T.C.
BURSA ULUDAG UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
HISTOLOJi VE EMBRiIYOLOJi ANABILIM DALI

NESFATIN-1 NORONLARI UZERINDEKIi EKSITATOR VE

INHIBITOR AKSONAL SONLANMALARIN iIMMUNOHISTOKIMYASAL

OLARAK BELIRLENMESI

Dr. Aynura AGHAYEVA

UZMANLIK TEZi

BURSA-2022



T.C.
BURSA ULUDAG UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
HISTOLOJi VE EMBRiIYOLOJi ANABILIM DALI

NESFATIN-1 NORONLARI UZERINDEKIi EKSITATOR VE
INHIBITOR AKSONAL SONLANMALARIN iMMUNOHISTOKIMYASAL
OLARAK BELIRLENMESI

Dr. Aynura AGHAYEVA

UZMANLIK TEZi

Danisman: Prof. Dr. Ozhan EYiIGOR

BURSA-2022



ICINDEKILER

Tablo Listesi
Sekil Listesi
Ozet
ingilizce Ozet
Giris
Beslenmenin Noroendokrin Kontrolu
Norotransmitterler
Vezikller Norotransmitter Tasiyicilar
Gerec ve Yontem
Deney Proseduru
Immiinohistokimyasal islemlerde Takip Edilen Genel Kurallar
Preparatlarin incelenmesi ve istatistiksel Analiz
Bulgular
Tartisma ve Sonug
Kaynaklar
Tesekkur
Ozgecmis



Tablo Listesi

Tablo-1: Calismada kullanilan antikorlar 21
Tablo-2: Calismada kullanilan antikorlar, dilisyonlari ve inkliibasyon

sureleri. 21
Tablo-3: Supraoptik c¢ekirdekde lokalize olan ve VGLUT2-pozitif akson
sonlanmalari ile temasta olan nesfatin-1 néronlari. 25
Tablo-4: Supraoptik c¢ekirdekde lokalize olan ve VGLUT3-pozitif akson
sonlanmalari ile temasta olan nesfatin-1 néronlari. 29

Tablo-5.  Supraoptik c¢ekirdekde lokalize olan ve VGAT-pozitif akson

sonlanmalari ile temasta olan nesfatin-1 noronlari. 30
Sekil Listesi
Sekil-1: Mikroskobik degerlendirme proseduru. 24

Sekil 2: Supraoptik cekirdekde lokalize olan Nesfatin-1 noéronlari Gzerinde
VGLUT2-pozitif akson sonlanmalari. 26

Sekil-3: Supraoptik cekirdekte lokalize olan nesfatin-1 néronlari Gzerinde

VGLUT3-pozitif akson sonlanmalari. 27

Sekil-4: Supraoptik cekirdekte lokalize olan nesfatin-1 noéronlari Gzerinde
VGAT-pozitif akson sonlanmalari. 28

Sekil-5: Supraoptik cekirdekte lokalize olan nesfatin-1 néronlari Gzerinde

VAChT-pozitif akson sonlanmalari. 29

Sekil-6: Erkek ve disi deneklerde VGIuT2 ve VGIUT3 igceren sonlanmalarla

temasta olan nesfatin-1 néron yuzdelerinin kargilasgtiriimasi. 31

Sekil-7: Erkek ve disi deneklerde VGIuT2 ve VGAT igeren sonlanmalarla

temasta olan nesfatin-1 néron ytzdelerinin karsilastiriimasi. 31

Sekil-8: Erkek ve disi deneklerde VGIuT3 ve VGAT igeren sonlanmalarla

temasta olan nesfatin-1 néron yuzdelerinin kargilasgtiriimasi. 31



OZET

Nesfatin-1 besin alimini baskilayan anoreksijenik peptit olup,
hipotalamusda vyerlesik noronlar tarafindan sentezlenir ve salgilanir.
Calismamizda nesfatin-1  noronlari  Gzerinde eksitator ve inhibitor
norotransmitterlere ait etkiyi gostermek amaclandi. Bu kapsamda glutamat,
asetilkolin  ve GABA’yl norotransmitter olarak kullanan ndéronlarin
belirlenmesinde belirte¢ olarak uygulanan vezikuler tasiyici proteinlerine ait
birincil antikorlarin her biri ile nesfatin-1 primer antikoru kullanilarak ikili
peroksidaz immunohistokimya boyama vyapildi. Yuzen Kkesitler Uzerinde
uygulanan ikili isaretlemelerde nesfatin-1 reaksiyonu diaminobenzidin ile
kahverengi olarak belirlenirken, vezikuler tasiyici proteinler nikel eklenen
diaminobenzidin ile siyah renkte isaretlendi. Preparatlar hipotalamik
supraoptik cekirdekte yerlesik nesfatin-1 ndéronlarinin hangi oranda ilgili
vezikller tasiyici protein igceren sonlanmalarla temas halinde olduklar
mikroskobik analizlerle belirlendi. Innervasyon alan nesfatin-1 néron oranlari
norotransmitterler arasinda karsilastirildi. Ayrica disi ve erkek denekler arasi
cinsiyete bagh olasi farklihklar incelendi. Disi deneklerde supraoptik
cekirdekteki nesfatin-1 néronlarinin %69’u VGLUT2 temasi yaparken, erkek
deneylerde bu oran %88 olarak bulundu. Nesfatin-1 néronlarindaki VGLUT3
ekspresyonu disi hayvanlarda %53, erkek grubunda ise %66 olarak
hesaplandi. VGLUT2 ile temasi olan nesfatin-1 néronlarinin sayisinin erkekte
disilere gore anlaml olarak ylksek oldugu goéruldi. VGLUT3 igeren
sonlanmalarla temasta cinsiyetler arasi bir fark tespit edilmedi. Supraoptik
cekirdekteki nesfatin-1 noéronlarinin VGAT igeren aksonlarla temasi digi
deneklerde %98, erkek deneklerde %97 oraninda olup cinsiyetler arasi
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ayni bdlgedeki nesfatin-1
néronlarinda VAChT igeren innervasyona hem disi deneklerde hem de erkek
deneklerde rastlanmadi. Vezikuler norotransmitter tasiyici proteinlerle olan
temasta en yogun olarak GABAerjik innervasyonun etkili oldugu anlagsildi.

Sonug olarak nesfatin-1 néronlarinin hem eksitatér hem de inhibitor etkili



noronlarca innerve edilebilecegi ve eksitator uyarida glutamaterjik sistemin,

inhibitor uyarida ise GABAerjik sistemin rol oynadigi anlasildi.

Anahtar kelimeler: Nesfatin-1, vezikuler ndérotransmitter tasiyici

protein, supraoptik ¢cekirdek, GABA, glutamat



SUMMARY

IMMUNOHISTOCHEMICAL DETERMINATION OF EXCITATORY
AND INHIBITORY AXONAL ENDINGS ON NESFATIN-1 NEURONS

Nesfatin-1 is an anorexigenic peptide suppressing food intake and is
synthesized and secreted by neurons located in the hypothalamus. In our
study, it was aimed to demonstrate the effect of excitatory and inhibitory
neurotransmitters on nesfatin-1 neurons. In this context, dual peroxidase
immunohistochemistry staining was performed using nesfatin-1 primary
antibody with each of the primary antibodies of vesicular transporter proteins
applied as markers for neurons using glutamate, acetylcholine and GABA as
neurotransmitters. In double labeling applied on floating sections nesfatin-1
reaction was determined in brown with diaminobenzidine, while vesicular
carrier proteins were marked in black. Slides were analyzed to determine the
ratio of nesfatin-1 neurons in the supraoptic nucleus contacting with relevant
vesicular carrier protein. The ratios of nesfatin-1 neurons with the innervation
was compared among neurotransmitters. In addition, possible gender
differences between male and female were examined. While 69% of nesfatin-
1 neurons in the supraoptic nucleus contact VGLUTZ2 in female, this rate was
88% in male. VGLUT3 contacts in nesfatin-1 neurons was 53% in female and
66% in male. The difference in the number of VGLUT2-contacting nesfatin-1
neurons was significantly higher in males when compared to female. The
difference between male and female groups was insignificant in the number of
nesfatin-1 neurons contacting VGLUT3-containing endings. The contacting
ratio of nesfatin-1 neurons with VGAT-positive axons was 98% in female and
97% in male with no significance between genders. In the same region no
contacts of VAChT-containing axons were found on nesfatin-1 neurons in both
female and male subjects. When the axonal contact of vesicular
neurotransmitter transporter proteins was compared between the

neurotransmitters, it was determined that the most prominent innervation is



GABAergic. In conclusion it is understood that the nesfatin-1 neurons can be
innervated by both excitatory and inhibitory neurons and glumatergic system
is effective in the excitatory innervation while GABAergic system plays a role
in the inhibitory mechanism.

Key words: Nesfatin-1, vesicular neurotransmitter transporter protein,

supraoptic nucleus, GABA, glutamate
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GirRis

Enerji metabolizmasi yasamin en o6nemli varolusudur. Enerji
dengesinin korunmasinda temel prensip besin alimi ve kullanimidir. Enerji
homeostazinin duzenlenmesi noéroendokrin sistemle hayata gecirilir. Besin
alimi ve istah kontrollnde rol aldidi bilinen leptin hormonunun tanimlanmasiyla
bu alanda arastirmalar giderek artmis ve birgok yeni moleklltin bulunmasina
sebep olmustur (1). Bu peptitlerden biri nesfatin-1 molekuludar. Nesfatin-1’in
leptin-bagimsiz bir yolakla enerji hemeostazinda ve 6zellikle 6zellikle besin
alimi kontroltinde rol oynadigi gdsterilmistir (2).

Nesfatin-1, ilk defa 2006 yilinda Oh-I ve arkadaslari tarafindan
siganlar Uzerinde yapilan bir arastirmada kesfedilmistir (2). Siganlarin bas
beyin hipotalamik bdlgesinde bulunmus ve anoreksijenik peptid olarak
nitelendirilmistir. 82 aminoasitten olusan nesfatin-1’in  6nct  molekull
nikleobindin 2  (NUCB2) proteinidir. NUCB2/nesfatin-1  korteks,
paraventrikuler ¢cekirdek (PVN), zona postrema, vagus sinirinin dorsal motor
cekirdegi ve beyincikte belirlenmistir (2, 3).

Periferik inflzyon yoluyla verilen Nesfatin-1 molekulinin kanda
trigliserit ve kolesterol seviyelerini azalttigi gosterilmigstir (4).

Nesfatin-1 igin spesifik baglanma bdlgeleri hem merkezi sinir
sisteminde (MSS) (6rn.hipotalamus, korteks) hem de periferik organlarda (6rn.
gastrointestinal sistem, hipofiz, pankreas) tespit edilebilmistir (5).

Calismalar nesfatin-1’in hicre ici sinyal iletimini yalnizca MSS’de yer-
lesik néronlarda degil ayni zamanda periferik dokularda da (6rn. pankreas ve
kalp kasi hucrelerinde) yaptigini gostermigtir. Nesfatin-1 hdcre ici kalsiyum
iyonlarinin girigini artirarak hucrede sinyal iletimini gerceklestirmektedir ve
bunun igin de farkli Ca*? kanallarini kullanabilmektedir (6).

Nesfatin-1'in anoreksijenik etkisinin leptin yolagindan bagimsiz oldugu
Zucker sicanlari modelinde gdsterilmistir. Uglincli ventrikiil  bélgesine
uygulanan nesfatin-1 peptidi sonrasi leptine direngli hayvanlarda gida aliminda
azalma gozlemlenmistir (7). Ayni zamanda 10 gun boyunca uygun bir NUCB2



antisens oligonukleotidinin gunluk enjeksiyonu sonrasi gida aliminda artig
oldugu gosterilmis, boylelikle endojen NUCB2/nesfatin-1'in  beslenme
davranislarinin diizenlenmesinde rol oynadigi fikri ileri sGrGImustar (2,3).

Laboratuvarimizda yapilan ¢alismalar nesfatin-1 néronlarinin eksitator
norotransmitter olarak bilinen glutamaterjik agonistler ile aktive olduklarini
gOstermigtir (8). Laboratuvarimizda gergeklestirilien bir baska c¢alismada
nesfatin-1 noéronlarinin periferik stres sinyallerini glukokortikoid reseptorleri
araciligi ile eksprese ettikleri ve de strese karsi aktivasyon gosterdikleri
belirlenmis, bu aktivasyonda glutamaterjik antagonistlerin inhibe edici etkisinin
var oldugu belirlenmistir (9). Nesfatin-1 noronlarinin  fizyolojik olarak
aktivasyonunun da glutamaterjik antagonizma ile baskilandigi bir baska
calismada anlasiimistir.

Glutamat hipotalamusta eksitator etkilesimde 6nemli rol oynayan
amino asit norotransmitterlerinin basinda gelir. Elde ettigimiz bulgular,
glutamat agonistlerinin enjeksiyonu sonrasinda c-Fos’u eksprese eden
nesfatin-1 néron sayisinin arttigini, bu artisin glutamat agonistinin enjeksiyonu
oncesi gerceklestirilen agoniste spesifik antagonist uygulamasiyla
baskilandigini gostermektedir. Bu sonuglar glutamaterjik sistemle nesfatin-1
noronlari arasinda direkt etkilesimin varligina isaret etmektedir. Bu etkilesim
glutamat iceren akson sonlanmalari ile ¢galisma konusu néronlar arasindaki
sinaptik olusumun varhgi ile gergeklesebilir. Tez ¢calismalari sonucunda bu tir
sonlanmalarin var oldugunun gosterilmesi amaglanmistir.

Glutamat diginda literatirde nesfatin-1 néronlarinin regulasyonunda
yer alan norotransmitter sistemlerle ilgili bilgi mevcut degildir. Calismamizda
diger bir eksitator nérotransmitter olarak asetilkolinin de akson sonlanmalari
duzeyinde nesfatin-1 noronlari ile iligkileri arastinimistir. Hipotalamusta
kolinerjik akson sonlanmalarinin varligi gesitli ¢alismalarda gosterilmistir.
Ancak bu sonlanmalarin nesfatin-1 néronlariyla iligkisi bilinmemektedir.

Nesfatin-1 noéronlari aglik durumunda inhibe olarak aktivasyonlarini
yitiren noéronlardir. Periferden gelen aglik sinyallerinin bu néronlara ulagiminda

ve inhibisyonunda GABA norotransmisyonunun etkisinin olabilirligi hipotezini



esas alinarak galismamizda GABA'erjik sonlanmalarin nesfatin-1 dizeyinde
varhiginin olup olmadigi arastiriimistir.

Calismanin 6zgun amaci nesfatin-1 noéronlari Uzerinde eksitator ve
inhibitdr norotransmitterlere ait etkinin belirlenmesidir. Bu amag¢ kapsaminda
hipotezimiz, nesfatin-1 noronlarinin anoreksijenik fonksiyonlarini farkli
norotransmitterleri iceren Ust merkez nodronlarinin  kontroll altinda
gerceklestiriyor olmasi yonundedir. Bu hipotezi test etmeye yodnelik olarak,
glutamat, asetilkolin veya GABA’yI noérotransmitter olarak kullanan néronlara
ait akson sonlanmalarinin nesfatin-1 noéronlari  Uzerinde yaptiklar
apozisyonlarin ikili immunohistokimyasal teknik ile gosterilmesi hedeflenmistir.
Calisma kapsaminda 3 hedef belirlenmistir:

1. Vezikuler glutamat tasiyici (VGIuT) proteinleri iceren eksitator akson
sonlanmalarinin nesfatin-1 ndronlar Gzerinde varliginin gosterilerek bu tur
noronlarin hipotalamustaki yogunlugunun belirlenmesi.

2. Vezikuler asetil kolin tasiyici (VAChT) proteinleri iceren eksitator
akson sonlanmalarinin nesfatin-1 néronlari Gzerinde varliginin gosterilerek bu
tur néronlarin hipotalamustaki yogunlugunun belirlenmesi.

3. Vezikuler GABA tasiyici (VGAT) proteinleri iceren inhibitor akson
sonlanmalarinin nesfatin-1 néronlari Uzerinde varhiginin gosterilerek bu tur

néronlarin hipotalamustaki yogunlugunun belirlenmesi.

l. Beslenmenin Noroendokrin Kontrolii

Enerji metabolizmasi yasamin en o6nemli varolusudur. Enerji
dengesinin korunmasinda temel prensip besin alimi ve kullanimidir. Enerji
homeostazinin dizenlenmesi ndroendokrin sistemle hayata gegirilir (1).

Beyin gereken enerji ile ve beslenmeden alinan enerjiyi bir arada
tutmak ve vucut agirliginin kontroliint saglamak igin mevcut bir ag olusturur
ki, bu néroendokrin sistemdir. ihtiyaci kadar enerjiyi almak icin beslenme ve
beslenme davraniglarini kontrol altina alarak sinyal ileti sistemini buna gore

tasarlamaktadir. Yapilan son calismalarda, arka beynin enerji balansini



dengede tutan ve periferik metabolik sinyallerle hipotalamik yolaklar arasindaki

dengeyi

saglamakta oldugu gosterilmigtir (10).
I.LA. Hipotalamus

Talamusun altinda yerlesik olup 3. ventriklln tabanini olusturan 6n

beyin bolgesidir. Hipofiz bezinin araciligiyla endokrin sistemi beyinle

birlestirmektedir. Preoptik, paraventrikiler, supraoptik, anterior, dorsomedial,

ventromedial, lateral, arkuat, mamiller ve posterior hipotalamik g¢ekirdekler

organizmanin hemostaz sistemi hipotalamus ile korunmaktadir. Hipotalamus

parasagittal ve koronal olarak asagidaki bolumlere ayriimaktadir:

(11,12).

Sagittal olarak;

1 Supraoptik

0 Mamiller

1 Tuberal

Koronal olarak;

0 Periventrikuler

0 Lateral

1 Medial

Hipotalamus oOnemli fonksiyonlara sahip c¢ekirdekler icermektedir
Bu c¢ekirdekler agsagida belirtilmistir:
Preoptik ¢ekirdek

Anterior ¢ekirdek

Dorsomedial ¢ekirdek (DMN)
Ventromedial gekirdek (VMN)
Posterior ¢cekirdek

Lateral ¢ekirdek (LN)

Mamiller ¢ekirdek
Paraventrikuler ¢ekirdek (PVN)
Arkuat ¢ekirdek (ARC)
Supraoptik ¢ekirdek (SON)
Hipotalamik c¢ekirdeklerden paraventrikuler cekirdek, periventrikiler

U
U
(]
(]
U
U
(]
(]
U
U

cekirdek (PeV), ventromedial ¢ekirdek (VMN), dorsomedial ¢ekirdek (DMN),
arkuat cekirdek, lateral hipotalamik alan (LHA)/perifornikal alan (PFA) ve



ayrica ile beyin sapindaki soliter traktusun gekirdekleri besin alimi ve enerji
tuketiminde onemli rol oynamaktadirlar (13).

I.B. Beslenmede Rol Oynayan Peptidler

Beslenmede rol alan peptidler merkezi ve periferik olarak 2 grupta
incelenmektedir. Ayrica hipotalamus hem anoreksijenik hem de oreksijenik
peptidler salgilayarak beslenmenin hem kisa hem de uzun sureli kontrolunu
saglayabilmektedir. Anoreksijenik peptidler doyma hissini uyararak istahi
azaltirken oreksijenik peptidler ise aksine aglik hissini uyararak istahi
artirabilmektedirler.

Merkezi oreksijenik peptidler:
Noéropeptid Y,
Oreksinler,
Endojen opioidler,
Merkezi kannabinoidler,
Agouti-iliskili Peptit (AgRP),

Melanin-konsantre edici hormon

O o o o o o

Merkezi anoreksijenik peptidler:

insulin,

Glukagon benzeri hormon,

Melanokortinler,

Kortikotropin saliverici faktor (CRF),

Kokain ve amfetamin duzenleyici transkript,
Serotonin,

Noronostatin,

Norotensin,

O o o o o 0o 9o O o

Nesfatin-1.

I.B.a Nesfatin-1

Nesfatin-1, ilk defa 2006 yilinda Oh-l ve ark. tarafindan siganlar
Uzerinde vyapilan bir arastirmada kesfedilmigtir. Siganlarin hipotalamik
bdlgesinde bulunmus ve anoreksijenik peptit olarak nitelendirilmigtir. Sekseniki

aminoasitten olugan nesfatin-1'in 6nct molekultu nukleobindin 2 (NUCB2)



proteinidir. NUCB2/nesfatin-1 reseptorleri korteks, PVN, zona postrema,
vagus sinirinin dorsal motor ¢ekirdegi ve beyincikte belirlenmistir (2).

Periferik inflzyon yoluyla verilen nesfatin-1 molekllinin kanda
trigliserit ve kolesterol seviyelerini azalttigi gosterilmistir (14). Ayni zamanda
sicanlarin kan basing duzeylerini ve kalp hizlarini arttirdidi yapilan
calismalarda one surulmastiur. Boylelikle nesfatin-1'in, korku ve kaygi ile ilgili
davraniglar Uzerine olan etkisi de gosteriimistir. NUCB2/nesfatin-1
disfonksiyonlarinin, yaygin anksiyete ve panik atak bozukluklari gibi psikiyatrik
problemlere getirip gikarabilmesi fikri 6ne surtlmagstur (4).

I.B.b Nesfatin-1’in Molekuler Yapisi

Nukleobindin 6 alana sahip bir proteindir:

ILA/Leu zengin bélge
DNA baglanma alani
2 EF kol domeini

Asit zengin bolge

O o o o o

Lesitin Zipper motif bolgesi

Nukleobindinin proteolizi sirasinda 3 protein ayriimaktadir:

0 Nesfatin-1

0 Nesfatin-2

1 Nesfatin-3

Bunlardan sadece Nesfatin-1’in igleyisi bilinmektedir. Oh-l ve ark.
yaptiklari calismada nesfatin-1'in besin alimi inhibisyonunda gorev aldigi
gOsterilmektedir (2). NUCB2 birgok biyolojik sureglere katilabilmektedir ki,
bunlar arasinda adipogenez, biyomineralizasyon ve karsinojenezi gdstermek
mumkundar. NUCB2 merkezi sinir sistemi basta olmak Gzere sindirim sistemi,
ureme sistemi ve kalp dokusunda eksprese olabilmektedir. NUCB2'nin ¢ok
islevsel olusu onun yapisina bakilarak sdylenebilir. NUCB2 Ca*? ve Mg*?
iyonlarini baglayan iki domaine sahip olmasiyla beraber N-terminal zonunda
Zn*? iyonunu da kendine baglaya bilmektedir ve bu ylzden NUCB1 ile

benzerlik olusturmaktadir (15).



Nesfatin-1, spesifik donusturiculer olan PC3/1 ve PC2 tarafindan
NEFA/nikleobindin-2'nin (NUCB2) translasyon sonrasi bolunmesi sonucu
olusmaktadir (16,17).

Nesfatin-1 molekili N-terminali (N23), orta kisim (M30) ve C-terminali
(C29) olmak Uzere 3 alandan olugsmaktadir. Orta kismi (M30) aktif gcekirdek
bdlgesi olup, peptidin fizyolojik etkilerinin olusumunda anahtar rol almaktadir.

I.B.c Nesfatin-1: Sinyal iletimi

NUCB2/nesfatin-1 reseptorleri hentz tanimlanmamisglardir. Bununla
beraber nesfatin-1 icin spesifik baglanma bolgeleri hem MSS'de (6rn.
hipotalamus, korteks) hem de periferik organlarda (6rn. gastrointestinal sistem,
hipofiz, pankreas) tespit edilebilmistir (5).

Calismalar nesfatin-1’in hicre ici sinyal iletimini yalnizca MSS’de yer-
lesik néronlarda degil ayni zamanda periferik dokularda da 6rnegin pankreas
ve kalp kasi hucrelerinde de yaptigini gostermistir. Nesfatin-1 hcre ici Ca*?
iyonlarinin girigini artirarak hiacre uyariimasini yapmaktadir ve bunun igin de
farkh Ca*? spesifik kanallari kullanabilmektedir (6).

I.B.d Nesfatin-1: Besin Metobolizmasindaki Rolii

Nesfatin-1'in anoreksijenik etkisinin leptin yolagindan bagimsiz oldugu
Zucker sican modeli yapilan bir calismada gésteriimistir. Uglinci ventrikdil
bdlgesine uygulanan nesfatin-1 antikoru sonrasi leptine direngli hayvanlarda
gida aliminda azalma gozlemlenmistir (7).

Ayni zamanda 10 gun boyunca uygulanan bir NUCB2 antisens
oligonukleotidinin gunlik enjeksiyonu sonrasinda gida aliminda artmanin
oldugu gosterilmis, boylelikle endojen NUCB2/nesfatin-1'in  beslenme
davraniglarinin duzenlenmesinde rol aldigi fikri ileri surdimustar (2).

Kohno ve arkadasglari tarafindan yapilan ¢alismada paraventrikiler ve
supraoptik ¢ekirdek bolgesinde lokalize nesfatin-1 néronlarinin yerlesimi ve
dizenlenmesi arastirildiginda, PVN’de %24 oksitosin, %18 vazopressin, %13
CRH, %12 TRH pozitiv ndronla 6rtilirken, SON'da %35 oksitosin, %28’i
vazopressin pozitiv néronla ko- lokalize oldugu gdsterilmistir. 48 saatlik bir
aclik sonrasi 2 saat beslenmenin ardindan PVN ve SON bdlgelerinde nesfatin-

1 ekspresyonunda ardisik olarak 10 ve 30 kat artig oldugu bildirilmigtir (18).



Ayni zamanda SON bolgesinde NUCB2 mRNA ekspresyonlarindaki
artis da gosterilmistir. Bu da bu bdlgedeki nesfatin-1 noronlarinin beslenme
davraniglaniyla iligkili oldugunu ve enerji homeostazinin postprandiyal
dizenlenmesinde yer ala bilecedi fikrini ileri sirmustar (19).

|.B.e Beslenmede Nesfatin-1 ve Diger Sistemler

Nesfatinerjik sistemin beslenmeyle ilgili diger sitemlerle iligkisi yapilan
calismalarla gosterilmistir. Nesfatin-1 leptinden badimsiz bir yolakla etkisini
hayata gecirirken, yapilan bir baska arastirmada melanosit reseptorlerine
baglandigi gosterilmistir (20).

Nesfatin-1’in periferik uygulanmasi sonrasi farelerde anoreksiya
olusumu gozlenirken nesfatin-1’in bu etkisininin traktus solitaryus ¢ekirdekteki
proopiomelanokortin  ve kokain-amfetamin duzenleyici peptit (KART)
noronlarinin aktiflesmesi sonucu olusturdugu ortaya konmustur (21).

Paraventrikuler c¢ekirdekte ve supraoptik c¢ekirdekte yapilan
arastirmalar sonucu oksitosin salgilayan magneselller ndronlarla nesfatin-1’in
ko-lokalize oldugu gosterilmistir (22).

Nesfatin-1’in magneseluler noéronlari uyarabilirligi 2008 yilinda Price
ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada gosterilmigtir (23).

Yapilan bir bagka calismada paraventrikiler ¢ekirdege nesfatin-1
enjekte edildiginde, soliter traktusdaki c-Fos ekspresyonunun arttigi
g6zlemlenmis, ayni zamanda oksitosin salinimindaki uyariimayla beraber
farelerde anoreksiya olustugu bildiriimistir. Bu sonuca dayanarak,
paraventrikuler cekirdekten soliter traktusa dogru aksonal uzantilara sahip
magneselller noéronlarin  nesfatin-1 tarafindan induklendigi fikri ileri
surtlmastdr (19).

CRF/CRF2 reseptorleri ile nesfatin-1’in etkilesim halinde oldugu,
parvoselller noronlarda nesfatin-1’in bu reseptorler ile ko-lokalize oldugunu
vurgulayan calismalar da yapiimigstir (19).

Yaplilan in vitro gcalismada CRP eksprese eden néronlarin nesfatin-1’le
uyarilabilirligi ve ayni zamanda CRP dizeyinde artisin oldugu fikri arastiriimig

ve olumlu sonuglar alinmistir (24,25).



Bir bagka calismada CRF2 antagonisti uygulandiginda nesfatin-1’in
olusturdugu anoreksijenik etki tamamen kaybolmustur (16).

Noéronal hicre kultlra yapilan bir galismada nesfatin-1’in eklenmesiyle
CREB duzeylerinde artisin oldugu ve bunun da ndronal aktiviteye etki ettigi
bildirilmistir (5).

Il. Norotransmitterler

Noronda sentezlenen veya ndronda bulunan, néron uyarildiginda
salinan ve hedef dokuda bir yanit olusturan maddeler bu grupta degerlendirilir.
Ayni zamanda bir nérotransmitterin postsinaptik bélgede reseptort bulunmali
ve hedef doku Gzerine uygulandiginda ayni yanit elde edilebilme yetenegine
sahip olmahdir. Norotransmitterler gorevini bitirdikten sonra sinaptik bosluktan
uzaklagtirilirlar (26).

Noérotransmitterler néromodulator ve néromediyatdr olarak iki grupta
incelenebilmektedir.

Il.LA. Noromediyatorler

Noronlar Uzerinde hizli eksitator veya inhibitor etki eden ve bu etkisini
iyonotropik reseptor aktivasyonu ile yapan maddelerdir. Vucudun hem dis hem
de i¢ ortam tarafindan uyaranlara hizli tepki verebilmektedirler. Bunlardan
glutamat ve GABA néronlar Uzerinde hizli eksitator ve inhibitdr etkilere sahip
olan, ayni zamanda reseptorlerine baglanarak noronal aktivitede uzun sureli
degisikliklere neden olabilen mediyatorlerdir (27).

II.B. Néromodilatorler

G-proteinlerine bagh metabotropik reseptorler araciliiyla hareket
ederek, noronal metabolizmada kalici degisikliklere neden olurlar. Vicudun
duygusal ve motivasyonel durumlarinin kontroltinde yer alirlar (28).

Belirli bir sinapsdan salinan nérotransmitterlerin etkisi, onlarla birlikte
salinan bazi molekillerle degisebilir. Bunlar genellikle peptit yapih
maddelerdir.  Ornegin, presinaptik terminalden salinan  dopamin
modulatorunun etkisi vazointestinal peptid (VIP) ile degisebilir (29).

Il.C. Norotransmitterin Uzaklastiriimasi



Norotransmitter sinaptik yariga saliverildikten sonra ortamdan
uzaklagtirilmasi igin gerekli surece yuksek afiniteli geri alim denmektedir.
Norotransmitterlerin %80’i ortamdan bdyle uzaklastiriir. Bu mekanizmada
nérotransmitter presinaptik membranda bulunan kendine 6zgu nérotransmitter
transport proteinlerine baglanmaktadir. Bu proteinler vasitasiyla sitoplazmaya
tasinan norotransmitterler ya enzimatik yolla parcalanir ya da bosalmis
vezikullere tekrar yuklenebilirler. %20’lik geriye kalan nérotransmitter kismi ise
postsinaptik membranla iligkili enzimler tarafindan pargalanmaktadirlar
(30,31).

lll. Vezikiiler Norotransmitter Tasiyicilar

Sinaptik ileti, iki tip ndrotransmitter tasiyici gerektirir. Plazma membran
tasiyicilari; ekzositozu takiben sinyali sonlandirmak ve norotransmitterleri
bagka bir ekzositoz turu i¢in geri donustlirmek igin nérotransmitterleri sinaptik
araliktan cikarir.

Vezikller norotransmitter tasiyicilari; norotransmitterleri, ekzositotik
saliverilmesine izin vermek igin salgl vezikullerinin lUmenine paketleyen
tasiyicilardir (32). Simdiye kadar 4 vezikuler tasiyici tanimlanmigtir.

O Vezikller Asetilkolin Tasiyicilari (VACHT),

O Vezikliler Monoamin Tasiyicilari (VMAT),

0 Vezikuler GABA ve Glisin Tasiyicilar (VGAT)

0 Vezikuler Glutamat Tasiyicilart (VGLUT)(33).

Memeliler iki VMAT (VMAT1 ve 2) ve u¢ VGLUT (VGLUT1, 2 ve 3)
genini eksprese eder. VMAT2, beyindeki tim aminerjik néronlarda, mast
hicrelerinde ve bagirsaktaki bazi néronlarda eksprese edilirken, VMAT1,
adrenal kromaffin hucreleri de dahil olmak Uzere periferik ndéroendokrin
hicrelerde eksprese edilir. VGLUT1 ve 2, merkezi sinir sistemindeki
glutamaterjik néronlarin tamamlayici alt kimelerinde eksprese edilir. Buna
karsilik, en son tanimlanan izoform olan VGLUTS3, bir dizi kolinerjik ve
aminerjik hacre tipinde VAChT ve VMAT?2 ile birlikte eksprese edilir (34).
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Postsinaptik bir hucrenin tek bir ekzositotik olaya (bir salgi vezikili)
tepkisi, kuantal boyut olarak tanimlanir. Son 10 yilda, vezikuler tasiyici
ekspresyonunun salgi vezikullerinde bulunan ndrotransmiter miktarini
dizenleyebilecegi ve bdylece kuantal blyuklugu etkileyebilecedi giderek daha
acik hale gelmistir. Memeli VAChT, VGLUT1 ve VMATZ2'nin in vitro asiri
ekspresyonunun kuantal boyutu arttirdigini gosteren ¢alismalar vardir. Aksine,
VAChHT nakavt fare modellerinde, VGAT nakavt heterozigotlarinda ve VGLUT
heterozigotlarinda kuantal boyutta bir azalma gdézlenmistir. Bu veriler,
degistirilmis tasiyici ekspresyonunun, her sinaptik vezikile (SV) lokalize olan
vezikuler tasiyicilarin sayisinin  artirabilecegini veya azaltabilecegini
gOstermektedir. Bununla birlikte, bunun henliz dogrudan goésteriimedigine
dikkat edilmelidir (35). Herhangi bir sistemde bir SV'de bulunan tasiyicilarin
sayisinin belirsizligini korudugunu ve tahminlerin 1 ile 14 arasinda degistigi
belirlenmektedir (36).

Vezikller tasiyicilar en az iki farkh tipte salgi vezikiline hareket eder
(37). SV'lerde depolanmalarina ek olarak, monoaminler ve belki de diger
norotransmiterler, noronlardaki buylik yogun vezikullerde (LDCV'ler)
depolanir. LDCV'ler, noroendokrin hucrelerde bulunan buyuk yogun cekirdek
granullerine benzer. SV'ler ve LDCV'ler, birgok o6nemli farkliliklar
gOstermektedir (38). Monoaminlere ek olarak, diger ndrotransmiter tiplerinin,
yogdun bir protein ¢ekirdegi olmasa da LDCV'lere benzer vezikul tiplerinden
salinmasi mumkundur. Glutamaterjik hipokampal noronlarda, heterolog olarak
eksprese edilen VMAT2, somatodendritik bolgelerde salinabilen vezikulleri
temizlemek icin salinabilir (39). Benzer sekilde, dopaminerjik ndronlardaki
somatodendritik salinima, tubulovezikuler cisimler olarak bilinen berrak,
pleomorfik vezikuller aracilik etmekdedir (40).

llLA. Asetilkolin

ik kesfedilen nérotransmitter asetilkolin olup 1921 yilinda Otto Levi
tarafindan bulunmustur. 1930'larin baslarinda, Feldberg ve ark. tarafindan
vejetatif gangliyonlardaki sinaptik iletilerde asetilkolinin rolt arastiriimigtir.
1936'da Dale ve ark. tarafindan asetilkolinin néromuskuler baglantilarda bir

mediyatér oldugu goésterilmistir. 1946'da ingiliz nérobilimci John C. Eccles,
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asetilkolinin spinal kord noronlari Uzerindeki uyarici etkisini kegfetmistir (41-
44).

Asetilkolin, kolin asetiltransferaz (ChAT) enzimi ile sentezlenir ve
vezikller asetilkolin tasiyicisi (VAChT) tarafindan sinaptik vezikullere yuklenir
(45). Kolin asetiltransferaz, kolinin asetil-koenzim A ile asetilasyonunu katalize
eder(46). ChAT proteininin immunoreaktivitesinin gogunun sinaptik oldugunu,
ancak bazisinin genellikle sitoplazmik oldugunu gdsteren calismalar
mevcuttur (47).

Sinaptik vezikul |Gmeni, vezikll zarinda bulunan ATP-bagli proton
pompasinin etkisiyle asitlendirilir. Vezikul lameni ile sitoplazma arasindaki pH
gradyani, asetilkolin tasinmasi igin gereken itici glicl saglayabilmektedir.
VACHT, protonlar igin asetilkolini degistirir (46).

Sinaptik vezikullerin fuzyonu ve igeriginin salinimini takiben, asetilkolin
sinaptik yarik icerisinde dagilmakta ve postsinaptik hucrelerde bulunan
asetilkolin reseptorlerini (ACHR'ler) aktive etmektedir (48).

Asetilkolinin etkisi, asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan dogrudan
enzimatik hidroliz ile sonlandirilir. Olusan kolin daha sonra yuksek afiniteli kolin
tasiyicilarla (HAChT veya ChT) presinaptik nérona geri tasinir ve yeni bir
asetilkolin sentezi i¢in kullanilabilir (46).

lll.A.a Vezikiiler Asetilkolin Tasiyici (VAChT)

Yaplilan bir calismada vezikuler asetilkolin tasiyicisi ilk dnce klonlanmis,
ardindan C. Elegans enzimiyle karsilastirilmig ve UNC-17 geninin Granu
oldugu gosterilmigtir (49). Yapisal olarak, UNC-17 (VACHT), sitoplazmik (yani
ekstravezikuler) N- ve C-terminale ve 12 adet transmembran domeine sahip
ve vezikuler monoamin tasiyicilari (VMAT) ile yakindan iligkili proteindir (50).

Hayvanlarda anti-UNC-17 antikor preparatlart ile immunohisto
calismalarinda UNC-17'nin sinaptik vezikll proteini sinaptotagmin ile ko-
lokalize oldugu gdsterilmis ki, bu da sinaptik vezikuller ile iligkili oldugunu

dusundurmustir (51).
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lll.B. GABA

Gamma  aminobutirik  asit  (GABA), presinaptik  noronun
sitoplazmasinda, glutamat dekarboksilaz enzimi tarafindan 6nciu glutamattan
sentezlenir ki, bu enzim kofaktér olarak B6 vitaminini (piridoksin)
kullanmaktadir. Sentezden sonra vezikuler GABA tasiyicisi tarafindan sinaptik
vezikullere  yuklenmektedir.  Vezikullerin ~ hucrenin  plazma zarina
yerlestiriimesine SNARE kompleksleri yardimci olmaktadir (52,53).

Bir aksiyon potansiyeli presinaptik hiicreye ulagmasi, voltaj kapili Ca%*
kanallarinin agilmasina, Ca?* iyonlarinin sinaptobrevine baglanmasina ve bu
da vezikulin plazma membrani ile flzyonuna neden olur ki, sonugta GABA
0zgun reseptorleri ile baglanmak Uzere sinaptik yariga birakilmaktadir. GABA
daha sonra presinaptik hucreye geri alinabilmektedir (54,55).

GABA-transaminaz  enzimi  tarafindan  suksinat semialdehite
donustarulir, daha sonra sitrik asit dongusune (karbonhidrat, amino asitler ve
yag asitlerinin oksidasyonu son asama) girebilmektedir (56).

GABA, GABA-A ve GABA-B olmak Uzere iki ana post-sinaptik reseptore
baglanir. GABA-A reseptoru iyonotropik reseptor olup, GABA varliginda
hicreye CI” iyonu iletkenligini arttirmaktadir. Negatif yukli CI”™ iyonlarinin akigi
hlcreyi hiperpolarize ederek aksiyon potansiyeli olusumunu engellemektedir.
GABA-B metabotropik G-proteinine bagli reseptor olup, postsinaptik potasyum
(K*) iletkenligini artiran, presinaptik kalsiyum (Ca?*) iletkenligini azaltan,
dolayisiyla postsinaptik hlcreyi hiperpolarize eden ve presinaptik hicrede bir
aksiyon potansiyelinin iletiimesini 6nleyebilmektedir (57-59).

GABA, noronal ateslemeyi inhibe eden temel ndrotransmitter
oldugundan, iglevi inhibe ettigi noral devre tarafindan belirlenmektedir. Merkezi
sinir sistemi boyunca karmasik devrelerde yer almakta oldugu bilinmektedir
(60,61).

GABA, globus pallidus'a ¢ikis yapan yollarda striatal néronlar tarafindan
salinir, bu da istenmeyen motor sinyallerin inhibe olunmasinda rol oynar
(62,63). GABA’nin beynin medulla bolgesinde yapilan galismalarinda solunum
hizinin kontrolunde rol aldigi ve ayni zamanda solunum hizini azalttigi rapor
edilmistir (64-66).
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GABA'nin  omurilikte inhibitdor internéronlarda gorev  yaptigi
gosterilmigtir. Bu noronlarin, omuriligin duyusal bilgiyi butunlegtirmesine ve
yumusak hareketler olusturmasina izin vererek uyarici propriyoseptif sinyalleri
batlnlestirmeye yardimci oldugu bilinmektedir (67).

Geligmekte olan beyindeki ekstraseluler CI™ iyon seviyelerinin dusuk
olmasi nedeniyle, GABA fetal ve neonatal donemde beyinde uyarici bir etkiye
sahiptir (68). GABA-A reseptorleri, gelismekte olan beyinde CI™ iyon kanallarini
actiginda hulcrenin hiperpolarizasyonu ve bu sebepten bir aksiyon
potansiyelini tetikleme olasiliginin daha yuksek oldugu rapor edilmistir (69).

lll.B.a Vezikiiler GABA Tasiyici (VGAT)

Sinaptik veziklllerde GABA'nin birikmesine aracilik eden vezikller
GABA tasiyicisinin oldugunu ilk defa 1997°de Mclntire ve ark. tarafindan rapor
edilmistir (70). VGAT molekuler olarak ilk tanimlanan transporter olup, yapi
bakimindan farkli ve yeni bir gen ailesine ait oldugu bildirilmektedir. VGAT’In,
beyin ve omuriligin GABAerjik ayni zamanda glisinerjik néronlarinin sinir
uclarinda yogun bir sekilde biriktigi yapilan c¢alismada gdsterilmistir (71).
Yapilan bagka bir arastirmada, hipokampal liflerden elde edilen tomurcuklarda
GABA igerdigi gosterilmig, lakin VGAT immunoreaktivitesine sahip olmadigi
rapor edilmistir (72-74).

VGAT SCL32 ailesinin tek uyesi oldugu ve hicbir izoformunun heniz
bilinmedigdi bildiriimektedir. SLC32, SLC36 lizozomal amino asit tasiyici
(LYAAT) ve SLC38 sodyum bagli aminoasit tagiyici aileleri ile iligkili oldugu da
gosterilmigtir (70).

in situ hibridizasyon ve imminohistokimyasi c¢alismalari sonucunda
VGAT’In, neokorteks, hipokampus, serebellum, striatum, septal ¢ekirdekler ve
talamusun retikuler c¢ekirdeginin GABAerjik ve glisinerjik noronlarinda
eksprese edildigi ortaya koymustur (75).

Yapilan arastirmalarda, glisinerjik néronlarda VGAT varhdr ayni
zamanda COS7 hucrelerindeki VGAT cDNA'nin verilmesini takiben glisin
aliminin 6nemli dlgude artigi ile, VGAT'In glisin tasidigi gosterilmigtir. COS-7
hacreleri insan fibroblast hucrelerine benzerligi sebebiyle fibroblast benzeri

hlcreler olarak da bilinmektedir. VGAT geninin inaktivasyonu GABAerjik ve
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glisinerjik sinyal iletiminde azalmaya ve embriyonik Oolumlere vyol
acabilmektedir (76,77).

lll.C. Glutamat

Glutamat esansiyel olmayan amino asittir ve insan merkezi sinir
sisteminde en ¢ok bulunan eksitator norotransmiterdir (78). Bircok metabolik
yollar arasinda baglantiy1 saglayabilmektedir. Ekzositozla sinaptik araliga
veziklller icerisinde salinmaktadir. Kan-beyin bariyerini gegcemez, ayni
zamanda asiri reseptdr aktivasyonunu onlemek igin ekstraselller alandan
astrositler tarafindan surekli uzaklastirilir (78).

Glutamat, beyindeki NMDA, AMPA ve metabotropik reseptorlerin
aktivasyonuyla uzun sureli 6grenmenin temeli olan anilarin konsolidasyonuna
katkida bulunur. Astrositler Uzerindeki AMPA ve metabotropik reseptorler
nedeniyle, glutamat sinaptik noronal aktiviteyi guclendirebilir. Ayni zamanda
dinlenme halindeki noronlari aktive edebilir. Tum beyinde bulundugu sinirsel
iletisim, 6grenme ve bilgiyi dizenlemede rol oynadigi bilinmektedir (80).

EAAT'ler toksisite dahil ekstitator sinyallemede kullanilirken, AMPA ve
NMDA reseptorleri sinaptik plastisitenin aracilar olarak, glutamatin 6grenme
ve davranig uzerine olan etkilerini hayata gecirmede kullanilabilmektedirler.
Ayrica NMDA reseptdrlerinin kortikal gogun yonlendiriimesinde onemli bir rola
sahip oldugu yapilan ¢alismada gdsterilmistir (81).

Glutamatin uyariimasi, blyuk o0lglide astrositik/néronal glutamat-
glutamin veya glutamat-GABA/glutamin dongusu yoluyla siki bir sekilde
duzenlenmektedir (82). Glutamatin asir aktivitesi eksitotoksisite ve
nérodejenerasyonu hizlandirabilirligi yapilan c¢alismada gosterilmistir (83).
NMDA, AMPA, kainat ve metabotropik reseptorler tUzerindeki agonist etkiler,
serebral iskemi, status epileptikus ve norodejeneratif hastaliklari takiben
norotoksik zararlari agiklayabilir (84).

Noérobilimdeki son gelismeler, eksitotoksik hiicre 6limune genetik bir
katki oldugunu ortaya koymustur (85).

Vucuttaki glutamat ve glutamaterjik reseptor miktarini ve dagilimini
belirlemenin baslica yontemleri doku kualtura ve FMRI- fonksiyonel manyetik

rezonans goruntulemedir (FMRI- beyin aktivitesinin invazif olmayan olgimine
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izin veren geligmis bir ndrogoruntuleme teknigi). Bu teknikler klinik kullanimdan
ziyade aragtirmaya yoneliktir. Lojistik olarak, vicuttaki glutamatin her yerde
bulunmasi, kantitatif olarak test edilmesini zorlastirir. Hem madde kullanim
bozukluklari hem de nérodejeneratif durumlar igin farmakolojik bir hedef olarak
potansiyele sahip olsa da inme riski gibi ciddi yan etkiler olmasi sebebiyle
kullanimi arastirma kapsaminda sinirlandiriimisgtir (86).

Akson terminallerinde vezikuller icinde depolanan glutamat ekzositoz
yoluyla sinaptik bogluklara salgilanarak postsinaptik membranda yerlesik
reseptorlerine baglanmakta, boylelikle ikinci habercileri uyarmis olmaktadir.
Ardindan glial hucrelerde ve presinaptik terminallerde bulunan glutamat
tasiyicilan ile sinaptik yariktan uzaklastiriimaktadirlar. Glial hicre icine geri
alindiktan sonra, glutamat glutamine donuserek sinir terminaline geri tasinir
(87,88).

Beyindeki toplam glutamatin %20'sine kadari meta kompartman
seklinde astrosit hicrelerinde depolanmaktadir. Néronlarin metabolik igleyigi
glutamat-glutamin doéngusuyle astrositlerle iligkilidir. Noéronal salinimdan
sonra, glutamat astrositlerde birikerek, glutamin sentetazin (néronlarda
bulunmayan bir enzim), fosforilasyonu ve amonyumu (NH4) yoluyla glutamine
dénusturiimektedir (89,90).

Astrositler glutamati sentezleyebilir ve néronlarda bulunmayan baska
bir enzim olan piruvat karboksilaz enzimiyle glutamatin o6ncusu alfa-
ketoglutarati Uretebilmektedirler. Bu sentez, hafiza olusumu gibi beynin aktif
calistigi zamanlarda yogunlasmis gibi gorunmektedir (91).

Noronlar, glikozdan glutamat veya GABA sentezleyemezler. Bunun
yerine, glutamati mitokondriyal glutaminaz ile glutamine hidrolize ederek
glutamat dekarboksilaz ile GABA'ya donusturebilmektedirler (92).

lll.C.a. Vezikiiler Glutamat Tasiyicilari (VGLUT)

Veziklllerin glutamat ile yliklenmesine, vezikiler glutamat tasiyicilari
(VGLUT1, 2 ve 3) aracilik etmektedir. Tum glutamaterjik ndéronlarda
norotransmisyon igin VGLUT1 ve VGLUTZ2 gerekli proteinlerdir. VGLUT3 ise
duyusal sinir hucrelerinde ve glutamaterjik olmayan noronlarda eksprese
edilmektedir (93).
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VGLUT'lar, vezikiler yuklemenin ilk asamasinda elektrojenik glutamat
ithalatgilari olarak caligirlar ve V-ATPaz tarafindan pompalanan protonlarla
negatif yudkleri dengeleme bilmektedir. Vezikll limeninin tamponlama
kapasitesi tukendiginde, protonlar GLUT'a badimli proton potasyum degisim
aktivitesi ile pompalanirlar (94,95).

Yapilan bir bagka calismada protonlar i¢in baska bir ¢ikis yolunu
sodyum-proton esanjoru (NaHEG) saglayabildigi gosterilmistir (88).

VGLUT1 ve VGLUT2 baslangigta inorganik fosfat (Pi) icin Na* iona
bagli tasiyicilar olarak tanimlanmis, glutamat yuklemesindeki temel islevleri
daha sonra aydinlatiimistir. VGLUT'larin yapisal olarak, SLC17A alt ailesine
mensup NaPi tasiyicilari Tip | ile iligkili oldugu gosterilmigtir (96).

Deneysel ortamda yapay membranlara uygulanan saflastiriimis ve
dilie edilmis VGLUT'lar Uzerine yapilan biyokimyasal ¢alismalarda, glutamat
ve Pi igin tasima aktivitelerinin ayni molekullerde bulundugu gdsterilmistir
(97,98).

Glutamatin saflastinlmis VGLUT'a tasinmasi, CI iyonlari tarafindan
uyariimaktadir. Sinaptik vezikullerde glutamat birikimi, Cl'un aktiflesmesi ve
keto-asit duzeyindeki inhibisyon arasindaki bir denge ile duzenlenir. Keton
cisimcikleri, Cl'ye olan afinitesini azaltarak VGLUT aktivitesini inhibe eder
(99).

Vezikller ndérotransmitter tasiyicilari immuanhistokimya boyamalarinda
belirte¢ olarak kullanabilmekte olup (100) bu tez calismasinda da marker

olarak kullaniimigtir.
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GEREG VE YONTEM

Proje calismalarinda daha o6nce etik kurul karari alinmis olan proje
calismalarimizdan (HADYEK 01.03.2016 tarih ve 2016-04/05 numarali karar)
higcbir uygulamaya maruz birakilmadan deneylere kontrol grubu olarak katiimis
deneklerden elde edilen beyin kesitleri kullaniimigtir. Bu kesitlerin tez
calismasinda kullanilabilmesi igin ayrica etik kurul uygunlugu karari alinmistir
(Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
01.12.2020 tarih ve 2020-12/5 numarali karar1) Bu denekler fosfat tamponlu
%4’luk paraformaldehid ile perfizyon fiksasyonuna tabi tutularak sakrifiye
edilen deneklerdir. Cikartilan beyinlerden 40 mikron kaliniginda koronal
kesitler 5 seri halinde vibratom kullanilarak alinmigtir. Bu kesitler
kriyoprotektan madde igerisinde uzun sure -20 C’de saklanabilmektedir.
Calismada her vezikller tasiyici protein isaretlemesi icin 5 erkek ve 5 disiden

elde edilmis kesitler kullanilmistir.

|. Deney Proseduri

Tez igin yapilan deneyler, hipotezin test edilmesine ydnelik olarak
belirlenen 6zgun amag dogrultusunda planlanmistir.

Ozgliin amag: Nesfatin-1 ndronlari (izerinde eksitatér ve inhibitor
norotransmitterlere ait etkinin belilenmesidir. Bu amag¢ kapsaminda
hipotezimiz, nesfatin-1 noéronlarinin anoreksijenik fonksiyonlarini  farkl
norotransmitterleri iceren Ust merkez noéronlarinin  kontroli altinda
gerceklestiriyor olmasi. Bu hipotezi test etmeye yonelik olarak, glutamat,
asetilkolin veya GABA'y1 norotransmitter olarak kullanan néronlara ait akson
sonlanmalarinin nesfatin-1 néronlari Uzerinde yaptiklari apozisyonlarin ikili
immiinohistokimyasal teknik ile gdsteriimesi hedeflenmistir. Ozgiin amag

kapsaminda 3 hedef belirlenmistir.
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1. Vezikuler glutamat tasiyici (VGIUT) proteinlerini iceren eksitator
akson sonlanmalarinin nesfatin-1 noéronlari Uzerinde varliginin ve bu tur
néronlarin hipotalamustaki yogunlugunun belirlenmesi.

2. Vezikuler asetil kolin tasiyici (VAChT) proteinlerini iceren eksitator
akson sonlanmalarinin nesfatin-1 noéronlari Uzerinde varliginin ve bu tur
noronlarin hipotalamustaki yogunlugunun belirlenmesi.

3. Vezikller GABA tasiyici (VGAT) proteinlerini iceren inhibitér akson
sonlanmalarinin nesfatin-1 néronlari Gzerinde varliginin ve bu tar néronlarin
hipotalamustaki yogunlugunun belirlenmesi

Bu hedeflere ulagmada ikili indirekt immunoperksidaz teknigi
kullanilmis ve nesfatin-1 antikoruyla vezikller tasiyicilardan birine ait antikor
kullanilarak isaretlemer gerceklestirilmigtir. Kullanilan teknigin detaylari

asagida verilmistir.

Il. immiinohistokimyasal islemlerde Takip Edilen Genel Kurallar

Calismada yer almis immunohistokimyasal islemlerin tuma viallerde
yuzen Kesitlere uygulanmig, inkibasyon ve yikama islemleri sallayici yardimi
ile yapiimistir. Calismada, kesitlerin ylkama asamalarinda 0.05 M Tris—HCI
solisyonu (pH 7.6), non-spesifik baglanmayi baskilayip tim antikorlari diltie
etmek icin bloklayici tampon olarak %10’luk normal at serumu kullaniimistir.
Primer ve sekonder antikor inkubasyonlarini takiben kesitler avidin—biotin
solisyonunda (ABC Elite Kit) bekletiimis ve olusan kompleksi gorundr hale
getirmek amaciyla diaminobenzidin (DAB) kromojeni ya da nikel-DAB
kullanilmistir. Yikanarak lamlara alinan kesitler, kurutulma islemi sonrasi 1sik
mikroskopide incelenmek i¢cin DPX ile kapatiimistir.

Tez galismalarinda kullanilan primer antikorlar Tablo-1’de verilmistir.
Bu antikorlardan laboratuvarimizda ilk kez kullanilacak olan VGAT ve VAChT
antikorlari i¢in dncelikle optimum sinyali elde etmek acgisindan optimizasyon
denemeleri yapiimigtir. Daha 6nce optimize edilen ve ilk kez bu ¢alismada
optimizasyonu yapilan primer antikorlarin kullanim 0zelligi Tablo-2'de

listelenmistir. Calismada kullanilan antikorlar ile yapilacak immunohisto-
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kimyasal boyamalarin 6zgunlukleri kontrol caligsmalariyla belirlenmistir. Kontrol
calismalarinda esas immunohistokimyasal boyamaya es zamanl olarak
kontrol boyamasi yapilmis ve bu boyamalarda ya primer antikor basamagi ya
da sekonder antikor basamagi atlanmigtir. Kontrol boyamalarinin
degerlendiriimesinde higbir hldcresel boyanma godzlenmemigtir. Bu sonug
antikorun 6zgun isaretlemesinin kontrolU olarak degerlendirilmigtir.

immiinohistokimya Boyama Basamaklari:

ikili immunoperoksidaz yéntemi kullanilarak, nesfatin-1 néronlarindaki
VGIuT2, VGIuT3, VAChT ve VGAT proteinlerinin ekspresyonlari ayri ayri
belirlenmistir. Bu ¢alismalarda asagidaki protokol takip edilmistir:

1. Kriyoprotektandan arindirma ve bloklayici serum asamalarindan
sonra, uygun norotransmitter tasiyici proteinleri taniyan primer antikorlar ile
tum gece oda sicakliginda inkibasyon.

2. Sekonder antikor uygulamasi: Biotin-konjuge esek anti—tavsan IgG
ile 2 saat inkibasyon.

3. Avidin—biyotin kompleksi solisyonu ile 60 dk. inkibasyon.

4. Substrat kromojen solUsyonu ile inkiibasyon: Bu asamada kromojen
olarak Nikel-DAB (Ni-DAB) solusyonu kullanilarak siyah boyanma elde
edilmistir. Boylece DAB boyamasi ile kahverengi olarak go6zlenecek
sitoplazmik boyanma ile kontrast olusturulmustur.

5. Kesitler tekrar iki saat sureyle bloklayici serumda inktbe edilmigtir.

6. Primer antikor inkibasyonu: tavsan anti-nesfatin-1 antikoru ile tim
gece oda sicaklhginda inkubasyon.

7. Biotin konjuge esek anti-tavsan sekonder antikoru ile 2 saat
inkibasyon.

8. Avidin—biyotin kompleksi solisyonu ile 1 saat inkiibasyon.

9. Substrat kromojen solusyonu (DAB) ile antikor-antijen-enzim
kompleksinin gorandr hale getirilmistir

10. Kesitler DPX ile kapatilmistir.
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Tablo-1: Calismada kullanilan antikorlar

Kullanilan antikor Katalog No Lot No Uretici Firma

Tavsan anti-nesfatin-1 H00322 0011425 Chemicon Int.
Kobay anti-VGIuT2 AB5907 0507003303 Chemicon Int.
Kobay anti-VGIuT3 AB5421 0509010393 Chemicon Int.
Tavsan anti-VGAT AB5062P 3681251 Chemicon Int.
Kegi anti-VAChT AB144P 3708759 Chemicon Int.

Tablo-2: Calismada kullanilan antikorlar, dilisyonlari ve inkibasyon sureleri.

Test edilen antikor Diliisyon inkiibasyon Siiresi

Tavgan anti-nesfatin-1 1:40000 Tum gece oda sicakliginda
Kobay VGIuT2 1:5000 Tum gece oda sicakliginda
Kobay VGIuT3 1:5000 Tam gece oda sicakhginda
Tavsan VGAT 1:5000 Tam gece oda sicakhginda
Keci VAChT 1:5000 Tum gece oda sicakhginda

lll.Preparatlarin incelenmesi ve istatistiksel Analiz

Immunoperoksidaz boyamasi yapilan kesitler Olympus BX50
mikroskopunun 40X objektifi kullanilarak incelenmistir. Dijital kamera
(Olympus DP71 CCD renkli kamera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina
aktarilan goruntuler Uzerinde hucre sayimlari gergeklestirilmistir.

Calismalar kapsaminda yapilacak ikili isaretlemeler i¢in sican beyin
atlasina gore supraoptik ¢ekirdegin (SON) yer aldigi bregma —0.48 mm ile —
1.44 mm koordinatlari arasindaki kesitler kullaniimistir. Bu tez ¢calismasinda
nesfatin-1 noronlarinin en yogun olarak bulundugu ve tamami magnoseluler
tipte noron iceren supraoptik gekirdekler arastirilmigtir. Hicre sayiminda

rostrakaudal diizlemde birbirine esit uzaklikta 5 farkl seviyeden alinan kesitler
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kullanilmig ve her denek igin kesitlerin ayni koordinatta olmasina dikkat
edilmistir

ikili immiinoperoksidaz isaretlenmis kesitlerin supraoptik cekir-
deklerinde 6ncelikle nesfatin-1 peptiti icin immunopozitif olan tim néronlar
bilateral olarak sayilmistir. Ayni zamanda bu nesfatin-1 noronlarinin VGIuT,
VAChAT veya VGAT immunoreaktif olan en az bir akson sonlanmasiyla temasta
olup olmadiklari degerlendirilmistir. Temas gorlilen (innerve olan) ndéron
sayllari kaydedilmistir. Her denek igin innervasyon aldigi belirlenen nesfatin-1
noron sayisinin, nesfatin-1 isaretlemesi gozlenen tum noronlara (hem
innervasyon alan hem de almayan nesfatin-1 igaretli néronlarin toplami) orani
hesaplanmistir. Bu veriler norotransmitter tipleri arasindaki farkhliklar ve
cinsiyete bagli degisimler agisindan istatistiksel olarak analiz edilmistir. Elde
edilen verilerin gruplar arasi varyans analizi ANOVA ile istatistiki anlamlilik
kargilastirmasi ise Student—-Newman—Keuls testi ile yapilmis ve istatistiki

anlamhlik sinir degeri olarak p<0,05 alinmigtir.

22



BULGULAR

I. Immiinohistokimyasal isaretlemelerin Degerlendirilmesi

Imminohistokimya teknigiyle yapilan ikili immin isaretlemeler
hipotalamik supraoptik cekirdekte (Sekil-1A) incelendiginde, sitoplazmik
nesfatin-1 proteini diaminobenzidin (DAB) kromojeniyle boyanmis ve olusan
komplekslerin yansittigi sinyaller 1sik mikroskopunda kahverengi olarak
belirlenmistir. Nikel amonyum sulfat ilaveli DAB’la (Ni-DAB) hucre
membranlarinda lokalize akson sonlanmalari (VGLUT2, VGLUT3, VGAT,
VAChT) koyu mor ve siyah renklerinde izlenmistir. Hem sitoplazmalarinda
kahverengi boyamanin olmasi hem de bu néron membranlarinin Uzerinde
lokalize koyu mor ve siyah nokta sekilli igaretlemelerin olmasi sebebiyle,
goruntaler ikili boyama seklinde isaretlenmis olarak kabul edilmistir (Sekil-1B,
1C).

Vezikluler glutamat transporter belirtegleriyle Nesfatin-1 ndronlarinin
regulasyonunda glutamaterjik sistemin rolunun belirlenme amaciyla
supraoptik cekirdekte (SON) vyerlesik nesfatin-1  noéronlarinin  ikili
immunohistokimya boyamasi yapilmistir. Yapilan boyamalarda nesfatin-1
néronlarinin sitoplazmalari kahverengi, noéron ile apozisyon gosteren
glutamaterjik sonlanmalar ise (VGLUT2, VGLUT3) koyu mor ve siyah noktalar
seklinde belirlenmis ve 151k mikroskobunda goérunttlenmistir. Disi deneklerde
supraoptik cekirdekteki nesfatin-1 ndronlarinin  %69u  VGIuT2 igeren
sonlanmalarla temas ederken, erkek deneklerde bu oran %88’dir (Sekil-2A,
2B, Tablo-3).

Supraoptik c¢ekirdekteki nesfatin-1 noéronlarinin  VGLUT3-pozitif
aksonlarla apozisyonu degerlendirildiginde, disi hayvanlarda %53, erkek
grubunda ise bu oran %66 olarak bulunmustur (Sekil-3A, 3B, Tablo-4).
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T om

Sekil-1: Mikroskobik degerlendirme prosediri. (A) Tez calismalarinda
incelenen supraoptik ¢ekirdegin beyin atlasina gére (101) hipotalamusdaki
lokalizasyonu. (B) SON’de akson sonlanmalariyla temasi olmayan nesfatin-1
néronunun gorintisi. (C) SON’de akson sonlanmalariyla temasi olan ve ikili

isaretlenmis olarak kabul edilen nesfatin-1 néronun géruntisu.
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Glutamaterjik innervasyonda yer alan transporterlerin nesfatin-1
noronlariyla yaptiklari kontaktlar erkek ve disi gruplari arasindaki fark
anlaminda istatistiki olarak degerlendiriimigtir. Buna goére erkek deneklerde
VGLUT?2 ile inerve olan nesfatin-1 néron sayisinin disi deneklerdekine goére
anlamli dizeyde yuksek oldugu belirlenmigtir (p=0,027, Sekil-2C). VGLUT3 ile
apozisyon yapan nesfatin-1 noronlarinda da bu sayi erkek denekler igin
yuksek olarak bulunmus ancak elde edilen veri istatistiki anlamlilida
erismemistir (p=0,063, Sekil-3C).

Vezikuler GABA transporter belirteciyle Nesfatin-1 ndronlarinin
regulasyonunda GABAerjik sistemin rolunin belirlenmesi hedefine yonelik
calismalarda, supraoptik cekirdekteki nesfatin-1 noéronlarinin VGAT igeren
aksonal sonlanmalarla temas edenlerinin orani, disi deneklerde %98, erkek
deneklerde ise %97 olarak bulunmustur (Sekil-4, Tablo-5).

Vezikuler Asetilkolin transporter belirteciyle Nesfatin-1 ndoronlarinin
regulasyonunda kolinerjik sistemin rolinin belilenmesi amaciyla yapilan
calismalarda supraoptik ¢ekirdekteki nesfatin-1 ndronlarinin VAChT igceren
son dugmeciklerle temasina hem disi deneklerde hem de erkek deneklerde

rastlanmamistir (Sekil-5).

Tablo-3: Supraoptik ¢ekirdekde lokalize olan ve VGLUT2-pozitif akson

sonlanmalari ile temasta olan nesfatin-1 néronlari.

Cinsiyet Nesfatin VGIuT2 VGIuT2 sonlanmasi
Noronlarinin sonlanmasi gorulen Nesfatin
Ortalama Sayilari goriilen Nesfatin Noéronlarinin
Noronlarinin Ortalama Yuzdeleri
Ortalama
Sayilari

ERKEK 1067,4+£130,65 946+124,16 88,7114,05
Digi 960,2+160,80 697,6+157,59 69,0516,06
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88,71 69,06

C Gruplar
Sekil-2: Supraoptik ¢ekirdekde lokalize olan Nesfatin-1 noéronlari Gzerinde
VGLUT2-pozitif akson sonlanmalari. (A) x40 buyidtme (B) x100 bayitme (C)
VGLUT2 ile temasi olan nesfatin-1 noéronlarinlara ait oranlarin grafiksel

gorinimu. Erkek ve disi denekler arasindaki fark istatistikel olarak anlamhlik

goOstermigtir (* p=0,027).
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Sekil-3: Supraoptik ¢ekirdekte lokalize olan nesfatin-1 néronlari Gzerinde
VGLUT3-pozitif akson sonlanmalari. (A) x40 buyutme (B) x100 buyuatme (C)
VGLUT3 ile temasi olan nesfatin-1 noronlarinlara ait oranlarin grafiksel
gorunimu. Erkek ve disi denekler arasindaki fark istatistikel olarak anlamhlik

gOstermemistir (p=0,063).
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97,91 98,96

Gruplar

Cc
Sekil-4: Supraoptik ¢ekirdekte lokalize olan nesfatin-1 ndéronlar Gzerinde
VGAT-pozitif akson sonlanmalari. (A) x40 blayutme (B) x100 buyutme (C)

VGAT ile temasi olan nesfatin-1 ndéronlarinlara ait oranlarin grafiksel

goranumu. Erkek ve disi denekler arasindaki fark istatistikel olarak anlamlilik

g6stermemistir (* p=0,125).
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Sekil-5: Supraoptik ¢ekirdekte lokalize olan nesfatin-1 néronlari Gzerinde

VAChT-pozitif akson sonlanmalari. Nesfatin-1 noronlarinda kolinerjik
inervasyon gorulmemigtir.  (A) VAChT-pozitif akson sonlanmalarinin
hipotalamusun diger alanlarindaki lokalizasyonu (B) SON’de VAChAT igeren

aksonlarla temasi olmayan nesfatin 1 néronlari

Tablo-4: Supraoptik c¢ekirdekde lokalize olan ve VGLUT3-pozitif akson

sonlanmalari ile temasta olan nesfatin-1 néronlari.

VGIuT3
sonlanmasi VGIuT3 sonlanmasi
Nesfatin
. goriilen Nesfatin goriilen Nesfatin
Cinsiyet Noéronlarinin
Noronlarinin Noronlarinin
Ortalama Sayilari
Ortalama Ortalama Yiizdeleri
Sayilari
ERKEK 1567,6+178,41 1036,02+137,34 66,58+4,96
DiSi 925,6+84,01 492,4+59,81 53,02+3,84
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Tablo-5: Supraoptik c¢ekirdekde lokalize olan ve VGAT-pozitif akson

sonlanmalari ile temasta olan nesfatin-1 néronlari.

VGAT
sonlanmasi VGAT sonlanmasi
Nesfatin
. goriilen Nesfatin goriilen Nesfatin
Cinsiyet Noéronlarinin
Noronlarinin Noronlarinin
Ortalama Sayilari
Ortalama Ortalama Yizdeleri
Sayilari
ERKEK 1320,80+174,13 1293+170,31 97,91+0,42
DiSi 622,60+273,71 617,60+272,79 98,96+0,44

llgili ndérotransmitterlerlere ait vezikller tagiyici protein igeren
sonlanmalarin SON’de vyerlesik nesfatin-1 ndéronlari Uzerindeki apozisyon
oranlari farkh tasiyicilar agisindan karsilastirildiginda, erkek deneklerin
supraoptik ¢ekirdeklerinde VGIuT2 igceren sonlanmalarla temasi olan nesfatin-
1 noéronlarinin VGIUT3 iceren sonlanmalarla apozisyonu olan néronlardan
sayica daha fazla olduklari ve bu néronlarin oranlarindaki farkin istatistikel
olarak anlamli oldugu belirlenmigtir (p=0,009, Sekil-6). Disi deneklerde benzer
farkhlik goérllsede bu veride istatiksel olarak anlamlilik goézlenmemistir
(p=0,062, Sekil-6). Benzer karsilastirma VGAT iceren veya VGLUT?2 igeren
aksonlarca temasi olan nesfatin-1 néronlari agisindan yapildiginda hem erkek
deneklerde hem de disi deneklerde istatistiki anlamlilik tagiyacak sekilde
VGAT apozisyonunu lehine bir farkin oldugu saptanmistir (p=,001, Sekil-7).
VGLuUT3 ve VGAT karsilastirmasinda ise disi deneklerde istatistiki anlamlilik
tasiyacak sekilde VGAT apozisyonunu lehine bir farkin oldugu (p=001), erkek
deneklerde ise benzer farkin oldugu ancak istatistiki anlamliik vermedigi
(p=054 ) anlasiimistir (Sekil-8).
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Sekil-6: Erkek ve disi deneklerde VGIuT2 ve VGIuT3 igceren sonlanmalarla

temasta olan nesfatin-1 néron yuzdelerinin kargilagtiriimasi, *p=0,009.
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Sekil-7: Erkek ve disi deneklerde VGIuT2 ve VGAT igeren sonlanmalarla

temasta olan nesfatin-1 néron ylzdelerinin kargilastiriimasi *p=0,001.
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ERKEK Disi

Sekil-8: Erkek ve disi deneklerde VGIuT3 ve VGAT iceren sonlanmalarla

temasta olan nesfatin-1 néron yuzdelerinin kargilagtiriimasi *p=0,001.
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TARTISMA VE SONUG

Yapilan son galismalarda arka beynin enerji balansini dengede tutan ve
periferik metabolik sinyallerle hipotalamik yolaklar arasindaki dengeyi
saglamakta oldugu gosterilmigtir (10). Hipotalamik ¢ekirdeklerden supraoptik
cekirdek, paraventrikiler c¢ekirdek, periventrikiler c¢ekirdek (PeV),
ventromedial ¢ekirdek (VMN), dorsomedial ¢ekirdek (DMN), arkuat ¢ekirdek,
lateral hipotalamik alan /perifornikal alan (PFA) ve ayrica beyin sapindaki
soliter traktusun cekirdekleri besin alimi ve enerji tuketiminde 6nemli rol
oynamaktadirlar (13).

Besin alimi ve istah kontrolinde roli oldugu ilk kez Oh-l ve ark.
Tarafindan belirlenen(2) nesfatin-1 peptidinin 6nct molekult 82 amino asitten
olusan nukleobindin 2 (NUCB2) proteinidir. NUCB2/nesfatin-1 korteks, PVN,
zona postrema, vagus sinirinin dorsal motor c¢ekirdegi ve beyincikte
g6zlemlenmistir (2,3). NUCB2/nesfatin-1 reseptorleri henliz tanimlanmasa da
hem MSS'de hem de periferik organlarda spesifik baglanma bolgeleri tespit
edilebilmistir (5).

Nesfatin-1 noronlarinin yogun olarak paraventrikiler ve supraoptik
cekirdek bolgesinde lokalize olduklari yapilan ¢alismalarda belirtiimistir (19).
Calismalarimizda incelenen nesfatin-1  néronlarinin  supraoptik ve
paraventrikiler c¢ekirdeklerin yani sira, literatirde de gosterildigi Uzere
(19,106), hipotalamusda yerlegik, arkuat, periventrikiler cekirdeklerde ve
lateral hipotalamik alanda lokalize oldugu belirlenmistir. Tez ¢calismamizda
mikroskobik analizler sadece supraoptik ¢ekirdekte yapiimigtir.

Nesfatin-1 noronlarinin eksitator norotransmitter olarak glutamaterjik
agonistler ile aktive olduklarini (8), ayni zamanda glukokortikoid reseptorleri
araciligi ile periferik stres sinyallerini eksprese ederek strese karsi aktivasyon
goOsterdikleri (9) laboratuvarimizda yapilan c¢alismalarda belirlenmis, bu
aktivasyonda glutamaterjik sistemin rol aldigi anlasiimistir.

Glutamat hipotalamusta eksitator etkilesimde énemli rol oynayan amino

asit norotransmitterdir. Elde edilen bulgular glutamat agonistlerinin
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enjeksiyonu sonrasinda c-Fos eksprese eden nesfatin-1 ndéron sayisinin
arttigi, bu artisin glutamat agonistinin enjeksiyonu oncesi gergeklestirilen
Ozellikli antagonist uygulamasiyla baskilandigini vurgulamaktadir (8). Bu
sonugclar glutamaterjik sistemle nesfatin-1 néronlari arasindaki direkt etkilesimi
gOstermektedir. Dolayisiyla glutamat iceren akson sonlanmalari ile nesfatin-1
noronlari arasinda sinaptik olugsum yaratabilecek temaslarin var oldugu
dusunulebilir.  Glutamat disinda literatiurde nesfatin-1  noéronlarinin
regulasyonunda yer alan norotransmitter sistemlerle ilgili  bilgiye
rastlanilmamistir.

Tez galismamin sonuglari glutamaterjik néronlarin nesfatin-1 néronlari
Uzerine sinaptik yapilar olusturabilecek sekilde akson sonlanmalari
gonderdigini gostermistir. Daha dnceki bulgularimizi glglendiren bu bulguya
dayanarak nesfatin-1 noronlarinin glutamaterjik etki altinda kontrol edildigi
sOylenebilir. Bu sonug¢ nesfatin-1 noronlarinda aktivasyonun direkt sinaptik
iliski ile glutamaterjik sistem tarafindan tetiklendigini gostermektedir. Aksonlari
nesfatin-1 néronlarina ulasan bu glutamaterjik néronlarda glutamatin vezikul
icerisine tasinmasinda hem VGLUT hem de VGLUT3'4n rol aldigi
anlasiimistir.

Glutamaterjik sonlanma alan nesfatin-1 néronlarinin yuzde olarak erkek
deneklerde daha fazla olmasi tez ¢alismasinin diger 6nemli bir bulgusudur. Bu
bulgu besin aliminda nesfatin-1 noéronlarinin rolinin cinsiyetler arasi bir
farkhlik gosterebilecegini dustindurmektedir. Ancak bu verilerle daha net bir
sonuca ulagabilmek igin ileri galismalara gerek vardir.

Calismamizin hedefindeki diger noérotransmitter olan asetilkolininin
vejetatif gangliyonlardaki sinaptik iletilerde roll arastiriimis, néromuskuler
baglantilarda bir mediator oldugu ve spinal kord néronlari Gzerindeki uyarici
etkisi gosterilmistir (41-44). Asetilkolinin kolin asetil transferaz (ChAT)
tarafindan sentezlendigi ve vezikuler asetilkolin tasiyicisi (VAChT) ile sinaptik
veziklllere yuklendigi daha 6nce yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (46). Bazi
calismalarda ChAT proteininin sitoplazmik oldugu gosterilse de birgogunda
sinaptik oldugu da bildirilmigtir (47). Asetilkolin sinaptik yarik igerisinde
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dagilarak postsinaptik hiucrelerde bulunan asetilkolin reseptorlerini (ACHR)
aktive etmektedir (48).

Hipotalamusta kolinerjik akson sonlanmalarinin  varhgr cesitli
calismalarda gosterilmigtir (102). Calismamizda eksitator noérotransmitter
olarak asetilkolin de akson sonlanmalari dizeyinde nesfatin-1 noronlari ile
iligkileri arastinlmigtir. Ancak tez c¢alismamda inceledigim supraoptik
cekirdekte yerlesik nesfatin-1 néronlarinin kolinerjik innervasyon almadiklari
belirlenmistir.  Dolayisiyla c¢ekirdekte eksitatuvar uyarinin  nesfatin-1
noronlarina sadece glutamaterjik ileti ile ulastinldigi anlagiimigtir. Ancak bu
iliskinin hipotalamusun diger alanlarinda yerlesik nesfatin-1 noéronlarinda
varligi tez kapsaminda arastirilmamigtir. Bu olasiligin degerlendirilmesi igin
ileri analizlere gerek vardir.

GABA, inhibitor etkiye sahip norotransmitter olup, iglevi inhibe ettigi
noronlar tarafindan belirlenmektedir. Yapilan galismalarda GABA'nin sinaptik
veziklllerde birikmesine vezikller GABA tasiyicisinin (VGAT) aracilik ettigini,
ayni zamanda VGATIn beyin ve omuriligin GABAerjik ve glisinerjik
noronlarinin sinir uglarinda yogunlastigr gosterilmigtir (71).

Nesfatin-1 noéronlari aglik durumunda inhibe olarak aktivasyonlarini
yitiren noéronlardir. Periferden gelen aglik sinyallerinin bu néronlara ulagiminda
ve inhibisyonunda GABA noérotransmisyonunun etkisi olabilirligi  hipotezini
esas alarak gcalismamda GABA’erjik sonlanmalarin nesfatin-1 dizeyinde
varhgr da arastinlmigtir. Noroendokrin etkilesimler Uzerine yapilan
arastirmalarda cinsiyete bagli farkli sonugclar elde edilen ¢alismalara istinaden
bu calismamizda hem erkek hem de disi denekler kullanilmigtir (104).

Tez galismamin sonuglari SON’de yerlesik nesfatin-1 néronlarinin gok
bayuk bir kisminin GABAerjik innervasyon aldigini gostermistir. Ayrica yapilan
incelemede her nesfatin-1 néronu Uzerinde ¢ok sayida VGAT iceren akson
sonlanmalarina ait temas gortlmastir. Bu sonug nesfatin-1 néronlarinin giglu
bir inhibitér kontrol altinda olduklarini disundirmektedir. Bulgularimiz
nesfatin-1 noronlarinda acglik durumunda gorulen inaktivasyonda, diger bir
deyisle organizmanin besin alimina ihtiyaci oldugu ve dolayisiyla nesfatin-1

néronlarindaki aktivasyonun baskilandigi durumlarda GABAerjik etkilesimin
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anoreksijenik nesfatin-1 néronlarinin inervasyonunda devreye girebilecek ve
bu inhibisyonda rol alabilecek 6zellikte oldugunu gostermistir.

Tez calismamda vezikuler nérotransmitter tasiyicilari ilgili sisteme ait
akson sonlanmalarinin gdsteriimesinde belirte¢ olarak kullaniimistir
(97,98,107-109). immiinhistokimya boyamalarinda bu proteinlerin marker
olarak kullanilmasi ilgili nérona ulasan norotransmitter sistemleri hakkinda bilgi
vermektedir. Cogunlukla terminal butonlar seklinde boyanma goésteren bu
sonlanmalarin ¢alismamizin ilgi konusu olan nesfatin-1 ndéronlari ile temas
halinde gozlenmesi bu noronlara innervasyon sagladiklarini
dusundurmektedir. Ancak bu yaklasimin bir kisitliligi yukarida belirtilen iligkinin
sinaps olusturup olusturmadigini gostermemesidir. Bilindigi gibi 1Sk
mikroskobunun buyudtme glclU sinapslar ayirt edecek yeterlilikte degildir.
Nesfatin-1 noéronlariyla norotransmitter uyariyr getiren aksonlar arasinda
sinaptik bir olusum iligkisinin var olup olmadigi ancak elektron mikroskobik
immunohistokimya ile gosterilebilir. Tez calismamda bu teknik kullanilmamistir
ancak yine de elde edilen bulgular boylesine bir sinaptik iligkinin var olduguna
guglu bir sekilde isaret etmektedir.

Sonug olarak tez galismamin bulgulari besin aliminin baskilanmasinda
onemli bir rolu olan nesfatin-1 néronlarinin hem eksitatér hem de inhibitor
norotransmitterlerin  kontroli altinda oldugunu gdstermistir. Nesfatin-1
néronlarinin  supraoptik ¢ekirdekte glutamaterjik sonlanmalar aldiginin
belirlenmesi daha 6nceki ¢calismalarimizda elde edilen sonugclari desteklemis
ve literature katki saglamistir. Calismam kapsaminda literaturde ilk kez olarak
nesfatin-1 néronlarinin yogun sekilde GABAerjik uyari alabilir dizenege sahip
oldugu gosterilmis ve bu ydnde yapilacak yeni ¢calismalara zemin hazirlamistir.
Tez c¢aligmalarimin bulgularina dayanilarak nesfatin-1  ndronlarinin
aktivasyonunda glutamaterjik sistemin, inaktivasyonunda ise GABAerjik
sistemin énemli rol oynadigi séylenebilir. ileri calismalarla bu iliskinin daha

detayli olarak anlasiimasi mumkun olacaktir.
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