6107

ITADZIA udno

1ZAL VIOLIOA I'TVA NI'TIAVNYV ITOTOATMIINA HA IFTOTOLSIH

T.C. \’0056 UNI;,

BURSA ULUDAG o O Qs
UNIVERSITESI g (QE :? Y
SAGLIK BILIMLERI s (A. :
' ENSTITUSU . 959
HiSTOLOJi VE EMBRiYOLOJI
ANABILIM DALI

FARKLI STRES MODELLERINDE NESFATIN-1 VE
NORONOSTATIN NORONLARINDAKI AKTIVASYONUN VE
GLUTAMATERJIK SiSTEM ETKILERININ HISTOLOJIiK
TEKNIKLERLE ARASTIRILMASI

GULCIN EKIZCELI

(DOKTORA TEZI)

BURSA-2019




T.C. . S @ © s""w,
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI g @15 )
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU =@ ?{. .
HISTOLOJI VE _EMBRiYOLOJi <l '2 [
ANABILIM DALI )

FARKLI STRES MODELLERINDE NESFATIN-1 VE
NORONOSTATIN NORONLARINDAKI AKTIVASYONUN VE
GLUTAMATERIJIK SISTEM ETKILERININ HISTOLOJIK
TEKNiKLERLE ARASTIRILMASI

Giil¢in EKIiZCELI

(DOKTORA TEZi)

DANISMAN:
Prof. Dr. Ozhan EYIGOR

BURSA-2019




T.C.

BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ETiK BEYAN

Doktora tezi olarak sundugum “Farkh stres modellerinde nesfatin-1 ve
noronostatin noronlarindaki aktivasyonun ve glutamaterjik sistem etkilerinin
histolojik tekniklerle arastirlmas1” adli c¢alismanin, proje sathasindan
sonuglanmasina kadar gegen biitiin siireclerde bilimsel etik kurallarina uygun bir
sekilde hazirlandigim1  ve yararlandigim eserlerin  kaynaklar  boliimiinde

gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Giil¢in EKIZCELI

Tarih ve imza

II



SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 doktora dgrencisi Giilgin EKIZCELI
tarafindan hazirlanan “Farkhi stres modellerinde nesfatin-1 ve ndéronostatin
noronlarindaki aktivasyonun ve glutamaterjik sistem etkilerinin histolojik
tekniklerle arastirnlmas1” konulu doktora tezi 02/08/2019 giinii, 11:00-13:00
saatleri arasinda yapilan tez savunma sinavinda jiiri tarafindan oy birligi/oy ¢oklugu

ile kabul edilmistir.

Adi-Soyadi imza

Tez Damisman1  Prof. Dr. Ozhan EYIGOR

Uye Prof. Dr. Zehra MINBAY

Uye Dog. Dr. flker M KAFA

Uye Prof. Dr. V. Seving INAN

Uye Dr. Ogrt. Uyesi F. Bahar SUNAY
Bu tez Enstitii Yonetim Kurulu'nun ... tarih ve
............................ sayil1 toplantisinda aliman ........................... numaral

karari ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Giillsah CECENER
Enstiti Miudira

III



TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU
02/08/2019

Adi1 Soyadr: Giilgin EKIZCELI

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Tez Konusu: Nesfatin-1 ve noronostatin néronlarinin stres molekiillerini protein
diizeyinde sentezleyip sentezlemediginin arastirilmasi. Ayrica farkli akut stres

modellerinde nesfatin-1 ve ndronostatin noronlarindaki aktivasyonun ve

glutamaterjik sistem etkilerinin histolojik tekniklerle arastirilmasi.

OZELLIKLER UYGUNDUR UYGUN DEGILDIR ACIKLAMA

Tezin Boyutlari u a
Di1s Kapak Sayfasi u a
I¢c Kapak Sayfas1 ] Q
Kabul Onay Sayfasi u a
Sayfa Diizeni [ | a
Icindekiler Sayfasi u a
Yaz1 Karakteri u a
Satir Araliklart u a
Basliklar | (
Sayfa Numaralar1 [ | a
Eklerin Yerlestirilmesi | a
Tablolarin Yerlestirilmesi u a
Kaynaklar [ | a
DANISMAN ONAYI

Unvam Adi Soyadi: Prof. Dr. Ozhan EYIGOR

Imza:

IV



ICINDEKILER

Di1s Kapak

¢ Kapak

ETIK BEYAN..oucninincnnsensincnssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 11
KABUL Ve ONAY ..uuuiiiiiiiiiiinsiissninssnisssesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns I
TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU .....cccicvviicssnnisssnrcsssncsssncssssnsssssssssssssssssssses v
ICINDEKILER .....uueeceeeeeeeeeeeeeeeseesssssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess \Y
TURKCE OZET ..ccuuincusinnencnsenssssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss VIII
INGILIZCE OZET cuueenieceresesencnssisenscnscnssssisssssesssssssassssessssssssssssssssssssassssssses IX
Lo GIRIS ininincnncancincinsinssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2. GENEL BILGILER ....uuueriincncesesencnensensenscnesssssassssssssssssssssssesssssssssssscnss 6
2.1 SEEES cueerrnneirueninecsnencsansssnessanssnesssnsssassssesssassssesssassssessssssssssssassssssssassssesssnsssassssassnne 6
2.2. Hipotalamik Hipofizer Adrenal AKS.........cccceerevuericssssnnrecsssnnnccssssnsncsssassesssnnnes 9
2.2.1. ParaventriKiller NUKIEUS ....ccccccevvuricrvuriissnrisssnnisssnncssnrcssnsncssnsnessnsnossssscsssscses 11
2.2.2. Kortikotropin Saliverici FAKLOr ........cccoivvericiisnniccscsnricssssnnrecsssnnsscsssasssssnns 13
2.2.3. Kortikotropin Saliverici Faktor Reseptorleri.......cciecneinseenseeesseecsnencnnnene 16
2.2.4. HIPOFIZ BeZi.uuuerueiererieiinensnninnnisninssecsnicnssisssessssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssns 17
2.2.5. Adrenokortikotropik HOIrmom ..........eeieveeicicnninssnncssnncssnncssnsncssssnessssscsnsscses 18
2.2.6. AArenal BeZ .....cccovuueriiiisuniicissnniccsssnnsicsssssnsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssss 19
2.2.7. GIUKOKOTtIKOIAILL ...cuuereevunriiisnrinssnnncssnnisssnncsssnnisssnesssnessssnessnsnessssssssssssssnsssses 20
2.2.8. Kortikosteroid ReSePtOrIeri ......cccrcverecssssnerecsssnriccsssansecsssssresssssssssssssassssssnns 23
2.3. Glutamaterjik SiStemMl.......ccoveicrvericsverisssnncsssnrecsssnecssssessssnssssssssssnessssssssssssssssssns 27
2.3.1. iyonotropik Glutamat ReSePtOrIeri......cceererrereeserereareresesesessaresesssessssasesenes 28
2.3.2. Metabotropik Glutamat ReSeptorleri ..........coevverevcverescnrcscercssercssnnncscnenenes 29
2.4. Merkezi Melanokortin Sistemi ve Besin Alim1 Diizenlenimi........c.cccceeeeeunnnes 30
PR T [0 2111 1 E T 31
2.5.1. Nesfatin-1 ve Besin Alimi Diizenlenmesi.........ccceeerevunricssssnnrecsssnneccssnssscsnes 32
2.5.2. NeSTatin-1 Ve StIeS...cccceercricssricssnrcsssnnissssnesssssessssessssnssssssosssssosssssssssssssssssses 32
2.6. NOTONOSTALIN...ueeiierisrriecssssnriosssssnressssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 37
2.6.1. Noronostatin’in Genel OZelliKIETi.......ceuucumeurrmcussenssescnsscnsssscsssenssssesscns 37
2.7. Noronal AKtivasyon BelirteCleric...ccneiiicsissnrccsssnneccsssnnnecsssnsresssssssecssnnnes 39
3. GEREC VE YONTEM ....ccvuuiusinnincnssenssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 40
3.1. Deney HayVanlari..... . eeeccccssniicssssnnicssssnsnesssssnssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssonans 40
3.2. Beyin DoKularinin EIdesi......ccoceicnceicniricssncssnncssnncssnicsssnncssssncssssessssssssssseses 40
3.3. Stres Deney Gruplari...ccceeeiccineiiccsssssecsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
3.3.1. Stres Kontrol GrubU......ecceiccseeccsnicssnicsssncssssecssssssssssssssssssssssssssssesssssses 42
3.3.2. IMmMODbIliZASYON Stresi GrUDU ......cuceeeeeeerereresesessesesssessssesesesssessssesesssssessasesenes 42
3.3.3. YUIZIMeE Stresi GrubU ....cceeiccveiciiseicissnncssnncsssncssssesssssessssssssssssssssssssssosssssses 43
3.3.4. Akut Inflamatuvar Stres GrubU ... ccceeceseusenscussusessenscnssssssscssensssssessenses 44
3.4. Glutamat Reseptor Antagonisti Uygulamalari..........ceicvcercnceccssnnccssnnncnns 45
3.4.1. NMDA Reseptor Antagonisti MK-801 Uygulamasi.......ccccceeecsccnnrecsscnsnees 45
3.4.2. Non-NMDA Reseptor Antagonisti CNQX Uygulamasi........ccccceercercrcnnnenes 45
3.5. Kesitlerin Elde Edilmesi ve SAKIaNMAaSL.....ccccevvveriicscsnricssssnnrecsssnnnccsssnssscsnns 46
3.6. Immiinohistokimyasal ISaretlemeler............coeeeueereuereereresseseressesessesesessesesenes 46
3.6.1. Antikorlarin OptimiZASYONU .......ccceccseerccsssnreccssssssecsssssssessssssssssssssssssssssssseses 46
3.7. Stres Molekiillerinin Dagilimin Incelenmesi...........ce.eeeeeerevesereressesesesesessesens 49



3.7.1. CRFR-1 Dagiliminin ince}enmpsi .................................. sereensnsnsasnsnsnasaenens 50
3.7.1.2. Noronostatin/ CRFR-1 Ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

3.7.2. CRFR-2 Dagiliminin INCelenmesi.......ccceeeuerereressereresesessesessssesessessssssesesseses 52
3.7.2.1. Nesfatin-1/ CRFR-2 ikili Immiinohistokimyasal isaretleme Protokolii 52
3.7.2.2. Noronostatin/ CRFR-2 Ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

.................................................................................................................................... 53
3.7.3. GR Dagiliminin INCEIENIMESi .........cevrererrerererrerereasesesesesessesessssesessessssssesesseses 54
3.7.3.1. Nesfatin-1/ GR Ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii......... 54
3.7.3.2. Noronostatin/ GR Ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokoli.... 55
3.7.4. MR Dagiiminin INCelenmmesi........coeeuerrerererererssreresesessssesesesssessasessssssssssasesenss 57
3.7.4.1. Nesfatin-1/ MR Ikili iImmiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii........ 57
3.8. Stres Etkilerinin immiinohistokimyasal Olarak Degerlendirilmesi ............ 58
3.8.1. Nesfatin-1/ c-Fos ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii......... 58
3.8.2. Noronostatin/ pSTATS5 ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii
.................................................................................................................................... 59
3.9. HUICIe SAYIMLuuueeiiiiissrrrecsssssrresssssssscsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 60
3.10. Tstatistiksel DeSerlendirie...........ecereererereereresessesessssessssessssssessssesssssessssesesense 61
4. BULGULAR ....uooitiiicctictencticntissessssessstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 62
4.1. Nesfatin Noronlar1 ve Stres Molekiilleri ile Yapilan Immiinohistokimyasal
ISATELICINEICT ....ececeeeeerererrrrrrsssssesessessssessssesssssssssssssssssesssssssssssssesssssesssasasees 62
4.1.1. Nesfatin-1 Noronlarinda CRFR-1 Ekspresyon Degerlendirmesi.............. 63
4.1.2. Nesfatin-1 Noronlarinda CRFR-2 Ekspresyon Degerlendirmesi .............. 64
4.1.4. Nesfatin-1 Noronlarinda GR Ekspresyon Degerlendirmesi.......c...cccecueeeee. 65
4.1.5. Nesfatin-1 Noronlarinda MR Ekspresyon Degerlendirmesi.............ccceu... 68
4.2. Noronostatin Noronlar1 ve Stres Molekiilleri ile Yapilan
Immiinohistokimyasal ISaretlemeler............oeererrerereererersesesesensssssessssesssessesesesens 69
4.2.1. Noronostatin Noronlarinda GR Ekspresyon Degerlendirmesi.................. 70

4.3. Stresin Nesfatin-1 Noronlar1 Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi..72
4.3.1.1. Immobilizasyon Stresinin ve Glutamat Reseptor Antagonistlerinin (MK-
801 ve CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Paraventrikiiler Nukleusundaki
Nesfatin-1 Noronlar1 Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi .........ccccueeee. 73
4.3.1.2. Iimmobilizasyon Stresinin ve Glutamat Reseptér Antagonistlerinin (MK-
801 ve CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Arkuat Nukleusundaki Nesfatin-1
Noronlar: Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi..........ccceeveeevivrcsiercscnnnenns 76
4.3.2.1. Yiizme Stresinin ve Glutamat Reseptor Antagonistlerinin (MK-801 ve
CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Paraventrikiiler Nukleusundaki Nesfatin-1
Noronlar: Aktivasyonuna EtKisinin Degerlendirilmesi .........cccoccveeeecsccnnrecsicnnnece 79
4.3.2.2. Yiizme Stresinin ve Glutamat Reseptor Antagonistlerinin (MK-801 ve
CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Arkuat Nukleusundaki Nesfatin-1 Noronlar:
Aktivasyonuna EtKisinin Degerlendirilmesi........coeecveeiseeisuenseenseensecsseecsnessnnens 82
4.3.3. Akut Enflamatuvar Stresin ve Glutamat Reseptor Antagonistlerinin (MK-
801 ve CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Supraoptik Nukleusundaki Nesfatin-1

Noronlar: Aktivasyonuna EtKisinin Degerlendirilmesi .........cccoccveeeecsccnnrecsicnnnece 85
4.4. Stresin Noronostatin Noronlar1 Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi
..................................................................................................................................... 91
5. TARTISMA VE SONUC ...cccitiireisseecsenssnncssnnsssecsansssassssassssessssssssssssassssasssssssassss 98
6. KAYNAKLAR ..coouiiiiitinieitensnensnnssinssnssecssesssessssssessssssasssessasssasssssssessasssassassssesss 108

VI



8. EKLER......ucueeeerereeereressesessssesessesessssessssssessssessssssessssssessssesssssessssssessssesssssesssseses 140
9. TESEKKUR ..oovvurerrrisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 141
10. OZGECMIS...uuvereerereereresenesessesessesessssesssssssessessssssessssessssssesessassssssesssssssssssesens 142

Vil



TURKCE OZET

“Farkhi stres modellerinde nesfatin-1 ve noronostatin noéronlarindaki
aktivasyonun ve glutamaterjik sistem etkilerinin histolojik tekniklerle
arastirillmasi.”

(Calismada, besin alimin1 baskilayan nesfatin-1 ve ndronostatin néronlarinin
stresin neden oldugu sinyalleri algilama mekanizmalari, stresin séz konusu
noronlardaki olasi aktive edici etkisi ve bu aktivasyonda glutamaterjik sistemin rolii
arastirilmistir.

Strese bagli sinyallerin algilanmasinin gosterilmesi amaciyla, ilgili ndronlarda
glukokortikoid (GR), mineralokortikoid (MR) ile kortikotropin-saliverici faktor
reseptor (CRFR) proteinleri ve noronlar iizerindeki sinir sonlanmalarinda
kortikotropin-saliverici  faktdr  ekspresyonlart  degerlendirilmistir.  Nesfatin-1
ndronlarmin periferik stres sinyallerini algilayacak GR, MR ve CRFR proteinlerini,
noronostatin néronlarinin ise sadece GR proteinini eksprese ettigi belirlenmistir. Bu
veriler, periferik stres sinyallerinin direkt olarak bu noronlara ulasabildigini
gostermektedir.

Farkli tipte stres uygulamalariin (hareketsizlik, yiizme ve akut enflamatuvar
stres) nesfatin-1 ve ndronostatin néronlarindaki aktive edici etkisinin arastirildigi
ikili immiinohistokimyal boyamalarla, immobilizasyon ve ylizme stresi sonrasinda
Ozellikle paraventrikiiler ve arkuat c¢ekirdeklerdeki nesfatin-1 ndronlarinda
aktivasyonunun anlaml olarak arttirdigi; ancak, ndronostatin néronlarinda degisiklik
olmadig1 gosterilmistir. Akut enflamatuvar stresin ise sadece supraoptik ¢ekirdekteki
nesfatin-1 noronlarini aktive ettigi belirlenmistir.

Strese bagli olusan aktivasyonda glutamaterjik sistemin etkinligi, stres oncesi
glutamat reseptdr antagonistleri uygulanan deneklerde incelenmis ve aktivasyonu
anlaml bir sekilde baskilandigin1 gdstermistir. Bu sonug, nesfatin-1 ndronlarmin
strese bagli aktivasyonunda, glutamati norotransmitter olarak kullanan iist
merkezlerin de rol oynayabilecegini diistindiirm{istiir.

Sonug olarak tez ¢alismalarimizda, besin aliminin baskilanmasinda rol alan
noronlarin  periferik stres sinyallerini algilayabilecek reseptér proteinlerini
sentezledigi, akut stres durumlarinda besin alimmin azalmasina nesfatin-1
noronlarinin aracilik edebilecegi ve bu noronlarin strese yanitinda glutamaterjik
sistemin Onemli rol oynadigi belirlenmistir. Bu verilerin, strese bagli beslenme
bozukluklarinin molekiiler mekanizmasinin ortaya konmasinda ve bu bozukluklarin
tedavisine yonelik deneysel ve klinik caligmalarin planlanmasinda yol gosterici
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Besin alimi, Nesfatin-1, Stres, Hareketsizlik, Yiizme stresi,
LPS, Akut Stres.
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INGILIZCE OZET

“Assessment of the activation of nesfatin-1 and neuronostatin neurons and the
effect of glutamatergic system in different stress models by histological
techniques.”

In this study, the perception mechanisms of the nesfatin-1 and neuronostatin
neurons that suppress nutrient intake for stress signals, the possible activating effect
of stress on these neurons and the role of the glutamatergic system in this activation
were investigated.

In order to demonstrate the perception of stress-related signals, glucocotricoid
(GR), mineralocorticoid (MR) and corticotrophin-releasing factor receptor (CRFR)
proteins were evaluated and corticotropin-releasing factor expressions were
evaluated in nerve endings on neurons. The results of these studies showed that the
nesfatin-1 neurons express GR and MR proteins in order to receive peripheral stress
signals. It was also demonstrated that the nesfatin-1 neurons possess CRF receptors.
Neuronostatin neurons express only GR protein.

The effect of different types of stress applications (immobilization, swimming
forced stress, acute inflammatory stres) on nesfatin-1 and neuronostatin neurons was
investigated by dual immunohistochemical staining, it was found that after
immobilization and swimming stress, activation of nesfatin-1 neurons in
paraventricular and arcuate nuclei increased significantly but there was no change in
neuronostatin neurons. In addition, inflammatory stress effected the activation of the
nesfatin-1 neurons only localized in the supraoptic nuclei.

The effectiveness of the glutamatergic system in stress-induced activation
was examined in subjects treated with pre-stress glutamate receptor antagonists and
showed that its activation was significantly suppressed. It is suggested that the
glutamatergic system and the glutamate receptors play a role in the activation of
nesfatin-1 neurons after receiving stress signals and that the higher centers in the
brain which use the glutamate as a neurotransmitter participate in this regulatory
mechanism.

In conclusion in this study we were able to determine that, the neurons which
suppress the food intake synthesize the receptor proteins in order to receive the
peripheral stress signals, nesfatin-1 neurons can participate in the attenuation of food
intake during stress and the glutamatergic system plays an important role in the
activation of nesfatin-1 neurons following acute stress. It is suggested that these new
findings will shed light on planning clinical studies in order to understand the
molecular mechanisms of the eating disorders during stress as well as the treatment
of such disorders.

Key Words: Food intake, Nesfatin-1, Stress, Restrain, Swimming forced stress,
LPS, Acute stress.
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1. GIRIS

Strese maruz kalan organizmalarda ¢ok cesitli metabolik ve davranissal
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Stres diizeyi ile iligkili olarak patolojik boyuta
gelen akut veya kronik stres, organizmada baslica endokrin sistem ve merkezi
sinir sistemi olmak iizere besin alimini da igeren bircok sistemi etkileyerek
viicudun i¢ dengesi denilen homeostazi degistirmektedir (Charmandari ve ark.,

2005).

Viicutta homeostazin strese karsi korunmasinda en 6nemli mekanizma
hipotalamik-hipofizier-adrenal aks olarak adlandirilan sistemin aktivasyonudur.
Fizyolojik ya da psikolojik stressorlerin patolojik boyuta gelmeden HPA aksi
aktivasyonu ile birlikte genel dolasima salinan kortizol savunma mekanizmalarini

harekete gecirmektir (Oyola ve Handa, 2017; Selye, 1950).

Calismamizda deney hayvanlarinda fizyolojik, psikolojik ve fizyolojik-
psikolojik akut stres modellemeleri ile bu stressorlere organizmanin verdigi
yanittan etkilenen besin alimi mekanizmalarinin ve bu mekanizmalar {izerinde
merkezi sinir sisteminin ana eksitator sinyal yolag:i olan glutamaterjik sistemin

etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmastir.

Bu amagla; son yillarda aragtirmalarda siklikla yer alan besin alimim
inhibe ettigi bilinen ve tokluk molekiilii olarak adlandirilan nesfatin-1 ve besin
alimini inhibe ettigine dair veriler bulunan sahip olan néronostatin ndéronlan ele
alinmistir. Calismamizda ayrica cinsiyete bagh olasi farkliliklarin belirlenebilmesi

amactyla disi ve erkek denekler kullanilmistir.

S6z konusu noronlarin stresten etkilenip etkilenmediginin belirlenmesi ve
strese bagli olarak olusan sinyalleri algilama mekanizmasinin arastirilmasi

amactyla calismamizda 2 hipotez kurulmustur:



1. Nesfatin-1 ve ndronostatin néronlarinda periferik ve/veya merkezi stres sinyal

molekiillerini baglayacak reseptorler sentezlenmektedir.

2. Stres sonrasi nesfatin-1 ve noronostatin noronlar1 aktive olurlar ve bu

aktivasyonda glutamaterjik sistem rol oynar.
Calismamizda birinci hipotezin test edilebilmesi i¢in {i¢ hedef ongoriilmiistiir:

Hedef 1: Nesfatin-1 ve nodronostatin noronlarinda glukokortikoid ve

mineralokortikoid reseptor (GR ve MR) protein ekspresyonunun belirlenmesi.

Hedef 2: Nesfatin-1 ve ndronostatin néronlar {lizerinde kortikotropin-releasing

hormon (CRH, CRF) noron sonlanmalarinin gosterilmesi.

Hedef 3: Nesfatin-1 ve noronostatin noronlarinda CRF reseptor ekpresyonunun

arastirilmasi.
Ikinci hipotezin test edilebilmesi i¢in ise iki hedef dngoriilmiistiir:

Hedef 4: Farkli stres modellerinde nesfatin-1 ve noronostatin noéronlarindaki

aktivasyonun ve modele bagh farkliliklarin incelenmesi.

Hedef S: Stres sonrasi nesfatin-1 ve noronostatin noéronlarinda goriilen
aktivasyonun baskilanmasinda, glutamat reseptor antagonistlerinin etkilerinin

gosterilmesi.

Birinci hipotezimizin test edilmesi amaciyla, ilk olarak nesfatin-1 ve
ndronostatin ndronlarinda GR ve MR ekspresyonunun varligr arastirilmistir. Bu
hipoteze ait diger hefefimizle ilgili olarak yapilan caligmalarda nesfatin-1
noronlarinda kortikotropin saliverici faktore (CRF) ait reseptorlerin varligi
immiinohistokimyasal olarak arastirilmigtir. Ayrica bu ndronlar {iizerindeki

aksonal sonlanmalarda CRF immiinoreaktivitesi gosterilmeye ¢aligilmistir.

Calismamizin ikinci hipotezinin test edilmesine yonelik olarak besin
alimin1 etkiledigi bilinen nesfatin-1 ve néronostatin néronlariin stresten etkilenip
etkilenmedigi ve eger etkileniyorsa bu etkilesimde glutamaterjik sistemin etkisi
incelenmistir. Calismada deney hayvanlarinda fizyolojik stres modeli olarak
lipopolisakkarit enjeksiyonu ile olusturulan akut enflamatuvar stres, psikolojik

stres modeli olarak immobilizasyon stresi ve fizyolojik-psikolojik stres modeli



olarak da zorla yiizdiirme testi olarak da adlandirilan ylizme stresi modelleri

kullanilmistir.

Bu arastirmalar sonucunda nesfatin-1 noronlarinin stres molekiillerinin
tamami ile ko-ekspresyon belirlenmesine karsin ndronostatin ndronlarimin

yalnizca GR ile ko-ekspresyon gosterdigi saptanmistir.

Besin alimi, merkezi ve periferik sinyal mekanizmalariyla kontrol edilen
baslica merkezi sinir sisteminden dolasima salinan noropeptitler ile davranisa
dontisen kompleks fizyolojik bir davranistir. Besin alimi ile ilgili hem insanlarda
hem de baslica kemirgenlerden olusan deney hayvanlarinda birgok calisma
yapilmistir. Bu calismalarin ¢ogu birbirinden farkli sonuglar ortaya koysa da
anoreksijenik peptitler tarafindan diizenlenen besin alma ihtiyaci ve bu peptitlerin
obezite ile iliskileri giincel calismalarin ilgi odag durumundadir. insanlarda
yapilan c¢aligmalarda stres sonrasi her iki yonde de besin alimi degisiklikleri
kaydedilmisken, deney hayvanlarinda o6zellikle akut stres sonrasinda besin
alimmnin 6nemli oranda baskilandig1 gosterilmistir. Nesfatin-1 ve ndronostatin
yakin zamanda tanimlanan besin alimin1 baskilayici etkileri olan ve hipotalamusla

beyin sapinda yerlesik noronlarca sentezlenen néropeptitlerdir.

Calismada, besin alimimi etkiledigi bilinen nesfatin-1 ve ndronostatin
ndronlarmin stresten etkilenip etkilenmedigi ve eger etkileniyorsa bu etkilesimde

glutamaterjik sistemin rolii incelenmistir.

c-Fos veya pSTAT noéronal aktivasyonun gosterilmesinde belirte¢ protein
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle stres uygulamalari sonrasi yapilan
immiinohistokimyasal isaretlemelerde c-Fos nesfatin-1 i¢in, pPSTATS ndronostatin

icin aktivasyon belirteci olarak kullanilmstir.

Stres etkileri degerlendirildiginde, akut stres modellerinin tamaminda
deney hayvanlarinda nesfatin-1 ndronlarinin aktiflestigi calismamizda ortaya
konmustur. Nesfatin-1 noronlarinda stres sonrasinda ndronal aktivasyonun
belirlenmesi, bu noronlarin stres sinyallerini algilayarak besin alimimi baskilama
yoniinde aktive olduklarini diisiindiirmektedir. Noronostatin ndronlarinda ise stres

sonrasi belirgin bir aktivasyon goriilmemistir.



Strese bagli aktivasyon belirlenmesinin ardindan, bu aktivasyona, stres
Oncesi uygulanan glutamat antagonistlerinin etkisi incelenmigtir. Bu etki
aktivasyonu baskilama yoniinde ¢ikmis, Ozellikle nesfatin-1 ndronlarinin strese
bagli aktivasyonunda glutamaterjik sistemin ve glutamat reseptdrlerinin rolii
oldugu ve glutamati ndrotransmitter olarak kullanan iist merkezlerin de bu

regililasyona katilma olasiligini diigtindiirmiistiir.

Stres sonrasi besin aliminin engellendigi gosterildikten sonra bu etkinin
gerceklesmesinde glutamaterjik sistemin etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla
glutamaterjik sistemin (N-metil D-aspartat) NMDA reseptorleri icin MK-801
antagonisti, non-NMDA reseptorleri i¢in ise CNQX antagonistleri kullanilmistir.
Intraperitonel olarak antagonistlerin uygulanmas: ile deney hayvanlarinda
antagonist etki, stres uygulamalari ile de agonist etki olusturulmustur. Antagonist-
agonist etki olusturulmasi sonucu deney hayvanlarinda stres ile olusan agonist etki
kontrol grubuna yakin bir diizeye gerilemistir. Bu sonuglarin tamami
degerlendirildiginde, immobilizasyon, yiizme ve akut enflamatuvar stres sonrasi
nesfatin-1 noronlarinin aktivasyonunda glutamaterjik sistemin 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir. Bu sonuglar besin alimini inhibe eden nesfatin-1 ndronlar
bakimindan yorumlandiginda ise literatiire 6nemli katkilar saglayacak bilgiler elde
edilmistir.

Sonug olarak akut psikolojik, fizyolojik ve psikolojik-fizyolojik stres
sonrasi nesfatin-1 aktivasyonu ile gergeklesen besin alimimin azalmasina
glutamaterjik sistemin aracilik ettigi calismamizda ortaya konmustur. Cinsiyetler
bakimindan karsilastirildiginda ise gruplar arasinda Onemli bir farklilik
goriilmemis, genel olarak akut stressorlerden disi ve erkeklerin birbirine yakin

diizeylerde etkilendigi belirlenmistir.

Bugiline kadar literatiirde nesfatin-1 ndronlarmin etki mekanizmasi ile
glutamaterjik sistem iligkisi ortaya konmadig1 literatiir arastirmalarinda
belirlenmistir. Bu calismada stresin  beslenmeyi diizenleyen merkezi
mekanizmalart bozarak besin alimini azalttig1 ¢esitli stressorler ve ¢esitli modeller
kullanilarak genis bir sekilde acikliga kavusturulmustur. Ayrica besin aliminin

akut stres sonrasi azalmasinda glutamaterjik sistemin rolii antagonistler



kullanilarak yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmus ve calisma bu anlamda yiiksek

0zglin deger tagimaktadir.

Calismada genel olarak degerlendirildiginde, proje kapsaminda elde edilen
bulgularin, konuyla ilgili literatiire yapacag1 katkilar yaninda ileride strese bagl
olusan ya da olusabilecek beslenme bozukluklarinin molekiiler mekanizmasinin
ortaya konmasinda ve bu bozukluklarin tedavisinde uygulanacak molekiiler ve
farmakolojik yaklasimlar i¢in klinik ¢alismalarin planlanmasinda yol gdsterici

olabilecegi diisliniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Tiim canli organizmalar i¢ ve dis stres faktorlerinin etkisi altindadir ve bu
etkilere karsi normal dengelerini yani homeostazi korumaya calisirlar. Strese
adaptasyon ve homeostazin korunmasinda ¢esitli norolojik ve endokrin
mekanizmalar rol oynarlar. Bu mekanizmalarin aktive olmasinda davranissal,
endokrin, immiin ve otonom sinir sistemlerinin etkileri goriilmektedir (Fink ve

ark., 2012).

Stres diizeyleri akut ya da kronik donemde patolojik boyuta gelmesiyle
viicutta homeostazin bozulmasi bir¢ok sistemin ayni zamanda geri doniissiiz bir
sekilde bozulmasina yol acabilir. Stresin etkiledigi bircok alan bulunmakla

beraber stresten ilk etkilenen davranig bigimi yeme davranisidir.

2.1. Stres

Stres canli organizmalarin c¢evresel ya da fizyolojik durumlarinin
degisimine verdigi dogal bir tepkidir. Ayrica akut stressorlere uygun miktarda ve
uygun zamanda stres yanitinin verilmesi ve sona erdirilmesi, organizmanin sag

kalimui i¢in kritik 6neme sahiptir (Charmandari ve ark., 2005).

Stres terimi biyolojide ilk olarak 1936 yilinda Macaristan’l1 bir histolog-
endokrinolog Hans Selye tarafindan viicudun disaridan gelen ve genelde zararli
olan uyaranlara karsi verdigi yanit olarak tamimlanmistir  (Selye, 1936).
Burchfield ise merkezi sinir sistemine daha fazla odakli olarak stres durumunu
psikolojik homeostatik siireclerde bozulma olarak tanimlamistir (Burchfield,
1979). Stres biyolojik olarak HPA aksinin aktivasyonunu igeren cesitli fizyolojik

degisiklikler olarak tanimlanmistir. Stres durumuna karsi olusturulan ve HPA



aksinin aktivasyonu yoluyla gelisen adaptif davramis degisiklikleri, bedensel
taleplere veya homeostaza yonelik zorluklara verilen yanitin bir diger 6nemli

bilesenidir (Koob, 1999).

Stres terimini ortaya ¢ikaran Hans Selye tarafindan tanimlanan “stres
teorisi” olarak da bilinen “genel adaptasyon sendromu (G.A.S.)” aslinda viicudun
stres ile karsilastiginda verdigi tepkileri tarif eden bir ¢izelgedir (Sekil 1). Bu
cizelgeye gore; stres ile karsilasildiginda ilk verilen tepki “alarm” tepkisidir. Bu
evrede yine Selye tarafindan tanimlanan “savas ya da kag¢” tepkisi olusur.
Kortizol, adrenalin ve noradrenalin salgilanir. Organizma ya stres etkeni ile
savasir ve ikinci asamaya gecer ya da stres etkenini goz ardi ederek uzaklasir. Bu
evrede organizmanin dayanma giicii azalir ve stressor yeterince siddetli ise 6liim
ile sonuglanabilir. Ikinci asama “diren¢ ya da adaptasyon” tepkisinin gelistigi
asamadir. Direnme durumunu secen organizmanin stres hormon diizeyleri
normale doner ve durumun stabil kalmasini saglanir ancak dayanma giicii bir
miktar azalir. Ancak stres etkeni daha fazla devam ederse adaptasyon enerjisi
tikkenir ve organizma “tiikenme” asamasina geger. Alarm donemindeki belirtiler

yeniden alevlenir. Bu agama geri doniissiizdiir ve 6liimle sonuglanir (Selye, 1950).

Alarm tepkisi Direnc tepkisi Tiikenie
1 1 '

Adaptasyon
sevivesi

:

Baslangic

<

Zaman

Sekil 1. Strese verilen tepkinin asamalarini gosteren Hans Selye’nin genel adaptasyon sendromu
cizelgesi (Cunanan ve ark., 2018).

Akut stres yanitlarinin organizma igin gerekli olmasinin yani sira kronik ve

travmatik stres etkenleri, beyinde ve diger organlarda zararli degisikliklere neden




olan zit etkiye sahiptir ve travma sonrasi stres bozuklugu, depresyon, kronik
anksiyete gibi noropsikiyatrik bozukluklar ve kardiyovaskiiler hastaliklarin da
(Levine ve ark., 2014) dahil oldugu bir¢cok patolojik siirecin gelisimi ile
baglantihdir (Smith and Vale, 2012). HPA aks1 asir1 aktivasyonu, anksiyete
bozukluklar1 ve depresyon psikopatolojisine neden olabilir ve kronik siddetli stres

ile viicut organlarinda fizyolojik hasara yol agabilir (Koob, 1999).

Stres ile basa ¢ikma mekanizmalar1 kadinlar ve erkekler arasinda
farkliliklar gostermektedir (Bale and Epperson, 2015). Erkek ve kadinlar
arasindaki stres yanitt farkliliklariin gonadal hormonlarla ilgili oldugu ve
Ozellikle kadinlarda menstriiel dongiilerine gore degisim gosterdigi kemirgenler
ile yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Viau and Meaney, 1991). Ayrica stres
hormonlarinin yiiksek miktarda dolasimda olmasimnin néroendokrin olarak
diizenlenen hormon sistemlerini olumsuz etkiledigi bildirilmistir  (Catherine

Rivier and Rivest, 1991).

Geri besleme kontrol sistemleri yani feed-back mekanizmalari, viicudun
normal fizyolojik isleyisi ve homeostazi i¢in esastir. Negatif geri besleme daha
yaygin goriilmekle beraber negatif ve pozitif geri besleme mekanizmasi olmak
tizere iki tiir geri bildirim mekanizmast vardir (Fink ve ark., 2012). Homeostaz
yani viicudun i¢ ortaminin bir denge i¢inde bulunmasi durumu i¢in ¢ok 6nemli
olan negatif geri besleme kontrol mekanizmalari, ylikselen bir molekiil
ekpresyonunu denetleyerek onceden belirlenmis bazal seviyeye geri getiren bir
sistemi icermektedir. Negatif geri besleme kontrolii, molekiileri, hiicreleri ve
sistemleri etkileyerek viicutta genis c¢apta calismaktadir. Bazal noktanin
fonksiyonel ve anatomik olarak belirlendigi mekanizmalar sistemler ve tiirler

arasinda degisir (Fink ve ark., 2012).

HPA aksi, sempatik ve medullar sistemler ile birlikte, ndroendokrin strese
verilen cevapta Onemli bir rol oynar. HPA aksi homeostazi, adrenal
glukokortikoidlerin, kortizol veya Kkortikosteronun, ACTH sentezi ve
saliverilmesinini igeren net bir negatif geri besleme sistemi ile saglanir.
Allostozisin yani artan stres yiikiiyle basa ¢ikmak icin HPA aks1 aktivitesindeki

degisimin, geri besleme bazal noktasindaki degisiklik ile ortaya ¢ikacagi



diisiiniilmektedir  (Fink ve ark., 2012). Stres durumu ve stres yanitlari

organizmada HPA aksi ile diizenlenmektedir.
2.2. Hipotalamik Hipofizer Adrenal Aks

Hipotalamik—hipofizer—adrenal (HPA) aks1 (Sekil 2) stresli yasam
kosullarina uygun ve zamaninda tepki olusturan ve viicutta ii¢ ana yapiy1 kullanan
noroendokrin bir dongilidiir. Bu yapilar hipotalamusun paraventrikiiler nukleusu
(PVN), anterior hipofiz bezi ve adrenal bezdir (Oyola ve Handa, 2017).
PVN’deki 6zel hiicre gruplar1 kortikotropin-saliverici hormonun hipofiziyal portal
dolasima sentez ve salinmasini saglayan néronal ve humoral uyarilar aktiflestirir

(Oyola ve Handa, 2017).
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Sekil 2. Hipotalamik-Hipofizier Adrenal Aks (Sassone-Corsi ve Christen, 2016).
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Normal durumda, negatif geri besleme dongiisii bozulmadan, beyin
koruma durumunda bazal nokta, ACTH sekresyonunu nispeten dar bir bant
genisligi i¢inde tutar. Bu bant genisligi icinde ACTH'min bazal salgilanmasi
pulsatildir ve hem metabolik bozunma hem de viicudun birkag¢ alanina dagilmasini
takiben kandan hizla temizlenir. Plazma ACTH konsantrasyonlari, sabahlari
zirvede bulunmaktadir ve gece yarisit civarinda nadir goriilen bir diisls ile
sirkadiyen bir ritim gdsterir. Kemirgenler gibi nokturnal hayvanlarda, ritmin bu
faz1 tersine c¢evrilir, boOylece plazma ACTH konsantrasyonlar1 karanligin
baslamasindan hemen 6nce bir en yiiksek seviyesine ulasir. Hem giindiiz hem de
gece canlilarinda temel bir 6zellik, kortikosteroid plazma konsantrasyonlarinin,
hayvanin uykudan uyanmasindan hemen 6nce en yiiksek seviyeye ulagmasidir.
Kortizol seviyeleri uykudan hemen once veya uyku sirasinda en diisiik

seviyededir (Fink ve ark., 2012; Orth ve Mount, 1987).

Pulsatil, ultradian ACTH salgilanmasi, pulsatil glukokortikoid
salgilanmasiin yonlendirilmesinden sorumludur ve yonlendirme steroidojenik
akut diizenleyici protein (StAR) ve P450scc heteroniiklear RNA seviyelerindeki
paralel degisikliklerle iliskilidir (Spiga ve ark., 2011). Sadece baglanmamis
serbest glukokortikoidler ACTH salimini inhibe eder. Bu nedenle, glukokortikoid
baglanma ve metabolizma derecesi, ayrica adrenal salgilanmanin biiytikligi de
negatif geri besleme sinyalinin giiciinii belirler (Orth ve Mount, 1987). CRF,
anterior hipofizi uyararak buradan adrenokortikotropik hormonun (ACTH) kan
dolagimina salinmasini uyaran 41 aminoasitlik bir peptitdir. ACTH 1in dolagima
salinmasin takiben adrenal kortekste glukokortikoidlerin sentezlenmesi uyarilmis

olur (Rivier ve Vale, 1985; Ulrich-Lai ve Herman, 2009).

Biitliin steroid hormonlar gibi glukokortikoidler de kendi adrenal bez
kortikal hiicrelerinden saliverilirler. Insanlardaki primer glukokortikoid kortizol
iken fare ve sicanlarda primer glukokortikoid kortikosterondur. Bu steroid
hormonlar ¢evresel ya da psikolojik stres faktorlerine uygun tepkileri vermek i¢in
farkli afinitelere sahip mineralokortikoid (MR) ve glukokortikoid reseptorlerine
(GR) baglanarak etki gosterirler (De Kloet ve ark., 2005; Reul ve Kloet, 1985).

HPA aksi farkli beyin bolgelerinde etki gdsteren ayni hormonlar tarafindan inhibe
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edilir. Bu negatif geri besleme siirecinin olusturdugu yanitlar sayesinde temel
homeostatik durumun korunmasi ve ayni zamanda adaptasyonu saglanir

(McEwen ve Gianaros, 2010).

2.2.1. Paraventrikiiler Nukleus

Paraventrikiiler nuklues (PVN), HPA aksi1 aktivasyonunu diizenleyen c¢ok
sayida anahtar norona ev sahipligi yapan bir g¢ekirdektir. Buradaki ndronlar
metabolizma, biiylime ve gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve renal fonksiyolarin
pre-otonomik kontrolii gibi immiin fonksiyonlarin da dahil oldugu ¢ok sayida

metabolik olayin gerceklesmesinde rol alirlar (Ferguson ve ark., 2008).

PVN’daki noronlar biiyiikliiklerine gore iki gruba ayrilir (Gurdjian, 1927).
Medial parvoseliiler boliimdeki ndronlar kiigiik nukleuslara sahip iken lateral
magnoseliiler alandaki ndronlar biiylik nukleuslara sahiptir. Siganlarda PVN’daki
noronlarin sitolojik ve kimyasal yapilar1 arastirildiginda fare ve insanlardaki
PVN’un diger tiirlere gore onemli farkliliklari bulunmaktadir (Biag ve ark.,

2012).

PVN’daki noronlar hiicresel fibril ozelliklerine gore iki ana grupta
incelenirler: noroendokrin ve pre-otonomik. Noroendokrin hiicreler median
eminens ya da posterior hipofiz bezine projeksiyon yaparlar. Median eminens’de
kendi kimyasal igeriklerini hipotalamo-hipofiziyal portal venlere birakirlar, bu
venler iki vendz kapiller yumak olusturarak ilerler ve bdylece hipotalamus ve
hipofiz bezi arasinda hizli bir sekilde hormonlarin taginmasi gergeklesir
(Ferguson ve ark., 2008; Swanson ve Sawchenko, 1983). Saliverilen bu faktorler
anterior hipofize ulastiklarinda buradan hormonlarin genel dolasima
saliverilmesini tetikler. CRF, tirotropin saliverici hormon (TRH), oksitosin (OT),
dopamin, somatostatin (SST), and vazopressin (AVP) eksprese eden noéronlar
buradan median eminens’e projeksiyon yaparlar (Ferguson ve ark., 2008). Ek
olarak oksitosin ve vazopressin magnoseliiller noronlar1 posterior hipofize
projeksiyon yaparak salgilarin1 direkt olarak genel dolasima gegcirirler

(Sawchenko ve ark., 2007).
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PVN’daki pre-otonomik ndoronlar, kardiyovaskiiler termoregiilasyon ve
gastrointestinal fonksiyonlar i¢in beyin sap1 ve spinal korddaki pre-gangliyonik
otonomik noronlar ile direkt olarak projeksiyon yaparlar (Geerling ve ark., 2010).
Sican ndroendokrin ndronlart ndéron boyut ve projeksiyonlarina gore
magnoseliiler ve parvoseliiler olmak iizere ayrilirlar (Swanson ve Sawchenko,
1980). Magnoseliiler boliimdeki oksitosin ve vazopressin noronlart posterior
hipofiz bezine projeksiyon yaparlar ve gerekli hormonlar1 buraya salgilarlar.
Norosekretuvar parvoseliiler boliimdeki CRF, vazopressin ve TRH néronlart ise
direkt hipotalamo-hipofiziyal portal dolagimin bir parcasidir (Cunningham ve
Sawchenko, 1991; Swanson ve Sawchenko, 1980; Wotjak ve ark., 1996). HPA
aks1 regiilasyonu i¢in 6nem tasiyan bu ndropeptitler, hipotalamo-hipofiziyal portal
venler tarafindan, ACTH'yi kan akimina birakan kortikotroplarin lokalize oldugu
anterior hipofize tasmirlar (Smith ve Vale, 2012). Ilging olarak kemirgenler ve
insanlarda disi ve erkeklerden PVN morfolojisi bazi istisnalar disinda oldukca
benzerdir. Ornegin, disilerde PVN’daki vazopressin noronlar1 erkeklerdekilerden
daha biiyiiktiir (Ishunina, 1999). Strese maruziyetinin ardindan, PVN
noronlarinda CRF salinimi, disilerde erkek sicanlardan daha biiyiik ACTH tepkisi
tetiklenir (Mevel ve ark., 1979). Ayrica disi sicanlarda stres sonrasi daha giiclii
bir vazopressin salinimi goriiliir ki bu da HPA aksmin PVN seviyesinde ¢evresel
etkenlere verdigi yanitta cinsel dimorfizm oldugunu gdstermektedir (Williams ve

ark., 1985).

Hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdekleri, hipofizin ACTH sentezi ve
saliminin noral kontroliine aracilik eden noronlar1 igermektedir. Bir¢ok ¢alismada,
HPA aksinin ayar noktasinin ana bileseni olarak PVN’a isaret etmektedir.
Calismalarda, sicandaki glukokortikoid negatif geri beslemesinin PVN lezyonlari
tarafindan bozuldugu gostermistir (Dockray ve Steptoe, 2011). PVN, uyaric1 ve
inhibe edici sinirsel girdilerin yaninda beyindeki anahtar sirkadiyen osilator olan
suprakiazmatik nukleustan (SCN) daha fazla projeksiyon alan bir bolgesir.
PVN’daki bu aktivasyona hipofiziyal portal damar dolasimina salinan ve hipofizi
tetikleyen “stres nérohormonlar1” olan CRF-41, arginin ve vazopressin aracilik
eder. Sistemik dolasgima salinan ACTH, adrenal kortikosteroid sentezini ve

salimini uyarir (Fink ve ark., 1988; Vale ve ark., 1981).

12



2.2.2. Kortikotropin Saliverici Faktor

Kortikotropin saliverici faktér (CRF, CRH) stresin endokrin, otonomik ve
immiin yanitlarinin aracisidir (De Souza, 1995; Owens ve Nemeroft, 1991; Vale
ve ark., 1981). Memelilerde HPA aksinin temel diizenleyicisi olan kortikotropin
saltverici hormon ya da faktordiir (Herman ve Cullinan, 1997) ve hem bir

norotransmiter hem de 6nemli bir nérohormondur (Koob, 1999).

CRF, CRFR-1 ve CRFR-2 olmak {izere iki reseptore sahiptir (Lovenberg
ve ark., 1995; Perrin ve ark., 1993). CRF reseptorlerinin ikisi de G-protein
bagiml reseptorlerdir (De Souza, 1987; Perrin ve ark., 1993). CRF-1 reseptorii
baslica medial septum, hipofiz, korteks, serebellum, arka beyin ve olfaktor
bulbustan eksprese edilir (Primus, 1997). CRF-2 reseptorii ise lateral septum,
ventral medial hipotalamus ve koroid pleksusta eksprese edilmektedir (Chalmers
ve ark., 1995; Perrin ve ark., 1995; Primus, 1997). CRF ve yine bir stres
nérohormonu olan iirokortinin CRF-1 reseptoriine baglanmaya yiiksek afinitesi
vardir fakat trokortin yalnizca CRF-2 reseptoriine baglanir bu durum da
tirokortinin CRF-2 reseptorii i¢in endojen bir ligand oldugu hipotezi ile

aciklanmaktadir (Vaughan ve ark., 1995).

CREF, bir stres yanit1 olarak (Arborelius ve ark., 1999; Mattson, 2000)
hipotalamik PVN’un parvoseliiler noronlarindan sentezlenir ve otonomik etki
gosterdigi bilinen median eminensin eksternal bolgesine salinir (Lehnert ve ark.,
1998). CRF, portal damarlar yoluyla 6n hipofize ulastiginda, on hipofizdeki
kortikotroplar1 uyararak bir pre-pro-hormon olan propriomelanokortin (POMC)
sentezlenmesini uyarir ve bu da ACTH un genel dolasima serbest birakilmasini

saglar (Blas, 2015; Bonfiglio ve ark., 2011).

Klasik olarak PVN, HPA aksimi diizenleyen CRF noronlarini igeren
birincil yap1 olarak kabul edilir ve memelilerde, PVN i¢indeki bu noronlar,
maternal yoksunluk (Chen ve ark., 2012), immobilizasyon stresi (Girotti ve ark.,
20006), hiperozmotik stres (Aman ve ark., 2016; Jaccoby ve ark., 1997; Sharp ve
ark., 1995), 1s1 stresi (Cramer ve ark., 2015), sosyal stres (Xie ve ark., 2010)

ayrica ozmotik ve metabolik stresin de (Yadawa and Chaturvedi, 2016) dahil
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oldugu c¢esitli stresorlere yanitta rol alir. PVN’da da CRF CRFR-1 ve CRFR-2

olmak {izere iki tip reseptor araciligiyla etki gosterir (Potter ve ark., 1994).

Akut ve kronik bir psikojenik stres etkeni olan immobilizasyon, ©n
hipofizde CRFR-1 ve CRFR-2'de oOnemli degisikliklere ve plazma kortizol
diizeyinde anlamli artiglara neden olmustur (Kang ve Kuenzel, 2014; Kuenzel ve
ark., 2013). Stres tepkisindeki pozitif geri besleme mekanizmasi, ilk olarak,
kemirgenlerde kesfedilmistir. Bu da memelilerde, PVN'daki CRF ndéronlarinin,
ana reseptoriiniin ekspresyonundaki siirekli artmaya bagli olarak stres tepkisinin
stirdiiriilmesinde rol oynadigimi diistindirmektedir (Toshihiro Imaki ve ark.,
1996, 2001). Merkezi sinir sisteminde CRF’iin nérotrofik rolii olduk¢a dnemlidir.
CRF immiinoreaktivitesi merkezi sinir sisteminde hem hipotalamik hem de
ekstrahipotalamik yapilarda goriilmektedir (Bloom ve ark., 1982; Swanson ve
ark., 1983). Cesitli beyin bolgelerine ya da merkezi sinir sistemine icv. CRF
uygulamasi stres durumunda olusan ¢ok cesitli davranigsal etkileri tiretmektedir
(Aldenhoff ve ark., 1983; Dunn ve Berridge, 1987). Davranis testlerinde CRF’{in
akustik irkilme tepkisi gibi anksiyogenik-benzeri etkiye sahip oldugu (Swerdlow
ve ark., 1986), kosullanmis korkuyu (Cole, 1988) ve stres kaynakli donma

davranigini arttidig1 (Sherman and Kalin, 1988) gosterilmistir.

CRF, stres durumuna benzeyen bagka davranigsal tepkileri de
uyarmaktadir ve bu tepkiler HPA aksindan bagimsiz olarak gergeklesmektedir
(Morley ve Levine, 1982). Bir¢ok c¢alismada akut veya kronik stres sonrasi
hipotalamustaki ~ CRF  biyoaktivitesindeki  immiinoreaktif  degisiklikler
tanimlamistir (Chappell ve ark., 1986; Haas ve George, 1988; Hiroshige ve ark.,
1977). immobilizasyon, zorla yiizdiirme stresi, hipertonik salin enjeksiyonu stresi
(Lightman ve Harbuz, 2007), streptokokal hiicre duvari tarafindan uyarilmis artrit
(Sternberg ve ark., 1989), insiilin ile uyarilmis hipoglisemi (Suda ve ark., 1988)
ve elektrokonviilsif sok (Herman ve ark., 1989) gibi ¢ok cesitli stres tiirleri ile
yapilan ¢aligmalarda hipotalamik CRF mRNA’sinin artig gosterdigi bildirilmistir.
CRF’iin icv. uygulanmasinin farelerde besin alimini azalttig1 bildirilmistir (Arase
ve ark., 1988; De Pedro ve ark., 1993; Krahn ve ark., 1986; Rosenthal ve Morley,

1989). CRF’iin tat alma bozuklugu gibi stres benzeri etkileri dnleyici 6zelligi
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bulunmaktadir (Cador ve ark., 1992; Heinrichs ve ark., 1991). Bu nedenle,
eksojen olarak uygulanan CRF davranigsal bir aktivasyon olusturur ve strese karsi

davranigsal tepkileri arttirmaktadir (Aldenhoff ve ark., 1983; Dunn ve Berridge,
1990).

Yapilan caligmalar CRF antagonistlerinin agik alan stresi, immobilizasyon,
zorla yiizdiirme stresi, ethanole maruz birakma stresi ve sosyal stres gibi stres
etkilerini azalttigin1 gostermistir (Heinrichs ve Koob, 1992; Menzaghi ve ark.,
1994). Benzer etkiler stres tarafindan etkilenen besin alimi1 ¢aligmalarinda da
gorilmiistiir. Alpha-helical CRF9—41, immobilizasyon stresine maruziyet sonrasi
stres tarafindan azalan besin alimini tersine ¢evirmistir (Krahn ve ark., 1986),
beslenme yetersizligi goriillen durumlarda tanidik gida aliminda azalma
(Heinrichs ve Koob, 1992), ve noropeptit-Y (NPY) uygulamast besin alimini
arttirmistir. CRF-1 reseptorii knock-out farelerde stressorlere hipofiziyal adrenal
yanit ve strese kars1 davranissal yanit goriilmemektedir (Timpl ve ark., 1998). Bu
genetik manipiilasyonlar, ekstrahipotalamik CRF'nin strese karsi davranissal
tepkilerde ve insan psikopatolojisinde Onemli bir rol oynadigi hipotezini
desteklemektedir. CRF’nin icv. enjeksiyonu ve stresi takiben spesifik beyin
alanlarindaki erken gen iirlinii olan c-Fos ekspresyonundaki artisin fonksiyonel

onemi ve fizyolojik sonuclari hala belirsizdir (Imaki ve ark., 1995).

Hipotalamik paraventrikiiler niikleusta parvoseliiler CRF eksprese eden
noronlar, akut stresin ardindan giiclii bir c-Fos yanit1 gosterir (Stamp ve Herbert,
1999; Strohle, 2003; Viau ve Sawchenko, 2002). Stres kaynakli kan kortizol
seviyesinin artmasi i¢in CRF ndronlarinin artmis aktivitesi gereklidir (Jacobson
ve ark., 2000). Bazal kortizol diizeyinin sirkadiyen degisiminde CRF noronlarinin
etkisi tam olarak kesinlesmemistir (Dickmeis ve ark., 2013). CRF noronlar
glukokortikoid negatif geri beslemesinin diizenlendigi baglica hiicrelerdir
(Dallman ve ark., 1987; Fink ve ark., 1991; Keller-Wood ve Dallman, 1984;
Watts, 2005). PVN’daki CRF noronlari, beyin kontrolli efektér yanit
sistemlerinden biri olarak son ortak ndron iglevi goriir (Herman ve ark., 2003;

Myers ve ark., 2017; Ulrich-Lai ve Herman, 2009).
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2.2.3. Kortikotropin Saliverici Faktor Reseptorleri (CRFR-1 ve CRFR-2)

Insan hipofiz CRF reseptériinii kodlayan ¢cDNA yapist ilk olarak 1993
yilinda tanimlanmistir (Chen ve ark., 2006). CRF reseptorii ayrica sigan beyninde
de gosterilmistir (Chang ve ark., 1993; Perrin ve ark., 1993; Lovenberg ve ark.,
1995). CRF reseptoriiniin varligr lateral septumda, hipotalamusun ventromedial
cekirdeginde (VMN) ve birka¢ amigdaloid ¢ekirdekte gosterilmistir (Lovenberg
ve ark., 1995). Bu alanlarda goriilen yiiksek CRF reseptor ekspresyonuna ragmen
neokorteks ve cerebral kortekste CRF reseptdr ekspresyonu saptanmamigtir

(Lovenberg ve ark., 1995).

Memelilerde iki tip CRF reseptorii vardir. Fakat CRFR-1 kortikotroplardan
ACTH salinmas1 i¢in gerekli olan primer reseptordiir. Hem CRFR-1 hem de
CRFR-2 7-transmembran G-protein ¢iftli reseptorii icerir ve bu reseptorler
adenilat siklazin uyarilmasi icin cAMP aktivitesini arttirmak yoluyla etki ederler.
ACTH salimimi sonug olarak cAMP protein kinaz A yolag: tarafindan kontrol
edilen intraselliiler kalsiyum saliniminin artisina sebep olur (Majzoub, 2006).
CRF-baglayic1 protein (CRFBP) CRF baglayan ve CRF reseptor ile benzer ya da
daha yiiksek afiniteye sahip bir proteindir. Anterior hipofiz kortikotroplarindan
salmir ve genellikle serbest CRF’a baglanir, bdylece anterior hipofizdeki
kortikotroplardaki CRF etkisi durdurulmus olur (Cortright ve ark., 1995;
Seasholtz ve ark., 2001).

CRF; ve CRF,, reseptorlerinin yanitlar1 ¢esitli stressorler karsisinda
farkliliklar gostermektedir. Birgok stressor CRF; mRNA’simni1 hipotalamusun
paraventrikiiler nukleusunda upregiile etmektedir (Lacroix ve Rivest, 1996; Lee
ve Rivier, 1997; Mansi ve ark., 1996). Bu upregiilasyon CRF reseptor alt tipi olan
CRF,’in HPA aksina aracilik eden CRF reseptor tipi oldugunu diistindiirmektedir.
CRF,,, reseptoriiniin rolii ise daha ¢ok anne yoksunlugu ve beslenme davranislari
ile iligkilendirilmistir. Yapilan calismalarda sicanlarda gida yoksunlugu ve
maternal yoksunluga cevap olarak CRF,, mRNA'sinin azaldigi gosterilmistir
(Eghbal-Ahmadi ve ark., 1997; Makino ve ark., 2017; Timofeeva ve Richard,
1997).
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2.2.4. Hipofiz Bezi

Hipofiz bezi yani pitiiiter bez erkeklerde yaklasik 0,5 gr, kadinlarda ise
yaklasik 1,5 gr agirliginda; beyin tabaninda sella tursikada yerlesik birlesik
endokrin bir bezdir. Hipotalamusa infundibulum ile baglanir. Hipofiz; anterior
hipofiz (adenohipofiz) adinda rathke kesesi kokenli biiyiik parcadan ve posterior
hipofiz (nérohipofiz) adinda néroektoderm kokenli bir ndral doku parcasi olmak

tizere iki boliimden olusmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011).

Adenohipofiz boliimii tipik bir endokrin bez seklinde diizenlenir ve
anterior lobun en biiyiik boliimii olan pars distalis, pars distalise komsu posterior
boliimiin ince bir kalintis1 olan pars intermediya ve hipofizin kalinlagmis
duvarindan olusan pars tuberalis bdliimlerinden meydana gelmektedir.
Adenohipofiz tipik olarak hipotalamik sinyallere yanit veren hiicresel kordonlar
ve genis ¢apl sinilizoidal kapillerlerden olusmaktadir. Adenohipofizden baglica
adrenokortikotropik hormon (ACTH), tirotropik hormon (TSH), folikiil uyarici
hormon (FSH) ve liiteinizan hormon (LH) sentezleyen viicuttaki endokrin bezlerin

aktivitesini diizenleyen hiicreler bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011).

Pars distalis boliimiinde; sekretuvar hiicrelerin boyanma 6zelliklerine gore
asidofil (%40) ve bazofil (%10) boyanan kromofil hiicreler ve kromofob hiicreler
(%50) olmak iizere ii¢ tip hiicre bulunmaktadir. Pars distalisteki hiicreler
salgilarina gore biiyiime hormonunu iireten somatotroplar (GH hiicreleri),
prolaktin  iretimininden sorumlu olan laktotroplar (PRL hiicreleri,
mammotroplar), ACTH iireten kortikotroplar (ACTH hiicreleri), FSH ve LH
tireten gonadotroplar (FSH ve LH hiicreleri) ve TSH f{ireten tirotroplar (TSH

hiicreleri) olmak tizere bes tiptir (Ross ve Pawlina, 2011).

Pars intermediya boliimiinde; bazofil kromofil hiicreler ve kromofoblar
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda Rathke kesesinin embriyonik kalintis1 olan Rathke
kistleri i¢i sivi dolu kiigiik kistik kaviteler seklinde bu alanda bulunmaktadir

(Ross ve Pawlina, 2011).

Pars tuberalis boltimiinde; hipotalamik-hipofizier portal sistemin venleri ve

parankimal hiicreler bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2011).
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Norohipofiz ise; pars nervoza ve infundibulum boéliimlerinden
olugsmaktadir. Pars nervozada, hiicre govdeleri hipotalamik nukleuslarda bulunan
noroendokrin  ndronlarin  miyelinsiz  aksonlart ve sinir sonlanmalari
bulunmaktadir. Pars nervozanin sinir sonlanmalarinda c¢aplari 10-30 nm. olan ve
birlestiklerinde Hering cisimciklerini olusturan kii¢iik vezikiiller, asetilkolin
iceren 30 nm.’lik vezikiiller ve oksitosin, vazopressin, antidiiiretik hormon (ADH)
ve norofizin igceren 50-80 nm.’lik daha biiyiik vezikiiller icermektedir (Ross ve

Pawlina, 2011).

Hipofiz bezi protein yapidaki hormonlarin salgilanmasi yoluyla, stres
sirasinda ve sonrasinda, biiylime ve metabolizma gibi fizyolojik siireclerde viicut
homeostazinin korunmasinda kritik bir rol oynar (Perez-Castro ve ark., 2012).
Posterior hipofize supraoptik nukleusta (SON) ve PVN’da bulunan magnoseliiler
oksitosin ve vazopressin noronlarinin aksonlar1 aksonlarin1 uzatmaktadir (Perez-
Castro ve ark., 2012) ve buradan genel dolasima sekresyonlarini birakirlar. Zit
olarak, kortikotroplar HPA aksinin diizenlenmesi ve ACTH iiretimi i¢in anterior
hipofiz i¢in anahtar hiicre tipidir. Bu hiicreler CRF’un baglanabilecegi ve
hipotalamustan gelen sinyaller dogrultusunda ACTH’u uyaran reseptorleri
icermektedir. CRFR-1’in aktivasyonu kortikotroplardan ACTH salinimini uyarir
(Bale ve Vale, 2004).

2.2.5. Adrenokortikotropik Hormon (ACTH)

Adrenokortikotropik hormon (ACTH) 6n hipofizdeki endokrin hiicreler
olan kortikotroplar tarafindan sentezlenip salgilanan 39 aminoasitlik bir peptitdir.
Bu hormonun siganlar ve farelerdeki amino asit dizileri aynidir ve insan dizisine
kiyasla iki kiiglik amino asit sekansi daha vardir. ACTH peptiti,
proopiomelanokortin (POMC) pro-hormonunun hiicre tipi spesifik bir boliinme

triintidiir (Cawley ve ark., 2016).

Normal sartlarda kortikotroplar ¢ok diisiik i¢ aktiviteye sahiptir. Olgun
peptit salg1 vezikiillerinde depolanir ve bu nedenle hizli salinim i¢in kullanilabilir
(Dallman ve ark., 1987). ACTH'"nin kortikotroplardan ekzositozu, dncelikle CRF-
1 reseptorlerinde etkili olan CRF tarafindan kontrol edilir. Vazopresin de V1bR
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reseptorleri aracilifiyla 6nemli bir ko-faktor olarak etki gosterir (Aguilera ve
Rabadan-Diehl, 2000). Inflamasyon ve enfeksiyon sirasinda ortaya c¢ikan
sitokinler gibi diger faktorler kortikotrop aktivitesini dogrudan diizenleyebilir

(Bernton ve ark., 1987).

2.2.6. Adrenal Bez

Adrenal bezler bobreklerin hemen iizerinde bulunan sarimsi bir dis alan
yani adrenal korteks (%80-90) ve kirmizi renkte bir i¢ alan yani adrenal
medulladan (%10-20) olusmaktadir. Adrenal korteks mezoderm kokenlidir ve
adrenal steroid hormonlar1 sentezleyen ve salgilayan boliimdiir. Adrenal medulla
ise noro-ektoderm kokenli olup katekolaminleri sentezleyip salgilamaktadir
(Lazar, 2003). Adrenal bezler, vaskiiler sistem ile stratejik baglantilara sahip olan

bazal ve reaktif hormon seviyelerini diizenlemektedir (Rosol ve ark., 2001).

Adrenal korteks disaridan igeriye dogru zoma glomeruloza, zona
fasikiilata ve zona retikiilaris olmak iizere konsantrik dizilimli {i¢ zondan

olugmaktadir (Mitani, 2014).

Zona glomeriiloza tabakasi adrenal bez kapsiiliiniin hemen altinda
korteksin yaklasik %10-15’ini olusturan ve hiicrelerinin glomeriil seklinde
dizilmesi ile karakterize adrenal korteksin en dis tabakasidir. Hiicrelerin
sitoplazmasinda lipit damlaciklar1 bulunur. Zona glomeriiloza tabakasi hiicreleri

baslica mineralokortikoid olan aldosteronu tiretirler (Lazar, 2003).

Zona fasikiilata tabakasindaki hiicreler kiibik sekilde ve kortikal
siniizoidler tarafindan ayrilip kolonlar seklinde dizilim gosterirler. Steroid iireten
hiicre o6zelliklerine sahiptirler. Hiicrelerinde bol miktarda lipit damlaciklar
seklinde depolanmis kolesterol oldugundan hiicreler rutin hematoksilen- eozin
boyama sonrasinda kopiik seklinde goriiliir ve spongiosit olarak adlandirilir. Zona
fasikiilata tabakasinda sentezlenen kortizol hiicrelerde depolanmis halde
bulunmaz. Kortizol sentezi i¢in dolasimda ACTH tarafindan uyarilmis bir etki
gereklidir. Kortizoliin kortizona doniisiimii ise hepatositlerde gergeklesir (Lazar,

2003).
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Zona retikiilaris tabakas1 ise adrenal korteksin androjen iiretimi ile iliskili
%5 lik boliimiini olusturur. Siniizoidler bu tabakadaki hiicreleri anastomozlasan
bir ag seklinde diizenlenmesini saglar. Bu tabakadaki hiicreler lizozomlar,
lipofuksin grantilleri ve az bulunan lipit damlaciklar1 nedeniyle daha asidofilik
boyanirlar. Dehidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenedion bu tabakada
tiretilen temel androjenlerdir. Zona retikiilaris ve zona fasikiilata tabakasiyla
arasinda tam bir ayrim yapilamamaktadir ve her iki tabaka da ACTH tarafindan

uyarilir (Lazar, 2003).

Adrenal medulla ise otonomik sinir sistemi aktivasyonunu takiben
epinefrin ve norepinefrin salinimi yoluyla homeostazin diizenlenmesinden
sorumludur (Mitani, 2014). Adrenal medulla hiicreleri kromaffin hiicrelerdir.
Kromaffin hiicreler noral krest kokenli ve siniizoidler ile epitel kordonlari ile
cevrili modifiye sempatik post-gangliyonik néronlardir (Lazar, 2003). Adrenal
medulladaki kromaffin hiicreler iki tiptir. Hiicrelerin %80°’1 epinefrin {iretirken,

%20’lik bir boliimii ise norepinefrin sentezlemektedir (Lazar, 2003).

Glukokortikoidlerin sekresyonundan sorumlu olan baglica bolim zona
fasikiilata tabakasidir. Zona fasikiilatadaki hiicreler melanokortin reseptor-2
(MC2R) eksprese etmektedir. Genel dolasimdaki ACTH baslica adrenal bezdeki
MC2R’i aktive etmektedir ve zona fasikiilata boliimiinde kortizol sentezini
tetiklemektedir (Rivier ve Vale, 1985; Vale ve ark., 1981). Adrenal korteks
tarafindan salgilanan glukokortikoidler hem beyinde hem de hipofiz bezinde

inhibe edici etki gostermektedir (Dockray ve Steptoe, 2011; Fink ve ark., 2012).

Adrenal bezden kortizol salimimi 6zellikle stres sonrasi cinsiyetler arasi
farklilik gostermektedir. Stres sonrasi kortizol seviyeleri disi sicanlarda hem daha
uzun siireli hem de daha yiiksek seviyelerde olmaktadir (Figueiredo ve ark.,

2002).
2.2.7. Glukokortikoidler

Glukokortikoid hormonlari, merkezi sinir sistemi de dahil olmak tizere tiim
memeli fizyolojik sistemlerinin gii¢lii diizenleyicileridir (Joéls ve Baram, 20009;

Munck ve ark., 1984; Sapolsky ve ark., 2000). Bu diizenleyici etkiler, ultradian,
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sirkadiyen ve stres reaktif glukokortikoid hormon dolasim seviyelerinin dinamik
ve karmasik bir profiline baghdir (Dallman ve ark., 1987; Munck ve ark., 1984).
Degismis glukokortikoid hormon profilleri ayrica kalic1 psikolojik veya fizyolojik
stresin olumsuz saglik etkilerine katkida bulunur (Brochier ve Oli¢, 1993;
McEwen, 2008; Reagan ve ark., 2008). Bu degistirilmis profiller, bazal
glukokortikoid hormon salgis1 diizenlerindeki degisiklikler ve/veya akut stres
etkeni tehdidine cevap olarak yapilan degisiklikler ile ortaya cikabilir (Abelson
ve ark., 2007; Holsboer, 2000).

Glukokortikoid hormonlari, HPA ekseninin sistemik efektor hormonudur.
Insanlarda, memelilerin gogunda (&rnegin kdpekler ve hamsterler) ve cogu balikta
baslica dolasimdaki baslica glukokortikoid hormonu bir steroid molekiil olan
kortizoldiir. Sicanlarda, farelerde, kuslarda ve ¢ogu siiriingende ise kortizoliin

esdegeri kortikosterondur. (Norris ve Carr, 2013).

Stresli olarak kabul edilen deneyimler ve etkiler genellikle kortizol
salgilanmasi i¢in etkili bir uyaricidir ve bu nedenle kortizole genel olarak bir stres
hormonu denir. Bununla birlikte, stresli olarak kabul gérmeyen egzersiz,
anksiyolitik ilaglar, cinsel deneyim gibi diger uyarilar da kortizol sekresyonunu
uyarabilir (Day ve Walker, 2007; de Graaf-Roelfsema ve ark., 2007; Kalman ve
ark., 1997; Koolhaas ve ark., 2011; Romero, 2004). Zit olarak stresli oldugu
diisiiniilen kronik ndropatik agri, anksiyete ya da kisinin kendi belirttigi stres gibi
diger durumlar da kesin olarak akut kortizol sekresyonu ile iliskili degildir (Allen
ve ark., 1985; Bomholt ve ark., 2005; Gagliano ve ark., 2008; Hellhammer ve
ark., 2009).

Kortizol sekresyonu diurnal ritmin esas diizenleyicisidir ve fizyolojik
fonksiyonlarin sirkadiyen diizenlenmesinin anahtar aracisidir (Dickmeis ve ark.,
2013). HPA akst ile iliskili olarak kortizol salinimi zamansal olarak {i¢ boliime
ayrilabilir: Bazal ultradiyen atim, bazal sirkadiyen dalgalanma ve uyari-arttirici
aktivite (0rn; stressorler). Kortizol saliniminin bu farkl bilesenlerinin her biri, tek
tek veya kombinasyon halinde, optimum molekiiler, hiicresel ve sistem
seviyesinde fonksiyon gostererek etkili olurlar. Ek olarak, bu bilesenlerin her biri,

HPA ekseninin anatomik elemanlarmin her birine uygulanan ayri diizenleyici
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kontrol faktorlerine dayanir (Spencer ve Deak, 2017). Laboratuvar kemirgeninin
bazal HPA ekseni aktivitesi, kemirgen i¢ kafesinde giin boyunca rahatsiz
edilmeden birakildiginda gozlemlenen aktiviteye karsilik gelir. Bu aktivite
degisen c¢evresel uyaranlarin yoklugunda HPA aksmin gergek intrensek
aktivitesini yansittig1r diisliniilebilir. Bu bazal aktivite hem ultradian hem
sirkadiyen ritimlerin (ve bazi tiirlerde ayrica bir sirkannal bilesen) bir bileskesidir

(Dickmeis ve ark., 2013).

Kontrollii 151k altindaki laboratuvarda karanlik fazin baslangici, cogu sigan
ve fare tilirli i¢in kortikosteron diizeyinin pik yaptigi tepe seviyesine denk gelir.
Kortikosterondaki giinliik zirve noktasi, 1siklarin sonmesinden birkag saat dnce
baslayan sabit bir artis gosterir ve hayvanlar siirekli karanlikta veya diisiik 151k
altinda tutulsa bile giinliik zirve devam eder (Kalsbeek ve ark., 2012). Akut bir
stres etkeni veya diger uyaranlar tarafindan uyarilan endojen bir kortizol
tepkisinin buyiikligii, stres etkeni, tiirli, tiirlerin cinsiyeti ve yasma gore
degisebilir. HPA ekseni stimiilasyonuna verilen kortizol yanitinin dinamik araligi,
adrenal korteks ic¢inde elde edilebilecek nispeten sinirli bir maksimum kortizol

tiretim hiz1 seviyesi nedeniyle bir sekilde sinirlidir (Dallman ve ark., 1987).

Disi fareler tipik olarak erkeklerden daha yiiksek bazal kortikosteron
seviyelerine sahiptir ve bu fark sirkadiyen tepe noktasi sirasinda da daha biiyiiktiir
(Atkinson, 2004; Chun ve ark., 2015). Stres etkenine gore degisiklik gostermekle
beraber genel olarak disi sicanlar tipik olarak ayni stres etkeni ile tehdit
edildiklerinde erkek siganlardan daha yiiksek bir HPA aksi tepkisine sahiptir
(Babb ve ark., 2013). Ilging olarak nedeni bilinmemekle beraber biyoaktif
kortikosteron seviyeleri disi ve erkek sicanlarda fark gostermezler (Droste ve
ark., 2009). Bazal ve strese baglt HPA aksi aktivitesindeki cinsiyet farki, gonadal
steroidlerin hem organizasyonel hem de aktivasyonel etkilerine baglidir (Becker
ve ark., 2005; De Kloet, 1993; Handa ve Weiser, 2014). Gonadal steroidlerin
onemli aktivasyonel roliiniin bir 6rnegi, disi siganlarin prodstrus evresinde dstrus
siklusunun diger evrelerinde oldugundan strese karsi daha biiyiik bir HPA aksi
tepkisi oldugu yoniindedir (Viau ve Meaney, 1991). Gonadal steroidlerin

kadinlarda bazal ve stres kaynakli kortizol diizeylerini etkiledigine dair bazi
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kanitlar vardir  (Stephens ve ark., 2016). Genel olarak kadmnlar ve erkeklerin
bazal kortizol seviyeleri yakindir (Kirschbaum ve ark., 1999). Bununla birlikte,
erkeklerin kortizol seviyeleri, folikiiler evrede olan kadinlara kiyasla ii¢lii sosyal
stres testi ile miicadeleden sonra daha fazla artis egilimindedir (Stephens ve ark.,

2016).
2.2.8. Kortikosteroid Reseptorleri (GR ve MR)

HPA aks1 kontroliinde énemli bir adim, salgilart kontrol altinda tutma ve
boylece baglangic seviyelerine geri donme kabiliyetidir. Bu, tim HPA aksinin
adrenal glukokortikoidler tarafindan inhibe edilmesiyle olusur. Negatif geri
bildirimlerde rol aldig1 bilinen en az iki zaman alani vardir: Zaman gecikmeli geri
bildirim ve hizli hareket eden ve genomik olmayan geri bildirim (Keller-Wood ve

Dallman, 1984).

HPA aksiin negatif geri bildiriminde rol alan hipokampusta (De Kloet,
1998) ve PVN’da (Kovacs ve ark., 2000; Sawchenko, 1987) yiiksek oranda
eksprese edilen glukokortikoid reseptorii (GR) ve mineralokortikoid reseptorii
(MR) olarak iki 6nemli kortikosteroid reseptorii tanimlanmigtir. Glukokortikoidler
beynin yalnizca HPA aks1 negatif geri bildirimine katkida bulunan bélgelerinde
degil birgok beyin bolgesinden eksprese edilirler (Reul ve Kloet, 1985). ACTH
salmmminin  glukokortikoid  geri  besleme  inhibisyonu, organizmay1
hiperkortisoleminin (kandaki asir1 kortizol konsantrasyonlarinin) zararl etkilerine
karst korur  (Sapolsky, 1999; 2000). Kortikosteron deney hayvanlarinda
glukokortikoid-bagimli beyin bolgelerini GR ve MR’lerin gen transkripsiyonunu
direkt olarak diizenleyerek etkileyebilir (Reul ve Kloet, 1985). Mineralokortikoid
reseptorleri GR’den ¢ok daha fazla kortikosterona afinite gdstermektedir (De

Kloet ve ark., 1984; 1998).

Glukokortikoitlerin HPA aktivitesini diizenlemedeki merkezi etkisi temel
olarak PVN'da gerceklesmesine ragmen, noradrenerjik locus coruleus,
serotonerjik dorsal raphe ve dopaminerjik ventral tegmental alanin tiimi
kortikosteroid reseptorlerini eksprese eder ve antidepresan arastirmalarinin odagi

olmustur. Bu ii¢ nukleusuun da GR eksprese ettigi; ayrica dorsal raphe ve locus
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coruleusun ayrica MR eksprese ettigi bilinmektedir (Heydendael ve Jacobson,
2009). Bununla birlikte mineralokortikoidler genellikle kemirgenlerde sabah
saatlerinde goriilen kortizol seviyesinin diisiik oldugu durumlarda eksprese
edilmektedir (Bradbury ve ark., 1991). Diger taraftan glukokortikoidler kortizol
seviyelerinin dolayisiyla HPA aksinin aktivasyonu ile ya da giin i¢inde kortizol
seviyesinin en yiiksek oldugu durumlarda artis gostermektedir (Reul ve ark.,

1987).

Glukokortikoidler ayrica CRF-41 ve ACTH biyosentezi ve salimi {izerinde
giiclii inhibe edici etkilere sahiptir (Dostert ve Heinzel, 2004; Drouin ve ark.,
1993; Imaki ve ark., 1995). HPA aksinin negatif geri besleme dongiisiindeki
arizalar anormal kortizol seviyelerinin olusmasina neden olabilir. Bir dizi
caligmada, PVN glukokortikoid infiizyonu, HPA ekseninin aktivasyonunun
azalmasina neden olarak, PVN’in adaptif siirec i¢in merkezi oldugunu
distindiirmistiir (Kovacs ve Makara, 1988; Sawchenko, 1987). PVN’daki CRF ve
vazopressin noronlar1 glukokortikoid reseptorii eksprese ederler (Uth ve ark.,
1988) ve anterior hipofiz kortikotroplarindan salinan kortikosteron saliiminda
direkt rol oynarlar. Kortikosteron MR ve GR saliniminda etkili olan kortikosteron
salimmmin1 inhibe eden hipokampus gibi ekstra-PVN bdlgelerini trans-sinaptik
mekanizmalar araciligiyla (Herman ve Tasker, 2016) indirekt olarak
etkilemektedir (Akana ve ark., 1986; Dallman ve ark., 1987; Kovacs ve ark.,
2000; Sawchenko, 1987).

Kortikosteronun PVN ndronlarina etki ettigini gosteren calismalar
mevcuttur. Ornegin; PVN'de GR'nin hedefli olarak silinmesinin CRF
ekspresyonunu ve erkek farelerde kortikosteron ve ACTH seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir (Jeanneteau ve ark., 2012). 2015 yilinda transgenik fare modelinde
GR seviyelerindeki azalma PVN’ni hedef aldiginda, kortikosteron ve ACTH
seviyeleri akut streste azalirken, kronik streste azalmadigi gosterilmistir. Boylece
PVN’daki GR’lerinin negatif geri-besleme dongiisiinii destekledigi gosterilmistir.
PVN’daki GR’nin azalmasi giinliik kortikosteron diizeyini arttirmaktadir, boylece
GR'nin HPA ekseni kontroliinde ve bazal seviyelerinin korunmasinda da etkisi

oldugu gosterilmistir. Ayrica, transgenik disi farelerde akut ve kronik strese bagli
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uyarilmis ACTH baskilanmaktadir ki bu durum GR negatif geri-beslenmesinin
agirlikli olarak hipotalamusta meydana geldigini gostermektedir (Solomon ve
ark., 2015). Calismalarda, 6n beyin GR'iniin, disi farelerin HPA'sinin
diizenlenmesinde erkeklere kiyasla ¢ok biiyiik bir rol oynamadigimi gostermistir
clinkii PVN’da segici GR kaybi, HPA reaktivitesinde ve kadinlarda depresyon
benzeri davranislarda ¢arpici bir artisa neden oldu (Solomon ve ark., 2012).
Ozetle, hipokampus, hem kortikosteroid negatif geri beslemeye aracilik ederek
hem de HPA'ya endojen bir inhibitér ton uygulayarak HPA'min modiile
edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve kortikosteroid negatif geri beslemesi

dogrudan PVN ve hipofiz bezine de uygulanmaktadir (Fink ve ark., 2012).

Kortizol, iki fosfolipit tabakasini pasif olarak gegebilen lipitte ¢oziiniir bir
molekiil oldugundan, kortizol reseptorii proteinlerin, dis hiicre zarindan ¢ok hiicre
icinde bulunur. Endojen glukokortikoidlerin izole edilmis ve karakterizasyonu
belli olan glukokortikoid reseptdor (GR) ve mineralokortikoid reseptér (MR)
olmak tizere iki tip reseptorii vardir (Arriza ve ark., 1987; Hollenberg ve ark.,
1985). MR ve GR genlerinin izole edilmesinden ve sekanslanmasindan once, iki
ayri hiicre i¢i reseptdriin varligi farmakolojik caligmalar tarafindan ortaya
konmustur (McEwen ve ark., 1986). Baslangicta Tip I kortikosteroid reseptorii
olarak adlandirilan, MR'e (ki bu ayni zamanda mineraokortikoid hormonu
aldosteronun birincil reseptoriidiir), Tip II reseptorii ise GR'ne karsilik gelir. Her
iki reseptor niikleer hormon reseptdrii gen ailesinin iiyeleridir ve hormona bagl
transkripsiyon faktorleri olarak islev goriirler (Mangelsdorf ve ark., 1995).
Ligand yoklugunda, bu reseptdrler, 1s1 soku proteini 90 igeren ¢oklu bir protein
kompleksinin bir pargasidir (HSP-90). Bu reseptorlerin tanimlanmamis sekli
agirlikli olarak sitoplazmada bulunur. Ligand baglanmasi lizerine MR ve GR,
coklu protein kompleksi (reseptor aktivasyonu) iceren HSP-90'dan ayrisir,
boylece reseptoriin ¢ekirdek iginde niikleer taginim, birikim ve tutulmasina izin

veren bir niikleer lokalizasyon alani ortaya ¢ikar.

Klasik olarak, MR ve GR'nin aktive edilmis formlar1 homodimerleri veya
heterodimerleri olusturur ve genellikle bazi hedef genlerin promotdr bolgesinin

yakininda bulunan bir palindromik 15 DNA baz c¢ifti konsensiis sekansina
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(glukokortikoid yanit elemani, GRE) baglanir. Bir GRE'ye MR/GR baglanmasi
daha sonra gen transkripsiyonunu artirabilir veya baskilayabilir. MR ve GR
ayrica, GRE baglayan monomerler olarak hareket ederek veya diger
transkripsiyon faktdrleri ile protein-protein etkilesimleri yoluyla (6rnegin, fos/ Jun
ya da CREB) veya transkripsiyon faktorii ko-regiilatorleri (6rnegin, CREB
baglayict protein) gibi hareket ederek gen transkripsiyonunu diizenleyebilirler
(Miner ve Yamamoto, 1991; Ratman ve ark., 2013; Schiller ve ark., 2014).
(Miner and Yamamoto, 1991; Schiller ve ark., 2014; Ratman ve ark., 2013)Bu
monomer DNA baglayarak ya da protein- protein etkilesimi yoluyla
transkripsiyon faktorlerinin transaktivasyonel etkilerini baskilayabilir. Hem MR
hem de GR, yapisal olarak benzer olsalar da, glukokortikoidlere olan ilgileri,
hiicresel fenotip ekspresyon seviyeleri ve islemsel 6zellikleri bakimindan farklilik
gosterirler. Kortizoliin etkilerinin bliyiik bir kismi, MR/GR aracili gen
ekspresyonu degisikligine ve genomik etkiler olusturan degisikliklere baglidir.
Hiicrenin bu fonksiyonlar1 nispeten uzun Omiirlii ve bazen de dramatik
degisikliklere neden olabilecek kadar kisa siiren (saatler ve giinler) bir etki
mekanizmasidir ancak hiicresel fonksiyonun degismesi gozlenmeden once
reseptOr aktivasyonundan sonra tipik olarak 60 dakika gibi bir zaman gereklidir

(De Kloet ve ark., 2000).

MR ekspresyonu, bobrek toplama kanallarinda ve hipokampusta yiiksek
ekspresyon gosterir diger yerlerdeki ekspresyonu daha kisithdir (Arriza ve ark.,
1988). Timus herhangi bir MR ifadesinden yoksun tek doku olabilir (Krozowski
ve ark., 1989). Hem mRNA hem de protein seviyesinde MR ve GR ekspresyonu,
farkli deneysel kosullara gore degisiklik gosterebilir. Reseptorler otoregiilatif bir
negatif diizende diizenlenir, boylece reseptorler glukokortikoidlerin yoklugunda
upregiile edilirken, glukokortikoidlerin varliginda downregiile edilir (Barbu ve
ark., 2015; Schmidt ve Meyer, 1994). Bununla birlikte, beyindeki reseptor
seviyeleri kronik stres karsisinda oldukga stabil olma egilimindedir (Blanchard ve
ark., 1995; Herman ve ark., 1999). Bu iki reseptoriin gen ekspresyonu iizerinde
farkl etkileri oldugu i¢in, belirli bir hedef hiicrede bulunan MR ve GR'nin belli
bir oraninin kortizol aktivasyonu i¢in énemli bir faktdr olma olasiligi vardir. MR/

GR dengesinin, beyinde kortizoliin bazi etkilerine aracilik etmede 6zellikle 6nemli
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oldugu ve uygun reseptor dengesinin bozulmasinin patolojik kosullara katkida

bulunabilecegi bildirilmistir (De Kloet, 2014).

Insanlarda GR’iin GRo. ve GRP olmak iizere iki tip alternatif gesitleri
tanimlanmistir (Cain ve Cidlowski, 2015). Bunlardan GRJ en iyi tanimlanan tipi
olup, baskin olarak sentezlenen GRa’ya gore kortizole baglanan proteinin
baglanma afinitesi farkli olan bir karboksi terminal aminoasit sekansina sahiptir.
GRp, genel olarak ekspresyonu GRa'ya gore diisiik olmasma ragmen, in vivo
baskin bir negatif GR formu olarak islev gorebilir (Cain ve Cidlowski, 2015;
Pujols ve ark., 2013). Sicanlar ve fareler, insanlarda bulunan spesifik GRf
alternatifinden yoksundur (Otto ve ark., 1997). Bununla birlikte, son c¢aligmalar
farelerde (Hinds ve ark., 2010) ve siganlarda (Dubois ve ark., 2013) bulunan
GR'nin  karboksi terminal kisminin farkli alternatif birlesme formlarini

tanimlanmaistir.
2.3. Glutamaterjik Sistem

Glutamat aminoasiti merkezi sinir sisteminde en ¢ok miktarda bulunan
eksitator norotransmiterdir (Kula ve ark., 2019). Glutamat sinyalizasyonunda
serbest kalan glutamat, bir iyon akisini, depolarizasyonu ya da post-sinaptik
hiicrede ikinci bir heberci sinyal yolagini tetikleyen hiicre yiizeyindeki
reseptOrlerine baglanir. Glutamaterjik sinaps elementlerinin pre-sinaptik ve post-
sinaptik organizasyonu ¢ok karmasiktir: Sinaptik vezikiiliin flizyonunu ve geri
donilisiimiinti saglamak i¢in pre-sinaptik alanda ylizlerce protein calisir, ayrica
sinaptik yogunlugun ve sinaptik inputlarin transdiiksiyonunun tespit edilmesini
saglamak icin yiizlerce protein biraraya getirilir (Husi ve ark., 2000; Rosenmund,

2003).

Glutamat reseptorleri iyonotropik (iGluR) ve metabotropik (mGluR)
reseptorler olmak iizere iki ana tipte simiflandirilir (Traynelis ve ark., 2010).
Presinaptik butona salinimin ardindan, glutamat hizli bir sekilde sinaptik araliga
gecer ve postsinaptik membrandaki glutamat reseptdriine baglanir. Iyonotropik ve
metabotropik glutamat reseptorlerinin sinapslar iizerindeki temel fonksiyonlari

birbirinden tamamen farklidir (Reiner ve Levitz, 2018). Post sinaptik diizeyde,
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glutamat AMPA ve kainat reseptorlerini aktive eder ve hizli bir depolarizasyona
neden olurken, NMDA reseptorleri daha uzun siireli bir depolarizasyona neden

olurken daha yavas bir yanit verilmesini saglar (Traynelis ve ark., 2010).

2.3.1. iyonotropik Glutamat Reseptorleri

Iyonotropik glutamat reseptdrleri hizli sinaptik sinyallemeye aracilik eden
ligandlanmig  iyon  kanallaridir.  Bunlar  a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolepropionik asit (AMPA) reseptorleri (AMPAR), N-metil-D-aspartat
reseptorleri (NMDAR) ve kainat reseptdrlerini (KAR) igerirler. Iyonotropik
reseptorler glutamat ya da spesifik reseptor agonistlerine baglandiginda, ¢cok hizli
bir sekilde (10*-107 sn.) aktive olurlar. Ayrica AMPA ve kainat reseptorleri
NMDA reseptorlerinden daha hizli etki gosterirler (Reiner ve Levitz, 2018).
Glutamat reseptorlerinin aktivasyonu, transmembrana K, Na” ve Ca*" iyonlarinin
salinimi ve postsinaptik néronun depolarizasyonu ile sonug¢lanir. Depolarizasyon
yeterince glicliiyse, postsinaptik hiicrede bir aksiyon potansiyeli olusturur

(Niswender ve Conn, 2010).

NMDA reseptorleri, GIuN1 adinda iki zorunlu glisin baglayic1 alt
tinitesinden ve reseptore fonksiyonel ¢esitlilik kazandiran GluN2 (A-D) ve GIluN3
(A-B) adinda iki modiilator alt iiniteden olusan heterotetramerik proteinlerdir
(Hansen ve ark., 2018). NMDA reseptorlerinin iyon kanallarini acabilmesi igin
glisinin GluN1 ve glutamat GluN2'ye eszamanli baglanmasi gerekir. NMDA
reseptOrlerinin bir 6zelligi de, iyon kanallarinin istirahat durumunda hiicre dis
Mg " ile bloke edilmesi ve bu blokajin AMPA ya da kainat reseptorii aktivasyonu
ile indiiklenen depolarizasyonun ardindan agilmasidir (Hansen ve ark., 2018).
AMPA ve kainat reseptorleri, homomer ya da heteromer olarak sirasiyla GluA1-4

ve GluK1-5 adinda subunitlerden olusurlar (Traynelis ve ark., 2010).

NMDA reseptor antagonistleri ile yapilan hem hayvan hem de insan
caligmalarindan elde edilen veriler NMDA reseptorlerinin glutamaterjik sistemin
aktivasyonunda temel bir rol oynadigin1 gostermektedir, ¢linkii blokajlar1 sadece
stresin olumsuz etkisini azaltmakla kalmaz, aynm1 zamanda anksiyolitik ve

antidepresan etkiler de olustutur (C.-H. Chang ve ark., 2015; Ghasemi ve ark.,
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2014). llging bir sekilde, NMDA reseptorlerinde bir antagonist olan ketamin,
NMDA reseptoriiyle iligkili glisin bolgesindeki kismi antagonist olan GLYX-13,
muhtemelen AMPA reseptorlerini iceren artan noroplastisiteden kaynaklanan
antidepresan etkilerin hizli bir sekilde geri ¢evrilmesini sagladigi bildirilmistir
(Cao ve ark.,, 2019; Lepack ve ark., 2016). Glutamat NMDA reseptorii
aktivasyonu ve daha sonra hiicre i¢i serbest [Ca’'] yiikselmesi, ksantin
oksidorediiktaz (XOR) yada NOS tarafindan olusturulan NO olusumu yoluyla
stiperoksit formasyonu kaynakli peroksinitrit olusumu gergeklesebilir (Kaszaki ve
ark., 2012). NMDA tarafindan uyarilan aragidonik asit metabolizmasi1 sirasinda
ortaya ¢ikan radikaller oksidatif hasara neden olabilir (Chang ve ark., 2008). Bu
goriise gore, NMDA reseptorlerine yonelik bir antagonist, c¢esitli iltihabi ve
glutamat kaynakli norotoksisite sirasinda noroprotektif olabilir, bu da hem akut
hem de kronik enflamatuar kosullarda endojen glutamatin olasi bir roliinii
gosterir. Bu kosullarda, NMDA reseptorlerinin agirt ¢ogalmasi, asirt NO iiretimi

araciligiyla norotoksik 6liimii belirlemektedir (Kaszaki ve ark., 2012).
2.3.2. Metabotropik Glutamat Reseptorleri

Metabotropik glutamat reseptorleri, membrani yedi heliksli G-protein
kapili reseptorlerdir. Molekiiler yapilariin homolojisine, farmakolojik ve
fizyolojik ozelliklere ve ilgili sinyal iletim yolaklarina goére Grup I (mGIuR1 ve
mGlIuRS), Grup II (mGluR2 ve mGIluR3) ve Grup III (mGluR4, mGluRé6,
mGIuR7 ve mGluRS8) olarak 3 grup reseptor igerirler (Nicoletti ve ark., 2011;
Niswender ve Conn, 2010).

Grup I reseptorleri fosfolipaz C'ye baglanarak, protein kinaz C'yi uyarmak
icin IP3’{i (inositol 1-4-5 trifosfat) iiretir ve bunun sonucunda Ca’ 'un hiicre ici
depolardan ve diagilgliserolden (DAG) salinmasmi saglar. Grup II ve III
reseptorleri, adenilat siklaz inhibisyonu yoluyla hiicre i¢ci cAMP seviyelerini
azaltir. mGlu reseptorleri, Glu ve diger ndrotransmitlerin salinmasinin presinaptik
diizenlemesine katilir (Nicoletti ve ark., 2011). Bu kosullarda, hipokampus,
amigdala ve cingulate korteks gibi beyin boélgelerinde, stres yanitlarinda rol
oynayan, glutamaterjik yollar dahil olmak {iizere diger ndrotransmitter ve

néromodiilator yolaklarin homeostaz1 degisebilir (Bastiaanssen ve ark., 2018).
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Metabotropik glutamat reseptorleri glutamat baglanmasi iizerine c¢esitli
hiicre i¢i sinyal kaskadlarimi tetikler ve dahili depolardan Ca®* salimm
indiikleyebilir (Murray Sherman, 2014). Alt tipine gore degisebilmekle beraber,
mGluR'ler ayrica G-protein-kapili K* kanallarinin agilmasini tetikleyebilir ve
hiicre zar1 potansiyelindeki degisiklikleri tetikleyebilir ~ (Sherman, 2014).
IGluR'lerin aksine, mGluR'ler yiizlerce milisaniyeden daha uzun siire dayanabilen

uzun siireli etkiler tiretir (Niswender ve Conn, 2010; Reiner ve Levitz, 2018).

mGluR'ler, sinaptik iletim ve plastisitenin modiilasyonunda kritik roller
oynamaktadir (Niswender ve Conn, 2010). Sinapslarin postsinaptik
organizasyonu ¢ok kompleks bir yapidadir (Sheng ve Kim, 2011). Biiyiik ol¢ekli
proteomik analizlere dayanarak, post sinaptik depolarizasyon kinazlar (kalsiyum/
kalmodulin bagimli protein kinaz I (CaMKII) gibi), fosfatazlar (fosfataz 1, 2A, 5,
kalsinorin gibi), skaffold ya da adaptor proteinler (PSD-95, SAP-102 gibi),
diizenleyici proteinler (transmembran AMPAR-diizenleyici proteinler (TARP)
gibi), adhezyon molekiilleri, sitoskeletal proteinler (aktin, tubulin, miyozin gibi)
ve daha birgok farkli protein igerir, aralarinda farkli tip glutamat reseptorleri ve
sinyal molekiilleri bulunur (Baucum, 2017; Collins ve ark., 2006; Lisman ve ark.,
2002). Glutamat reseptorleri, sinyal iletimi proteinleri ile hiicresel sinyallegsme
icin gereken biiyiik ¢ok proteinli komplekslerde toplanir (Husi ve ark., 2000). Bu
kompleksler i¢indeki molekiiler etkilesimler, sinaptik iletim ve plastisite sirasinda
sinapslardaki yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin temelini olusturur (Husi ve
ark., 2000; Lei ve ark., 2018; Lisman ve ark., 2002; Sattler ve ark., 2018; Zhou ve
ark., 2012).

2.4. Merkezi Melanokortin Sistemi ve Besin Alimi Diizenlenimi

Merkezi  melanokortin  sistemi istah ve enerji homeostazinin
diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli bir néronal devredir (Cone, 2005). Bu
sistem beyinde bulunan melanokortin % reseptor eksprese eden hedef ndéronlarin
yani sira baglica hipotalamik arkuat nukleustaki (ARC) alfa-melanosit uyarici
hormon (alfa-MSH)/proopiomelanokortin (POMC) ya da ndropeptit Y
(NPY)/agouti-iligkili peptit (AgRP) iireten noronlar1 icermektedir (Cone, 2005).
Merkezi melanokortin sistemi, beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF) {ireten
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ndronlar (Bariohay ve ark., 2009) gibi serotonerjik ndronlar (Heisler ve ark.,
2003) dahil olmak iizere gida alimmi kontrol etmek icin birgok diger noéronal

sistemle etkilesime girebilir (Sabatier ve ark., 2003; Yosten ve Samson, 2010a).

Merkezi melanokortin sistemi bir¢ok periferal ya da leptin, alfa-MSH
(Cone, 2005) ve nesfatin-1 (Oh-I ve ark., 2006) gibi hipotalamik kaynakli
anoreksijenik aktiviteye aracilik edebilir (Yosten ve Samson, 2009). Leptin
(Blevins ve ark., 2004) ve nesfatin-1’1 iceren (Maejima ve ark., 2009; Yosten ve
Samson, 2009) diger melanokortine bagli beslenme peptitlerinin anoreksijenik
etkisi, merkezi oksitosin sistemine baglidir. Merkezi melanokortin sisteminin CRF
noronlar ile etkilesim i¢inde oldugu diisiiniilmektedir (Kawashima ve ark.,
2008). Melanokortin agonistlerinin PVN’da CRF mRNA’sim1 (Lu ve ark., 2003)
ve plazma ACTH seviyesinde (Dhillo ve ark., 2002) artisa yol agmasi bu sistemin

stres kosullarindan etkilenebilecegini diisiindiirmiistiir.

2.5. Nesfatin-1

Nesfatin-1 2006 yilinda bulunan son yillarda sik¢a anoreksijenik etkileri
ve mekanizmalar1 konusunda calisma konusu olan bir peptitdir (Oh-I ve ark.,
2006). Nesfatin-1 NEFA/nukleobindin 2 (NUCB2) prekiirsoriinden PC3/1 ve PC2
gibi prohormon doniistliriicii enzimler etkisi ile ayrilan ve gida alimini inhibe eden
bir faktordiir (Oh-I ve ark., 2006). Bu enzimler etkisinde NUCB2; nesfatin-1,
nesfatin-2 ve nesfatin-3 olmak {izere {ic boliime ayrilir. Bu peptitlerden sadece
nesfatin-1’in biyolojik etkileri bilinmekte, diger iki peptit bilinmemektedir (Oh-I
ve ark., 20006).

Kemirgenlerde merkezi sinir sistemi disinda nesfatin-1 ayrica yag dokusu,
gastrik mukoza, endokrin pankreatik beta hiicreleri, kalp, tat tomurcuklari ve
iireme sistemini igeren periferal dokularda da sentezlendigi gosterilmistir (Prinz
ve Stengel, 2016; Ramanjaneya ve ark., 2010; Stengel Goebel Yakubov ve ark.,
2009).
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2.5.1. Nesfatin-1 ve Besin Alimi Diizenlenmesi

Nesfatin-1 ve NUCB2 ekspresyonu hem merkezi sinir sisteminde hem de
periferal organlarda bulunmaktadir (Stengel ve Wang, 2013). Bu genis dagilim
NUCB2/nesfatin-1’in  diisiiniilenden ¢ok daha genis etkileri olabilecegini
gostermektedir. Yapilan calismalarda nesfatin-1’in insiilin hassasiyetini arttirarak

glikoz metabolizmasini etkiledigini gostermistir (Li ve ark., 2013).

Nesfatin-1'in periferal inflizyonu, trigliserit ve kolesteroliin adipozitesini
ve plazma seviyelerini azalttigr (Yin ve ark., 2015), siganlarda nabiz sayisin1 ve
kan basinict arttirdigr gosterilmistir (Mimee ve ark., 2012). Nesfatin-1'in erkek
sicanlarda iireme aksimin diizenlenmesinde etkileri ¢alismalarda gosterilmistir
(Gao ve ark., 2016). Bu veriler, anoreksijenik etkilerinin disinda, nesfatin-1'in
glukoz homeostazi, lipit metabolizmasi, kardiyovaskiiler fonksiyonlar ve iireme
fonksiyonlari, ayrica uyku ve duygu diizenleme ile ilgili durumlar1 da igeren daha
onemli fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir (Ari ve ark., 2011;
Emmerzaal ve Kozicz, 2013; Gao ve ark., 2016; Ramesh ve ark., 2017; Vas ve
ark., 2013; Yin ve ark., 2015). Kemirgenlerde i.c.v. uygulama sonrasi nesfatin-
I’in gida alimimi baskilayabilecegi ¢esitli ¢aligmalar ile gosterilmistir (Konczol

ve ark., 2012; Oh-I ve ark., 2006; Wang ve ark., 2009).
2.5.2. Nesfatin-1 ve Stres

[lk caligmalarda nesfatin-1’in etkileriyle uyumlu olarak ekspresyonunun
siganlarda baslica paraventrikiiler nukleus (PVN), supraoptik nukleus (SON),
lateral hipotalamik alan (LHA) ve ARC gibi besleme diizenlemesinde yer alan
hipotalamik ¢ekirdeklerde bulundugu gosterilmistir (Foo ve ark., 2008; Oh-I ve
ark., 2006). Arastirmalar ilerledikge, nesfatin-1’in baslangigtaki dagilim haritasi
genislemis ve dagiliminin merkezi sinir sistemde piriform, insular ve singulat
korteksi igeren kortikal sistemde, limbik sistemin hipokampusunda ve beyin
sapindaki soliter traktus nukleus (NTS), vagusun dorsal motor nukleusunda
(DMV) da siganlarda (Brailoiu ve ark., 2007; Stengel ve Wang, 2013; Oh-I ve
ark., 2006) ve farelerde (Stengel ve ark., 2011) bulundugu bildirilmistir. Nesfatin-

I’in si¢anlarda ayrica dorsomedial hipotalamik nukleus (DMN), tuberal

32



hipotalamik alan, merkezi amigdaloid nukleus, Edinger-Westphal nuklues
(npEW), lokus koruleus, medullar raphe nuklues ve serebellumda bulundugu
gosterilmistir (Foo ve ark., 2008). Bu ¢ekirdeklerin ¢ogu besin aliminin yaninda
stres yanitinda da rol alan ¢ekirdeklerdir (Wang ve Taché¢, 2009; Yoshida ve ark.,
2010). Sicanlarda nesfatin-1, omuriligin duygusal otonomik tepkileri modiile eden
pre-ganglionik sempatik ve parasempatik ndronlarda da ifade edilir (Lambrecht

ve ark., 2009).

Nesfatin-1’in merkezi sinir sisteminde stres ve duygu durumunda etkili
olan CRF, TRH, serotonin, kokain ve amfetamin-diizenleyici transkript (CART),
melanosit uyarict hormon (MSH), melanin konsantre edici hormon (MCH),
POMC, néropeptit Y (NPY), vazopressin, oksitosin, biiyiime hormon saliverici
hormon (GHRH), somatostatin, nérotensin ve iirokortin gibi bir¢ok noropeptit ile
ko-eksprese oldugu gosterilmistir (Fort ve ark., 2008; Stengel, 2015). Ayrica
nesfatin-1’in stres iligkili faktorler olan CRF, CART, {iirokortin-1 ve NPY gibi
faktorler ile ko-lokalize olmasi nesfatin-1’in stres ile de iligkili olabilecegini

diisiindiirmektedir (Foo ve ark., 2008; Inhoff ve ark., 2010; Okere ve ark., 2010).

Nesfatin-1’in ayrica kan-beyin bariyerini transmembran difiizyon yoluyla
gecebilecegi bildirilmistir (Pan ve ark., 2007). Boylece endojen ya da eksojen
nesfatin-1 periferal dokular1 merkezi diizeyde salgilanan nesfatin-1 gibi
etkileyebilir. Birlikte ele alindiginda, nesfatin-1'in yaygin merkezi ve periferik
dagilimi ve diger bir¢ok norotransmiter ile birlikte ortak lokalizasyonu, gida
alimmin modiilasyonuna ek olarak, bu peptitin birka¢ diizenleme fonksiyonuna

dahil olduguna isaret etmektedir (De Souza, 1995).

Beyindeki nesfatin-1'in dagilimi iizerine yapilan calismalar, hipotalamus
ve npEW gibi strese cevap ile ilgili bircok alan iizerine yogunlasmistir (Goebel
ve ark., 2009; Okere ve ark., 2010). Erkek Spraque Dawley tipi sigan beyninde
psikolojik ve fiziksel olarak zorlayan bir stres tipi olan immobilizasyon stresinin
nesfatin-1 immiinoreaktif néronlarin c-Fos araciligiyla aktivasyonunu SON, PVN,
LC, rostral raphe pallidus (rRPa), ventrolateral medulla (VLM), ve NST’de
arttirdign gosterilmistir  (Goebel ve ark., 2009). Nesfatin-1’in siganlarda uyku
bozuklugu indiikledigi (Vas ve ark.,, 2013) ve korku, anksiyete-iligkili
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davraniglart arttirdign bildirilmistir  (Merali ve ark., 2008). Insanlarda ise
psikiyatrik  bozukluk durumlarinda nesfatin-1'in  plazma veya serum
konsantrasyonlarinda degisiklik gerceklesmektedir (Ari ve ark., 2011; Gunay ve
ark., 2012).

Kronik stresin nesfatin-1 iizerindeki etkileri akut stres ile tutarlilik
gostermemektedir. Degisken kronik hafif stres (CVMS) npEW’da nesfatin-1
ndronlarinda aktivasyonu ve nesfatin-1 protein seviyelerini arttirmaktadir fakat
mRNA seviyelerini Wistar disi ve erkek sicanlarda degistirmemektedir (Xu ve
ark., 2010). Baska bir ¢alismada da kronik stresin, erkek Spraque Dawley tipi
siganlarda plazma nesfatin-1 diizeylerinde veya hipotalamik mRNA
ekspresyonunda anlamli bir degisiklikle sonu¢lanmadigi bildirilmistir (Yin ve
ark., 2015). Depresif bozukluklarda istahta bozulma ve metabolik degisiklikler sik
gorilmektedir (Baxter, 2016; Ghosh ve ark., 2017) fakat bu degisikliklerin
altinda yatan patofizyolojik mekanizmalar ve bunlarin depresyon ve istah
arasindaki baglantis1 acikliga kavusmamistir. Nesfatin-1 istah ve metabolik
kosullarin diizenlenmesinde 6nemli bir isleve sahiptir, bu nedenle nesfatin-1'in
depresyondaki rolii biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Depresyondaki hastalarin nesfatin-1
seviyeleri kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Ayrica depresyon seviyesi ile nesfatin-1 diizeyleri de pozitif
korelasyon gostermekle beraber erkek ve kadinlar arasinda bir farklilik
gorilmemistir (Ari ve ark., 2011). Depresyon nedeniyle intihar eden erkeklerde
kontrollere kiyasla nesfatin-1 mRNA seviyeleri neredeyse iki kat daha yiliksek
olarak bulunmustur fakat kadinlarda mRNA ekpresyonu kontrollere kiyasla ii¢
kez daha diisiik tespit edilmistir. Bulgular depresyondaki farkli cinsiyetler
tizerinde nesfatin-1’in farkli etkileri oldugunu diisltindliirmiistiir. Obez kadin
hastalarda mRNA seviyelerinin depresyon seviyesi ile nesfatin-1 seviyesinin

pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Hofmann ve ark., 2013).

Yapilan  klinik  aragtirmalarda, nesfatin-1'in  kaygi  davraniginin
mekanizmasinda da rol oynama ihtimaline isaret etmektedir. Erkek insan
deneklerinde yapilan klinik bir aragtirma, genel anksiyete bozuklugu olan

hastalarin plazma nesfatin-1 diizeylerinin saglikli erkek kontrollerden daha diisiik
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oldugunu bildirmistir (Gunay ve ark., 2012). Obez kadin hastalarda nesfatin-1
kayg1 puanlart yliksek olan obez kadin hastalarin, diisiik kaygi hastalarindan daha
yiiksek nesfatin-1 diizeyleri gosterdigi ortaya konmustur (Hofmann ve ark.,
2013). Baska bir ¢alismada ise yiiksek kaygi puanina sahip obez kadinlarin
kontrol grubuna goére daha yiiksek nesfatin-1 seviyelerine sahip oldugu, yiiksek
kayg1 puanina sahip erkeklerin ise daha diisiik nesfatin-1 seviyesine sahip oldugu;
sonug olarak nesfatin-1’in cinsiyete 6zgii diizenlenim gosterdigi tespit edilmistir
(Hoffman ve ark., 2015). Ancak, hem kadinlarda hem de erkeklerde anksiyeteyi
lyilestiren tedaviden sonra nesfatin-1'de onemli bir degisiklik gdzlenmemistir
(Hofmann ve ark., 2017). Ayrica kaygt diizeyi yiiksek olan kadin anoreksiya
nervoza hastalarinda diisiik kaygi gosterenlere gore daha yiiksek nesfatin-1
plazma konsantrasyonlar1 ve diizeylerin kaygi puanlan ile pozitif korelasyonu
bildirilmistir (Hoffman ve ark., 2015). Benzer sekilde, panik bozuklugu olan
hastalarda plazma nesfatin-1 seviyeleri kontrol deneklerine gore belirgin sekilde
yiiksek ve nesfatin-1 diizeyleri ile panik bozuklugu siddeti arasinda pozitif bir
korelasyon bildirilmistir (Bez ve ark., 2010). Obsesif kompulsif bozuklugu olan
hastalarda da nesfatin-1 diizeylerinin de arttig1, ancak Yale-Brown Obsesif
Kompulsif Skala (Y-BOCS) skorlart ile nesfatin-1 diizeyi arasinda bir iligki
olmadigi bildirilmigtir (Bez ve ark., 2012).

Nesfatin-1'in i.c.v. enjeksiyonu, sicanlarda ACTH ve kortizol plazma
seviyelerini yiikselttigi gosterilmistir (Konczol ve ark., 2010; Yoshida ve ark.,
2010). Ayrica PVN’da nesfatin-1 ve CRF’iin ko-lokalize oldugu {istelik nesfatin-
I'in PVN-CRF noéronlarinin ¢ogunu hiperpolarize ettigi ya da depolarize
edebilecegi bildirilmistir (Yoshida ve ark., 2010). Periferik olarak uygulanan
nesfatin-1’in, plazma kortizol ve hipotalamik CRF mRNA seviyesini artirarak
HPA aks1 hiperaktivitesini indiikleyebilecegi ve depresyon benzeri davranisa
neden olabilecegi one siiriilmiistiir (Ge ve ark., 2015). insan néroblastoma SH-
SYSY hiicrelerinde, nesfatin-1’in CRF'nin mRNA'sin1 ve protein ekspresyonunu
diizenleyebilecegi gosterilmistir  (Chen ve ark., 2018). HPA ekseninin
hiperaktivitesi, depresyon mekanizmalarinda 6nemli bir rol oynar, bu nedenle
nesfatin-1'in duygu durumu {izerindeki fizyolojik ve patolojik etkilerinin HPA

ekseni ile iliskili oldugunu disiiniilmektedir. Nesfatin-1'in  duygulari
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diizenlemedeki roliiniin NPY, noradrenalin (NA), 5-hidroksitriptamin (5-HT) ve
melanokortin sistemi ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (Price ve ark., 2007,

2008; Maejima ve ark., 2009; Yoshida ve ark., 2010; Yosten ve Samson, 2009).

Melanokortin sistemi, GABAerjik sistemi inhibe ederek anksiyojenik
etkilere neden olur ve depresyonla da baglantilidir. Bu nedenle baz1 ¢alismalarda
nesfatin-1'in melanokortin sistemi aktive ederek kaygiya yol acabilecegini one
stirmiistiir  (Yosten ve Samson, 2009). Eksojen olarak uygulanan nesfatin-1,
sinaptik plastisite ve sinaptogenezin korunmasinda énemli bir bilesen olan BDNF
ve sinaptik plastisite ve hiicre sagkalimii iceren noronal fonksiyonlarin
korunmasinda 6nemli olan fosforile- ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz 1/2 (P-
ERK1/2)’yi hipokampus ve prefrontal kortekste azaltabilmektedir (Ge ve ark.,
2015). BDNF ve ERK’ler kaygi ve depresyon davraniglarinin diizenlenmesi ile
iliskilendirilmektedir. Bu nedenle nesfatin-1'in rolii, BDNF ve P-ERK1/2'nin
dengesiz ifadesiyle iliskilendirilebilir. Ayrica, nesfatin-1 uygulanmasinin,
hipotalamusta, sinapsin-I ve sinaptotagmin-I'in artan mRNA ekspresyonunun eslik
ettigi Spraque Dawley tipi erkek sicanlarda depresyon benzeri davranisa neden
olabilecegi de bildirilmistir (Ge ve ark., 2015). Insan noroblastoma SH-SYS5Y
hiicrelerine  nesfatin-1  uygulamast p-ERK1/2 ve sinapsin-I  protein

ekspresyonlarini arttirmistir (Chen ve ark., 2018).

Sinapsin-I ve sinaptotagmin-I sinaptik vezikiil membraninin esas
komponentleridir ve vezikiil fiizyonu ve ndrotransmiter saliniminda énemlidirler.
Ayn1 zamanda psikiyatrik hastaliklarin patofizyolojisinde oOnemli bir faktor
olabilecegi diisiinlilmektedir. Veriler nesfatin-1'in sinaptik fonksiyonu da
degistirerek duygular1 etkileyebilecegini gdstermektedir. Ayrica, bazi psikiyatrik
bozukluklarin da bagisiklik sistemindeki bozukluklarla iligkili oldugu
varsayllmaktadir. Meta-analizler, interlokin-6 (IL-6), C-reaktif protein (CRP) ve
TNF-o’nin dahil oldugu bir¢ok enflamatuar belirtecin depresyon ile iligkili
oldugunu gostermistir (Dowlati ve ark., 2010). Nesfatin-1'in kronik uygulanmasi,
umutsuzluk davranigi ile pozitif olarak iligkili olan plazma IL-6 ve CRP
seviyelerini arttirabilir Bu da immiin inflamatuvar aktivasyonun, nesfatin-1

kaynaklt duygu ve davranig degisikliklerinin patogenezinde 6nemli bir rol
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oynayabilecegini gostermektedir (Ge ve ark., 2015).

2.6. Noronostatin

Somatostatin ilk olarak sigir hipotalamusundan izole edilmis ve biliylime
hormonu inhibisyonundan sorumlu bir siklik tetradekapeptitdir (Brazeau ve ark.,
1973). Noronostatinin ilk kesfi, somatostatin (SST) genine ait fizyolojik olarak
aktif korunmus dizilerin olabilecegi fikri ile baglamistir. SST geninin potansiyel
boliinme alanlarinda yapilan biyoinformatik analizler sonucu 2008 yilinda
Samson ve ark. tarafindan “ndronostatin” kesfedilmis ve bu molekiilin C-
terminalinin amidasyona ugramis formunun biyolojik olarak aktif oldugu
belirlenmistir (Samson ve ark., 2008). Noronostatin temel olarak anoreksijenik
etkileri bulunan bir tokluk molekiilii olarak tanimlanmistir (Samson ve ark.,
2008; Yosten ve Samson, 2010b). Arastirmalarda somatostatin pre-pro-hormonu
olarak kesfedilen 13 aminoasitlik biyolojik olarak aktif bir peptit olan
ndronostatinin somatostatinden farkli olarak sican 6n hipofizinden salgilanan
bazal biiyiime hormonu saliverici hormon (GHRH) ya da ghrelin tarafindan

uyarilan biiylime hormonunu etkilememektedir (Samson ve ark., 2008).

2.6.1. Noronostatin’in Genel Ozellikleri

In vitro c¢alismalarda da ndronostatinin, somatostatin reseptorlerini
aktiflestiremedigi gosterilmistir (Samson ve ark., 2008). Radio-immiinoassay
yontemi kullanilarak yapilan degerlendirmelerde, dalak, pankreas ve beyinde,
Ozellikle hipotalamus gibi farkli metabolik, néronal ve gastrointestinal
dokularinda yiiksek néronostatin immiinoreaktivitesi belirlenmistir (Samson ve
ark., 2008). Besin alimi diizenlenmesinde yer alan anterior hipotalamik
periventrikiiler nukleusta noronostatin varlig1 bildirilmistir (Berthoud, 2002; Dun
ve ark., 2010). Doz ile iliskili olarak i.c.v. ndronostatin enjeksiyonunun, gida ve

su alimi1 inhibisyonuna yol actig1 bildirilmistir (Samson ve ark., 2008).

Pankreatik langerhans adaciklarinda bulunan delta hiicreleri somatostatin
saliniminin esas kaynagidir. in vitro calismalarda etki mekanizmasi bilinmemekle
birlikte parakrin olarak bu alandaki hiicreleri etkileyerek somatostatinin

langerhans adaciklarindan salinan insiilin ve glukagon iizerinde baskilayici etkileri
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gosterilmistir  (Klaff ve Taborsky, 1987a, 1987b). Pankreastaki etkileri ortaya
konan ndronostatinin reseptdriic GPR107 ile birlikte ayni zamanda beyin,
hipotalamik baz1 bolgeler ve kalp gibi cesitli organlarda da bulundugu
bildirilmistir (Elrick ve ark., 2016; Pawson ve ark., 2014; Samson ve ark., 2008;
Yosten ve ark., 2012). Noronostatinin indirekt yolla glikoz tarafindan baskilanan
inslilin {iretimini uyararak pankreatik alfa hiicrelerini etkiledigi ve glukagon
iiretim uyardig1 boylece glikoz homeostazini diizenledigi bildirilmistir (Salvatori

ve ark., 2014).

Plazma noronostatin seviyelerinin, sirkadiyen benzeri etki gosterdigi gece
boyunca hizla yiikseldigi ve yeniden besleme durumundan sonra hizlica baslangic
noktasina geri dondiigli gozlenmistir (Elrick ve ark., 2016). Noronostatinin
kardiyotropik etkilerini, protein kinaz A aktivasyonu araciligiyla gerceklestirdigi
gosterilmistir (Hua ve ark., 2009). Noronostatinin merkezi sinir sistemindeki
etkileri, otonom diizenlemeyle daha iligkili olarak distliniilmistiir. Ancak,
ndronostatinin bilingli farelere merkezi olarak uygulanmasi, alfa-adrenerjik bloker
fenitolamin uygulamasi sonrasi ortalama arter basincinda bir artisa yol agmistir

(Yosten ve ark., 2011).

Noronostatin, kalp dokusunda 6zellikle de kardiyomiyositlerde kardiyak
kasilma fonksiyonunu baskilamaktadir (Hua ve ark., 2009). Ayrica noronal
migrasyon, gastrik tiimor hiicre proliferasyonu ve hipotalamik néron uyarimini
diizenlemektedir (Dun ve ark., 2010; Samson ve ark., 2008). Noronostatinin,
proopiomelanokortin  (POMC) noéronlarinin  alt grubu olan ve agn
mekanizmasinda 6nemli olan melanokortinler ve endorfinler araciliyla
anoreksijenik ve antidipsojenik etki gosterdigi bildirilmistir (Yosten ve ark., 2011;
Yosten ve Samson, 2010b). Calismalarda ayrica merkezi olarak uygulanan
noronostatinin, melanokortin sisteminin de etkisi ile farelerde antinosiseptif etki
olusturdugu bildirilmistir  (Yang ve ark., 2011). Noronostatin, hipotalamik

. 2+
noronlarda Ca™"’

u mobilize etmektedir (Dun ve ark., 2010). Ndoronostatin ve
somatostatin ayni pre-pro-hormon tarafindan iiretilmesine ragmen somatostatin
hayvanlarda anksiyete ve depresyon benzeri etkileri azaltmaktadir (Engin ve ark.,

2008; Engin ve Treit, 2009).
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2.7. Noronal Aktivasyon Belirtecleri

Noronal aktivite degisikliklerini belirlemede c-Fos gibi transkripsiyon
faktorleri belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Hoffman ve ark., 1993). Noronlarda c-
Fos ekspresyonu, bazal durumlarda minimal diizeyde olmasina karsin, belirli
fizyolojik durumlarda artar ve bu artisin belirlenmesiyle aktive olan sistem
hakkinda bilgi edinilebilir. Deneysel olarak uyarilan bir néronda sentezlenerek
cekirdege transloke olan ve noéronda genetik aktivasyonu baglatan c-Fos
proteininin immunoreaktivitesi, uyarani takip eden 60-90 dakika igerisinde

belirlenebilmektedir (Eriksson ve ark., 1996).

STAT (sinyal cevrimcileri ve transkripsiyon aktivatorleri) proteinleri,
transkripsiyonu aktive eden sinyal molekiilleridir. Inaktif olarak sitoplazma da yer
alirlar ve etkinlesince ¢ekirdege gegerler. STAT proteinlerinin aktivasyonu i¢in de
amino asit rezidiilerinin fosforilasyonu gereklidir. Fosforilasyon siirecinde,
reseptor-baglantili JAK tirozin kinaz sistemi gorev alir. Fosforillenen STAT
(pSTAT) hedef genlerin transkripsiyonunu aktive edecegi ¢ekirdege gegerek DNA
molekiile baglanir ve gen aktivasyonunu baslatir (Bromberg ve Darnell, 2000).
Cekirdekte belirlenen pSTAT immiinoreaktivitesi, o ndronun transkripsiyonel
aktivasyona bagladiginin, yani aktive oldugunun gosterilmesi yOniinde

kullanilmaktadir (Zhao ve ark., 2011).

Cekirdekte lokalize bu proteinlerden biri ile birlikte, néronun baska bir
kompartimaninda (sitoplazma, hiicre membran1 gibi) yerlesik olan ve néronun
fenotipinin  belirlenmesini saglayacak  ikinci bir  proteinin de
immunohistokimyasal olarak isaretlenmesi, hem norondaki aktive degisiklikleri
ve aktivasyon yolaklar1i hem de ndronun fenotipi hakkinda bilgi verir.

Calismalarimizda bu iki néronal aktivasyon belirteci kullanilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada geng eriskin (2-3 aylik), daha 6nce ¢iftlesmemis ve deneye
girmemis, 200-250 gr agirliginda, Spraque Dawley tipi 80 adet disi ve 80 adet
erkek sican kullanildi. Siganlar 25°C oda 1sisinda, 12 saat karanlik ve 12 saat
aydinlik dénemler seklinde ayarlanmis ortamda, ad-libitum olarak beslenerek;

stres ve giirliltiiden izole bir sekilde calismaya alindilar.

Calisma icin Spraque Dawley tipi sicanlar, Bursa Uludag Universitesi
Deney Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edilerek,
bakimlar1 ve deneysel uygulamalar1 ayni {initede yapildi. Calisma stres deneyleri
kapsaminda 10 grup halinde yiiriitiildii. Ayrica diger ikili isaretlemeler i¢in 10
disi, 10 erkek Spraque Dawley tipi sicanin perfiizyon fiksasyonu yontemi ile

beyin dokulari alindi.

Calismada kullanilan deney hayvanlar1 Bursa Uludag Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun (HADYEK) 26.02.2016 tarihli 2016- 04/05 nolu

izni ile kullanilda.

Calisma biitcesinin tamami Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar
Kurumu (TUBITAK) tarafindan Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini

Destekleme Programi 1001-116S748 numarali projesi kapsaminda kargilanmistir.

3.2. Beyin Dokularinin Eldesi

Tiim deney siiresince biitiin sicanlardan beyin dokularinin alinmasi
sirasinda denekler kontrol amaciyla 90 dk ayr bir kafeste tutulduktan sonra derin

eter anestezisi altinda torakslari agilarak, aorta kateter yerlestirmek suretiyle
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perflizyon fiksasyon yontemi ile sakrifiye edilmislerdir. Perfiizyon fiksasyon
islemi sirasinda perfiizyon pompasi kullanilmig ve deney hayvanlarinin aortasina
yerlestirilen kateterden ilk olarak %0,9’luk serum fizyolojik (NaCl) gonderilerek
kanlar1 temizlenmis, ardindan taze hazirlanmis %4’liikk paraformaldehit soliisyonu
ile fiksasyon gergeklestirildikten sonra beyin dokular1 hassas bir sekilde

cikartlmistir.

3.3. Stres Deney Gruplari

Stres deneylerinde kullanilan siganlarin gruplandirma semast asagida Sekil
3’de, stres deneylerinde uygulanan prosediirlere ait sematik diyagram Sekil 4’de

gosterilmistir.

Stres Kontrol Grubu
(n=7 disi, n= 7 erkek)

MEK-801+ immobilizasyon Stresi Grubu

(n=7 digi. n= 7 erkek)

/ (n=7 dist. n= 7 erkek)
immobilizasyon Stresi Grubu

CNQX+ immobilizasyon Stresi Grubu
(n=T7 disi. n= 7 erkek)

MK-801+ Yiizme Stresi Grubu

/ (n= 7 dig1. n= 7 erkek)
Yiizme Stresi Grubu

(n=7 dis1, n= 7 erkek)

CNQX+ Yiizme Stresi Grubu
(n="7 dis1. n= 7 erkek)

MEK-801+Akut inflamatuvar Stres Grubu

(n=7 dis1, n= 7 erkek)

/" (n="7 disi, n= 7 erkek)
Akut inflamatuvar Stres Grubu

CNQX+ Akut inflamatuvar Stres Grubu
(n=7 dis1, n= 7 erkek)

Sekil 3. Stres deneylerindeki deney gruplar1 ve deney hayvani sayilari
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Stres Grubu
Akut inflamatuvar Stres
LPS enjeksiyonu, 0,5 mg/kg, i.p.
5 Stres Uygulamasi
— 3gin —— S0dk —i tresUygulamass 4 90/120 dk —y
1 — ' [ Yilzme, 20 dk 1 o
F Ele alistirma T l | T q
T|_ 15 dk _" Stres Uy 1 : Perfiizyon fiksasyon
Antagonist enjeksiyonu Iwmo?lll?as\-on. 30dk
CNOX ya da MK-801 T ik, 2 o
; Akut inflamatuvar Stres
Antagonist Grubu LPS enjeksiyonu, 0,5 mg/kg, Lp.

Sekil 4 . Stres deneylerinin sematik diyagrama.

3.3.1. Stres Kontrol Grubu

Stres deneylerinde kontrol amaciyla olusturulan grupta yer alan deney
hayvanlarma ele aligtirma islemi sonrasi hi¢ bir stres uygulamasi yapilmamustir.
Denekler kontrol amaciyla 90 dk ayr1 bir kafeste tutulduktan sonra derin eter
anestezisi altinda torakslar1 agilarak, aorta kateter yerlestirmek suretiyle perfiizyon
fiksasyon yontemi ile sakrifiye edilmistir. Bu gruptaki deneklere ait veriler stres
caligmalarinin kontrol grubunu olusturmaktadir. Bu grupta toplam 7 adet disi ve 7
adet erkek sicanin beyin dokulari temin edilmis ve paraventikiiler ve arkuat
nukleusta c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlar1 ve toplam nesfatin-1 néron sayilar1 ve
periventrikiiler alanda ise pSTATS pozitif ndronostatin noronlart ve toplam
noronostatin ndron sayilar1 kaydedilmis ve ikili isaretlenme oranlarinin

belirlenecegi mikroskobik analiz verileri elde edilmistir.
3.3.2. immobilizasyon Stresi Grubu

Immobilizasyon yani hareketsizlik stresi uygulamasi igin deney
hayvanlarmin hareket etmesini engelleyen plastik “restrainer”lar kullanilmistir
(Sekil 5A). Literatiir incelenerek, plastik “restrainer’larda deney hayvanlarinin ne
kadar siire tutulacaginin belirlenmesi icin ilk ¢alismalar kapsaminda deney
hayvanlart 10 dk, 20 dk ve 30 dk tutularak deneme yapilmis ve c-Fos- nesfatin-1
ikili isaretlemesi ile sonuglar degerlendirilerek 30 dakikalik siirenin uygun oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 5. Stres deneylerinde kullanilan diizenekler. A: Deney hayvanlarinin hareketsiz kalmasim
saglayan On tarafinda ventilasyon delikleri bulunan plastik restrainer. B: Deney hayvanlarina zorla
yiizdiirme stresinin uygulandigi alt tarafinda musluk bulunan plastik deney hayvani ylizme su
tanki.

Deney hayvanlarina 3 giin ele alistirma islemi sonrasi her bir deney
hayvan1 90 dk ayr1 bir kafeste bekletilmis ardindan 30 dk hareketsizlik stresi
uygulanmistir. immobilizasyon stresi uygulamasi sonrasi beyindeki néronlarin
aktiflesmesi icin her bir deney hayvani tekrar 90 dk ayr bir kafeste bekletilmis ve
daha sonra perfiizyon islemine ge¢ilmistir. Bu grupta toplam 7 adet disi ve 7 adet
erkek siganin beyin dokular1 temin edilmis ve paraventikiiler ve arkuat nukleusta
c-Fos pozitif nesfatin-1 noronlar1 ve toplam nesfatin-1 nodron sayilart ve
periventrikiiler alanda ise pSTATS pozitif ndronostatin noronlart ve toplam
noronostatin noron sayilar1 kaydedilmis ve ikili isaretlenme oranlarinin

belirlenecegi mikroskobik analiz verileri elde edilmistir.
3.3.3. Yiizme Stresi Grubu

Yiizme stresinin uygulamasi icin, deney hayvanlarinin iist ve alt sinirlara
erismesini engelleyecek boyutta plastik su tanki kullanilmistir (Sekil 5B).
Literatiir incelenerek plastik su tankinda deney hayvanlarinin ne kadar siire

tutulacaginin belirlenmesi icin gergeklestirilen c¢alismalar kapsaminda deney

43



hayvanlar1 5 dk, 10 dk ve 20 dk yiizdiiriilerek deneme yapilmis ve c-Fos- nesfatin-
1 ikili isaretlemesi ile sonuglar degerlendirilerek 20 dk siirenin uygun olduguna

karar verilmistir.

Deney hayvanlarina 3 giin ele alistirma islemi sonrasi her bir deney
hayvan1 90 dk ayr bir kafeste bekletilmis ardindan 20 dk zorla yiizdiirme stresi
uygulanmistir. Yiizdiirme testi sonrasi beyindeki noronlarin aktiflesmesi i¢in her
bir deney hayvani tekrar 90 dk ayr1 bir kafeste bekletilmis ve daha sonra
perfiizyon islemine gecilmistir. Bu grupta toplam 7 adet disi ve 7 adet erkek
sicanin beyin dokulari temin edilmis ve paraventikiiler ve arkuat nukleusta c-Fos
pozitif nesfatin-1 néronlar1 ve toplam nesfatin-1 ndron sayilart ve periventrikiiler
alanda ise pSTATS pozitif noronostatin noronlar1 ve toplam noronostatin ndron
sayilar1 kaydedilmis ve ikili isaretlenme oranlar1 belirlenecegi mikroskobik analiz

verileri elde edilmistir.
3.3.4. Akut Inflamatuvar Stres Grubu

Akut inflamatuvar stres uygulamasi i¢in deney hayvanlarina intraperitonel
(i.p.) lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu ger¢eklestirilmistir. Enjeksiyon
yapilacak dozun belirlenmesi i¢in ilk olarak deney hayvanlarina 100 pg/kg, 0,5
mg/kg ve 1 mg/kg i.p. LPS enjeksiyonlar1 yapilmistir. ilk ¢alismalar kapsaminda
deney hayvanlarinin beyin dokularinda c-Fos-nesfatin-1 ikili isaretlemesi ile
sonuglar degerlendirilerek 0,5 mg/kg ve 1 mg/kg LPS uygulamalarinin uygun
oldugu fakat 0,5 mg/kg LPS dozu ile 1 mg/kg LPS dozu arasinda fark olmamasi
sebebiyle 0,5 mg/kg LPS dozunun i.p. olarak uygulanmasimin uygun olduguna

karar verilmistir.

Deney hayvanlarina 3 giin ele alistirma islemi sonrasi her bir deney
hayvani 90 dk ayr bir kafeste bekletilmis ardindan 0,5 mg/kg LPS i.p. olarak
uygulanmistir. LPS uygulamasi sonrasi beyindeki ndronlarin aktivasyonu i¢in her
bir deney hayvani literatiir incelemesi sonrasi belirlenmis olan 120 dk ayr1 bir
kafeste bekletilmis ve daha sonra perfiizyon islemine gecilmistir. LPS uygulamasi
oncesi 0. dk, sonras1 60. dk ve 120. dk’larda sicanlarin kan basinci ve viicut 1silari

kuyruktan 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Bu grupta toplam 7 adet disi ve 7 adet
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erkek sicanin beyin dokular1 temin edilmis ve supraoptik nukleusta c-Fos pozitif
nesfatin-1 ndronlar1 ve toplam nesfatin-1 néron sayilar1 ve periventrikiiler alanda
ise pSTATS pozitif ndronostatin néronlar1 ve toplam noronostatin néron sayilar
kaydedilmis ve ikili isaretlenme oranlar1 belirlenecegi mikroskobik analiz verileri

elde edilmistir.

3.4. Glutamat Reseptor Antagonisti Uygulamalar

Glutamaterjik sistemi bloke etmek amaciyla deney hayvanlarinda NMDA
reseptOr antagonisti olarak MK-801 ve non-NMDA reseptor antagonisti olarak 6-

Ciano-7-Nitroquinoxalin-2,3-dion (CNQX) kullanilmaistir.

3.4.1. NMDA Reseptor Antagonisti MK-801 Uygulamasi

Deney hayvanlarina 3 giin ele alistirma islemi sonrasi her bir deney
hayvam 90 dk ayr1 bir kafeste bekletilmistir. Immobilizasyon, yiizme ve LPS
uygulamalar1 6ncesi uygulanan stres etkenlerine glutamaterjik sistemin etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla NMDA reseptor antagonisti 0,5 mg/kg MK-801 i.p.

olarak uygulanmistir.

Tiim gruplar i¢in MK-801 uygulamasindan 15 dk sonra stres uygulamalari
gergeklestirilmistir.  Antagonist ve stres uygulamalarindan sonra c-Fos
aktivasyonu i¢in immobilizasyon ve ylizme stresinde 90 dk, akut enflamatuvar
stres uygulamasinda ise 120 dk deney hayvanlar1 ayr1 kafeslerde bekletilmis ve

daha sonra perfiizyon uygulamasi gerceklestirilmistir.

3.4.2. Non-NMDA Reseptor Antagonisti CNQX Uygulamasi

Deney hayvanlarina 3 giin ele alistirma islemi sonrasi her bir deney
hayvan1 90 dk ayri bir kafeste bekletilmistir. Immobilizasyon, yiizme ve LPS
uygulamalar1 6ncesi uygulanan stres etkenlerine glutamaterjik sistemin etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla AMPA/Kainat reseptér antagonisti 2 mg/kg CNQX

1.p. olarak uygulanmustir.

Tiim gruplar icin CNQX uygulamasindan 15 dk sonra stres uygulamalari

gerceklestirilmistir.  Antagonist ve stres uygulamalarindan sonra c-Fos
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aktivasyonu i¢in immobilizasyon ve ylizme stresinde 90 dk, akut enflamatuvar
stres uygulamasinda ise 120 dk deney hayvanlar1 ayr1 kafeslerde bekletilmis ve

daha sonra perfiizyon uygulamasi gerceklestirilmistir.

3.5. Kesitlerin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Perfiizyonu gergeklestirilen sicanlarin  beyin dokular1 hassas zarar
vermeden c¢ikarilmis elde edilen beyinlerden vibratom ile 40 um’lik koronal seri
kesitler (5 wvial/beyin) almarak kriyoprotektan soliisyonda -20°C° de

immiinohistokimyasal boyama yapilana kadar saklanmak {izere kaldirilmistir.

3.6. Immiinohistokimyasal Isaretlemeler

3.6.1. Antikorlarin Optimizasyonu

Calismada kullanilan Tablo 1’de belirtilen antikorlar i¢in ikili isaretlemeler
yapilmadan Once diliisyon, inkiibasyon siiresi ve sicakligi belirleme, antijen
retrieval islemi ve endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi gibi 6n islemler
gerceklestirildi. Bu 6n islemler sonucu elde edilen degerler kisaca Tablo 2’de
Ozetlenmistir. Kesitlerin eldesi, saklanmasi ve immiinohistokimyasal boyamalar

sirasinda kullanilan soliisyonlarin igerigi Tablo 3’de belirtilmistir.
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Tablo 1. immiinohistokimyasal ve immiinfloresan boyamalarda kullanilan malzemeler.

Malzemenin adi Uretici Firma Katolog no
Anti-p-STATS tavsan poliklonal antikor Cell Signaling Technology 9351
Anti-c-Fos tavsan poliklonal antikor Oncogene PC-38
S
=S Anti-nesfatin-1 tavsan poliklonal antikor Phoenix Pharmaceuticals, Inc H-003-22
= )
e
-_"E Anti-noronostatin-13 tavsan poliklonal antikor Phoenix Pharmaceuticals, Inc H-060-50
< . . .
5 Anti-GR tavsan poliklonal antikor Santa Cruz Biotechnology, Inc. SC-1004
E Anti-MR fare monoklonal antikor Santa Cruz Biotechnology, Inc. SC-53000
=
=5
Anti-CRFR-1 kegi poliklonal antikor ABCAM ab59023
Anti-CRFR-2 tavsan poliklonal antikor ABCAM ab175568
Biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch 711-065-152
=] Biyotin konjuge esek anti-guinea pig (GP) IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch 706-065-148
=
é Biyotin konjuge esek anti-ke¢i IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch 706-065-148
N
=
<« FITC konjuge esek anti-tavsan IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch 711-095-152
S
o)
'g TR konjuge esek anti-fare IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch 715-065-151
S
é Alexa Fluor® 488 esek anti-tavsan IgG (H+L) Invitrogen A-21206
Alexa Fluor® 488 esek anti-kegi IgG (H+L) Invitrogen A-11055
= Lipopolysaccharide, E. coli, O55: BS Calbiochem 1-800-222-0342
>
) + . scent Scientific -1-
E (+) MK 801 C16H15N. C4H404 A Scientifi APN06025-1-1
=
= CNQX disodyum tuzu ABCAM Ab120044
)
o0
'5 DPX kapatma medyumu SIGMA 06522
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Tablo 3. Calismada kullanilan antikorlarin diliisyon, inkiibasyon siire ve sicakliklar1 ve

boyamalarda uygulanan 6n islemler.

9 JeI}IS WNAPOS AP 01 1% 131p701S BPO 8RS 7/ 001 1 1o3nue [euopyod uesar) -y YD DUV
9 Te1)1S WNAPOS 3P 0T $% Dpb+ yees g/ 001 1 1oynue [euopyijod 139 YYD DUV
8 v1idd AP0l 1% 131P[eO1S BPO jees g/ 0ST:1 JOYNUE [RUO{OUOW dIe) YN NUY
9 Je1}IS WNAPOS 3P 01 1% 131p[eo1s BpO 1e.S $7 000°0€ :1 J1oynue [euopyijod uesAe) YO NUY
9 JenIs wnApos AP 01 1% Db+ jees 7/ 0007 1 Joynue [euopyijod uesae) ¢1-UreISOUOIQU NUY
- - - - 1313e01s BpO jees 7 000°0% :1 Joyniue [euopijod uesAe) [ -uresou HUY
) i . . 1ZIP{eOIS BP0 Jees 477 000°0C:1 Joynue reuopyijod uesAe) soJo nuy
8 V1dd P 0T 1% Db+ JeES 7] 0002 1 Joynue [euopyiod uesae) ¢ v 1Sd nuy
Hd uodwe ], EX1IN 0'HY%
TUR[ST [BAILIY ud(puy sewuepofg LIEP{IPBIIS 159408 Sy — P
. UIUISNIAN Y uoAseqnyuy uokseqnyuy

ZepIsyo1 g udfopuy
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Tablo 2. Immiinohistokimyasal ve immiinfloresan boyamalar sirasinda kullanilan soliisyonlarin

icerigi ve hazirlanisi.

Soliisyon

Icindekiler

Hazirlamis1

0,13 M Sorenson’un
Fosfat Tamponu

Soliisyon A, 46,54 gr/lt.
[Na,HPO412H,0 (0,13 M), (Merck)]
Soliisyon B, 17,68 gr/lt.
[KH,PO4 (0,13 M), (Merck)]

pH7.,4 olana kadar Soliisyon A iizerine
Soliisyon B eklenir.

100 ml distile su
40 gr Paraformaldehit

Distile su ve paraformaldehit manyetik
karistiricida 58°C’ye kadar karistirilarak
wsitlir. Isitilan soliisyona 1 N. NaOH

10 gr Polivinilprolidon
(Amresco, Cat. No: 1512B22)
300 ml distile su

%4’liik (Merck, Cat. No:104005) soliisyon berraklasana kadar yavascca
Paraformaldehit 1 N. NaOH (Merck) eklenir. Filtre kagidindan siiziilen
0,13 M Sorenson’un fosfat tamponu soliisyon fosfat tampon ile 11t.”ye
Konsantre hidroklorik asit tamamlanir. Konsantre hidroklorik asit ya
da 1 N. NaOH ile pH7,4’¢ ayarlanir.
. Trizma base (Merck, Cat. No: 108387) Tris/HClma base ile distile su manyetik
0,05 M Tris/HC1 6 gr K
. aristiricida karistirilir ve konsantre
flaopony 1000 ml distile su hidroklorik asit ile pH7,6’ya ayarlanir,
Konsantre hidroklorik asit ’ ’
500 ml 0,05 M Tris/HCI tamponu
300 gr Siikkroz
(BDH, Prod. No: 302997) Distile su disindaki maddeler manyetik
Kriyoprotektan 300 ml Etilen glikol karisitiricida karistirihir ve distile su ile 1
soliisyon (BDH, Prod. No: 282966) litreye tamamlanur. Filtre kagidindan

stiziiliir.

50 mM Tri Sodyum
Sitrat Tamponu

Trinatrium sitrat pentahidrat 17,858 gr
1000 ml distile su
Konsantre hidroklorik asit
1 N. NaOH (Merck)

Trinatrium sitrat pentahidrat ile distile su
karigtirilir. pH6’ya konsantre hidroklorik
asit ya da
1 N. NaOH ile ayarlanir.

1 mM EDTA Tamponu

Etilendiamin tetra asetik asit disodyum
2 sulu, 0,372 gr/lt.
1000 ml distile su
Konsantre hidroklorik asit
1 N. NaOH (Merck)

Etilendiamin tetra asetik asit disodyum
ile distile su karistirilir. pH8’e konsantre
hidroklorik asit ya da
1 N. NaOH ile ayarlanir.

Bloklayici Serum

%10 Normal at serumu
%0,1 sodyum azid

Normal at serumu, sodyum azid, triton-X
100 belirtilen oranlarda karistirtlir.

veya methanolde
hazirlanmis %1 H,0,

29 ml 0,05 M Tris/HCI tampon ya da
methanol

Soliisyonu %0,2 triton-X 100 Tris/HCI tamponu ile 1000 ml
900 ml 0,05 M Tris/HCI tamponu tamamlanir. Filtre kagidindan siiziiliir.
Tris/HCI tamponda 1 ml %30’luk H,O,

H,0; ile istege gore Tris/HCI tampon ya
da methanol karistirilir.

Tris/HCI tamponda
veya methanolde
hazirlanmis %3 H,O,

3 ml %30’luk H,O,
27 ml 0,05 M Tris/HCI tampon ya da
methanol

H,0; ile istege gore Tris/HCI tampon ya
da methanol karistirilir.

ABCAM H,0,

20 ml 0,13 M Fosfat tampon
8 ml Methanol
80 pl Triton-X-100
2 ml %30’luk H,O,
25 ml Distile su

Fosfat tampon, Methanol, Triton-X-100
ve H,O; karistirilir. 40 ml’ye distile su ile
tamamlanir.
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3.7. Stres Molekiillerinin Dagilimin incelenmesi

Nesfatin-1 ve noronostatin noronlarinin stres molekdillerini protein
diizeyinde sentezleyip sentezlemediginin belirlenmesi amaciyla nesfatin-1 ve
noronostatin proteinleri ile ayr1 ayr1i CRF, CRFR-1, CRFR-2, GR ve MR ikili
isaretlemeleri  yapilmigtir.  Yapilan 6n  ¢alismalar sonucunda  CRF
immiinohistokimyasal isaretlemesi tim denemelerimize ragmen
gergeklestirilememistir. Fakat tartisma boliimiinde de belirtildigi gibi diger stres
molekiillerinin sentezlendiginin belirlenmesi kurdugumuz hipotezi yeterince

desteklemektedir.
3.7.1. CRFR-1 Dagiliminin incelenmesi
3.7.1.1. Nesfatin-1/ CRFR-1 ikili Immiinofloresan isaretleme Protokolii

- Beyin dokularindan aliman 40 pm kalinligindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

- Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

- Antijenitenin geri kazandirilmasi amaciyla kesitler antijen retrieval islemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak Sodyum sitrat tamponu (pH:6)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler methanolde
hazirlanmis ABCAM tarafindan Onerilen %5’lik H,O, soliisyonunda 20 dk
inkiibe edildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama igin 2 saat
bloklayic1 soliisyonda bekletildi.

- Primer antikor olarak; bloklayic1 soliisyon ile diliie edilen anti nesfatin-1
(1:40.000) tavsan poliklonal ve anti CRFR-1 (1:100) kegi poliklonal antikorlar
belirtilen diliisyonlarda karistirilarak 3 gece +4°C’de inkiibe edildi.
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- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Floresan isaretli esek anti tavsan FITC (1:100) ve esek anti keci Alexa flour
594 (1:600) sekonder antikorlar bloklayici soliisyonda diliie edilerek kesitler 2
saat oda sicakliginda bu karisimda inkiibe edildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Kesitler lamlara yayildi ve su bazli kapatma medyumu ile kapatildi.

3.7.1.2. Noronostatin/ CRFR-1 Ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme
Protokolii

- Beyin dokularindan aliman 40 pm kalinligindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

- Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

- Antijenitenin geri kazandirilmasi amaciyla kesitler antijen retrieval islemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak Sodyum sitrat tamponu (pH:6)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler methanolde
hazirlanmis ABCAM tarafindan Onerilen %5’lik H,O, soliisyonunda 20 dk
inkiibe edildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla kesitler 2 saat bloklayici
soliisyonda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloklayici soliisyon ile diliie edilen anti noronostatin
(1:4,000) tavsan poliklonal ve anti CRFR-1 (1:100 ) kegci poliklonal antikorlar
belirtilen diliisyonlarda karistirilarak 3 gece +4°C’de inkiibe edildi. edildi.
Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Floresan isaretli esek anti tavsan FITC (1:100) ve esek anti kec¢i Alexa flour
594 (1:600) sekonder antikorlar bloklayici soliisyonda diliie edilerek kesitler 2

saat oda sicakliginda bu karisimda inkiibe edildi.
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Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Kesitler lamlara yayild1 ve su bazli kapatma medyumu ile kapatilda.

3.7.2. CRFR-2 Dagiliminin incelenmesi

3.7.2.1. Nesfatin-1/ CRFR-2 ikili immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

Beyin dokularindan alinan 40 um kalinligindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

Oda sicakligia gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

Antijenitenin geri kazandirilmas1 amaciyla kesitler antijen retrieval islemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak Sodyum sitrat tamponu (pH:6)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler Tris/HCIl
tampon ile hazirlanmis %1 liikk H,O, soliisyonunda 10 dk inkiibe edildi.
Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla kesitler 2 saat bloklayici
soliisyonda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloklayici soliisyon ile diliie edilen anti CRFR-2 tavsan
poliklonal antikor ile 1:100 diliisyonda 3 gece oda sicakliginda inkiibe edildi.
Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Floresan isaretli esek anti tavsan Alexa flour 488 sekonder antikor, bloklayici
soliisyonda 1:500 oraninda diliie edilerek 2 saat oda sicakliginda bekletildi.
Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla kesitler 2 saat bloklayici
sollisyonda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloklayici soliisyon ile 1:40,000 oraninda diliie edilen
anti nesfatin-1 tavsan poliklonal antikor ile kesitler 1 gece oda sicakliginda

bekletildi.
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- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Floresan isaretli esek anti tavsan Texas red sekonder antikor, bloklayici
soliisyonda diliie edilerek 1:100 diliisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Kesitler lamlara yayildi ve su bazli kapatma medyumu ile kapatildi.

3.7.2.2. Noronostatin/ CRFR-2 Ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme

Protokolii

- Beyin dokularindan alinan 40 pum kalinligindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama icin ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicaklifina gelene kadar bekletildi.

- Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCl tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

- Antijenitenin geri kazandirilmasi amaciyla kesitler antijen retrieval islemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak Sodyum sitrat tamponu (pH:6)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler Tris/HCI
tampon ile hazirlanmis %1 °liik H,O, soliisyonunda 10 dk inkiibe edildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla kesitler 2 saat bloklayict
sollisyonda bekletildi.

- Primer antikor olarak; bloklayic1 soliisyonu ile diliie edilen anti CRFR-2 tavsan
poliklonal antikor ile 1:100 diliisyonda 3 gece oda sicakliginda inkiibe edildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Floresan isaretli esek anti tavsan Alexa flour 488 sekonder antikor, bloklayici
soliisyonda 1:500 oraninda diliie edilerek 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla kesitler 2 saat bloklayici

soliisyonda bekletildi.
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- Primer antikor olarak; bloklayici soliisyon ile 1:4,000 oraninda diliie edilen anti
ndronostatin tavsan poliklonal antikor ile kesitler 1 gece oda sicakliginda
bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Floresan isaretli esek anti tavsan Texas red sekonder antikor, bloklayici
soliisyonda diliie edilerek 1:100 diliisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Kesitler lamlara yayildi ve su bazli kapatma medyumu ile kapatildi.
3.7.3. GR Dagilimimnin Incelenmesi
3.7.3.1. Nesfatin-1/ GR ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

- Beyin dokularindan alinan 40 pm kalinhigindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicaklifina gelene kadar bekletildi.

- Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.,

- Antijenitenin geri kazandirilmas1 amaciyla kesitler antijen retrieval islemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak Sodyum sitrat tamponu (pH: 6)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler tris tampon ile
hazirlanmis %1 liikk H,O, soliisyonunda 10 dk inkiibe edildi

- Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama i¢in 2 saat bloking
soliisyonunda bekletildi.

- Primer antikor olarak; bloking soliisyonu ile diliie edilen anti GR tavsan
poliklonal antikor ile 1:30.000 diliisyonda 1 gece oda sicakliginda bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor, bloklayici soliisyonda diliie
edilerek 1:300 diliisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.
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- ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Kesitlerdeki nukleuslarin isaretlenmesi i¢in 8 dk Ni-DAB (1 gr Nikel, 12,5 pg
DAB, 1,3 ul H,0,, 50 ml Tris/HCI) uygulamasi yapildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama igin 2 saat
bloklayici soliisyonda bekletildi.

- Primer antikor olarak; bloklama soliisyonu ile diliie edilen anti nesfatin-1
tavsan poliklonal antikor ile 1:40.000 diliisyonda 1 gece oda sicakliginda
bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor, bloklayict soliisyonda diliie
edilerek 1:300 dillisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Kesitlerdeki sitoplazmik immiin isaretlenme i¢in 8 dk DAB (12,5 ng DAB, 1,3
ul H>O,, 25 ml Tris/HCl)uygulamasi yapild.

3.7.3.2. Noronostatin/ GR Ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

Beyin dokularindan alinan 40 um kalinligindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

- Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

- Antijenitenin geri kazandirilmasi amaciyla kesitler antijen retrieval islemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak Sodyum sitrat tamponu (pH:6)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler tris tampon ile

hazirlanmis %1°lik H,O, soliisyonunda 10 dk inkiibe edildi
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Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama i¢in 2 saat bloking
sollisyonunda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloking soliisyonu ile diliie edilen anti GR tavsan
poliklonal antikor ile 1:30.000 diliisyonda 1 gece oda sicakliginda bekletildi.
Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor bloklayici soliisyonda diliie
edilerek 1:300 dillisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikand.

ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Kesitlerdeki nukleuslarin isaretlenmesi i¢in 8 dk Ni-DAB (1 gr Nikel, 12,5 pg
DAB, 1,3 ul H,0O,, 50 ml Tris/HCI) uygulamasi yapildu.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama i¢in 2 saat
bloklayic1 soliisyonda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloklama soliisyonu ile diliie edilen anti ndronostatin
tavsan poliklonal antikor ile 1:4.000 diliisyonda 1 gece oda sicakliginda
bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikand.

Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor bloklayici soliisyonda diliie
edilerek 1:300 dillisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Kesitlerdeki sitoplazmik immiin isaretlenme icin 8 dk DAB (12,5 ng DAB, 1,3
ul H,Oy, 25 ml Tris/HCI) uygulamasi yapildi.
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3.7.4. MR Dagihminin Incelenmesi
3.7.4.1. Nesfatin-1/ MR ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

Beyin dokularindan alinan 40 pum kalinligindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

Antijenitenin geri kazandirilmasi amaciyla kesitler antijen retrieval iglemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak 1 mM EDTA tamponu (pH:8)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler tris tampon ile
hazirlanmis %1°lik H,O; soliisyonunda 10 dk inkiibe edildi

Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama i¢in 2 saat bloking
sollisyonunda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloking soliisyonu ile diliie edilen anti MR fare
monoklonal antikor (1:250) ve esek anti tavsan nesfatin-1 (1:40.000) poliklonal
antikorlar 3 gece oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Floresan isaretli keci anti fare Texas red sekonder antikor (1:300) ve esek anti
tavsan FITC (1:300) sekonder antikorlar bloklayici soliisyonda diliie edilerek 2
saat oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Kesitler lamlara yayildi ve su bazli kapatma medyumu ile kapatildi.
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3.8. Stres Etkilerinin iImmiinohistokimyasal Olarak Degerlendirilmesi

3.8.1. Nesfatin-1/ c-Fos Ikili Immiinohistokimyasal isaretleme Protokolii

Beyin dokularindan alinan 40 pm kalinligindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicaklifina gelene kadar bekletildi.

Oda sicakligia gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama i¢in 2 saat bloking
soliisyonunda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloking soliisyonu ile diliie edilen anti c-Fos tavsan
poliklonal antikor ile 1:20.000 diliisyonda 1 gece oda sicakliginda bekletildi.
Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor, bloklayici soliisyonda diliie
edilerek 1:300 diliisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikand.

ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Kesitlerdeki nukleuslarin isaretlenmesi i¢in 8 dk Ni-DAB (1 gr Nikel, 12,5 pg
DAB, 1,3 ul H,0O,, 50 ml Tris/HCI) uygulamasi yapildu.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama icin 2 saat
bloklayici soliisyonda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloklama soliisyonu ile diliie edilen anti nesfatin-1
tavsan poliklonal antikor ile 1:40.000 diliisyonda 1 gece oda sicakliginda
bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor bloklayici soliisyonda diliie
edilerek 1:300 dillisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

58



- Kesitlerdeki sitoplazmik immiin isaretlenme i¢in 8 dk DAB (12,5 ng DAB, 1,3
ul H>O,, 25 ml Tris/HCl)uygulamasi yapild.

3.8.2. Noronostatin/ pSTAT5 ikili Immiinohistokimyasal Isaretleme
Protokolii

- Beyin dokularindan alinan 40 pm kalinhigindaki koronal kesitler indirekt
immiinohistokimyasal boyama i¢in ilk olarak -20°C’ deki dondurucudan
cikarildiktan sonra yaklasik 30 dk oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

- Oda sicakligina gelen kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk
yikandi.

- Antijenitenin geri kazandirilmas1 amaciyla kesitler antijen retrieval islemine
tabii tutuldu. Antijen retrieval soliisyonu olarak 1 mM EDTA tamponu (pH:8)
kullanildi. Bu soliisyonda kesitler 85°C’de 30 dk inkiibe edildi ardindan 15 dk
oda sicakligina gelmesi saglandi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Endojen peroksidaz aktivitenin engellenmesi amaciyla kesitler methanolde
hazirlanmis %1 liikk H,O, soliisyonunda 20 dk inkiibe edildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama i¢in 2 saat
bloklayici soliisyonda bekletildi.

- Primer antikor olarak; bloklama soliisyonu ile diliie edilen anti pSTATS tavsan
poliklonal antikor ile 1:2.000 diliisyonda 6 gece +4°C’de inkiibe edildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikanda.

- Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor bloklayici soliisyonda diliie
edilerek 1:300 diliisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

- Kesitlerdeki nukleuslarin isaretlenmesi i¢in 15 dk Ni-DAB (1 gr Nikel, 12,5 pg
DAB, 1,3 ul H,0,, 50 ml Tris/HCI) uygulamasi yapildi.

- Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.
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Non-spesifik baglanmanin engellenmesi amaciyla bloklama ic¢in 2 saat
bloklayici soliisyonda bekletildi.

Primer antikor olarak; bloklayici soliisyon ile diliie edilen anti néronostatin-13
tavsan poliklonal antikor ile 1:4.000 diliisyonda 3 gece oda sicakliginda
bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Biyotin isaretli esek anti tavsan sekonder antikor bloklayici soliisyonda diliie
edilerek 1:300 diliisyonda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

Kesitler 0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikand.

ABC enzim uygulamasi 1 saat oda sicakliginda bekletilerek yapildi.

0,05 M Tris/HCI tamponu ile 3 kez 10’ar dk yikandi.

Kesitlerdeki sitoplazmik immiin isaretlenme i¢cin 10 dk DAB (12,5 pg DAB,
1,3 ul H,O,, 25 ml Tris/HCl)uygulamasi yapildu.

3.9. Hiicre Sayimi

Immiinohistokimyasal degerlendirmeler Paxinos ve Watson’in sican beyin
atlasinda belirtilen koordinatlara gore belirlenen alanlarda yapildi (Paxinos ve
Watson, 2009). Bu baglamda inceleme yapilan beyin g¢ekirdekleri i¢in beyin
atlasinda gosterilen (periventrikiiler nukleus (PeN) i¢in bregma -0.24 mm ile -3.60
mm, arkuat nukleus (ARC) i¢in bregma -2,12 mm ile -3,80 mm, paraventrikiiler
nukleus (PVN) i¢in bregma -1.32 mm ile -1,92 mm, supraoptik nukleus (SON)
icin bregma -0,48 mm ile -1,44 mm) koordinat araliklar1 belirlendi. Her bir denek
i¢cin birbirlerine esit uzaklikta bulunan 5 farkli seviyeden alinmis, rostro kaudal
diizlemdeki koronal kesitler kullanildi. Her bir denegin beyin dokusundan 5 seri
seklinde alinarak cam viallerde saklanan kesitlerin her bir viali bir

immiinohistokimyasal boyama i¢in kullanildi.

Boyama yapildiktan sonra bir vialde bulunan serideki tiim kesitler lamlara
yayilip kapatildiktan sonra hiicre sayimlari Olympus BX50 foto-mikroskop ile
40X objektif kullanilarak gergeklestirildi. Belirlenen hipotalamik ¢ekirdeklerdeki
tim nesfatin-1 ndronlar1 sayildi. Nesfatin-1 isaretli noronlar icerisinde her biri

ayr1 ayr1 olmak iizere c-Fos, CRFR-1, CRFR-2, GR ve MR immiin-pozitif olan
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ndronlarin yiizdesi hesaplandi. Sayimlardan elde edilen veriler istatistiksel olarak

degerlendirildi.
3.10. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
version 22, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) (SPSS) programi kullanilarak yapildu.
Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Mann-Whitney U testi kullanild1 ve
gruplar arasi1 fark degerlendirilirken P degerinin 0,05’ten kiiciik (P<0,05) olmasi

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Nesfatin Noronlar1 ve  Stres  Molekiilleri ile Yapilan

Immiinohistokimyasal Isaretlemeler

Calismada nesfatin-1 noronlarmin  stres molekiillerini  sentezleyip
sentezlemediginin arastirilmasi amaciyla HPA aksinin beyinde bulunan stres ile
iliskili temel molekiilleri olan CRF, CRFR-1, CRFR-2, GR ve MR ile nesfatin-
I’in ko-ekspresyonu arastirilmigtir. CRF disinda biitiin immiinohistokimyasal ve
immiinfloresan isaretlemeler basariyla tamamlanmistir. CRF isaretlemesinin
gergeklesmemis olmasina ragmen, nesfatin-1 noronlarinin stres molekiillerini
sentezledigi diger reseptor boyamalar1t ile gosterilmistir. Yapilan ikili

immiinfloresan ve immiinohistokimyasal isaretlemeler:
- Anti-nesfatin-1 ve anti-CRFR-1

- Anti-nesfatin-1 ve anti-CRFR-2

- Anti-nesfatin-1 ve anti-GR

- Anti-nesfatin-1 ve anti-MR ikili isaretlemeleridir.

Bu isaretlemelerin sonuglari agagida bulunmaktadir.

62



4.1.1. Nesfatin-1 Noronlarinda CRFR-1 Ekspresyon Degerlendirmesi

CRFRI1 eksprese eden nesfatin-1 ndronlari ikili immiinfloresan yontem ile
incelendiginde nesfatin-1 noronlarinin hipotalamik paraventrikiiler ve supraoptik
nukleusta CRFR-1 ile ko-lokalize olarak bulundugu yani PVN ve SON’da
nesfatin-1 noronlarmin ayni zamanda CRFR-1 eksprese ettikleri gosterilmistir

(Sekil 6).

Nesfatin-1 CRFR-1 Nesfatin-1 + CRFR-1

SON

SON

PVN

Sekil 6. PVN ve SON’da yerlesik nesfatin néronlarinda CRFR-1 proteini ekspresyonu. FITC ile
isaretli nesfatin ndronlart yesil, Alexa flour 594 ile isaretli CRFR-1 proteinini ekprese eden
noronlar ise kirmizi renkte goriilmekte. CRFR-1 reseptdr proteinini ekprese eden nesfatin
ndronlari sar1 renkte izlenmekte.
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4.1.2. Nesfatin-1 Noronlarinda CRFR-2 Ekspresyon Degerlendirmesi

Nesfatin-1 ndronlariin bir stres iletim reseptdrii olan CRFR-2 eksprese
edip etmedigi ikili immiinfloresan yontem ile incelendiginde; baslica PVN, ARC
ve SON’da lokalize olan nesfatin-1 ndéronlarinin PVN ve ARC’da bulunanlarinin
CRFR-2 eksprese ettigi, SON’da bulunanlarin ise CRFR-2 eksprese etmedigi
belirlenmistir (Sekil 7).

Nesfatin-1 CRFR-2 Nesfatin-1 + CRFR-2

Arc

PVN

Sekil 7. PVN ve ARC’da yerlesik nesfatin ndronlarinda CRFR-2 proteini ekspresyonu. Texas Red
ile isaretli nesfatin noéronlari kirmizi, Alexa 488 ile isaretli CRFR-2 proteinini ekprese eden
ndronlar ise yesil renkte goriilmekte. CRFR-2 reseptor proteinini ekprese eden nesfatin ndronlar
sar1 renkte izlenmekte.
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4.1.4. Nesfatin-1 Noronlarinda GR Ekspresyon Degerlendirmesi

GR eksprese eden nesfatin-1 noronlart (Sekil 8) baglica hipotalamik
paraventrikiiler nukleus ve arkuat nukleusta lokalize olarak bulundu.
Paraventikiiler nukleus degerlendirildiginde; GR eksprese eden nesfatin-1
noronlarinin yiizdesi disi si¢anlarda %33,31, erkek si¢anlarda ise %29,24 olarak
belirlendi (Sekil 9, 10). Arkuat nukleus degerlendirildiginde ise; GR eksprese
eden nesfatin-1 noronlarinin yiizdesi disi sicanlarda %38,43, erkek sicanlarda ise

%21,90 olarak belirlendi (Sekil 11, 12).

Sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda PVN ve ARC birlikte
degerlendirildiginde tiim GR pozitif nesfatin-1 néronlar1 bakimindan disilerdeki
ekspresyon erkek sicanlardan anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,014).
Cekirdekler kendi aralarinda karsilastirildiginda ise yalnizca arkuat nukleusta GR-
eksprese eden nesfatin-1 noron yiizdesi disi siganlarda erkek sicanlara gore
anlaml olarak yiiksek bulundu (p=0,028). GR ve nesfatin-1 ko-lokalizasyonu

supraoptik nukleus ve lateral hipotalamik alanlarda goriilmedi.

Sekil 8. Paraventrikiiler nukleusta GR- Nesfatin-1 ko-lokalizasyonu. Beyaz oklar ikili isaretlenen
nesfatin-1 ndronlarin1 gostermektedir. Siyah ok GR eksprese etmeyen nesfatin-1 néronunu
gostermektedir (1000X).
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Sekil 9. Disi (A ve B) ve erkek (C ve D) deney hayvanlarinda paraventrikiiler nukleusta GR-
Nesfatin-1 ko-lokalizasyonu. (A ve C; 200X, B ve D; 400X).
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Disi PVN Erkek PVN

Sekil 10. Disi ve erkek deney hayvanlarinda paraventrikiiler nukleusta GR pozitif nesfatin-1 ndron
yiizdesi karsilagtirmasi. Disi PVN %33,31£2,19, Erkek PVN 9%29,24+1,59. Gruplar arasinda GR
pozitif nesfatin-1 néron yiizdesi bakimindan anlamli farklilik gériilmemistir.
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Disi Arc Erkek Arc

Sekil 11. Disi (A ve B) ve erkek (C ve D) deney hayvanlarinda arkuat nukleusta GR- Nesfatin-1
ko-lokalizasyonu. (A ve C; 200X, B ve D; 400X).
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Sekil 12. Disi ve erkek deney hayvanlarinda arkuat nukleusta GR pozitif nesfatin-1 néron yiizdesi
kargilagtirmasi. Disi ARC %38,4344,75, Erkek ARC %21,9+3,55. Disi deney hayvanlarinda GR
pozitif nesfatin-1 néron yiizdesi erkek deney hayvanlarindan anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
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4.1.5. Nesfatin-1 Noronlarinda MR Ekspresyon Degerlendirmesi

Nesfatin-1 néronlarinin bir stres iletim reseptorii olan MR eksprese edip
etmedigi ikili immiinfloresan yontem ile incelendiginde; baslica PVN, ARC ve
SON’da lokalize olan nesfatin-1 ndronlarindan SON’da bulunanlarimin MR
eksprese ettigi, PVN ve ARC’da bulunanlarin ise MR eksprese etmedigi
belirlenmistir (Sekil 13).

Nesfatin-1 MR Nesfatin-1 + MR

Sekil 13. SON’da yerlesik nesfatin noronlarinda MR proteini ekspresyonu. FITC ile isaretli
nesfatin ndronlar1 yesil, Texas Red ile isaretli MR proteinini ekprese eden ndronlar ise kirmizi
renkte goriilmekte. MR reseptdr proteinini ekprese eden nesfatin néronlar: sar1 renkte izlenmekte.
(200X).
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4.2. Noronostatin Noronlar1 ve Stres Molekiilleri ile Yapilan

Immiinohistokimyasal Isaretlemeler

Noronostatin ndronlarinin stres molekiillerini sentezleyip
sentezlemediginin arastirilmasi i¢in anti-ndronostatin ve anti-CRF, anti-CRFR-1,
anti-noronostatin ve anti-CRFR-2, anti-noronostatin ve anti-GR, anti-
ndronostatin  ve anti-MR ikili isaretlemeleri yapildi. CRF disinda biitiin
immiinohistokimyasal ve immiinfloresan isaretlemeler basariyla tamamlanmistir.
CREF isaretlemesinin ger¢eklesmemis olmasina ragmen, noronostatin néronlarinin
immiinfloresan olarak degerlendirilen CRFR-1, CRFR-2 ve MR eksprese
etmedigi fakat immiinohistokimyasal olarak incelenen GR eksprese ettigi

saptanmustir (Sekil 14).
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4.2.1. Noronostatin Noronlarinda GR Ekspresyon Degerlendirmesi

GR ceksprese eden noronostatin noronlart baslica hipotalamik
periventrikiiler nukleusta lokalize olarak bulundu (Sekil 14). Periventikiiler
nukleus degerlendirildiginde; GR eksprese eden ndéronostatin ndronlarinin yiizdesi

disi sicanlarda %39,11, erkek siganlarda ise %39,92 olarak belirlendi (Sekil 15).

Sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda periventrikiiler nukleusta
GR-eksprese eden norostatin noron yiizdesi bakimindan disi ve erkek sicanlar

arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (p=0,841) (Sekil 16).

Sekil 14: Kontrol deney hayvanlarinda néronostatin/GR ikili immiinohistokimyasal igaretlemeleri.
GR pozitif néron ¢ekirdekleri siyah renkli (sar1 ok) ve ndronostatin pozitif hiicre sitoplazmalari
kahverengi renkli (mavi ok) olarak goriilmektedir. GR eksprese eden noronostatin ndronlari
kirmizi1 ok ile gosterilmistir.
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Sekil 15. Disi (A:40X, B:100X C:200X) ve erkek (D:40X, E:100X, F:200X) deney hayvanlarinda
periventrikiiler nukleusta GR- Noronostatin ko-lokalizasyonu.
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Sekil 16. Disi ve erkek deney hayvanlarinda arkuat nukleusta GR pozitif ndronostatin néron
ylizdesi karsilastirmasi. Disi PeN 9%39,11+4,02, Erkek PeN %39,9243,03. Gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunmamustir.

71



4.3. Stresin Nesfatin-1 Noronlar: Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Stres grubu deney hayvanlarinda (n=140; 70 disi/70 erkek) nesfatin-1/c-
Fos antikorlartyla yapilan immiinohistokimyasal isaretlemelerde c-Fos pozitif
noronlarin nukleuslar1 nikel DAB ile siyah renkte isaretlendi ve ayni kesitlerde
nesfatin-1 pozitif néronlarin sitoplazmalar1 DAB ile kahverengi renkte isaretlendi
(Sekil 17). Hem sitoplazmik hem de nukleus boyanmasina sahip noronlar ikili

isaretlenmis olarak degerlendirildi.

Stres  kontrol grubundaki deney hayvanlarinda  hipotalamusun
paraventrikiiler nukleus (PVN), arkuat nukleus (ARC) ve supraoptik
nukleusundaki (SON) c-Fos ile ko-lokalize olan nesfatin-1 néronlarinin oranlari
belirlenirken, immobilizasyon ve yiizme stresi grubunda PVN ve ARC, akut

enflamatuvar stres grubunda ise SON degerlendirildi ve karsilastirildi.

Sekil 17: Stres gruplarinda nesfatin-1/c-Fos ikili immiinohistokimyasal isaretlemeleri. c-Fos
pozitif noron ¢ekirdekleri siyah renkli (sar1 ok) ve nesfatin-1 pozitif hiicre sitoplazmalar
kahverengi renkli (mavi ok) olarak goriilmektedir. C-Fos eksprese eden nesfatin-1 néronlar1 yani
aktive olmus nesfatin-1 néronlar1 kirmizi ok ile gdsterilmistir.
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4.3.1.1. immobilizasyon Stresinin ve Glutamat Reseptéor Antagonistlerinin
(MK-801 ve CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Paraventrikiiler
Nukleusundaki Nesfatin-1 Noronlar: Aktivasyonuna EtkKisinin

Degerlendirilmesi

Immobilizasyon  stresinin  disi  siganlarda PVN’daki  nesfatin-1
ndronlarindaki aktivasyona etkisinin ve aktivasyondaki glutamat reseptdrlerinin
roliiniin ortaya konmasi amaciyla yapilan sayimlarda; disi siganlarda PVN’da c-
Fos pozitif nesfatin-1 noronlarimin yiizdesi kontrol grubunda %6,79,
immobilizasyon stresi grubunda %31,59, MK-801+immobilizasyon grubunda
%16,78, CNQX+immobilizasyon grubunda %20,65 olarak bulunmustur (Sekil
18). Istatistiksel degerlendirmelerde; kontrol grubu ile kiyaslandiginda
immobilizasyon stresi uygulamasinin disi siganlarin PVN’da nesfatin-1 ndéronu
aktivasyonunu arttirdigi  (p=0,001) gdsterilmistir. Immobilizasyon stresi ve
antagonist gruplar karsilastirildiginda ise bu artisin kontrol grubuna benzer
sekilde tekrar MK-801 (p=0,001) ve CNQX (p=0,017) gruplarinda anlaml1 olarak
azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 19).

Erkek siganlarda ise PVN’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi
kontrol grubunda %9,90, immobilizasyon stresi grubunda %31,36, MK-801+
immobilizasyon grubunda %21,06, CNQX+immobilizasyon grubunda %18,72
olarak bulunmustur (Sekil 20). Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda; kontrol
grubu ile kiyaslandiginda immobilizasyon stresi uygulamasinin erkek deney
hayvanlarmin da disilerde oldugu gibi PVN’da nesfatin-1 noronu aktivasyonunu
arttirdigr (p=0,001) gosterilmistir. Immobilizasyon stresi ve antagonist gruplar
karsilastirildiginda ise bu artisin tekrar MK-801 (p=0,026) ve CNQX (p=0,011)
gruplarinda kontrol grubuna benzer sekilde tekrar anlamli olarak azaldigi

gosterilmistir (Sekil 21).
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Sekil 18. Immobilizasyon stresi ve glutamat reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres
uygulanan disi deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 néronlarindaki c-Fos
ekspresyonu (200X).
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Sekil 19. immobilizasyon stresi ve glutamat reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres
uygulanan digi deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1
noronlar1 yiizdesi karsilastirmasi. Kontrol grubu %6,79+1,42, Immobilizasyon stresi grubu
%31,59+2,67, MK-801+Iimmobilizasyon stresi grubu %16,78+0,87, CNQX+immobilizasyon
stresi grubu %20,65+3,12.
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Sekil 20. . iImmobilizasyon stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres
uygulanan erkek deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 noronlarindaki c-
Fos ekspresyonu (200X).
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Sekil 21. Immobilizasyon stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres
uygulanan erkek deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1
noronlar1 yiizdesi karsilastirmasi. Kontrol grubu %9,90+1,17, Immobilizasyon stresi grubu
%31,36+3,67, MK-801+Iimmobilizasyon stresi grubu %21,06+1,29, CNQX+immobilizasyon
stresi grubu %18,72+1,65.
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4.3.1.2. immobilizasyon Stresinin ve Glutamat Reseptér Antagonistlerinin
(MK-801 ve CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Arkuat Nukleusundaki

Nesfatin-1 Noronlar1 Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Immobilizasyon stresi uygulamasmin disi siganlarda ARC’daki nesfatin-1
noronlarindaki  aktivasyona etkisinin ve bu aktivasyondaki glutamat
reseptorlerinin roliiniin ortaya konmasi amactyla yapilan hiicre sayimlarinda; disi
siganlarda ARC’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi kontrol grubunda
%23,28, immobilizasyon stresi grubunda 9%35,26, MK-801+immobilizasyon
grubunda %19,13, CNQX-+immobilizasyon grubunda %16,19 olarak bulunmustur
(Sekil 22). Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda; kontrol grubu deney
hayvanlar1 ile kiyaslandiginda immobilizasyon stresi uygulamasmin disi
siganlarin - ARC’da nesfatin-1 noronu aktivasyonunu arttirdigt  (p=0,038)
gdsterilmistir. Immobilizasyon stresi ve antagonist gruplari karsilastirildiginda ise
bu artisin kontrol grubuna benzer sekilde tekrar MK-801 (p=0,002) ve CNQX
(p=0,004) gruplarinda anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (Sekil 23).

Erkek sicanlarda ise ARC’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi
kontrol grubunda %?22,90, immobilizasyon stresi grubunda %27,91, MK-801 ve
immobilizasyon stresi uygulanan grupta %17,35, CNQX ve immobilizasyon stresi
uygulanan grupta %15,02 olarak bulunmustur (Sekil 24). Istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda; kontrol grubu deney hayvanlar ile kiyaslandiginda
immobilizasyon stresi uygulamasinin erkek sicanlarin ARC’da nesfatin-1 néronu
aktivasyonunu arttirdigr fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p=0,165) goriilmiistiir. Immobilizasyon stresi ve antagonist gruplart
karsilastirildiginda ise bu artisin kontrol grubuna benzer sekilde tekrar MK-801
(p=0,001) ve CNQX (p=0,001) gruplarinda anlaml1 olarak azaldig1 gdsterilmistir
(Sekil 25).

76



IMMOBILIZASYON
s At R SR SO

- .
Al il :.f.‘ .

MK-801 + IMMOBILIZASYON CNQX + IMMOBILIZASYON

Sekil 22. immobilizasyon stresi ve glutamat reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres
uygulanan disi deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 néronlarindaki c-Fos
ekspresyonu (200X).
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Sekil 23. Immobilizasyon stresi ve glutamat reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres
uygulanan disi deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 ndronlar1 yiizdesi
karsilastirmas1.  Kontrol grubu %23,28+2,46, Immobilizasyon stresi grubu %35,26+4,63, MK-
801+immobilizasyon stresi grubu %19,13£1,89, CNQX+immobilizasyon stresi grubu
%16,19+2,40.

77



IMMOBILIZASYON

R L R T E
.:=I 2 el § -"J. '.;' g

oo M o

ik,

QX + IMMOBILIZASYON

CN
Sekil 24. . Immobilizasyon stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres

uygulanan erkek deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 néronlarindaki c-Fos
ekspresyonu (200X).
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Sekil 25. immobilizasyon stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres
uygulanan erkek deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 noéronlari
yiizdesi karsilastirmas1. Kontrol grubu %22,90+2,42, immobilizasyon stresi grubu %27,91£1,71,
MK-801+immobilizasyon stresi grubu %17,35+1,43, CNQX-+immobilizasyon stresi grubu
%15,02+1,90.
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4.3.2.1. Yiizme Stresinin ve Glutamat Reseptor Antagonistlerinin (MK-801 ve
CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Paraventrikiiler Nukleusundaki Nesfatin-1

Noronlar1 Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Zorla ylizdiirme stresi uygulamasinin disi sicanlarda PVN’daki nesfatin-1
noronlarindaki  aktivasyona etkisinin ve bu aktivasyondaki glutamat
reseptorlerinin roliiniin ortaya konmasi amaciyla yapilan hiicre sayimlarinda; disi
siganlarda PVN’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi kontrol grubunda
%6,79, ylizme stresi grubunda %30,98, MK-801+yiizme grubunda %18,72,
CNQX+yiizme grubunda %20,54 olarak bulunmustur (Sekil 26). Istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda; kontrol grubu deney hayvanlar ile kiyaslandiginda
ylizme stresi uygulamasmin disi sicanlarin PVN’da nesfatin-1 ndronu
aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigi (p=0,001) ayrica ylizme stresi ve
antagonist gruplar1 karsilagtirildiginda ise bu artisin tekrar kontrol grubuna benzer
sekilde MK-801 (p=0,001) ve CNQX (p=0,011) gruplarinda anlamli olarak
azaldig1 gosterilmistir (Sekil 27).

Erkek sicanlarda ise; PVN’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin ytizdesi
kontrol grubunda %9,90, yiizme stresi grubunda %28,47, MK-801 ve yiizme stresi
uygulanan grupta %17,82, CNQX+ylizme grubunda %16,23 olarak bulunmustur
(Sekil 28). Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda; kontrol grubu deney
hayvanlar1 ile kiyaslandiginda yilizme stresi uygulamasinin erkek siganlarin
PVN’da nesfatin-1 néronu aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigi (p=0,001)
ayrica ylizme stresi ve antagonist gruplart karsilastirildiginda ise bu artisin tekrar
kontrol grubuna benzer sekildle MK-801 (p=0,001) ve CNQX (p=0,001)
gruplarinda anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (Sekil 29).
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Sekil 26. Yiizme stresi ve glutamate reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
disi deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 néronlarindaki c-Fos
ekspresyonu (200X).
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Sekil 27. Yiizme stresi ve glutamat reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
disi deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 ndronlar1 yiizdesi
karsilastirmasi. Kontrol grubu %6,79+1,42, Yiizme stresi grubu %30,98+1,95, MK-801+Yiizme
stresi grubu %18,72+1,40, CNQX+Yiizme stresi grubu %20,5442,03.
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Sekil 28. Yiizme stresi ve glutamate reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
erkek deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 néronlarindaki c-Fos
ekspresyonu (200X).
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Sekil 29. Yiizme stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
erkek deneklerin paraventrikiiler nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 ndronlart yiizdesi
karsilagtirmasi. Kontrol grubu %9,90£1,17, Yiizme stresi grubu %28,47+1,67, MK-801+Yiizme
stresi grubu %17,82+0,81, CNQX+Yiizme stresi grubu %16,23+1,05.
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4.3.2.2. Yiizme Stresinin ve Glutamat Reseptor Antagonistlerinin (MK-801 ve
CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Arkuat Nukleusundaki Nesfatin-1

Noronlar1 Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Zorla ylizdiirme stresi uygulamasinin disi siganlarda ARC’daki nesfatin-1
noronlarindaki  aktivasyona etkisinin ve bu aktivasyondaki glutamat
reseptorlerinin roliiniin ortaya konmasi amactyla yapilan hiicre sayimlarinda; disi
siganlarda ARC’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi kontrol grubunda
%23,28, ylizme stresi grubunda %40,52, MK-801+ylizme grubunda %15,04,
CNQX+yiizme grubunda %21 olarak bulunmustur (Sekil 30). Istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda; kontrol grubu deney hayvanlar ile kiyaslandiginda
ylizme stresi uygulamasinin disi sicanlarin ARC’da nesfatin-1 ndronu
aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigi (p=0,007) ayrica ylizme stresi ve
antagonist gruplar1 karsilagtirildiginda ise bu artisin tekrar kontrol grubuna benzer
sekilde MK-801 (p=0,001) ve CNQX (p=0,004) gruplarinda anlamli olarak
azaldig1 gosterilmistir (Sekil 31).

Erkek sicanlarda ise; ARC’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi
kontrol grubunda %22,9, yiizme stresi grubunda %37,94, MK-801 ve yiizme stresi
uygulanan grupta %14,15, CNQX+ylizme grubunda %20,77 olarak bulunmustur
(Sekil 32). Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda; kontrol grubu deney
hayvanlar1 ile kiyaslandiginda yilizme stresi uygulamasinin erkek siganlarin
ARC’da nesfatin-1 ndronu aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigir (p=0,002)
ayrica ylizme stresi ve antagonist gruplart karsilastirildiginda ise bu artisin tekrar
kontrol grubuna benzer sekildle MK-801 (p=0,001) ve CNQX (p=0,001)
gruplarinda anlamli olarak azaldig1 gosterilmistir (Sekil 33).
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Sekil 30. Yiizme stresi ve glutamate reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
disi deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 noronlarindaki c-Fos ekspresyonu
(200X).

40 -

10 -

Sekil 31. Yiizme stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
disi deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 ndronlart yiizdesi
kargilagtirmasi. Kontrol grubu %23,28+2,46, Yiizme stresi grubu %40,52+4,76, MK-801+Yiizme
stresi grubu %15,08+0,78, CNQX+Yiizme stresi grubu %21,00+3,09.
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Sekil 32. Yiizme stresi ve glutamate reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
erkek deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 néronlarindaki c-Fos ekspresyonu
(200X).
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Sekil 33. Yiizme stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
erkek deneklerin arkuat nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 noéronlari yiizdesi
kargilagtirmasi. Kontrol grubu %22,90+2,42, Yiizme stresi grubu %37,94+4,60, MK-801+Yiizme
stresi grubu %14,15+2,34, CNQX+Yiizme stresi grubu %20,77+1,96.
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4.3.3. Akut Enflamatuvar Stresin ve Glutamat Reseptor Antagonistlerinin
(MK-801 ve CNQX) Disi ve Erkek Sicanlarin Supraoptik Nukleusundaki

Nesfatin-1 Noronlar1 Aktivasyonuna Etkisinin Degerlendirilmesi

Akut enflamatuvar stres uygulamasinin disi sicanlarda SON’daki nesfatin-
1 ndronlarindaki aktivasyona etkisinin ve bu aktivasyondaki glutamat
reseptorlerinin roliiniin ortaya konmasi amactyla yapilan hiicre sayimlarinda; disi
siganlarda SON’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi kontrol grubunda
%11,49, LPS grubunda %65,79, MK-801+LPS grubunda %22,60, CNQX+LPS
grubunda %26,93 olarak bulunmustur (Sekil 34). Gruplar karsilagtirildiginda LPS
stresinin disi siganlarda SON’da nesfatin-1 noronu aktivasyonunu anlamli olarak
arttirdigr (p=0,001); MK-801 (p=0,004) ve CNQX (p=0,007) uygulamalarinin ise
LPS’in gerceklestirdigi aktivasyonu kontrol grubuna benzer sekilde tekrar anlamli
olarak azalttig1 gosterilmistir (Sekil 35).

Erkek sicanlarda ise; SON’da c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlarinin yiizdesi
kontrol grubunda %11,18, LPS grubunda %53,74, MK-801+LPS grubunda
%23,46, CNQX+LPS grubunda %19,6 olarak bulunmustur (Sekil 36). Gruplar
karsilastirildiginda LPS stresinin erkek sicanlarda SON’da nesfatin-1 noronu
aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigi (p=0,001); MK-801 (p=0,002) ve CNQX
(p=0,001) uygulamalarimin ise LPS’in gerceklestirdigi aktivasyonu kontrol
grubuna benzer sekilde tekrar anlamli olarak azalttigi gosterilmistir (Sekil 37).
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Sekil 34. LPS stresi ve glutamate reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
disi deneklerin supraoptik nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 ndronlarindaki c-Fos ekspresyonu
(200X).
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Sekil 35. LPS stresi ve glutamat reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
disi deneklerin supraoptik nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 noronlar1 yiizdesi
kargilagtirmasi. Kontrol grubu %11,49+1,85, LPS grubu %:65,79+7,06, MK-801+LPS grubu
%22,60£3,76, CNQX+LPS grubu %26,93+4,28.
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Sekil 36. LPS stresi ve glutamate reseptdr antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
erkek deneklerin supraoptik nukleuslarinda lokalize nesfatin-1 ndéronlarindaki c-Fos ekspresyonu
(200X).
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Sekil 37. LPS stresi ve glutamat reseptor antagonistlerinin enjeksiyonu sonrasi stres uygulanan
erkek deneklerin supraoptik nukleuslarinda lokalize c-Fos pozitif nesfatin-1 ndronlar yiizdesi
kargilagtirmasi. Kontrol grubu %11,18+1,82, LPS grubu %>53,74+8,30, MK-801+LPS grubu
%23,46+3,41, CNQX+LPS grubu %19,60+3,75.
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Akut enflamasyonun dogrulanmasi amaciyla yapilan LPS ve
antagonist+LPS gruplarindaki disi ve erkek deneklere ait kan basinci ve rektal 1s1
degerleri Sekil 38-43’de gosterilmistir. Sonug olarak yalnizca LPS uygulanan disi
ve erkek sicanlarin kan basinci degerleri zamana baglh olarak azalma gdstermis,
antagonist uygulamalarinda ise kararli bir egilim yerine zamana bagl olarak
dalgalanma gostermistir. Aslinda kan basinci, kalp atim hizi ve rektal 1s1
degerlerinin zaman igerisinde degisim gostermis olmasi akut enflamatuvar stresin

gosterilmesi agisindan yeterli goriilmektedir.

LPS Grubu Disi Sicanlara Ait Veriler
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Sekil 38. LPS grubu disi deney hayvanlarina ait 0, 60 ve 120. dk’larda dl¢iilen kan basinct ve
rektal 1s1 degisimini gosteren grafik.

LPS Grubu Erkek Sicanlara Ait Veriler
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Sekil 39. LPS grubu erkek deney hayvanlarina ait 0, 60 ve 120. dk’larda 6lgiilen kan basinci ve
rektal 1s1 degisimini gosteren grafik.
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MK-801+LPS Grubu Disi Sicanlara Ait Veriler
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Sekil 40. MK-801 ve LPS uygulanan grubun disi deney hayvanlarina ait MK-801 dncesi 0, 60 ve
120. dk’larda 6lgiilen kan basinci ve rektal 1s1 degisimini gosteren grafik.

MK-801+LPS Grubu Erkek Sicanlara Ait Veriler
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Sekil 41. MK-801 ve LPS uygulanan grubun erkek deney hayvanlarina ait MK-801 6ncesi 0, 60
ve 120. dk’larda 6lgiilen kan basinci ve rektal 1s1 degisimini gosteren grafik.
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CNQX+LPS Grubu Disi Sicanlara Ait Veriler
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Sekil 42. CNQX ve LPS uygulanan grubun disi deney hayvanlarina ait CNQX o&ncesi 0, 60 ve
120. dk’larda 6lgiilen kan basinci ve rektal 1s1 degisimini gosteren grafik

CNQX+LPS Grubu Erkek Sicanlara Ait Veriler
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Sekil 43. CNQX ve LPS uygulanan grubun erkek deney hayvanlarina ait CNQX 6ncesi 0, 60 ve
120. dk’larda dlgiilen kan basinci ve rektal 1s1 degisimini gosteren grafik.
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4.4. Stresin  Noronostatin  Noronlar1  Aktivasyonuna  Etkisinin

Degerlendirilmesi

Immobilizasyon, yiizme ve akut enflamatuvar LPS stresi uygulamalarinin
ve glutamat reseptdr antagonistlerinin ndronostatin noronlarmin pSTATS
tizerinden aktivasyonunun (Sekil 44) degerlendirildigi calismalar sonucu elde
edilen hiicre sayimlarinda, néronostatin néronlarinin stres etkenlerine bagli olarak
azalma ya da artma seklinde degisimler gosterdigi fakat stres kontrol grubunun da
dahil oldugu degerlendirmeler sonucunda stres olusumunun nesfatin-1 ndronlar
sonuclart ile dogrulandigi deney hayvanlarinda pSTATS5/noronostatin ikili
immiinohistokimyasal sonuglarmin ayni grup igerisinde bile tutarlilik
gostermedigi bazi deney hayvanlarinda hi¢ ko-ekspresyon goriilmedigi
belirlenmistir (Sekil 45 ve Sekil 46). Bu sonuglar periferik stres sinyallerini
noronostatin ndronlarinin yalnizca GR ile ko-ekspresyon gostermesi de géz oniine
alindiginda normal olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle pSTATS5/néronostatin
ikili igsaretlemesine ait hiicre sayimlar1 Tablo 4’de verilmistir. Gruplar arasinda
normalizasyon  degerlendirildiginde normal olmayan sonuglarin  ikili

karsilagtirmalart yapilmamustir.

Sekil 44: Stres gruplarinda néronostatin/PSTATS ikili immiinohistokimyasal igaretlemeleri.
PSTATS5 pozitif noron ¢ekirdekleri siyah renkli (sart ok) ve ndronostatin pozitif hiicre
sitoplazmalar kahverengi renkli (mavi ok) olarak goriilmektedir. PSTATS eksprese eden
ndronostatin noronlar1 yani aktive olmus néronostatin ndronlart kirmizi ok ile gosterilmistir.
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Sekil 45. Stres kontrol ve stres deney gruplar1 disi deney hayvanlarinda periventrikiiler nukleusta
PSTATS pozitif néronostatin ndronlart karsilagtirmasi. Stres kontrol grubu A, E ve I panellerinde,
immobilizasyon grubu B panelinde, MK-801 ve immobilizasyon grubu C panelinde, CNQX ve
immobilizasyon grubu D panelinde; ylizme grubu F panelinde, MK-801 ve yiizme grubu G
panelinde, CNQX ve ylizme grubu H panelinde; LPS grubu J panelinde, MK-801 ve LPS grubu K
panelinde, CNQX ve LPS grubu L panelinde gosterilmistir (200X).

92



iMMOBILiZASYON

b e

: Sooah g ;

o R A4
A e
KONTROL

i b

el o A Y
X '("' e i

-t
.

,,"‘ b ¥
Fy FuvEA
. e, 8 !
; S ‘
P S8 1 ke i ¥ ’
,i.t,‘." & 4 1 K| Ol N L * ',J;i
LR R ) £ St A =
KONTROL MK-801+LPS CNQX+LPS

Sekil 46. Stres kontrol ve stres deney gruplar erkek deney hayvanlarinda periventrikiiler nukleusta
PSTATS pozitif néronostatin ndronlart karsilagtirmasi. Stres kontrol grubu A, E ve I panellerinde,
immobilizasyon grubu B panelinde, MK-801 ve immobilizasyon grubu C panelinde, CNQX ve
immobilizasyon grubu D panelinde; ylizme grubu F panelinde, MK-801 ve yiizme grubu G
panelinde, CNQX ve ylizme grubu H panelinde; LPS grubu J panelinde, MK-801 ve LPS grubu K
panelinde, CNQX ve LPS grubu L panelinde gosterilmistir (200X).
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Yukarida

sonugclari

verilen  hiicresel  isaretlemelere

ait  istatistiksel

degerlendirmelerde kullanilan hiicre sayimlar1 verileri asagidaki Tablo 5-10°da

verilmistir.

Tablo 4. Stres deney gruplarinda PSTATS eksprese eden ndronostatin ndronlarinin ortalama
sayilar1 ve ylizdeleri+standart sapma.

Dene Noronostatin PSTATS Eksprese Eden PSTATS Eksprese Eden
Gr by Cinsiyet Alan Noronlarinin Noronostatin Noronlarinin Noronostatin Noronlarinin
ubu Ortalama Sayilari Ortalama Sayilar: Ortalama Yiizdeleri
2 E Disi PeN 73,66+51,47 37,66+29,48 %49,34+6,79
==
&
@ Q Erkek PeN 333,00+326,68 40,66+41,34 %11,62+2,68
5
P Disi PeN 180,00+56,35 52,66+32,06 %27,87£11,79
S
%
g Erkek PeN 32,00+33,34 8,66+10,87 %20,93+9,82
=
5
- 7 Disi PeN 381,33+32,01 50,33+68,35 %12,08+19,98
: 5"
L+ =
£ 3
E Erkek PeN 273,66+35,26 1,00+0,81 %0,35+0,26
£ rke
5
> Disi PeN 262,33+120,51 16,33+10,65 %7,59+5,40
5 & "
z T E
Q =)
E Erkek PeN 261,33+147,54 14,66+20,03 %3,32+4,16
E rke
QE) = Disi PeN 71,66+30,26 3,66+3,29 %6,98+7,14
S £
H-R
=7 Erkek PeN 152,33+94,46 10,00+6,68 %8,20+3,79
‘2
=z g Disi PeN 309,33+86,97 4,00+2,94 %1,57+1,36
= E Erkek PeN 240,00+164,35 30,00+39,60 %7,08+7,92
e ﬁ Disi PeN 177,00+77,31 19,00+12,02 %18,01+£20,81
7]
S+
© E Erkek PeN 272,00+56,04 8,33+4,56 %2,88+0,91
T Disi PeN 497,33+92,62 72,66+37,96 %16,23+11,84
a2
'J N
e Erkek PeN 352,66+95,45 41,66+55,42 %9,31£12,27
= % Disi PeN 294,00+62,80 13,66+19,32 %4,93+8,54
;P L& isi
= £ .
= | Erkek PeN 297,33+132,75 65,33+46,77 %16,92+12,40
e g Disi PeN 327,33+127,122 40,66+48,60 %16,51+£26,41
o2
= E Erkek PeN 232,33+32,06 15,66+16,81 %7,99+9,18
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Tablo 5. Kontrol grubunda GR eksprese eden nesfatin-1 ndronlarimin ortalama sayilari ve
ylizdeleritstandart sapma. PVN; Paraventrikiiler nukleus, ARC; Arkuat nukleus.

Deney s NG GR Eksprese Eden GR Eksprese Eden
Grubu Cinsiyet Alan Nes(f)arttl:lainl;losl:l:}::inln Nesfatin-1 Noronlarinin Nesfatin-1 Noronlarinin
Y Ortalama Sayilar: Ortalama Yiizdeleri
PVN 1909,20+441,98 664,00+£190,81 %33,3142,19
_ Disi
= ARC 894,00+497,95 379,00+324,27 %38,43+4,75
=
,\_2 PVN 1438,40+475,30 413,40+126,78 %29,24+1,59
Erkek
ARC 551,60+405,96 140,80+161,01 %21,9043,55

Tablo 6. Kontrol grubunda GR eksprese eden ndronostatin ndronlarinin ortalama sayilari ve
yiizdeleritstandart sapma PeN; Periventrikiiler nukleus.

GR Eksprese Eden GR Eksprese Eden
Deney " P M . - q
Grub Cinsivet | Alan Noronostatin Noronlarinin Noronostatin Noronostatin
ubu Y Ortalama Sayilar: Noronlarinin Néronlarinin Ortalama
Ortalama Sayilari Yiizdeleri
E Disi PeN 513,00+106,65 205,00+80,71 %39,11+4,02
s
~ Erkek PeN 697,80+228,71 281,20+109,57 %39,92+3,03

Tablo 7. Stres kontrol grubunda c-Fos eksprese eden nesfatin-1 néronlarinin ortalama sayilari ve
yiizdeleritstandart sapma.

Deney Nesfatin -1 c-Fos Eksprese Eden c-Fos Eksprese Eden
Grubu Cinsiyet Alan | Néronlarimin Ortalama Nesfatin-1 Noronlarinin Nesfatin-1 Noronlarinin

Sayilan Ortalama Sayilari Ortalama Yiizdeleri

PVN 1541,85+290,68 106,85+62,34 %6,79+1,42

= Disi ARC 1171,71£675,85 260,00£172,27 %23,28+2,46

E SON 1280,14+330,03 142,714£62,51 %11,49+1,85

; PVN 1642,00+£397,50 159,714£51,71 %9,90+1,17

g Erkek ARC 925,00+509,48 192,85+93,17 %22,9042,42

SON 1695,57+338,79 198,00+105,91 %11,18+1,82
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Tablo 8. Immobilizasyon stresi ve antagonist gruplarinda c-Fos eksprese eden nesfatin-1
noronlarimin ortalama sayilar1 ve yilizdeleritstandart sapma.

Deney Nesfatin -1 c-Fos Eksprese Eden c-Fos Eksprese Eden
Grubu Cinsiyet Alan Noronlariin Nesfatin-1 Noronlarinin Nesfatin-1 Noronlarinin
Ortalama Sayilar: Ortalama Sayilar: Ortalama Yiizdeleri
5 PVN 2648,71£863,05 846,85+354,38 %31,79+2,67
> Disi
_§ ARC 1427,14+646,67 472,28+23524 %35,26+4,63
S PVN 2938,14+1413,15 957,14+567,24 %31,3643,67
£ Erkek
= ARC 1842,85+743,34 508,42+191,47 %27,91+1,71
5 PVN 1220,71+455,97 209,28+87,57 %16,78+0,87
> Disi
§ E ARC 1666,71+668,95 319,28+148,69 %19,13+1,89
Jar =
E 'é PVN 1279,42+487,26 271,71£108,78 %21,06+1,29
Erkek
£ ARC 1562,28+681,55 285,85+170,03 %17,35+1,43
g PVN 1830,57+481,42 352,28+67,09 %20,65+3,12
> Disi
5 E ARC 1220,71+455,97 209,28+87,57 %16,19+2,40
L=
CZ) S PVN 1811,28+688,83 333,00+127,36 %18,72+1,65
g Erkek
— ARC 1152,42+622,73 398,71+349,92 %15,02+1,90

Tablo 9. Yiizme stresi ve antagonist gruplarinda c-Fos eksprese eden nesfatin-1 ndronlarinin
ortalama sayilar1 ve ylizdeleri+standart sapma.

Deney Nesfatin -1 c-Fos Eksprese Eden c-Fos Eksprese Eden
Grubu Cinsiyet Alan Noronlarinin Nesfatin-1 Noronlarinin Nesfatin-1 Noronlarinin
Ortalama Sayilari Ortalama Sayilar: Ortalama Yiizdeleri
- PVN 1197,00+442,37 384,57+188,58 %30,98+1,95
3 Disi
ﬁ ARC 1796,14+493,47 684,42+107,74 %40,52+4,76
L
E PVN 1272,00+511,90 364,00+144,38 %28,47+1,67
E Erkek
ARC 934,14+506,72 360,42+218,51 %37,94+4,60
- PVN 1209,00+230,64 230,14+74,87 %18,72+1,40
S Disi
S Z ARC 1826,57+674,58 269,85+90,93 %15,04+0,78
byt o
; E PVN 1934,57+776,82 336,71+118,67 %17,82+0,81
E Erkek
ARC 1293,42+600,16 184,00+65,19 %14,15+2,34
— PVN 2175,71+872,46 434,57+204,64 %20,54+2,03
3 Disi
é % ARC 1978,42+706,57 381,71+149,43 %21,00+3,09
+ o
LZ) E PVN 2542,85+664,99 419,42+161,35 %216,23+1,05
£ Erkek
ARC 1907,71£868,45 401,85+213,08 %20,77+1,96
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Tablo 10. Akut enflamatuvar stres (LPS) ve antagonist gruplarinda c-Fos eksprese eden nesfatin-1
noronlarimin ortalama sayilar1 ve yilizdeleritstandart sapma.

Deney Nesfatin -1 c-Fos Eksprese Eden c-Fos Eksprese Eden
Grubu Cinsiyet | Alan | Noéronlarmin Ortalama Nesfatin-1 Noronlarinin Nesfatin-1 Noronlarinin
Sayilan Ortalama Sayilar: Ortalama Yiizdeleri
'z Disi SON 1647,14+393,27 1107,85+436,91 %65,79+7,06
i
@
£
| Erkek SON 1629,57+229,23 851,57+298,46 %353,74+8,30
- 2 Disi SON 1761,85+419,43 404,28+209,58 %22,60+3,76
2,53 *
z £
= =) SON 1782,85+509,39 441,42+206,82 %23,46+3,41
Erkek
g .. SON 2151,42+684,33 582,424+289,13 %26,93+4,28
% = Disi
O+ @
g w
5 Erkek SON 2370,28+474,39 454,42+237,97 %19,60+3,75
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiim canli organizmalar i¢ ve dis stres faktorlerinin etkisi altindadir ve bu
etkilere karst normal dengelerini korumaya calisirlar. Strese adaptasyon ve
homeostazisin korunmasinda gesitli noroendokrin mekanizmalar rol oynarlar. Bu
mekanizmalarin aktive olmasinda davranissal, endokrin, immiin ve otonom sinir

sistemlerinin etkileri goriilmektedir.

Stres yanitinda esas olarak aktive olan endokrin sistem hipotalamus,
hipofiz ve adrenal bezi iceren bir negatif geri bildirim mekanizmas1 olan HPA
aksidir (Aguilera, 2012). Stres uyarisinin etkisiyle hipotalamik PVN’da yerlesik
CRH noéronlarinda sentezlenen norohormon hipofiz portal dolagimiyla
kortikotropik hiicrelere ulasir ve bu hiicrelerin ACTH salgilamasini uyarir ve bu
hormon da adrenal korteksten glukokortikoidlerin saliverilmesini tetikler.
Organizmanin strese karst gelistirdigi metabolik ve davranigsal yanitta hem
CRH’nin (Dunn ve Berridge, 1990) hem de glukokortikoidlerin (Oitzl ve ark.,
2010) rolii vardir. CRH noron aksonlarinin énemli bir boliimii median eminenste
sonlanirken diger bir boliimii baz1 hipotalamik ¢ekirdekleri, limbik yapilar1 ve
beyin sapini inerve etmektedir (Swanson ve ark., 1983; Sakanaka ve ark., 1987,
Potter ve ark., 1994). Ikinci grupta yer alan néronlarin strese kars1 gelistirilen
davranigsal ve fizyolojik yanmitin merkezi diizenlenmesinde CRH’u
norotransmitter olarak kullandiklar1 diisiiniilmektedir (Aguilera, 2012). CRH
etkilerini CRFR-1 ve CRFR-2 adindaki reseptorlerine baglanarak gostermektedir.
Bu reseptorler kortikotroplarin yanisira merkezi sinir sisteminde, hipotalamus,
limbik yapilar ve beyin sapimi da igerecek sekilde, yaygin olarak eksprese
edilmektedir (Bale ve Vale, 2004). Stres sinyallerinin CRH noronlarina

ulagsmasinda glutamaterjik sistemin etkili oldugu bilinmektedir (Wamsteeker ve
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Bains, 2010). Besin aliminin baskilanmasinda da CRH sinyal mekanizmasinin yer

aldig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Stengel ve Tache, 2014).

Organizmada stres yanitini olusturulmasinda glukokortikoidlerin merkezi
etkilerinin de Onemi vardir. Genel dolasimla merkezi sinir sistemine ulasan
glukokortikoidler 6zellikle HPA {izerinde negatif geri besleme etkisi gosterirler.
Bu etkilerine GR ve MR reseptorleri aracilik eder. Bu reseptorlerin PVN disinda
hipotalamusun diger ¢ekirdeklerinde, hipokampiiste, amigdalada ve beyin sapinda
eksprese olduklar1 gosterilmistir (Morimoto ve ark., 1996). Glukokortikoidlerin
besin alimini diizenleyen merkezlerde ve noronlarda etkili olarak organizmanin
strese kars1 davranigsal yanitinda oreksijenik ve anoreksijenik mekanizmalara

katk1 sagladigi rapor edilmistir (Shishkina ve ark., 2015).

Bizim ¢aligmamizda nesfatin-1 ve noronostatin néronlarin stres
molekiillerini sentezleyip sentezlemediginin arastirilmast c¢alismamizin birinci
hipotezi olarak test edilmistir. Sonu¢ olarak nesfatin-1 molekiiliiniin protein
diizeyinde CRFR-1, CRFR-2, GR ve MR ile ko-lokalize olarak bulunmasi
nesfatin-1 molekiilii aracilifiyla gerceklesen besin aliminda stresin etkili
olabilecegi seklinde yorumlanmistir. CRFR-1, CRFR-2 ve MR proteinlerinin
nesfatin-1 ile ko-lokalizasyonu bu molekiillerin sitoplazmik ekspresyonlari
nedeniyle immiinofloresan yontem ile degerlendirilmistir. GR ise c¢ekirdekte
ekspresyon gostermektedir ve nesfatin-1 néronlart i¢cin disi ve erkek deney
hayvanlar karsilagtirildiginda ARC’da GR eksprese eden nesfatin-1 néronlarinin
erkek deney hayvanlarindan anlamli olarak daha yiiksek yiizdeye sahip olmasi disi
deney hayvanlarinin erkek deney hayvanlarina gore stresten daha fazla
etkilenebilecegi seklinde spekiile edilebilir. Fakat bu hipotezin dogrulugunun
saptanmast i¢in daha fazla denek ile degerlendirilmesi uygundur seklinde

diistinilmiistiir.

Noronostatin noronlar1 incelendiginde ise, GR molekiiliiniin protein
diizeyinde ndronostatin ile %39 gibi bir oranda disi ve erkek deney hayvanlarinda
ko-lokalize olarak bulundugu saptanmig fakat noronostatin néronlarinin protein
diizeyinde CRFR-1, CRFR-2 ve MR eksprese etmedikleri goriilmiistiir. Bu durum

aslinda ndronostatin ndronlarinin stresten nesfatin-1 néronlar1 kadar etkilenmedigi
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seklinde spekiile edilebilir fakat ¢alismanin diger hipotezlerinin test edilmesi
sirasinda noronostatinin stres deney gruplarinda gruplar ve ayni gruptaki
hayvanlar bakimindan tutarlilik gdstermemesi nedeniyle hem ndronostatin ile
yapilan ikili immiinohistokimyasal ve immiinfloresan degerlendirmelerin
tekrarlanmasi hem de noronostatin mRNA diizeylerinin de incelenerek ileri

caligmalarla desteklenmesi gerektigi seklinde yorumlanmustir.

Sonug olarak nesfatin-1 ve ndronostatin noronlarinin stres molekiillerini
protein diizeyinde sentezleyip sentezlemedigi, CRFR-1, CRFR-2, glukokortikoid
ve mineralokortikoid reseptorler (GR ve MR) ile ikili immiinohistokimyasal ve
immiinofloresan isaretlemeler yapilarak arastirilmistir. Calismada, 06zellikle
nesfatin-1 noronlarinin merkezi ve periferik stres sinyallerini algilayacak
inervasyon ve reseptorlere sahip oldugu belirlenirken, néronostatin néronlari i¢in

daha fazla veriye ihtiya¢ duyuldugu diistintilmiistiir.

Hipotalamus, istahin kontrol edilmesi ve enerji homeostazisinin
diizenlenmesi islevlerinin kontrol edildigi ¢ok Onemli bir merkezi sinir sitemi
alanidir. Hipotalamusta yer alan ¢ok sayida ndrohormon, ndropeptit ve
ndrotransmitter sistemleri besin aliminin koordinasyonunda bu peptitler araclig
ile etki gosterirler. Son yillarda endojen bir protein olarak tanimlananan nesfatin-1
ilk kez hipotalamusta ve soliter traktusta (Oh-I ve ark., 2006) toklugu indiikleyen
bir molekiil olarak kesfedilmis, viicuda besin alimimi gii¢lii bir sekilde engelledigi
gosterilmistir  (Patasz ve ark., 2012; Shimizu ve ark., 2009; Stengel ve ark.,
2010a, 2010D).

Merkezi sinir sisteminin ana eksitator sinyal yolagi olan glutamaterjik
sistemin hipotalamik noéro-endokrin sistemler {lizerindeki etkileri yaygin olarak
aragtirtlmaktadir. Glutamat beyindeki ana eksitator ndrotransmitter olmasina
ragmen adrenal bez, hipofiz, epifiz, pankreatik adaciklar, retina, karaciger,
bobrek, bagirsaklar, kalp, akciger ve iskelet kasi gibi bir¢ok periferik dokuda da
bulunmaktadir (Hu ve ark., 2004). Hem hayvanlarda hem de insanlarda NMDA
reseptOr antagonistlerinin anksiyolitik ve antidepresan etkileri de olabilecegi
bildirilmistir (Chang ve ark., 2015; Ghasemi ve ark., 2014). NMDA glutamat

reseptorlerinin, geng yetiskin farelerde sosyal yenilgi stresinin kisa vadeli
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etkilerinde 6nemli bir rol oynadig1 ayrica NMDA antagonisti uygulamalarinin,
sosyal yenilginin negatif etkilerini tersine cevirmede etkili olurken AMPA
antagonisti CNQX’in negatif etkileri degistirmedigi bildirilmistir (Garcia-Pardo
ve ark., 2018). Bu sonuglar ile ¢elisen diger c¢alismalarda ise antagonist
uygulamalarinda denegin yasinin, uygulanan antagonistin dozunun ve tipinin
antagonist etkilerini degistirebilecegini one siirmiislerdir (Caldwell ve Riccio,
2010; Miczek ve ark., 2008; Garcia-Pardo ve ark., 2017). NMDA reseptorlerinin
ayrica psikiyatrik bozukluklarin patofizyolojisine ndrotransmisyonuna aracilik
ettigi bildirilmistir (Hashimoto ve ark., 2013; Marek ve ark., 2010; Merritt ve
ark., 2013). Bununla birlikte, kemirgenlerde MK-801'in 0,1 mg/kg dozda,
farelerde zorunlu yilizme testi (FST) sirasinda hareketsizlik siiresini 6nemli dlgiide
azalttig1 gosterilmistir. Ayrica MK-801'in, tek bir dozun uygulanmasindan sonra 3
saat boyunca devam eden kisa bir yar1 dmre sahip oldugu gosterilmistir (Autry ve
ark., 2011). NMDA reseptorleri agirlikli olarak uyaricit sinapslar olarak
tanimlanmakta ve merkezi sinir sisteminde (Li ve ark., 2010) her yerde
bulunduklar1 bildirilmistir. Ozellikle depresyon tedavisinde bu reseptorler, ilag
gelistirme hedefleri haline geldigi bilinmektedir (Li ve ark., 2010; Miller ve ark.,
2014). NMDA reseptor antagonisti olan ketaminin, tedaviye direncli depresyon
icin en ilgi cekici antidepresanlardan biri oldugu calismalarda bildirilmistir
(Krystal ve ark., 2013; Lodge ve Mercier, 2015). Farkli calismalarda da MK-
801'in hizl1 bir antidepresan etkisine sahip oldugunu gostermistir (Yang ve ark.,

2016; Zanos ve ark., 2016).

c-Fos proteini akut ndronal aktivasyon belirteci olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Erkek Spraque Dawley tipi siganlara immobilizasyon stresi
uygulanan bir calismada c-Fos pozitif nesfatin-1 noronlarinin sayisinin PVN,
SON, NTS, LC, dorsal raphe pallidus (DR)’de arttig1 fakat kan plazma diizeyinde
nesfatin-1 seviyesinde bir degisiklige neden olmadig: bildirilmistir (Yoshida ve
ark., 2010). Yine immobilizasyon stresi uygulanmis erkek siganlarda c-Fos pozitif
nesfatin-1 immiinoreaktif hiicrelerin sayist PVN’in  medial parvoseliiler
hiicrelerinde artis gosterirken, nesfatin-l mRNA ekspresyonunun, PVN ve

VLM'de 6nemli 6l¢iide arttigi bildirilmistir (Konczol ve ark., 2010).
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Non-pregangliyonik ~ Edinger-Westphal — nukleus  (npEW)  stres
diizenlenmesinde rol almakta ve yiiksek oranda nesfatin-1 ekprese eden ndron
barindirmaktadir. Akut immobilizasyon stresi npEW’da erkek farelerde NUCB2/
nesfatin-1 mRNA seviyelerini ve c-Fos immiinoreaktivitesi artmaktadir (Okere ve
ark., 2010). Baska bir calismada ise NUCB2/nesfatin-1 mRNA seviyelerinin
immobilizasyon stresi sonrasi degismedigi bildirilmistir (Xu ve ark., 2015). Zit
olarak bagka bir ¢alisma ise immobilizasyon stresinin plazma nesfatin-1

seviyelerinde degisiklige yol agmadig1 bildirilmistir (Yoshida ve ark., 2010).

Bizim g¢alismamizda da immobilizasyon stresinin disi ve erkek deney
hayvanlarmin PVN ve ARC’da kontrol grubu ile kiyaslandiginda nesfatin-1
aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigi gosterilmistir. Ayrica bu aktivasyonda
glutamaterjik sistemin etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan i.p. NMDA
reseptor antagonisti MK-801 ve non-NMDA reseptor antagonisti CNQX
enjeksiyonlar1 sonrast immobilizasyon stresi uygulandiginda ise nesfatin-1
aktivasyonunun her iki antagonist uygulamasinda da kontrol grubuna yakin bir
sekilde tekrar azaldigi gosterilmistir. Sonug olarak; psikolojik bir akut stres
modeli olarak deney hayvanlarinda kullanilan immobilizasyon stresinin nesfatin-1
ndronlart araciligiyla besin alimmi azaltabilecegi ve besin alimimin bu sekilde
azalmasmin da glutamaterjik sistem aracilifiyla gerceklesiyor olabilecegi

diistinilmiistiir.

Akut stres modeli olan sudan kacinma stresi uygulanan erkek farelerde
siganlarda nesfatin-1 ndronlarinda Fos ekspresyonunun PVN, EW, LC, rostral
raphe pallidus (rRPa), VLM ve NTS’da arttig1 bildirilmistir (Stengel ve ark.,
2011). Yine sudan kaginma stresi uygulanan erkek si¢anlarda plazma nesfatin-1
seviyeleri ve hipotalamik nesfatin-1 mRNA seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (Yin

ve ark., 2015).

Bizim c¢alismamizda ise immobilizasyon stresi gibi plastik silindir
seklindeki yilizme tankinda disi ve erkek Spraque dawley tipi sicanlara zorla
yiizdiirme stresi uygulanmistir. Belirlenen 20 dk’lik yiizme stresi uygulama siiresi
hem c-Fos pozitif hiicrelerin en yiiksek sayida oldugu siire hem de NMDA

antagonisti olan MK-801 enjeksiyonu sonrasi deney hayvanlarinin ylizmeye en
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cok dayanabildikleri siire olarak caligmamizda belirlenmistir. Calismada yiizme
stresi sonrasi, immobilizasyon stresinde oldugu gibi disi ve erkek deney
hayvanlarinin PVN ve ARC’da kontrol grubu ile kiyaslandiginda nesfatin-1
aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigi gosterilmistir. Ayrica bu aktivasyonda
glutamaterjik sistemin etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan ip. NMDA
reseptor antagonisti MK-801 ve non-NMDA reseptor antagonisti CNQX
enjeksiyonlar1 sonrasi immobilizasyon stresi uygulandiginda ise nesfatin-1
aktivasyonunun her iki antagonist uygulamasinda da kontrol grubuna yakin bir
sekilde tekrar azaldigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak; hem psikolojik hem de
fizyolojik bir akut stres modeli olarak deney hayvanlarinda kullanilan yiizme
stresinin nesfatin-1 noronlar1 araciligiyla besin alimini azaltabilecegi ve besin
aliminin bu sekilde azalmasinin da glutamaterjik sistem araciligiyla gerceklesiyor

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Abdominal cerrahi ve LPS uygulamasi gibi fiziksel stres uygulamalarinin
nesfatin-1 néronlarini aktiflestirdigi bildirilmistir (Bonnet ve ark., 2009; Stengel
ve ark., 2010b, 2011). Laparotomi ve ¢ekal palpasyonu iceren abdominal
cerrahinin erkek sicanlarin SON, PVN, rRPa, LC, npEW, NTS ve VLM’da
nesfatin-1 noéronlarinda Fos ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Stengel ve
ark., 2010b). Inflamasyon modeli ve immiinolojik stresér olan LPS’in i.p.
uygulamasinin ciddi anlamda PVN, NST, SON ve ARC’da Wistar erkek
siganlarda nesfatin-1 noronlarini aktiflestirdigi bildirilmistir (Bonnet ve ark.,
2009). LPS uygulamasi1 merkezi etkilerinin disinda plazma nesfatin-1 seviyelerini,
gastrik NUCB2/ nesfatin-l mRNA ve protein seviyelerini de arttirmaktadir
(Bonnet ve ark., 2009).

Bizim ¢aligmamizda da akut enflamatuvar lipopolisakkarit stresinin disi ve
erkek deney hayvanlarinin SON’da kontrol grubu ile kiyaslandiginda nesfatin-1
aktivasyonunu anlamli olarak arttirdigi gosterilmistir. Diger stres modellerinde
PVN ve ARC hipotalamik alanlarinda goriilen bu aktivasyondan oldukga yiiksek
seviyede goriilen LPS stresi sonrasi nesfatin-1 aktivasyonu ozellikle de SON gibi
besin aliminin diizenleniminde 6nemli olan bir alanda olmasi1 LPS stresinin besin

alimmi1 6nemli Olgiide baskilayabilecegi seklinde yorumlanmistir. LPS stresi
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sonras1 bu aktivasyonda glutamaterjik sistemin etkilerinin incelenmesi amaciyla
yapilan NMDA reseptor antagonisti MK-801 ve non-NMDA reseptor antagonisti
CNQX enjeksiyonlar1 sonrast i.p. LPS enjeksiyonu ile yeniden akut enflamatuvar
stresi  olusturuldugunda ise nesfatin-1 aktivasyonunun her iki antagonist
uygulamasinda da kontrol grubuna yakin bir sekilde tekrar azaldig1 gosterilmistir.
Sonug olarak; fizyolojik bir akut stres modeli olarak uyguladigimiz LPS stresinin
deney hayvanlarinda kullanilan besin alimin1 azaltabilecegi ve besin aliminin bu
sekilde azalmasinda da glutamaterjik sistemin Onemli bir etkisi oldugu

calismamizda gosterilmistir.

Hipotalamusta noronostatin immiinoreaktivitesi baglica ayni1 zamanda
somatostatin immiinoreaktif olan periventrikiiler nukleusta saptanmistir (Dun ve
ark., 2010). Bu alan ayn1 zamanda beyinde besin alimi diizenlenmesinde 6nemli
olan bir alandir (Berthoud, 2002). Yetiskin erkek siganlarin lateral ventrikiillerine
1.c.v. noOronostatin enjekte edildiginde, ndronostatinin hem gida hem de su
alimmnin inhibisyona yol actigi ve bunun doz ile ilgili oldugu gosterilmistir
(Samson ve ark., 2008). Noronostatinin plazma seviyelerinin, beslenme durumuna
bagli olarak degiskenlik gosterdigi, gece boyunca hizla yiikseldigi ve yeniden
besleme durumundan sonra hizlica baslangi¢ noktasina geri dondiigii gézlenmistir

(Elrick ve ark., 2015).

Calismamizda ndronostatinin hem disi ve erkek denekler arasinda, hem de
antagonist  etkilerinin  incelenmesi  amaciyla  gruplar  birbirleriyle
karsilastirildiklarinda, ayni grup igerisinde bile deneklerin kendi aralarinda
korelasyon gostermedigi saptanmis ve bu durumun sebebinin néronostatinin hizli
etki gostermesinin farkli stres modelleri uygulanan sicanlardaki ekspresyon
farkliliklarinin sebebi olabilecegi diisiinlilmiistiir. Noronostatin c-Fos ve c-Jun
gibi erken yanit genlerini noronal dokularda, 6n hipofizde, gastrointestinal
dokularda (Hua ve ark., 2009) ve kardiyomiyositlerde (Samson ve ark., 2008)
uyardigr caligmalarda gosterilmistir. Fakat bizim c¢alismamizda aktivasyon
belirteci olarak nesfatin-1 i¢in c-Fos kullanilip basarili sonu¢ alinmasina ragmen,
ndronostatin antikorunda pSTATS kullanilmigtir. pSTATS kullaniminin sebebi

daha once yaptigimiz denemelerde c-Fos belirtecinin daha az sayida néronostatin
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noronu ile ko-lokalize olarak tespit edilmesidir. Daha ileri ¢alismalarda c-Fos
belirteci ile daha fazla denek ile deneme yapmak ve daha sonra deneyi

yorumlamak daha dogru bir yaklagim olarak diisiiniilebilir.

Noronostatin merkezi melanokortin sistemi yoluyla hem gida hem de su
alimimin inhibe edilmesine yol actig1 bildirilmistir (Yosten ve Samson, 2010).
Yine noronostatinin psikolojik duygu durum diizenlemesindeki olas1 aragtirilmig
ve noronostatinin, zorla ylizdiirme testinde farelerin depresyonla ilgili tepkilerinde
artisa neden oldugu ve bu etkinin merkezi melanokortin sistemi ve Gama-
aminoblitrik asit (GABA) reseptorleri araciligiyla gerceklestigi bildirilmistir
(Yang ve ark., 2011). Benzer bir deney tasariminda somatostatinin zorla yiizme
testi sonras1 hayvanlarda anti-depresan benzeri bir etki gosterdigi ve bu etkinin de
GABA’dan bagimsiz oldugu bildirilmistir (Engin ve ark., 2008; Engin ve Treit,
2009).

Bizim ¢alismamizda ise glutamaterjik sistem etkileri glutamat reseptdrleri
antagonistler ile bloke edilerek incelenmistir. Gruplar karsilastirildiginda birbiri
ile benzerlik gdstermeyen sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bu durum olasi aktivasyon
belirteci ya da antikor iiretimi konusunda sikintilar dislandigi takdirde ileride
caligmanin daha fazla deney hayvani ile tekrarlandiktan sonra ancak glutamaterjik
sistemin etkilerinin aciklanmasi daha dogru bilgiler saglanacagi seklinde

yorumlanmustir.

Ayrica calisma kapsaminda kullanilan tiim disi deney hayvanlar1 Ostrus
sikluslar1 takip edilmeden deneye almmustir fakat nesfatin-1 ile yapilan ikili
isaretlemelerde gruplar arasinda istatistiksel degerlendirmeyi etkileyebilecek
farkli bir sonug ortaya ¢ikmamistir. Noronostatin ile yapilan ikili isaretlemelerde
ise yalmzca disi deney hayvanlarinda degil erkek deney hayvanlarinda ¢ikan

sonuclar da birbirinden oldukga farkli olarak belirlenmistir.
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Sunulan tez c¢alismasi sonuglart ele alindiginda literatiirde ilk olacak

farmakolojik ve klinik yaklagimlara da katki saglayacak pek ¢ok yeni veri elde

edilmistir;

ii.

1il.

Calismada nesfatin-1 ve noronostatin noéronlarinin periferik —stres
sinyallerini algilayp algilamadigmin belirlenmesi amaciyla yapilan
degerlendirmelerde nesfatin-1 noéronlarinin, viicudun stres diizenleme
mekanizmasi olan hipotalamik-hipofizier-adrenal aksta etkin olan CRFR-
1, CRFR-2, GR ve MR molekiillerini, noronostatin noronlarinin ise
GR’lerini eksprese ettigi, CRFR-1, CRFR-2 ve MR molekiillerini ise
protein diizeyinde eksprese etmedigi belirlenmistir. Hem nesfatin-1 hem
de noronostatin ndronlar1 ile belirlenen reseptorlerin ko-ekspresyonlarinin
gosterilmesi literatiirde ilktir.

Periferal sinyalleri aldig1 belirlenen nesfatin-1 ndronlarinin aktivasyonuna
neden oldugu ve bu besin alimmin baskilanmasi yoniinde etki
saglayabilecegi gosterilmistir. Literatiirde immobilizasyon stresinin bu
etkisi bilinmekle birlikte, calismalarimizda kullanilan zorla yiizdiirme
stresi ve enflamatuvar stres yaklagimlarinin da benzer etkiye sahip oldugu
bilgimiz dahilinde ilk kez gosterilmistir. Enflamatuvar stresin diger
modellere gore farkli bir hipotalamik alanda yerlesik nesfatin-1 ndronlari
tizerinden etkili olmasinin belirlenmesi literatiir agisindan Onemli bir
bulgudur.

Literatiirde ilk kez nesfatin-1 noronlar1 araclifiyla baskilanan besin
aliminda glutamaterjik sistemin etkili oldugu eksitatdr bir norotransmitter
olan endojen glutamatin, nesfatin-1 noronlar1 {izerinde bulunan
reseptOrlerine baglanarak etki gosterdigi, glutamat reseptorleri her stres
grubu i¢in ayr1 ayrt degerlendirilerek calismada ortaya konmustur.
Nesfatin-1 noronlarinin strese bagli aktivasyonunda glutamaterjik sistemin
etkili oldugunun ilk defa belirlenmesi, literatiire bu yonde 6nemli katki

saglayacaktir.
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Sonug olarak sunulan tez c¢alismasinda besin alimimin baskinlanmasinda
rol alan ve c¢aligmada degerlendirilen ndronlarin periferik stres sinyallerini
algilayabilecek reseptorleri protein diizeyinde sentezledigi ve bu yolla periferik
dokular1 etkileyebilecegi, besin aliminin akut stres durumlarinda azalmasina
nesfatin-1 noronlarinin aracilik edebilecegi ve nesfatin-1 ndronal sisteminin strese
bagli aktivasyonunda glutamaterjik sistemin 6nemli rol oynadigi belirlenmistir.
Tim bu veriler 1s183inda stres ile olusan besin alimi bozukluklar1 {izerine
gelistirilecek ileri farmakolojik ve klinik arastirmalara bu calismada elde edilen

verilen Onciiliikk edebilecegi gosterilmistir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

3V: 3. Ventrikiil

5-HT: 5-Hidroksitriptamin

ABC: Avidin-biyotin kompleks

ACTH: Adrenokortikotropik hormon

ADH: Anti-diiiretik hormon

AgRP: Agouti-iligkili peptit

Alfa-MSH: Alfa-melanosit uyarict hormon

AMPA: Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionik asit
AMPAR: Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionik asit reseptorii
ARC: Arkuat nukleus

AVP: Vazopressin

BDNF: Beyin kaynakli norotrofik faktor

Ca”": Kalsiyum

CaMKII: Kalsiyum/ kalmodulin bagimli protein kinaz II
cAMP: Siklik adenozin monofosfat

CART: Kokain and amfetamin-diizenleyici transkript
CNQX: 6-Siyano-7-nitrokuinoksalin-2,3-dion

CREB: Siklik AMP yanit baglayici protein

CRF, CRH: Kortikotropin saliverici faktor ya da hormon
CRF;: Kortikotropin saliverici faktor

CRF-1: Kortikotropin saliverici faktor-1

CRF-2: Kortikotropin saliverici faktor-2

CRF;,: Kortikotropin saliverici faktor 5,

CRF-41: Kortikotropin saliverici faktor-41

CRFR-1: Kortikotropin saliverici faktor-1

CRFR-2: Kortikotropin saliverici faktor-2

CRP: C-reaktif protein

CVMS: Degisken kronik hafif stres

DAB: 3'-Diaminobenzidine

DAG: Diagil gliserol

DHEA: Dehidroepiandrosteron

DMYV: Dorsal motor nukleus

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

ERK: Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz

FSH: Folikiil uyarict hormon

G.A.S.: Genel adaptasyon sendromu

GABA: Gama-Aminobiitrik asit
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GH: Biiyiime hormonu

GHRH: Biiyiime hormonu iligkili hormon
GPR107: G-kapil1 protein reseptorii 107
GR: Glukokortikoid reseptor

GRE: Glukokortikoid yanit elemant

GRa: Glukokortikoid reseptor alfa

GRB: Glukokortikoid reseptor beta
HADYEK: Bursa Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu
HPA: Hipotalamik-hipofizier-adrenal aks
IL-6: interlokin-6

IP3: Inositol 1-4-5-trifosfat

fcv: Intracerebroventrikiiler

iGluR: Iyonotropik glutamat reseptorleri
ip: intraperitonel

K': Potasyum

KAR: Kainik asit reseptorleri

LC: Lokus koruleus

LH: Liiteinizan hormon

LHA: Lateral hipotalamik alan

LPS: Lipopolisakkarit

MC2R: Melanokortin reseptor-2

MCH: Melanin konsantre edici hormon
MR, MR: Mineralokortikoid reseptor
mGlu: Metabotropik glutamat

mGluR: Metabotropik glutamat reseptorleri
MK-801: N-methyl-D-aspartate reseptdr antagonisti
MSH: Melanosit uyarict hormon

MSS: Merkezi sinir sistemi

NA: Noradrenalin

Na*: Sodyum

NaCl: Sodyum klortir

Ni-DAB: Nikel i¢eren 3'-Diaminobenzidine
NMDA: N-metil d aspartat

NMDAR: N-metil d aspartat reseptorii
NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

npEW: Edinger Westphal nukleus

NPY: Noropeptit Y

NST: Noronostatin

OT: oksitosin

PC2: Prohormon doniistiiriicli enzim 2
PC3/1: Prohormon doniistiiriicli enzim 3/1
PeN: Periventrikiiler nukleus

P-ERK1/2: Fosforile eksraseliiler sinyal diizenleyici kinaz 1/2
POMC: Proopiomelanokortin

PRL: Prolaktin

PVN: Paraventrikiiler nukleus

rRPa: Rostral raphe pallidus
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SCN: Suprakiasmatik nukleus

SH-SYS5Y: insan néroblastoma hiicre hatt1

SON: Supraoptik nukleus

SPSS: Sosyal bilimler i¢in istatistiksel paket program
SST: Somatostatin

StAR: Steroidojenik akut diizenleyici protein

TARP: Transmembran AMPAR-diizenleyici proteinler
TNF-a: Tiimor nekroz faktor-alfa

TRH: Tirotropik hormon

TSH: Tiroid uyarict hormon

TUBITAK: Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Kurumu
VLM: Ventro-lateral medulla

XOR: Oksidorediiktaz

Y-BOCS: Yale-Brown Obsesif Kompulsif Skala
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9. TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince bilgilerini ve zamanini esirgemeyen ayni
zamanda tez calismamin her asamasindaki desteklerinden dolayr danigmanim
Sayin Prof. Dr. Ozhan EYIGOR’e,

Tez g¢aligmamin planlanmasindan deney asamasina kadar her konuda
yardimini aldigim ve doktora egitimim siiresince bilgilerini, destegini ve zamanini
esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Zehra MINBAY ’a,

Tez ¢alismamin bir boliimiiniinde laboratuarint bana acan ve her ihtiyag
duydugumda yardimci olan Anatomi Anabilim dali 6gretim {iyesi Sayin Dog. Dr.
M llker Kafa’ya,

Egitimim siiresince bana destek olan ayni zamanda bilgi ve birikimlerini
aktaran, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
dalindaki tiim hocalarima,

Tez calismam ve doktora egitimim siiresince hem her zaman manevi
yanimda olarak destek olan hem de deneysel asamalarda her zaman yardimima
kosan ¢ok degerli ¢aligma arkadaslarim basta Kiymet Ziilal HALK olmak iizere
Ceren Oy ve Nursel HASANOGLU AKBULUT’a,

Doktora tez ¢galigmamin biit¢esinin tamamini destekleyen Tiirkiye Bilimsel
ve Teknolojik Arastirmalar Kurumu (TUBITAK) na tesekkiirlerimi sunarim.

Ozel olarak da kendi hayatlarindan fedakarlik yaparak her kosulda
yanimda olan ve beni her zaman destekleyen sevgili esim ve canim anneme,

Ve son olarak tesekkiirii en ¢ok hakeden en giizel zamanlarimizdan
fedakarlik yaparak beni bekleyen, haftasonlar1 ben laboratuvarda calisirken
benimle mesai yapan birtanecik oglum Ege’me hersey icin sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum...
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