarak isaretlenmesi, hem norondaki aktivite degisiklikleri ve aktivasyon yolaklari

hem de ndronun fenotipi hakkinda bilgi verir.
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2.8. Glutamaterjik Sistem ve Noronostatin Noronlar:

Besin alimi bir¢ok noérotransmitter ve noropeptit sistemlerin kontrolii altindadir.
Hipotalamusun farkli c¢ekirdeklerinde lokalize olan peptitlerin besin aliminin
kontroliindeki rolleri yogun ¢alisma konusudur. Bu peptitlerden biri olan ndronostatin
de hipotalamusta anterior periventrikiiler g¢ekirdekte lokalize noronlar tarafindan
eksprese edilen, besin ve su alimi, enerji tiikketimi, kardiyovaskiiler sistem, pankreas
ve mide sistemleri lizerinde diizenleyici etkilere sahip, yeni tanimlanan bir peptitdir.
Noronostatin néronlarmin hedef hiicre ve organlardaki etkilerine dair literatiir bilgisi
olmasina kargin, noronostatin ndronlarinin kontroliinde yer alan merkezi
(norotransmitter ve noropeptit gibi) ve periferal (beslenme gibi) diizenleyicilerin
arastirlldigt  deneysel caligmalara rastlanmamistir. Buradan yola ¢ikarak tez
calismasinda, hipotalamusun bir¢ok endokrin ve peptiderjik sistemi tizerinde eksitator
etkisiye sahip aminoasit nérotransmitter glutamatin, hipotalamusun anterior
periventrikiiler ¢ekirdeginde yerlesik noronostatin  ndronlarmin  aktivitesinin

diizenlenmesinde rol oynayip oynamadig arastirildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Bu calismada, Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezi tarafindan saglanan Sprague Dawley cinsi 200-250 g agirliginda
disi ve erkek sicanlar Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun
izni ile kullanildi (26.02.2016 tarihli 2016-4/4 karar no).

3.2. Enjeksiyonlarin Yapilmasi, Dokularin Eldesi ve Saklanmasi

Glutamat agonist ve antagonistleri deneklere intraperitoneal enjeksiyon yolu
ile verildi. Enjeksiyon iglemlerinden 90 dakika sonra denekler derin eter anestezisi
altinda transkardiyak perfiizyon ile sakrifiye edildi. Deneklerin dolasim sistemleri
%0,9 NaCl ile yikandiktan sonra, perflizyon fiksasyon islemi Sorenson’un fosfat
tamponunda! hazirlanmis %4’liik paraformaldehit?® soliisyonu ile gerceklestirildi.
Cikartilan beyinler %4’liikk paraformaldehit ig¢ine alinarak tiim gece +4°C’de
postfiksasyona birakildi. Vibratom ile hipotalamusun rostra-kaudal ekseni boyunca 40
um kalinliginda 5 seri halinde beyin kesitleri alindi. Alinan beyin kesitleri Tris-HCI
tamponu® (0,05 M) ile 3 kez yikandiktan sonra kullanim zamanma kadar

kriyoprotektan* madde i¢inde -20°C’de saklandh.

1 Sorenson’un Fosfat Tamponunun Hazirlamsi. Soliisyon A [Na;HPO412H,0 (0.13 M), (Merck)]
46.54 g/lt, Solisyon B [KH2PO4 (0.13 M), (Merck)] 17.68 g/It. pH 7,4 oluncaya kadar soliisyon A
iizerine soliisyon B eklendi.

29,4 Paraformaldehit Hazirlamgi. 100 ml distile suda 40 g paraformaldehit (Merck, Cat. No: 104005)
magnetik karistirict ve 1sitict lizerinde 58°C’ye kadar sitilarak ¢oziiliir. Sicaklik kesildikten sonra
soliisyon berraklagincaya kadar 1 N NaOH (Merck) ilave edilir, filtre kagidindan siiziiliir. Filtrat 0,13
M fosfat tamponu ile 1 1t’ye tamamlanir. Konsantre hidroklorik asit ya da 1 N NaOH ile son pH 7.4’¢
ayarlanir.

3 Tris Tamponu (0.05 M) Hazirlamsi. Trizma base (Merck, Cat. No: 108387) 6 g/1000 ml distile su.
Konsantre hidroklorik asit ile pH 7.6’ya ayarlanir.

4 Kriyoprotektan Hazirlamgi. 0.05 M Tris tamponu (500 ml), siikroz (BDH, Prod. No: 302997) (300
g), etilen glikol (BDH, Prod. No: 282966) (300 ml) ve polivinilprolidon (Amresco, Cat. No: 1512B22)
(10 g). Maddeler verilen siraya gore eklenir. Distile su ile 1 It’ye tamamlanir.
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3.3. Kullanilan Antikorlarin Optimizasyonu

Calismada kullanilan primer antikorlar (Tablo 2) i¢in en uygun diliisyon,
inkiibasyon siiresi ile inkiibasyon sicakligt ve on uygulamalarin (antijen retrieval
islemi, endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmasi gibi) belirlenmesi amaciyla 6n

calismalar yapildi. Elde edilen sonuclar Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Antijen Retrieval: Optimum immiinohistokimyasal isaretlenmenin elde
edilebilmesi i¢in bazi primer antikorlar ile inkiibasyon oncesi kesitlere, antijenitenin
yeniden kazandirilmasi islemi uygulandi. AR islemi sirasinda, kesitler 6nce 30 dk.
stireyle 85°C’ye ayarlanmis etiivde, 6n 1sitma yapilmis AR soliisyonda (soliisyon son
sicaklig1 73-75°C) inkiibe edildi. Takiben viallerin kapag1 a¢ilmadan oda sicakliginda
15 dk. stireyle ayni soliisyonda bekletildi. AR isleminde 50 mM trisodyum sitrat
tamponu® (pH 6) ya da 1 mM EDTA soliisyonu® (pH 8) kullanild: (Tablo 3).

Endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmasi: Calismada kullanilmak
tizere secilen bazi antikorlarin, endojen peroksidaz aktivitesine bagli zemin
boyanmasina neden oldugu gozlendi. Spesifik boyanmayr baskilayan bu tip
isaretlenmeyi Onlemek igin kesitler, AR islemi sonrasi yikamayi takiben Tris-HCI
tamponunda hazirlanmis %3 H2O> soliisyonu ya da %40 metanolde hazirlanmis %1

H20:> soliisyonunda inkiibe edildi (Tablo 3).

Calismada kullanilmas1 planlanan pSTAT3 antikoru ile yapilan 6n ¢aligmalarda iki
farkli tireticiye ait antikor denenmesine karsin spesifik boyanma elde edilemedi. Ay
sekilde iyonotropik glutamat reseptor alt birimleri olan GluK1, GluK2ve GIluK3
reseptOr proteinleri i¢in ayr1 ayr gelistirilen antikorlarla da pozitif sonuglar alinamad.
Bu nedenle ikili immiinoperoksidaz isaretleme protokollerinde c-Fos, pCREB ve
pSTATS antikorlari, ikili floresan boyamalarda ise her ii¢ reseptdr alt birim proteinini

de tanidigini bildigimiz GluK1/2/3 antikoru kullanildi.

550 mM tri sodyum sitrat tamponu hazirlamigi. Trinatrium sitrat pentahidrat 17,858 g/1000 ml dH,O

(pH 6).
®1 mM EDTA tamponu hazirlamisi. Etilendiamin tetra asetik asit disodyum 2 sulu, 0,372 g/1000 ml
dH20. (pH 8)
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Immiinohistokimyasal boyama viallerde yiizen kesitlere uygulandi. inkiibasyonlar ve
yikama iglemleri sirasinda kesitlerin tiim ylizeylerinin soliisyonla temas etmesi i¢in
orbital karistiric1 kullanildi. Yikama islemleri i¢in 0,05 M Tris-HCI soliisyonu, non-

spesifik baglanmay1 bloklamak ve antikorlar1 diliie etmek icin ise bloklayict serum’

kullanildi.

3.4. Immiinohistokimyasal Boyamalarin Kontrolii

Calisma i¢in segilen antikorlarin 6zgiinliiglinti degerlendirmek i¢in boyamalar
sirasinda primer ve sekonder antikorlar i¢in kontrol kesitleri kullanildi. Kontrol
kesitlerine primer antikor ya da sekonder antikor yerine normal bloklayict serum

kullanildi. Kontrol boyamalarinda higbir isaretlenme gézlenmedi.

Tablo 2. Tez galismasi kapsaminda kullanilan primer antikorlar.

Tavsan anti-pSTAT5 Cell Signaling Technology 9351
Tavsan anti-c-Fos Oncogene PC-38
Tavsan anti-p-CREB Millipore 06-519
Keci-anti-GluK5 (C-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-8915
Fare anti-GluK1/2/3 (1gM) Chemicon Int. MAB379
Fare anti-GluAl Acris AM60040PU-N
Fare anti-GIluA2 Millipore MAB397
Fare anti-GIuA3 Millipore MAB5416
Kegci anti-GluA4 LifeSpan BioSciences, Inc. LS-B3606
Fare anti-GluN1 BD Pharmingen 556308
Fare anti-GIuN2A Millipore MAB5216
Tavsan anti-noronostatin Phoenix Pharmaceuticals, Inc. H-060-50
Tavsan anti-nesfatin-1 Phoenix Pharmaceuticals, Inc. H-003-22

"Bloklayici serum hazirlamsi. (%10 normal at serumu, %0.1 sodyum azid ve %0.2 triton—X 100)
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Tablo 3. Calismada kullanilan primer antikorlarin diliisyonlari, inkiibasyon stireleri, sicakliklari ve 6n uygulamalari.

Kullamlan Antikor Diliisyon inkiibasyon inkiibasyon Endojen Peroksidaz Aktivitesinin AR islemi

Siiresi Sicakhiklar: Bloklanmasi

Kegi-anti-GluK5 1:2.000 72 saat -

Fare anti-GluK1/2/3 (IgM) 1:900 48 saat +4°C %3 10 dk. sodyum sitrat 6
Fare anti-GIluAl 1:500 48 saat +4°C - - - -
Fare anti-GIluA2 1:1.000 48 saat +4°C - - - -
Fare anti-GIuA3 1:1.000 48 saat +4°C - - - -
Kegi anti-GluA4 1:500 48 saat +4°C %3 10 dk. sodyum sitrat 6
Fare anti-NR1 1:300 48 saat +4°C %3 10 dk. EDTA 8
Fare anti-NR2A 1:1.000 48 saat +4°C - - - -
Tavsan anti-pSTATS 1:2.000 6 gece +4°C %1 30 dk. EDTA 8
Tavsan anti-c-Fos 1:20.000 1 gece oS - - - -
Tavsan anti-pCREB 1:500 1 gece (6] - - - -
Tavsan anti-néronostatin 1:4.000 3 gece (O] %3 10 dk. sodyum sitrat 6

0OS: Oda sicaklign
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3.5. Deney Prosediirii

Ozgiin hedef 1: Noronostatin néronlarinin regiilasyonunda glutamaterjik sistem
etkilerinin ve aktivasyon yolaklarmmin arastirilmasi: Calismanin bu bodliimiinde
deneklere glutamaterjik sistemin etkinligini gozlemleyebilmek amaciyla %0,9
NaCl’de ¢ozdiiriilen glutamat agonistleri (kainik asit, AMPA ve NMDA)
intraperitoneal yolla verildi. Kontrol gruplarina, agonistlerin ¢6ziildiigii hacimde %0,9
NaCl ayn1 yolla uygulandi. (Hayvan deneyi protokolii ve agonist dozajlar1 Tablo 4’te
verilmistir). Enjeksiyonlardan 90 dk. sonra dekapite edilen deneklerin beyinlerinden
alinan koronal kesitlerde, ndronostatin ndronlariin aktive olup olmadiklar arastirildi.
Noronostatin noronlarinin aktivasyonu, dolayisiyla glutamaterjik sistemin etkinligi,
aktive olan hiicre ici yolaklar ve ndronal aktivasyon diizeyinde incelendi. Bu amagla;
hiicre i¢i yolaklarda islev goren c-Fos, pPCREB ve pSTATS proteinlerinden birinin
hiicre ¢ekirdegindeki ekspresyonu hiicre i¢i aktivasyon belirteci olarak kullanildi. ikili
indirekt immiinoperoksidaz yontemi ile bu proteinlerden bir ya da birkagini eksprese

eden noronostatin noronlarinin varligi degerlendirildi.

Tablo 4. Hayvan deneyi protokolii.

Glutamat Reseptor Agonisti ~ Grubun Adi Dozaj (Enjeksiyonun Miktar)
Kontrol grubu (n=10, 5 erkek+5 disi), %0,9 NaCl 300 pl/denek, i.p.
Kainik Asit Grubu
Agonist grubu (Kainik asit) (n=10, 5 erkek+5 disi) 2.5 mg/kg, i.p. (300 pl/denek)
Kontrol grubu (n=10, 5 erkek+5 disi), %0,9 NaCl 500 pl/denek, i.p.
AMPA Grubu
Agonist grubu (AMPA) (n=10, 5 erkek+5 disi) 5 mg/kg, i.p. (500 pl/denek)
Kontrol grubu (n=10, 5 erkek+5 disi), %0,9 NaCl 2 ml/denek, i.p.
NMDA Grubu
Agonist grubu (NMDA) (n=10, 5 erkek+5 disi) 100 mg/kg, i.p. (2 ml/denek)

c-Fos ve NST proteinlerinin ekspresyonlarinin gosterilmesi icin ikili

immiinoperoksidaz yontemi

Kesitler;

1. Kriyoprotektanin uzaklastirilmasi i¢in Tris tamponu ile 3x10 dk. yikand.

2. Antijenitenin geri kazandirilmasi i¢in Na-Sitrat tamponunda (pH 6,0) 85°C’de 30
dk. inkiibe edildi. Etiivden ¢ikarilan kesitler oda sicakliginda ayni soliisyonda 15
dk. daha bekletildi.
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10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

%3’liikk H202’te (Tris tamponunda hazirlanmis) 10 dk. bekletildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Non-spesifik baglanmanin baskilanmasi i¢in bloklayici serum ile (%10 normal at
serumu) 2 sa. inkiibe edildi.

Tavsan anti-C-Fos antikoru ile (1:20000) oda sicakliginda 1 gece inkiibe edildi.
Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Biyotin-konjuge esek anti-tavsan (1:300) sekonder antikor soliisyonunda ile oda
sicakliginda 2 sa. bekletildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonunda (100 pl A ve 100 pl B
soliisyonu/5 ml Tris-HCI) 1 sa. bekletildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikand.

Substrat kromojen soliisyonu olan Ni-DAB (Nikel 1 g, 12,5 mg DAB, 1,3 pL
H202/50 ml Tris-HCl)’da 6 dk. boyandi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Bloklayic1 serum soliisyonunda 2 sa. bekletildi.

Tavsan anti-néronostatin (1:4000) antikor soliisyonunda oda sicakliginda 3 gece
inkiibe edildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Biyotin-konjuge esek anti-tavsan (1:400) soliisyonunda oda sicakliginda 2 sa.
bekletildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikand.

Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonunda 1 sa. inkiibe edildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Substrat kromojen soliisyonunda (DAB; 12,5 mg DAB, 1,3 uL. H202/25 ml Tris-
HCI) 8 dk. siireyle antikor-antijen-enzim kompleksi renklendirildi.
Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikamay1 takiben, lamlara yayilarak kurutulan
kesitler DPX ile kapatildu.
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PSTATS5 ve NST proteinlerinin ekspresyonlarinin gosterilmesi icin ikili

immiinoperoksidaz yontemi

Kesitler;

1.

10.
11.

12.
13.

14.

Antijenitenin geri kazandirilmasi i¢in 85°C’de 1 mM EDTA’da (pH 8,0) 30 dk.
takiben oda sicakliginda, ayn1 soliisyonda 15 dk. daha bekletildi.

Endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmast i¢in %1 H202’de (%40 methanolde
hazirlanmis) 30 dk. inkiibe edildi.

%210 normal at serumunda 2 saat bekletilerek non-spesifik baglanma baskilandi.
Tavsan anti-pSTATS (1:2000) ile +4 °C’de 6 gece inkiibe edildi.

Biyotin-konjuge esek anti-tavsan (1/300) soliisyonu ile oda sicakliginda 2 sa.
bekletildi.

Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonunda 1 sa. bekletildi.
Antijen-antikor-enzim kompleksinin renklendirilmesi i¢in Ni-DAB (1,5 g Nikel,
12,5 mg DAB ve 1,3 uL H202/50 ml Tris-HCI tamponu) 30 dk. inkiibe edildi.
Noronostatin antijenitesinin geri kazandirilmasi i¢in 85°C’de tri sodyum sitrat
tamponunda (pH 6,0) 30 dk. takiben oda sicakliginda, ayni soliisyonda 15 dk. daha
bekletildi.

Non-spesifik baglanmanin baskilanmasi i¢in %10 normal at serumunda 2 sa.,
bekletildi.

Tavsan anti-NST (1:4000) 3 gece inkiibe edildi.

Biyotin-konjuge esek anti-tavsan (1:400) soliisyonunda oda sicakliginda 2 sa.,
bekletildi.

Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonunda 1 sa. inkiibe edildi.
Antijen-antikor-enzim kompleksinin goriilebilir hale gelmesi igin Substrat-
kromojen soliisyonunda (12,5 mg DAB, 1,3 uL H202 ;25 ml Tris-HCI tamponu)
8 dk., bekletildi.

Lamlara yayildi: ve DPX ile kapatildi.

Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi ile primer antikor inkiibasyon basamagi

arasi hari¢ tiim islemler arasinda kesitler Tris-HC] tamponunda 3 kez 10’ar dakika

yikandi.
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PCREB ve NST proteinlerinin ekspresyonlarinin gosterilmesi icin ikili

immiinoperoksidaz yontemi

Kesitler;

1. Antijen retrieval islemi i¢in ImM EDTA’da inkiibe edildi (etiiv sicakligr 85°C,

soliisyon sicakligr 73-75°C, pH 8,0, 30 dk.). Etiivden ¢ikarildiktan sonra 15 dk. ayni

soliisyonunda oda sicakliginda bekletildi.

2. %3 H202 (Tris-HCI1 tamponda hazirlanmis) 10 dk. bekletildi.

3. Non-spesifik baglanmanin baskilanmasi igin %10 normal at serumunda 2 sa.

bekletildi.

4. Tavsan anti-pCREB (1:500) ile 1 gece inkiibe edildi.

5. Sekonder antikor inkiibasyonu i¢in biyotin-konjuge esek anti-tavsan (1:200)

soliisyonunda oda sicakliginda 2 sa. bekletildi.

6. Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonu ile 1 sa. muamele edildi.

7. Substrat-kromojen soliisyonu (Ni-DAB) ile antijen-antikor-enzim kompleksinin

goriilebilir hale getirilmesi i¢in 11 dk. inkiibe edildi.

8. Non-spesifik baglanmanin baskilanmasi i¢in %10 normal at serumunda 2 sa.
bekletildi.

9. Primer antikor inkiibasyonu igin tavsan anti-NST (1:4000) ile 3 gece muamele
edildi.

10. Sekonder antikor inkiibasyonu i¢in biotin-konjuge esek anti-tavsan (1:400)
soliisyonunda oda sicakliginda 2 sa. bekletildi.

11. Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonunda 1 sa. inkiibasyona birakildi.

12. Antijen-antikor-enzim kompleksinin goriilebilir hale gelmesi igin substrat-
kromojen soliisyonu ile (12,5 mg DAB, 1,3 uL H202 ;25 ml Tris-HCI tamponu) 8
dk. boyandi.

13. Lamlara yayildi ve DPX ile kapatildi.

Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi ile primer antikor inkiibasyon basamagi
arasi harig¢ tiim iglemler arasinda kesitler Tris-HCI tamponunda 3 kez 10’ar dakika

yikandi.
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Ozgiin hedef 2: Noronostatin noéronlarmmin fizyolojik olarak uyarilmasi ve
glutamat antagonistlerinin bu uyarilmadaki etkinliginin arastirilmasi: Tez
caligmasmin bu boliimiinde Oncelikle ¢evre kosullarini (ortam 1sis1 gibi) kontrol
altinda tutabilmek amaciyla, deneklerin ditirnal ritimleri degistirildi. Aydinlik-
karanlik periyotlart her giin 2 saat otelenerek yaklasik bir haftada karanlik periyot
9:00-19:00, aydinlik periyot ise 19:00-9:00 saatleri arasinda olacak sekilde ayarlandi.
15 gilin siireyle sicanlarin yeni ritme uyum saglamalar1 beklendi. Deneyin
baslangicinda tam bir acglik olusturabilmek igin denekler tek tek metabolik kafeslere
yerlestirildi. En az 3-4 giin siireyle yemek ve su serbest birakilarak deneklerin
metabolik kafeslere adaptasyonlari saglandi. Deney siirecinde 48 saat siireyle ag
birakilan denekler karanlik periyot baslangicinda aclik, aclik sonrasi beslenme
(tokluk) ve antagonist gruplar1 olmak iizere tlige ayrildi. Her ii¢ grupta da deney
sirasinda su alimi serbest birakildi. A¢lik grubundaki denekler 48 saatlik aclik sonrast,
beslenme grubundaki sicanlar agligi takiben 2 saat siireyle beslendikten sonra dekapite
edildi. Antagonist grubundaki deneklere aglik siiresinin bitiminde intraperitoneal yolla
antagonist uygulandi. Antagonist uygulamasindan 15 dakika sonra deneklere yemleri
verilerek 2 saat siireyle beslenmeleri saglandi. Non-NMDA reseptor antagonisti olarak
CNQX ve NMDA reseptorlerinin antagonize edilmesi i¢in ise MK-801 kullanilda.
Antagonistler %0,9 NaCl’de ¢6ziildii. Hayvan deneyi protokolii tablo 5’te verildigi
gibi uygulandi. Deney siiresince deneklerin agirliklari ve tiikettikleri besin miktarlar
takip edildi (Tablo 6).

Tablo 5. Hayvan deneyi protokolii.

Grup Besleme 6ncesi uygulama Besleme siiresi Doz
Achik grubu (n=10, 5 erkek+5 disi) 48 saat aghk
Yeniden beslenme grubu (tokluk) (n=10, 48 saat aglik 2 saat
5 erkek+5 disi)
CNQX (n=10, 48 saat aglik ve antagonist uygulamas1 2 saat 1 mg/kg/300 pl
Antagonist 5 erkek+5 d]$])
grubu
MK-801 (antagonist) 48 saat aclik ve antagonist uygulamas1 2 saat 0,2 mg/kg/300 pl
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Tablo 6. Deneklerin agirlik ve yem tiiketim miktarlari.

SS13
SS14
SS18
SS19
SS20
SS21
SS822
SS67
SS68
SS69
SS70
SS74
SS75
SS76
SS15
SS16
SS17
SS63
SS64
SS65
SS66
SS71
SS72
SS73
SS135
SS136
SS137
SS138
SS141
SS142
SS148
SS51
SS52
SS53
SS54
SS85
SS86
SS87
SS47
5548
SS49
SS50
SS88
SS89
SS90
SS149
SS150
SS151
SS152
SS155

Cinsiyet

Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Erkek
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi
Disi

Noronostatin - ndronlarinin  aktivasyonu,

Aclik 6ncesi
agirlik (g)

221
294
225
183
223
237
184
283
224
264
212
222
295
231
215
246
178
235
269
224
273
237
305
295
227
310
311
189
283
178
268
178
177
204
222
255
255
228
206
185
210
194
211
196
221
173
219
245
162
225

Aglik sonrasi
agirlik (g)

178
257
178
146
178
199
170
248
214
231
187
195
255
210
182
203
138
206
231
205
243
207
274
257
207
269
266
171
252
160
241
145
152
163
181
214
215
194
177
166
181
168
180
165
184
157
183
207
158
191

Agirhik
kayb1

@
43
37
47
37
45
38
16
35
10
33
25
27
40
21
33
43
40
29
38
19
30
30
31
38
20
41
45
18
31
18
27
33
25
41
41
41
40
34
29
19
29
26
31
31
37
16
36
38
4
34

Verilen yem

@

46,96
52,63
22,05
27,58
20,11
40,36
38,3
46,36
43,99
38,61
44,02
39,81
47,06
54,58

Kalan yem

@

43,90
46,50
16,07
23,07
16,08
25,87
30,5
38,23
35,95
30,26
37,58
34,18
39,82
50,83

O0zgiin hedef

Tiiketilen yem

1’de

()

3,06
6,1
5,98
451
4,03
14,49
78
8,13
8,04
8,35
6,44
5,63
7,24
3,75

5,64
11,40

kullanilan

aktivasyon belirtecleri kullanilarak ikili indirekt immiinoperoksidaz yontemi ile

arastirildi. Boyama sonrasinda c-Fos, pCREB ve/veya pSTATS? igin pozitif olan NST

ndronlart degerlendirildi.
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Bu grupta besleme ile uyarilmanin olup olmadiginin kontrolii i¢in, besin alimi
ile uyarildig: bilinen ve anoreksijenik bir peptit olan nesfatin sentezleyen noronlardaki
c-Fos protein ckspresyonu degerlendirildi (Kohno ve ark., 2008). Bu amagla,
hipolatamusun supraoptik c¢ekirdegini igeren bazi kesitler, c-Fos eksprese eden
nesfatin ndronlarinin gosterilmesi i¢in ikili indirekt immiinoperoksidaz yontemi ile

boyandi.

Ozgiin Hedef 3: Noronostatin néronlarinda glutamat reseptérlerinin varhg
(GluN1, GIluN2A, GluAl-4 ve GluK1-3 ve 5) ikili immiinofloresans yontem ile
isaretlenen kesitlerde incelendi. Bu boliimde deneklere herhangi bir enjeksiyon
yapilmadi. 10 disi ve 10 erkek sigan perfiizyon fiksasyon yolu ile sakrifiye edilerek 40

pum kalinliginda vibratom kesitler alindi.

ikili Immiinfloresans isaretleme Prosediirii,

Kesitler;

1. Antijenitenin geri kazandirilmasi i¢in 1 mM EDTA’da (pH 8,0) ya da Na-sitrat
tamponunda (pH 6,0) 85°C’de 30 dk. inkiibe edildi ve soliisyon soguyuncaya
kadar 15 dk. oda sicakliginda bekletildi.

2. Endojen peroksidaz aktivitesinin baskilanmasi i¢in %3’lik H20.’de (Tris
tamponunda hazirlanmis) 10 dk. bekletildi.

3. Non-spesifik baglanmanin baskilanmasi i¢in %10 normal at serumu ile 2 sa.
muamele edildi.

4. Primer antikor karigimi ile inkiibasyon i¢in tavsan anti-néronostatin (1:4000) ve
glutamat reseptor alt birimlerinden (GluN1, GluN2A, GluAl, GluA2, GluA3,
GluA4 ve GluK1/2/3 ya da GluKS5) birine kars1 gelistirilmis antikor (antikorlarin
diliisyon oranlar1 Tablo 3’de verilmistir) ile hazirlanan karisimda 3 gece bekletildi.

5. Sekonder antikor ve/veya sekonder antikor karigimi ile inkiibe edildi:

a. GluN1, GIuN2A, GluAl, GluA2, GluA3, GluA4 ve GluKS icin; Alexa Fluor®
488 konjuge esek anti-tavsan IgG (1:500) ve Alexa Fluor® 594 esek anti-kegi IgG
(1:500) ya da Alexa Fluor® 594 esek anti-fare IgG (1:500) 2 sa.,
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b. GluK1/2/3 igin; Biyotin-konjuge esek anti-fare IgM (1:200) soliisyonunda 2 sa.
ve takiben sekonder antikor karisimi [Alexa Fluor® 488 konjuge esek anti-tavsan
1gG (1:400) ve streptavidin-TR (1:100)] ile inkiibasyon, 2 sa.,

6. Floresan mikroskopta inceleme oncesi Prolong Anti-Fade ile kapatildi.
Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi ile primer antikor inkiibasyon basamagi
arasi harig, tiim islemler arasinda kesitler Tris-HCI tamponunda 3 kez 10’ar

dakika yikandi.

3.6. Preparatlarin Incelenmesi ve Istatistiksel Analiz

Ikili immunoperoksidaz ve ikili immunofloresans ydntemi ile isaretlenen
kesitlerin incelemesi Olympus BX—FLA Reflected Light Flourescence Attachment
adapte edilmis Olympus BX50 mikroskopla 40X objektif kullanilarak dijital kamera
(Olympus DP71 CCD renkli kamera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina alinan

goriintiiler lizerinde gergeklestirildi.

Calismalar kapsaminda yapilan tekli ve ikili isaretlemeler i¢in Paxinos ve
Watson (2009) sican beyin atlasina gore belirlenen koordinatlar arasindaki
(Periventrikiiler ¢ekirdek icin bregma -0.24 mm ile -3.60 mm) kesitler kullanildi.
Hiicre sayimi i¢in rostrokaudal diizlemde, her denek i¢in ayn1 koordinatta ve birbirine

esit uzaklikta 5 farkli seviyeden alinan kesitler kullanildi.

Ikili immiinoperoksidaz isaretlenmis kesitlerde hem tiim ndronostatin-pozitif
noronlar sayildi hem de bu néronlarin c-Fos, pSTATS ya da pCREB-immiinoreaktif
olanlarinin sayilar1 belirlendi. Daha sonra her denek i¢in c-Fos, pSTATS ya da pCREB
isaretli ndronlarin tiim noronostatin ndronlarna orani hesaplandi. Ikili isaretlenen
ndronlarin tiim ndronlara orani hesaplanarak her bir denek icin elde edilen yiizdelerin

grup i¢i ortalama ve standart hatalart (SEM) belirlendi.

Deney gruplar1 arasi varyans analizi ANOVA ile, istatistiki anlamlilik
karsilastirmas1 ise Student-Newman-Keuls testi ile yapildi. p<0.05 anlamli olarak
kabul edildi. Cinsiyetler arasi istatistiki farkliliklar ANOVA ve takiben Student t testi

ile aragtirildu.

40



4. BULGULAR

Tez ¢alismasi kapsaminda gercgeklestirilen ¢alismalarin sonuglar1 6zgiin hedef

siralamasina gore asagida verilmistir.

4.1. Immiinohistokimyasal Boyama Genel Sonugclar

Immiinohistokimya  teknigi  kullanilarak  yapilan  isaretlemelerde,
diaminobenzidin (DAB) kullanilarak renklendirilen, ndronostatin antikoru ile
olusturulan sitoplazmik antijen-antikor-enzim kompleksine ait sinyaller 11k
mikroskobunda kahverengi olarak gozlendi (Sekil 6A). Cekirdekte eksprese edilen c-
Fos, pSTATS ve pCREB proteinleri ise nikel amonyum siilfat ile zenginlestirilmis
DAB (Ni-DAB) kullanilarak goriiliir hale getirildi. Bu reaksiyon ekpresyon miktarina
bagli olarak a¢ik griden koyu menekse rengi-siyaha degisen tonlarda izlendi (Sekil 6A
ve B). Hem c¢ekirdekte hem de sitoplazmalarinda sinyal belirlenen néronlar ikili

isaretlenmis olarak kabul edildi (Sekil 6A).

Ikili immiinofloresan isaretlemelerde, ndronostatin proteini yesil renkte sinyal
veren florokromla (Alexa 488), glutamat reseptdr alt birimi proteinleri ise kirmizi
florokromlarla (Alexa 594 veya streptavidin-konjuge Texas-Red) isaretlendi (Sekil 6C
ve D). Dijital ortamda c¢akistirilan goriintiilerde her iki proteini de eksprese eden

noronlar sar1 renkte goriintiilendi (Sekil 6E).

4.2. Hipotalamusta Noronostatin Noronlarimin Dagilinm

Noronostatin-pozitif néronlarin perikaryonlarinin, hipotalamusta, 3. ventrikiil
cevresinde anterior periventrikiiler niikleusta yerlesim gosterdigi (Sekil 7),
ndronostatin-pozitif akson terminallerinin SCN (Sekil 8A), ventromedial hipotalamik
niikleus ile arkuat niikleusta (Sekil 8B) ve median eminenste (Sekil 8C) bulundugu
belirlendi.
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Sekil 6. ikili immiinohistokimyasal isaretlemelerin degerlendirilmesi. A: Ikili immiinoperoksidaz isaretleme tekniginde
kahverengi sitoplazma (A) ve siyah ¢ekirdek (A) ve ikili isaretlenmis noron (4). B: Griden koyu menekse rengi-siyaha kadar
degisebilen tonlarda ¢ekirdek boyamasi (A). C: Yesil florokrom ile isaretli peptiti eksprese eden néronlar. D: Kirmizi florokrom
ile isaretli glutamat reseptor alt birim proteini ekprese eden néronlar. E: Peptit ile birlikte glutamat reseptér alt birim proteini
eksprese eden noronlar sari renkte izlenmekte.
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Sekil 7. Hipotalamusta ndronostatin noronlarinin dagilimi (A, C, D). Anterior hipotalamusun periventrikiiler ¢ekirdeginde,
tiglincli ventrikiil gevresinde yerlesim gdsteren noronostatin noronlart. (B) VMN’de goézlenen ndronostatin-pozitif akson
sonlanmalari.
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Sekil 8. Hipotalamusta noronostatin-pozitif akson terminallerinin dagilimi. (A) suprakiazmatik niikleus (SCN), (B) ventromedial
hipotalamik niikleus (VMN) ve arkuat niikleus (ARC), (C) median eminenste gozlenen akson sonlanmalari.

4.3. Noronostatin Noronlarinin Regiilasyonunda Glutamaterjik Sistem

Etkilerinin ve Aktivasyon Yolaklarinin Arastirilmasi

Calismanin  bu bolimiinde  hipotalamusun anterior periventrikiiler
cekirdeginde yerlesik noronostatin noronlarinin regiilasyonunda glutamaterjik
sistemin etkilerini degerlendirmek amaciyla deneklere 3 farkli glutamat agonisti
(kainik asit, AMPA, NMDA) uygulandi. Noronostatin noronlarinda noronal
aktivasyonda yer alan hiicre i¢i yolaklar ve noronal aktivasyon diizeylerini belirlemek
icin, hiicresel aktivasyon belirtegleri (c-Fos, pCREB ve pSTATS) ve noronostatin
proteini ile ikili immiinohistokimyasal boyamalar gergeklestirildi ve sonuglar

istatistiksel olarak degerlendirildi.
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4.3.1. Noronostatin Noronlarinin Regiilasyonunda Agonist Kainik Asitin Etkisi
4.3.1.1. Kainik asit ile uyarilan néronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonu

Disi deneklerde, kainik asit enjeksiyonu sonrasi hipotalamusun 3. ventrikiil
cevresinde anterior periventrikiiler cekirdekte yerlesik ndronostatin noronlarinin
yaklasik %11,364+2,33’1i c-Fos’u eksprese ederken, bu oran kontrol gruplarinda
%0,89+0,20 olarak belirlendi (Sekil 9). Erkek deneklerde ise bu degerler kainik asit
grubunda %0,78+0,51; kontrol grubunda ise %0,88+0,55 idi (Sekil 10). Disi
deneklerde, kainik asit enjeksiyonu sonrasi c-F0s-pozitif noronostatin ndronlarinin
oraninda kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark belirlenirken erkek
deneklerde anlamli bir fark goériilmedi (Sekil 11) (p<0,01). Kainik asit enjeksiyonu
sonrast disi deneklerde gozlenen c-Fos eksprese eden noronostatin-pozitif néron
sayisindaki artisin erkek deneklere nazaran anlamli oldugu belirlendi (Sekil 11)
(p<0,01).

Kontrol

Sekil 9. Kainik asit uygulamasinin disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik noronostatin
noronlarinda c-Fos ekspresyonuna etkisi. c-Fos proteini eksprese eden noronostatin noronlari (A ) ve c-Fos-negatif néronostatin
noronlart ().
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Sekil 10. Kainik asit uygulamasmin erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler gekirdekte yerlesik néronostatin
noronlarinda c-Fos ekspresyonuna etkisi. c-Fos proteini eksprese eden néronostatin noronlari (A ) ve c-Fos-negatif néronostatin
noronlart ().
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Sekil 11. Anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte lokalize néronostatin noronlarinda c-Fos ekspresyonu. Disi deneklerde,
kontrol ve kainik asit gruplar1 arasinda anlaml farkliliklar oldugu goriildii (¥* p<0.01). Ayrica; kainik asit enjeksiyonu yapilan
gruplarda disi ve erkek denekler arasinda anlaml farklilik oldugu belirlendi (** p<0.01).
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4.3.1.2. Kainik asit ile uyarilan noronostatin néronlarinda pSTATS5 ekspresyonu

Her iki cinsiyette de, kontrol gruplarinda pSTATS-pozitif ndronostatin
noronlarmin varligi gozlendi (Sekil 12A ve 13A). Kainik asit enjeksiyonun STATS’in
fosforilasyonunu degistirmedigi belirlendi. Disi (Sekil 12) ve erkek bireylerde (Sekil
13) pSTATS5-pozitif noronostatin ndronlarmin oranlarinda kontrol grubuyla

kiyaslandiginda farklilik goriilmedi (Sekil 12 ve 13).

Kontrol 5";’
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Sekil 12. Kainik asit uygulamasmin disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik ndronostatin

noronlarinda pSTATS ekspresyonuna etkisi. pSTATS proteini eksprese eden noronostatin ndronlar: (A) ve pSTAT5-negatif
ndronostatin noronlar (4N).
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Sekil 13. Kainik asit uygulamasinin erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler gekirdekte yerlesik ndronostatin
noronlarinda pSTAT5S ekspresyonuna etkisi. pSTATS proteini eksprese eden noronostatin noronlar: (A) ve pSTAT5-negatif
noronostatin noronlar (4N).
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4.3.1.3. Kainik asit ile uyarilan néronostatin néronlarinda pCREB ekspresyonu

Kainik asit enjeksiyonu sonrasi noronostatin ve pCREB antikorlari
kullanilarak yapilan ikili indirekt immiinohistokimyasal boyamada kontrol ve agonist
gruplar1 arasinda hipotalamusta pCREB immiinoreaktivitesinin yogunlugu ve
pCREB-pozitif c¢ekirdeklerin dagilim1 ve sayis1 agisindan farklilik goézlenmedi.
Anterior hipotalamik periventrikiiler niikleus degerlendirildiginde pCREB-pozitif
noronostatin ndronlarinin sayisi agisindan iki grup arasinda bir fark belirlenmedi

(Sekil 14).
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Sekil 14. Kainik asit uygulamasinin disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik noronostatin
noronlarinda pCREB ekspresyonuna etkisi. pCREB proteini eksprese eden noronostatin noronlart (A) ve pCREB-negatif
noronostatin néronlart (4\).
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4.3.2. Noronostatin Noronlariin Regiilasyonunda Agonist AMPA’nmin Etkisi
4.3.2.1. AMPA ile uyarilan noronostatin noronlarida c-Fos ekspresyonu

Disi deneklerde, AMPA enjeksiyonu sonrasi ndronostatin noronlarinin
yaklagik %22,2545,40°1 c-Fos’u eksprese ederken, bu oran kontrol gruplarinda
%4,86+1,11 olarak belirlendi (Sekil 15). Erkek deneklerde ise AMPA enjeksiyonunun
c-Fos-pozitif noronostatin  noronlarmin  oranmi  %4,6+0,86’dan  %11,31+1,56’¢
yiikselttigi (Sekil 16); her iki cinsiyette gozlenen bu artislarin kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda anlamli oldugu belirlendi (p<0,05 ve p<0,01) (Sekil 17). Disi
deneklerde AMPA ile aktive olan ndronostatin noron oraninin, erkek deneklerde
gozlenenin neredeyse iki kat1 olmasina karsin, bu fark istatistiksel karsilastirmada

anlamli bulunmadi.

Sekil 15. Disi deneklerde AMPA uygulamasmin anterior hipotalamik periventrikiiler g¢ekirdekte yerlesik ndronostatin
noronlarindaki c-Fos ekspresyonuna etkisi. c-Fos proteini eksprese eden néronostatin noronlari (A ) ve c-Fos-negatif ndronostatin
noronlart (4N).
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Sekil 16. Erkek deneklerde AMPA uygulamasmin anterior hipotalamik periventrikiiler gekirdekte yerlesik ndronostatin
noronlarindaki c-Fos ekspresyonuna etkisi. c-Fos proteini eksprese eden néronostatin noronlari (A ) ve c-Fos-negatif néronostatin
noronlart ().
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Sekil 17. Anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte lokalize ndronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonu her iki cinsiyette
de, kontrol ve AMPA gruplar1 arasinda anlamli farklhiliklar oldugu gosterildi (* p<0,05,** p<0,01).
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4.3.2.2. AMPA ile uyarilan noronostatin néronlarinda pSTATS ekspresyonu

Disi ve erkek deneklerde, AMPA enjeksiyonu sonrast hipotalamusta 3.
ventrikill ¢evresinde anterior periventrikiiler niikleusta yerlesik pSTAT5-pozitif
noronostatin ndronlarmnin oraninda kontrol grubuyla kiyaslandiginda bir fark

goriilmedi (Sekil 18 ve 19).

Kontrol

Sekil 18. Disi dencklerde AMPA uygulamasinin anterior periventrikiiler ¢ekirdegin noronostatin noronlarindaki pSTATS
ekspresyonuna etkisi. pPSTATS proteini eksprese eden noronostatin nronlari (A ) ve pSTAT5-negatif néronostatin néronlart (4N).

Sekil 19. Erkek deneklerde AMPA uygulamasmin anterior hipotalamik periventrikiiler gekirdekte yerlesik ndronostatin
noronlarindaki pSTATS5 ekspresyonuna etkisi. pSTATS proteini eksprese eden noronostatin néronlart (A) ve pSTATS-negatif
nodronostatin noronlart (4N).
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4.3.2.3. AMPA ile uyarilan noronostatin néronlarinda pCREB ekspresyonu

AMPA enjeksiyonu sonras1 ndronostatin ve pCREB antikorlar1 kullanilarak
yapilan ikili indirekt immiinohistokimyasal boyama sonucunda her iki cinsiyette de
kontrol ve deney gruplart arasinda hem hipotalamusta fosforile-CREB
immiinoreaktivitesinin dagilimi1 hem de anterior hipotalamik periventrikiiler niikleusta

yerlesik pCREB-pozitif ndronostatin néronlariin miktari agisindan bir fark gériilmedi
(Sekil 20).
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Sekil 20. Disi deneklerde AMPA uygulamasmm anterior hipotalamik periventrikiiler g¢ekirdekte yerlesik noronostatin
noronlarindaki pPCREB ekspresyonuna etkisi.

4.3.3. Noronostatin Noronlarmin Regiilasyonunda Agonist NMDA’min Etkisi
4.3.3.1. NMDA ile uyarilan néronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonu

Disi deneklerde NMDA enjeksiyonu ile hipotalamik anterior periventrikiiler
cekirdekte yerlesik noéronostatin noronlarinin yaklasik 9%19,26+2,13’i c-Fos’u
eksprese ederken; bu oran kontrol grubunda %4,13+1,40 olarak belirlendi (Sekil 21).
Erkek deneklerde ise bu degerler agonist grubunda %15,74+1,80 iken; kontrol
grubunda %2,37+0,58 idi (Sekil 22). c-Fos-pozitif néronostatin néronlarinin oraninda
kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark belirlendi (Sekil 23) (p<0,001).
NMDA ile aktive olan noéronostatin noronlarinin erkek ve disi bireylerdeki

farkliliginin istatistiksel anlamlilik tasimadig belirlendi.
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Kontrol

Sekil 21. Disi deneklerde NMDA uygulamasmin anterior periventrikiiler ¢ekirdegin ndéronostatin noronlarindaki c-Fos
ekspresyonuna etkisi. c-Fos proteini eksprese eden ndronostatin néronlar1 (A ) ve c-Fos-negatif ndronostatin néronlart (4N).

Sekil 22. Erkek deneklerde NMDA uygulamasmin anterior periventrikiller ¢ekirdegin noronostatin néronlarindaki c-Fos
ekspresyonuna etkisi. c-Fos proteini eksprese eden néronostatin néronlar1 (A ) ve c-Fos-negatif néronostatin noronlari (4N).
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Sekil 23. Anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte lokalize ndronostatin noronlarinda c-Fos ekspresyonu. Her iki cinsiyette
de, kontrol ve NMDA gruplari arasinda anlaml farkliliklar oldugu gosterildi (*** p<0,001).

4.3.3.2. NMDA ile uyarilan néronostatin néronlarinda pSTATS5 ekspresyonu
Disi ve erkek deneklerde, NMDA enjeksiyonu sonrasi hipotalamusun 3.

ventrikiili g¢evresinde anterior periventrikiiler niikleusta yerlesik pSTATS-pozitif

ndronostatin ndronlarmin oraninda kontrol grubuyla kiyaslandiginda bir fark

goriilmedi (Sekil 24 ve 25).
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Sekil 24. NMDA uygulamasinin disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik néronostatin
noronlarinda pSTATS ekspresyonuna etkisi.

3V

Sekil 25. NMDA uygulamasinin erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler gekirdekte yerlesik ndronostatin
noronlarinda pSTATS ekspresyonuna etkisi. pSTATS proteini eksprese eden noronostatin ndronlar: (A) ve pSTAT5-negatif
nodronostatin noronlar (4N).

4.3.3.3. NMDA ile uyarilan noronostatin néoronlarinda pCREB ekspresyonu

NMDA enjeksiyonu sonrasi noronostatin ve pCREB antikorlar1 kullanilarak
yapilan ikili indirekt immiinohistokimyasal boyamada kainik asit ve AMPA
gruplarindakilere benzer sonug elde edildi. Kontrol ve deney gruplari arasinda hem

pCREB-immiinoreaktif hiicre ¢ekirdeklerinin hem de anterior hipotalamik
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periventrikiiler niikleusta yerlesik pCREB eksprese eden noronostatin noronlarinin

sayist acisindan bir fark izlenmedi.

4.4. Noronostatin Noronlarimin Fizyolojik Olarak Uyarilmasi ve Glutamat

Antagonistlerinin Etkinliginin Arastirilmasi

Bu gruptaki deneklerde ndronostatin noronlarmin  aktivasyonunun
degerlendirilmesinden 6nce, 48 saatlik agligi takiben 2 saat siireyle beslenmenin,
deneklerin hipotalamuslarindaki beslenme ile ilgili bolgelerde aktivasyona neden olup
olmadigi arastirildi. Bu amagla, 6rnek kesitlerde, beslenme ile uyarildig: bilinen diger
bir anaroksijenik peptit olan nesfatin eksprese eden noronlarin aktivasyonuna bakild
(Kohno ve ark., 2008). Aktivasyon belirteci olarak c-Fos proteini ekpresyonunun
kullanildig1 immiinohistokimyasal boyamalarda hipotalamik supraoptik cekirdekte
birka¢ tane nesfatin néronu c-Fos proteini igin pozitifken (Sekil 26A), beslenme
gruplarinda nesfatinerjik néronlarin yaklagik %70-80’inin c-Fos proteini eksprese
ettigi belirlendi (Sekil 26B). Beslenme gruplarinda, supraoptik ¢ekirdekteki ndronlarin

yarisindan fazlasinda ikili isaretlenmenin oldugu denekler ¢alismaya dahil edildi.

Beslenme

Achk ~ s o -

50.0 um

Sekil 26. Aglik (A) ve beslenme (B) gruplarinda supraoptik ¢ekirdekte c-Fos proteini eksprese eden nesfatin noronlari. c-Fos
proteini eksprese eden nesfatin néronlar1 (A) ve c-Fos-negatif nesfatin noronlari (4\).
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4.4.1. Beslenme ile Uyarilan Noronostatin Noronlarinda c-Fos Ekspresyonu

Hem disi hem de erkek deneklerde hipotalamusun anterior periventrikiiler
cekirdeginde yerlesik ndronostatin noronlarinda c-Fos ekspresyonu godzlendi. Disi
deneklerin beslenme grubunda noronostatin ndronlarmin yaklasik %8,89+0,47’si c-
Fos immiinreaktivitesi gosterirken; bu oran aglik grubunda %9,45+0,94 idi (Sekil 27).
Erkek deneklerde ise bu degerler beslenme grubunda %2,78+1,21; aglik grubunda
%2,26+1,07 olarak belirlendi (Sekil 28). Besleme ve aglik gruplarinda c-Fos eksprese
eden ndronostatin ndronlarinin oran1 karsilastirildiginda her 2 cinsiyette de anlamli bir

fark belirlenmedi (Sekil 29). Ayrica c-Fos eksprese eden ndronostatin ndronlari

acisindan cinsiyetler arasi anlamli bir fark goriilmedi.

Sekil 27. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte beslenme ile uyarilan noronostatin néronlarinda c-Fos
ekspresyonu. c-Fos proteini eksprese eden noronostatin noronlari (A ) ve c-Fos-negatif ndronostatin néronlart (4n).
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Sekil 28. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte beslenme ile uyarilan noronostatin néronlarinda c-Fos
ekspresyonu. c-Fos proteini eksprese eden néronostatin noronlari (A ) ve c-Fos-negatif ndronostatin néronlart (4n).
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Sekil 29. Anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte, beslenme ile uyarilan néronostatin noronlarinda c-Fos ekspresyonu.
Her iki cinsiyette de, beslenme ve aglik gruplart arasinda anlamli farklilik gozlenmedi.

4.4.2. Beslenme ile Uyarilan Noronostatin Noronlarinda pSTATS Ekspresyonu

Beslenme grubunda (48 saat aclik sonrasi 2 saat besleme), her 2 cinsiyette,
pSTATS5-pozitif noronostatin noronlart anterior hipotalamusun periventrikiiler
zonunda gozlendi. Disi deneklerde noronostatin  noronlarinin  yaklagik %
40,3145,22’si pSTATS5 ekspresyonu gosterirken; bu oran aglik grubunda %14,96+3,25
idi (Sekil 30). Erkek deneklerde ise bu degerler beslenme grubunda %25,56+2,52 iken
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aclik grubunda %8,18+ 0,87 olarak belirlendi (Sekil 31). Her iki cinsiyette de
beslenme gruplarindaki pSTATS-pozitif néronostatin néronlarinin oranindaki artis
aclik gruplariyla karsilastirildiginda anlamli bulundu (disi deneklerde p<0,01, erkek
deneklerde p<0,001) (Sekil 32). Cinsiyetler arasinda pSTAT5-pozitif néronostatin

noronlar1 bakimindan anlamli bir fark gézlenmedi.

4.4.3. Beslenme ile Aktive Olan Noronostatin Noronlarinda Glutamat

Antagonistlerinin Etkinliginin Arastirilmasi

Beslenme ile uyarilan ndronostatin noronlarinda glutamaterjik sistemin
etkilerini belirlemek amaciyla 48 saat a¢ birakilan deneklere beslemeye baglamadan
15 dakika 6nce glutamat reseptor antagonistleri olan CNQX (1 mg/kg) ya da MK-801
(1,5 mg/kg) uygulanda.

MK-801, literatiir bilgilerinden (Papagapiou ve Auer, 1990) yararlanilarak
uygulanan (1,5 mg/kg) dozda, deneklerin 6n ve arka ekstremitelerinde paralizi
olusumuna neden oldu. Dolayisiyla beslenme davranist gozlenmedi. Doz %50
oraninda azaltilmasina karsin (0,75 mg/kg) deneklerde ayni tablo gelisti. Doz 0,20
mg/kg’a indirildiginde paralizi tablosu gelismedi, ancak; deneklerde yeme davranisi
gozlenmedi. Kullandigimiz dozlarda deney hayvanlar1 yeme davranis1 gostermedigi
icin MK-801 uygulamasindan vazgecildi. Calismaya sadece non-NMDA reseptor
antagonisti olan CNQX uygulamasiyla devam edildi. CNQX uygulanan grupta,
pSTATS eksprese eden ndronostatin noronlarinin  oraninin  disi  deneklerde
%17,33+£2,98’¢ (Sekil 30C), erkek deneklerde ise %15,08+1,73’e geriledigi gozlendi
(Sekil 31C). Her iki cinsiyette de antagonist gruplarindaki pSTATS5-pozitif
ndronostatin noronlarinin oraninda azalig, beslenme gruplariyla karsilastirildiginda
anlamli bulundu (p<0.01) (Sekil 32). Cinsiyetler arasinda ise pPSTAT5-pozitif
noronostatin néronlarinin oraninda antagonistin etkinligi agisindan anlamli bir fark

gbzlenmedi.
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Sekil 30. Disi deneklerde aglik sonrasi beslenme ile uyarilan ndronostatin néronlarinda non-NMDA glutamat antagonisti olan
CNQX’in etkisi. Disi deneklerde 48 saat aglik sonrasi néronostatin néronlarindaki pSTATS5 ekspresyonu (A), anterior hipotalamik
periventrikiiler ¢ekirdekte besin alimi ile aktive olan noronostatin néronlarinda pSTATS ekspresyonu (B), 48 saat agligi takiben
beslemeden 15 dk. ncesi CNQX uygulanan deneklerde anterior periventrikiiler ¢ekirdekte noronostatin néronlari (C). pSTATS
proteini eksprese eden noronostatin noronlari (A ) ve pSTAT5-negatif ndronostatin ndronlart (4).

Sekil 31. Erkek deneklerde aglik sonrasi beslenme ile uyarilan noronostatin néronlarinda non-NMDA glutamat antagonisti olan
CNQX’in etkisi. Erkek deneklerde 48 saat aglik sonrasi noronostatin noronlarindaki pSTATS ekspresyonu (A), anterior
hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte besin alimi ile aktive olan néronostatin noronlarinda pSTATS5 ekspresyonu (B), 48 saat
aclig1 takiben beslemeden 15 dk. 6ncesi CNQX uygulanan deneklerde anterior periventrikiiler ¢ekirdekte noronostatin noronlart
(C). pSTATS proteini eksprese eden noronostatin néronlari (A ) ve pSTAT5-negatif noronostatin ndronlart (4N).
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Sekil 32. Non-NMDA glutamat reseptor antagonisti CNQX’in aglik sonrasi beslenme ile aktive olan néronostatin néronlaridaki
pSTATS ekspresyonuna etkisi. Her iki cinsiyette de, aglik-beslenme gruplari ve beslenme-antagonist gruplari arasinda anlaml
farkliliklar oldugu gosterildi (** p<0,01, *** p<0,001). Cinsiyetler arasinda ise anlamli bir fark gézlenmedi.

4.5. Noronostatin Noronlarinda Glutamat Reseptorlerinin Varhg: (GluK1-3 ve 5,
GluAl-4, GluN1 ve GIuN2A)

4.5.1. Noronostatin Noronlarinda Kainik Asit Reseptor Alt Birimlerinin

Varhgimin immiinofloresan Olarak Gosterilmesi (GluK1-3 ve GluK5)

Her iki cinsiyette de anterior hipotalamik periventrikiiler niikleusta yiiksek
afiniteli GluK1, GluK2 ve GIuK3 kainat reseptorlerinin igiinii birden taniyan antikor
ile yapilan boyamalar ¢ok az sayida noronostatin néronunda bu proteinlerin eksprese

edildigini gosterdi (Sekil 33 ve 34).
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Gluk1/2/3 NST+GluK1/2/3

Sekil 33. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler cekirdekte GluK1/2/3-pozitif néronostatin néronlarinin
immiinofloresan goriintiisii. Noronostatin-pozitif (A), GluK1/2/3 pozitif (B), ve GluK1/2/3’i eksprese eden noronostatin
noronlari (C). Her iki proteini ko-eksprese eden noronlar (beyaz ok bast).

Gluk1/2/3 NST+GluK1/2/3

Sekil 34. Erkek dencklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluK1/2/3-pozitif noronostatin néronlarinin
immiinofloresan goriintiisii. Noronostatin-pozitif (A), GluK1/2/3-pozitif (B) ve GluK1/2/3-pozitif NST néoronlar1 (C). Her iki
proteini ko-eksprese eden néronlar (beyaz ok basi), sadece néronostatin-immiinoreaktif néronlar (mavi ok bast).
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Ikili immiinofluoresans ¢alismalar, ndronostatin noronlarmin glutamat
reseptorlerinin kainat reseptorii alt ailesine ait diisiik afiniteli GIuKS5 alt birim proteini
taniyan antikor ile isaretlendigini gosterdi. Ancak, her iki cinsiyette de GluKS5 reseptor
alt birim proteinini eksprese eden néronostotin néronlarinin ¢ok az sayida oldugu

gozlendi (Sekil 35 ve 36).

NST+GluK5
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Sekil 35. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluKS5-pozitif nodronostatin néronlarinin
immiinofloresan goriintiisii. Noronostatin-pozitif (A), GluK5-pozitif (B), ve GluK5-pozitif néronostatin néronlari (C). Her iki
proteini ko-eksprese eden noronlar (beyaz ok bast).

NST+GluK5

Sekil 36. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler g¢ekirdekte GluKS5-pozitif noéronostatin néronlarimn
immiinofloresan goriintiisii. Noronostatin-pozitif (A), GluK5-pozitif (B), ve GluK5-pozitif néronostatin néronlart (C). Her iki
proteini ko-eksprese eden noronlar (beyaz ok bast).
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4.5.2. Noronostatin Noronlarinda AMPA Reseptor Alt Birimlerinin Varh@nin

Immiinofloresan Olarak Gosterilmesi (GluA1-4)

AMPA reseptor ailesinden GluAl (Sekil 37 ve 38) ve GluA4 alt birim
proteininin (Sekil 39 ve 40), noéronostatin noéronlarinda ko-eksprese oldugu
belirlenirken, GIuA2 ve GIuA3 alt birim proteinlerinin ndronostatin noronlarinda

ekspresyonuna rastlanmadi.

NST+GluAl

Sekil 37. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler c¢ekirdekte GluAl-pozitif noéronostatin néronlarinin
immiinofloresan goriintiisii. N6ronostatin-pozitif (A), GluAl-pozitif (B) ve GIuAl eksprese eden néronostatin noronlari (C). Her
iki proteini ko-eksprese eden noéronlar (beyaz ok basi), sadece néronostatin-immiinoreaktif néronlar (mavi ok bast).

NST+GluAl
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Sekil 38. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GIuAl-pozitif noronostatin néronlarmnin
immiinofloresan goriintiisii. Noronostatin-pozitif (A), GluAl-pozitif (B) ve GluAl eksprese eden néronostatin néronlar (C). Her
iki proteini ko-eksprese eden noronlar (beyaz ok bast), yalniz GluA4-pozitif néronlar (sar1 ok bast). ve sadece noronostatin-
immiinoreaktif ndronlar (mavi ok bast).
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NST + GluA4

A

Sekil 39. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler c¢ekirdekte GluA4-pozitif noronostatin néronlarinin
immiinofloresan goriintiisii. Noronostatin-pozitif (A), GluA4-pozitif (B) ve GluA4 eksprese eden néronostatin néronlari(C). Her
iki proteini ko-eksprese eden noronlar (beyaz ok bast), yalniz GluA4-pozitif noronlar (sar1 ok bast).

NST + GluA4

Sekil 40. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluA4-pozitif noronostatin noéronlarinin
immiinofloresan goriintiisii. Noronostatin-pozitif (A), GluA4-pozitif (B) ve GluA4 eksprese eden noronostatin néronlarl (C). Her
iki proteini ko-eksprese eden noronlar (beyaz ok bast), yalniz GluA4-pozitif ndronlar (sar1 ok bast).

4.5.3. Noronostatin Noronlarinda NMDA Reseptor Alt Birimlerinin Varhiginin

Immiinofloresan Olarak Gosterilmesi (GIUN1 ve GIUN2A)

Her iki cinsiyette de anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GIUN1-
pozitif ndronostatin néronlari gozlendi (Sekil 41 ve 42). Ancak; noéronostatin

noronlarinda GIUN2A alt birim proteini ekspresyonuna rastlanmadi.
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NST + GluN1
-

Sekil 41. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler g¢ekirdekte GluN1-pozitif noronostatin néronlarinin
immiinofloresan goriintiisii. Her iki proteini ko-eksprese eden néronlar (beyaz ok bast), yalniz GluN1-pozitif noronlar (sar1 ok
bast) ve sadece ndronostatin-immiinoreaktif néronlar (mavi ok bast).

NST + GluN1
-«

{ A 20.0 ym
A

Sekil 42. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler g¢ekirdekte GluN1-pozitif néronostatin néronlarimin
immiinofloresan goriintiisii. néronostatin-pozitif (A), GluN1-pozitif (B) ve GIuN1 eksprese eden noronostatin néronlar (C). Her
iki proteini ko-eksprese eden néronlar (beyaz ok basi), yalniz GluN1-pozitif noronlar (sar1 ok basi) ve sadece noéronostatin-
immiinoreaktif ndronlar (mavi ok bast).

66



5. TARTISMA ve SONUC

Sonuglar1 sunulan ¢alisma ile kurgulanan hipotez dogrulanmis ve néronostatin
noronlarinin  islevlerinin diizenlenmesinde kullanilan hiicre i¢i yolaklar ve
glutamaterjik innervasyon ile ilgili literatiirde ilk olacak bulgular elde edilmistir.
Noronostatin ndronlarinin islevlerinin diizenlenmesinde her ti¢ tip hiicre i¢i yolagin da
(c-Fos, STAT ve CREB) kullanildigin1 ve farkli sinyallerin bu yolaklar {izerinden etki
ettigini gostermistir.

Tez calismast kapsaminda gergeklestirilen deneylerin sonuglart 6zgiin hedef

siralamasina gore asagida tartigilmistir.

Noronostatin Noronlarinin Hipotalamustaki Dagilimi

Noronostatin peptitinin hipotalamustaki ekspresyon paterni ilk olarak Dun ve
ark., (2010) tarafindan gosterilmistir. Sunulan g¢alismanin immiinohistokimyasal
sonuglari, literatiir bilgisi ile uyumlu olarak, ndronostatin-immiinoreaktif ndron
somalarinin anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdek, aksonal uzantilarinin
median eminens, akson sonlanmalarinin ise suprakiazmatik ¢ekirdek, ventromedial

hipotalamik ¢ekirdek ve arkuat ¢ekirdekte yerlesik oldugunu gosterdi.

Noronostatin Noronlarinin Regiilasyonunda Glutamaterjik Sistem Etkilerinin ve

Aktivasyon Yolaklarinin Arastirilmasi

Norogenezis, apopitoz, norit gelisimi ve sinaps olusumunu diizenleyen merkezi
sinir sisteminin ana eksitatdr ndrotransmitteri olan amino asit glutamatin hipotalamik
noroendokrin sistemler iizerindeki etkinligi yogun olarak arastirilmaktadir ( Eyigor ve
ark., 2001; Eyigor ve ark., 2005; Eyigor ve ark., 2010; Meeker ve ark., 1994; Minbay
ve ark., 2006 ve Van den Pol,1996). Elektrofizyolojik, molekiiler ve
immiinohistokimya gibi ¢esitli yontemlerle glutamatin hedef doku ya da ndronlar
lizerindeki etkinligi belirlenebilir. Ornegin, immiinohistokimyasal yéntemle, glutamat
ndrotransmisyonuna 6zgilin vezikiiler glutamat tastyicilarimin varligt hedef ndron

iizerindeki akson sonlanmalarinda gdsterilebilir. Immiinohistokimyasal yolla
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belirlenebilen diger norotransmisyon basamagi ise glutamat reseptor alt birimlerinin
fonksiyonel iyon kanali olusturup olusturamadiklaridir. Bunu gostermek igin
deneklerde disaridan reseptor agonistleri verilir ve hedef noronlarin aktive olup
olmadiklar1 degerlendirilir. Sinir hiicrelerinin aktivasyonlarini belirlemede ise c-Fos,
CREB ve STAT gibi farkli néronal aktivasyon belirteclerinden yararlanilir (Brown ve
ark., 2012; Fukushima ve ark., 2015; Ladyman ve ark., 2012 ve Severi ve ark., 2015).

Sunulan tez ¢aligmasinin bu boliimiinde, glutamaterjik sistemin ndronostatin
noronlarindaki etkisini arastirmak amaciyla, deneklere glutamatin iyonotropik
reseptorleri tizerinden etki eden agonistleri verildi. Elde edilen sonuglar, iyonotropik
non-NMDA ve NMDA glutamat reseptorleri ilizerinden etki eden agonistlerin,
noronostatin néronlarin1 degisik oranlarda aktive ettigini ve bu aktivasyonda c-Fos

proteininin kullanildig1 hiicre i¢i yolagin rol oynadigini gosterdi.

Disi deneklerde, anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte kainik asit,
AMPA ve NMDA enjeksiyonu ile c-Fos-pozitif noronostatin néronlarinin oraninin
4,5-12 kat kadar arttig1 gozlendi. Istatistiksel degerlendirmede, bu artislarin kontrol
gruplartyla kiyaslandiginda anlamli oldugu belirlendi. Bazal c-Fos degerleri temel
alinarak degerlendirme yapildiginda, disilerde kainik asitin (yaklasik 12 kat) en etkin
agonist oldugu sdylenebilir. Boliimiimiizde gergeklestirilen daha 6nceki ¢aligsmalarla
da oksitosin, oreksin ve nesfatin ndronlari gibi farkli néroendokrin sistemlere glutamat
agonistlerinin benzer etkileri gdsterilmistir (Eyigor ve ark, 2010; Eyigor ve ark., 2012;

Eyigor ve ark., 2015 ve Minbay ve ark., 2006).

Erkek deneklerde ise noronostatin noronlarinda aktivasyonun varligi ve orani
agoniste gore degisiklik gosterdi. AMPA ve NMDA uygulanan deneklerden elde
edilen data, kontrol gruplartyla kiyaslandiginda, her iki agonistin de c-Fos pozitif
noronostatin ndronlarinin sayisinda anlamli bir artisa neden oldugunu gosterdi. Buna
karsin, kainik asit grubunda kontrol grubu ile kainik asit grubu arasinda anlamli bir
fark belirlenmedi. Ayrica; erkek deneklerde bazal c-Fos ekpresyonundaki, yani aktive
olan ndronostatin ndronlarin oranindaki artigin, agonist NMDA ile yaklagik 7 kat ve
AMPA ile 2,5 kat oldugu gozlendi. Bu veriler, glutamatin ndronostatin néronlari
tizerindeki etkisini, kainat reseptorlerinden ziyade homomerik ve/veya heteromerik

fonksiyonel AMPA ve NMDA reseptorleri olusturarak gosterdigini ve erkek
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deneklerde noronostatin ndronlarinin non-NMDA reseptor agonistlerine, NMDA’ya
gore daha az tepki verdigini diistindiirdii. Boliimiimiizde 2015 yilinda tamamlanan bir
calismada kismen benzer sonuglar elde edildi. Soyle ki; kainik asit, AMPA ve NMDA
enjekte edilen deneklerde, c-Fos pozitif nesfatin ndronlarinin orani sirastyla %50, %78
ve %87 olarak belirlendi. Agonistler arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede
kainik asit enjeksiyonu ile saglanan aktivasyonun diger iki agoniste gore anlamli
oranda az oldugu gozlendi (Eyigor ve ark., 2015). Her iki ¢alismanin sonuglari
degerlendirildiginde, kainik asit baglayan fonksiyonel glutamat reseptorleri agisindan

cinsiyete bagl farkliligin var oldugu sonucuna varildi.

Sunulan ¢aligmanin bu bolimiinde arastirilan diger hiicre i¢i yolak
belirteclerinin (CREB ve STATS) ekspresyonlarmin degisikligi ile ilgili kontrol
denekleri ile agonist verilen denekler arasinda bir fark gozlenmedi. Bagka bir deyisle
agonistlerin hi¢biri ne CREB’in ne de STATS’in kontrol gruplarinda gozlenen bazal
diizeydeki fosforillenmesini degistirmedi. Ancak, kontrol gruplarinda, her iki
transkripsiyon faktoriiniin de eksprese ediliyor olmasi g¢aligmanin konusu olan
noronlarda bu yolaklarin kullan1ldigin1 ve CREB ile STATS5’1 fosforilleyerek etki eden
farkli sinyallerin noronostatin ndéronlarmin regiilasyonunda rol oynayabilecegini

diistindiirdii.

Noronostatin Noronlariin Fizyolojik Olarak Uyarilmas1 ve Bu Uyarilmada
Glutamat Antagonistlerinin Etkinliginin Arastirilmasi

Calismamizin konusu olan ndronostatin peptiti, besin aliminin yani sira sivi
alimi iizerine de baskilayict etki gosterir (Samson ve ark., 2008 ve Yosten ve ark.,
2011). Besin alim1 ve sivi alimi, es zamanl gergeklesen olaylar gibi goziikmesine
karsin, birbirinden bagimsiz iki davranistir (Yosten ve Samson, 2014). Sivi alim,
besin alim1 olmadan fizyolojik kosullarda devam ederken, sivi alimimin kisitlandig
kosullarda besin alimi gerceklesmektedir (Zorilla ve ark., 2005). Besin alimi sirasinda
stvi alimmi da uyaran bazi stimuluslar olmasma karsin (bagirsaklarda ¢dziinen
maddelerinin emilimini takiben olusan osmotik uyaranlar ve kat1 yiyeceklerle birlikte
kayganlastiric1 etkiye sahip sivilarin alinmasi gerekliligi gibi), istah1 uyaran biitiin
sinyaller s1v1 tiiketimini etkilememektedir (Mietlicki ve ark., 2009). Ayrica, azalmis

stvi alimimin azalmig besin alimina neden olacagi diisiiniilmektedir (Yosten ve
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Samson, 2014). Bu nedenle, peptitlerin besin ve sivi alim1 tizerindeki olasi etkilerini
aragtiran deneyler tasarlanirken iki davranisin birbirinden ayr1 degerlendirilmesi
onerilmektedir (Yosten ve Samson, 2014). Her ne kadar sunulan calisma,
noronostatini salgilayan noronlarin regiilasyonunda rol oynayan sinyalleri aragtirmak
amaciyla tasarlanmis olsa da, ndronostatin néronlarinin hem anoreksijenik hem de
antidipsijenik etkiye sahip olmasi gibi, aglik ile uyarilmis beslenme ve/veya sivi
alimimin noéronostatin ndronlarinda aktivasyona neden olabilecegi on goriilerek,
uyaricilar1 yalinlastirmak i¢in deneklerin suya erisimlerine 6tenazilerine kadar izin

verildi.

STATS ilk olarak Wakao ve ark. (1994), tarafindan prolaktin ile uyarilmig
meme bezi faktorii olarak tarif edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda STATS’in
cok sayida biiylime faktorii ve sitokin tarafindan kullanilan anahtar transkripsiyon
faktort oldugu bildirilmistir (Furigo ve ark., 2016). STATS yolagimin besin alimi ile
iliskili hormonlar ve sitokinler (Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér [GM-CSF]
gibi) tarafindan aktive edildigini gosteren calismalar vardir. Ornegin, Miitze ve ark.
(2007), leptin uygulamasi ile erkek deneklerin ARC ve SON gibi bazi hipotalamik
cekirdeklerde STATS in fostorile oldugunu gostermislerdir. Ladyman ve ark. (2012),
leptin uygulamasinin gebe deneklerde pSTATS immiinoreaktivitesini ARC, PVN ve
VMN’de kontrole gore azalttigini, buna karsin gebe olmayan deneklerde leptin ile
indiiklenmis pSTATS immiinoreaktivitesi gdzlemlemediklerini bildirmigler ve
sonuglarini leptinin belli kosullarda STATS araciligiyla etki etmesinin olas1 oldugu
seklinde yorumlamiglardir. Lee ve ark. (2008) ise STATS’in GM-CSF’nin anorektik
etkisine aracilik ettigini gOstermislerdir. Ayrica, STATS5’in beyinde hormon
kontroliiyle iligkili oldugunu diislindiiren ¢alismalar da vardir. STATSb geni
hasarlanmis farelerde hiperprolaktinemi gelismesi (Grattan ve ark., 2001) ve
periventrikiiler niikleuslarinda somatostatin mRNA seviyelerinin belirgin sekilde
azalmas1 (Bennett ve ark., 2005) bu diisiinceyi desteklemektedir. Sunulan tez
calismanin bu bdliimiinde, erkek ve disi bireylerde aglik ile uyarilmis beslenmenin,
noronostatin noronlarinin aktivasyonununa neden oldugunu ve bu aktivasyona
STATS’in fosforile oldugu hiicre i¢i yolagin aracilik ettigi gosterildi. Bu veri, bazi
noroendokrin ndronlarin aktivitelerinin diizenlenmesine STATS5 yolaginin aracilik

ettigi diisiincesini desteklemektedir. Ayrica, STATS yolag:i araciligiyla aktivitesi
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diizenlenen noron tipi agisinda degerlendirildiginde “ndronostatin- STATS iliskisi”
litratiirde ilk olacaktir. Bu bulgu, bir 6nceki bolimiin sonuglarini da destekler
niteliktedir. Soyle ki, glutamaterjik sistemin noéronostatin ndronlar1 {izerindeki
diizenleyici etkisini belirlemek i¢in kurgulanan deneyde, glutamat agonistlerinin hangi
hiicre i¢i yolak lizerinden etki ettigi, noronal aktivasyon belirteclerinin kullanildigi
immiinohistokimyasal yontemle gosterilmisti. Kullandigimiz belirteglerden biri olan
pSTATS antikoruna ait immiinoreaktivitenin kontrol gruplarinda da olmasi bazal
kosullarda ndronostatin ndéronlarinda bu yolagin kullanildigin1 ve olasilikla farkli bir
sinyalin STATS yolagi lizerinden bu noronlarin aktivitesini diizenleyebilecegini
disiindiirmiistii. Aglik ile uyarilmis beslenmeyi takiben erkek ve disi bireylerde aglik
gruplariyla kargilagtirildiginda belirlenen pSTATS-immiinoreaktif ndronostatin ndron
sayisindaki anlamli artig, farkli bir sinyalin, beslenme gibi STATS’i fosforilleyerek,
ndronostatin ndronlarmin aktivitesini diizenleyebilecegi diistincemizi

desteklemektedir.

Tez calismasinin bu bdliimiinde, aglik sonrasit beslenmenin neden oldugu
noronostatin - ndronlarindaki  aktivasyonunun, glutamat reseptorii antagonisti
uygulamasiyla baskilandig1 da gosterildi. Hem kainik asit hem de AMPA reseptor
antagonisti olarak islev géren CNQX, anlamli bir sekilde aktive olan ndronostatin
ndronu sayisini azaltti. Bu sonug, glutamatin noéronostatin néronlarindaki diizenleyici

etkisinin 6zgiin oldugunu diisiindiirdii.

Besinlerin sindirimini takiben, ince bagirsaklardan emilen karbonhidratlar
nedeniyle kan glukoz seviyesi ylikselir (glisemi). Olusan glisemi, pankreasin [-
hiicrelerinde glukoz uptake’inin artmasina ve yanit olarak insiilin salinimina neden
olur. Artmis glukoz ve/veya insiilin konsantrasyonu adipoz dokudan leptin salinimin1
tetikler. Beyne ulasan bu sinyaller, hipotalamus ve beyin sapinda NTS’de lokalize olan
ve besin alimmin diizenlenmesinde rol oynayan melanokortin sistemini uyarir.
Hipotalamustaki melanokortin sistemi “first order” ve “second order” ndéronlar olarak
nitelendirilen iki ndéron toplugundan olusur (Girardet ve Butler, 2014). “First order”
ndronlar1, besin alimini diizenleyen sinyallerin ana hedefidir ve hipotalamusun
ARC’de lokalize oreksijenik noronlar (NPY ve AgRP) ve anoreksijenik néronlardan
(POMC ve CART) olusur. Bu noronlarin aktivitesi, hipotalamusa dolasim sistemi

araciligiyla ulasan periferal; oreksijenik (ghrelin) ya da anoreksijenik sinyaller (leptin,
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insiilin, gkukoz gibi) tarafindan diizenlenir (Simpson ve ark., 2008). Kan beyin
bariyerini asarak ARC’deki reseptorlerine baglanan leptin ve insiilin, NPY/AgRP ve
POMC/CART noronlan tlizerinden anorektik etkilerini gosterirler. Her iki sinyal de
POMC néronlarmi aktive ederken, NPY/AgRP noronlarini baskilar (Enriori ve ark.,
2006 ve Porte ve ark., 2005). Insiilin ve leptin tarafindan aktive edilen POMC/CART
ndronlar1, besin aliminin baskilanmasina aracilik eden o-MSH’y1 sentezleyip
salgilarlar. a-MSH ve AgRP’nin salinimi, melanokortin reseptorleri eksprese eden ve
hipotalamusun farkli ¢ekirdeklerinde lokalize olan “second order” ndronlarini aktive
eder (Girardet ve Butler, 2014). “Second order” noronlari, MC3R ve MC4R eksprese
eden noéronlardir. Farkli beyin c¢ekirdeklerindeki MC3R ve MC4R mRNA
ekspresyonlarin1 gosteren ¢aligmalar vardir (Mountjoy ve ark., 1994). MC3R’ye gore
beyinde daha yaygin dagilim paternine sahip olan MC4R’lerin en yiiksek oranda
hipotalamusta ve beyin sapinda eksprese edildigi gosterilmistir. MC3R mRNA
ekspreyonu ise 6zellikle hipotalamusta ve limbik yapilarda belirlenmistir.

PVN’de lokalize oksitosin, tirotropin serbestlestirici hormon ve kortikotropin
serbestlestirici hormon sentezleyen néronlar MC4R eksprese eden “second order”
noronlardir. MC3R’ler, ARC’de lokalize POMC ve AgRP/NPY noéronlarinca eksprese
edilen tek melanokortin reseptdriidiir (Mounien ve ark., 2005). Bu reseptorlerin, oto-
inhibitor role sahip oldugunu diisiiniilmektedir (Renquist ve ark. 2011).

Merkezi sinir sistemindeki melonokortin sisteminin bir diger boliimii beyin
sapinda yerlesiktir. Beyin sapi, aclik ve tokluk sinyallerinin algilandigi ve
cevaplandigi ikinci bir merkez olarak kabul edilir. Bu iki melanokortin sistemi
arasinda belirgin bir koordinasyon vardir ve birbirlerine projeksiyonlar gonderirler.
Soyle ki; beyin sap1 ¢ekirdeklerinden olan NTS’de lokalize bir grup néron, PVN ve
ARC’den inputlar alirken ayni ¢ekirdeklere aksonlarin1 génderir (Cone, 2005; Yu ve
Kim 2012 ve Wang ve ark., 2015).

Beyin sapindaki NTS’de yerlesik noronlarin bir kismi, hipotalamik POMC
noronlarin1 aktive eden besinler ve tokluk faktorleri icin alternatif bir yol olusturur
(Cone, 2005 ve Girardet ve Butler, 2014). NTS’nin kommissural bolgesinde lokalize
noronlarin bir kismi POMC eksprese eder. NTS’nin hemen ventralinde yerlesik
vagusun dorsal motor niikleusunda ise CART ndéronlar1 bulunur. NTS ve vagusun

dorsal motor c¢ekirdegi beyin sapinda en yogun MC4R mRNA ekspresyonun
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gozlendigi ¢ekirdeklerdir. NTS’ deki noronlar, vagal afferentler ve bagirsak peptitleri
icin hedef hiicrelerdir. Ust gastrointestinal sistem kaynakl1 ii¢ temel sinyal tarafindan
mekanoreseptorler ve kemoreseptorler araciligiyla uyarilan vagal afferentler, bu
sinyalleri NTS’deki ndronlara ulastirirlar: 1. Gastrik ve duedonal gerilme ya da
kontraksiyon, 2. Liimenin kimyasal igerigi ve 3. Sindirilen besinlere yanit olarak
duedonum ve mideden salinan sindirim kanali peptit ya da norotransmitterleri. Gastrik
ve duedonal distansiyona yanit olusturan afferentler NTS nin kommissural ve medial
boliimiinde bulunur. Bir sindirim kanali peptiti olan CCK uyarisini alan ve yanitlayan
vagal afferentler ise NTS nin kaudal bdlgesindedir (Cone, 2005). NTS’ye gelen bu
sinyaller aksonlar araciligla hipotalamusa taginir.

Besin aliminin kontrolii, literatiir bilgisinden de anlasilacag: gibi merkezi sinir
sisteminde yer alan merkezlerin ve periferden gelen hormonal ve vagal afferentlerin
kontroliinde olan oldukg¢a kompleks bir mekanizmadir. Sunulan tez ¢alismasinda, her
ne kadar aglik ile uyarilan beslenmenin ndronostatin ndronlarindaki etkisinin
mekanizmasi arastirilmadiysa da onceki ¢alismalarin 15181 altinda mekanizmalarla
ilgili hipotezler kurgulanabilir. Beslenmenin hem hormonal hem de gastrointestinal
sistemde fizyolojik bazi degisikliklere neden oldugu bilgisinden yola c¢ikarak
“Beslenmeyi takiben kanda yiikselen insiilin ve leptin diizeyleri hipotalamik
melanokortin sistem tizerinden ndronostatin néronlarini uyarir” hipotezi test edilebilir.
Olas1 diger bir mekanizma vagal afferentler iizerinden olabilir. “Beslenmenin iist
gastrointestinal sistemde neden oldugu distansiyon ve kontraksiyonlar, sinyalleri
ve/veya bagirsak hormon reseptorleri tasiyan vagal afferentler araciligiyla, beyin sap1
melanokortin sistemi {lizerinden noéronostatin noronlar1 aktive olur” hipotezini test
etmek icin kurgulanacak deneyler ndronostatin ndronlarmin beslenme ile
aktivasyonuna neden olan mekanizmalar1 agiklayabilir. Bazi anoreksijenik
gastrointesitinal sistem peptitlerine ait reseptorlerinin periventrikiiler anterior
hipotalamusta lokalize noéronlar tarafindan eksprese edildigi bilinmektedir.
“Noronostatin noronlar1 beslenme sonrasi gastrointestinal sistemden salgilanan bazi
bagirsak peptitlerinin reseptorlerini eksprese eder” hipotezinin test edecek hedeflerin
belirlenmesi beslenmenin noronostatin néronlar1 {izerindeki etki mekanizmasina

aciklik getirebilir.

73



Gonadal steroidler, memelilerde besin alimimi etkileyen pek ¢ok faktorden
biridir (Butera, 2010). Bu etki 6zellikle disi bireylerde gozlenmektedir. Ovariyektomi
yapilan erigkin si¢anlarda besin alimi ve 6glin miktarinin dolayisiyla viicut agirliginin
artmasi ovariyan sikliis sirasinda besin alimi1 davranisinin degismesinden sorumlu olan
hormonun 0&stradiol oldugunu gostermektedir (Asarian ve Geary, 2002). Disi
sicanlarda 4-5 giinlik oOstrus sikliisiinde besin aliminda siklik degisiklikler
gozlenmektedir. Sikliisiin diger asamalar1 ile karsilastirildiginda, LH yiikselmesini
takip eden aksam besin alim1 %25 kadar azalmaktadir (Asarian ve Geary, 2006). Besin
alimindaki bu azalma, besin miktarinin azalmasinin sonucu oldugu bildirilmektedir
(Butera, 2010). Yemek yeme davranisi ile ilgili bir diger fark ise beslenme siiresinin
disilerde daha kisa olmasidir (Fukushima ve ark., 2015).

Hipotalamusta besin alimini diizenleyen néroendokrin néron gruplarindan biri
olan oreksin noronlarinin siganlarda aclik cevabinda cinsiyetler arasinda fark oldugu
gosterilmistir. Funabashi ve ark. (2009), siklusunun herhangi bir giiniinde olan disi
deneklerde oreksin néronlarinin agliga CREB’1 fosforilleyerek yanit verdigini, erkek
bireylerde ise pCREB-immiinoreaktivitesi olmadigini bildirmislerdir. Cinsiyete gore
aktivasyonu farklilik gosteren diger bir ndéroendokrin néron grubunun da MCH
noronlart oldugu bildirilmistir. Mogi ve ark., (2005), 48 saatlik a¢ligin her iki
cinsiyette de MCH ndoronlarini aktive ettigini, ancak; glukoz enjeksiyonunu takiben
gozlenen pCREB-pozitif MCH néron sayisindaki azalmanin, sadece disi deneklerde
ve sikliisiin evrelerinden etkilenmeksizin anlamli oldugunu gostermislerdir.

Sunulan tez calismasinda, disi denekler, siklus evreleriyle iligskilendirilmeden
kullanildi. Buna karsin, elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi, sikliis
evrelerinin tez caligmasinin sonuglarininda dramatik bir degisiklige neden olmadigini

gosterdi.

Noronostatin noronlarinda glutamat reseptorlerinin varhgr (GluK1-3 ve 5,

GluAl-4, GluN1 ve GIuN2A)

Sunulan ¢alismanin ¢iktilar, hem NMDA hem de non-NMDA glutamat
reseptor proteinlerinden bir kisminin ndronostatin noronlarinca sentezlendigini

gosterdi. Noronostatin néronlarinda GluA1l, GluA4, GluK1/2/3, GluKS5 ve GluN1
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reseptor proteinlerinin ekprese edildikleri belirlenirken, GluA2, GluA3 ve GIuN2A

proteinlerinin varligini gdsteren immiinoreaktiviteye rastlanmadi.

Glutamat reseptorlerinin merkezi sinir sistemi ve hipotalamustaki dagilimlarini
mRNA ve protein diizeylerinde gdsteren ¢aligsmalar literatiirde mevcuttur (Eyigor ve
ark., 2001, Eyigor ve ark., 2005; Martin ve ark., 1993; Petralia ve Wenthold., 1992;
Petralia ve ark., 1994 ve Sato ve ark., 1993). Immiinohistokimya ve in situ
hibridizasyon caligmalari ile anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte AMPA
reseptor ailesinden GluA 1 ve GluA2 mRNA ve proteinlerinin orta-yliksek yogunlukta,
buna karsin; GluA3 ve GluA4 i¢in diisiik yogunlukta eksprese edildigi bildirilmistir
(Martin ve ark., 1993 ve Sato ve ark., 1993). Baska bir in situ hibridizasyon
calismasinda, ayn1 bolgede kainat reseptor alt birimlerinin mRNA diizeyinde varliklari
belirlenmis ve GluK5’in yiiksek ve diger alt birimlerin (GluK1, GluK2 ve GIluK3)
diistik-orta yogunlukta eksprese edildikleri gosterilmistir (Eyigor ve ark., 2001). Ayni
calismada NMDA reseptor alt birimlerinin mRNA sinyalleri de belirlenmis ve en
yogun sinyalin GluN2A’ye ait oldugu gosterilmistir. mRNA sinyallerinin GluNI1,
GIuN2B ve GIuN2D alt birimleri i¢in orta, GluN2C igin ise diisiikk yogunlukta oldugu
bildirilmistir (Eyigor ve ark., 2001). Sunulan ¢aligmada ikili floresan boyama ile elde
ettigimiz sonuglar, dnceki calismalarda anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte
belirlenen NMDA ve non-NMDA glutamat reseptér sinyallerinin bir kisminimn

noronostatin ndéronlarina ait oldugunu diistindiirmiistiir.

Glutamat reseptor alt birimleri bir araya gelerek fonksiyonel reseptor
kompleksleri olustururlar. Bu reseptér kompleksleri homomerik ya da heteromerik
yapida olabilir. Aynmi alt birimlerin bir araya gelmesiyle homomerik, farkli alt
birimlerin bir araya gelmesi ile de heteromerik fonksiyonel iyon kanallar1 olusur

(Kumar ve ark., 2011; Mayer, 2016 ve Herguedas ve ark., 2016).

Sunulan ¢alisma, néronostatin néronlarinin kainat reseptor ailesine ait hem
diisiik afiniteli hem de yiiksek afiniteli reseptor alt birim proteinlerini eksprese
ettiklerini gdsterdi. Bu sonuglar bize néronostatin ndronlarinda eksprese edilen kainat
reseptor proteinleri ile ilgili iki sey diisiindiirdii: 1. Tek basina kanal olusturamayan
GluK5 alt birimi; GluK1, GluK2 ya da GIuK3 alt birimlerinden biri ile bir araya

gelerek fonksiyonel heteromerik kainat reseptor kompleksi olusturabilir. 2. Diisiik
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affiniteli kainat reseptor alt birimleri olan GluK1, GluK2 ya da GluK3 fonksiyonel

homomerik kainat reseptdr kompleksi olusturabilir.

AMPA reseptor kompleksleri homomerik iyon kanallar1 olabilecekleri gibi,
bliylik ¢cogunlukla heteromerler seklinde bulunurlar (Herguedas ve ark., 2016 ve
Mayer, 2016). Tersine NMDA reseptor alt birimleri yalnizca heteromer yapisinda
fonksiyonel reseptor kompleksleri olusturabilir (Paoletti, 2011). NMDA reseptor
komplekslerinin zorunlu alt birimi GIuN1’dir (Kumar ve ark., 2011). Sunulan
calismada elde edilen sonuglar, glutamatin néronostatin néronlar iizerindeki aktive
edici etkisine kainat reseptorleri ile birlikte AMPA-secici iyonotropik glutamat
reseptorlerinin de aracilik ettigini gosterdi. Noronostatin ndronlarinda ekprese edildigi
belirlenen GluAl ve GluA4 alt birimlerinin kendi baglarina ya da birlikte fonksiyonel
katyon kanallar1 olusturduklart diisliniildii. Tez calismasi kapsaminda arastirilan
NMDA reseptor alt birim proteinlerinden GluNI1’in ndronostatin ndronlarinda
eksprese oldugu goézlendi. GIuN2A immiiniireaktivitesi ndronostatin ndronlarinda
belirlenmemesine karsin, yine de bu noronlarin fonksiyonel NMDA-segici glutamat
reseptorleri tasidiklart diisliniildii. Ciinkii; 1. Noronostatin néronlarinda NMDA
reseptor komplekslerinin olmazsa olmaz alt birimi GIuN1’in ekspresyonu pozitifti. 2.
Noronostatin - noronlarinin  regiilasyonunda  glutamaterjik  sistem etkilerinin
arastirildigr boliimde, disi ve erkek deneklerin noronostatin ndéronlart NMDA
uyarisina istatistiksel anlamlilik tagiyan artmis c-Fos ekspreyonu ile yanit verdiler. 3.
GluN1 alt birimi, GluN2’nin diger tipleri ile de fonksiyonel reseptor kanallari
olusturur. Sunulan ¢alismada, GIuN2B, GIuN2C ve GIuN2D’nin ndronostatin
noronlarindaki ekspresyonu arastirilmadi. Yine de; GIUN2B, C ve D reseptor tiplerinin
anterior hipotalamik periventrikiiler cekirdekteki varligi, ayn1 bolgede lokalize
ndronostatin ndronlarinin bu reseptor tiplerini eksprese edebileceklerini, dolayisiyla
glutamat tarafindan NMDA reseptorleri araciligiyla regiile edilebilecegi olasiligini

tasimaktadir.
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Sunulan ¢alismayla néronostatin noronlarinin regiilasyonu ile ilgili literatiirde

ilk olacak pek ¢ok yeni data elde edilmistir:

1. Noronostatin néronlariin aktivitesinin diizenlenmesinde glutamaterjik sistem

direkt rol oynar.

2. Noronostatin noronlarinin aktivasyonunda c-Fos proteininin eksprese edildigi,
CREB ve STATS proteinlerinin fosforillendigi hiicre i¢i aktivasyon yolaklari

kullanilir.

3. Farkli sinyal molekiilleri, noronostatin ndronlarinda farkli transkripsiyon

faktorlerinin ekspresyonuna neden olur.

4. Noronostatin noronlarinda eksprese edilen fonksiyonel katyon kanallarinin tipleri

ve etkinlikleri disi ve erkek bireyler arasinda farklilik gosterir.

5. Noronostatin noronlari, aglik sonrasi beslenme ile STATS proteininin

fosforillendigi hiicre i¢i yolak ile aktive olur.

6. Noronostatin ndronlarinin aglik sonrasi beslenme ile aktivasyonu glutamat reseptor

antagonistleri ile baskilanir.

7. Noronostatin noronlari, homomerik ya da heteromerik fonksiyonel reseptor
kompleksleri olusturabilecek glutamat reseptor alt birimlerinin bir kismini eksprese

eder.

Bu bulgularin 15181 altinda, besin aliminin baskilanmasinda etkin bir peptit olan
ndronostatini sentezleyen noronlarin fonksiyonlariin diizenlenmesinde, besin alimi
gibi periferik sinyallerin ve norotransmitter glutamat gibi santral sinyallerin rol
oynadig1r ve glutamatin etkinligini NMDA ve non-NMDA reseptorleri araciliiyla

gosterdigi sonucuna varildi.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ABC: Avidin biyotin kompleksi

ACTH: Adrenokortikotropik hormon

AgRP: Agouti-iliskili protein

AMPA: o—amino—3-hidroksi—5—-metil-4—izoazolpropionik asit
AMPK: Adenozin monofosfat protein kinaz
AR: Antijen retrival

ARC: Arkuat niikleus

BDNF: Beyin-tiirevli norotrafik faktor

Ca?*: Kalsiyum

CAMP: Siklik adenozin monofosfat

CART: Kokain ve amfetamin iliskili transkript
CB1: Endokannabinoid reseptor 1

CCK: Kaolesistokinin

CCKX1: Kolesistokinin reseptorii-1

CCK2: Kolesistokinin reseptorii-2

CLIP: Corticotropin-like Intermediate Peptide
CNQX: 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
CRF: Kortikotropin salgilatic1 faktor

CRH: Kortikotropin-salgilatict hormon

DAB: Diaminobenzidin

dH20: Distile su

DMN: Dorsomedial niikleus

DNQX 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione
EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit disodyum
GABA: Gama-amino butirik asit

GH: Biiyiime hormonu

GHRH: Biiyiime hormonu salgilatici hormon
GLP: Glukagon-benzeri peptit

GLP-1: Glukagon-benzeri peptit-1

GLP-2: Glukagon-benzeri peptit-2

GM-CSF: Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor
GluA: AMPA reseptorleri

GluK: Kainat reseptorleri

GluN: NMDA reseptorleri

GnRH: Gonodotropin-salgilatici hormon
GPR107: G protein-bagl reseptor 107

GRP: Gastrin-salgilatict peptit

H20: : Hidrojen peroksit

HCI: Hidroklorik asit

INSR: Insulin reseptorii

JNK: c-Jun N-terminal kinazlar

K* :Potasyum

Kainat: 2—karboksi—3—karboksimetil-4—izopropenilpirolidin
LepR: Leptin reseptdrii

LHA/PFA: Lateral hipotalamik alan/perifornikal alan
MC3R: Melanokortin-3 reseptorii
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MC4R: Melanokortin-4 reseptorii

MCH: Melanin konsantre edici hormon

Mg?* :Magnezyum

MK-801: Dizocilpine

MRNA: Mesajc1t RNA

Na* :Sodyum

NaCl: Sodyum Kloriir

NaOH: Sodyum hidroksil

NMDA: N-metil-D-aspartat

NPP: N-Terminal Peptide of Proopiomelanocortin
NPY: Noropeptit Y

NST: Noronostatin

NTS: Niikleus traktus solitarus

ODb: Obesite

OXM: Oksintomodiilin

PCREB: Fosforile c-AMP-yanitli element baglayici protein
PKA: Protein kinaz-A

POMC: Pro-opiomelanokortin

PP: Pakretik polipeptit

PSTAT: Fosforile sinyal ¢evrimcileri ve transkripsiyon aktivatorleri
PVN: Paraventrikular niikleus

PYY: Peptit YY

SCN: Suprakiazmatik niikleus

SHU9119: Melanokortin-3/4 reseptor antagonisti
SON: Supraoptik niikleus

SST: Somatostatin

SSTR: Somatostatin reseptorii

TRH: Tiroid salgilatict hormon

VGLUT: Vezikiiler glutamat tagiyicilari

VMN: Ventromedial niikleus

Y1R: NPY reseptorii

a-MSH: Alfa-melanosit stimiile edici hormon=melanokortin
B-LPH: B-Lipotropin

B-MSH: p-Melanotropin

y-LPH: Lipotropin Gamma

v-MSH: y-Melanotropin
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8. EKLER

8.1. Sekil Listesi

Sekil 1. Hipotalamusun organizasyonu (lversen ve ark., 2004).

Sekil 2. Besin aliminin diizenlenimi ile ilgili hipotalamik c¢ekirdekler
(http://www.cellbiol.net/ste/alpobesity2.php.  sitesindeki  resimden  modifiye
edilmistir. Erisim tarihi: 06.12.2016).

Sekil 3. Santral melanokortin sistem (http://www.cellbiol.net/ste/alpobesity2.php.
sitesindeki resimden modifiye edilmistir. Erisim tarihi: 06.12.2016).

Sekil 4. Merkezi oksitosin sistemi.

Sekil 5. Besin aliminin diizenlenmesinde rol oynayan hipotalamik c¢ekirdekler,
peptitler ve yolaklar (Simpson ve ark., 2008).

Sekil 6. Ikili immiinohistokimyasal isaretlemelerin degerlendirilmesi.
Sekil 7. Hipotalamusta ndronostatin ndronlarinin dagilima.
Sekil 8. Hipotalamusta ndronostatin-pozitif hiicre uzantilarinin dagilimi.

Sekil 9. Kainik asit uygulamasinin disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler
cekirdekte yerlesik noronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonuna etkisi.

Sekil 10. Kainik asit uygulamasinin erkek deneklerde anterior hipotalamik
periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik noronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonuna
etkisi.

Sekil 11. Anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte lokalize noronostatin
noronlarinda c-Fos ekspresyonu.

Sekil 12. Kainik asit uygulamasinin disi deneklerde anterior hipotalamik
periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik ndronostatin néronlarinda pSTATS ekspresyonuna
etkisi.

Sekil 13. Kainik asit uygulamasmin erkek deneklerde anterior hipotalamik
periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik ndronostatin néronlarinda pSTATS ekspresyonuna
etkisi.

Sekil 14. Kainik asit uygulamasmin disi deneklerde anterior hipotalamik

periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik ndéronostatin néronlarinda pCREB ekspresyonuna
etkisi.
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Sekil 15. Disi deneklerde AMPA uygulamasinin anterior hipotalamik periventrikiiler
cekirdekte yerlesik noronostatin néronlarindaki c-Fos ekspresyonuna etkisi.

Sekil 16. Erkek deneklerde AMPA uygulamasinin anterior hipotalamik
periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik noronostatin noronlarindaki c-Fos ekspresyonuna
etkisi.

Sekil 17. Anterior hipotalamik periventrikiiler cekirdekte lokalize noronostatin
noronlarinda c-Fos ekspresyonu.

Sekil 18. Disi deneklerde AMPA uygulamasinin anterior periventrikiiler ¢ekirdegin
ndronostatin noronlarindaki pSTATS ekspresyonuna etkisi.

Sekil 19. Erkek deneklerde AMPA wuygulamasinin anterior hipotalamik
periventrikiiler ~ ¢ekirdekte yerlesik noronostatin  néronlarindaki  pSTATS
ekspresyonuna etkisi.

Sekil 20. Disi deneklerde AMPA uygulamasinin anterior hipotalamik periventrikiiler
cekirdekte yerlesik ndronostatin noronlarindaki pCREB ekspresyonuna etkisi.

Sekil 21. Disi deneklerde NMDA uygulamasinin anterior periventrikiiler ¢ekirdegin
ndronostatin ndronlarindaki c-Fos ekspresyonuna etkisi.

Sekil 22. Erkek deneklerde NMDA uygulamasinin anterior periventrikiiler ¢ekirdegin
noronostatin noronlarindaki c-Fos ekspresyonuna etkisi.

Sekil 23. Anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte lokalize ndronostatin
noronlarinda c-Fos ekspresyonu.

Sekil 24. NMDA uygulamasinin disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler
cekirdekte yerlesik néronostatin ndronlarinda pSTATS ekspresyonuna etkisi.

Sekil 25. NMDA uygulamasinin erkek deneklerde anterior hipotalamik
periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik noronostatin néronlarinda pSTATS ekspresyonuna

etkisi.

Sekil 26. Aglik (A) ve beslenme (B) gruplarinda supraoptik ¢ekirdekte c-Fos proteini
eksprese eden nesfatin néronlari.

Sekil 27. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢cekirdekte beslenme ile
uyarilan ndronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonu.

Sekil 28. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte beslenme
ile uyarilan néronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonu.

Sekil 29. Anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte, beslenme ile uyarilan
noronostatin néronlarinda c-Fos ekspresyonu.
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Sekil 30. Disi deneklerde aglik sonrasi beslenme ile uyarilan nodronostatin
ndronlarinda non-NMDA glutamat antagonisti olan CNQXin etkisi.

Sekil 31. Erkek deneklerde aglik sonrasi beslenme ile uyarilan ndronostatin
noronlarinda non-NMDA glutamat antagonisti olan CNQX’in etkisi.

Sekil 32. Non-NMDA glutamat reseptor antagonisti CNQX’in aglik sonrasi beslenme
ile aktive olan ndronostatin ndronlarindaki pSTATS ekspresyonuna etkisi.

Sekil 33. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluK1/2/3-
pozitif ndronostatin néronlarinin immiinofloresan goriintiisii.

Sekil 34. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler c¢ekirdekte
GluK1/2/3-pozitif néronostatin néronlarinin immiinofloresan goriintiisi.

Sekil 35. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluKS5-
pozitif ndronostatin néronlarinin immiinofloresan goriintiisii.

Sekil 36. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluKS5-
pozitif néronostatin néronlarinin immiinofloresan goriintiisii

Sekil 37. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluAl-
pozitif néronostatin ndronlarinin immiinofloresan goriintiisii

Sekil 38. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluAl-
pozitif noéronostatin néronlarinin immiinofloresan goriintiisii.

Sekil 39. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluA4-
pozitif noronostatin néronlarinin immiinofloresan goriintiisii.

Sekil 40. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluA4-
pozitif néronostatin ndronlarinin immiinofloresan goriintiisii.

Sekil 41. Disi deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢ekirdekte GluN1-
pozitif ndronostatin néronlarinin immiinofloresan goriintiisii.

Sekil 42. Erkek deneklerde anterior hipotalamik periventrikiiler ¢cekirdekte GluN1-
pozitif néronostatin ndronlarinin immiinofloresan goriintiisii.
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8.2. Tablo Listesi

Tablo 1. Besin alimi ve enerji homeostazi tizerine etkili peptitler
Tablo 2. Tez calismasi kapsaminda kullanilan primer antikorlar.

Tablo 3. Calismada kullanilan primer antikorlarin diliisyonlari, inkiibasyon siireleri,
sicakliklar1 ve 6n uygulamalari.

Tablo 4. Hayvan deneyi protokolii
Tablo 5. Hayvan deneyi protokolii

Tablo 6. Deneklerin agirlik ve yem tiiketim miktarlari.
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