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TURKCE OZET

“Nesfatin-1  Noronlar1  Uzerinde Glutamaterjik  Sistem  Etkilerinin
Immiinohistokimyasal Olarak Arastirilmasi”

Nesfatin-1, besin alimin1 engelleyerek enerji metabolizmasini diizenleyen
anoreksijenik bir peptit olarak ilk defa hipotalamus ve soliter traktusta yerlesik
noronlarda belirlenmistir. Nesfatin-1 noronlarinin  ¢ogunlugu hipotalamusun
paraventrikiiler (PVN), supraoptik (SON) ve arkuat c¢ekirdekleri (ARC) ile lateral
hipotalamik alanda (LHA) yogunlasmistir. Calismamizda; hipotalamusun birgok
endokrin ve peptiderjik sistemi {izerinde etki gosteren eksitatdor aminoasit
ndrotransmitterlerinin basinda gelen glutamatin, nesfatin-1 noéronlar1 {izerindeki
etkilerinin gosterilmesi amaglandi. Bu dogrultuda iki dzgiin amag belirlendi. Ozgiin
amag | dogrultusunda nesfatin-1 noronlarinin regiilasyonunda glutamaterjik sistemin
roliiniin arastirilmasi hedeflendi. Calismalarda hipotalamusun SON, ARC ve PVN’de
yerlesik nesfatin-1 noronlari incelendi. Glutamat agonistlerinin etkilerini belirlemek
izere, kainik asit (2.5 mg/kg), AMPA (5 mg/kg) ve NMDA (100 mg/kg), kontrol
gruplart icin salin, antagonist olarak CNQX (2 mg/kg) ve MK801 (1 mg/kg)
enjeksiyonu yapilan disi ve erkek sicanlari igeren deney gruplari olusturuldu. Nesfatin-
1 noronlarindaki c-Fos, pCREB ve pSTAT proteinlerinin ekspresyonlar
degerlendirildi. Agonist enjeksiyonlari sonrasinda aktive olan ndron sayisindaki
anlaml artig, hem disi hem de erkek deneklerde goriiliirken bu etkilerde cinsiyetler
aras1 farkliliklar belirlendi. Ayrica, her ii¢ agonistin enjeksiyonlarindan dnce 6zgiin
antagonist uygulanmasi, her ii¢ ¢ekirdekte aktive olan nesfatin-1 noron sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol agti. Glutamat agonistlerinin nesfatin-1
noronlarindaki pCREB ekspresyonunu degistirmedigi, pSTAT ekspresyonunu ise
tetiklemedigi gosterildi. Ozgiin amag¢ 2 kapsaminda ise nesfatin-1 néronlarinda
glutamat reseptor alt {initelerine ait proteinlerin ekspresyonlari ikili immiinofloresans
yontemi ile arastirildi. Sonuglar, nesfatin-1 ndronlarinda homomerik ya da
heteromerik fonksiyonel reseptor kanallari olusturabilecek glutamat reseptor alt
birimlerinin eksprese olduklarin1 gosterdi. Sonug¢ olarak, endojen glutamatin
reseptOrlerine baglanarak nesfatin-1 néronlarini aktive ettigi, bu etkide erkek ile disi
denekler arasinda cinsiyete bagh farkl etkilesimlerin var oldugu belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Nesfatin-1, glutamat, kainik asit, c-Fos, si¢an
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INGILIZCE OZET

“Immunohistochemical Investigation of Glutamatergic System Effects on
Nesfatin-1 Neurons”

Nesfatin-1 was first identified as an anorexigenic peptide which regulates the
energy metabolism by suppressing food intake in neurons located in the hypothalamus
and solitary tractus. The majority of nesfatin-synthesizing neurons is concentrated in
the paraventricular (PVN), supraoptic (SON) and arcuate nuclei (ARC) of the
hypothalamus, as well as in the lateral hypothalamic area (LHA). In our study; it was
aimed to show the effects of glutamate which the predominant of excitatory amino
acid neurotransmitters acting on many endocrine and peptidergic systems of the
hypothalamus, on nesfatin-1 neurons. Two specific aims were proposed in this
direction. In the first specific aim, the assessment of the role of the glutamatergic
system in the regulation of the nesfatin-1 neurons was aimed. In these studies, the
nesfatin-1 neurons that are localized in the hypothalamic SON, ARC and PVN were
examined. In order to determine the effects of glutamate agonists, experimental groups
were formed containing male and female rats which were injected with kainic acid (2.5
mg/kg), AMPA (5 mg/kg) and NMDA (100 mg/kg), saline for control groups and
CNQX (2 mg/kg) and MKS801 (1 mg/kg) as antagonists. Expressions of c-Fos, pPCREB
and pSTAT proteins in nesfatin-1 neurons were assessed. The significant increase in
the number of activated neurons after agonist injections were observed both in female
and male subjects and these effects were found to be sexually dimorphic. In addition,
treatment with specific antagonists before each of the three agonist injections caused
a statistically significant reduction in the number of activated nesfatin-1 neurons in all
three nuclei. It was shown that glutamate agonists were ineffective in the changing of
pCREB expression in the nesfatin-1 neurons as well as triggered no pSTATS
expression. In the second specific aim, the expression of glutamate receptor subunits
proteins in the nesfatin-1 neurons was investigated by using dual immunofluorescence
technique. The results showed that the glutamate receptor subunits, which may form
homomeric or heteromeric functional receptor channels were expressed in the nesfatin-
1 neurons. As a result, it was determined that there are different sex-related interactions
between male and female subjects in which the endogenous glutamate binds to its
receptors and activates nesfatin-1 neurons.

Key Words: Nesfatin-1, glutamate, kainic acid, c-Fos, rat



1. GIRIS

Besin alimi, merkezi olarak firetilen hormonal sinyallerle periferik olarak
tiretilen hormonal ve ndronal sinyallerin birlikteligiyle diizenlenen komplike bir
mekanizmadir. Bu mekanizma merkezi sinir sisteminde yer alan ¢ok ¢esitli ndropeptit
ve norotransmitter sistemin kontrolii altindadir. Karakteristik olarak istahin kontrol
edilmesi ve enerji homeostazisinin diizenlenmesi gibi fizyolojik aktivitelerde yer alan
bu noropeptitlerin ¢ogunun, asil olarak noronal sinyal yolaklarinda rol aldigi
disiiniilmektedir. Organizmanin temel islevlerinin kontrolii ve hemostazisinde kilit rol
oynayan merkezi sinir sistemi boliimii hipotalamustur. Hipotalamusta yer alan
peptiderjik sistemlerin besin aliminin kontroliindeki kompleks baglantilart ve
diizenleyici faktorleri son yillarda yogun arastirma konusu olmustur. Tez ¢alismasinin
konusu olan endojen bir protein olarak bulunan nesfatin-1 peptiti besin alimini
baskilayan hipotalamik noropeptit olarak ilk kez 2006 yilinda tanimlanmistir (Oh-I ve
ark., 2006).

NEFA/NUCB?2 (niikleobindin 2) prekiirsor proteininden tiireyen nesfatin-1, 82
aminoasite sahip anoreksijenik bir protein molekiiliidiir (Oh-I ve ark., 2006; Stengel
ve Tache, 2010). Nesfatin-1’in, periferik ya da merkezi yolla deneklere
uygulandiginda besin alimimin baskilandig1 ve dolayisiyla viicut agirlik kaybina yol
actigimin gosterilmesiyle birlikte bu peptitin istah1 kontrol eden yolaktaki 6nemi ortaya
cikmistir. Yapilan ilk immiinohistokimyasal c¢alismalar nesfatin-1 proteininin
beslenmenin santral diizenlenmesinde rol alan hipotalamik ¢ekirdeklerden arkuat
cekirdek (ARC), paraventrikiiler c¢ekirdek (PVN), supraoptik ¢ekirdek (SON) ve
lateral hipotalamik alan (LHA) ile diger beyin bdlgelerindeki ndron gruplarinda
lokalize oldugunu gostermistir. Wistar cinsi erkek siganlarda yapilan doz bagimh
caligmalarda bu molekiiliin beyine introserebroventrikiiler enjeksiyonu ile viicutta

yiyecek alimmin ve viicut agirhiginin azaldigr gosterilmistir (Oh-I ve ark., 2006).



Fareler iizerinde yapilan bir baska aragtirmada ise nesfatin-1’in alt1 giin boyunca
tekrarlayan periyodlardaki intraperitoneal doz enjeksiyonlari ile besin aliminin 3 saat
boyunca baskilandigi, viicut kiitlesinin azalmasina yol agtig1 belirlenmistir (Shimizu
ve ark., 2009). Deneklere nesfatin-1 antiserumu uygulandiginda, kontrollere gore
deneklerde besin alimi ile kilonun arttig1 gozlemlenmistir. Beslenme yetersizliginde
nesfatin-1’in serum seviyesinin giderek azaldigi, tekrar beslenmenin saglanmasiyla
nesfatin-1 seviyesinin normale dondiigii bildirilmistir. Nesfatin-1’in periferik
uygulanmasi sonrasinda kan-beyin bariyerini gectigi gosterilmistir (Pan ve ark., 2007;
Price ve ark., 2007). Bu sonuglar aslinda endojen nesfatin-1’in anoreksijenik
diizenlenmeye aracilik ettigini gostermektedir.

Hipotalamik paraventrikiiler ve supraoptik ¢ekirdekte yer alan magnoselliiler
nodroendokrin néronlarda, vazopressin ve oksitosin ile nesfatin-1’in ko-lokalize oldugu
gosterilmistir (Kohno ve ark., 2008). Benzer sekilde parvoselliiler néroendokrin
noronlarda bliylime hormonunu salgilayict hormon (GHRH), nérotensin, somatostatin,
kortikotropin salgilayict hormon ve tirotropin salgilayict hormon ile nesfatin-1’in ko-
lokalizasyonu, arkuat nukleus da pro-opiomelanokortin (POMC) ile nesfatin-1’in ko-
lokalizasyonu, lateral hipotalamus da melanin yogunlastirict hormon (MCH) ile
nesfatin-1’in  ko-lokalizasyonlar1 ikili immunohistokimya teknigi kullanilarak
gosterilmistir (Foo ve ark., 2008). c-Fos immiinreaktivitesinin néronal aktivasyon
belirteci olarak kullanildigi bir ¢alismada, aclik sonrasi tekrar beslenen sicanlarin
hipotalamik paraventrikiiler ve supraoptik c¢ekirdeklerinde lokalize nesfatin-1
noronlarinin aktive olduklart gosterilmistir (Kohno ve ark., 2008). Bu lokalizasyon
sonuglar, NUCB2/Nesfatin-l mRNA’s1 ve immiinoreaktivitesini arastiran ¢ogu
arastirmaci tarafindan dogrulanmistir (Brailoiu ve ark., 2007, Foo ve ark., 2008;
Goebel ve ark., 2009; Goebel ve ark., 2011; Kohno ve ark., 2008,).

Hipotalamusun bir¢ok endokrin ve peptiderjik sistemi iizerinde etki gdsteren
glutamat, sinaptik mekanizmalar araciligiyla hipotalamustaki neredeyse tiim néronlari
etkilemektedir. Eksitatdr amino asit ndrotransmitterlerinin basinda gelen glutamatin,
noroendokrin  sistemlerin  ve hipotalamus-hipofiz-endokrin  sistem  aksinin
diizenlenmesinde onemli rolii vardir (Brann ve ark., 1994; Brann ve ark., 1995).
Glutamat reseptorleri, eksitator sinaptik iletisime aracilik eden membran

proteinleridir. Glutamatin iki farkli reseptor {iist ailesinden biri olan iyonotropik



glutamat reseptorleri (digeri metabotropik glutamat reseptorleri), iyon-6zgil reseptor
kanallar1 olustururlar (Hollmann ve Heinemann 1994). Glutamat agonistleri, segici
olarak farkl tipteki glutamat reseptorlerine baglanarak tasidiklari uyariyr néronlara
aktarirlar ve ndronal aktivasyonu saglarlar. Aktive olan ndronlarin belirlenmesinde
kullanilan g¢esitli belirtecler mevcuttur. c-Fos, pSTAT (sinyal c¢evrimcileri ve
transkripsiyon aktivatorleri) ve pCREB (c-AMP-yanitli element baglayici protein)
proteinleri de noronal aktivasyonu belirlemede belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Bu
belirteglerden birinin ya da birden fazlasinin, uyar1 kargisinda néron ¢ekirdeklerinde
gosterilmesi, o noronal sistemin aktive oldugunu gostermesi ve bu aktivasyonda yer
alan farkli hiicre i¢i yolaklarin belirlenebilmesi agisindan dnemlidir.

Nesfatin-1 ndronlarin1 kontrol eden norotransmitter sistemlerle ilgili bilginin
cok kisith olmast ve de bu ndronlarin glutamaterjik sistem aracilifiyla kontrol
edilebilirliligi ile ilgili verilerin literatiirde olmamasi sebebiyle; tez projesi kapsaminda
‘Glutamaterjik sistem nesfatin-1 noronlarinin regiilasyonundaki etkisini fonksiyonel
glutamat reseptorlerine baglanarak gosterir’ hipotezi test edilmis, bu kapsamda
belirlenen 6zgiin amaglara asagida deginilmistir.

Ozgiin Amag¢ 1: Nesfatin-1 noronlarmin regiilasyonunda glutamaterjik
sistemin roliiniin arastirilmasini kapsar. Bu amaca yonelik ¢calismalarda farkli glutamat
agonistlerinin (Kainik Asit, AMPA ve NMDA) nesfatin-1 noronlar: tizerindeki aktive
edici etkileri, ikili immiinohistokimya yontemi kullanilarak arastirilmistir. Glutamat
agonistlerinin verildigi deneklerden elde edilen kesitlerde, c-Fos, pPCREB ve pSTAT
immiinreaktivitesinin varli§1 néronal aktivasyonun gosterilmesinde belirte¢ olarak
kullamlmistir. Ozgiin Amag 2: Nesfatin-1 ndronlarinda eksprese edilen glutamat
reseptOr alt birimi protein ekspresyonlarinin (Kainat i¢in GluK1-3, GluKS5; AMPA i¢in
GluAl-4, NMDA i¢in GluNI1, GIluN2A) ikili immiinofloresans yontemi ile
arastirtlmasii olusturmaktadir. Bu reseptorlerin nesfatin-1 noronlarinda eksprese
edildiklerinin belirlenmesi, glutamatin nesfatin-1’in sentez ve saliverilmesinde direkt
olarak rol oynadigim1 gostermesi agisindan Onemlidir. Her iki amaca yoOnelik
calismalarda disi ve erkek denekler kullanilarak cinsiyetler arasi olasi farkliliklar da
arastirilmastir.

Tez kapsaminda yer alan calismalarin beklenildigi gibi sonuglanmasi,

nesfatin-1 literatlirline onemli katki saglamanin yaninda, elde edilen verilere



dayanarak fizyolojik ve farmakolojik ileri c¢aligmalarin planlanmasinda Oncii
olabilecektir. Daha genis perspektifte bakildiginda, besin alimiyla ilgili obezite veya
anoreksi benzeri patolojik bozukluklarin tedavisine yonelik olusturulacak stratejilerin
belirlenmesinde kullanilacak temel bilgilere katki saglamis olacagindan, proje

¢iktilarinin 6nemli bir diizeyde 6zgiin degere sahip oldugu diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Beslenme ve enerji metabolizmasi, canlilarin yasamlarini stirdiirmesinde temel
ve yasamsal bir stiregtir. Enerji dengesinin siirdiiriilmesi, mide, beyin ve yag dokusu
arasindaki karsilikli etkilesimi iceren karmasik ve dinamik bir siire¢le saglanmaktadir.
Bu ili¢c major organ arasindaki iletisimi, cesitli peptitleri ve hormonlar1 iceren

parasempatik, sempatik sistemden olusan bir ag yonetmektedir (Crespo ve ark., 2014).

2.1. Merkezi Sinir Sistemi ve Enerji Dengesi

Aclik, istah ve hedonik hislerle uyarilan beslenme davranisi, homeostatik bir
stiregle kontrol edilir. Viicut agirh@inin ve igeriginin uzun siire sabit kalmasi igin
besinlerden saglanan enerji aliminin enerji tiiketimi ile dengede ve de enerji
depolarinin beyin tarafindan belirlenmis olmasi gerekir.

Beyne bilgi tasiyan metabolik sinyallerin dogasini anlamak igin cesitli
hipotezler ileri striilmistiir. ‘Glukostatik hipotez’e gore; aglik durumunda kan
glikozundaki diisiis yemek yemeyi tetiklerken, plazma glikoz diizeyindeki artig
beslenmeyi sonlandirir (Mayer, 1952). Kennedy (1953) tarafindan 6nerilen ‘adipositik
modele’ gore, adipoz doku tarafindan salgilanan faktorler beyni etkileyerek yiyecek
alimin1 ve enerji harcanmasini kontrol eder (Kennedy, 1953). Ozellikle yag dokusu ile
iligkili olan leptin, insiilin gibi metabolik hormonlarin hipotalamusu etkileyerek ener;ji
metabolizmasinda énemli roller iistlendigi kamtlanmistir (Chua ve ark., 1996). Ote
yandan, gastrointestinal kanaldan gelen néronal ve hormonal sinyaller, viicut agirlig
ve adipoziteyi kismen etkilese de aglik ve tokluk durumunda yiyecek alimi ve
metabolik hiz1 direkt olarak etkilemektedir (Ahima ve Antwi, 2008).

Aclik fizyolojik, istah psikolojik bir olgudur (Carola ve ark., 1990). Aclik bir
sonraki beslenmeye kadar olan yiyecek yoksunlugu hissi olarak tanimlanirken, istah
spesifik yiyeceklere karsi duyulan his, yemek yemeyi siirdiirme arzusu olarak

tanimlanir (Sorensen ve Moller, 2003). Doyma veya doygunluk, yemek sonrasi



doluluk, bulant1 veya sigkinlik gibi semptomlari agiga ¢ikaran keyif ya da ac1 veren bir
his olarak tanimlanir. Tokluk ise gida alimmin kesilmesinden sonra gelisen aglik
hissinin olusumuna kadar gegen siireyi yansitir. Doyma yemek sonrasi deneyimi
yansitirken, tokluk ag¢lik periyodundan sonraki yeterli miktarda yenen besindeki
sindirilmis kilokalorileri yansitir (Camilleri, 2015).

Visual, koku ve tat duyusu gibi uyaricilarin ekzokrin ve endokrin sekresyonlari
stimiile etmesiyle, daha gidalar agiza girmeden Once bagirsak hareketliligi uyarilmis
olur. Yemegin yutulmasiyla mekanoreseptorlerin uyarilmasi saglanir. Gastrointestinal
sistemden gelen sinyaller, duyu sinirleri ve dolasim sistemi araciligiyla beyne iletilir.
Mekanoreseptorler (gastrik gerilme) ve kemoreseptorlerden (besin kompozisyonu,
ozmolarite ve pH’daki degisiklikler) gelen afferent sinir sinyalleri, vagus siniri
vasitastyla medulladaki dorsal vagal komplekse aktarilarak soliter traktus ¢ekirdeginin
(NTS) medial ve dorsomedial kisimlarinda son bulur. Beyin sapindaki parabransiyal
cekirdekten ve NTS’den gelen uzantilar, hipotalamusu, lateral hipotalamik alan,
amigdalanin merkezi ¢ekirdegini ve stria terminalisin bed ¢ekirdegini innerve eder.
NTS’den talamusa gelen uzantilarin visseral duyu korteksi ile iletisim kurmasi halinde

tokluk hissi algilanmis olur (Schwartz ve ark., 2000).

2.2. Besin Aliminin Noroendokrin Kontrolii

Istahin noéronal kontrolii, beyindeki hipotalamus ile beyin sapindaki soliter
traktus ¢ekirdegi tarafindan gerceklestirilir (Yosten, 2013). Hipotalamus; talamusun
altinda, hipofiz bezinin iizerinde, 3. ventrikiil duvarini olusturan, ¢ok sayida ¢ekirdek
iceren (ndron toplulugu) kompleks bir beyin bolgesidir (Berthoud, 2002). Sagital
kesitlerde, anterior siirin1 anterior kommisiir, lamina terminalis ve optik kiyazma,
posterior siirmni interpedinkiiler fossa, superior sinirimi hipotalamik oluk, inferior
sinirin1  ise  huni seklinde infundibuluma yassilagan tiiber sinereum kabartisi
olusturmaktadir (Lechan ve Toni, 2016) (Sekil 1).

Hipotalamus; fonksiyonel olarak medialden laterale dogru 3 farkli longitudinal
zona (periventrikiiler, medial ve lateral) ayrilirken, rostra-kaudal seviyede ise 4 farkl
bolgeye (preoptik, supraoptik veya anterior, tuberal ve mamiller bolge) ayrilmaktadir

(Simerly, 2004) (Sekil 2).
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Sekil 1. Hipotalamusun magnetik rezonans goriintiisii (A) ve anatomik lokalizasyonu (B), (Lechan ve Toni, 2016’dan modifiye

edilmistir).
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Sekil 2. Hipotalamik zonlar ve bolgeler. Hipotalamusun genel topografisi (A), Medio-lateral dogrultudaki hipotalamik zonlar (B),

Rostra-kaudal seviyedeki

hipotalamik bolgeler (C). (A ve B sekilleri https://www.netterimages.com, C sekli

http://humanbrainfacts.org/hypothalamus.php sitesindeki resimden modifiye edilmistir (05.10.2017).
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Hipotalamus, besin alimi1 ve enerji tiikketimi arasindaki iligkinin diizenlenmesi,
kardiyovaskiiler fonksiyon, sivi homeostazi, termoregiilasyon, hipofiz bezi
hormonlarinin endokrin kontrolii, sirkadiyan ritim gibi bir¢ok homeostatik
mekanizmanin kontroliinii saglayan 40’1n iizerinde farkli ¢ekirdek igerir (Berthoud,
2002; Toni ve ark., 2004). Besin alim1 ve enerji tilketiminde rol oynayan, birbirleriyle
baglantili baglica hipotalamik ¢ekirdekler; arkuat ¢ekirdek, paraventrikiiler ¢ekirdek,
periventrikiiler ¢ekirdek (PeV), ventromedial ¢ekirdek (VMN), dorsomedial ¢ekirdek
(DMN), lateral hipotalamik alan /perifornikal alan (PFA) ile beyin sapinda yer alan
soliter traktusun ¢ekirdekleridir (Anubhuti, 2006; Yu ve Kim, 2012).

Besin alimi ve enerji dengesinin kontroliinii yapan aglik ve tokluk
merkezlerinin hipotalamusta oldugu bilinmektedir. Hetherington ve Ranson (1940)
tarafindan yapilan klasik deneyler istahi1 baskilayan (anoreksijenik) merkezin
ventromedial hipotalamusta oldugunu gosterirken, Anand ve Brobeck (1951)
tarafindan yapilmis ¢alismalar istahi arttirict (oreksijenik) merkezin lateral
hipotalamik alanda oldugunu gostermistir.

Hipotalamusun arkuat cekirdegi, tiglincii ventrikiil ile kan-beyin bariyerinin
tam olmadigr median eminens arasinda yerlesik (Cone ve ark., 2001), beslenme
davraniginin kontrolii ile iligkili olarak tanimlanmis beyin bolgelerinden biridir (Sohn,
2015; Valassi ve ark., 2008). Ayrica bu ¢ekirdegin median eminense yakin olmasi bu
bolgenin periferden gelen zengin kan akimiyla desteklenmesini saglamaktadir (Van
den Top ve ark., 2004). Bundan dolay1 da bu alanin hormonlara ve besleyici maddelere
(leptin, insiilin, gonadal steroidler ve glukoz gibi) karst olduk¢a duyarli oldugu
bilinmektedir (Cone ve ark., 2001).

Spesifik olarak, hipotalamusun arkuat c¢ekirdeginde lokalize beslenme
davranig1 lizerinde ters etkilere sahip iki farkli noronal popiilasyonun varlig
tanimlanmistir (Sohn, 2015). Bunlardan ilki oreksijenik Noropeptid Y (NPY) ve
Agouti-Iliskili Peptit (AgRP) noronlari, ikincisi anoreksijenik pro-opiomelanokortin
(POMC) ve kokain- ve amfetamin-diizenleyici transkript (CART) néronlaridir. Bu
maddelerin salinimini yapan ndron gruplart ‘first order’ (birincil derece) ndronlar
olarak bilinir ve bu néron gruplari, paraventrikiiler ¢ekirdek ile lateral hipotalamik alan
ve perifornikal alanda lokalize olan ‘second order’ (ikinci derece) ndronlara aksonal

uzantilarii gonderirler (Valassi ve ark., 2008), (Sekil 3).



Bu noronlar1 iceren nodronal agin koordineli bir sekilde diizenlenmesi, enerji
dengesinin diizgiin bir sekilde devam ettirilmesinde gereklidir. Bu yolakta meydana
gelen herhangi bir bozukluk hiperfaji/obezite ya da hipofaji/achk ile
sonuglanabilmektedir (Sohn, 2015).

Leptin ve insiilin gibi hormonlarla tasinan periferal sinyaller hipotalamik
arkuat ¢ekirdege ulagtiginda katabolik yolagin aktiflesip, anoreksijenik peptitlerin
(POMC/CART) salinimma (Valassi ve ark., 2008; Cowley ve ark., 2001) yol acarken
tam tersi sekilde gastrointestinal yolla tiretilen tokluk sinyali (ghrelin, kolesistokinin,
peptit-YY gibi) anabolik yolagin aktivasyonuna neden olur bu da oreksijenik

peptitlerin (NPY/AgRP) salinimina yol agar (Van den Pol ve ark., 2009), (Sekil 3).
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Sekil 3. Yeme davraniginin diizenlenmesinde yer alan ana yolaklarin sematik gosterimi. ARC, arkuat ¢ekirdek; NTS, soliter
traktus ¢ekirdegi; CCK, kolesistokinin; GLP-1, glukagon benzeri peptit-1; PYY, peptit YY; PVN, paraventrikiiler ¢ekirdek; LHA,
lateral hipotalamik alan; PFA, perifornikal alan; NPY, néropeptit Y; AgRP, Agouti-iliskili peptit; POMC, pro-opiomelanokortin;
CART, kokain- ve amfetamin-diizenleyici transkript; CRH, kortikotropin-salgilatict hormon; TRH, tirotropin-salgilatict hormon;
OXY, oksitosin; MCH, melanin-konsantre edici hormon. (Valassi ve ark., 2008’den modifiye edilmistir)
Paraventrikiiler ¢ekirdek, anterior hipotalamusta {i¢ilincii ventrikiiliin superior
kismina bitisik, besin aliminin kontroliinde rol oynayan, katabolik etkiye sahip
noropeptitleri sentezleyip salgilayan diger bir ¢ekirdektir. PVN, tirotropin-salgilatici
hormon (TRH), kortikotropin-salgilatict hormon (CRH) ve oksitosin (OXY)
sekresyonunun yapildigi ana alandir (Sekil 3). Enerji dengesinde rol alan ¢cogu néronal

yolak PVN’de birlesir. Bu ¢ekirdek ozellikle oreksin, POMC tiirevli a-melanosit



uyarict hormon (a-MSH), galanin ve ARC’de yer alan NPY nodronlarindan gelen ana
uzantilart icerir ve beslenme sinyallerinin entegrasyonunda rol oynar. PVN’e
oreksijenik ve anoreksijenik peptitlerin enjeksiyonu ile besin aliminin degistigi
gosterilmistir (Stanley ve ark., 2005).

Hipotalamusun ventromedial ¢ekirdegi ise; ‘tokluk merkezi’ olarak tanimlanur.
ARC, DMN, LHA ve beyin sap1 bolgelerine aksonal uzantilarini gonderip baslica
ARC’deki NPY, AgRP ve a-MSH immiinreaktif noronlarin uzantilarini alir (Yu ve
Kim 2012). VMN glukoz ve leptine duyarli néronlari icerdigi i¢in bu alanda meydana
gelen herhangi bir lezyon hiperfaji ve obeziteye neden olur (Satoh ve ark., 1997).
Beyin-tiirevli norotrofik faktér (BDNF) bu ¢ekirdekten eksprese edilir. Beslenme
yetersizligi durumlarinda BDNF igeren VMN ndronlarinin melanokortin sistemi
tizerinden enerji homeostazini diizenledigi bilinir (Xu ve ark., 2003).

Dorsamedial hipotalamik c¢ekirdek, glukokortikoid saliniminin modiilasyonu,
viicut 1s1s1, uyarilma, lokomotor aktivitenin sirkadiyen ritmi ve enerji dengesinin
diizenlenmesi gibi ¢esitli diizenleyici mekanizmalarda rol oynar (Chou ve ark., 2003).
Lateral hipotalamik alan ve diger medial hipotalamik ¢ekirdekler ile baglantili oldugu,
bu ¢ekirdeklerden bilginin islenmesini ve aktarimini sagladig bildirilmistir (Anubhuti,
2006; Elmquist ve ark., 1998). Ayrica DMN’nin beslenmeyle ilgili merkezler olan
ARC ve beyin sapindan veri (‘input’) aldigi, bu ¢ekirdekte olusan lezyonlarin hipofaji
ile sonuglandig1 gosterilmistir (Bellinger ve Bernardis, 2002).

Lateral hipotalamik alan ile perifornikal alan beyin sapindan gelen sinyallerle
iliskili, hipotalamusun ‘aglik merkezi’ olarak bilinir. Bu alanda, POMC ve NPY
noronlarinin uzantilar1 ile innerve olabilen oreksin veya MCH peptitlerini iceren
noronlar yer alir (Sekil 3). Hem oreksin hem de MCH néronlarinin uzantilari genis bir
alana yayildig1 i¢in, enerji dengesinin diizenlenmesinin yani sira 6grenme, hafiza,
duygu, motivasyon ve motor yanitlarla iliskili ¢esitli davramis degisikliklerini de
diizenlerler (Broberger ve ark., 1998; Gao ve Horvath, 2008). Bu alanlar hipoglisemi
tarafindan uyarilan glukoza duyarli noronlar1 igerir ve normalde hipoglisemi ile
indiiklenen belirgin hiperfajiye aracilik etmek i¢in dnemlidir (Bernardis ve Bellinger,
1996).

Beyin sapinda yer alan c¢ekirdekler de istahin kontroliinde rol oynarlar. Soliter

traktus ¢ekirdegi; POMC’yi eksprese eden noronlarin iki major popiilasyonundan
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birini igerir ve melanokortin reseptor ekspresyonunun gergeklestigi baslica alan olarak
bilinir (Berthoud, 2002). NTS, beslenme ile ilgili sinyalleri vagal affarentler
araciligiyla dogrudan alir. Hipotalamus ile dogrudan resiprokal baglantilara sahiptir ve
rostroventrolateral medulla ile olan baglantilariyla sempatik pregangliyonik ndronlar

modiile eder (Berthoud, 2002).

2.3. Besin Allminda Rol Oynayan Peptitler

Hipotalamus, cesitli oreksijenik ve anoreksijenik ndropeptitlerin senteziyle
kisa-siireli ve uzun-siireli beslenme aliminin diizenlenmesine aracilik eder. Gida
alimin1 diizenleyen peptitler kokenlerine gore, merkezi sinir sisteminde iretilen
merkezi peptitler ve sindirim kanalinda dretilen periferik peptitler olarak
smiflandirilirken, beslenme davraniglar: tizerindeki etkilerine gore ise oreksijenik ve
anoreksijenik peptitler olarak gruplandirilmaktadirlar. Oreksijenik peptitler aglik
hissinin baglatilmasiyla gida alimini uyarirlarken, anoreksijenikler doyma hissinin

olusturulmasiyla gida alimin1 durduran peptitlerdir.

Tablo 1. Besin alim1 ve enerji homeostazinin regiilasyonunda etkili olan major néropeptitler

1) Noropeptit Y (NPY) 1) Kokain ve Amfetamin-Diizenleyici Transkript
2) Agouti-iliskili Peptit (AgRP) 2) Melanokortinler
3) Melanin-Konsantre Edici Hormon 3) Glukagon Benzeri Peptit
4) Oreksinler 4) Kortikotropin-Saliverici Faktor (CRF)
5) Galanin 5) Insiilin
6) Endojen Opioidler 6) Serotonin
7) Endokannabinoidler 7) Norotensin
8) Noronostatin
9) Nesfatin-1
1) Peptid YY
2) Kolesistokinin (CCK)
3) Leptin
1) Ghrelin 4) Amilin
5) Insiilin
6) Glukagon-Benzeri Peptitler
7) Bombesin
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Sekil 4. Besin alim1 ve enerji homeostazinin regiilasyonunda etkili olan néropeptitler, hipotalamik ¢ekirdekler ve iliskili yolaklar.
Diyagramin iist kismu istahin regiilasyonunda yer alan hipotalamik ¢ekirdeklerin lokalizasyonunu gosterirken, alt kismi periferal
organlar1 ve salgiladiklart noropeptitleri gostermektedir. Kesintisiz ¢izgiler stimiilatér (uyarici) etkiyi, kesintili g¢izgiler
hipotalamik ¢ekirdekler/noropeptitler tizerindeki periferal inhibitér (durdurucu) etkiyi gostermektedir. Cesitli deneysel
caligmalar, hipotalamusun medial bolgesindeki lezyonlarin hiperfaji ile iliskili oldugunu gosterirken hipotalamusun lateral
kismindaki lezyonlarin ise istah kaybina yol agtigini gostermistir. Kisaltmalar: PVN, Paraventrikiiler ¢ekirdek; LHA, Lateral
hipotalamik alan; DMH, Dorsamedial hipotalamus; VMH, Ventromedial hipotalamus; ARC, Arkuat ¢ekirdek; NTS, Soliter
traktus ¢ekirdegi; ??, Bombesin ndropeptitinin bilinmeyen kaynagi (Anubhuti, 2006’dan modifiye edilmistir).
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2.3.1. Hipotalamustan Salgilanan Oreksijenik Noropeptitler

Noropeptid Y (NPY):

Noropeptit Y, istaht artiran en giiglii merkezi sinyallerden biri olarak kabul
edilir. Birincil ekspresyon yeri hipotalamik arkuat ¢ekirdek olmakla beraber, NPY
noronlar1 uzantilarimi PVN, LHA, DMH, PFA ve VMN ve diger beyin bolgelerine
gonderirler (Ramos ve ark., 2005). NPY néronlarinin %90°1 AgRP’yi ko-eksprese eder
(Schwartz ve ark., 2000). NPY nin davranis ve diger fonksiyonlar iizerine direkt
etkilerinin oldugu bilinmesine karsin en onemli etkisinin beslenmeyi uyarici etkisi
oldugu bildirilmistir (Wisialowski ve ark., 2000). NPY ’nin arkuat ¢ekirdekteki sentezi,
hem de PVN’e salinimi (uzantilarin1 géndermesi) inhibitor afferent sinyaller (leptin ve
instilin gibi) ile stimiilator sinyaller (glukokortikoidler) tarafindan diizenlenmektedir

(Marsh ve ark., 1998; Pedrazzini ve ark., 1998).

Melanin-Konsantre Edici Hormon (MCH):

Melanin-konsantre edici hormon, lateral hipotalamus ile zona inserta da
eksprese edilen oreksijenik etkilere sahip bir néropeptitdir (Bittencourt ve ark., 1992).
Bu etkisini, niikleus akkumbens de bulunan MCHRI1 reseptorleri iizerinden
gerceklestirir (Sears ve ark., 2010). Lateral hipotalamik alandaki MCH noronlari,
sadece beslenmeyle ilgili olan hipotalamik alanlara uzantilarini gondermezler ayn
zamanda uyku/uyaniklik ve uyarilmanin kontrolil ile iliskili beyin bdlgelerine de
uzantilarin1 gonderirler (Guyon ve ark., 2009; Williams ve ark., 2001).

MCH’1n merkezi enjeksiyonu sonrasinda siganlarda viicut agirliginda artis ile
belirgin bir hiperfaji goriilmiistiir (Qu ve ark., 1996). Ayrica leptin eksikligi olan ob/ob
farelerde, MCH mRNA seviyelerinin arttig1 leptin uygulamasi sonrasinda da MCH
ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (Williams ve ark., 2004).

Agouti-iliskili Protein (AgRP):

AgRP, sadece hipotalamik arkuat c¢ekirdekte eksprese edilen (Broberger ve
ark., 1998), besin alimin1 kontrol eden hipotalamik cekirdeklere (PVN, LHA, DMN)
uzantilarii1 gonderen oreksijenik bir peptitdir (Hagan ve ark., 2000). Bahsi gecen

hipotalamik ¢ekirdeklerde, NPY mRNA’s1 ile AgRP mRNA’siin ko-lokalizasyonu
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gosterilmistir (Broberger ve ark., 1998; Hahn ve ark., 1998). AgRP’nin PVN’e veya
DMN’ye intraserebroventrikiiler (Rossi ve ark., 1998) ya da direkt olarak verilmesi
(Kim ve ark., 2000) besin aliminda inhibe edici etkisinin oldugunu gostermektedir.
AgRP ayrica melanokortin-3 ve melanokortin-4 reseptoriiniin endojen
antagonisti olarak gorev yapar (Ollmann ve ark., 1997). NPY/AgRP néronlarindan
gelen inhibitor GABAerjik sinyaller, merkezi sinir sistemindeki anoreksijenik

noronlar etkileyerek besin alimini arttirmaktadir (Cowley ve ark., 2001; Sohn, 2015).

Oreksinler:

Oreksinler (hipokretin) aglik durumlarinda artan ve besin alimi yolaklarin
tetikleyen, oreksin A ve oreksin B peptitleri olarak, ilk kez 1998 yilinda
tanimlanmistir. Hipotalamusta yerlesik noronlar tarafindan sentezlenen oreksinlerin
hem hipotalamus igerisinde hem de hipofiz iizerinde noéroendokrin etkilerini
gosterdikleri bildirilmistir (Shirasaka ve ark., 2002). Oreksinerjik ndronlarin biiyiik
cogunlugunun lateral hipotalamus/perifornikal alanda yerlesik oldugu gosterilmistir.
Yiyecek kisitlamasiyla olusan hipoglisemide oreksin néronlarinin aktive olmasi (c-Fos
ekspresyonu pozitif) bu noéronlarin besin alimi iizerine etkilerini teyit etmistir
(Ferguson ve Samson, 2003). Oreksinin intraserebroventrikiiler (icv) uygulanmasinin
deneklerde besin alimimim arttirdigr yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Lubkin ve
Stricker-Krongrad, 1998; Sakurai ve ark., 1998). Enerji dengesinin diizenlenmesinde
oreksin ndronlart ndropeptit-Y ve a-melanin stimiile edici hormon ndéronlariyla
entegre olarak etki gosterirler (Horvath ve ark., 2009).

Oreksin néronlariin ¢esitli alanlara aksonal uzant1 gonderdigi ve bu alanlarin
basinda hipotalamusun arkuat cekirdegi (Funahashi ve ark., 2003) ile locus
coeruleusun yer aldigi bildirilmistir (Marcus ve Elmquist, 2006). Ayrica glutamat
agonistlerinin oreksin noronlarini aktive ettikleri (Eyigor ve ark., 2010) ve oreksin
ndronlarinda glutamat reseptorlerinin sentezlendigi belirlenmistir (Eyigor ve ark.,

2012).
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2.3.2. Hipotalamustan Salgilanan Anoreksijenik Peptitler

Kokain ve Amfetamin-Diizenleyici Transkript (CART):

CART, enerji homeostazisinin ve istahin diizenlenmesinde rol oynayan énemli
bir nérotransmitter ve hormondur (Lau ve Herzog, 2014). CART néronlarinin %901,
arkuat c¢ekirdekteki POMC noéronlariyla birlikte lokalize olurlar. Adiposit sinyaliyle
(leptin ya da insiilin) aktive olan CART noronlar1 uzantilarini ‘second order’ noéronlara
gonderirler (Aja ve ark., 2001), (Sekil 3).

CART peptitinin ekspresyonu beynin ¢esitli bolgelerinde 6zellikle hipotalamik
cekirdekler (PeV, DMN, ARC, LHA ve PFA) ile nucleus accumbens de belirlenmistir
(Lau ve Herzog, 2014). Paraventrikiiler c¢ekirdekte bulunan CART m-RNA’sinin
vazopressin ve CRF-iceren ndronlarla (Li ve ark., 2002), arkuat ¢ekirdekteki CART 1n
a-MSH ile (Adam ve ark., 2002) kolokalize oldugu bildirilmistir. Kemirgenlerde
nucleus accumbense CART 1n enjeksiyonu besin alimini inhibe etmistir (Jean ve ark.,

2007; Yang ve ark., 2005).

Melanokortinler:

Melanokortinler, POMC prekiirsér molekiiliinden tiireyen bioaktif peptitlerdir
(Anubhuti, 2006). Hipotalamik noronlarda eksprese edilen bu peptitlerin
(adrenokortikotropin ve a-, B-, y-melanosit-uyarict hormonlar) ¢esitli fizyolojik rolleri
tanimlanmistir.  Enerji  homeostazisinde ve istahin kontroliinde rol oynayan
melanokortin-4 reseptorii (MC4R) i¢in endojen bir agonist olarak gorev yaparlar
(Neary ve ark., 2004). a-MSH’1n merkezi olarak verilmesi, beslenmeyi inhibe ederek
viicut agirhiginin azalmasina neden olur. Melanokortin-3 reseptorii (MC3R) ve
MC4R’nin endojen antagonisti olan AgRP’nin stimiilator etkisi o-MSH sinyalini

inhibe ederek besin alimini uyarir (Rossi ve ark., 1998).

Glukagon-Benzeri Peptitler:

Glukagon’un onciilii olan pre-proglukagon, pankreastaki a-hiicrelerinden,
bagirsaktaki L-hiicrelerinden ve soliter traktusun kaudal ¢ekirdeginin néronlarindan
sinirlt miktarlarda eksprese edilmektedir. Pankreastaki proglugakonun birtakim post-

translasyonel islemler sonucunda yikilmasi sonucu glukagon ve proglukagon
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fragmanlari [glisentin, oksintomodiilin (OXM), glukagon-benzeri peptit-1 (GLP-1) ve
glukagon-benzeri peptit-2 (GLP-2)] olusmaktadir (Vrang ve ark., 2003).

GLP-1 ve GLP-2; yemeklerden sonra dolasima salinan peptitler olmasina
karsin NTS’nin kaudal par¢asindaki néronlarda nérotransmitter olarak da gérev yapar.
GLP-1 igeren sinir lifleri ile GLP-1 reseptorleri, yiyecek ve su aliminin
regiilasyonunda yer alan ¢ogu hipotalamik ¢ekirdekte yer almaktadir (Merchenthaler
ve ark., 1999). Erkeklerde GLP-1’nin intravendz enjeksiyonu, gastrik bosalma, aclik
ve besin alimi iizerinde engelleyici etkilere sahiptir (Schmidt ve ark., 2003). Ayrica
sicanlarda GLP-1 (Tang-Christensen ve ark., 1996) ve GLP-2’nin (Tang-Christensen
ve ark., 2000) intraserebroventrikiiler enjeksiyonlarinin besin alimini baskiladigi

gosterilmistir.

Kortikotropin Sahverici Faktor (CRF):

Kortikotropin saliverici faktor (CRF), hipofizden salinan adrenokortikotropik
hormonun (ACTH) fizyolojik diizenleyicisi olarak bilinen bir nérohormondur (Vale
ve ark., 1981). Hipotalamik PVN’de eksprese edildigi bilinen CRF (Crespo ve ark.,
2014), hem termojenik hem de endojen kaynakli anorektik bir ajandir (Richard, 1999).
CRF'nin beyine ozellikle de hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdegine enjekte
edilmesi, spontan beslemeyi veya aglikla uyarilmis beslemeyi azaltmaktadir
(Heinrichs ve ark., 1998; Levine ve Billington, 1989; Morley, 1987). Ayrica CRF nin
kronik kullanimi, anoreksi ile progresif kilo kaybina neden olmaktadir (Schwartz ve

ark., 1995).

Noronostatin

Noronostatin peptiti, ilk kez 2008 yilinda tanimlanmig ndronostatinin
intraserebral enjeksiyonunun besin alimini inhibe ettigi saptanmistir (Samson ve ark.,
2008). Hipotalamusta noronostatin néronlarinin lokalize oldugu alanlar besin aliminin
kontroliinde rol oynayan bodlgelerdir. Immunohistokimyasal ¢alismalar, ndronostatin-
pozitif ndronlarin hipotalamik periventrikiiler ve suprakiazmatik nukleusta,
ndronostatin-pozitif aksonlarin ise median eminens ile arkuat nukleusta yogunlastigini
gostermistir. Ayrica, motor korteks, amigdala, beyincik ve dentat girusun polimorfik

tabakasinda da daha az sayida ve daha az yogunlukta isaretlenmis ndronostatin-pozitif
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hiicrelerin varlig1 belirlenmistir (Dun ve ark., 2010). Intraventrikiiler néronostatin
uygulamasini takiben su ve besin alimimni azalttiginin gosterilmesi (Carlini ve ark.,
2011; Samson ve ark., 2008), ndronostatinin istah ve metabolizmanin kontroliinde

gorev alabilecegini aragtirmacilara diisiindiirmektedir.

2.4. Nesfatin-1

Nesfatin-1 ilk kez Oh-I ve arkadaglar1 (2006) tarafindan kesfedilmis, 82 amino
asite sahip, endojen bir protein olarak tanimlanmis, homeostatik beslenmenin
kontroliinde rol oynayan anoreksijenik bir peptittir. Etkileri dolayisiyla “tokluk
molekiilii” olarak da adlandirilan nesfatin-1, ilk defa hipotalamus ve soliter traktusta
yerlesik ndronlarda belirlenmistir (Oh-I ve ark., 2006). Nesfatin-1’in periferik ya da
merkezi yolla deneklere uygulandiginda besin aliminin baskilandigi (Palasz ve ark.,
2012; Shimizu ve ark., 2009a; Stengel ve Tache, 2010; Stengel ve ark., 2010) ve
dolayisiyla viicut agirlik kaybina yol agtiginin gdosterilmesiyle birlikte, bu peptitin
istaht kontrol eden yolaktaki O6nemi ortaya c¢ikmistir. Leptin geni susturulmus
(knockdown fareler) obez farelerde bile besin aliminin nesfatin-1 peptiti tarafindan
baskilandiginin ortaya c¢ikarilmasi bu peptitin hem leptin yolagindan bagimsiz bir
sekilde calistigim1i hem de leptin geninde mutasyon olan obez bireylerin tedavi

stirecinde arastirilmasi gereken bir molekiil oldugunu arastirmacilara gostermektedir.

2.4.1. Nesfatin-1 Geninin Kesfi ve Molekiiler Yapisi

Nesfatin-1’in kesfi, adipositler ile medulloblastoma hiicrelerinde eksprese
edilen bir gen'in tanimlanmasi ile baslamistir. Bu gen, peroksizom-proliferatorii ile
aktive olan reseptdr geninin (PPAR)y stimiile edilmesiyle aktive edilen troglitazone’un
ligand1 olarak rol oynamaktadir (Stengel, 2015). 1990'larin basinda kesfedilen bu gen
niikleobindin (NUCB) veya NEFA (DNA baglayici /EF-hand/ asidik aminoasit
acisindan zengin bolge) olarak adlandirilmistir (Barnikol-Watanabe ve ark., 1994).
Simdiye kadar niikleobindinl (NUCB1) ve niikleobindin2 (NUCB2) olmak iizere 2
tane niikleobindin geni tanimlanmistir (Crespo ve ark., 2014).

Rekombinant NUCB2 proteininin beyine enjekte edildiginde, besin alimim
azalttigit ve de viicut agirliginin kontroliinde yer alan hipotalamik cekirdeklerde

eksprese edildiginin gdsterilmesinin ardindan bu faktor nesfatin (NEFA/NUCB?2 ile
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kodlanmis tokluk ve yag-etkili protein) olarak isimlendirilmistir (Oh-I ve ark., 2006).
NUCB2/Nesfatin, 396 aminoasit (aa) iceren polipeptit bir yap1 ile 24 amino asitin
olusturdugu N-terminal sinyal peptitinden meydana gelir (Shimizu ve ark., 2009b),
(Sekil 5). NUCB2’nin plazma membran1 ile sitoplazmada lokalize oldugu
bildirilmigtir (Miura ve ark., 1992). Yapisal analizler sonucunda siganlardaki
NUCB2/Nesfatin dizilerinin (sekans) prohormon konvertaz (PC)-1/3 enzimleriyle
post-translasyonel bir sekilde boliinmesi saglanarak nesfatin-1 (1-82 aa), nesfatin-2
(85-163) ve nesfatin-3 (166-396 aa) aktif prekiirsorleri tanimlanmistir (Oh-I ve ark.,
2006). Simdiye kadar yapilan calismalarda sadece nesfatin-1 ve onun fragmenti

nesfatin-124-53’lin biyolojik aktivitesi ortaya konabilmistir (Aydin, 2013).

NUCB2
24 1 82 85 163166 306
B iy wien: y D
Prohormone
convertase 1 23 53 82
= N23 Ma0 C2a -
Nesfatin-1

Sekil 5. NUCB2 proteini ve nesfatin-1’in yapist. SP, sinyal peptiti (Garcia-Galiono ve ark., 2010a).

NUCB2’nin sinyal peptitinin (SP) hemen ardinda yer alan nesfatin-1 (1-82 aa),
N-terminal (N23), merkezi parca (M30) ve C-terminal (C29) olmak {izere 3 alt
domainden olusmaktadir. M30 orta pargasi, bu peptitin fizyolojik rollerde 6zellikle de
anoreksijenik cevaplarda etkin bir sekilde rol almasini saglayan aktif kismin1 olusturur.
NUCB2’den tiireyen diger fragmentler olan nesfatin-2 (85-163 aa) ve nesfatin-3 (166-
396 aa) ise tokluk hissini uyarmayan uzun sekansli inaktif formlardir (Sekil 1) (Oh-I
ve ark., 2006; Palasz ve ark., 2012). NUCB2/Nesfatin’in amino asit sekansi insanlarda,
farelerde ve siganlarda korunurken tiim bu tiirler arasinda %85’in iistiinde benzer

homoloji gdzlenmistir.
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2.4.2. Nesfatin-1’in Sinyal Tletimi

NUCB2/nesfatin-1 reseptorii heniiz belirlenememis olmasina ragmen nesfatin-
I’in spesifik baglanma alanlari hem merkezi sinir sisteminde (hipotalamus, hipofiz ve
beyin korteksi) hem de periferal organlarda (gastrointestinal sistem, pankreas gibi)
saptanmistir (Ishida ve ark., 2012, Prinz ve ark., 2016).

Nesfatin-1’in hedef hiicrelerin néroplazmasindaki Ca®" iyon konsantrasyonunu
arttirdigina dair pek ¢ok veri bulunmaktadir (Palasz ve ark., 2012). Cogu hiicre tipinde
(hipotalamik ¢ekirdekler, dorsak kok gangliyonu (DRG) néronlari, pankreatik B3-
hiicreleri ve kardiak miyositler gibi) (Riccardo ve ark., 2017) nesfatin-1’in hiicre ici
sinyal iletimini, L- (Nakata ve ark., 2011), P/Q- (Brailoiu ve ark., 2007; Brailoiu ve
ark., 2013) veya N- (Iwasaki ve ark., 2009) tipi Ca*" kanallar1 vasitasiyla Ca** akimim
uyararak yaptigi bildirilmistir. Gi-protein-bagli reseptoriin nesfatin-1 ile uyarilmas,
Ca?" kanallarmimn acilmasina ve/veya hipotalamik noronlarda protein kinaz A ve
adenilat siklaz yolaginin aktive edilmesine yol agar. Nesfatin-1’in metabotropik
reseptorler lizerinden ligand olarak rol oynamasiyla sinyal iletimi gerceklestirilmis

olur (Brailoiu ve ark., 2007; Palasz ve ark., 2012).

2.4.3. NUCB2/Nesfatin-1’in Ekspresyonu

2.4.3.1. Nesfatin-1’in Hiicresel Diizeyde Ekspresyonu

Nesfatin-1’in lokalizasyonuna hiicresel diizeyde bakildiginda, hipotalamik
PVN’deki nesfatin-1-pozitif ndronlarin Golgi aparati yanindaki salgilayic
vezikiillerde yer aldigi, akson terminallerinde bulunmadigi rapor edilmistir. Ayrica
nesfatin-1’in nodronal dentritlerden salindigi dolayisiyla da otokrin ve parakrin

olaylarin sonucunda bu alanda lokalize oldugu bildirilmistir (Maejima ve ark., 2009).

2.4.3.2. Nesfatin-1’in Merkezi Ekspresyonu

Sicanlar iizerinde gerceklestirilen ilk immiinohistokimyasal c¢alismalar
NUCB2 mRNA’s1 ve proteininin beslenmenin merkezi diizenlenmesinde rol alan
hipotalamik ¢ekirdeklerden arkuat g¢ekirdek, paraventrikiiler cekirdek, supraoptik
cekirdek ve lateral hipotalamik alanda bulundugunu gostermistir (Oh-I ve ark., 2006).
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Sican, fare ve domuzlar iizerinde yapilan sonraki caligmalar diger beyin
bolgeleri ile hipotalamik ¢ekirdeklerde [insular korteks, merkezi amigdaloid ¢ekirdek,
periventrikiiler ¢ekirdek, tuberal hipotalamik alan, dorsomedial hipotalamik ¢ekirdek,
Edinger-Westphal ¢ekirdegi (EW), medullar raphe ¢ekirdegi, kaudal raphe ¢ekirdegi,
ventrolateral medulla, lokus koeruleus, serebellum, vagusun dorsal motor ¢ekirdegi,
soliter traktus ve medulla spinalis’in pregangliyonik sempatik ve parasempatik ndron
gruplarinda] NUCB2/Nesfatin-1 lokalizasyonunu gostermistir (Brailoiu ve ark; 2007;
Foo ve ark., 2008; Fort ve ark., 2008; Goebel ve ark., 2009a; Inhoff ve ark., 2008;
Inhoff ve ark., 2010; Kohno ve ark., 2008). Bu lokalizasyon sonuglari,
NUCB2/Nesfatin-1 mRNA’s1 ve immiinoreaktivitesini aragtiran ¢ogu aragtirmaci
tarafindan dogrulanmistir (Brailoiu ve ark., 2007; Foo ve ark., 2008; Goebel ve ark.,
2009b; Goebel-Stengel ve ark., 2011; Kohno ve ark., 2008).

NUCB2/Nesfatin-1'in beyindeki bu yaygin dagilimi, nesfatin-1’in besin alim1
tizerindeki etkisinin de Gtesinde olan fonksiyonlarda (otonomik islevler ve strese
yanittaki rol) yer aldigimi disiindiirmektedir (Stengel, 2015). Ayrica farelerde
NUCB2/Nesfatin-1 immiinreaktivitesinin hipotalamusun intermediate dorsomedial
alaninda belirgin bir sekilde gosterilmesi yeni hipotalamik ¢ekirdeklerin tanimlanmasi
acisindan onemlidir (Goebel-Stengel ve ark., 2011).

Ikili immiinohistokimya yontemi kullanilarak yapilan c¢alismalarda
NUCB2/Nesfatin-1’in lokalizasyonunun yanisira bu peptiti eksprese eden néronlarin
fenotipi de arastirilmistir (Stengel, 2015). Nesfatin-1’1 iceren ndronlar, aghik ve
toklugun regiilasyonunda yer alan diger noropeptitlerle ko-lokalize olarak
bulunabilirler.

NUCB2/Nesfatin-1; iirokortin-1 (~%90), melanin-konsantre edici hormon
(MCH, ~%80), kokain ve amfetamin-diizenleyici transkript (CART, ~%70), a-
melanosit-uyarict hormon (a-MSH, ~%60), pro-opiomelanokortin (POMC, ~%60-
80), vazopressin (~%50), noropeptit Y (NPY, ~%40), oksitosin (~%40), biiylime
hormonunu-salgilayict hormon (GHRH, ~%30), kortikotropin-saliverici faktér (CRF,
~%20), tirotropin salgilatict hormon (TRH, ~%20), somatostatin (~%10), nérotensin
(~%10) ve serotonin ndropeptitleriyle ko-lokalize oldugu gosterilmistir (Brailoiu ve
ark., 2007; Foo ve ark., 2008; Fort ve ark., 2008; Inhoff ve ark., 2010; Kohno ve ark.,
2008; Maejima ve ark., 2009; Okere ve ark., 2010).
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2.4.3.3. Nesfatin-1’in Periferal Dokulardaki Ekspresyonu

NUCB2/Nesfatin-1’in beyindeki lokalizasyonunun yani sira, ¢ogu periferal
dokudaki ekspresyonu cesitli ¢alismalarda ortaya konmustur. Sicanlarin ve kirmizi
baliklarin (goldfish) 6n hipofiz bezi, yag dokusu, kalp, pankreas, mide ve testis
dokularinda nesfatin-1 peptitinin ekspresyonlar1 gosterilmistir (Feijoo-Bandin ve ark.,
2013; Foo ve ark., 2010; Gonzalez ve ark., 2009; Gonzalez ve ark., 2010;
Ramanjaneya ve ark., 2010; Stengel ve ark., 2009a).

Ayrica midedeki NUCB2 mRNA ekspresyon diizeyinin, sigan beynindeki
ekspresyon diizeyinde 10 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Midedeki
NUCB2/Nesfatin-1’1 eksprese eden hiicrelerin hem gastrik endokrin hiicrelerdeki
dominant varligi hem de gastrik X-A benzeri hiicrelerdeki varligi gosterilmistir
(Stengel ve ark., 2009b).

Pankreasta ise NUCB2/Nesfatin-1’in Langerhans adaciklariin B-hiicrelerinde
insiilin ile ko-lokalize oldugu bildirilmistir (Foo ve ark., 2010). NUCB2/Nesfatin-1
peptitinin yaygin periferal dagilimi, aslinda homeostatik yolakta yer alan ¢ogu peptitle

olan iligkisini ortaya koymaktadir.

2.4.4. Besin Aliminda Nesfatin-1’in Etkileri

2.4.4.1. Merkezi Etkileri

Wistar cinsi erkek siganlarda yapilan doz bagimli ¢alismalarda, bu molekiiliin
ticiincili beyin ventrikiiliine intraserebroventrikiiler enjeksiyonu sonrasinda deneklerin
yiyecek aliminin ve viicut agirh@inin azaldigr gosterilmistir (Oh-I ve ark., 2006). Bu
sonug, birbirinden bagimsiz olarak ¢alisan ¢ogu arastirmaci tarafindan dogrulanmustir.
Fareler (Atsuchi ve ark., 2010; Goebel ve ark., 2011), siganlar (Chen ve ark., 2012;
Dong ve ark., 2014; Moreau ve Ciriello, 2013) ve kirmiz1 balik (goldfish) (Kerbel ve
Unniappan, 2012) {izerinde yapilan ¢ogu arastirmada nesfatin-1’in lateral, ii¢lincii,
dordiincii beyin ventrikiillerine, sisterna magna’ya, hipotalamik ¢ekirdeklerden PVN,
LHA ve de dorsal vagal komplekse (DVC) yapilan diisiik dozdaki (5-20 pmol) icv
enjeksiyonlarinin  sonucunda nesfatin-1’in  anoreksijenik etkilerinin  oldugu

bildirilmistir (Stengel, 2015; Stengel ve Tache, 2013).
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Bu bulgularin ardindan gelen arastirmalar nesfatin-1’in anoreksijenik
etkilerinin kinetigini karakterize etmeye ¢alismistir. Sicanlarda lateral beyin
ventrikiiliine yapilan diisilk dozdaki (5 pmol) enjeksiyonun sonucunda nesfatin-1’in
karanlik evrede ve uzun siireli (6-48 saat siliren) sekilde besin alimini azalttigi
gosterilmistir (Konczol ve ark., 2012; Stengel ve ark., 2009a; Stengel ve Tache, 2013).
Sicanlara yiliksek dozdaki (25-80 pmol) nesfatin-1’in icv enjeksiyonu sonrasi
anoreksijenik etki yaninda anksiyete benzeri davraniglarin da arttigi gozlenmistir
(Merali ve ark., 2008). Ilging bir sekilde, iiciincii, dérdiincii beyin ventrikiilleri ya da
sisterna magna’ya yapilan enjeksiyonlarda, nesfatin-1’in anoreksijenik etkisinin post-
enjeksiyonun ilk birinci saatinde ortaya ¢iktigi, arka beyin bolgelerine karsilik 6n
beyin bolgelerinde bu etkinin farkli diizeylerde oldugu gozlenmistir (Oh-I ve ark.,
2006; Stengel ve ark., 2009a).

Beyin parankimasina mikroenjeksiyon kullanilarak yapilan sonraki
calismalarda nesfatin-1’e duyarli hipotalamik beyin bolgeleri arastirilmistir. Nesfatin-
I’in direk olarak PVN’e ya da yiiksek dozlarda LHA’a mikroenjeksiyonlar1 karanlik
evredeki besin alimim azaltirken, VMH’a olan mikroenjeksiyonlar1 sonucunda
herhangi bir etki gozlenmemistir (Chen ve ark., 2012). Bu sonug, PVN’in nesfatin-
I’in anoreksijenik etkisinde yer alan primer hipotalamik alan oldugu seklinde
yorumlanmustir.

Wistar cinsi erkek siganlar kullanilarak yapilan baska bir ¢calismada, endojen
beyin NUCB2/Nesfatin-1 sinyalinin tg¢iincii beyin ventrikiilii i¢ine yapilan anti-
nesfatin-1 antikoru ya da anti-NUCB2 antisense oligoniikleotitinin enjeksiyonu ile
bloke edilmesi sonucunda, hayvanlarda beslenmenin ve kilo aliminin arttig
gosterilmistir (Maejima ve ark., 2009). SON ve PVN’deki NUCB2 mRNA’s1 ve
protein ekspresyonunun acglikk durumlarinda azaldigi, tekrar beslenmenin
saglanmasiyla nesfatin-1 seviyelerinin normal durumuna geldigi belirlenmistir
(Garcia-Galiano ve ark., 2010b; Kohno ve ark., 2008). Ayrica paraventrikiiler
cekirdekteki NUCB2 mRNA diizeyleri, besin aliminin minimum oldugu aydinlik
evrede artarken besin alimlarinin oldukca yiiksek oldugu karanlik evre boyunca

azalmistir (Sedbazar ve ark., 2013).
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2.4.4.2. Periferal Etkileri

Nesfatin-1’in besin alimini kontrol eden yolaktaki santral etkilerinin yaninda
periferal etkileri de son zamanlarda yogun arastirma konusu olmustur. Bu peptitin
kemirgenlerin (Mohan ve Unniappen, 2012) ve insanlarin (Zhang ve ark., 2012)
plazmalarindaki varlig1 gdsterilmis olmasma ragmen dolasimdaki kaynaginin ne
oldugu hala bilinememektedir. Plazmadaki nesfatin-1’in olas1 kaynaklar1 olarak

subkiitan6z yag dokusu, gastrik mukozanin endokrin hiicreleri ve bagirsaklar,

endokrin pankreas, 6zellikle de pankreatik B-hiicreleri gosterilmektedir (Ramanjaneya
ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2010; Gonzalez ve ark., 2009).

Aclikta NUCB2/nesfatin-1’in dolagimdaki miktarinin giderek azaldig, tekrar
beslenmenin saglanmasiyla nesfatin-1 seviyesinin normale dondiigii bildirilmistir
(Stengel ve ark., 2009). Benzer sekilde siganlara nesfatin-1’in devamli bir sekilde
periferal inflizyonu, kiimiilatif besin alimin1 azaltmistir (Gonzalez ve ark., 2011).

Farelere intraperitoneal (ip) olarak verilen yiiksek dozdaki nesfatin-1’in
karanlik evredeki besin alimini azaltarak beslenmeyi etkiledigi disiiniilmektedir
(Shimizu ve ark., 2009b). Yiiksek yag icerikli diyetle beslenmis obez farelerde veya
leptin reseptdr geninde mutasyon iceren db/db farelerde, beslenmeyi engelleyici
etkinin devam ettigi gosterilerek bu etkinin leptin sinyalinden bagimsiz bir sekilde
oldugu bildirilmistir. (Oh-I ve ark., 2006; Shimizu ve ark., 2009b). Yapisal olarak
birbirinden farkli olan nesfatin-1 fragmanlar1 (N-terminal, C-terminal ya da orta parga)
kullanilarak yapilan bir arastirmada karanlik fotoperiyotta besin alimini baskilayan
biyolojik aktivitenin nesfatin-1’in orta par¢asindan (24-53 aa) kaynaklandigi, diger N-
ve C- terminal fragmanlarin ip enjeksiyonlari sonrasi besin aliminda herhangi bir
etkinin olmadig1 belirlenmistir (Shimizu ve ark., 2009a; Shimizu ve ark., 2009b).

Nesfatin-1’in periferik uygulanmas1 sonrasinda kan-beyin bariyerini gectigi,
dolasimdaki nesfatin-1’in plazmadan parankim i¢ine dogru olan difiizyonu sonrasinda
beyindeki beslenme merkezlerini dogrudan etkileyebildigi gosterilmistir (Pan ve ark.,
2007; Price ve ark., 2007). Fakat in vitroda nesfatin-1’in gangliyon ndronlarini aktive
ettiginin gosterilmesinin ardindan nesfatin-1’in indirekt mekanizmasimin oldugu da
bildirilmistir. Nesfatin-1’in indirekt etkisini, vagal afferentlerin aktivitesini etkileyerek

ya da soliter traktusdaki POMC ve CART noéronlarint aktive ederek yaptigi
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bildirilmigtir (Iwasaki ve ark., 2009; Shimizu ve ark., 2009a). Bu sonuglar aslinda

endojen nesfatin-1’in anoreksijenik diizenlenmeye aracilik ettigini gdstermektedir.

2.4.5. Nesfatin-1’in Beslenmeyi Diizenleyici Sistemlerle Olan Iliskisi

Nesfatinerjik sistemin, beslenme davranmigini diizenledigi bilinen diger
sistemlerle etkilesim iginde oldugu gosterilmistir. Anoreksijenik peptit a-MSH’1n
enjeksiyonu, hem PVN’deki NUCB2/nesfatin-1 noronlarini hem de NUCB2 mRNA
ekspresyonunu arttirmistir. Buna karsilik nesfatin-1 tarafindan indiiklenmis
anoreksijenik etki, melanokortin 3/4 reseptor antagonisti SHU9119’un merkezi olarak
verilmesiyle durdurulmustur (Colmers, 2007). Nesfatin-1’in merkezi ya da periferal
olarak verilmesi, soliter traktus c¢ekirdegindeki POMC/CART fenotipine sahip
noronlarin mRNA ekspresyonlarini arttirirken hipotalamik seviyedeki (PVN ve ARC)
ndronlarin ekspresyonunu degistirmemistir (Oh-I ve ark. 2006; Shimizu ve ark. 2009a;
Wernecke ve ark., 2014).

Nesfatin-1'in anoreksijenik etkisine, oksitosinerjik néronlarin kismen aracilik
ettigi bildirilmistir. Supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdekte yer alan magnoseliiler
noroendokrin ndronlarda, oksitosinle nesfatin-1’in ko-lokalize oldugu bilinmektedir
(Foo ve ark., 2008; Kohno ve ark., 2008). In vitro calismalarda, PVN’deki
oksitosinerjik ndronlarin eksitabilitesinin (uyarilabilme 6zelligi) nesfatin-1 peptiti
tarafindan saglandig1 (Price ve ark., 2008a), endojen nesfatin-1'in ise PVN
dilimlerinde oksitosin salinimini degistirdigi gosterilmistir (Maejima ve ark., 2009).
Paraventrikiiler ¢ekirdege nesfatin-1’in enjeksiyonu, hem soliter traktusdaki c-fos
ekspresyonunu arttirmis hem de oksitosin sisteminin uyarilmasiyla beslenmeyi
baskilamistir. Bu sonug, paraventrikiiler ¢ekirdekten soliter traktusa dogru uzantilarini
gonderen oksitosinerjik nodronlarin, anoreksiyi indiikleyen nesfatin-1 tarafindan
modiile edildigini diisiindiirmektedir (Maejima ve ark., 2009).

Nesfatinerjik sistemin, beslenme davranigini diizenleyen CRF/CRF; reseptor
sistemiyle de etkilesim halinde oldugu bulunmustur. Parvoseliiler ndéroendokrin
noronlarda CRF ile nesfatin-1’in ko-lokalizasyonu gosterilmistir (Foo ve ark., 2008;
Kohno ve ark., 2008). Nesfatin-1’in CRF protein diizeylerini arttirdigi, CRF-eksprese
eden noronlarin eksitabilitesini etkiledigi in vitro olarak gosterilmistir (Gotoh ve ark.,

2013; Price ve ark., 2008a). On beyine CRF> reseptdr antagonistinin (astressinz-B)
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uygulanmasi ile nesfatin-1’in anoreksijenik etkisi tamamen ortadan kaldirilmistir
(Stengel ve ark., 2009a).

NUCB2/Nesfatin-1’in arkuat g¢ekirdekteki NPY ile ko-lokalize oldugunun
gosterilmesinin (Brailoiu ve ark., 2007; Oh-I ve ark., 2006) ardindan in vitro da NPY-
eksprese eden ndronlarin ¢ogunlugunun nesfatin-1 ile hiperpolarize oldugu
bulunmustur (Price ve ark., 2008b). Nesfatin-1’in NPY sinyalini azalma y0Oniinde
diizenleyerek (downregulation) besin alimini baskiladigi diisiintilmiistiir. Ayrica
Nesfatin-1’in siganlara icv enjeksiyonu hipotalamus ve soliter traktusdaki NPY
mRNA ekspresyonunu azaltmistir (Wernecke ve ark., 2014).

NUCB2/Nesfatin-1’in besin alimin1 diizenleyen diger ndrotransmitterler ve
hormonal peptitlerle olan iligkisi, immiinohistokimyasal calismalarla da gosterilmistir.
Paraventrikiiler ve supraoptik cekirdekte yer alan magnoseliiler néroendokrin
ndronlarda, vazopressin ve oksitosin ile nesfatin-1’in ko-lokalize oldugu gosterilmistir
(Kohno ve ark., 2008). Benzer sekilde parvoseliiler noroendokrin noronlarda biiylime
hormonunu salgilayic1 hormon, ndrotensin, somatostatin, kortikotropin salgilayici
hormon ve tirotropin salgilayict hormon ile nesfatin-1’in ko-lokalizasyonu, arkuat
nukleus da POMC ile nesfatin-1’in ko-lokalizasyonu, lateral hipotalamus da MCH ile
nesfatin-1’in  ko-lokalizasyonlar1 ikili immunohistokimya teknigi kullanilarak
gosterilmistir (Foo ve ark., 2008).

c-Fos immiinreaktivitesinin noronal aktivasyon belirteci olarak kullanildig: bir
calismada, aclik sonrasi tekrar beslenen sicanlarin paraventrikiiler ve supraoptik
cekirdekte yerlesik nesfatin-1 noronlarinin aktive olduklar1 belirlenmistir (Kohno ve
ark., 2008). Paraventrikiiler ¢cekirdekte yerlesik nesfatin-1 néronlarinin, kolesistokinin
enjeksiyonunu takiben c-Fos eksprese ettikleri gosterilmistir (Noetzel ve ark., 2009).
Stres uygulanan deneklerde nesfatin-1 ndronlarmin biiyiik kisminin c-Fos eksprese
ettikleri goriilmiistiir (Goebel ve ark., 2009b). Nesfatin-1 uygulanan néronal hiicre
kiiltiirinde CREB fosforilasyon diizeyinin arttigi yani nesfatin-1’in ndronal

aktivasyona etki ettigi rapor edilmistir (Ishida ve ark., 2012).
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2.5. Glutamat ve Hipotalamik Glutamaterjik Sistem

Glutamatin, merkezi sinir sistemindeki (MSS) tiim hiicre tiplerinin sitozol ve
mitokondrileri de dahil ¢ogu intraseliiler kompartmanda bulunmasi, onun MSS’de
metabolik etkilerinin oldugunu diisliindiirmiistiir. Ancak ekstraseliiler glutamat
seviyelerinin regiilasyonu, glutamatin memeli MSS’de bulunan baglica eksitator
amino asit ndrotransmitteri olarak rol oynadigini géstermistir (Niciu ve ark., 2012).

Noronal glutamat sentezi iki sekilde olur; (1) glikoz ve amino asit tiirevlerinden
enerji metabolizmasi yoluyla de novo iretilen glutamat, (2) glutaminaz enziminin
enzimatik aktivasyonu, glutamin tasiyicilariin aktivitesi, glutamatin ekstraseliiler
bosluktan geri alim mekanizmalarmin gerceklesmesi ile glutaminden sentezlenen
glutamat (Erecinska ve Silver, 1990).

Glutamaterjik sinapslar, presinaptik sinir terminalleri ile postsinaptik dendritik
cikintilar (spine) (akso-dendritik sinapslar) veya komsu sinir uglar1 (akso-aksonal)
arasindaki eksitator gecis yerleri olarak tanimlanir (Niciu ve ark., 2012). Glutamat
aracili ndrotransmisyon, iyonotropik (Na* ve Ca®" katyonlarina 6zgii iyon kanallari
icerir) ve metabotropik reseptorler (G-proteinlerine baglanarak ikincil haberciler
tizerinden etki ederler) iizerinden gergeklesir (Hollmann ve Heinemann, 1994; Niciu
ve ark., 2012; Ozawa ve ark., 1998). Glutamat reseptorleri, hem eksitator hem de
inhibitor sinaptik iletisime aracilik eden membran proteinleridir (Gereau ve Swanson,
2008).

Iyonotropik glutamat reseptorleri, glutamat agonistlerine olan baglanma
afiniteleri degerlendirilerek 3 alt gruba ayrilmaktadir; AMPA (a-amino-3-hidroksi-5-
metil-4-isoksazol proprionik asit), Kainat (KA, 2-karboksi-3-karboksimetil-4-
izopropenilpirolidin) ve NMDA (N-metil-D-aspartat) reseptorleri (Bettler ve Mulle,
1995; Kew ve Kemp, 2005; Mori ve Mishina, 1995; Niciu ve ark., 2012).

Iyonotropik glutamat reseptdrlerinin en ilgi ¢ekici 6zelliklerinden biri, memeli
beynindeki ekspresyon profilleri ile alt birim kompozisyonuna dayanan kanal
ozelliklerinin cesitliligidir. AMPA reseptorleri GluA1-4, Kainat reseptorleri GluK1-5
ve NMDA reseptorleri GIuN1, GluN2A-D, GIuN3A-B alt birimlerinden olusur
(Bettler ve Mulle, 1995; Mori ve Mishina, 1995). Bu alt birimler homomerik (tek bir
alt birim) ya da heteromerik (birden fazla farkl alt birim kombinasyonu) olarak iyon

kanallar1 olustururlar ki bunlar fonksiyonel reseptor kanallaridir (Alt ve ark., 2004;
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Howe, 1996; Monyer ve ark., 1992). Glutamat agonistleri, secici olarak farkl: tipteki
glutamat reseptorlerine baglanarak tasidiklari uyariyr néronlara aktarirlar ve ndronal
aktivasyonu saglarlar.

Immiinohistokimya c¢alismalar1 ile hem glutamat-immiinreaktif ndronlarmn
hipotalamustaki yaygin dagilimi hem de presinaptik glutamaterjik terminallerin varlig
supraoptik, paraventrikiiler, arkuat ve suprakiazmatik ¢ekirdekte tanimlanmistir (Van
Den Pol ve ark., 1991; Van Den Pol ve ark., 1993). Ayrica, in situ hibridizasyon ve
Northern blot tekniklerinin kullanildig1 ¢ogu arastirmada, glutamat reseptor alt
birimlerinin hipotalamik cekirdeklerdeki dagilimi, mRNA ve protein diizeylerinde
gosterilmistir (Eyigor ve ark., 2001; Eyigor ve ark., 2005; Van Den Pol ve ark., 1994;
Wisden ve Seeburg, 1993). Van Den Pol ve ark., (1994)’nin in-situ hibridizasyon
teknigi kullanarak yapmis olduklar1 bir ¢alismada, hipotalamustaki AMPA, Kainat ve
NMDA reseptor ekspresyonlarinin diger beyin bolgelerinde bulunan transkriptlerle
aynt boyut ve sayida oldugu bildirilmistir. Sican hipotalamusunda iyonotropik
glutamat reseptdr alt birimlerinin calisildig1 baska bir calismada, AMPA, Kainat,
NMDA reseptor alt birimlerinin hipotalamusun her tarafina heterojen bir sekilde
dagildigr; GluAl, GluA2, GluKS, GluN1, GIuN2A ve GIuN2B alt birimlerinin ise

hipotalamusta en ¢ok bulunan alt birimler oldugu gosterilmistir (Eyigor ve ark., 2001).

2.5.1. NMDA Reseptorleri

NMDA reseptorleri, AMPA reseptorlerinden farkli bir sekilde merkezi sinir
sistemindeki eksitator sinir iletimine aracilik eden, Ca***a yiiksek gegirgenlik gosteren,
Mg** ile voltaj-bagimli sekilde bloklanabilen ve yavas aktivasyon ve deaktivasyon
kinetikleri ile karakterize edilen reseptorlerdir (Lester ve ark., 1990; MacDermott ve
ark., 1986; Mayer ve ark., 1984; Nowak ve ark., 1984) Bu reseptorler, tiim beyinde
yaygin olarak ozellikle de 6n beynin hipokampiis CAl bolgesinde bulunurlar
(Monaghan ve ark., 1983; Monaghan ve ark., 1989).

NMDA reseptorii iizerinde ko-ligandlarin (glutamat ve glisin), poliaminlerin,
katyonlarin (Mg?*, Zn** ve H") ve de disosiyatif anesteziklerin (ketamin) baglandig
en az 6 baglanma bolgesi tanimlanmistir. NMDA, glutamat, aspartat ve glisin NMDA
reseptorlerinin  potent agonistleri iken fensiklidin (PCP), ketamin, MKS801

(dizocilpine), xenon, dexanabinol ve agmatin reseptor antagonistleridir (Balla ve ark.,
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2001; Javitt ve ark., 2004; Krystal ve ark., 1994; Moghaddam ve Adams, 1998; Patil
ve ark., 2007; Umbricht ve ark., 2000).

NMDA reseptorleri (GluN) *NC-IUPHAR’a gore; GluN1, GIuN2A-D ve
GIuN3A-B olarak isimlendirilen 7 alt birimden olusur (Collingridge ve ark., 2009;
Traynelis ve ark., 2010). NMDA reseptor alt birimleri homomerik reseptor kanallari
olusturamazlar. Heteromerik NMDA reseptorleri, dort GIuN2A-D alt biriminden
hangisinin GluN1 ile birlikte olabildigine bagh olarak degisik fonksiyonel 6zellikler
gosterir. Bundan dolayr GluN1’e bagl olan GluN2A-D alt birimleri, diizenleyici
(modiilator) alt birim olarak kabul edilirken, heteromerik NMDA reseptorleri
olusturabilen GIuN1 zorunlu alt birim olarak kabul edilir (Mori ve Mishina, 1995;
Nakanishi, 1992; Seeburg, 1993). In-situ hibridizasyon ¢alismalari, noral gelisimde
onemli rol oynayan GIuN1 ekspresyonunun beynin her yerinde gerekli oldugunu
gostermistir. GIuN1 geni olmayan (knock out) farelerin dogumlarindan kisa bir siire

sonra solunum yetersizligi sebebiyle dldiikleri gozlenmistir (Tsien ve ark., 1996).

2.5.2. AMPA Reseptorleri

AMPA reseptorleri, MSS'deki sinapslarin ¢ogunda hizli eksitatér sinir
iletimine aracilik eder (Palmer ve ark., 2005). Baslangigta kiskalat olarak
isimlendirilen bu reseptorler, kiskalatin GluR iizerinde etkisi bulunduktan sonra
AMPA reseptorleri olarak isimlendirilmistir. AMPA reseptor alt birimleri yeni
nomenklatiire gore GluA1, GluA2, GluA3 ve GluA4 olarak tanimlanir.

AMPA reseptorleri, bu ¢oklu alt birimlerin olusturdugu (GluA1/GluA2 veya
GluA3/GluA4 gibi) homomerik veya heteromerik oligomerlerdir. AMPA
reseptorlerinin  fonksiyonel oOzelliklerindeki farkliliklar, bu alt birimlerin farkli

kombinasyonlariin sonuglaridir.

* NC-IUPHAR: Uluslararas1 Farmakoloji Komitesi Reseptor Adlandirma ve Tlag Siiflandirma Birligi
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AMPA reseptorleri, agonistlerin veya antagonistlerin hareket edebilecegi en az
lic ayr1 baglanma bolgesine sahiptir: (1) glutamat baglama bolgesi, (2) desensitizasyon
ve (3) iyon i¢i kanal baglama bdlgesi. AMPA reseptdr kanallarinin Na*, K™ ve Ca*>"’a
gecirgen oldugu, AMPA, glutamat ve kainat’in agonistleri (Kiskin ve ark., 1986; Tang
ve ark., 1989; Trussell ve ark., 1988), quinoxalinedione ‘larin (CNQX, DNQX, NBQX
ve YMO0K) ise potent antagonistleri oldugu (Ohmori ve ark., 1994; Sheardown ve

ark., 1990) gosterilmistir.

2.5.3. Kainat Reseptorleri

Kainat; AMPA reseptoriiniin gili¢lii bir agonisti olmasinin yanisira, farkli bir
siif olan kainat reseptorleri lizerine spesifik etki gosterir. Hibridizasyon teknigi
kullanilarak klonlanan kainat reseptor ailesi GluK1 (GluRS5), GluK2 (GluR6), GluK3
(GIluR7), GluK4 (KA1) ve GluKS5 (KA?2) olarak adlandirilan bes alt birimden olusur
(Bettler ve Mulle, 1995; Hollmann ve Heinemann, 1994; Seeburg, 1993). GluK1-
GluK3 diisiik afiniteli, %75-80 oraninda benzer amino asit sekansina sahip, GluK4-
GluKS ise yiiksek afiniteli, %70 oraninda benzer amino asit sekansina sahip kainatin
alt birim reseptorleridir. Diisiik ve yiiksek afiniteli bu iki grup arasindaki benzerlik
orani ise %40’dir. Fonksiyonel olmayan alt birimler GluK4 ve GluKS5, homomerik
fonksiyonel alt birimler GluK1-GluK3 ile ko-lokalize olup heteromerik kanal
olusturabilirler (Alt ve ark., 2004; Herb ve ark., 1992; Howe, 1996). AMPA ve kainat
reseptorlerinin kanal 6zellikleri arasindaki en biiytlik fark, agoniste (kainat) verdikleri
farkl1 desensitizasyon (yanit) profillerinin varligidir. Kainat agonistine kars1 olan
desensitizasyonlar1t AMPA reseptorlerine gore daha daha disiiktiir (Ozawa ve ark.,
1998).

AMPA ve kainat reseptorleri genellikle non-NMDA reseptorleri olarak
isimlendirilir. Bu reseptdrler, her iki reseptorle de etkilesime girebilen birkag agonist
ve antagonisti ortak kullanir (Lerma, 2003). Hem homomerik hem de heteromerik
kainat reseptorleri agonist olarak glutamat, kainat, SYM2081, Domoate, AMPA,
ATPA ve [-W’ye kars1 yanit olustururken, decahydroisoquinolines’lar ile bloke olurlar
(Alt ve ark., 2004).

Postsinaptik seviyede kainat reseptorleri, AMPA ve NMDA reseptorlerinin

fonksiyonuna benzer sekilde sinaptik yiikiin (charge) bir kismin1 tagirlar. Presinaptik
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olarak da, hem eksitator hem de inhibitdr sinapslardaki transmitter salinimin

(glutamat gibi) modiile ederler (Lerma, 2003).

2.6. Noronal Aktivasyon Belirtecleri

Gen ifadesinin diizenlenmesi i¢in her canlida bulunan transkripsiyon faktorleri;
noronal fonksiyonu, noronal uyarimi, noronal gelisimi ve uzun siireli sinaptik
plastisiteyi regiile eden nérogenezde etkin bir sekilde rol oynayan 6zgiil proteinlerdir.
Bir noron, biiyiik miktarlarda sinaptik bir input (veri) aldiginda kalsiyum iyonlar1 hizl
bir sekilde sinaptik reseptorleri (6r: NMDA) ya da voltaj kapili kalsiyum kanallarini
kullanarak noronlara dogru akar. Bu akis, ¢cogu kalsiyum-bagimli kinaz kaskadin
etkinlestirerek bir dizi transkripsiyon faktoriinii aktiflestirir ve hizlica hedef genlerin
indiiksiyonunu tetikler (Bito ve ark., 1997; Flavell ve Greenberg, 2008; Kawashima
ve ark., 2014).

2.6.1. Aktivasyon belirteci olarak kullanilan proteinler

Bu grupta yer alan proteinler aktive ndronlarda hizla sentezlenip ¢ekirdege
yerlesir ve ndronda genetik aktiviteyi baslatirlar. Bu proteinlerin bir kismi1 fosforile
olarak aktif hale gegerler. Immiinohistokimyasal olarak proteinlerin g¢ekirdekteki

lokalizasyonlarinin gdsterilmesi ndronal aktivasyon belirteci olarak kullanilmaktadir.

2.6.1.1. c-Fos

Bir transkripsiyon faktorii olan c-fos geninin ve bu genin protein iiriinii olan c-
Fos’un gecici olarak ekspresyonu, néronlarin aktive oldugunu belirlemede bir
parametre olarak kullanilmaktadir (Hoffman ve ark., 1993; Sagar ve ark., 1988). In
situ hibritleme ya da immiinohistokimyasal olarak mRNA veya protein diizeyinde
belirlenebilen c-Fos ekspresyonu, aktive olan nodronlarin fonksiyonel anatomik
haritalanmasinda kullanilmaktadir. c-Fos proteininin néron ¢ekirdeginde lokalize
olmast aktive olan néronun fenotipini belirlemede herhangi bir sitoplazmik yapinin
kullanilmasma ve ikili immiinohistokimyasal isaretleme yapilabilmesine olanak
tanimaktadir (Eriksson ve ark., 1996). Bazal durumlarda néronlarda minimal diizeyde
olan c-Fos ekspresyonu, belirli fizyolojik durumlarda artar ve bunun belirlenmesiyle

aktive olan sistem hakkinda bilgi edinilebilir. Deneysel olarak bir uyaran
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uygulandiginda, uyarani takip eden 60-90 dakika icerisinde hiicrelerde c-Fos
immiinoreaktivitesi belirlenebilir ve bu hiicrelerin fonksiyonel olarak aktive olduklari
gosterilebilir.

Noroendokrinoloji, c-Fos’un noronal aktivasyon belirteci olarak siklikla
kullanildig1 alanlardan biridir (Eriksson ve ark., 1996; Hoffman ve ark., 1993;
Hoffman ve Lyo, 2002). Bizim laboratuvarimizda da kullanilan bu yaklasimla, farkli
norotransmitterlerin etkisiyle aktive olan néroendokrin sistemlerin gosterilmesi; bu
uyaranin farkli antagonistlerle bloklanmasi ile aktivasyonda yer alan ndrotransmitter
reseptorlerinin belirlenmesi; belirli bir uyaranla (kimyasal, davranigsal veya fiziki)
aktive olan ndroendokrin hipotalamik alanlarin isaretlenmesi ya da noéroendokrin
sistemlerin fizyolojik olarak uyarildigi bilinen durumlarda (6r: luteinizan hormon
pikinde gonadotropin saliverici hormon ndronlari, sivi kaybinda vazopressin
noronlari, laktasyonda oksitosin noronlart) aktive olan néron dagilimi ve bu néronlarin

ozelliklerinin belirlenmesi olasidir.

2.6.1.2. Fosforile CREB

c-AMP-yanith element baglayic1 protein (CREB), norogenezde, ndronal ve
sinaptik plastisitede, ndronal korumada, gelisen noronlarin hayatta kalmasinda ve
biiyiimesinde, noronal prekiirsorlerin proliferasyonunda ve ndronlarin protein
sentezine yonelik aktivasyonunda rol alan Onemli bir transkripsiyon faktoriidiir
(Carlezon ve ark., 2005; Mayr ve Montminy, 2001). CREB, hiicre dis1 bir uyaranla
stimiile edildiginde fosforile olur ve aktiflesir. Fosforile CREB (pCREB) ¢ekirdekte
genlerin 6zglin sentezini baglatir ve bir¢cok hiicresel cevabin ortaya ¢ikmasina neden
olur. CREB’in transkripsiyonel aktivasyonu cAMP bagimli protein kinaz A (PKA)
tarafindan Ser133 amino asitinde forforillenmesi ile gergeklesir. Bu sinyal yolaginda
ligand, G kapili hiicre reseptoriine baglanir. GTP bagl G protein, o alt birimi adenil
siklaza baglanir, ATP’den cAMP olusur. Ikincil mesajc1 olan cAMP, PKA’nin
diizenleyici (R) alt birimine baglanir ve PKA’nin katalitik alt birimi serbestlesir. R alt
birimi fosfadiesteraz tarafindan yikilirken aktiflesen katalitik alt birim ¢ekirdek icine
gecer. CAMP yanit elemania bagli CREB’1 fosforiller ve genlerin 6zgiin sentezi

baslatilir (Lonze ve Ginty, 2002).
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pCREB varligimin gosterilmesi ndronlarin aktivasyonunu belirleyici olarak
kullanilmaktadir. pCREB varligi, hormonal ve metabolik sinyallerin gosterilmesinde
(Altarejos ve Montminy, 2011), glutamat gibi norotransmitterlerin etkilerinin
belirlenmesinde (Balazs, 2006) 6nemli bir aktivasyon belirtecidir. CREB hipotalamik
noronlarin regiilasyonunda da yer almaktadir (Kageyama ve Suda, 2010; Lechan ve
Fekete, 2006). pCREB immiinreaksiyonunun néron ¢ekirdeklerinde belirlenmesinin
noronal aktivasyon belirteci olarak kullanildigi ¢alismalarda, 6strojen uygulamasina
bagli olarak hipotalamik cekirdeklerde aktive olan ndron saymnin arttig1 (Gu ve ark.,
1996), MSH uygulanan deneklerde TRH ve CRH ndéronlarinda aktivasyon goriildigi
(pCREB pozitif) bildirilmistir (Sarkar ve ark., 2002). Stres uygulanan deneklerde PVN
ve arkuat ¢ekirdek noronlarinda aktivasyon oraninin arttigi (Kwon ve ark., 2006),
strese bagl olarak artan pCREB pozitif ndron sayisinin glukokortikoid uygulamasiyla
azaldig1 gosterilmistir (Legradi ve ark., 1997). Suprakiazmatik ¢ekirdekte NMDA,
AMPA ve kainik asit uygulamalarinin pCREB igeren ndron sayisini arttirdidi,
dolayistyla glutamat agonistlerinin ndronal aktivasyonu tetikledigi rapor edilmistir
(Mcnulty ve ark., 1998). A¢lik durumunda oreksin ndéronlarinda pCREB pozitifliginin
arttig1 ve bu artisin erkek deneklerle karsilastirildiginda disi deneklerden daha fazla
oldugu belirtilmistir (Funabashi ve ark., 2009).

2.6.1.3. Fosforile STAT

STAT (sinyal ¢cevrimcileri ve transkripsiyon aktivatdrleri) proteinleri santral ve
periferik sinir sisteminde c¢esitli biyolojik faktorlere aracilik eden, transkripsiyonu
aktive eden bir sinyal molekiilleridir. STAT proteinleri ayn1 zamanda hiicrelerde
farklilasmay1, hayatta kalmay1 ve biliylimeyi diizenler. Bu proteinler inaktif olarak
sitoplazma da yer alirlar ve etkinlesince ¢ekirdege gecerler. Bu transkripsiyon faktorii
sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin sinyal iletiminde yer almaktadir (Darnell ve ark.,
1994; Darnell, 1997). STAT ailesi; STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a/b ve
STAT6’dan  olusmaktadir. STAT proteinlerinin  aktivasyonu serin/treonin
rezidiilerinin fosforillenmesi ile gergeklesir. Bir reseptore baglanan ligand, reseptor-
baglantilt JAK tirozin kinaz sistemi yoluyla, inaktif transkripsiyon faktorii STAT 1n
fosforile olmasimi saglar ve fosforillenen STAT hedef genlerin transkripsiyonunu

aktive edecegi ¢ekirdege gecer. Cekirdekte bulunan DNA molekiile baglanan STAT,
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gen aktivasyonunu baslatmis olur (Bromberg ve Darnell, 2000; Bromberg ve Chen,
2001). Bu hiicre i¢i haberci sistemi JAK/STAT yolag olarak da tanimlanmaktadir.

Cekirdekte belirlenen pSTAT immiinreaksiyonu o néronun transkripsiyonel
aktivasyona basladiginin, yani aktive oldugunun gosterilmesi yoOniinde de
kullanilmaktadir (Ma ve ark., 2005; Zhao ve ark., 2011). Hipotalamusta prolaktinin ve
leptinin etkileri pSTAT3 ve pSTATS ekspresyonunun belirlenmesiyle arastirilmigtir
(Brown ve ark., 2012; Ladyman ve ark., 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Tez ¢alismasi, Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
(HADYEK) 15.07.2014 tarih ve 2014-10/02 sayili karari ile etik yonden uygun
bulunarak yapilmistir. Calisma biit¢esinin tamami Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirmalar Kurumu (TUBITAK), Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi’nin 1001-113S377 numarali projesi kapsaminda karsilanmistir.

Calismada, Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezi tarafindan temin edilen Sprague Dawley cinsi 250-300 gr

agirligindaki disi ve erkek siganlar kullanilmistir.

3.2. Dokularin immﬁnohistokimyasal Isaretlemeler icin Hazirlanmasi

Amaca uygun olarak glutamat agonist ve antagonist enjeksiyonlar1 deneklere
intraperitoneal enjeksiyon (i.p.) yolu ile yapildi. Enjeksiyonlari yapilan tim
deneklerin, son enjeksiyonlarindan 90 dk. sonra derin eter anestezisi altinda torakslari
acilarak aortaya kateter yerlestirildi. Serum fizyolojik (%0,9 NaCl), perfiizyon
pompast yardimiyla damar sistemine gonderilerek deneklerin dolasim sistemleri
kandan temizlendi. Sonrasinda denekler 0,13 M Sorenson’un fosfat tamponu! ile

hazirlanan %4 paraformaldehitin® kullanildig1 transkardiyak perfiizyon fiksasyon

1. Sorenson’un Fosfat Tamponunun Hazirlanisi: Soliisyon A [Na,HPO412H,O (0,13 M), (Merck)]
46,54 g/lt, Soliisyon B [KH,PO4 (0,13 M), (Merck)] 17,68 g/lt. Her iki soliisyon buzdolabinda saklanir.
Soliisyon A iizerine soliisyon B eklenerek pH 7,4’e ayarlanir.

2. %4’liik Paraformaldehitin Hazirlamisi: 100 ml distile suda 20 g (%4°lik icin 40 gr)
paraformaldehit (Merck, Cat. No: 104005) magnetik karistirict ve 1sitic1 iizerinde 58°C’ye kadar
sitilarak ¢oziiliir. Sicaklik kesilir.  Soliisyon berraklasincaya kadar 1 N NaOH (Merck) ilave edilir.
Filtre kagidindan siiziildiikten sonra 0,13 M’lik fosfat tamponu ile 1 It’ye tamamlanir. pH 6lgtimii
yapilarak konsantre hidroklorik asit (HCI) ya da 1 N NaOH ile son pH 7,4’e ayarlanir.
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yontemi ile sakrifiye edildi ve beyinleri ¢ikartildi. Paraformaldehitte tim gece post-
fiksasyona birakilan bu beyinlerden vibratom cihazi ile hipotalamusun rostra-kaudal
ekseninin tamamini igerecek sekilde 5 seri halinde cam sintilasyon viallerine 50 pm'lik
koronal kesitler toplandi. 0,05 M’lik Tris-HCI tamponu? ile 3 kez yikamanin ardindan
fiksatiften arindirilan kesitler kriyoprotektan* madde iginde -20°C’de saklandi. Daha
sonra bu kesitlere asagidaki ilgili boliimlerde basamaklart ayrintili bir sekilde verilen
protokoller kullanilarak indirekt immiinoperoksidaz yontemi ya da ikili

immiinofloresan yontemleri ile isaretlemeler yapildi.

3.3. Immiinohistokimyasal Islemlerde Takip Edilen Genel Kurallar

Immunohistokimyasal islemlerin tiimii cam viallerde yiizen Kkesitlere
uygulandi. Kesitlerin inkiibasyon ve yikama islemleri, orbital sallayic1 yardimi ile
uygun ajitasyonla gergeklestirildi. Protokollerdeki ana basamaklar arasinda (non-
spesifik baglanmay1 bloklamak ile primer antikor inkiibasyonu arasi harig), kesitler
0,05 M’lik Tris-HCl tamponu (pH:7,6) ile yikandi. Non-spesifik baglanmay1
bloklamak ve tiim antikorlar1 diliie etmek ic¢in bloklayic1 tampon olarak Tris-HCI
tamponunda hazirlanmis %10’luk bloklayict serum’ kullanildi.

Calismada kullanilan antikorlar ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarin
Ozglinliikleri kontrol ¢alismalariyla belirlendi. Kontrol c¢aligmalarinda esas
immiinohistokimyasal boyamaya es zamanli olarak kontrol boyamasi yapildi ve bu
boyama protokoliinde primer antikor basamagi yerine normal bloklayict serum
kullanild1. Kontrol boyamalar1 degerlendirildiginde hi¢ bir isaretlenme gozlenmedi.

Bu sonug antikorun 6zgiin isaretlemesinin kontrolii olarak degerlendirildi.

3. Tris Tamponunun (0.05 M) Hazirlamsi: 6 gr Trizma base (Merck, Cat. No: 108387) 1000 ml distile
suda ¢6ziiniir. Konsantre hidroklorik asit (HCI) ile pH 7,6 ya ayarlanir.

4. Kriyoprotektanin Hazirlamisi: 0,05 M Tris tamponu (500 ml), siikroz (BDH, Prod. No: 302997)
(300 g), etilen glikol (BDH, Prod. No: 282966) (300 ml) ve polivinilprolidon (Amresco, Cat. No:
1512B22) (10 g) kullanilir. Maddeler verilen siraya gore eklenir. Karigim distile su ile 1 litreye
tamamlanir.

5. Bloklayic1 Serumun Hazirlamisi: inaktive halde bulunan %10’luk normal at serumu 56°C’lik sicak
su banyosunda aktive edilir. %0,1 sodyum azid ve %0,2 triton—X 100 eklendikten sonra karigim Tris
tamponu ile 1 It’ye tamamlanir.
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3.4. Cahsmada Kullanilan Antikorlar icin Uygun Diliisyonlarin ve inkiibasyon
Kosullarinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda kullanilan primer antikorlar (Tablo 2) i¢in optimum
diliisyon orani, inkiibasyon siiresi ile inkiibasyon sicakligi ve on uygulamalarin
(Antijen retrieval islemi, endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmasi gibi)
belirlenmesi amaciyla 6n ¢alismalar yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 3’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2. Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan primer antikorlarin isimleri

Tavsan anti-p-STATS Cell Signaling Technology 9351
Tavsan anti-c-Fos Oncogene PC-38
Tavsan anti-p-CREB Millipore 06-519
Kegi-anti-GluK5 (C-20) Santa Cruz Biotechnology, Inc. Sc-8915
Fare anti-GluK1/2/3 (IgM) Chemicon Int. MAB379
Fare anti-GluAl Acris AM60040PU-N
Fare anti-GluA2 Millipore MAB397
Fare anti-GluA3 Millipore MAB5416
Kegci anti-GluA4 LifeSpan BioSciences, Inc LS-B3606
Fare anti-GluN1 BD Pharmingen 556308
Fare anti-GluN2A Millipore MAB5216
Tavsan anti-nesfatin-1 Phoenix Pharmaceuticals, Inc H-003-22

Antijen Retrieval (AR) Islemi: Kriyoprotektandan arindirilan primer antikor
inkiibasyonu yapilacak bazi kesitlere, optimum isaretlenmenin elde edilebilmesi i¢in
dokudaki antijenitenin yeniden kazandirilmasi amaciyla AR islemi uygulandi. Bu
amagla 50 mM trisodyum sitrat tamponu® (pH:6) veya 1 mM EDTA soliisyonu’ (pH
8) AR islemi sirasinda kullanildi. Kesitler, 30 dk siireyle 85°C’ye ayarlanmis etiivde
On 1sitmas1 yapilmig AR soliisyonu (soliisyon son sicakligir 73-75°C) iginde inkiibe
edildi. Sonrasinda viallerin kapagi acilmadan oda sicakliginda 15 dk. siireyle aym

soliisyon i¢inde bekletildi. Kullanilan AR protokolleri Tablo 3°de verilmistir.

6.50 mM Sodyum Sitrat Tamponu Hazirlanisi: Trinatrium sitrat pentahidrat 17,858g/1000 ml dH-O.
pH 6’ya ayarlanir.

7.1 mM EDTA Tamponu Hazirlanisi: Etilendiamin tetra asetik asit disodyum 2 sulu, 0,372 g/1000
ml dH,O. pH 8’e ayarlanir.
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Endojen peroksidaz aktivitesinin baskilanmasi: Calismamizda kullanilmak
lizere sec¢ilen bazi antikorlarla yapilan 6n ¢aligmalarda, immiin isaretleme yontemleri
sonrasinda zemin boyanmasinin ortaya ¢iktig1r gézlendi. Kesitler, endojen peroksidaz
aktivitesine bagli bu tip isaretlenmeyi 6nlemek i¢in, AR islemi sonrasi yikamayi
takiben Tris-HCI tamponunda hazirlanmis %3 H>O; sollisyonu ya da %40 metanolde
hazirlanmis %1 H>O; soliisyonunda inkiibe edildi.

Calisma kapsaminda kullanilmasi planlanan pSTAT3 antikoru ile yapilan 6n
calismalarda iki farkli iiretici firmaya ait pSTAT3 antikoru denenmesine karsin
optimum boyanma elde edilemedi. Ayni sekilde iyonotropik glutamat reseptor alt
birimleri olan GluK 1, GluK2 ve GluK3 reseptor proteinleri i¢in spesifik olan antikorlar
ile de pozitif sonu¢lar alinamadi. Bu nedenle ikili immiinoperoksidaz isaretleme
protokollerinde c-Fos, pCREB ve pSTATS antikorlari, ikili immiinofloresan
boyamalarda ise her ii¢ reseptor alt birim proteinini de tanidigini bildigimiz GluK1/2/3

antikoru kullanildi.
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Tablo 3. Calismada kullanilan primer antikorlarn diliisyonlari, inkiibasyon siireleri, sicakliklar1 ve 6n uygulamalart

Test Edilen Antikor

Diliisyon

Inkiibasyon

Siiresi

Inkiibasyon
Sicakliklari

Endojen Peroksidaz Aktivitesinin

Bloklanmasi

AR lslemi

% H,0, Siire Tampon
Keci-anti-GLUKS 1:2.000 72 saat +4°C %3 10 dk. - -
Fare anti-GluK1/2/3 (IgM) 1:900 48 saat +4°C %3 10 dk. sodyum sitrat 6
Fare anti-GluA1 1:500 48 saat +4°C - - - -
Fare anti-GluA2 1:1.000 48 saat +4°C - - - -
Fare anti-GluA3 1:1.000 48 saat +4°C - - - -
Kegci anti-GluA4 1:500 48 saat +4°C %3 10 dk sodyum sitrat 6
Fare anti-GluN1 1:300 48 saat +4°C %3 10 dk. EDTA 8
Fare anti-GluN2A 1:1.000 48 saat +4°C - - - -
Tavsan anti-nesfatin-1 1:10.000 1 gece +4°C - - - -
Tavsan anti-pSTATS 1:2.000 6 gece +4°C %1 30 dk EDTA 8
Tavsan anti-c-Fos 1:10.000 1 gece oS - - - -
Tavsan anti-pCREB 1:5.000 1 gece oS - - - -

OS: Oda sicakligt
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3.5. Deney Prosediirii:
Tez deneyleri, hipotezin test edilmesine yonelik olarak belirlenen iki 6zgiin

amac dogrultusunda planlandi.

3.5.1. Ozgiin Amac¢ 1: Nesfatin-1 noronlarimin regiilasyonunda glutamaterjik
sistemin roliiniin arastirilmasi (Farkh glutamat reseptor agonistlerinin -Kainik
asit, AMPA ve NMDA- nesfatin-1 noronlarimin aktivasyonuna olan etkisinin
gosterilmesi)

Nesfatin-1 noronlarinin regiilasyonunda glutamaterjik sistemin roliinii
belirlemek amaciyla kurgulanan bu béliimde, deneklere ii¢ farkli iyonotropik glutamat
reseptor alt biriminin agonistleri i.p. yolla verildi. Bu amacla glutamat agonistleri
kainik asit (AMPA/kainat reseptor agonisti), AMPA (AMPA reseptor agonisti) ve
NMDA (NMDA reseptér agonisti) kullanildi. Ozgiin glutamat reseptdr
antagonistlerinin nesfatin-1 néronlarindaki aktivasyona (transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarindaki artisla belirlenen) etkilerinin arastirilmasi amaciyla, deneklere
CNQX (kainat/ AMPA reseptor antagonisti) ve MK801 (NMDA reseptor antagonisti)
1.p. yolla enjekte edildi. Glutamat agonistlerinin, nesfatin-1 ndronlarinin
aktivasyonuna etkisinin arastirilacagi deneyde denekler 3 grup olacak sekilde
siiflandirildi. Her grupta 5’1 erkek 5°1 disi olmak tizere toplam 10 denek yer almistir.

Grup I (Kontrol grubu): Deneklere i.p. fizyolojik tuzlu su (%0,9 NaCI)
enjeksiyonu yapildi.

Grup II (Agonist grubu): Deneklere i.p. yolla agonistlerden biri verildi.

Grup III (Antagonist grubu): Agonist enjeksiyonundan 15 dk. donce ilgili
reseptOriin antagonisti i.p. olarak verildi.

Calismada kullanilan glutamat agonist ve antagonistlerinin dozlar1 Tablo 4’te
detaylartyla verilmistir. Uygulanan bu dozlarin néronal aktivite olusturan ancak
norotoksik etki yaratmayan dozlar olarak belirlenmesine ragmen, deneylerde bireysel
olarak ortaya cikabilecek olasi norotoksik etkiler degerlendirildi ve ndrotoksisite
olustugu diisiiniilen denekler deney grubuna katilmadi. Bu amagla denekler
enjeksiyonu takiben sakrifiye edilecekleri 90 dakika icerisinde gozlem altinda tutuldu.

Norotoksisite belirtecleri olarak kullanilan hareketsiz kalma, bas sallama, silkelenme,
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motor nobetler (cene, yiiz kasilmalari, 6n ekstremite tremoru, postiir kontroliiniin
kayb1) ve status epileptikus varlig1 deneklerde ayrintilariyla izlendi.

Enjeksiyonlara her giin saat 09:00 da baslandi. Son enjeksiyonlardan 90 dakika
sonra tlim denekler perfiizyon fiksasyonu ile sakrifiye edilerek deneklerin seri beyin
kesitleri hazirlandi. Glutamat agonistlerinin nesfatin-1 ndronlarmin aktivasyonunu
saglayip saglamadigi, dolayisiyla da glutamaterjik sistemin etkinligi, ikili
immiinoperoksidaz  isaretleme yontemi kullanilarak incelendi. Nesfatin-1
noronlarindaki hiicre ici aktivasyon yolaklarini1 degerlendirmek icin siklikla néronal
aktivitenin degerlendirilmesinde, aktivasyon belirteci olarak kullanilan c-Fos, pPCREB
ve pSTATS proteinlerinin ekspresyonlarina ayri ayr1 bakildi. Bu béliimde kullanilan

ikili immiin isaretleme protokoliiniin sematize edilmis hali sekil 6’da verilmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan glutamat reseptor agonist ve antagonistlerinin gruplandirilmalart

Glutamat reseptor alt birimi Grubun Ad1 Gruptaki denek Dozaj ve Enjeksiyonun
sayis1 (n) Miktar:

Kontrol grubu n=10 (5 erkek+5 disi) | i.p., 300 pl/denek

Kainat reseptor alt birimi Agonist grubu (Kainik asit) n=10 (5 erkek+5 disi) | 2.5 mg/kg, i.p., 300 pl/denek
Antagonist grubu (CNQX) n=10 (5 erkek+5 disi) | 2 mg/kg, i.p., 300 pl/denek
Kontrol grubu n=10 (5 erkek+5 disi) | i.p., 750 pl/denek

AMPA reseptor alt birimi Agonist grubu (AMPA) n=10 (5 erkek+5 disi) | 5 mg/kg, i.p., 750 pl/denek
Antagonist grubu (CNQX) n=10 (5 erkek+5 disi) | 2 mg/kg, i.p., 300 pl/denek
Kontrol grubu n=10 (5 erkek+5 disi) | i.p., 2 ml/denek

NMDA reseptor alt birimi Agonist grubu (NMDA) n=10 (5 erkek+5 disi) | 100 mg/kg, i.p., 2 ml/denek

Antagonist grubu (MK801) n=10 (5 erkek+5 disi) | 1 mg/kg, i.p., 300 pl/denek

Ozgiin Amag¢ 1’e yonelik gerceklestirilen deneylerde kullanilan ikili indirekt

immiinperoksidaz igsaretleme protokolii

1. Kesitler, kriyoprotektanin arindirilmast i¢in Tris-HCI tamponunda 3x10 dk.
yikandu.

2. Yikama isleminden sonra, sadece pSTATS primer antikor inkiibasyonu yapilacak
olan kesitlere, antijenitenin geri kazandirilmasi amaciyla antijen retrieval
[AR=1mM EDTA, (pH=8), etiiv sicaklig1 80°C, 30 dk.] islemi uygulandi.

3. 15 dk. oda sicakliginda ayni soliisyon i¢inde bekletilen AR’li kesitlere, endojen
peroksidaz aktivitesini baskilamak icin 30 dk. siireyle %1°lik H202 (%40’ lik
methanolde hazirlanmis) muamelesi yapildi.

4. Kesitler, Tris-HCI tamponda 3x10 dk. yikanda.
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10.

11.
12.

13.
14.
15.

16.
17.

18.
19.
20.
21.

22.
23.

Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi amaciyla, %10’luk normal at serumu
(Tris-HCI tamponda hazirlanmis) ile 2 saat siireyle inkiibe edildi.

Bloklayict serum asamasindan sonra kesitler, tavsan anti-c-Fos, tavsan anti-
pCREB ve tavsan anti-pSTATS primer antikorlari ile inkiibasyon siireleri ve
diliisyon oranlar1 degiskenlik gosterecek sekilde (Tablo 3’de verilmistir) inkiibe
edildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikand.

Sekonder antikor inkiibasyonu i¢in biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG (1:300)
antikor soliisyonunda 2 saat bekletildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Sekonder antikorlardan arindirilan kesitler, avidin-biyotin kompleksi (ABC)
soliisyonunda (100 ul A, 100 pl B soliisyonu/ 5 ml Tris-HCI tamponu) 1 saat
stireyle inkiibe edildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Substrat-Kromojen soliisyonu olan Nikel-DAB’da (1 g Nikel, 12,5 mg DAB, 1,3
ul H2O2/ 50 ml Tris-HCI tamponunda) 6 dk. inkiibe edildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Kesitler tekrar bloklayici serum soliisyonunda 2 saat siireyle inkiibe edildi.
Primer antikor inkiibasyonu i¢in kesitler, tavsan anti-nesfatin-1 antikoru
(1:20,000) ile tiim gece oda sicakliginda bekletildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Sekonder antikor inkiibasyonu icin biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG (1:300)
ile oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Avidin-biyotin kompleksi soliisyonu ile 1 saatlik inkiibasyon gerceklestirildi.
Kesitler, Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Ardindan kesitlere substrat kromojen soliisyonu olarak DAB (25 mg DAB, 2,6 ul
H202/ 50 ml Tris-HCI tamponu) 4 dk. siireyle uygulandi ve antikor-antijen-enzim
kompleksi sitoplazmada goriiniir hale getirildi.

Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikandi.

Firca yardimiyla lamlara alinan kesitler, havada kurutulduktan sonra DPX ile

kapatildu.
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Kriyoprotektandan arindirma; Tris-HCI tamponda yikama, 3x10 dk.

‘ [ [
Antijen Retrieval:

1 mM EDTA (pH 8), 800C, 30 dk. + OS’da 15 dk.
soguma

4

Endojen peroksidaz aktivitesinin baskilanmasi :
%1 HyO5.30 dk.

\ 4 { ¥

Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi: %10 normal at serumu, 2 saat

4 J \

Primer Antikor Inkiibasyonu: Primer Antikor Inkiibasyonu: Primer Antikor Inkiibasyonu:

Tavsan anti-pSTATS, 1:2.000, 6 gece Tavsan anti-c-Fos, 1:10.000, 1 gece Tavsan anti-pCREB, 1:5.000, 1 gece

4 \J \ 4

Sekonder Antikor Inkiibasyonu: Biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG, 1:300

4 d ¥

Avitin-Biyotin Kompleks Inkiibasyonu: 1 saat (100 ul A, 100 pl B /5 ml Tris-HCI tampon)

¥ A\ ¥

Substrat-Kromojen Soliisyonunda (1 g Nikel, 12.5 mg DAB, 1.3 pl H O /50 ml Tris-HCI tampon) Inkiibasyon

Non-spesifik baglanmamin bloklanmasi: %10 normal at serumu, 2 saat

f

Primer Antikor Inkiibasyonu:
Tavsan anti-nesfatin-1, 1:20.000, 1 gece

[

Sekonder Antikor Inkiibasyonu:
Biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG, 1:300, 2 saat

f

Avidin-Biyotin Kompleks Inkiibasyonu: 1 saat (100 ul A + 100 ul B /5 ml Tris-HCI tampon)

I

Substrat-Kromojen Soliisyonunda inkiibasyon: (50 mg DAB, 5 ul HZOZ/ 100 ml Tris-HCI tampon)

0OS:oda sicakligt

Sekil 6. ikili indirekt immiinoperoksidaz isaretleme protokoliiniin sematize edilmis hali
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3.5.2. Ozgiin Amag 2: Nesfatin-1 néronlarinda eksprese edilen glutamat reseptér
alt birim protein ekspresyonlarmmin gosterilmesi (Kainat icin GluK1, GluK2,
GluK3 ve GLUKS; AMPA icin GluAl, GluA2, GluA3 ve GluA4; NMDA i¢in
GluN1 ve GluN2A)

Herhangi bir enjeksiyon yapilmamais 10 disi ve 10 erkek sicandan transkardiyak
perfiizyon yontemi ile beyinler elde edildi. Bu deneklere ait beyinlerden vibratom
cihazi ile 50 pm kalinhiginda seri kesitler alindi. Sonrasinda bu kesitlere, ikili
immiinofloresan isaretleme yontem protokolii uygulanarak immiinohistokimyasal

boyama gergeklestirildi.

Ozgiin  Ama¢ 2’ve yonelik gerceklestivilen deneylerde kullamilan  ikili

immiinofloresan isaretleme protokolii

1. Kesitler, kriyoprotektanin arindirilmasi i¢in Tris-HCI tamponunda 3x10 dk.
yikandu.

2. Antijenitenin geri kazandirilmasi i¢in kesitlere, 1 mM EDTA’da (pH:8) ya da
sodyum sitrat tamponunda (pH:6) 80°C’de 30 dk. boyunca AR islemi uygulandi.
Etiivden ¢ikarilan kesitler, oda sicakliginda ayni1 soliisyon i¢inde 15 dk. bekletildi.

3. Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikanda.

4. Endojen peroksidaz aktivitesinin baskilanmasi i¢in kesitler, Tris-HCI tamponda
hazirlanmis %3°lik H>O>’de 10 dk. bekletildi.

5. Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi amaciyla %10’luk normal at serumu
(Tris-HCI tamponda hazirlanmis) ile 2 saat siireyle inkiibe edildi.

6. Kesitler, primer antikor karigiminda [tavsan anti-nesfatin-1 (1:10,000) ile
glutamat reseptdr alt birim proteinlerinden birine karsi gelistirilmis antikorlarin
karigimini igeren soliisyon] degisen siirelerde (48 ve 72 saat) inkiibe edildi.
Karigimda kullanilan antikorlarin diliisyon oranlar ile inkiibasyon siireleri tablo
3’de ayrintilariyla verildi.

7. Sekonder antikor uygulamasi agsamasinda ise sekonder antikor ve/veya sekonder
antikor karigimi ile inkiibasyon gergeklestirildi.

a. Tavsan anti-nesfatin-1, GluKS5, GluAl, GluA2, GluA3, GluA4, GIluN1 ve
GIluN2A i¢in; Alexa Fluor ® 488 konjuge esek anti-tavsan IgG (1:400), Alexa
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Fluor ® 594 konjuge esek anti-keci IgG (1:400) ve Alexa Fluor ® 594 konjuge
esek anti-fare IgG (1:400) antikorlari ile 2 saatlik inkiibasyon yapildi.
b. Fare anti-GluK1/2/3 igin; biyotin-konjuge esek anti-fare IgM (1:200)
soliisyonunda 2 saatlik inkiibasyonun ardindan sekonder antikor karisiminda
[Alexa Fluor ® 488 konjuge esek anti-tavsan IgG (1:400) ve streptavidin-TR
(1:100)] 2 saat boyunca inkiibe edildi.
8. Tiim kesitler, Tris-HCI tampon ile 3x10 dk. yikamanin ardindan lamlara alinip
kurutuldu.
9. Mikroskopik degerlendirme ve fotograflama Oncesinde kesitler Prolong®

Antifade ile kapatildi.

Protokoldeki tiim basamaklar arasinda (non-spesifik baglanmanin bloklanmasi
basamagi ile primer antikor uygulanmasi basamagi arasi hari¢) kesitler Tris-HCI
tamponda 3x10 dakika yikandi. Nesfatinerjik ndéronlarda eksprese olan glutamat
reseptor alt birim proteinlerinin belirlenmesinde kullanilan ikili immiinofloresan

isaretleme protokoliiniin sematize edilmis hali sekil 7°de verildi.
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Kriyoprotektandan arindirma; Tris-HCI tamponda 3x10 dk. yitkama J

v

Antijen Retrieval (AR)
« Fare anti-GluK1/2/3: sitrat tamponu, pH 6 « Kegi anti-GluKS5: —
* Keci anti-GluA4: sitrat tamponu, pH 6 « Fare anti-GluAl: —
* Fare anti-GluN1: EDTA, pH 8 « Fare anti-GluA2: —
« Fare anti-GluN2A: — « Fare anti-GluA3: —
\
AV 4
Endojen peroksidazin baskilanmast
« Fare anti- GluK1/2/3: %3 Hzoz’ 10 dk. * Fare anti-GluAl: —
* Kegi anti-GluKS: %3 Hzoz’ 10 dk. * Fare anti-GluA2: —
« Fare anti - GluN1: %3 Hzoz’ 10 dk * Fare anti-GluA3: —
« Fare anti- GluN2A: — * Kegci anti-GluA4: %3 Hzoz’ 10 dk
AV 4
Non-spesifik baglanmanin bloklanmast
% 10 normal at serumu, 2 saat
AV 4
Primer Antikor Karigiminda Inkiibasyon
 Tavsan anti-nesfatin-1: 1:20.000 ve
* Fare anti-GluK1/2/3: 1:900 * Fare anti-GluA1: 1:1.000
* Keg¢i anti-GluKS5: 1:2.000 * Fare anti-GluA2: 1:1.000
* Fare anti-GluN1: 1:300 * Fare anti-GluA3: 1:1.000
* Fare anti-GluN2A: 1:1.000 * Kegi anti-GluA4: 1:500
AV 4 AV 4
Sekonder Antikor Kariguminda Sekonder Antikor Inkiibasyonu
Inkiibasyqn ) Fare anti-GluK1/2/3 igin;
Alexa Fluor® 488 konjuge esek anti- 1. Biyotin konjuge esek anti-fare IgM
tavsan IgG (1 :400), ) (1:200), 2 sa. takiben
Alexa Fluor® 594 esek anti-kegi [gG 2. Sekonder antikor karigimi:
(1:400), Alexa Fluor® 488 konjuge esek
Alexa Fluor® 594 esek anti-fare IgG anti-tavsan IgG (1:400) ve
(1:400) j Streptavidin-Texas Red (1:100), 2 sa.
NS ) J

Sekil 7. Tkili immiinofloresan isaretleme protokoliiniin sematize edilmis hali
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3.6. Preparatlarin Incelenmesi ve Istatistiksel Analiz

Ikili immunoperoksidaz boyamasi yapilan kesitlerin incelemesi Olympus BX—
50 fotomikroskopta, ikili immiinofloresan yontemle isaretlenen kesitler ise Olympus
BX-FLA Reflected Light Flourescence Attachment adapte edilmis Olympus BX-50
mikroskopla, 40X objektif kullanilarak dijital kamera (Olympus DP71 CCD color
camera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina alinan goriintiiler {izerinde
gergeklestirildi.

Tez projesi kapsaminda yapilan immiin isaretlemeler, beyin kesitleri atlasina
(Paxinos ve Watson, 2009) gore belirlenen koordinatlar arasindaki (SON i¢in bregma
—0.48 mm ile —1.44 mm, PVN i¢in bregma —1.32 mm ile —1.92 mm ve ARC i¢in
bregma —2.12 mm ile —3.80 mm) kesitlerde degerlendirildi. Hiicre sayimi i¢in rostra-
kaudal diizlemde birbirine esit uzaklikta 5 farkli seviyeden alinan kesitler kullanildi ve
her denek i¢in kesitlerin ayn1 koordinatta olmasina dikkat edildi. Her denekten 5 seri
halinde cam viallere alinan kesitlerin sadece bir serisinde yer alan kesitler boyand1 ve
boyama iglemi tiim deneklerin bir serisindeki kesitlerin tamamina ayni anda yapildi.
Her vialdeki 250 um araliklarla alinan = 30 seri kesitten tiimii lamlara alindiktan sonra
yukarida belirtilen koordinatlar arasindaki SON, PVN veya ARC’de yerlesik ilgili
nesfatin-1 noronlari, ¢ekirdeklerin tamaminda (rastgele drnekleme yapilmaksizin)
sayildi. SON icin 3 kesit, PVN i¢in 2 kesit ve ARC i¢in 3 kesit sayimindan elde edilen
sayilar istatistiki degerlendirme de kullanildi.

Ikili immiinoperoksidaz yontemi ile isaretlenen kesitlerde nesfatin-1 peptiti
icin immiinopozitif olan tiim ndronlar sayildi. Bu néronlarin c-Fos, pSTATS ve
pCREB-immiinoreaktif olanlarinin (ikili isaretlenenler) sayilar1 da belirlendi.
Sonrasinda her denek i¢in; ikili isaretlenen noéronlarin ilgili peptite ait antikor ile
isaretli tlim noronlara (hem ikili hem de sadece peptit isaretli nronlarin toplami) orani
hesaplandi. Her bir denek i¢in elde edilen ylizdelerin grup i¢i ortalama ve standart
hatalar1 belirlendi.

Elde edilen verilerin deney gruplar1 aras1 varyans analizi ANOV A ile istatistiki
anlamlilik karsilastirmasi ise Student t-testi veya Tukey testi ile yapildi. Istatistiki
anlamlilik smir degeri olarak p<0,05 alindi. Glutamat reseptdr alt birimlerinin
ekspresyonunun aragtirildigr ikili immiinofloresan isaretli kesitlerde, ilgili reseptor

proteinin nesfatin-1 ile kolokalize olup olmadigi belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Immiinohistokimyasal Isaretlemelerin Degerlendirilmesi

Immiinohistokimya teknigi kullanilarak yapilan ikili immiin isaretlemelerde,
sitoplazmada eksprese oldugu bilinen nesfatin-1 proteini diaminobenzidin (DAB)
kromojeni kullanilarak renklendirildi ve olusturulan komplekse (antijen-antikor-
enzim-substrat) ait sinyaller 151k mikroskobunda kahverengi olarak belirlendi (Sekil
8A). Nikel amonyum siilfat ile zenginlestirilmis DAB (Ni-DAB) uygulamasiyla da
cekirdekte lokalize proteinler (c-Fos, pCREB ve pSTATS) olusan immiinreaksiyon
sinyali gorlinlir hale getirildi. Isik mikroskobunda bu reaksiyonun sonucu, koyu
maviden siyaha degisen renk tonlarinda izlendi (Sekil 8A). Hem c¢ekirdeginde
(kahverengi boyanma) hem de sitoplazmasinda (koyu mavi-siyah boyanma)
isaretlenme olan noronlar ikili isaretlenmis olarak kabul edildi.

Ikili immiinofloresan isaretlemelerde, yesil renkte sinyal veren florokromlarla
(Alexa Fluor 488) nesfatin-1 proteinini eksprese eden ndronlar isaretlenirken, kirmizi
renkte sinyal veren florokromlarla (Alexa Fluor 594 veya Streptavidin-konjuge Texas
Red) glutamat reseptor alt birim proteinlerini i¢ceren noronlar isaretlendi (Sekil 8B ve
O).

4.2. Nesfatin-1 Noronlariin Hipotalamustaki Lokalizasyonu

Nesfatin-1’1 igeren ndronlarin hipotalamustaki lokalizasyonlarin literatiirle
uyumlu oldugu belirlendi. Bu ndronlarin hipotalamusun supraoptik c¢ekirdek (SON),
arkuat c¢ekirdek (ARC), paraventrikiiler ¢ekirdek (PVN), Edinger-Westphal ¢ekirdek
(EW), lateral hipotalamik alan (LHA) ile periventrikiiler cekirdekte (PeV) lokalize

noronlarca sentezlendigi immiinohistokimyasal olarak gosterildi (Sekil 9).
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Sekil 8. immiinohistokimyasal isaretlemelerin genel sonuglari. (A) Ikili indirekt immiinoperoksidaz isaretleme tekniginde,
nesfatin-1 néronlar1 kahverengi sitoplazmik boyanma (A) ile c¢ekirdekte eksprese edilen transkripsiyon faktorleri de siyah
cekirdek (AN boyanmast ile ayirt edilmektedir. (B) Yesil florokrom ile igaretli nesfatin-1 noronu. (C) Kirmizi florokrom ile isaretli
glutamat reseptor alt birim proteini.

Sekil 9. Nesfatin-1-pozitif noronlarin disi sigan hipotalamik ¢ekirdeklerdeki dagilimi. (A) Supraoptik ¢ekirdek, (B) Arkuat
¢ekirdek, (C) Edinger-Westphal ¢ekirdek, (D) Paraventrikiiler ¢ekirdek, (E) Lateral hipotalamik alan ile (F) Periventrikiiler
¢ekirdekte lokalize nesfatin-1 immiinreaktivitesi gosteren noronlar ayirt edilmektedir. 3V: iigiincii ventrikiil, ok: optik kiazma,
Aq: Akuaduktus serebri, f: forniks.
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4.3. Nesfatin-1 noronlarinin regiilasyonunda glutamaterjik sistemin roliiniin

belirlenmesi

4.3.1. Farkh glutamat agonistlerinin (KA, AMPA ve NMDA) nesfatin-1
noronlarmin aktivasyonuna etkisi

Nesfatin-1 ndronlarinin glutamaterjik diizenleniminin belirlenmesi amaciyla
hiicre i¢i néronal aktivasyon belirtecleri olan c-Fos, pCREB ve pSTATS proteinlerinin
nesfatin-1 ile olan ko-ekspresyonu ikili immiinohistokimyasal isaretleme teknigi ile
arastirildi. Bu c¢alismalarda hipotalamik supraoptik cekirdek, arkuat cekirdek ve
paraventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik nesfatin-1 ndronlar1 istatistiksel olarak
degerlendirildi. Glutamatin non-NMDA reseptor agonistleri olan kainik asit ve AMPA
enjeksiyonlari ile NMDA enjeksiyonunun etkileri nesfatin-1 néronlarinin aktivasyonu

acisindan degerlendirildi.

4.3.1.1. Glutamat agonistleri ile uyarilan nesfatin-1 néronlarinda phospho
CREB’in ekspresyonu

pCREB ekspresyonunun mikroskopik analizlerine bakildiginda, deneklere
uygulanan glutamat agonistlerinin hipotalamik paraventrikiiler c¢ekirdekte ve
supraoptik  ¢ekirdekte lokalize c¢ok sayida nesfatin-l1 noéronunda pCREB
ekspresyonunu indiikledigi goriildii (Sekil 10).

% B

Sekil 10. Nesfatin-1 noronlarindaki pCREB ekspresyonu (A) Hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdek, (B) Hipotalamik supraoptik
¢ekirdek, (C) Siyah ok (|): pCREB-pozitif-nesfatin-1 néronunu, Beyaz ok (8): pCREB-negatif-nesfatin-1 néronunu, Ok basi
('¥): pCREB-pozitif nesfatin-1-negatif bir néronu gostermekte.



Ozellikle perifornikal lateral hipotalamus bolgesinde yer alan nesfatin-1
noronlarinda agonist uygulamasinin (kainik asit enjeksiyonu sonrasinda) c-Fos
ekspresyonuna gore ¢ok daha fazla noéronda pCREB ekspresyonuna yol agtigi
gozlemlendi (Sekil 11A ve B). Ayrica SON’de yerlesik olan hemen hemen tiim
nesfatin-1 ndronlarinin, kontrol ve enjeksiyon gruplarinda pCREB’i eksprese etmeleri
nedeniyle agonist uygulamalarinin etkisi degerlendirilemedi. Bu bolgede lokalize tim

noronlarin pCREB-pozitif oldugu goriilmektedir (Sekil 11C ve D).

Sekil 11. Agonist uygulamasinin perifornikal alan ve SON’de yerlesik nesfatin-1 noronlarma etkisi. (A-B) Agonist uygulamasi
sonrasi perifornikal alanda yerlesik nesfatin-1 ndronlarinda gériilen c-Fos ve pCREB ekspresyonlar ile (C-D) SON’de yerlesik
nesfatin-1 néronlarindaki pCREB ekspresyonu.
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4.3.1.2. Glutamat agonistleri ile uyarilan nesfatin-1 néronlarinda pSTATS’in
ekspresyonu

Agonist enjeksiyonu yapilan deneklerde fosforile-STATS ekspresyonu
degerlendirildiginde, ne kontrol grubunda ne de enjeksiyonlu gruplarda SON’de
yerlesik nesfatin-1 ndronlarinda pSTATS immiinoreaktivitesine rastlanmadi (Sekil
12). pSTATS5’i eksprese eden nesfatin-1 ndronlarina sadece hipotalamik
periventrikiiler c¢ekirdekte rastlanmis ancak gruplar arasinda bir farklilik

belirlenememesi nedeniyle istatistiki degerlendirme yapilmamistir (Sekil 13).

Sekil 12. Agonist uygulamasinin SON’de lokalize nesfatin-1 néronlarindaki fosforile-STATS5 ekspresyonuna etkisi. Herhangi bir
nesfatin-1-pozitif noronda pSTATS ekspresyonu goriilmemekte.

Sekil 13. Agonist uygulamasinin periventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik nesfatin-1 noéronlarinda pSTATS ekspresyonuna etkisi.
Kigiik fotograf: Sart ok ( ) pSTATS5-negatif nesfatin-1 néronu, Kirmizi ok (®) pSTAT5-pozitif nesfatin-1 néronunu
gostermekte.
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4.3.1.3. Glutamat agonistleri ile uyarillan SON’de yerlesik nesfatin-1
noronlarinda c-Fos’un ekspresyonu

Disi deneklerde, supraoptik cekirdekte yerlesik nesfatin-1 ndronlarinin
yaklasik %79,03+4,70°1 kainik asit enjeksiyonu sonrasi c-Fos’u eksprese ederken bu
oran AMPA enjeksiyonu sonrasi %83,27+£3,37 ve NMDA enjeksiyonu sonrasi
%70,83%5,06 olarak belirlendi (Sekil 14A-D). Kontrol gruplariyla (KA: %1,20+0,58,

AMPA: %2,00£0,69, NMDA: %5,1341,33) karsilastirilarak yapilan istatistiki

degerlendirme, her {i¢ agonistin de anlamli1 olarak nesfatin-1 noronlarini aktive ettigini

gosterdi (Sekil 14E), (***p<0.001).

Kkontrol
%100+
= Exenjeksiyon

% c-Fos pozitif nosfatin-1 néronlan

- -

Sekil 14. Disi dencklerde, agonist uygulamast ile aktive olmus SON’de yerlesik nesfatin-1 néronlarinin goriiniimii. (A) Paxinos
ve Watson sigan atlasina gére SON’in lokalizasyonu. (B) Kainik asit, (C) AMPA ve (D) NMDA uygulamalarinin SON’de lokalize
nesfatin-1 néronlarinin aktivasyonuna etkisi izlenmektedir. Aktive olan nesfatin-1 néronlar1 c-Fos-pozitif ¢ekirdeklerin varligi ile
ayirt edilmektedir. (E) Agonistlerin nesfatin-1 noronlarina etkisinin grafiksel gosterimi. Agonist verilen deneklerde c-Fos-pozitif
nesfatin-1 néron yiizdesi istatistiki anlami olan bir artma géstermistir (***p<0.001), (SON: Supraoptik ¢ekirdek).
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Erkek deneklerde ise kainik asit uygulamasi, supraoptik c¢ekirdekte yerlesik
nesfatin-1 néronlarimin yaklasik %50,18+6,89’unda c-Fos proteinini eksprese ederken
AMPA uygulanan deneklerde bu oran %78,85+7,55 olarak bulundu. NMDA
enjeksiyonunun ise SON’deki yaklagik %87,26+2,11 ndronu aktive ettigi belirlendi
(Sekil 15A, B ve C). Kontrol gruplartyla (KA: %1,47+0,40, AMPA: %1,56+0,69,

NMDA: %11,65+2,66) yapilan kiyaslamada elde edilen sonuglarin istatistiki olarak
anlamli oldugu belirlendi (Sekil 15D), (***p<0.001).

A Erkek B Erkek

Kkantrol
Eanjakalyon

% oF on paniti nexfatined noroslan

ERKEK SON

Sekil 15. Erkek deneklerde, agonist uygulamast ile aktive olmus SON’de yerlesik nesfatin-1 néronlarmn goriiniimii. Aktive olan
nesfatin-1 néronlart c-Fos-pozitif ¢ekirdeklerin varligr ile ayirt edilmektedir. (A) Kainik asit, (B) AMPA ve (C) NMDA
uygulamalarinin SON’de lokalize nesfatin-1 néronlarinin aktivasyonuna etkisi izlenmektedir. (D) Agonistlerin nesfatin-1
noronlarma etkisinin grafiksel gosterimi. Agonist verilen deneklerde c-Fos-pozitif nesfatin-1 noron yiizdesi istatistiki anlami olan
bir artma géstermistir (***p<0.001), (SON: Supraoptik ¢ekirdek).
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4.3.1.4. Glutamat agonistleri ile uyarllan ARC’de yerlesik nesfatin-1
noronlarinda c-Fos’un ekspresyonu

Disi deneklerde arkuat ¢ekirdekte yerlesik nesfatin-1 néronlari incelendiginde,
kainik asitin %16,20+£2,60, AMPA’nin %9,78+1,28 ve NMDA’nin %23,15+3,05
oraninda nesfatin-1 ndéronunu aktive ettigi belirlendi (Sekil 16B). Bu oran kontrol
gruplarinda, KA i¢in %2,92+0,79, AMPA i¢in %4,56+1,19, NMDA igin %11,79+1,59
olarak belirlendi. Disi deneklerin arkuat g¢ekirdeklerinde, glutamat agonistlerinin
istatistiki olarak anlamli bir sekilde nesfatin-1 ndronlarinda c-Fos ekspresyonunu

tetikledigi goriildii (Sekil 16C).

A

c K: Kontrol

% %30 E: Enjeksiyon

:

£ %20 =

§ %

£ %10

N

g

$

© %0

* L K E " d
v KA L)

C DiSi ARC

Sekil 16. Disi deneklerde ARC’de lokalize nesfatin-1 ndronlarina agonistlerin etkisi. (A) Agonist enjekte edilen deneklerde
kontrol gruplarina gore c-Fos-immiinoreaktif nesfatin-1 ndronlarmin sayisinin arttig1 gozlenmektedir. (B) Verilerin analizi agonist
gruplarindaki aktive olmus noron sayisindaki artigm anlamli oldugunu géstermektedir (*p<0.05, **p<0.01). (ARC: Arkuat
¢ekirdek, ME: Median eminens, f: Forniks, 3V: 3. ventrikiil, VMH: Ventromedial hipotalamik ¢ekirdek)
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Erkek sicanlarda kainik asit etkisiyle arkuat ¢ekirdek nesfatin-1 ndronlarinin
%31,5412,56’s1, AMPA enjeksiyonu sonrast %22,72+3,59°u ve NMDA verilmesini
takiben yaklasik % 23,34+1,55’1 c-Fos-pozitif olarak izlendi. Kontrol deneklerde bu
yiizdeler sirasiyla %19,53+£1,61, %15,90£3,62 ve %17,29+2,05 olarak belirlendi.

Yapilan istatistiki analizler sonucunda kainik asit ve NMDA etkilerinin anlamli oldugu
bulundu. AMPA etkisiyle c-Fos’u eksprese eden nesfatin-1 néronu yilizdesi artmis

olmasina ragmen bu artigin istatistiki anlamliliga ulagamadigr goriildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Erkek deneklerde ARC’de lokalize nesfatin-1 néronlarina agonistlerin etkisi. (A) Agonist enjekte edilen deneklerde
kontrol gruplarima gore c-Fos-immiinoreaktif nesfatin-1 néronlarinin sayisinin arttigi gozlenmektedir. (B) Verilerin analizi kainik
asit ve NMDA uygulamasinin neden oldugu aktive olmus noron sayisindaki artigin anlamli, AMPA uygulamasinin ise etkisiz
oldugunu gostermektedir (*p<0.05, **p<0.01).
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4.3.1.5. Glutamat agonistleri ile uyarillan PVN’de yerlesik nesfatin-1
noronlarinda c-Fos’un ekspresyonu

Disi deneklerde, kainik asit enjeksiyonu sonrast PVN’de yerlesik nesfatin-1
noronlarinin yaklasik 9%354,74+3,51°1 c-Fos’u eksprese ederken bu oran AMPA
enjeksiyonu sonrasi %62,79+3,74 ve NMDA enjeksiyonu sonrasi %50,50+2,52 olarak
belirlendi (Sekil 18D, E ve F). Aktive noron sayilari kontrol deneklerle
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu goriildi (Sekil 18C
ve G), (*** p<0.001).
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Sekil 18. Disi deneklerde PVN’de lokalize nesfatin-1 ndronlarina agonistlerin etkisi. (A-B) Paxinos ve Watson sigan atlasina gore
PVN’in lokalizasyonu. Disi deneklerde, kontrol (salin) (C) ve agonist (D, E, F) uygulamalarinin PVN’de lokalize nesfatin-1
noronlarmin aktivasyonuna etkisi izlenmekte. (G) Agonistlerin nesfatin-1 néronlarina etkisinin grafiksel gosterimi. Agonist
verilen deneklerde c-Fos-pozitif nesfatin-1 ndron ylizdesi istatistiki anlam1 olan bir artma goéstermistir (***p<0.001), (PVN:
Paraventrikiiler ¢ekirdek)
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Erkek sicanlarda, kainik asit etkisiyle paraventrikiiler ¢ekirdek nesfatin-1
noronlarinin %31,41+4,05’1 c-Fos’u eksprese ederken, bu oran kontrol gruplarinda
%10,4412,33 olarak belirlendi. AMPA enjeksiyonunun c-Fos-pozitif nesfatin-1
noronlarinin  oranim1  %10,67+1,71’den  %54,44+6,65’e yiikselttigi; NMDA
enjeksiyonu sonrasinda ise yaklasik %54,96+3,47 c-Fos-pozitif nesfatin-1 néronunun

oldugu belirlendi. NMDA kontrol deneklerinde bu oran %13,49+4,03 olarak bulundu.
Her ti¢ agonistte gdzlenen bu artislarin kontrol gruplari ile kiyaslandiginda istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlendi. (Sekil 19).
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Sekil 19. Erkek deneklerde PVN’de lokalize nesfatin-1 noronlarina agonistlerin etkisi. Erkek deneklerde, (A) kontrol (salin) ve
(B) agonist (KA, AMPA, NMDA) uygulamalarmm PVN’de lokalize nesfatin-1 néronlarinin aktivasyonuna etkisi izlenmekte. (C)
Agonistlerin nesfatin-1 noronlarina etkisinin grafiksel gosterimi. Agonist verilen deneklerde c-Fos-pozitif nesfatin-1 néron
yiizdesi istatistiki anlam1 olan bir artma gostermistir (**p<0.01, ***p<0.001), (PVN: Paraventrikiiler ¢ekirdek)
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4.3.2. Glutamat agonistlerinin etki diizeylerinin karsilastirilmasi

SON: Glutamat agonistleri kainik asit, AMPA ve NMDA etkileri birbirleriyle
karsilastirildiginda istatistiki anlamlilik tagimasada, disi deneklerin supraoptik
cekirdeklerinde yerlesik nesfatin-1 ndronlarmin aktivasyonunda en etkili agonist
olarak AMPA (Sekil 20A), erkek deneklerin SON’de ise NMDA goriilmektedir (Sekil
20B). Disi deneklerde 3 agonist birbirine benzer sayida noéronu aktive ederken (KA
icin; %79,03, AMPA i¢in; %83,26, NMDA i¢in; %70,82), erkek deneklerde kainik
asitin etkisi (%50,18), AMPA (%78,85) ve NMDA (%87,26)’nin etkilerine gore
istatistiki anlam tasiyacak sekilde daha gligsiiz bulundu.
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Sekil 20. SON’de glutamat agonistleri kainik asit, AMPA ve NMDA etkilerinin birbirleriyle karsilastirilmasi. SON’de yerlesik

nesfatin-1 néronlarmin aktivasyonunda en etkili glutamat reseptor agonistinin disi deneklerde AMPA (A), erkek deneklerde ise
NMDA (B) oldugu izlenmektedir. Kainik asit, erkek SON’de en giigsiiz agonisttir (*p<0.05, **p<0.01).

ARC: Arkuat cekirdekteki glutamat agonistlerinin etkisi SON bulgularindan
farklilik tasimaktadir. Disi deneklerde, arkuat ¢ekirdekte lokalize nesfatin-1
noronlarin1 en giiclii sekilde uyaran agonist NMDA (%23,15) iken, en gii¢siiz uyar1
SON’de en giiclii uyarty1 yaratan AMPA (%9,78)’dir. Istatistiksel degerlendirme
NMDA enjeksiyonunun AMPA’ya gore daha giiclii bir etki gosterdigini belirledi
(**p<0.01), (Sekil 21A). Erkek deneklerin arkuat ¢ekirdeklerinde bulunan nesfatin-1
noronlarinin agonist enjeksiyonu sonrasi ikili isaretlenme ytizdeleri (KA i¢in; %31,54,
AMPA i¢in; %22,72, NMDA i¢in; %23,34) istatistiki anlam tagimayacak sekilde
birbirine yakindir (Sekil 21B).
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Sekil 21. ARC’de glutamat agonistleri kainik asit, AMPA ve NMDA etkilerinin birbirleriyle karsilastirilmasi. ARC’de yerlesik
nesfatin-1 ndronlarmin aktivasyonunda en etkili glutamat reseptor agonistinin disi deneklerde NMDA (A), erkek deneklerde ise
kainik asit (B) oldugu izlenmektedir. Disi deneklerde ARC’de en giigsiiz agonist AMPA’dir (A), (**p<0.01).

PVN: Paraventrikiiler cekirdekteki agonist etkilerine bakildiginda disi
deneklerde kainik asit i¢in %54,73, AMPA i¢in %62,79 ve NMDA i¢in %50,50
oraninda yani benzer sayilarda nesfatin-1 ndronu aktive oldugu goriildi (Sekil 22A).
Erkek deneklerde ise AMPA (%54,44) ve NMDA (%54,95) etkileri kainik asitin etkisi
(%31,41) ile karsilagtirildiginda istatistiki anlam tastyacak sekilde daha giiclii (p<0,05)
bulundu (Sekil 22B).
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Sekil 22. PVN’de glutamat agonistleri kainik asit, AMPA ve NMDA etkilerinin birbirleriyle karsilastirilmasi. (A) Disi deneklere
uygulanan agonistler arasinda etkileri bakimindan herhangi bir farklilik gézlenmezken, (B) erkek deneklerde AMPA ve
NMDA’nin kainik asite gore daha etkili oldugu goézlenmektedir, (* p<0.05).
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4.3.3. Glutamat agonistlerinin cinsiyete bagh etkilerinin karsilastirilmasi

SON:  Supraoptik  ¢ekirdek  nesfatin-1  ndronlarinin  aktivasyonu
degerlendirildiginde, kainik asit etkisinin erkek deneklerde disi deneklere gore anlaml
sekilde daha az oldugu (**p<0,01) goriildii. AMPA veya NMDA etkileri ise her iki
cinsiyette istatistiki anlam tagimayan minimal farkliliklar gosterdi (Sekil 23A).

ARC: Arkuat ¢ekirdek incelendiginde, kainik asit ve AMPA enjeksiyonlari
sonrasi erkek deneklere ait nesfatin-1 néronlarinin aktivasyon yiizdelerinin disilere
gore anlamli bir sekilde daha fazla oldugu goriildii. NMDA nin uyarici etkisinin her
iki cinsiyette de benzer oldugu belirlendi (Sekil 23B).

PVN: Paraventrikiiler c¢ekirdekteki glutamat agonist enjeksiyonlarina
bakildiginda, sadece kainik asit etkisinin disi deneklerde erkek deneklere gére anlamli
diizeyde yiiksek oldugu (p<0,05) belirlendi. AMPA ve NMDA ile aktive olan nesfatin-
1 noronlarinin erkek ve disi bireyler arasindaki farkliligin ise istatistiksel olarak

anlamlilik tagimadigr goriildi (Sekil 23C).

>
v

%100+

5 §
c
8 3 Disi H 3 Disi
E %80 A ks erkek £ EZ3 erkek
£ £
2 Eq}' c
£ %40 3 £
-5 %20 o @
8 - g
6 "/no k- Ik a m i “, 1L 1L l
2 F —F 1r 1 3 r —r 1t 1
KA enj. AMPA enj. NMDA enj. KA enj. AMPA enj.  NMDA enj.
SON Glutamat Agonist Enjeksiyonlari ARC Glutamat Agonist Enjeksiyonlari
%1001
3 Disi
B3 erkek

% c-Fos pozitif nesfatin-1 néronlan

k it it i
KA enj. AMPA enj.  NMDA enj.

PVN Glutamat Agonist Enjeksiyonlar:

Sekil 23. Cinsiyete gore agonist (Kainik asit, AMPA ve NMDA) etkilerinin karsilastirilmasi (¥p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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4.3.4. Nesfatin-1 Noronlarimin Aktivasyonunda Glutamat Antagonistlerinin
Etkisi

Nesfatin-1 noronlarinin diizenleniminde glutamaterjik sistemin reseptor
spesifik etkilerini belirlemek amaciyla deneklere agonist enjeksiyonlarindan 15 dakika
once glutamat reseptor antagonistleri CNQX (kainat/ AMPA reseptor antagonisti, 2
mg/kg) ile MK801 (NMDA reseptor antagonisti, 1 mg/kg) uygulandi.

SON: Disi deneklerde, her ii¢ agonistin enjeksiyonlarindan 6nce 0zgiin
antagonist uygulanmasi supraoptik ¢ekirdekte aktive olan nesfatin-1 ndron sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol ac¢ti1 belirlendi. Kontrol deneklerde
%1,20+0,58 civarinda olan c-Fos-pozitif noron sayist kainik asit enjeksiyonu ile
%79,03+4,70’e ylikselirken, non-NMDA reseptor antagonisti CNQX uygulamas: bu
saylty1 yaklasik  %30,89+3,80°e  geriletti. AMPA  etkisiyle %2+0,69’dan
%83,2743,37°ye ¢ikan aktive nesfatin-1 ndronu sayisinin CNQX etkisiyle
%55,06+11,16’ya indigi goriildii. En etkili blokasyon NMDA reseptorlerinde
antagonist etki yapan MKS801 ile elde edildi. NMDA enjeksiyonu, kontrol grubunda
%5,13£1,33 olarak belirlenen ikili isaretlenmis nesfatin-1 noéron sayisini
%70,83+5,06’ya yiikseltirken, MK801 bu etkiyi ileri diizeyde baskilayarak aktif ndron
sayisint %8,49+3,03 e diistirdi (Sekil 24).

Erkek deneklerde antagonist uygulamasinin sadece NMDA enjeksiyonu
yapilan grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma etkisi sagladigi belirlendi. CNQX
enjeksiyonu ne kainik asit ne de AMPA enjeksiyonu yapilan gruplarda anlamli bir etki
gostermedi. Kontrol deneklerinde %1,47+0,40 olan c-Fos’u eksprese eden nesfatin-1
noronlarinin orami kainik asit enjeksiyonu ile %350,19+6,89°a yiikselirken, CNQX
etkisiyle bu oran %39,47+10,81’lere diigmiistiir. AMPA etkisiyle %1,56+0,69’dan
%78,85+7,55’e ¢ikan aktive nesfatin-1 noronu sayisinda ise anlamli bir degisiklik
olmamakla beraber %86,03+4,31 diizeyine yonelen bir artis izlendi. En etkin
blokasyon NMDA reseptorlerinde etki gosteren MKS801’de goriildi. NMDA
uygulamasi, kontrol grubunda %11,65+£2,67 olarak belirlenen nesfatin-1 ndron
sayisint %87,26+2,11 e ylikseltirken, MK801’in bu etkiyi baskilayarak ndron sayisini
%24,2346,52’ye indirdigi belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 24. Disi deneklerde, SON’deki nesfatin-1 noronlarinin aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisi. (A)
Fotomikrograflar, deneklere uygun antagonist verilmesinin, agonistlerin enjeksiyonlar1 ile supraoptik ¢ekirdekte aktive edilen
nesfatin-1 noron sayisinda azalmaya neden oldugunu gostermektedir. (B) Siitun grafik ise aktive olmus nesfatinerjik néron
sayisindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugunu géstermektedir (*p<0.05, ***p<0.001).
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Sekil 25. Erkek denecklerde, SON’deki nesfatin-1 néronlarmin aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisi. (A)
Fotomikrograflar, deneklere uygun antagonist verilmesinin, agonistlerin enjeksiyonlar1 ile supraoptik ¢ekirdekte aktive edilen
nesfatin-1 noron sayisinda azalmaya neden oldugunu gostermektedir. (B) Siitun grafik ise NMDA agonisti ile aktive olmus
nesfatinerjik noron sayisindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (**p<0.01, ***p<0.001).
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ARC: Disi deneklerin arkuat ¢ekirdeginde aktive olan ndron sayilari
degerlendirildiginde, 6zgiin antagonist uygulanmasi sadece NMDA enjeksiyonu
yapilan grupta istatistiksel anlami olan bir azalmaya yol agtigi goriildii. Kontrol
deneklerinde %2,92+0,79 olan c-Fos’u eksprese eden nesfatin-1 ndronlarinin orani
kainik asit enjeksiyonu ile %16,20+2,60’a yiikselirken, CNQX bu grupta
(%14,93+4,86) istatistiki anlamlilik tasiyan bir etki gostermedi. AMPA etkisiyle
%4,56+1,19’dan  %9,78+1,28’¢ (p>0,05) cikan ve istatistiki olarak anlam ifade
etmeyen aktive nesfatin-1 ndéronu orani, CNQX antagonisti uygulamasi sonrasi
%13,3242,62 olarak belirlendi. NMDA enjeksiyonu, kontrol grubunda %11,79+1,59
olarak belirlenen nesfatin ndron sayisin1 anlamli bir sekilde %23,15+3,05 e ¢ikarirken,
MKS801 bu etkiyi neredeyse tamamen baskilayarak %6,15+0,98’lere diistirdii (Sekil
26).

Erkek deneklerde ise kainik asit veya NMDA enjeksiyonu yapilan gruplardaki
O0zglin  antagonist uygulamalarinin, arkuat ¢ekirdegin nesfatin-1 noronal

aktivasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma sagladig1 belirlendi. c-Fos-

pozitif nesfatin-1 ndronlarinin sayist kontrol deneklerde %19,53+1,61 olarak
belirlenirken, kainik asit enjeksiyonu ile bu saymnin %31,55+2,56’ya yiikseldigi,
CNQX uygulamasinin ise artan etkiyi %16,03+1,11°e gerilettigi goriildi. AMPA
uygulamasi yapilan grupta goriilen aktive nesfatin-1 néron oraninin (%22,72+3,59)

non-NMDA reseptor antagonisti CNQX’in etkisiyle %14,7+ 1,14 oranina indigi ancak
bu degisimin istatistiksel olarak anlam tagimadigi belirlendi. En etkili blokasyon

NMDA reseptorlerinde etki gosteren MKS801’de gozlendi. NMDA etkisiyle
%17,29+£2,05°den %23,34+1,55’e yiikselen aktive nesfatin-1 néronu oran1t MK801’in

baskilayicr etkisi ile %7,53+1,33 e geriledi (Sekil 27).
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Sekil 26. Disi deneklerde, ARC’deki nesfatin-1 noronlarmin aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisi. (A)
Fotomikrograflar, deneklere uygun antagonist verilmesinin, agonistlerin enjeksiyonlar: ile arkuat gekirdekte aktive edilen
nesfatin-1 noron sayisinda azalmaya neden oldugunu gostermektedir. (B) Siitun grafik ise NMDA agonisti ile aktive olmus
nesfatinerjik noron sayisindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Sekil 27. Erkek deneklerde, ARC’deki nesfatin-1 noronlarmm aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisi. (A)
Fotomikrograflar, deneklere 6zgiin antagonist uygulamasi sonrasi arkuat ¢ekirdekte aktive edilen nesfatin-1 néron sayisindaki
azalmay1 gostermektedir. (B) Siitun grafik ise kainik asit ve NMDA agonistleri ile aktive olmus nesfatinerjik noron sayisindaki
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir (**p<0.01, ***p<0.001).
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PVN: Her ii¢ agonistin enjeksiyonlarindan nce 6zgiin antagonist uygulanmasi
paraventrikiiler ¢ekirdekte aktive olan nesfatin-1 ndron sayisinda istatistiksel olarak
anlamli bir azalmaya yol ag¢ti. Kontrol deneklerde %6,62+1,32 civarinda olan c-Fos-
pozitif ndron sayist kainik asit enjeksiyonu ile %54,74’e yiikselirken, non-NMDA
reseptor antagonisti CNQX uygulamasi bu sayiy1 %25,74+2,93’e gerilettigi gozlendi.
AMPA etkisiyle %62,79+3,76’ya c¢ikan aktive nesfatin-1 néronu sayis1t CNQX
etkisiyle %28,934+4,53’e indi. NMDA enjeksiyonu, ikili isaretlenmis nesfatin-1 néron
sayisini %50,50+2,52°ye yiikseltirken, MK801’in bu etkiyi baskiladigi ve oranin
%20,62+4,51°¢e indigi goriildi. Sonug olarak, PVN’de lokalize nesfatin-1 néronlarinda
glutamat agonistlerinin ndronal aktivasyona yonelik uyarici etkilerinin uygun
antagonistlerce anlamli bir sekilde baskilandigi belirlendi (Sekil 28).

Erkek deneklerde ise antagonist uygulamasi sadece NMDA enjeksiyonu
yapilan grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma olusturdu. CNQX enjeksiyonu

hem kainik asit hem de AMPA ile aktive olan gruplarda istatistiki anlamlilig1 olan bir
etki gostermedi. Kontrol deneklerinde %10,44+2,33 olan c-Fos’u eksprese eden
nesfatin-1 ndronlarinin orani kainik asit enjeksiyonu ile %31,41£4,05’e yiikselirken,
CNQX etkisiyle %26,95+5,93’1lik bir deger elde edildi. Aktive noron sayist AMPA
etkisiyle %10,67+1,71’den %54,44+6,65’e ¢ikarken, CNQX etkisiyle bu oran
%63,54%2,45 olarak belirlendi. En etkin blokasyon NMDA reseptorlerinde etki

gosteren MK801’de goriildii. NMDA enjeksiyonu, kontrol grubunda %13,49+4,03
olarak belirlenen nesfatin-1 néron sayisini %54,96+3,47’ye yiikseltirken, MK801 bu
etkiyi baskilayip néron sayisim1 %21,40+5,83 e indirdi (Sekil 29).
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-PVN Disi Antagonist Etkileri-

Sekil 28. Disi deneklerde, PVN’deki nesfatin-l1 noéronlarmin aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisi.
(A) Fotomikrograflar, deneklere uygun antagonist verilmesinin, agonistlerin enjeksiyonlari ile paraventrikiiler ¢cekirdekte aktive
edilen nesfatin-1 noron sayisinda azalmaya neden oldugunu gostermektedir. (B) Disi deneklerde, PVN’deki nesfatin-1
noronlarmin aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisinin grafiksel gosterimi (***p<0.001).
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Sekil 29. Erkek deneklerde, PVN’deki nesfatin-1 noronlarmm aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisi.
(A) Fotomikrograflar, deneklere uygun antagonist verilmesinin, agonistlerin enjeksiyonlari ile paraventrikiiler ¢cekirdekte aktive
edilen nesfatin-1 néron sayisinda azalmaya neden oldugunu gostermektedir. (B) Erkek deneklerde, PVN’deki nesfatin-1
noronlarmin aktivasyonuna glutamat antagonistlerinin etkisinin grafiksel gosterimi (*p<0.05, ***p<0.001).
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Yukarida sonuglar1 verilen ¢aligmalarin istatistiki  degerlendirmesinde
kullanilan ve sayilan tiim noronlara ait islenmemis verileri iceren bilgiler asagida

Tablo 5-10°da verilmistir.

Tablo 5. Disi Siganlarin Supraoptik Cekirdeklerinde Lokalize Olan Nesfatin-1 Noronlarindaki c-Fos Ekspresyonu

c-Fos’u Eksprese Eden
Nesfatin Noronlarinin
Ortalama Sayilari

c-Fos’u Eksprese
Eden Nesfatin
Noronlarinin
Ortalama Yiizdeleri

Glutamat Agonist Gruplari Nesfatin Noronlarinin

Ortalama Sayilar:

KAINIK ASIT

Kontrol 1428.60 + 425.60 15.80 + 8.70 1.20 +0.58
Enjeksiyon 1485.20 + 306.66 1135.00 + 189.32 79.03 +4.70
Antagonist (CNQX) 2101.80 + 135.62 641.00 + 77.26 30.88 +3.80
AMPA Kontrol 2181.40 +287.08 43.40 +16.53 2.00 £ 0.69
Enjeksiyon 1974.60 + 167.81 1630.40 + 115.44 83.27 £3.37
Antagonist (CNQX) 1951.40 +203.16 1039.80 + 235.69 55.06 £ 11.15
NMDA Kontrol 2975.20 + 247.35 157.60 + 44.50 5.13+1.33
Enjeksiyon 2109.60 + 281.93 1523.20 + 274.60 70.83 +£5.06
Antagonist (MK801) 2158.60 + 130.89 173.00 + 62.00 8.49 +3.03

Tablo 6. Erkek Siganlarin Supraoptik Cekirdeklerinde Lokalize Olan Nesfatin-1 Noéronlarindaki c-Fos Ekspresyonu

c-Fos’u Eksprese Eden
Nesfatin Noronlarinin
Ortalama Sayilar1

c-Fos’u Eksprese
Eden Nesfatin
Noronlarinin
Ortalama Yiizdeleri

Glutamat Agonist Gruplari Nesfatin Noronlarimin

Ortalama Sayilar:

Kontrol 2471.00 + 444.75 34.00 +12.19 1.47 +0.40
KAINIiK ASIT = Enjeksiyon 2427.40 £ 200.55 1250.00 + 253.68 50.18 + 6.89
Antagonist (CNQX) 1878.60 + 243.92 661.80 + 172.66 39.47 +10.81
Kontrol 2634.00 + 189.78 41.00 +16.60 1.564 +0.69
AMPA Enjeksiyon 2678.40 + 157.59 2106.40 + 213.53 78.85 +7.55
Antagonist (CNQX) 2756.80 + 115.30 2367.80 = 140.67 86.03 £4.31
Kontrol 2354.80 + 276.78 256.40 + 47.22 11.65+2.67
NMDA Enjeksiyon 3012.00 = 42.43 2631.60 £ 96.75 87.26 +2.11
Antagonist (MK801) 1912.00 + 173.57 446.60 + 115.03 2424 +6.52

Tablo 7. Disi Siganlarin Arkuat Cekirdeklerinde Lokalize Olan Nesfatin-1 Néronlarindaki c-Fos Ekspresyonu

Glutamat Agonist Gruplar:

Nesfatin Noronlariin

Ortalama Sayilari

c-Fos’u Eksprese Eden
Nesfatin Noronlarinin
Ortalama Sayilari

c-Fos’u Eksprese
Eden Nesfatin

Noronlarimin

Ortalama Yiizdeleri

Kontrol 3315.00 + 881.48 125.00 + 48.03 2.92+0.79
KAINiK ASIT = Enjeksiyon 2626.40 +479.28 396.60 = 60.60 16.20 +2.60
Antagonist (CNQX) 3421.60 + 597.19 421.80 £ 126.17 14.93 +4.86
Kontrol 2147.80 + 137.27 100.80 +27.16 456+1.19
AMPA Enjeksiyon 3757.20+ 617.53 385.00 + 107.81 9.78 +1.28
Antagonist (CNQX) 2698.00 +417.31 378.00 + 97.79 13.20£2.62
Kontrol 5615.40 + 1474.63 614.20 + 144.01 11.79 + 1.59
NMDA Enjeksiyon 2862.00 + 539.49 676.80 + 162.07 23.15+3.05
Antagonist (MK801) 3986.20 + 214.74 239.00 +27.75 6.15+0.98
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Tablo 8. Erkek Siganlarin Arkuat Cekirdeklerinde Lokalize Olan Nesfatin-1 Noronlarindaki c-Fos Ekspresyonu

Glutamat Agonist Gruplari

Nesfatin Noronlarinin
Ortalama Sayilari

c-Fos’u Eksprese

Eden Nesfatin
Noronlarinin

Ortalama Sayilar1

c-Fos’u Eksprese
Eden Nesfatin
Noronlariin
Ortalama Yiizdeleri

Kontrol 485420 + 1243.88 973.00 £ 267.00 19.53 £1.61
KAINIK ASIT = Enjeksiyon 3488.40 + 528.37 1068.40 + 125.99 31.54+2.56
Antagonist (CNQX) 3937.00 + 836.44 647.20 + 152.81 16.03 £1.11

Kontrol 3194.40 + 595.49 498.40 + 109.80 15.90 +3.62

AMPA Enjeksiyon 2133.60 + 207.08 499.80 + 113.04 22.72+3.59
Antagonist (CNQX) 3711.40 + 248.68 540.40 + 35.85 14.71 £ 1.14

Kontrol 3803.20 + 778.48 596.60 + 105.32 17.29 +£2.05

NMDA Enjeksiyon 3214.40 + 364.78 740.80 + 70.69 2334+ 1.55
Antagonist (MK801) 2570.20 +317.41 192.20 +38.71 7.53+133

Tablo 9. Disi Sicanlarin Paraventrikiiler Cekirdeklerinde Lokalize Olan Nesfatin-1 Noronlarindaki c-Fos Ekspresyonu

c-Fos’u Eksprese

c-Fos’u Eksprese

Glutamat Agonist Gruplari Nesfatin Noronlarinin Eden Nesfatin Eden Nesfatin
Ortalama Sayilar: Noronlarinin Noronlariin
Ortalama Sayilari Ortalama Yiizdeleri

Kontrol 1857.20 £433.93 139.40 + 49.67 6.62 +1.32
KAINIiK ASIT = Enjeksiyon 854.60 + 251.37 442.60 + 125.12 54.74 £3.51
Antagonist (CNQX) 1120.60 + 191.36 276.60 + 45.53 25.74+2.93
Kontrol 1857.20 + 433.93 139.40 + 49.67 6.62 + 1.32
AMPA Enjeksiyon 1349.80 +292.61 833.00 + 160.47 62.79 +£3.74
Antagonist (CNQX) 1865.00 + 597.08 464.80 + 133.88 28.94+4.53
Kontrol 1857.20 +433.93 139.40 + 49.67 6.62 +1.32
NMDA Enjeksiyon 2911.00 +381.37 1457.80 = 177.79 50.50 +£2.52
Antagonist (MK801) 1381.40 + 74.14 281.20 +61.82 20.62 +4.51

Tablo 10. Erkek Siganlarin Paraventrikiiler Cekirdeklerinde Lokalize Olan Nesfatin-1 Noronlarindaki c-Fos Ekspresyonu

c-Fos’u Eksprese
Eden Nesfatin

c-Fos’u Eksprese

Nesfatin Noronlarinin Eden Nesfatin

Glutamat Agonist Gruplari

Ortalama Sayilar:

Noronlariin

Noronlarinin
Ortalama Yiizdeleri

Ortalama Sayilar1

L. . Kontrol 1189.40 + 141.47 129.20 +28.98 10.44 £2.33
KAINIK ASIT o
Enjeksiyon 1057.66 + 100.63 317.00 +56.73 31.41 +4.05
Antagonist (CNQX) 773.00 +47.12 215.80 +59.74 26.95+5.93
Kontrol 1134.60 +90.70 122.40 +24.12 10.67 +1.71
AMPA o
Enjeksiyon 1246.80 £ 75.05 670.20 + 82.16 54.44 £ 6.65
Antagonist (CNQX) 1384.20 + 122.15 875.80 +76.26 63.54 £2.45
NMDA Kontrol 1056.80 + 103.02 134.20 +31.39 13.49 +4.03
Enjeksiyon 1081.20 + 78.94 591.60 +48.84 54.96 +3.47
Antagonist (MK801) 645.00 + 74.52 139.00 + 44.67 21.40 +5.83
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4.3.5. Nesfatin-1 Noronlarinda Glutamat Reseptor Alt Birimlerinin Ekspresyonu

Ikili immiinofloresan ¢alismalari, nesfatin-1 noronlarmin  glutamat
reseptOrlerinin kainat reseptorii alt ailesine ait yiiksek afiniteli GLUKS alt birim
proteinini taniyan antikor ile isaretlendigini gosterdi (Sekil 30). Supraoptik ¢ekirdek
ve arkuat ¢ekirdekte diislik afiniteli GluK1, GluK2 ve GluK3 kainat reseptorlerinin
hepsini birden taniyan antikor ile yapilan boyamalar, ¢ok sayida nesfatin-1 néronunda

bu proteinlerin eksprese olduklarini belirledi (Sekil 31 ve 32).

Nesfatin Nesfatin + GluK5

Sekil 30. SON’de lokalize nesfatin-1 néronlarinda GluK5 reseptor proteini ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisii. Alexa
488 ile isaretli nesfatin-1 ndronlar yesil, Alexa 594 ile isaretli GLUKS reseptor proteinini eksprese eden noronlar ise kirmizi
renkte goriilmektedir. GLUKS reseptor proteinini eksprese eden nesfatin-1 noronlart sar1 renkte izlenmektedir.

Nesfatin Nesfatin + GluK1/2/3

Sekil 31. SON’de lokalize nesfatin-1 noronlarinda GluK1/2/3 reseptor proteini ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisii.
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Nesfatin Nesfatin + GluK1/2/3

Sekil 32. ARC’de lokalize nesfatin-1 néronlarinda GluK1/2/3 reseptor proteini ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisi.
3V: 3. ventrikiil

AMPA reseptorleri alt ailesinden GluAl alt birim proteininin, supraoptik
cekirdek nesfatin-1 ndronlarinda ko-eksprese oldugu goriildii (Sekil 33). GluA2 ¢ogu
nesfatin-1 néronunda mevcutken (Sekil 34), GluA3 (Sekil 35) ve GluA4 (Sekil 36)

sadece bir grup nesfatin-1 néronunda gozlendi.

Nesfatin Nesfatin + GluAl

Sekil 33. SON’de nesfatin-1 noronlarinda GluA1 reseptdr proteini ekspresyonu. OK: Optik kiazma.
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Nesfatin + GluA2

50 0 ym

Sekil 34. SON’de nesfatin-1 néronlarinda GluA2 reseptdr proteini ekspresyonu. OK: Optik kiazma

Nesfatin Nesfatin + GIuA3

Sekil 35. SON’de nesfatin-1 noronlarinda GluA3 reseptor proteini ekspresyonu. OK: Optik kiazma

Nesfatin + GluA4

Sekil 36. SON’de nesfatin-1 noronlarinda GluA4 reseptor proteini ekspresyonu. OK: Optik kiazma
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NMDA reseptorleri alt ailesi proteinlerinden GluN1’in supraoptik ¢ekirdek,
paraventrikiiler ¢cekirdek ve lateral hipotalamustaki nesfatin-1 ndronlarinda (Sekil 37,
38, 39 ve 40) ve GIuN2A (Sekil 41) alt biriminin de supraoptik ¢ekirdek nesfatin-1

noronlarinda eksprese edildikleri belirlendi.

Nesfatin Nesfatin + GluN1

Sekil 37. SON’de nesfatin-1 noronlarinda GluN1 reseptor proteini ekspresyonu.

Nesfatin Nesfatin + GluN1

Sekil 38. PVN’de nesfatin-1 noronlarinda GluN1 reseptdr proteini ekspresyonu. 3V: 3. ventrikiil

Nesfatin Nesfatin + GluN1

100 e

Sekil 39. Lateral hipotalamusta nesfatin-1 néronlarinda GluN1 reseptér proteini ekspresyonu.
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Nesfatin Nesfatin + GluN1

Sekil 40. Lateral hipotalamusta ikili immiinofloresan isaretli GluN1 i¢eren nesfatin-1 néronlarinin bityiik bityiitme ile goriinimii.
Alexa 488 ile isaretli nesfatin-1 néronu yesil, Alexa 594 ile isaretli GluN1 reseptér proteinini eksprese eden néron ise kirmizi
renkte goriilmektedir. GluN1 reseptor proteinini eksprese eden nesfatin-1 néronu sar1 renkte izlenmektedir.

Nesfatin Nesfatin + GIuN2A
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Sekil 41. SON’de nesfatin-1 noronlarinda GluN2A reseptor proteini ekspresyonu. OK: Optik kiazma
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5. TARTISMA ve SONUC

Tez kapsaminda yapilan calismalarda, kurgulanan hipotez test edilerek
dogrulanmistir. Elde edilen deneysel sonuglar 6zgiin hedef siralamasina gore asagida

tartisilmistir.

Nesfatin-1 Noronlarimin Hipotalamustaki Lokalizasyonlar:

Nesfatin-1 peptitinin hipotalamusdaki ekspresyon paterni ilk olarak Oh-I ve
ark. (2006) tarafindan beslenmenin merkezi diizenlenmesinde rol alan hipotalamik
cekirdeklerde gosterilmistir. Tez calismalarinda nesfatin-1°1 iceren ndronlarin
hipotalamustaki lokalizasyonlarinin literatiirle uyumlu oldugu belirlenmis ve bu
noronlarin hipotalamusun supraoptik ¢ekirdek, arkuat c¢ekirdek, paraventrikiiler
cekirdek, Edinger-Westphal ¢ekirdek, lateral hipotalamik alan ile periventrikiiler
cekirdekte lokalize ndronlarca sentezlendigi immiinohistokimyasal olarak

gosterilmistir.

Nesfatin-1 noéronlarimin regiilasyonunda glutamaterjik sistemin roliiniin
arastirllmasi (Farkh glutamat reseptor agonistlerinin -Kainik asit, AMPA ve
NMDA- nesfatin-1 néronlarinin aktivasyonuna olan etkisinin gosterilmesi)
Calismanin birinci 6zgiin amacina yonelik deneylerden, “nesfatin-1 noronlari
glutamaterjik sistem tarafindan regiile edilmektedir” yoniindeki hipotezi
destekleyen/kanitlayan sonuglar elde edilmistir. Iyonotropik non-NMDA ve NMDA
glutamat reseptorleri ilizerinden etki eden tiim glutamat agonistlerinin, nesfatin-1
noronlarinin énemli bir boliimiinde aktivasyon etkisi gosterdigi belirlenmis ayrica bu
aktivasyonda c-Fos proteininin kullanildigi hiicre i¢i yolaklarin rol oynadig

gosterilmistir.

77



Calismalarimizda temel olarak aktive olan nesfatin-1 néronlarinin hipotalamik
supraoptik ¢ekirdekte, arkuat ¢ekirdekte, paraventrikiiler c¢ekirdekte, Edinger-
Westphal ¢ekirdeginde, periventrikiiler ¢ekirdekte ve lateral hipotalamik alanda
lokalize olduklar1 goriilmiistiir. Tez ¢calismasi1 kapsaminda sadece supraoptik ¢ekirdek,
arkuat c¢ekirdek ve paraventrikiiler c¢ekirdekte yerlesik nesfatin-1 ndronlar
degerlendirilmis, diger alanlarda yerlesik nesfatin-1 ndronlarinin incelenmesi tezin
tamamlanmasi i¢in belirlenen siireden ¢ok daha fazla zaman gerektireceginden kapsam
disinda brrakilmstir.

Disi deneklerde, supraoptik cekirdekteki c-Fos-pozitif nesfatin-1 noronlart
oraninin kontrolleriyle karsilastirildiginda kainik asit, AMPA ve NMDA enjeksiyonu
ile 40 ila 65 kat arttif1 gozlendi. Bu artiglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi. Kainik asit vee AMPA non-NMDA reseptorleri agonisti olarak SON’de
yerlesik nesfatin-1 noronlarinda bazal c-Fos ekspresyonunu uyarmaktadir.
Calismalarimiz bu iki agonist etkisiyle disi deneklerdeki aktive nesfatin-1 néronu
sayisinin yaklasik %80’e ulastigini gosterdi. NMDA enjeksiyonunun ise biraz daha az
noronu etkileyerek %70’lik bir aktivasyona neden oldugu belirlendi. Dolayisiyla her
tic agonist de nesfatin noronlarimi etkilemekte ve aktivasyon saglamaktadir. c-Fos
ekspresyonu nodronlarda genetik aktivasyona yonelik bir etkinin ortaya c¢iktigim
belirten bir gosterge olduguna gore (Hoffman ve ark., 1993) nesfatin-1 noronlarinda,
senteze ve/veya salgilamaya yonelik bir genetik hareketliliin, glutamat tarafindan
tetiklendigini sdylemek miimkiindiir. Bolimiimiizde gergeklestirilen daha Onceki
caligmalarda da glutamat agonistlerinin benzer etkilerinin varlig1 oksitosin, oreksin ve
noronostatin gibi farkli néroendokrin néronlarda gosterilmistir (Eyigor ve ark., 2010;
Eyigor ve ark., 2012; Minbay ve ark., 2006; Serter ve ark., 2016).

Ilging olarak, erkek deneklerde nesfatin-1 noronlarindaki aktivasyonun varlig
ve orani agonist etkilerine gore farklilik gosterdi. Erkek deneklerin SON’deki nesfatin-
1 ndronlar1 kainik asit enjeksiyonuna diger iki agoniste gore daha az tepki vermistir.
AMPA (%78) ve NMDA (%87) etkisine gore, istatistiki olarak anlamli sayida az
nesfatin-1 noronu kainik asit etkisiyle (%50) aktive olmustur. Bu sonug kainik asiti
baglayan fonksiyonel glutamat reseptorleri agisindan erkek ve disi denekler arasinda
cinsiyete bagl farkli etkilesimlerin var oldugunu gdstermektedir. Cinsiyete bagh

degisik etkilesimler oOzellikle noroendokrin alanlarda goriilmekte ve Onem
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tagimaktadir (Sakuma, 2009). Erkek deneklerde aktive olan nesfatin-1 néronlarindaki
bazal c-Fos ekspresyonundaki artis en ¢ok NMDA tarafindan gergeklesmistir.
Dolayisiyla disi bireylerin nesfatinerjik sisteminde en potent etkiyi AMPA
gosterirken, erkek deneklerde en giiclii agonist olarak NMDA belirlenmistir. Bu
sonuglarin literatiire 6nemli katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Disi deneklerde, paraventrikiiler c¢ekirdekte her {i¢ agonistin enjeksiyonu
sonrasinda c-Fos’u eksprese eden nesfatin-1 néronlarinin oraninin 9 ila 10 kat kadar
arttig1 gozlendi. Aktive noron sayilar1 kontrol deneklerle karsilastirildiginda bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu, tiim agonistlerin benzer oranda (KA %54, AMPA
%62 ve NMDA %50) nesfatin-1 ndronunu aktive ettigi bulundu. Erkek deneklerde ise
nesfatin-1 noéronlarindaki aktivasyonun varligi ve orani agoniste gore degisiklik
gosterdi. Kontrolleriyle karsilastirilldiginda her {ic agonistin de c-Fos
immiinreaktivitesi gosteren nesfatin-1 néronlarmin sayisinda anlamli bir artisa neden
oldugunu gosterdi. AMPA (%54) ve NMDA (%54) etkilerinin benzer oldugu, bu
etkilerin kainik asitle (%31) ile karsilastirildiginda istatistiki anlam tasiyacak sekilde
daha giiclii oldugu belirlendi. Hem agonist etkilerinin erkek deneklerde farklilik
gostermesi, hem de kainik asit etkisinin disi deneklerde erkek deneklere gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla olmasi, kainik asiti baglayan
fonksiyonel glutamat reseptorleri agisindan cinsiyete bagl farkl etkilesimlerin var
oldugunu diistindlirmiistiir.

Santral oksitosin sistemi, c¢ogunlukla hipotalamusun supraoptik ve
paraventrikuler ¢ekirdeklerinde yer alan ndronlardan olusmaktadir. Oksitosin iireten
noronlar, magnoselliller ve parvoselluler oksitosin ndronlar1 olmak tizere 2 alt grupta
incelenirler (Yosten, 2013). Hem SON’de hem de PVN’de bulunan magnoselliiler
oksitosin noronlar1 aksonlarini ndrohipofize (arka hipofize) dogru uzatarak oksitosini
genel dolasima salarlar. Ayrica, bu néronlar komsu ndronlar tizerindeki hormonal
etkilerini gostermek icin dendritleri araciligiyla da oksitosin salinimi yapabilirler.
Dendrit araciligiyla salinan oksitosinin bazi otoregiilator olaylara ve nérohormonal
etkilere sahip oldugu literatiirde gdsterilmistir (Neumann, 2007; Sabatier ve ark.,
2003).

Paraventrikiiler ¢ekirdekte yerlesik parvoselliiller oksitosin noronlar1 da besin

alim1 ve homeostatik mekanizmalari etkilemek i¢in uzantilarini beyin sap1 ve diger
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beyin bolgelerine gonderirler. Tim oksitosin ndronlarinin; sodyum istahinin,
beslenmenin, maternal davranislarin, merkezi kardiyovaskiiler kontroliin ve liremenin
hipotalamik regiilasyonunda fizyolojik olarak rol oynadigi ¢cogu aragtirmaci tarafindan
belirtilmistir (Kirchgessner ve ark., 1988; Michelini ve ark., 2003; Puryear ve ark.,
2001).

Merkezi melanokortin sistemi gibi, santral oksitosin sisteminin de istahin
kontroliinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Merkezi olarak enjekte edilen oksitosinin
doz bagimli olarak erkek siganlarda gida alimini azalttig1 (Arletti ve ark., 1989; Olson
ve ark., 1991a; Olson ve ark., 1991b), oksitosin-eksikligi olan farelerin onemli
miktarlarda siikroz (Miedlar ve ark., 2007) ve sodyum (Amico ve ark., 2001) igtigi,
ayrica bu farelerde obezitenin gelistigi (Takayanagi ve ark., 2008) arastirmacilar
tarafindan gosterilmistir.

Aslinda ¢ogu kanit, ‘oksitosin’in santral melanokortin sisteminin asag1 yondeki
(downstream) mediyatorii’ oldugu hipotezini desteklemektedir. Melanokortin 3/4
reseptor agonisti a-MSH’in intraserebroventrikiiler uygulamasi, oksitosin {ireten
noronlarda c-Fos birikimine neden olurken (Caquineau ve ark., 2006) NUCB2 geninin
ekspresyonunu arttirmaktadir (Oh-I ve ark., 2006). Ayrica, melanokortin 3/4 reseptor
antagonistinin (SHU9119) merkezi olarak verilmesiyle nesfatin-1'in gida alimi
tizerindeki inhibitor etkisinin tersine dondiirtildiigii gosterilmistir (Yosten ve Samson,
2009). Tiim bu sonuglar aslinda nesfatin-1’in anoreksijenik aktivitesini ortaya koymasi
icin islevsel beyin melanokortin reseptorlerinin varligina gereksinim duydugunu
gostermektedir.

PVN ve SON’deki NUCB2/nesfatin-1 noronlarmin biiyiikk bir kisminin
oksitosin, vasopresin ve kortikotropin salict hormon néronlariyla ko-lokalize olduklar1
cogu literatiirde gosterilmistir (Foo ve ark. 2008; Kohno ve ark., 2008; Noetzel ve ark.,
2009). Ag brrakilan sicanlarin tekrar beslenmesi, hem nesfatin-1’1 hem de oksitosini
ko-eksprese eden noronlarda c-Fos’un artisina neden olmustur. Caligmalarimiz
kapsaminda elde edilen sonuclar agonist enjeksiyonlari sonrasinda nesfatin-1’1
eksprese eden cogu ndronda c-Fos proteininin artist yoniindeydi. Bu bilgiler
dogrultusunda PVN ve SON’1 birbirine benzer etkileri olan hipotalamik cekirdekler
olarak diislinebiliriz. Bu nedenle de SON’de degerlendirdigimiz nesfatin-1

ndronlarmin PVN nesfatin-1 ndronlari i¢in genel bir bilgi sagladigini diisiinmekteyiz.
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Arkuat ¢ekirdekte yerlesik nesfatin-1 noronlarinin bazal durumlarda SON’deki
ndronlardan daha fazla aktivasyon gosterdikleri belirlendi. Hem disi hem erkek kontrol
deneklerde SON nesfatin-1 ndronlar1 oran1 %1 ila %11 arasinda iken, disi deneklerin
arkuat c¢ekirdeginde bu oran %3-10 arasinda, erkek deneklerde ise daha yiiksek
oranlarda (%15-20) belirlendi. Bazal durumlarda ARC’de yerlesik nesfatin-1
ndronlarmin SON ve PVN’deki néronlardan daha fazla aktivasyon gosterdiklerinin
belirlenmesi, ARC nesfatin-1 noronlarinin bazal nesfatin-1 sentezinde daha yogun
olarak fonksiyon gosterdiklerini diislindiirdii. Yiiksek bazal degerlere ragmen glutamat
agonistlerinin enjeksiyonu arkuat ¢ekirdekte de anlamli sayida daha fazla nesfatin-1
néronunu aktive etti. Sadece erkek deneklerde AMPA uygulanan grupta kontrol grubu
ile kiyaslandiginda anlamli bir fark belirlenemedi. Ayrica disi deneklerin arkuat
cekirdeginde NMDA’nin, erkek deneklerinkinde ise kainik asitin en etkili agonist
oldugu anlasildi. Bu sonuglar, glutamatin arkuat ¢ekirdek nesfatin-1 néronlar1 tizerinde
SON ve PVN nesfatin-1 noronlarma gore farkli regiilasyona sahip oldugunu
diistindiirmektedir. Kainik asit ve AMPA’nin arkuat c¢ekirdek nesfatin-1 noronlari
acisindan erkek deneklerde disilere gore bir kat daha potent oldugu, erkeklerde daha
cok sayida nesfatin-1 néronunu aktive ettiklerinin belirlenmesiyle anlagilmistir. Bu
sonuclar arkuat ¢ekirdek glutamat etkilesiminde de cinsiyete baglh farkliliklarin var
oldugunu diistindiirmiistiir.

Calismalarda agonist etkilerinin anlamli bir sekilde uygun antagonistlerce
baskilandig1 belirlenmistir. Disi deneklerin supraoptik ¢ekirdeklerinde, MK801’in
aktive olan nesfatin-1 noronlarindaki NMDA etkisini neredeyse kontrol diizeyine
indirmis olmas1 sebebiyle en potent etkiyi yaptigini sdyleyebiliriz. Hem kainik asit
hem de AMPA antagonisti olarak iglev goren CNQX’in 6zellikle kainat reseptorii
antagonizmasinda etkili oldugu belirlendi. Erkek deneklerde ise sadece NMDA
enjeksiyonu yapilan grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlenmis, non-
NMDA reseptor antagonisti diger iki grupta etki gostermemistir. Paraventrikiiler
cekirdekteki antagonist etkileri incelendiginde, SON’deki antagonist etkilerine
benzeyen etkiler goriilmiistiir. Disi deneklerde agonist enjeksiyonlarina 6zgiin olan her
lic antagonistin baskilayict etkisi istatistiki anlamlilik gosterirken, erkek deneklerde

sadece MKS801’in potent etkisi anlamli bulundu. Antagonist etkileri agisindan
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degerlendirildiginde hem SON hem de PVN ¢ekirdek de blokdrlerin birbirine benzer
fonksiyonlar1 gosterdigini sdyleyebiliriz.

Disi deneklerin arkuat ¢ekirdeginde aktive olan nesfatin-1 ndéronlarinin sadece
NMDA antagonisti ile baskilandigr belirlendi. Non-NMDA reseptor antagonisti
CNQX’in agonistlerinin etkilerini ortadan kaldiramadig1 goriildii. Erkek deneklerde
ise KA ve NMDA enjeksiyonu yapilan gruplarda belirgin bir sekilde baskilayici etki
gozlenirken, AMPA uygulanan grupta bu etki gézlenemedi. Antagonistlerin anlamli
bir sekilde aktive olan nesfatin néronu sayilarini azaltmalar1 glutamatin nesfatin
noronlarindaki diizenleyici etkisinin 6zgiin oldugunu diisiindiirmektedir.

Noronal aktivasyonu belirlemede kullanilan diger iki hiicre i¢i haberlesme
belirteclerinden pCREB’in ekspresyonu incelendiginde, agonistlerin higbirinin
nesfatin-1 ndronlarindaki CREB fosforillenmesini degistirmedigi, kontrol deneklerle
agonist enjeksiyonu yapilmis denekler arasinda bir farkliligin olmadigi goriildi. PVN,
SON ve LH’da yer alan tiim nesfatin-1 néronlarinda pCREB pozitifligi goriilmesi bu
noronlardaki agonist etkilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesini anlamsiz hale
getirdi. Bu sonug iki sekilde yorumlandi: 1. Nesfatin-1 néronlar1 bazal durumlarda bile
CREB fosforilizasyonunu gergeklestirecek hiicre ici fonksiyonlara sahip olabilir, 2.
Agonist etkileri disinda etki eden farkli sinyaller, CREB’1 fosforilleyerek nesfatin-1
noronlarimin regiilasyonunda rol oynayabilmektedir.

pSTATS ekspresyonu ise sadece periventrikiiler alandaki bazi nesfatin-1-
pozitif néron grubunda belirlendi. Ancak bu ekspresyonda kontrol ve enjeksiyon grubu
deneklerde bir farkliligin goriilmemesi, glutamat agonistlerinin nesfatin-1
noronlarinda STATS proteinini igeren bir yolag: aktif hale getirmedigini ya da var olan
bazal seviyedeki fosforillenmeyi degistirmedigini diisiindiirdii. SON’de yerlesik
nesfatin-1 ndronlarinda ise glutamat agonistlerinin STAT yolaklarimi aktive edici
etkisi belirlenemedi. Bu sonu¢ da iki yaklasimla agiklandi: 1. SON’deki nesfatin-1
noronlarinda STAT proteininin eksprese olamamasi, 2. Agonist etkilerinin STAT

yolagini stimiile etmemesi.
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Nesfatin-1 noronlarinda eksprese edilen glutamat reseptor alt birim protein
ekspresyonlarinin gosterilmesi (Kainat icin GluK1, GluK2, GluK3 ve GLUKS;
AMPA icin GluAl, GluA2, GluA3, GluA4; NMDA icin GluN1 ve GluN2A)
Glutamaterjik norotransmisyonda yer alan glutamatin etki mekanizmasi ile
reseptorlerinin alt birim kompozisyonlar1 hakkinda pek ¢ok ¢alisma vardir (Malarkey
ve Parpura 2008; Niciu ve ark., 2012). In situ hibridizasyon teknigi kullanilarak elde
edilen veriler, NMDA reseptor ailesinden GluN1’in, AMPA reseptor ailesinden
GluAT1’in ve kainat reseptor ailesinden GluKS5 alt birim mRNA'larinin hipotalamusta
en ¢cok ve en yaygin bulunan alt birimler oldugunu gosterirken; NMDA reseptor
ailesinden GIuN2C ve GluN2D, AMPA reseptor ailesinden GluA3, GluA4 ve kainat
reseptor ailesinden GluK1, GluK2 ve GluK3 mRNA'larinin daha az hiicrede ve daha
zayif bir hibridizasyon sinyaliyle bulundugunu géstermistir (Eyigoér ve ark., 2001).
Northern blot analiziyle yapilan bir bagka c¢alismada da GluAl ve GIluA2
transkriptlerinin GluA3-4 ve GluK1-3 transkriptlerinden daha yiiksek yogunlukta
bulundugu bildirilmistir (Van den Pol ve ark., 1994). Immiinohistokimya ¢alismalart
ile supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdekteki magnoselliller ndronlarda GluNl1
(Petralia ve ark., 1994a), GluN2A ve GIuN2B reseptor proteinlerinin yiiksek
yogunlukta eksprese edildigi gosterilirken (Petralia ve ark., 1994b), GIluN3A-B alt
birimlerinin her iki c¢ekirdekteki ekspresyonunu gdsteren herhangi bir veriye
rastlanamamistir (Doherty ve Sladek 2011). Eyigor ve ark., (2001) tarafindan in situ
hibridizasyon teknigi kullanilarak yapilan ¢alismada, SON’deki kainat reseptor alt
birimlerinin varligt mRNA diizeyinde arastirilmis, GluK5’in ¢ok yiiksek GluK1’in
diisiik yogunlukta eksprese edildigi gosterilmistir. Ayni1 ¢calismada, NMDA reseptor
alt birimlerinden GluN1, GIuN2B ve GIuN2C’nin yiiksek GIuN2A ve GluN2D’nin
orta yogunluktaki sinyali belirlenmistir. AMPA reseptor alt birimlerinden GluA2’nin
orta yogunlukta GluAl ve GluA3’lin disik yogunlukta eksprese edildigi
gosterilmigtir. Calismanin sonuglari, supraoptik ¢ekirdekte hem NMDA hem de non-
NMDA glutamat reseptdr proteinlerinin nesfatin-1 néronlarinca sentezlendigini
gosterdi. Ikili immiinofloresan boyamayla kainat reseptdr alt birimlerinden GluK5 ve
GluK1/2/3’tin, AMPA reseptor alt birimlerinden GluAl ve GluA2’nin, NMDA

reseptor alt birimlerinden GluN1 ve GIluN2A’nin ekspresyonu cogu nesfatin-1
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néronunda belirlenirken GIluA3 ve GluA4’tin varligi sadece bir grup nesfatin-1
noéronunda gosterildi.

Glutamat reseptorleri ayni alt birimlerle homomerik, farkli alt birimlerle
heteromerik reseptdr kompleksleri olusturarak fonksiyonel hale gelirler (Alt ve ark.,
2004; Howe, 1996; Monyer ve ark., 1992) Calismamiz sonucunda fonksiyonel
reseptOr kanali olusturabilecek tiim reseptor alt birimlerinin SON’de yerlesik nesfatin-
1 noronlarinca sentezlendigi belirlenmistir. Bu sonuglar nesfatin-1 néronlarinda tek
basina kanal olusturamayan GluKS ile homomerik GluK1, GluK2 veya GluK3
birimlerinin bir araya gelerek fonksiyonel heteromerik kainat-segici reseptorleri
olusturabilecegini ya da diisiik afiniteli homomerik fonksiyonel alt birimlerin (GluK1,
GluK2 ve GluK3) kainat reseptdr kompleksi olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Benzer sekilde nesfatin-1 noronlarinda eksprese edildigini gosterdigimiz
GluAl veya GluA2 alt birimleri kendi baslarina ya da birlikte bulunarak fonksiyonel
AMPA-seg¢ici glutamat reseptorii olusturabilirler. Sonuglar GluAl veya GIuA2 ile
beraber heteromerik AMPA reseptorii olusturabilecek GIluA3 ve GluA4 alt
birimlerinin de ekspresyonunu gostermistir.

Onemli bir diger bulgu NMDA reseptorlerinin “olmazsa olmaz” alt birimi olan
GluN1 proteininin de nesfatin-1 noronlarinda sentezlendiginin belirlenmesidir.
Nesfatin-1 noronlar1 GIluN1 alt birimi ile birlikte, GIuN2A alt birimini de
sentezlediklerine gore, bu iki birimin varliginda fonksiyonel NMDA-segici glutamat
reseptOrii olusturabilirler. Dolayisiyla reseptorlerin nesfatin-1 ndronlarinda eksprese
edildiklerinin belirlenmesi, bu ndronlarin glutamat tarafindan direkt olarak regiile

edilebilecegini diisiindiirmektedir.
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Sunulan tez ¢alismasiyla literatiirde ilk olacak pek ¢ok yeni veri elde edilmistir;

1. Calismanin en Onemli bulgusu, nesfatin-1 noéronlarin regiilasyonunun
glutamaterjik sistem tarafindan diizenlenmesidir. Bu sonug, besin alimini baskilayan
nesfatinerjik noronlarin aktive olmasi istenilen fizyopatolojik durumlarda bu

agonistlerin kullanimini diigiindiiriir.

2. Agonist etkilerinin uygun antagonistlerle baskilanabilmesi de, benzer yaklagimla,
nesfatin-1 noronlarinin baskilanmasi gereken durumlarda glutamat antagonistlerinin

kullanimini glindeme tastyabilir.

3. Nesfatin-1 noronlarinin, homomerik ya da heteromerik fonksiyonel reseptor

kanallar1 olusturabilecek glutamat reseptor alt birimlerini eksprese ettigi gosterilmistir.

4. Endojen glutamatin, eksitator bir ndrotransmiter olarak, nesfatin-1 néronlarindaki
reseptorlerine baglanarak bu noronlarin besin alimini baskilayict fonksiyonlari
tizerinde diizenleyici etki gosterebilecegi ve bu etkide erkek ile disi denekler arasinda

cinsiyete bagh farkl etkilesimlerin var olabilecegi belirlenmistir.

5. Nesfatin-1 noronlarinin aktivasyonunda c-Fos, CREB ve STATS proteinlerinin
ekspresyonunu gerektiren hiicre i¢i yolaklarin kullanildig1 gosterilmis, literatiirde ilk
kez nesfatin-1 noronlarinda fosforile CREB ve fosforile STATS proteinlerinin varlig

belirlenmistir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda, besin alimin1 baskilayici etkiye sahip nesfatin-
1’1 sentezleyen ndronlarin regiilasyonunda rol oynayan glutamat agonistleri ve/veya
antagonistlerinin besin alim1 bozukluklarina yonelik farmakolojik ¢aligmalarda hedef

mekanizma olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.

85



6. KAYNAKLAR

Adam CL, Archer ZA, Findlay PA et al (2002) Hypothalamic gene expression in sheep
for cocaine- and amphetamine-regulated transcript, pro-opiomelanocortin,
neuropeptide Y, agouti-related peptide and leptin receptor and responses to negative
energy balance. Neuroendocrinology 75: 250-256.

Ahima RS, Antwi DA (2008) Brain regulation of appetite and satiety. Endocrinology
Metabolism Clinics of North America 37: 811-823.

Aja S, Sahandy S, Ladenheim EE et al (2001) Intracerebroventricular CART peptide
reduces food intake and alters motor behaviour at a hindbrain site. American Journal
of Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative Physiology 281: 1862-1867.

Alt A, Weiss B, Ogden AM et al (2004) Pharmacological characterization of
glutamatergic agonists and antagonists at recombinant human homomeric and
heteromeric kainate receptors in vitro. Neuropharmacology 46: 793-806.

Altarejos JY, Montminy M (2011) CREB and the CRTC co-activators: sensors for
hormonal and metabolic signals. Nature Reviews Molecular Cell Biology 12: 141-151.

Amico JA, Morris M, Vollmer RR (2001) Mice deficient in oxytocin manifest
increased saline consumption following overnight fluid deprivation. The American
Journal of Physiology 281: 1368-1373.

Anand BK, Brobeck JR (1951) Localization of a "feeding center" in the hypothalamus
of the rat. Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine 77: 323-
324.

Anubhuti AS (2006) Role of neuropeptides in appetite regulation and obesity.
Neuropeptides 40: 375-401.

Arletti R, Benelli A, Bertolini A (1989) Influence of oxytocin on feeding behavior in
the rat. Peptides 10: 89-93.

Atsuchi K, Asakawa A, Ushikai M et al (2010) Centrally administered nesfatin-1

inhibits feeding behaviour and gastroduodenal motility in mice. Neuroreport 21: 1008-
1011.

86


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwij9v-_1N7XAhUIK1AKHQZTA0kQFggmMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.endo.theclinics.com%2F&usg=AOvVaw2A0F4997AJG_gaZRKkcgbm
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwij9v-_1N7XAhUIK1AKHQZTA0kQFggmMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.endo.theclinics.com%2F&usg=AOvVaw2A0F4997AJG_gaZRKkcgbm

Aydin S (2013) Role of NUCB2/nesfatin-1 as a possible biomarker. Current
Pharmaceutical Design 19: 6986-6992.

Balazs R (2006) Trophic effect of glutamate. Current Topics in Medicinal Chemistry
6: 961-968.

Balla A, Koneru R, Smiley J et al (2001) Continuous phencyclidine treatment induces
schizophrenia-like ~ hyperre  activity = of  striatal = dopamine  release.
Neuropsychopharmacology 25: 157-164.

Barnikol-Watanabe S, Gross NA, Gotz H et al (1994) Human protein NEFA, a novel
DNA binding/EF-hand/leucine zipper protein. Molecular cloning and sequence
analysis of the cDNA, isolation and characterization of the protein. Biological
Chemistry Hoppe-Seyler 375: 497-512.

Bellinger LL, Bernardis LL (2002) The dorsomedial hypothalamic nucleus and its role
in ingestive behavior and body weight regulation: lessons learned from lesioning
studies. Physiology and Behavior 76: 431-442.

Bernardis LL, Bellinger LL (1996) The Lateral Hypothalamic Area Revisited:
Ingestive Behavior. Neuroscience and Biobehavioral Reviews 20: 189-287.

Berthoud HR (2002) Multiple neural systems controlling food intake and body weight.
Neuroscience and Biobehavioral Reviews 26: 393-428.

Bettler B, Mulle C (1995) Neurotransmitter receptors II. AMPA and kainate receptors.
Neuropharmacology 34: 123-139.

Bito H, Deisseroth K, Tsien RW (1997) Ca2+-dependent regulation in neuronal gene
expression. Current Opinion in Neurobiology 7: 419-429.

Bittencourt JC, Presse F, Arias C (1992) The melanin-concentrating hormone system
of the rat brain: an immuno- and hybridization histochemical characterization. Journal
of Comparative Neurology 319: 218-245.

Brailoiu GC, Deliu E, Tica AA et al (2013) Nesfatin-1 activates cardiac vagal neurons
of nucleus ambiguus and elicits bradycardia in conscious rats. Journal of
Neurochemistry 126: 739-748.

Brailoiu GC, Dun SL, Brailoiu E et al (2007) Nesfatin-1:distribution and interaction
with a G protein-coupled receptor in the rat brain. Endocrinology 148: 5088-5094.

Broberger C, Johansen J, Johansson C et al (1998) The neuropeptide Y/agouti gene-
related protein (AGRP) brain circuitry in normal, anorectic, and monodosium
glutamate-treated mice. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America 95: 15043-15048.

87



Bromberg J, Chen X (2001) STAT proteins: Signal tranducers and activators of
transcription. Methods in Enzymology 333: 138-151.

Bromberg J, Darnell JE (2000) The role of STATS in transcriptional control and their
impact on cellular function. Oncogene 19: 2468-2473.

Brown RSE, Piet R, Herbison AE et al (2012) Differential Actions of Prolactin on
Electrical Activity and Intracellular Signal Transduction in Hypothalamic Neurons.
Endocrinology 153: 2375-2384.

Camilleri M (2015) Peripheral mechanims in appetite regulation. Gastroenterology
148: 1219-1233.

Caquineau C, Leng G, Guan XMM et al (2006) Effects of alpha-melanocyte-
stimulating hormone onmagnocellular oxytocin neurones and their activation at
intromission in male rats. Journal of Neuroendocrinology 18: 685-691.

Carlezon WA, Duman RS, Nestler EJ (2005) The many faces of CREB. Trends
Neuroscience 28: 436-445.

Carlini VP, Ghersi M, Gabach L et al (2011) Hippocampal effects of neuronostatin on
memory, anxiety-like behavior and food intake in rats. Neuroscience 197: 145-152.

Carola R, Harley JP, Noback CR (1990) In Human Anatomy and Physiology. 2nd
edition, McGraw Hill, Inc, USA, pp: 740-741.

Chen X, Dong J, Jiang ZY (2012) Nesfatin-1 influences the excitability of
glucosensing neurons in the hypothalamic nuclei and inhibits the food intake. Regular
Peptides 177: 21-26.

Chou TC, Scammell TE, Gooley JJ et al (2003) Critical role of dorsomedial
hypothalamic nucleus in a wide range of behavioral circadian rhythms. Journal of
Neuroscience 23: 10691-10702.

Collingridge GL, Olsen RW, Peters J et al (2009) A nomenclature for ligand-gated ion
channels. Neuropharmacology 56: 2-5.

Colmers WF (2007) Less fat with nesfatin. Trends in Endocrinology and Metabolism
18: 131-132.

Cone RD, Cowley MA, Butler AA et al (2001) The arcuate nucleus as a conduit for
diverse signals relevant to energy homeostasis. International Journal of Obesity 25:

63-67.

Cowley MA, Smart JL, Rubinstein M et al (2001) Leptin activates anorexigenic
POMC neurons through a neural network in the arcuate nucleus. Nature 411: 480-484.

88


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00766879

Crespo CS, Cachero AP, Jiménez LP et al. (2014) Peptides and food intake. Frotiers
and Endocrinology 58: 1-13.

Darnell JE (1997) STATs and gene regulation. Science 277: 1630-1635.

Darnell JE, Kerr IM, Stark GR (1994) Jak-Stat Pathways and Transcriptional
Activation in Response to Ifns and Other Extracellular Signaling Proteins. Science
264: 1415-1421.

Doherty FC, Sladek CD (2011) NMDA receptor subunit expression in the supraoptic
nucleus of adult rats: Dominance of NR2B and NR2D. Brain Research 1388: 89-99.

Dong J, Guan HZ, Jiang ZY (2014) Nesfatin-1 influences the excitability of
glucosensing neurons in the dorsal vagal complex and inhibits food intake. Plos one 9:
€98967.

Dun SL, Brailou GC, Tica AA (2010) Neuronostatin is co-expressed with
somatostatin and mobilizes calcium in cultured rat hypothalamic neurons.
Neuroscience 166: 455-463.

Elmquist JK, Maratos-Flier E, Saper CB et al (1998) Unraveling the central nervous
system pathways underlying responses to leptin. Nature Neuroscience 1: 445-450.

Erecinska M, Silver IA (1990) Metabolism and role of glutamate in mammalian brain.
Progress in Neurobiology 35: 245-96.

Eriksson M, Ceccatelli S, Uvnds-Moberg K et al (1996) Expression of Fos-related
antigens, oxytocin, dynorphin and galanin in the paraventricular and supraoptic nuclei
of lactating rats. Neuroendocrinology 63: 356-367.

Eyigor O, Centers A, Jennes L (2001) Distribution of ionotropic glutamate receptor
subunit mRNAs in the rat hypothalamus. The Journal of Comparative Neurology 431:
101-124.

Eyigor O, Minbay Z, Cavusoglu I et al (2005) Localization of kainate receptor subunit
GluR5-immunoreactive cells in the rat hypothalamus. Molecular Brain Research 136:
38-44.

Eyigor O, Minbay Z, Cavusoglu I (2010) Activation of orexin neurons through non-
NMDA glutamate receptors evidenced by c-Fos immunohistochemistry. Endocrine
37:167-172.

Eyigor O, Minbay Z, Kafa IM (2012) Glutamate and Orexin Neurons. Vitamins and
Hormones: Sleep Hormones 89: 209-222.

Feijoo-Bandin S, Rodriguez-Penas D, Garcia-Rua V et al (2013) Nesfatin-1 in human

and murine cardiomyocytes: synthesis, secretion and mobilization of Glut-4.
Endocrinology 154: 4757-4767.

89



Ferguson AV, Samson WK (2003) The orexin/hypocretin system: a critical regulator
of neuroendocrine and autonomic function. Frontiers in Neuroendocrinology 24: 141-
50.

Flavell SW, Greenberg ME (2008) Signaling mechanisms linking neuronal activity to
gene expression and plasticity of the nervous system. Annual Review of Neuroscience
31: 563-590.

Foo KS, Brauner H, Ostenson CG et al (2010) Nucleobindin-2/nesfatin in the
endocrine pancreas: distribution and relationship to glycaemic state. Journal of
Endocrinology 204: 255-263.

Foo KS, Brismar H, Broberger C (2008) Distribution and neuropeptide coexistence of
nucleobindin-2 mRNA/nesfatin-like immunoreactivity in the rat CNS. Neuroscience
156: 563-579.

Fort P, Salvert D, Hanriot L et al (2008) The satiety molecule nesfatin-1 is co-
expressed with melanin concentrating hormone in tuberal hypothalamic neurons of the
rat. Neuroscience 155: 174-181.

Funabashi T, Hagiwara H, Mogi K et al (2009) Sex differences in the responses of
orexin neurons in the lateral hypothalamic area and feeding behavior to fasting.
Neuroscience Letters 463: 31-34.

Funahashi H, Takenoya F, Guan JL et al (2003) Hypothalamic neuronal networks and
feeding-related peptides involved in the regulation of feeding. Anatomical Science
International 78: 123-138.

Gao Q, Horvath TL (2008) Neuronal control of energy homeostasis. FEBS Letters
582:132-141.

Garcia-Galiano D, Navarro VM, Gaytan F et al (2010a) Expanding roles of
NUCB2/nesfatin-1 in neuroendocrine regulation. Journal of Molecular Endocrinology
45:281-290.

Garcia-Galiano D, Navarro VM, Roa J et al (2010b) The anorexigenic neuropeptide,
nesfatin-1, is indispensable for normal puberty onset in the female rat. Journal of

Neuroscience 30: 7783-7792.

Gereau RW, Swanson GT (2008) The Glutamate Receptors. Totowa NJ: Humana
Press, pp: 1-99. ISSN: 978-1-58829-792-1.

Goebel M, Stengel A, Wang L et al (2009a) Nesfatin-1 immunoreactivity in rat brain
and spinal cord autonomic nuclei. Neuroscience Letters 452: 241-246.

Goebel M, Stengel A, Wang L et al (2009b) Restraint stress activates nesfatin-1-
immunoreactive brain nuclei in rats. Brain Research 1300:114-124.

90


http://joe.endocrinology-journals.org/
http://joe.endocrinology-journals.org/

Goebel M, Stengel A, Wang L et al (2011) Central nesfatin-1 reduces the noc-turnal

food intake in mice by reducing meal size and increasing inter-mealintervals. Peptides
32:36-43.

Goebel-Stengel M, Wang L, Stengel A et al (2011) Localization of nesfatin-1 neurons
in the mouse brain and functional implication. Brain Research 1396: 20-34.

Gonzalez R, Kerbel B, Chun A et al (2010) Molecular, cellular and physiological
evidences for the anorexigenic actions of nesfatin-1 in goldfish. Plos one 5: €15201.

Gonzalez R, Perry RL, Gao X et al (2011) Nutrient responsive nesfatin-1 regulates
energy balance and induces glucose-stimulated insulin secretion in rats.
Endocrinology 152: 3628-3637.

Gonzalez R, Tiwari A, Unniappan S (2009) Pancreatic beta cells colocalize insiilin and
pronesfatin immunoreactivity in rodents. Biochemical and Biophysical Research
Communications 381: 643-648.

Gotoh K, Masaki T, Chiba S et al (2013) Nesfatin-1, corticotropin-releasing hormone,
thyrotropin-releasing hormone and neuronal histamine interact in the hypothalamus to
regulate feeding behavior. Journal of Neurochemistry 124: 90-99.

Gu GB, Rojo AA, Zee MC et al (1996) Hormonal regulation of CREB phosphorylation
in the anteroventral periventricular nucleus. Journal of Neuroscience 16: 3035-3044.

Guyon A, Conductier G, Rovere C et al. (2009) Melanin-concentrating hormone
producing neurons: Activities and modulations. Peptides 30: 2031-2039.

Hagan MM, Paul A, Rushing PA et al (2000) Long-term orexigenic effects of AgRP-
(83-132) involve mechanisms other than melanocortin receptor blockade. American

Journal of Physiology Regulatory, Integrative and Comparative Physiology 279: 47-
52.

Hahn TM, Breininger JF, Baskin DG et al (1998) Coexpression of Agrp and NPY in
fasting-activated hypothalamic neurons. Nature Neuroscience 1: 271-272.

Heinrichs SC, Menzaghi F, Koob GF (1998) Neuropeptide Y induced feeding and its
control. Vitamins and Hormones 54: 51-66.

Herb A, Burnashev N, Werner P et al (1992). The KA-2 subunit of excitatory amino

acid receptors shows widespread expression in brain and forms ion channels with
distantly related subunits. Neuron 8: 775-785.

91



Hetherington AW, Ranson SW (1940) Hypothalamic lesions and adiposity in the rat.
The Anatomical Record 78: 149-172.

Hoffman GE, Lyo D (2002) Anatomical markers of activity in neuroendocrine
systems: are we all 'fos-ed out'. Journal of Neuroendocrinology 14: 259-268.

Hoffman GE, Smith MS, Verbalis JG (1993) c-Fos and related immediate early gene
products as markers of activity in neuroendocrine systems. Frontiers in
Neuroendocrinology 14: 173-213.

Hollmann M, Heinemann S (1994) Cloned glutamate receptors. Annual Review of
Neuroscience 17: 31-108.

Horvath TL, Andrews ZB, Diano S (2009) Fuel utilization by hypothalamic neurons:
roles for ROS. Trends Endocrinology Metabolism 20: 78-87.

Howe JR (1996) Homomeric and heteromeric ion channels formed from the kainate-
type subunits GluR6 and KA2 have very small, but different, unitary conductances.
Journal of Neurophysiology 76: 510-519.

Inhoff T, Monnikes H, Noetzel S et al (2008) Desacylghrelin inhibits the orexigenic
effect of peripherally injected ghrelin in rats. Peptides 29: 2159-2168.

Inhoff T, Stengel A, Peter L et al (2010) Novel insight in distribution of nesfatin-1 and
phospho-mTOR in the arcuate nucleus of the hypothalamus of rats. Peptides 31: 257-
262.

Ishida E, Hashimoto K, Shimizu H et al (2012) Nesfatin-1 induces the phosphorylation
levels of cAMP response element-binding protein for intracellular signaling in a neural
cell line. Plos one 7: €50918.

Iwasaki Y, Nakabayashi H, Kakei M et al (2009) Nesfatin-1 evokes Ca** signaling in
isolated vagal afferent neurons via Ca2+ influx through N-type channels. Biochemical
and Biophysical Research Communications 390: 958-962.

Javitt DC, Balla A, Burch S et al (2004) Reversal of phencyclidineinduced
dopaminergic dysregulation by N-methyl-D-aspartate receptor/glycinesite agonists.
Neuropsychopharmacology 29: 300-307.

Jean A, Conductier GG, Manrique C et al (2007) Anorexia induced by activation of
serotonin 5-HT4 receptors is mediated by increases in CART in the nucleus
accumbens. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 104: 16335-16340.

Kageyama K, Suda T (2010) Transcriptional Regulation of Hypothalamic
Corticotropin-Releasing Factor Gene. Hormones of the Limbic System 82: 301-317.

92


https://www.google.com.tr/search?dcr=0&biw=1920&bih=949&q=Trends+Endocrinology+Metabolism&sa=X&ved=0ahUKEwikk9mz5PzWAhVHWRQKHSWACn4Q7xYIIigA

Kawashima T, Okuno H, Bito H (2014) A new era for functional labeling of neurons:
activity-dependent promoters have come of age. Frontiers in Neural Circuits 8: 37.

Kennedy GC (1953) The role of depot fat in the hypotalamic control of food intake in
the rat. Proceedings of the Royal Society of London B: Biological Sciences 140: 578-
96.

Kerbel B, Unniappan S (2012) Nesfatin-1 suppresses energy intake co-localises
ghrelin in the brain and gut, and alters ghrelin, cholecystokinin and orexin mRNA
expression in goldfish. Journal of Neuroendocrinology 24: 366-377.

Kew JN, Kemp JA (2005) Ionotropic and metabotropic glutamate receptor structure
and pharmacology. Psychopharmacology 179: 4-29.

Kim MS, Rossi M, Abusnana S et al (2000) Hypothalamic localization of the feeding
effect of agouti-related peptide and alpha-melanocyte-stimulating hormone. Diabetes
49: 177-182.

Kirchgessner AL, Sclafani A, Nilaver G (1988) Histochemical identification of a
PVN-hindbrain feeding pathway. Physiology and Behavior 42: 529-543.

Kiskin NI, Krishtal OA, Tsyndrenko AY (1986) Excitatory amino acid receptors in
hippocampal neurons: kainate fails to desensitize them. Neuroscience Letters 63: 225-
230.

Kohno D, Nakata M, Maejima Y et al (2008) Nesfatin-1 neurons in paraventricular
and supraoptic nuclei of the rat hypothalamus coexpress oxytocin and vasopressin and
are activated by refeeding. Endocrinology 149:1295-1301.

Konczol K, Pinter O, Ferenczi S et al (2012) Nesfatin-1 exerts long-term effect on
food intake and body temperature. International Journal of Obesity 36: 1514-1521.

Krystal JH, Karper LP, Seibyl JP et al (1994) Subanesthetic effects of the
noncompetitive NMDA antagonist, ketamine in humans. Psychotomimetic 51: 199-
214.

Kwon MS, Seo YJ, Shim EJ (2006) The effect of single or repeated restraint stress on
several signal molecules in paraventricular nucleus, arcuate nucleus and locus
coeruleus. Neuroscience 142: 1281-1292.

Ladyman SR, Fieldwick DM, Grattan DR et al (2012) Suppression of leptin-induced
hypothalamic JAK/STAT signalling and feeding response during pregnancy in the
mouse. Reproduction 144: §3-90.

Lau J, Herzog H (2014) CART in the regulation of appetite and energy homeostasis.
Frontiers in Neuroscience 8: 313-31.

93


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjT9dKS097XAhUBLFAKHTWqDn8QFggmMAA&url=http%3A%2F%2Frspb.royalsocietypublishing.org%2F&usg=AOvVaw2qcbeirK-MDGOfqY_597jC
https://www.frontiersin.org/journals/neuroscience

Lechan RM, Fekete C (2006) Role of melanocortin signaling in the regulation of the
hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis. Peptides 27: 310-325.

Lechan RM, Toni R (2016) Functional Anatomy of the Hypothalamus and Pituitary.
Editor: DE GROOT LJ, Endocrinology Book. South Dartmouth, pp:1-204.

Legradi G, Holzer D, Kapcala KP et al (1997) Glucocorticoids inhibit stress-induced
phosphorylation of CREB in corticotropin-releasing hormone neurons of the
hypothalamic paraventricular nucleus. Neuroendocrinology 66: 86-97.

Lerma J (2003) Roles and rules of kainate receptors in synaptic transmission. Nature
Reviews 4: 48-495.

Lester RAJ, Clements JD, Westbrook GL et al (1990) Channel kinetics determine the
time course of NMDA receptor-mediated synaptic currents. Nature 346: 565-567.

Levine AS, Billington CJ (1989) Opioids are they regulators of feeding? Annals of the
New York Academy Science 575: 209-219.

Li HY, Hwang HW, Hu YH (2002) Functional characterizations of cocaine-and
amphetamine-regulated transcript mRNA expression in rat hypothalamus.
Neuroscience Letters 323: 203-206.

Lonze BE, Ginty DD et al (2002) Function and regulation of CREB family
transcription factors in the nervous system. Neuron 35: 605-623.

Lubkin M, Stricker-Krongrad A (1998) Independent feeding and metabolic actions of
orexins in mice. Biochemical and Biophysical Research Communications 253: 241-
245.

Ma FY, Anderson GM, Gunn TD et al (2005) Prolactin specifically activates signal
transducer and activator of transcription 5b in neuroendocrine dopaminergic neurons.
Endocrinology 146: 5112-5119.

MacDermott AB, Mayer ML, Westbrook GL et al (1986) NMDA -receptor activation
increases cytoplasmic calcium concentration in cultured spinal cord neurones. Nature
321:519-522.

Maejima Y, Sedbazar U, Suyama S et al (2009) Nesfatin-1-regulated oxytocinergic
signaling in the paraventricular nucleus causes anorexia through a leptin independent
melanocortin pathway. Cell Metabolism 10: 355-365.

Malarkey EB, Parpura V (2008) Mechanisms of glutamate release from astrocytes.
Neurochemistry International 52: 142-154.

Marcus JN, Elmquist JK (2006) The Orexin/Hypocretin System: Physiology and

Pathophysiology. Editor(ler): NISHINO S, SAKURAI T, Orexin Projections and
Localization of Orexin Receptors. chapter 3, Humana Press, pp 21-43.

94


http://www.endotext.org/

Marsh DJ, Hollopeter G, Kafer KE et al (1998) Role of the Y5 neuropeptide Y receptor
in feeding and obesity. Nature Medicine 4: 718-721.

Mayer J (1991) The glucostatic theory of regulation of food intake and the problem of
obesity. Nutrition Reviews 49: 46-8.

Mayer ML, Westbrook GL, Guthrie PB (1984) Voltage-dependent block by Mg2+ of
NMDA responses in spinal cord neurones. Nature 309: 261-263.

Mayr B, Montminy M (2001) Transcriptional regulation by the phosphorylation-
dependent factor CREB. Nature Reviews Molecular Cell Biology 2: 599-609.

Mcnulty S, Schurov IL, Sloper PJ et al (1998) Stimuli which entrain the circadian
clock of the neonatal Syrian hamster in vivo regulate the phosphorylation of the

transcription factor CREB in the suprachiasmatic nucleus in vitro. Europen Journal of
Neuroscience 10: 1063-1072.

Merali Z, Cayer C, Kent P et al (2008) Nesfatin-1 increases anxiety- and fear-related
behaviors in the rat. Psychopharmacology (Berl) 201: 115-123.

Merchenthaler I, Lane M, Shughrue P (1999) Distribution of pre-pro-glucagon and
glucagon-like peptide-1 receptor Messenger RNAs in the rat central nervous system.
Journal of Comparative Neurology 403: 261-280.

Michelini LC, Marcelo MC, Amico J et al (2003) Oxytocinergic regulation of
cardiovascular function: Studies in oxytoin-deficient mice. The American Journal of
Physiology 284: 2269-2276.

Miedlar JA, Rinaman L, Vollmer RR et al (2007) Oxytocin gene deletion mice
overconsume palatable sucrose solution but not palatable lipid emulsions. The
American Journal of Physiology 293: 1063-1068.

Minbay FZ, Eyigor O, Cavusoglu I (2006) Kainic acid activates oxytocinergic neurons
through non-NMDA glutamate receptors. International Journal of Neuroscience 116:
587-600.

Miura K, Titani K, Kurosawa Y et al (1992) Molecular cloning of nucleobindin, a
novel DNA-binding protein that contains both a signal peptide and a leucine zipper
structure. Biochemical and Biophysical Research Communications 187: 375-380.

Moghaddam B, Adams BW (1998) Reversal of phencyclidine effects by a group II
metabotropic glutamate receptor agonist in rats. Science 281: 1349-1352.

Mohan H, Unniappan S (2012) Ontogenic pattern of nucleobindin-2/nesfatin-1

expression in the gastroenteropancreatic tissues and serum of Sprague Dawley rats.
Regulatory Peptides 175: 61-69.

95


http://www.nature.com/nm/

Monaghan DT, Bridges RJ, Cotman CW (1989) The excitatory amino acid receptors:
their classes, pharmacology and distinct properties in the function of the central
nervous system. Annual Review of Pharmacology and Toxicology 29: 365-402.

Monaghan DT, Holets VR, Toy DW et al (1983) Anatomical distributions of four
pharmacologically distinct 3H-L-glutamate binding sites. Nature 306: 176-179.

Monyer H, Sprengel R, Herb A et al (1992) Heteromeric NMDA receptors: molecular
and functional distinction of subtypes. Science 256: 1217-1221.

Moreau JM, Ciriello J (2013) Nesfatin-1 induces Fos expression and elicits dipsogenic
responses in subfornical organ. Behavioural Brain Research 250: 343-350.

Mori H, Mishina M (1995) Structure and function of the NMDA receptor channel.
Neuropharmacology 34: 1219-1237.

Morley JE (1987) Neuropeptide regulation of appetite and weight. Endocrine Reviews
8:256-287.

Nakanishi S (1992) Molecular diversity of glutamate receptors and implications for
brain function. Science 258: 597-603.

Nakata M, Manaka K, Yamamoto S et al (2011) Nesfatin-1 enhances glucose-induced
insulin secretion by promoting Ca (2+) influx through L-type channels in mouse islet
beta-cells. Endocrine Journal 58: 305-313.

Neary NM, Goldstone AP, Bloom SR (2004) Appetite regulation: from gut to the
hypothalamus. Clinical Endocrinology 60: 153-160.

Neumann ID (2007) Stimuli and consequences of dendritic release of oxytocin within
the brain. Biochemical Society Transactions 35: 1252-1257.

Niciu MJ, Kelmendi B, Sanacora G (2012) Overview of glutamatergic
neurotransmission in the nervous system. Pharmacology, Biochemistry and Behavior
100: 656-664.

Noetzel S, Stengel A, Inhoff T et al (2009) CCK-8S activates c-Fos in a dose-
dependent manner in nesfatin-1 immunoreactive neurons in the paraventricular
nucleus of the hypothalamus and in the nucleus of the solitary tract of the brainstem.
Regulatory Peptides 157: 84-91.

Nowak L, Bregestovski P, Ascher P et al (1984) Magnesium gates glutamate activated
channels in mouse central neurons. Nature 307: 462-465.

Oh-I S, Shimizu H, Satoh T (2006) Identification of nesfatin-1 as a satiety molecule in
the hypothalamus. Nature 443: 709-712.

96


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01664328
https://www.google.com.tr/search?dcr=0&q=Clinical.+Endocrinology&sa=X&ved=0ahUKEwi7gYyjyv3WAhURaVAKHURFD04Q7xYIIigA

Ohmori J, Sakamoto S, Kubota H et al (1994) 6-(1H-imidazol-1-yl)-7-nitro-
2,3(1H,4H)-quinoxalinedione hydrochloride (YM90K) and related compounds:
structure-activity relationships for the AMPA type non-NMDA receptor. Jounal of
Medicinal Chemistry 37: 467-475.

Okere B, Xu L, Roubos EW et al (2010) Restraint stress altersthe secretory activity of
neurons co-expressing urocortin-1, cocaine- andamphetamine-regulated transcript

peptide and nesfatin-1 in the mouseEdinger-Westphal nucleus. Brain Research 1317:
92-99.

Ollmann MM, Wilson BD, Yang YK et al (1997) Antagonism of central melanocortin
receptors in vitro and in vivo by agouti-related protein. Science 278: 135-138.

Olson BR, Drutarosky MD, Chow MS et al (1991a) Oxytocin and an oxytocin agonist
administered centrally decrease food intake in rats. Peptides 12: 113-118.

Olson BR, Drutarosky MD, Stricker EM et al (1991b) Brain oxytocin receptor
antagonism blunts the effects of anorexigenic treatments in rats: Evidence for central
oxytocin inhibition of food intake. Endocrinology 129: 785-791.

Ozawa S, Kamiya H, Tsuzuki K (1998) Glutamate receptors in the mammalian central
nervous system. Progress in Neurobiology 54: 581-618.

Palasz A, Krzystanek M, Worthington J et al (2012) Nesfatin-1, a unique regulatory
neuropeptide of the brain. Neuropeptides 46: 105-112.

Palmer CL, Cotton L, Henley JM (2005) The molecular pharmacology and cell biology
of alpha  amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic  acid  receptors.
Pharmacology Reviews 57: 253-77.

Pan WH, Hung HC, Kastin AJ (2007) Nesfatin-1 crosses the blood brain barrier
without saturation. Peptides 28: 2223-2228.

Patil ST, Zhang L, Martenyi F et al (2007) Activation of mGlu2/3 receptors as a new
approach to treat schizophrenia: a randomized Phase 2 clinical trial. Nature Medicine
13: 1102-1107.

Paxinos G, Watson C (2009) The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. 6th Edition,
Elsevier Academic Press, Amsterdam.

Pedrazzini T, Seydoux J, Kunstner P et al (1998) Cardiovascular response, feeding
behavior and locomotor activity in mice lacking the NPY Y1 receptor. Nature
Medicine 4: 722-726.

Petralia RS, Wang YX, Wenthold RJ (1994a) Histological and ultrastructural
localization of the kainate receptor subunits KA2 and GluR6/7 in the rat nervous

system using selective antipeptide antibodies. Journal of Comparative Neurology 349:
85-110.

97


http://www.nature.com/nm/
http://www.nature.com/nm/

Petralia RS, Wang YX, Wenthold RJ (1994b) The NMDA receptor subunits NR2A
and NR2B show histological and ultrastructural localization patterns similar to those
of NR1. Journal of Neuroscience 14: 6102-6120.

Price CJ, Hoyda TD, Samson WK et al (2008a) Nesfatin-1 influences the excitability
of paraventricular nucleus neurones. Journal of Neuroendocrinology 20: 245-250.

Price CJ, Samson WK, Ferguson AV (2008b) Nesfatin-1 inhibits NPY neurons in the
arcuate nucleus. Brain Research 1230: 99-106.

Price TO, Samson WK, Niehoff ML et al (2007) Permeability of the blood-brain
barrier to a novel satiety molecule nesfatin-1. Peptides 28: 2372-2381.

Prinz P, Goebel-Stengel M, Teuffel P et al (2016) Peripheral and central localization
of the nesfatin-1 receptor using autoradiography in rats. Biochemical and Biophysical
Research Communications 470: 521-527.

Puryear R, Rigatto KV, Amico JA et al (2001) Enhanced salt intake in oxytocin
deficient mice. Experimental Neurology 171: 323-328.

Qu D, Ludwig DS, Gammeltoft S et al (1996) A role for melanin-concentrating
hormone in the central regulation of feeding behaviour. Nature 380: 243-247.

Ramanjaneya M, Chen J, Brown JE et al (2010) Identification of nesfatin-1 in human
and murine adipose tissue: a novel depot-specific adipokine with increased levels in
obesity. Endocrinology 151: 3169-3180.

Ramos EJ, Meguid MM, Campos ACL et al (2005) A-melanocyte-stimulating
hormone, and monoamines in food intake regulation. Nutrition 21: 269-279.

Riccardo D, Luka L, Hendrik L et al (2017) Nesfatin-1: functions and physiology of a
novel regulatory peptide. Journal of Endocrinology 232: 45-65.

Richard D (1999) The role of corticotropin-releasing hormone in the regulation of
energy balance. Current Opinion in Endocrinology, Diabetes and Obesity 6: 10-19.

Rossi M, Kim MS, Morgan DG et al (1998) A-C-terminal fragment of agouti-related
protein increases feeding and antagonizes the effect of a-melanocyte stimulating
hormone in vivo. Endocrinology 139: 4428-4431.

Sabatier N, Caquineau C, Douglas AJ et al (2003) Oxytocin released from
magnocellular dendrites: A potential modulator of alpha-melanocyte-stimulating
hormone behavioral actions? Annals of the New York Academy of Sciences 994: 218-
224.

Sagar SM, Sharp FR, Curran T (1988) Expression of c-fos protein in brain: metabolic
mapping at the cellular level. Science 240: 1328-1331.

98


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richard%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10997606

Sakuma Y (2009) Gonadal steroid action and brain sex differentiation in the rat.
Journal of Neuroendocrinology 21: 410-414.

Sakurai T, Amemiya A, Ishii M et al (1998) Orexins and orexin receptors: A family
of hypothalamic neuropeptides and G protein-coupled receptors that regulate feeding
behavior. Cell 92: 573-585.

Samson WK, Zhang JV, Avsian-Kretchmer O et al (2008) Neuronostatin encoded by
the somatostatin gene regulates neuronal, cardiovascular and metabolic functions. The
Journal of Biological Chemistry 283: 3194-3195.

Sarkar S, Legradi G, Lechan RM (2002) Intracerebroventricular administration of
alpha-melanocyte stimulating hormone increases phosphorylation of CREB in TRH-
and CRH-producing neurons of the hypothalamic paraventricular nucleus. Brain
Research 945: 50-59.

Satoh N, Ogawa Y, Katsura G et al. (1997) Pathophysiological significance of the
obese gene product, leptin in ventromedial hypothalamus (VMH)-lesioned rats:
Evidence for the loss of its satiety effect in the VMH-lesioned rats. Endocrinology
138: 947-954.

Schmidt PT, Naslund E, Gryback P et al (2003) Peripheral administration of GLP-2 to
humans has no effect on gastric emptying or satiety. Regulatory Peptides 116: 21-25.

Schwartz MW, Dallman MF, Woods SC (1995) Hypothalamic response to starvation:
implications for the study of wasting disorders. American Journal of Physiology-
Regulatory, Integrative and Comparative Physiology 269: 949-957.

Schwartz MW, Woods SC, Porte D et al (2000) Central nervous system control and
food intake. Nature 404: 661-671.

Sears RM, Liu RJ, Narayanan NS et al (2010) Regulation of nucleus accumbens
activity by the hypothalamic neuropeptide melanin-concentrating hormone. Journal of
Neuroscience 30: 8263-8273.

Sedbazar U, Maejima Y, Nakata M et al (2013) ParaventricularNUCB2/nesfatin-1
rises in synchrony with feeding suppression during early light phase in rats.
Biochemical and Biophysical Research Communications 434: 434-438.

Seeburg PH (1993) The molecular biology of mammalian glutamate receptor channels.
Trends Neuroscience 16: 359-365.

Serter S, Minbay Z, Eyigor O (2016) Aglik sonrasi beslenme ile uyarilan néronostatin
noronlarinda pStat5 ve c-Fos ekspresyonunun arastirilmasi. XIII. Ulusal Histoloji ve
Embriyoloji Kongresi, Uluslarars1 Katilimli, Kongre kitabi, Izmir, Tiirkiye, Mayis
2016.

99


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiTtJnm4PzWAhXTbZoKHT5GB20QFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.jneurosci.org%2F&usg=AOvVaw0XU0OKUJhG6ABf3p6O57YK
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiTtJnm4PzWAhXTbZoKHT5GB20QFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.jneurosci.org%2F&usg=AOvVaw0XU0OKUJhG6ABf3p6O57YK

Sheardown MJ, Nielsen EO, Hansen AJ et al (1990) 2,3-Dihydroxy-6-nitro-7-
sulfamoyl-benzo (F) quinoxaline: a neuroprotectant for cerebral ischemia. Science
247: 571-574.

Shimizu H, Oh-1 S, Hashimoto K et al (2009b) Peripheral Administration of Nesfatin-
1 Reduces Food Intake in Mice: The Leptin-Independent Mechanism. Endocrinology
150: 662-671.

Shimizu H, Ohsaki A, Oh-I S et al (2009a) A new anorexigenic protein, nesfatin-1.
Peptides. 30: 995-998.

Shirasaka T, Kunitake T, Takasaki M et al (2002) Neuronal effects of orexins: relevant
to sympathetic and cardiovascular functions. Regulatory Peptides 104: 91-95.

Simerly RB (2004) Anatomical Substrates of Hypothalamic Integration. Editor:
PAXINOS G, The Rat Nervous System. Third Edition, Elsevier Academic Press,
USA, pp: 336-337.

Sohn JW (2015) Network of hypothalamic neurons that control appetite. BMB Reports
48:229-233.

Sorensen LB, Moller P (2003) Effect of sensory perception of foods on appetite and
food intake: a review of studies on humans. International Journal of Obesity 27: 1152-
1166.

Stanley S, Wynne K, McGowan B et al (2005) Hormonal Regulation of Food Intake.
Physiological Reviews 85: 1131-1158.

Stengel A (2015) Nesfatin-1-More than a food intake regulatory peptide. Peptides 72:
175-183.

Stengel A, Goebel M, Wang L et al (2009a) Central nesfatin-1 reduces dark-phase
food intake and gastric emptying in rats: differential role of corticotropin-releasing
factor2 receptor. Endocrinology 150: 4911-4919.

Stengel A, Goebel M, Wang LX et al (2010) Ghrelin, des-acyl ghrelin and nesfatin-1
in gastric X/A-like cells: Role as regulators of food intake and body weight. Peptides
31:357-369.

Stengel A, Goebel M, Yakubov I et al (2009b) Identification and characterization of
nesfatin-1 immunoreactivity in endocrine cell types of the rat gastric oxyntic mucosa.

Endocrinology 150: 232-238.

Stengel A, Tache Y (2010) Nesfatin-1-Role as possible new potent regulator of food
intake. Regulatory Peptides 163: 18-23.

Stengel A, Taché Y (2013) Role of NUCB2/Nesfatin-1 in the Hypothalamic Control
of Energy Homeostasis. Hormone and Metabolic Research 45: 975-979.

100



Swanson LW, Sanchez-Watts G, Watts AG (2005) Comparison of melanin-
concentrating hormone and hypocretin/orexin mRNA expression patterns in a new
parceling scheme of the lateral hypothalamic zone. Neuroscience Letters 387: 80-84.

Takayanagi Y, Kasahara Y, Onaka T et al (2008) Oxytocin receptor-deficient mice
developed late-onset obesity. Neuroreport 19: 951-955.

Tang CM, Dichter M, Morad, M et al (1989) Quisqualate activates a rapidly
inactivating high conductance ionic channel in hippocampal neurons. Science 243:
1474-1477.

Tang-Christensen M, Larsen P, Goke R et al (1996) Central administration of GLP-1-
(7-36) amide inhibits food and water intake in rats. American journal of physiology.
Regulatory, integrative and comparative physiology 271: 848-856.

Tang-Christensen M, Romer J, Larsen PJ et al (2000) The proglucagon derived
peptide, glucagon-like peptide-2, is a neurotransmitter involved in the regulation of
food intake. Nature Medicine 6: 802-807.

Toni R, Malaguti A, Benfenati F et al (2004) The human hypothalamus: A morpho-
functional perspective. Journal of Endocrinological Investigation 27: 73-94.

Traynelis SF, Wollmuth LP, McBain CJ et al (2010) Glutamate receptor ion channels:
structure, regulation, and function. Pharmacological Reviews 62: 405-96.

Trussell LO, Thio LL, Zorumski CF et al (1988) Rapid desensitization of glutamate
receptors in vertebrate central neurons. Proceedings of the National Academy of
Sciences 85: 2834-2838.

Tsien JZ, Huerta PT, Tonegawa S (1996) The essential role of hippocampal CAl
NMDA receptor-dependent synaptic plasticity in spatial memory. Cell 87: 1327-38.

Umbricht D, Schmid L, Koller R et al (2000) Ketamine-induced deficits in auditory
and visual context-dependent processing in healthy volunteers: implications for
models of cognitive deficits in schizophrenia. Archives of General Psychiatry 57:
1139-1147.

Valassi E, Scacchi M, Cavagnini F (2008) Neuroendocrine control of food intake.
Nutrition, Metabolism & Cardiovascular Diseases 18: 158-168.

Vale W, Speiss J, Rivier C et al (1981) Characterization of a 41-amino acid residue
ovine hypothalamic peptide that stimulates secretion of corticotropin and endorphin.

Science 213: 1394-1397.

Van Den Pol AN (1991) Glutamate and aspartate immunoreactivity in hypothalamic
presynaptic axons. Journal of Neuroscience 11: 2087-2101.

101


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjblZf5zf3WAhUMaVAKHVdLD78QFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.nature.com%2Fnm%2F&usg=AOvVaw2b1ezbwlabAsFt-xk_9vrh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Traynelis%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20716669
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wollmuth%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20716669
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McBain%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20716669
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20716669

Van Den Pol AN, Trombley PQ (1993) Glutamate neurons in hypothalamus regulate
excitatory transmission. Journal of Neuroscience 13: 2829-2836.

Van den Pol AN, Hermans-Borgmeyer I, Hofer M et al (1994) Ionotropic glutamate-
receptor gene expression in hypothalamus: localization of AMPA kainate and NMDA
receptor RNA with in situ hybridization. Journal of Comparative Neurology 343: 428-
444.

Van den Pol AN, Yao Y, Fu LY et al (2009) Neuromedin B and gastrin-releasing
peptide excite arcuate nucleus neuropeptide Y neurons in a novel transgenic mouse

expressing strong Renilla green fluorescent protein in NPY neurons. Journal of
Neuroscience 29: 4622-4639.

Van den Top M, Lee K, Whyment AD et al (2004) Orexigen-sensitive NPY/AgRP
pacemaker neurons in the hypothalamic arcuate nucleus. Nature Neuroscience 7: 493-
494.

Vrang N, Phifer CB, Corkern MM et al (2003) Gastric distension induces c-Fos in
medullary GLP-1/2-containing neurons. American Journal of Physiology-Regulatory,
Integrative and Comparative Physiology 285: 470-478.

Wernecke K, Lamprecht I, Johren O et al (2014) Nesfatin-1 increases energy
expenditure and reduces food intake in rats. Obesity 22: 1662-1668.

Williams G, Bing C, Cai XJ et al (2001) The hypothalamus and the control of energy
homeostasis: different circuits, different purposes. Physiology and Behavior 74: 683-
701.

Williams G, Cai XJ, Elliot JC et al (2004) Anabolic neuropeptides. Physiology and
Behavior 81: 211-222.

Wisden W, Seeburg PH (1993) A complex mosaic of high-affinity kainate receptors
in rat brain. Journal of Neuroscience 13: 3582-3598.

Wisialowski T, Parker R, Preston E et al (2000) Adrenalectomy reduces neuropeptide
Y-induced insulin release and NPY receptor expression in the rat ventromedial
hypothalamus. Journal of Clinical Investigation 105: 1253-1259.

Xu B, Goulding EH, Zang K et al (2003) Brain-derived neurotrophic factor regulates
energy balance downstream of melanocortin-4 receptor. Nature Neuroscience 6: 736-
742.

Yang SC, Shieh KR, Li HY (2005) Cocaine-and amphetamine-regulated transcript in
the nucleus accumbens participates in the regulation of feeding behavior in rats.
Neuroscience 133: 841-851.

Yosten GL (2013) Novel neuropeptides in the control of food intake: Neuronostatin

and Nesfatin-1. Vitamins and Hormones 2: 1-25.

102


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjctdnqg_bWAhXBYZoKHQDVB_UQFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.jneurosci.org%2F&usg=AOvVaw0XU0OKUJhG6ABf3p6O57YK
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjctdnqg_bWAhXBYZoKHQDVB_UQFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.jneurosci.org%2F&usg=AOvVaw0XU0OKUJhG6ABf3p6O57YK
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj7nb2Gg_bWAhVBD5oKHTTrCzkQFggoMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.nature.com%2Fneuro%2F&usg=AOvVaw3Nj1PyE2SomsbGq1bnqMkv
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12796784
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goulding%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12796784
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zang%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12796784
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12796784

Yosten GLC, Samson WK (2009) Nesfatin-1 exerts cardiovascular effects in brain:
Possible interaction with the central melanocortin system. The American Journal of
Physiology 297: 330-336.

Yu JH, Kim MS (2012) Molecular Mechanisms of Appetite Regulation. Diabetes and
Metabolism Journal 36: 391-398.

Zhang AQ, Li XL, Jiang CY et al (2010) Expression of nesfatin-1/NUCB2 in rodent
digestive system. World Journal of Gastroenterology 16: 1735-1741.

Zhang Z, Li L, Yang M et al (2012) Increased plasma levels of nesfatin-1 in patients
with newly diagnosed type 2 diabetes mellitus. Experimental and Clinical
Endocrinology and Diabetes 120: 91-95.

Zhao JB, Zhang Y, Li G et al (2011) Activation of JAK2/STAT pathway in cerebral

cortex after experimental traumatic brain injury of rats. Neuroscience Letters 498: 147-
152.

103



7. SIMGELER VE KISALTMALAR

3v: Uciincii ventrikiil

aa: Aminoasit

ABC: Avidin biyotin kompleksi

ACTH: Adrenokortikotropik hormonun

AgRP: Agouti-iliskili Peptit

AMPA: a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol proprionik asit
Aq: Aqueduct

AR: Antijen Retrieval

ARC: Arkuat ¢ekirdek

BDNF: Beyin-tiirevli norotrofik faktor

Ca?*: Kalsiyum

CART: Kokain- ve Amfetamin-Diizenleyici Transkript
CCK: Kolesistokinin

CNQX: 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
CREB: c-AMP-yanith element baglayici protein
CREF: Kortikotropin-saliverici faktor

CRH: Kortikotropin-salgilatict hormon

DAB: Diaminobenzidin

dH2O: Distile su

DMH: Dorsomedial hipotalamus

DMN: Dorsomedial ¢ekirdek

DRG: Dorsal kok gangliyonu

DVC: Dorsal vagal kompleks

EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit disodyum
EW: Edinger-Westphal cekirdegi

f: Forniks

GHRH: Biiyliime hormonunu salgilayict hormon
GLP-1: Glukagon-benzeri peptit-1

GLP-2: Glukagon-benzeri peptit-2

GluA: AMPA reseptorleri

GluK: Kainat reseptorleri

GluN: NMDA reseptorleri

H*: Hidrojen

H20:2: Hidrojen peroksit

HCI: Hidroklorik asit

fcv: intraserebroventrikiiler

104



Ip: intraperitoneal

K*: Potasyum

Kainat: 2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenilpirolidin
LHA: Lateral hipotalamik alan

MC3R: Melanokortin-3 reseptorii

MC4R: Melanokortin-4 reseptorii

MCH: Melanin konsantre edici hormon

Mg?*: Magnezyum

MKS801: Dizolcilpine

MRG: Magnetik rezonans goriintiisii

mRNA: Mesajc1 RNA

MSS: Merkezi sinir sistemi

Na™: Sodyum

NaCl: Sodyum Kloriir

NaOH: Sodyum hidroksit

NEFA: DNA baglayici /EF-hand/ asidik aminoasit agisindan zengin bolge
Ni: Nikel

NMDA: N-metil-D-aspartat

NPY: Noropeptid Y

NTS: Soliter Traktus Cekirdegi

NUCB: Niikleobindin

OK: Optik kiazma

OS: Oda sicaklig

OXM: Oksintomodiilin

OXY: Oksitosin

PC: Prohormon konvertaz

PCP: Fensiklidin

pCREB: Fosforile CREB

PeV: Periventrikiiler ¢ekirdek

PFA: Perifornikal alan

PKA: Protein kinaz A

POMC: Pro-opiomelanokortin

PPARY: Peroksizom-proliferatorii ile aktive olan reseptor
pSTAT: Fosforile STAT

PVN: Paraventrikiiler ¢ekirdek

PYY: Peptit YY

SHU9119: Melanokortin-3/4 reseptor antagonisti
SP: Sinyal peptiti

STAT: Sinyal ¢evrimcileri ve transkripsiyon aktivatorleri
TRH: Tirotropin-salgilatict hormon

VMH: Ventromedial hipotalamus

VMN: Ventromedial ¢ekirdek

Zn”*: Cinko

a-MSH: a-melanosit uyarict hormon
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8. EKLER

8.1. Sekil Listesi
Sekil 1. Hipotalamusun magnetik rezonans goriintiisii ve anatomik lokalizasyonu
Sekil 2. Hipotalamik zonlar ve bolgeler

Sekil 3. Yeme davranisinin diizenlenmesinde yer alan ana yolaklarin sematik
gosterimi

Sekil 4. Besin alim1 ve enerji homeostazinin regiilasyonunda etkili olan ndropeptitler,
hipotalamik ¢ekirdekler ve iligkili yolaklar

Sekil 5. NUCB2 proteini ve nesfatin-1’in yapisi

Sekil 6. Ikili indirekt immiinoperoksidaz isaretleme protokoliiniin sematize edilmis
hali

Sekil 7. Ikili immiinofloresan isaretleme protokoliiniin sematize edilmis hali

Sekil 8. immiinohistokimyasal isaretlemelerin genel sonuglart

Sekil 9. Nesfatin-1-pozitif ndronlarin disi sigan hipotalamik ¢ekirdeklerdeki dagilimi
Sekil 10. Nesfatin-1 néronlarindaki pCREB ekspresyonu

Sekil 11. Agonist uygulamasinin perifornikal alan ve SON’de yerlesik nesfatin-1
noronlarina etkisi

Sekil 12. Agonist uygulamasinin SON’de lokalize nesfatin-1 noronlarindaki fosforile-
STATS ekspresyonuna etkisi

Sekil 13. Agonist uygulamasimin periventrikiiler cekirdekte yerlesik nesfatin-1
noronlarinda pSTATS ekspresyonuna etkisi

Sekil 14. Disi deneklerde, agonist uygulamasi ile aktive olmus SON’de yerlesik
nesfatin-1 néronlarmin goriiniimii
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Sekil 15. Erkek deneklerde, agonist uygulamasi ile aktive olmus SON’de yerlesik
nesfatin-1 néronlarmin goriiniimii

Sekil 16. Disi deneklerde ARC’de lokalize nesfatin-1 ndronlarina agonistlerin etkisi
Sekil 17. Erkek deneklerde ARC’de lokalize nesfatin-1 ndronlarina agonistlerin etkisi

Sekil 18. Disi deneklerde PVN’de lokalize nesfatin-1 ndronlarina agonistlerin etkisi
Sekil 19. Erkek deneklerde PVN’de lokalize nesfatin-1 néronlarina agonistlerin etkisi

Sekil 20. SON’de glutamat agonistleri kainik asit, AMPA ve NMDA etkilerinin
birbirleriyle karsilastirilmasi

Sekil 21. ARC’de glutamat agonistleri kainik asit, AMPA ve NMDA etkilerinin
birbirleriyle karsilastirilmasi

Sekil 22. PVN’de glutamat agonistleri kainik asit, AMPA ve NMDA etkilerinin
birbirleriyle karsilastirilmasi

Sekil 23. Cinsiyete gore agonist (kainik asit, AMPA ve NMDA) etkilerinin
karsilastirilmasi

Sekil 24. Disi deneklerde, SON’deki nesfatin-1 néronlarinin aktivasyonuna glutamat
antagonistlerinin etkisi

Sekil 25. Erkek deneklerde, SON’deki nesfatin-1 noronlarinin aktivasyonuna glutamat
antagonistlerinin etkisi

Sekil 26. Disi deneklerde, ARC’deki nesfatin-1 néronlarinin aktivasyonuna glutamat
antagonistlerinin etkisi

Sekil 27. Erkek deneklerde, ARC’deki nesfatin-1 ndronlariin aktivasyonuna glutamat
antagonistlerinin etkisi

Sekil 28. Disi deneklerde, PVN’deki nesfatin-1 noronlarinin aktivasyonuna glutamat
antagonistlerinin etkisi

Sekil 29. Erkek deneklerde, PVN’deki nesfatin-1 ndronlariin aktivasyonuna glutamat
antagonistlerinin etkisi

Sekil 30. SON’de lokalize nesfatin-1 nodronlarinda GIuKS reseptdr proteini
ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisii

Sekil 31. SON’de lokalize nesfatin-1 noronlarinda GluK1/2/3 reseptdr proteini
ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisii

Sekil 32. ARC’de lokalize nesfatin-1 ndronlarinda GluK1/2/3 reseptor proteini
ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisii
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Sekil 33. SON’de nesfatin-1 néronlarinda GLUA1 reseptor proteini ekspresyonu
Sekil 34. SON’de nesfatin-1 néronlarinda GLUA?2 reseptor proteini ekspresyonu
Sekil 35. SON’de nesfatin-1 néronlarinda GLUAS3 reseptor proteini ekspresyonu
Sekil 36. SON’de nesfatin-1 néronlarinda GLUA4 reseptor proteini ekspresyonu
Sekil 37. SON’de nesfatin-1 néronlarinda GluN1 reseptor proteini ekspresyonu
Sekil 38. PVN’de nesfatin-1 noronlarinda GluN1 reseptor proteini ekspresyonu

Sekil 39. Lateral hipotalamusta nesfatin-1 noronlarinda GluN1 reseptdr proteini
ekspresyonu

Sekil 40. Lateral hipotalamusta ikili immiinofloresan igaretli GluN1 i¢eren nesfatin-1
noronlarinin biiyiik biiylitme ile gériiniimii

Sekil 41. SON’de nesfatin-1 néronlarinda GluN2A reseptor proteini ekspresyonu

8.2. Tablo Listesi

Tablo 1. Besin alimi1 ve enerji homeostazinin regiilasyonunda etkili olan major
noropeptitler

Tablo 2. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan primer antikorlarin isimleri

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

Tablo 4. Calismada kullanilan glutamat reseptor agonist ve antagonistlerinin
gruplandirilmalar

Tablo 5. Disi sicanlarin supraoptik c¢ekirdeklerinde lokalize olan nesfatin-1
noronlarindaki c-Fos ekspresyonu

Tablo 6. Erkek sicanlarin supraoptik c¢ekirdeklerinde lokalize olan nesfatin-1
noronlarindaki c-Fos ekspresyonu

Tablo 7. Disi sicanlarin arkuat ¢ekirdeklerinde lokalize olan nesfatin-1 néronlarindaki
c-Fos ekspresyonu

Tablo 8. Erkek sicanlarin arkuat c¢ekirdeklerinde lokalize olan nesfatin-1
noronlarindaki c-Fos ekspresyonu

108



Tablo 9. Disi sicanlarin paraventrikiiler c¢ekirdeklerinde lokalize olan nesfatin-1
noronlarindaki c-Fos ekspresyonu

Tablo 10. Erkek sicanlarin paraventrikiiler ¢ekirdeklerinde lokalize olan nesfatin-1
noronlarindaki c-Fos ekspresyonu
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9. TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bilimsel ve akademik tecriibesiyle bana daima yol
gosteren, yaninda ¢aligmaktan onur duydugum, hosgorii ve bilgisiyle bana her zaman
destek olan, tezimin her agamasinda 6zverisini, zamanini ve destegini esirgemeyen
degerli tez damigmanim Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Ozhan Eyigér’e sonsuz saygi ve
tesekkiirlerimi sunarim.

Egitimim ve tezimin hazirlanmasi siirecinde degerli katki ve yonlendirmelerini
gordiigiim, tecriibe ve bilgisinden sinirsizca yararlandigim, géstermis oldugu hosgorti,
inang ve desteginden dolay1 degerli hocam Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Zehra Minbay’a sonsuz
tesekkiir ederim.

Doktora egitimim sirasinda ilgi ve destegini hi¢ esirgemeyen, bilimselligi ve
caliskanligiyla bana her zaman 6rnek olan degerli hocam Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali1 Bagkanimiz Sayin Prof. Dr. Semiha Ersoy’a; egitimim siirecinde bilgi,
birikim ve deneyimlerini comertge paylasan degerli hocalarim Prof. Dr. Sahin A.
Sirmali, Prof. Dr. Zeynep Kahveci, Prof. Dr. Ilkin Cavusoglu ve Dog. Dr. Berrin
Avcr’ya saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmam sirasinda deneysel agamalardaki yardimlar ve destegi i¢in Uzm.
Dr. Sema Serter Kocoglu’na ve her zaman yanimda olan Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Dali’ndaki asistan arkadaglarima tesekkiir ederim.

Engin sabir ve hosgoriileri ile ihtiyag duydugum her an yardimlarini benden
hi¢ esirgemeyen, hayatima renk katan arkadaslarim Dr. Ziilfiye Giil ve Aras. Gor. Isil
Ezgi Eryilmaz’a tesekkiir ederim

Calisma biitcesinin tamamini karsilayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Kurumu (TUBITAK)’ na tesekkiir ederim.

Varliklari ile kendimi sansli ve glivende hissetmemi saglayan, her tiirlii konuda
yanimda olarak beni cesaretlendiren canim esime ve aileme, ayrica tezimin deney
asamasinda i¢imde atan kalbiyle, yazim asamasinda klavyemdeki parmaklariyla
yanimda olan canim oglum Goktiirk Alp’e kucak dolusu tesekkiirler...
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Agustos ilkdgretim okulunda, lise 6grenimini Denizli Yabanci Dil Agirlikli Lisesi’nde
tamamlamigtir. 2003 yilinda kazandigi Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat
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