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OZET

Intraserebroventrikiiler Uygulanan Nesfatin-1’in Amigdala ve

Hipotalamo-Hipofizer Adrenal Aksa Etkilerinin Arastirilmasi

Nesfatin-1, hipotalamusun istah kontrolii ile iliskili noronlarinda eksprese edilen ve
istah1 azaltic1 (anoreksijenik) etkiye sahip endojen bir peptiddir. Ayrica, Nesfatin-1'in stresle
iligkili davraniglar1 diizenleyebilecegi son donemlerde tartigilan hususlar arasinda yer
almaktadir. Stres yanit1 sirasinda Nesfatin-1, serotonerjik ve noradrenerjik néronlari aktive
ederek hipotalamo-hipofizer adrenal (HHA) aksinin etkinligini artirmaktadir. Nesfatin-1'in
kisspeptin, kortikotropin salgilatict hormon (CRH) ve oksitosin reseptorleriyle etkilesimi s6z

konusudur.

Bu calismada, eriskin Wistar albino erkek sicanlar alt1 gruba ayrildi. Deney gruplari
kontrol, Nesfatin-1, Nesfatin-1+p234, Nesfatin-1+Antalarmin, Nesfatin-1+Astressin2B ve
Nesfatin-1+Atosiban olacak sekilde planlandi. Siganlar anestezi altinda lateral ventrikiile
enjeksiyon yapildiktan 30 dakika sonra sakrifiye edildi. HPLC ile amigdala noradrenalin ve
dopamin diizeyleri, ELISA ile glutamat, gamma-aminobiitirik asit (GABA), serotonin
diizeyleri ve serum Kortikosteron seviyeleri 6l¢iildii. Beyinlerden immiinohistokimyasal

analizler igin kesitler alindi. Sonuglar one-way ANOVA ve Tukey testiyle analiz edildi.

Nesfatin-1 ve Nesfatin-1+p234 gruplarinda, paraventrikiiler niikleustaki CRH
immiinreaktivitesi, amigdala noradrenalin diizeyleri, serum adrenokortikotropik hormon ve
kortikosteron seviyeleri kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05).
Ayni zamanda bu gruplarin amigdala GABA ve dopamin diizeyleri Nesfatin-1+Atosiban
grubuyla birlikte kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0.05). Amigdala
glutamat ve hipofiz oksitosin diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p>0.05). Serotonin diizeyleri ise sadece Nesfatin-1+p234 grubunda kontrol grubuna kiyasla

anlamli olarak diigiikk bulundu (p<0.05).

Sonuglarimiz, Nesfatin-1'in HHA aksini aktive ettigini ve amigdalay1 uyardigini
gostermektedir. Ayrica Nesfatin-1, kisspeptin sinyallesmesinin bozuldugu durumlarda da
HHA aks aktivitesini artirmaktadir. Nesfatin-1’e bagli bu etkilerde amigdalada serotonin ve

GABA diizeylerinin azalmasinin rolii oldugu sdylenebilir.

Anahtar Sozciikler: Adrenal Bez, Amigdala, Hipofiz, Hipotalamus, Nesfatin-1
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Intracerebroventricularly Administered Nesfatin-1

on the Amygdala and Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis

Nesfatin-1 is expressed in neurons related to appetite control in the hypothalamus
and is known for its anorexigenic (appetite-suppressing) effect. Additionally, it has been
suggested that Nesfatin-1 may regulate stress-related behaviors. During the stress response,
Nesfatin-1 activates serotonergic and noradrenergic neurons, enhancing the activity of the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. Nesfatin-1 interacts with Kisspeptin,
corticotropin-releasing hormone (CRH), and oxytocin receptors.

In this study, adult male Wistar albino rats were divided into six groups. The
experimental groups were planned as control, Nesfatin-1, Nesfatin-1+p234,
Nesfatin-1+Antalarmin, Nesfatin-1+Astressin2B and Nesfatin-1+Atosiban. Thirty minutes
after the injection into the lateral ventricle under anesthesia, the rats were sacrificed.
Amygdala norepinephrine and dopamine levels were measured using HPLC, while
glutamate, gamma-aminobutyric acid (GABA), serotonin levels and serum corticosterone
were measured using ELISA. Brain sections were taken for immunohistochemical analysis.

The results were evaluated using one-way ANOVA and Tukey's test.

In the Nesfatin-1 and Nesfatin-1+p234 groups, CRH immunoreactivity in the
paraventricular nucleus, amygdala norepinephrine levels, serum adrenocorticotropic
hormone and corticosterone levels were found to be significantly higher compared to the
control group (p<0.05). Additionally, the GABA and dopamine levels in the amygdala of
these groups, along with the Nesfatin-1+Atosiban group, were significantly lower than in
the control group (p<0.05). No statistically significant differences were found in amygdala
glutamate and pituitary oxytocin levels (p>0.05). Serotonin levels was significantly lower

only in the Nesfatin-1+p234 group compared to the control group (p<0.05).

Our results indicate that Nesfatin-1 activates the HPA axis and stimulates the
amygdala. Additionally, Nesfatin-1 enhances HPA axis activity even when Kkisspeptin
signaling is impaired. It was also found that the reduction of serotonin and GABA levels in

the amygdala plays a role in these Nesfatin-1-induced effects.

Keywords: Adrenal Gland, Amygdala, Hypothalamus, Nesfatin-1, Pituitary Gland
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1. GIRIS ve AMAC

Nesfatin-1, Oh-I ve ekibi tarafindan 2006 yilinda kesfedilen, 82 aminoasitten olusan
bir peptid hormondur (1). Bu hormon, Nucb2 geni tarafindan kodlamaktadir
(Gene ID: 59295, NCBI, 2024). Nesfatin/NUCB?2, hipotalamusun istah kontrolii ile iliskili
bolimlerinden paraventrikiiler niikleusta (PVN), arkuat niikleusta, lateral hipotalamik
alanda ve zona insertada yer alan noronlarda eksprese edilir (1). Beyinde hipotalamus
disinda, Edinger Wesfal (EW) niikleusu, amigdalanin merkezi niikleusunda, niikleus traktus
solitarius (NTS), vagusun dorsal niikleusu, kaudal rafe niikleusu, supraoptik niikleus (SON),
lokus seruleus, periakuaduktal gri cevher gibi bolgelerde de Nesfatin-1 immiinreaktivitesi

gozlemlenmistir (2).

Beslenmenin uyarilmasi veya devam ettirilmesiyle iliskili davranislar, genellikle
savunma veya korunma davranislariyla negatif bir iligskiye sahiptir (3). Bu nedenle, istah1
azaltici etkilere sahip faktorler, dogrudan veya dolayli olarak stres yanitinin tetiklenmesiyle
iliskilendirilebilir (4). Dolayisiyla, istah1 azaltarak beslenme davranisini etkileyen Nesfatin-
l'in, savunma veya stresle iligkili davranislarin diizenlenmesinde bir rol oynamasi
muhtemeldir. Stres altinda istahin degistigi bilinmektedir (5). Benzer sekilde, istahi artiran
faktorlerin kortizol salinimini etkileyerek stres yanitina katkida bulunabildigi bilinmektedir
(6). Ayrica, midenin doluluk derecesi ve tiiketilen yemegin igerigi gibi faktorlerin stres
yanitin1 etkileyebilecegi one siiriilmektedir (7). Bu baglamda, birgok ndropeptid, hem
beslenme hem de stresle iligkili durumlarda etkili olabilir. Nesfatin-1'in bu peptidlerle yakin
bir etkilesim icinde oldugu gériilmektedir. Ornegin, Nesfatin-1 iirokortin-1 ile yaklasik %90
(8), melanin konsantre edici hormon ile %80 (9), pro-opiomelanokortin (POMC) ve
kokain-amfetamin diizenleyici transkript (CART) néronlart ile %70 (10), melanosit uyarici
hormon ile %60, vazopressin noronlari ile %50, oksitosinle %40, néropeptid Y ndronlart ile
%40, biiylime hormonu salgilatici hormon (GHRH) ile %30, kortikotropin salgilatici
hormon (CRH veya kortikotropin salgilatici faktér (CRF)) ile %20 oraninda birlikte yerlesim

gostermektedir (10). Ayrica bu iligskiye serotonin ve noradrenalin néronlari da dahildir (11).

Nesfatin-1’in ruhsal durum degisiklikleriyle olan iliskisi intraserebroventrikiiler
(ICV) enjeksiyon sonras1 si¢canlarda gdzlenen anksiyete benzeri davranig ile giin yliziine
cikmustir (12). Nitekim Nesfatin-1 ile ilgili yapilan bir calismada puberte ve tireme ile ilgili
endokrin degerlerin kisspeptin reseptdr antagonisti p234 tarafindan modiilasyonu s6z

konusuyken ayni etkinin beslenme davranisinda kismen gecgerli oldugu goriilmistiir (13).



Nesfatin-1 grubu dahil olmak tizere 6zellikle Nesfatin-1+p234 grubundaki hayvanlarda
gozlemlenen sinirlilik ve ¢evreden gelen uyaranlara asir1 reaksiyon nedeniyle, bu durumun

irdelenmesi gerektigi kanisina varilmistir.

Akut kisitlama testi sonrasi, PVN, SON, NTS ve EW niikleuslarinda bulunan
Nesfatin-1 ndronlarinda aktivasyon gozlemlenebilmektedir (14, 15). Nesfatin-1, rafe
niikleusundaki serotonerjik noronlart ve lokus seruleusdaki noradrenerjik noronlar
uyarabilir ve bu durum, PVN’deki CRH noronlarini aktive ederek HHA aksinin etkinligini
artirir (11). Damar i¢i Nesfatin-1 enjeksiyonu, plazma adrenokortikotropik hormon (ACTH)
ve kortizol diizeylerinde artisa neden olur (16). Ayrica, lateral ventrikiile Nesfatin-1
enjeksiyonu kan basincini yiikseltir (17). Bu etkinin, melanokortin reseptorleri araciligiyla
renal sempatik sinirlerin aktivasyonu ile gergeklestigi diisiiniilmektedir (18). Periferik

Nesfatin-1 enjeksiyonu da kan basincinda artisa yol agtigi rapor edilmistir (19).

Nesfatin-1’in primer islendigi alan ve reseptorii/reseptorleri heniiz bilinmemektedir.
Konuyla ilgili olarak, 2016 yilinda, '?I-Nesfatin-1 otoradiyografi teknigi kullanilarak
yapilan bir caligmada, Nesfatin-1’in muhtemel reseptor dagilimmin beyinde PVN basta
olmak iizere area postrema, serebral korteks, hipofiz ve cerebelluma uzanan alanlarda
yogunlastig1 ileri siiriilmiistiir (20). Ayni ¢alismada, Nesfatin-1 iligkili reseptorlerin beyin
disinda, periferik alanlarda 6zellikle gastrointestinal kanal ve pankreas, adrenal bezler,
tireme organlar1 ve yag doku gibi endokrin yapilar ile kalp, karaciger, bobrekler, iskelet kas1
ve akcigerlerde tespit edildigi rapor edilmistir. Bu veriler, amigdala ve HHA aks

aktivasyonunda, santral nesfatin-1 etkisinin olduguna dair 6nemli kanitlardir.

Her ne kadar Nesfatin-1’in kendine ait reseptorii tam olarak tanimlanmamis olsa da
etkilesime girebilecegi muhtemel reseptdrler bulunmaktadir. 2010 yilinda, hipotalamusun
farkli alanlarinda, NUCB2 ve fosforillenmig-mammalian target of rapamycin’in (mTOR)
komsulugu bildirilmistir (21). mTOR’un, Kiss1 gen ekspresyonunda diizenleyici aktorlerden
biri olabilecegi diistiniilmektedir (22). Nesfatin-1 ile ortaya ¢ikan etkilerin kisspeptin
reseptOr antagonisti ile ortadan kalkmasi, kisspeptin reseptoriiniin bulundugu bolgelerde
Nesfatin-1’in de rol oynayabilecegini gostermektedir. Konuyla ilgili yapilan bir caligmada,
kisspeptin reseptor antagonisti ile Nesfatin-1’in etkilerinin azaltilabildigi belirlenmis ve
arkuat nukleus (ARC) kisspeptin noronlarinin immiinreaktivitesinin Nesfatin-1 grubunda,

Nesfatin-1+p234 grubuna kiyasla daha yogun oldugu tespit edilmistir (13). Bu bulgular,



Nesfatin-1 ile Kiss1 reseptorii arasinda dogrudan veya dolayli bir iliski ve ayn1 zamanda

kisspeptin ndron aktivitesinin diizenlenmesinde bir birliktelik olabilecegini gostermektedir.

Nesfatin-1, beslenme davranisi ve puberte siirecinde gorev almanin yani sira, eriskin
dénemde gonadotropin uyarici potansiyele de sahiptir (23). Bu isleyiste, beslenme davranisi
ve vicut agirlhigr degisimi tizerine kisspeptin reseptor blokeri ile kismen degisiklik
olusturmasina ragmen, puberte yasi, gonadotropin sekresyonu ve ARC immiinreaktivitesinin
Kisspeptin reseptor blokeri ile baskilanabilmesi, kisspeptin noronlar1 ile is birligini
diistindiirmektedir. Burada dikkat ¢ekici husus, endokrin parametrelerin disindaki gida alimi
gibi duygu durumla siki is birligi i¢inde olan fonksiyonlarin yanitinda farkliliklar olmasidir.
Nitekim yukarida bahsi gegen ¢alismada Nesfatin-1 ve 6zellikle Nesfatin-1+p234 grubunda
gbzlemledigimiz anksiyete ile iligkili davraniglar, mevcut arastirma projemize farkl
arastirmacilar tarafindan elde edilen bulgulara da dayanarak temel olusturmustur (13). Bu
nedenle stres veya HHA aktivasyonu gibi durumlarda Nesfatin-1 ve kisspeptin reseptor
aktivitesinin degisebilecegi muhtemeldir. Nesfatin-1’in amigdala ile etkilesme potansiyeline
sahip olmasi nedeniyle de, santral uygulama sonrasi amigdaladaki noérotransmitter ile
noropeptid aktivitesinin ve HHA aksa ait hormonlarin degisiminin belirlenmesi énem arz

etmektedir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda Nesfatin-1°‘in stres fizyolojisinde/patofizyolojisinde
merkezi ve periferik etki mekanizmasma dair veri elde etmek, tez ¢alismamizin temel
amacidir. Bu gerekgeyle, ana hipotezimiz Nesfatin-1’in HHA aks iizerine uyarici etkisi
olabilecegi yoniindedir. Nesfatin-1’in muhtemel uyaric1 etkisinde CRH, Kisspeptin ve
oksitosin ile etkilesimlerinin s6z konusu olabilecegi ikincil hipotezlerimiz olarak
belirlenmistir. Bu sebeple ¢alismamizda, Nesfatin-1'in etkilerini daha iyi degerlendirebilmek
icin c¢esitli reseptor antagonistleri kullanilmistir. Kisspeptin reseptorlerini bloke etmek
amaciyla p234, CRH1 reseptor antagonisti olarak antalarmin, CRH2 reseptdr antagonisti
olarak astressin2B ve oksitosin reseptorlerini bloke etmek igin atosiban tercih edilmistir. Bu
antagonistler sayesinde, Nesfatin-1'in farkli reseptor yolaklar: izerinden gosterdigi etkiler
incelenmis ve HHA aks {izerindeki rollerine dair daha kapsamli bir anlayis elde edilmesi
hedeflenmistir. Bu amaglara ulasmak ic¢in hipotalamusun PVN alaninda CRH
immunreaktivitesi, serumda ACTH ve kortikosteron analizlerinin yani sira amigdalada
glutamat, GABA, serotonin, noradrenalin ve dopamin ile hipofizde oksitosin seviyelerindeki

degisiklikler degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. insanlarda Stres Yamitinda Noroendokrin Sistem

Viicut, i¢ veya dis kaynakli stresle kars1 karsiya kaldiginda, néronal ve endokrin
sistemlerin bir arada hareket etmesiyle néroendokrin bir cevap olusur (24). Bu cevabin en
temel bileseni HHA akstir (24). Aksin yani sira, limbik sistem de bu diizenlemeye katkida
bulunur (25). Limbik sistemin bir bolimii olan amigdala, hipokampus ve prefrontal korteks,
stres yanitinda 6nemli roller istlenir (25, 26). Ayrica, dis kaynakli stres durumlarinda

serebral korteksin yanitin baglamasindaki rolii de biiyiiktiir (26).
2.2. HHA Aksin Fizyolojisi

Viicut, stresle basa ¢ikmak icin HHA aksiyonunu harekete gecirerek temel bir yanit
verir (27). Bu siireg, hipotalamusun CRH tarafindan uyarilmasiyla baslar. CRH, PVN'den
salinarak, genellikle arjinin vazopressin (AVP veya Antidiiiretik Hormon (ADH)) hormonu
ile birlikte hipotalamo-hipofizer portal dolasima gecer. Bu, 06n hipofizden
adrenokortikotropin salgilatict hormonunun (ACTH) kan dolasimina verilmesine neden
olur. ACTH da adrenal bezin korteksinden glukokortikoid hormonlarinin saliverilmesine

(insanlarda kortizol, kemirgenlerde ise kortikosteron gibi) yol agar (Sekil 1)(27).

Stres disinda, HHA aks1 sirkadiyen ritme sahiptir ve bu ritim, hipotalamik
suprakiyazmatik niikleus tarafindan kontrol edilir (28). CRH'in iiretimi ve salgilanmasi,
PVN iizerindeki noradrenerjik uyarilar tarafindan da etkilenir (29). Bu uyarilarin kaynagi,
NTS ve ventrolateral oblongatanin medullar alanlari olarak belirtilir (29). Viicuttaki
glukokortikoid seviyeleri, hipotalamus ve hipofizde hormonal olarak negatif geri bildirim

sistemi araciligiyla kontrol edilir (30, 31).

Stres cevabinda, medulladan salinan katekolaminler -0zellikle adrenalin ve
noradrenalin- viicuttaki otonomik etkilerden sorumludur (32). Stres yanitina uyum saglamak

i¢in bu geri bildirim sisteminin iyi ¢alismasi 6nemlidir (32).
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Sekil 1. HHA aksin fonksiyonel yapisi.
Kisaltmalar: PVN: Hipotalamik paraventrikiiler niikleus, CRH: Kortikotropin salgilatic
hormon, AVP: Arjinin vazopressin, ACTH: Adrenokortikotropik hormon.

Kortizol/
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CRH'1n etkinligi, stres cevabinin yani sira dikkat ve endise davraniglariyla iliskilidir.
Lokus seruleus bolgesindeki néronlarin atesleme hizini artirarak noradrenalin salinimini
artirtr (33, 34). Ayni etki, rafe niikleuslarindaki serotonin saliniminda da gozlemlenir.
Amigdalanin merkez niikleuslarinda (CeA) bulunan CRH igeren néronlar, lokus seruleus ile
rafe niikleuslarindaki noradrenerjik ve seratonerjik ndronlarla iletisim kurar (35). Bu iletisim
sayesinde, CeA'da artan CRH, lokus seruleus ve rafe niikleuslar1 bolgelerinde de goriilebilir
(36). HHA aksinin kontroliinde, amigdalanin prefrontal korteksle olan baglantilar1 6nemli
rol oynar (37). Prefrontal korteks, dnceki deneyimlerden kaynaklanan duygusal yanitin
olusmasinda kritik bir rol oynar (37). Bu alan, gama-aminobiitirik asit (GABA) araciligiyla
CRH seviyelerini amigdala ve hipotalamus diizeyinde degistirerek aksinin diizenlenmesine

katkida bulunur (37).



Bir néropeptid hormon olan CRH, viicutta, endokrin, otonom ve immiin sistemle
iligkili hiicrelerde 6nemli gorevleri bulunur. Bunlarin yani sira, davranisin diizenlenmesinde
- Ozellikle duygu-durum, endise/korku ve o6grenme ile iligkili beyin bolgelerinde -
fonksiyonlara sahiptir (38). CRH, noronlara oncelikle CRH reseptoric 1 (CRHRI1)
araciligiyla baglanarak etkisini gosterir (39). Ayrica, diger etkilerini ortaya ¢ikarmak igin
CRH reseptorii 2 (CRHR2) kullanir (39). CRHR1'lerin yogunlugu genellikle limbik sistem
yapilarinda fazladir. Strese karst olusan nodroendokrin yaniti ve davranigsal yaniti
diizenleyen PVN, bazolateral amigdala (BLA), hipokampus ve prefrontal korteks gibi
alanlarda bulunur (40). CRHR?2 ise daha ¢ok ventromedial hipotalamus, dorsal rafe niikkleusu
(DRN) ve medial amigdalada (MeA) gibi bolgelerde bulunur (40). CRH, CRHRL ile stres
cevabinin  baglatilmasin1  saglarken, CRHR2 ile cevabin diizenlenmesinde ve

sonlandirilmasinda rol oynadigi diigiiniilmektedir (41).

Strese verilen yanitta CRH'in temel gorevi, HHA aksinin harekete gegirilmesini
saglamaktir. Ayrica, HHA aksmin temel aktivitesinin siirdiiriilmesinde de 6nemli bir rol
oynar. CRH seviyesindeki artig, insanlarda kortizol ve kemirgenlerde kortikosteron gibi
glukokortikoid hormonlarin salgilanmasini artirarak viicudun enerji metabolizmasinda,

biiylime siireclerinde, bagisiklik fonksiyonunda ve beyin fonksiyonlarinda etkili olur (42).

CRH, stres cevabinda aktive olan otonom sinir sistemi (OSS) sayesinde "savas ya da
kag" yanitinin ortaya ¢ikmasini saglar. Bu durum, viicuttaki enerjinin depolardan kana dogru
mobilize olmasiyla kan sekeri seviyelerinin yiikselmesi, kalp hizinin artmasi, sindirim
fonksiyonlarimin azalmasi gibi etkilere neden olur (43). Deneysel olarak CRH
enjeksiyonuyla, viicutta periferik katekolamin salgilanmasinda artig, tasikardi, kan
basincinda yiikselme, istah azalmasi, uyku bozukluklari, cinsel davranista azalma, yeni
cevreye uyum becerisinde diisme gibi otonomik ve davranigsal degisikliklerle karakterize

psikopatofizyolojik belirtiler ortaya ¢ikabilir (44).

HHA aksindaki negatif geri bildirim sistemi genellikle glukokortikoidler araciligiyla
saglanir (45). Bu sistemde, hipotalamik PVN, hipofiz, limbik sistem ve beyin sap1 gibi beyin
alanlar1 gorev alir (45). Ozellikle limbik sistemin bir parcasi olan hipokampus, PVN'deki
CRH noronlar tizerindeki inhibitor etkisiyle 6nem kazanir (45). Bu sayede hipokampal
inhibitor sinyallerin artmasi ile glukortikoidler {izerinden gergceklesen negatif geri bildirimin

gerceklestigi diistiniiliir (46).



Hipotalamustaki PVN'den CRH''n salinmasi, g¢esitli norotransmitterlerin
etkilesimiyle diizenlenir (47). Medullar niikleuslardaki noradrenerjik uyarilar, NTS ve
ventrolateral oblongata boliimiinden gelen sinyaller CRH salgilanmasini artirir (48). Strese
kars1 gelisen otonomik cevabin diizenlenmesindeki CRH sinyallerinin, amigdalanin CeA
niikleusundan lokus seruleus'a uzanan bir alanda etkili oldugu belirtilir (49). Bu etkiyle lokus
seruleus aktive olur ve noradrenalin/adrenalin salgilar, boylece adrenal medulla devreye

girerek sempatik sinir sistemi aktive olur (49).

Oksitosin, HHA aksiin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan noéropeptitlerden
biridir (50). Bu peptit, PVN'deki CRH salgisini azaltir, anterior hipofizden ACTH salinimini
baskilar ve hatta adrenal kortekste kortizol salinimini dogrudan inhibe edebilir (50). Ayrica,
oksitosin, PVN disindaki GABAerjik interneuronlar: aktive ederek CRH noéronlarini inhibe
eder (50). Bu mekanizmalar, oksitosinin HPA aksi iizerinde giiglii bir baskilayic1 etki

gosterdigini ortaya koymaktadir (50).
2.2.1. HHA Aks ve Amigdala Iliskisi

Limbik sistemin bir pargasi olan amigdala; CeA, BLA kompleksi ve medial amigdala
olmak {izere ii¢ boliimden olusur. CeA niikleusu; medial (CeM), lateral ve lateral/kapsiiler
bolge (CeLC) olmak iizere li¢ alt boliimiimden olusur (51). BLA pargasi ise lateral (LAT),
bazolateral (BL) ve bazomedial niikleuslarin birlesiminden olusur (52). Burada bulunan
bazomedial niikleus aksesuar bazal niikleus olarak da adlandirilir (52). Amigdaladaki
glutaminerjik regiilasyon BLA’dan CeA’ya dogru uzanir (53). Bu yolak, ikisi arasinda kalan
medial interkalat hiicre kiitleleri (ICM) olarak adlandirilan inhibitor néronlar tarafindan siki
bir denetime tabidir (53). Bu alanlar ayn1 zamanda korteks, talamus, hipokampus ve diger
beyin bolgelerinden de aktive edici impulslar alir (54). Bu impulslar, amigdalanin néronal

aktivitesinin diizenlenmesine yardimci olur ve stres cevabinin olusumunda gorev alir (54).

Amigdala, stres cevabinin yani sira otonomik, hormonal ve davranissal yanitlarla da
iligkilidir (55). Stres ile ilgili cevaplart BLA’dan prefrontal korteks, bed niikleusun stria
terminalisi ve hipokampusa uzanan baglantilar saglarken, diger otonomik, hormonal ve
davranigsal cevaplar1 da CeA’dan ¢ikan ve hipotalamus PVN, bed niikleusun stria terminalisi

ve beyin sapina uzanan baglantilar saglamaktadir (55).
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Sekil 2. Akut stres doneminde amigdalada aktivasyon ve inhibisyon sinyallerinin

ilerleyisi (A) ve amigdala niikleuslarinda aktivasyon ve inhibisyon durumlari (B)
(Ferrara ve ark.nin makalesinden degistirilerek alinmistir, 56)
Kisaltmalar: CeA: Central amigdala niikleusu, BLA: Bazolateral amigdala niikleusu, LAT:
BLA’nin lateral boliimii, BL: BLA’nin bazolateral boliimii, CeM: CeA’nin medial bolimdi,
CeLC: CeA niikleusunun lateral, lateral kapsiiler ve intermediate boliimlerini igeren
lateral/kapsiiler bolge, ICM: BLA ve CeA arasindaki medial interkalat hiicre kiitleleri.

Stresin akut doneminde amigdalada farkli diizenlemeler meydan gelmektedir
(Sekil 2, A ve B). Amigdala devresinde stresle beraber olusan aktive edici impulslar
(yesil ¢izgiler) ve inhibe edici impulslar (kirmiz1 ¢izgiler) Sekil 2A'da gosterilmektedir.
Amigdala niikleuslarin stres yanitinda aktive olmasin (yesil renk) veya inhibe olmasini
(kirmiz1 renk) Sekil 2B’de gosterilmektedir. Stres uyaraninin gelmesiyle BLA’nin LAT
boliimiinde aktivasyon meydan gelirken BL’de inhibisyon olusur (56). ICM’deki isleyis
degisken olmakla beraber dorsal ICM’de aktivasyon gergeklesirken, ventral ICM’de hem
dorsal ICM’nin aktivasyonu hem de BL’deki baskilanmanin etkisiyle inhibisyon meydana
gelmektedir (56). LAT aktivasyonu CeA’nin CeLC boliimiinde aktivasyona neden olur (56).
CeLC’deki aktivasyon ve BL’deki inhibisyona bagli olarak CeA’daki aktivasyon ve
inhibisyon diizenlenir (56). CeA’daki bu iki yonlii durum, yasanilan stresin niteligi ve
emosyonel hafizanin kortikal alanlar ile limbik sistemde degerlendirildikten sonra cevabin

artirtlip azaltilmasinda etkilidir (56).
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Sekil 3. Amigdalada stres uyarani ile noronal atesleme diizeyindeki degisikliklerin isleyisi.
(Ferrara ve ark.nin makalesinden degistirilerek alinmistir, 56)

Stres durumunda amigdalanin néron diizeyinde gerceklesen degisiklikler Sekil 3°te
gosterilmistir. Noronun govdesi (1), akson ve dentritleri (3) numaralar ile gosterilmistir.
Sekilde de goriildugii gibi aktive edici glutaminerjik impulslar (2) ile inhibe edici
GABAerjik internéronlar (4) néronun aktivasyonunu kontrol eden ana impulslardir. Néronal
atesleme evresinde nérona kalsiyum (Ca?*) girisiyle birlikte potasyum (K*) kanallar1 (Kca)
aktiflesir (56). Bunun sonucunda noron zarinda hiperpolarizasyon meydan gelerek néronal
atesleme baskilanir (A1) (56). Burada olusan hiperpolarizasyon sonrasi potansiyelin
genigligi degiserek noronal ateslemede farkliliklara neden olabilir (A2) (56). Bir uyari
sonucu ndronun atesleme potansiyeli, néronal uyarilabilirligin 6l¢iitidiir (A3) (56). (B) ile
gosterilen kisimda glutaminerjik impuls sonucu vezikiillerdeki glutamat, uyarict
terminallerden serbestlenir ve reseptorlerine baglanir (6rnegin, a-amino-3-hidroksi-5-metil-
4-isoksazolpropionik asit (AMPA) veya N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptorleri) (56).
Bunun sonucunda néronda hizli uyarici sinaptik olaylar meydana gelir (56). (C) ile gosterilen
kisimda inbitdr interndronlarin uyarimi sonucu sinaptik aralikta GABA seviyelerinde artis
olup ndéronda hizli inhibitor sinaptik iletiler olusur (56). Tiim bu durumlar strese duyarlidir.
Bunlar amigdalada noron ateslemesinin diizenleye esas girdilerdir ve strese bagli olmalari

nedeniyle stres, amigdala tizerinde degisikliklere neden olabilmektedir (56).



Amigdala, HHA aksinin diizenlenmesinde 6nemli bir yapi olmakla birlikte, bu
stiregte hipokampus da kritik bir role sahiptir (57). Hipokampus, hem dogrudan hem de
dolayl yolla amigdalanin stres yanitin1 baskilayarak, duygusal hafiza ve stres cevabinda
dengeleyici bir etki olusturur (57). Ozellikle, hipokampustan CeA’ya giden sinyaller, CRH
sentezini inhibe ederek stres yanitini azaltir (57). Amigdalanin yani sira PVN ve lokus
seruleus ile olan baglantilar1 da stres yanitini1 baskilar ve bunlarin hepsi i¢in GABA aracilik

etmektedir (58).

Viicuttaki CRH seviyelerinin degisiminde amigdaladaki GABA'nin 6nemli bir rolii
vardir (58). Ozellikle prefrontal korteksin medial ve orbital alanlarinin, hipotalamusa
dogrudan sinapslariyla birlikte amigdala ile olan karsilikli sinapslart bu siirecte 6nemli bir
islev iistlenir (58). Bu bolgelerin aktive olmasiyla stres cevabinin kontrol edilmesi ve negatif
geri bildirim sisteminin kolaylastirilmasi saglanir (58). Prefrontal korteksin, amigdala,
hipotalamus ve PVN'deki CRH aktivitesini baskilayici etkisinde GABA'nin 6nemli bir rolii

oldugu 6ne siiriilmiistiir (58).

GABA'nin stres cevabindaki regiilator rolii, akut stresin 6tesinde kronik stresle uyum
saglamak i¢in de Onemlidir. Travmaya yanit olarak, akut donemde glukokortikoid
seviyelerinde artig goriilirken (59, 60), travma sonrast donemde bu seviyeler diisiik
diizeylerde seyredebilir (61). Bu durum, stresle basa ¢gikmanin ve yanitin diizenlenmesinin

onemini vurgular (61).

Glutamat, merkezi sinir sisteminde (MSS) en yaygin uyarici nérotransmitterlerden
biri olup stres fizyolojisinde 6nemli rol oynar (62). Stres altinda ya da glukokortikoid
uygulamasi sonrasinda glutamat aktivitesinde artis gozlenmektedir (62). Glutamatin bu artisi
ozellikle korku kosullanmasi, 6grenme ve hafiza gibi siireclerle iliskilidir (62). Glutamat
etkilerini iyonotropik (6zellikle NMDA ve AMPA) ve metabotropik reseptorler araciligiyla
gerceklestirir (62). Stres yanitinda, BLA ile medial prefrontal korteks gibi bolgelerdeki
NMDA reseptorlerinin aktivasyonu dikkat ceker (62). Ozellikle glutamaterjik yolaklar,
BLA’dan baglayarak CeA bolgesine kadar uzanir ve bu devre, arada bulunan inhibitér ICM
tarafindan siki bigimde diizenlenir (63). Bu diizenleme, amigdalanin stres uyaranina karsi

verdigi yanitin hassasiyetini ve yoniinii belirlemede kritik bir 6neme sahiptir (63).

Serotonin, stres yanitinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan inhibitér bir
norotransmiterdir (64). Beyindeki bir¢ok bélgeye yayilan serotonerjik projeksiyonlar,

ozellikle amigdala, prefrontal korteks ve hipotalamus gibi stresle iligkili alanlarda
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yogunlasir (64). Rafe niikleusundaki serotoninin, PVN, hipokampus ve amigdalaya olan
baglantilari, stres yanitinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (64). Bunlardan amigdala
ile olan baglantilar1 korku, kaygi ve duygusal dgrenme siireglerini modiile eder (65).
Serotoninin PVN’de artis1 stres cevabinin aktivasyonu yoniinde etkiler olusturdugu

gozlenmektedir (65).

Noradrenalin, stres yanitinin baglatilmasi ve siirdiiriilmesinde kilit rol oynayan bir
norotransmiterdir (66). Lokus seruleus, merkezi noradrenerjik sistemin ana kaynagidir ve
stres durumlarinda hizla aktive olur (66). Lokus seruleusden salinan noradrenalin, amigdala,
hipotalamus, prefrontal korteks ve hipokampus gibi stresle iligkili beyin bdlgelerine
yayilir (66). Bu yayilim sayesinde, hem bilissel hem de duygusal stres yanitlari
diizenlenir (66). Ozellikle amigdala iizerinde uyaric1 etkileri olan noradrenalin, korku
kosullanmasi ve tehdit algisinda 6nemli rol oynar (67). Ayrica noradrenalin, hipotalamusta
CRH salinimimm artirarak HHA aksmin aktivasyonunu kolaylastirir (67). Bu etkileriyle
noradrenalin, stresin hem ndrokimyasal hem de davranigsal bilesenlerini sekillendiren temel

bir aracidir (67).

Dopamin, stres yanitt ve odiil-motivasyon sistemleri arasinda koprii kuran bir
norotransmiterdir (68). Mezolimbik dopaminerjik yolak, ozellikle ventral tegmental
alan (VTA) ve niikleus akiimbens arasinda yer alir ve stresin motivasyonel ve duygusal
bilesenlerinin diizenlenmesinde rol oynar (68). Stresorlere maruz kalindiginda, VTA’daki
dopaminerjik ndronlarin aktivitesi artar ve niikleus akiimbensde dopamin salinimi meydana
gelir (69). Bu artig, bireyin stresorle basa ¢ikma davranmiglarii ve o6diil beklentisini
etkileyebilir (69). Ayrica dopamin, prefrontal korteks {lizerinden biligsel kontrol ve dikkat
siireglerini modiile ederek stres karsisinda esnek yanitlarin gelistirilmesine katkida
bulunur (70). Ancak kronik stres, dopaminerjik sistemin duyarliligini azaltabilir ve

depresyon, zevk alamama (anhedoni) gibi psikopatolojilere zemin hazirlayabilir (70).

Ozetle, amigdala ve HHA aks: arasindaki etkilesim, stres yanit1 ve anksiyete diizeyi
gibi durumlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve bu siirecin igleyisi, limbik sistemin

ve norotransmitterlerin etkilesimiyle saglanir.
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2.3. Nesfatin-1

NUCB2 proteininin kesilmesiyle ortaya g¢ikan bir hormon olan Nesfatin-1,
82 aminoasitten olusan bir peptiddir. NUCB2/Nesfatin proteini ise 396 aminoasitten olusan
ve 24 amino asitlik bir sinyal peptidi dizisine sahip bir protein yapisidir (71, 72). Bu sinyal
peptidi, proteinin endoplazmik retikuluma yonlendirilmesine yardimei olur. NUCB2
proteini, Prohormon Convertase ile proteolitik islem gegirir. Islem sonrasinda Nesfatin-1
(1-82 aminoasit), Nesfatin-2 (85-163 aminoasit) ve Nesfatin-3 (166-396 aminoasit) olmak
lizere ii¢ Uirlin ortaya ¢ikar (1). Nesfatin-1 ise N-terminal (N-23), orta bolim (M-30) ve
C-terminal (C-29) olmak iizere ii¢ parcaya sahiptir. Ozellikle M-30 olarak da adlandirilan
bu orta boliim, peptidin aktif kism1 olarak kabul edilir ve Nesfatin-1’e atfedilen fizyolojik
etkilerden sorumlu kisim oldugu diistiniilmektedir (Sekil 6) (23).

NUCB2/Nesfatin Proteini
1 82 85 163 166 396

24 7

Prohormon
Déniigtiirtict
Enzim

23 53
\ l—' o 82

Nesfatin-1

Sekil 4. NUCB2 geni ile kodlanan proteinin Nesfatin-1’e doniismesi (Garcia-Galiano ve
ark.nin makalesinden degistirilerek alinmistir, 23)

2.3.1. Nesfatin-1’in Uretildigi Viicut Béliimleri

Nesfatin-1 hem onciil proteini hem de kendisi, MSS’de hipotalamusun PVN, arkuat
niikleus, supraoptik niikleus ve lateral hipotalamik alanda bulunmaktadir. Ayrica hipofiz
bezinde, NTS gibi beyin sap1 bolgelerinde de yer alir. Onbeyin ve ortabeyin niikleuslart,
CeA, beyin sapinin ventrolateral medulla alani ve serebellum gibi MSS yapilari ile birlikte
torakolumbal sempatik ve sakral parasempatik spinal kord pregangliyonik sinirleri gibi

perifer sinir sistemi (PSS) yapilarinda da bulunabilir (15, 73).
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PVN, arkuat niikleus, lateral hipotalamik alan ve supraoptik niikleusta Nesfatin-1’in
CRH, oksitosin, POMC ve CART néronlariyla kolokalizasyonu vardir (10, 74, 75). Sinir
sisteminin disinda da yag doku, mide mukozasi, pankreasin beta hiicreleri ve testis gibi
viicudun perifer alanlarinda Nesfatin-1 sekresyonu s6z konusudur (1, 15, 23, 73, 76, 77).
Ustelik viicudun periferinde iiretilen Nesfatin-1 diizeyi sinir sisteminden ¢ok daha fazladur.
Bu peptidin midenin oksintik mukozasindaki diizeyinin beyindekinden yaklagik 10 kat daha
fazla oldugu belirtilmistir (77).

Nesfatin-1’in fizyolojik rolii ile ilgili olarak, 2006 yilinda anoreksijenik bir peptid
olarak kesfedildikten sonra sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, endokrin sistem ve immun
sistemi kapsayan bir¢ok alanda etkileri oldugu belirlenmistir. Bu peptidin giiglii bir
anoreksijenik etkiye sahip oldugu bilinmesine ragmen diger fizyolojik etkileri ve etki
mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir. Ozellikle son donemlerde Nesfatin-1’in stres
fizyolojisi, anksiyete ve depresyon gibi ndropsikiyatrik bozukluklarin patofizyolojisinde rol

aldigina dair ¢alismalar artis gostermektedir (78).

Nesfatin-1’in iyi bilinen anoreksijenik etkisinde ve gastrik motiliteyi diizenleyici
roliinde CeA niikleusunun da dahil oldugu melanokortin yolaginin rol aldig1 rapor edilmistir
(79). Ayrica PVN ve lateral hipotalamik alan tizerinden gastrik motilitenin inhibe edici bir
sinyal tarafindan diizenlendigi bildirilmistir (80). Bu veriler, Nesfatin-1’in PVN ve CeA gibi
bolgeler arasinda etkilesim gostererek HHA aksin aktivasyonunda ve stres fizyolojisinde

onemli roller iistlendigini gostermektedir.
2.3.2. Nesfatin-1 ve Stres Yamiti

Stres unsurlarinin etkisi altinda olusan yanitlarinin diizenlenmesinde Nesfatin-1'in de
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle strese bagli anoreksi ile ilgili olarak, Nesfatin-1'in
bu etkiyi muhtemelen parvoseliiler PVN'deki NUCB2 ekspresyon gosteren noronlari aktive
ederek gosterdigi belirtilmektedir (81). Bu nedenle, Nesfatin-1’¢ bagli anoreksijenik etkinin

stres yolaginin aktive olmasiyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Erkek siganlarda 30 dakikalik akut kisitlama stresine maruz kalmanin ardindan farkli
beyin alanlarindaki niikleuslarin c-Fos immiinreaktivitesinde artig goriilmiistiir (82). C-Fos
ve Nesfatin-1’in ikili immiinohistokimyasal boyamasi sonucunda supraoptik niikleusda
%95, ventrolateral medullanin %90, lokus serulousda %80, rostral rafe pallidusta %57,
NTS’nin kaudal niikleusunda %48, PVN’nin anterior parvoseliiler kisminda %48 ve bu

alanin  disindaki  PVN  niikleuslarinda  %10-20 oraninda NUCB2/Nesfatin-1
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immiinreaktivitesi tespit edilmistir (82). Hipotalamus ve stresle iliskili diger beyin
bolgelerinde, akut psikolojik stres sonrasinda NUCB2/Nesfatin-1 immiinreaktivitesindeki

artigin, bu peptidin stres yanitinda beyinde rol aldigini gosterdigi belirtilmektedir (82).

Benzer sekilde, baska bir ¢alismada, akut kisitlama stresini takiben PVN, supraoptik
niikleus, lokus serulous, DRN ve NTS’de NUCB2/Nesfatin-1 immiinreaktivitesinde artis
oldugu rapor edilmistir (11). Santral alanlarda Nesfatin-1 immiinreaktivitesinde artis
olmasma karsin stresi takiben 15 dakika sonrasinda plazma Nesfatin-1 diizeyinde bir
degisiklik olmadig1 belirtilmistir (11). Oysaki ICV olarak uygulanan Nesfatin-1"in belirtilen
ndronlarin yani sira PVN’deki CRH noéronlarinda, lokus serulousdaki noradrenalin pozitif
noronlarinda ve DRN’deki serotonin pozitif néronlarinda c-Fos protein ekspresyonunu
artirdign gozlenmistir (11). Bahsi gegen alanlarda NUCB2/Nesfatin-1 ekspresyonunun
varhgindan dolayr (10), Nesfatin-1’in bu noronlarda parakrin etkisi olabilecegi
diistiniilmektedir (83).

PVN’deki CRH néronlarinda in vitro Nesfatin-1 uygulamasinin Ca®* aktivitesini
artirdig1 bilinmektedir (11). Ayrica ICV Nesfatin-1 uygulamasi sonrasi plazma ACTH ve
kortikosteron diizeyleri artis gostermektedir (11, 16). Benzer bir etki periferal Nesfatin-1
enjeksiyonlari i¢in de gegerlidir. Nesfatin-1’in tekli veya tekrarli sekilde intraperitonal
enjeksiyonlar hipotalamik CRH mRNA’sin1 ve serum kortikosteron diizeyini 6nemli dl¢iide
artirmaktadir (84). Bu veriler, Nesfatin-1’in PVN’deki CRH néronlarina direkt etkisi
oldugunu ve hem santral hem de periferal olarak stres yamtin1 etkiledigini

gostermektedir (83).

Strese yanitta otonomik regiilasyon bakimindan, NUCB2/Nesfatin-1 diizeylerinin
kalp hiz1 (85) ve kan basinciyla pozitif iliskiye sahip oldugu tespit edilmistir (86). Biitiinciil
bir bakis agistyla, strese yanitta HHA aks aktivasyonunun yani sira Nesfatin-1’in enerji
harcanmas1 ve glukoz kullanimmin degisimi gibi metabolik etkilerle de bir regiilator

molekiil olarak is gordiigii diistiniilmektedir (83).

Bir bagka kisitlama stresi olan uzun siireli kisitlama stresinin ardindan hipotalamik
PVN'nin parvoseliiler bolimiinde ve kaudal ventrolateral medullada NUCB2 mRNA
ekspresyonu ile NUCB2/Nesfatin-1 immiinreaktivitesinde artis oldugu belirlenmistir.
Ayrica, kisitlama stresi sonrasinda PVN’deki NUCB2 mRNA cekspresyonu artisiyla birlikte,

bilateral adrenalektomi sonrasi Nesfatin-1 mRNA ekspresyonunun parvoseliiler PVN’de
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artig gosterdigi bildirilmistir (16). Bu bulgular, endojen NUCB2/Nesfatin-1 diizeyinin

adrenal steroidler tarafindan negatif geri bildirim ile kontrol edildigini gostermektedir (83).

Nesfatin-1’in hem metabolik hem de stresle iliskili fonksiyonuyla ilgili olarak,
deneysel aktivite temelli anoreksi modelinde PVN, arkuat niikleus, dorsomedial
hipotalamus, lokus seruleus ve NTS’de NUCB2/Nesfatin-1 immunreaktif noronlarin artis
gosterdigi belirlenmistir (87). Bu bulgular, Nesfatin-1'in metabolik etkilerinin yani sira stres
fizyolojisinde de onemli bir rol oynadigmi gostermektedir (87). Ozellikle stres
durumlarinda, Nesfatin-1'in organizmanin uygun stres yanitin1 saglamasina katkida

bulunabilecegi diistiniilmektedir (87).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Deney Gruplar

Deneylerimizde eriskin Wistar albino soyu erkek si¢anlar kullanildi. Karadeniz
Teknik Universitesi Cerrahi Arastirmalar Merkezi’nden temin edildi. Deneysel uygulamalar
Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Boliimii Fizyoloji Anabilim Dali Davranig Fizyolojisi
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Calismada 6 grup olmak {izere toplam 60 hayvan

kullanildi.
Deney Gruplar1
- Grup 1: Sham
- Grup 2: Nesfatin-1
- Grup 3: Nesfatin-1 + p234 (Kisspeptin reseptor antagonisti)
- Grup 4: Nesfatin-1 + Antalarmin (CRH1 reseptor antagonisti)
- Grup 5: Nesfatin-1 + Astressin2B (CRH2 reseptor antagonisti)
- Grup 6: Nesfatin-1 + Atosiban (Oksitosin reseptor antagonisti)
3.2. Eriskin Erkek Hayvanlarin Se¢cimi ve Deney Gruplarinda Yapilan Uygulamalar

Calisma, 250-300 gram agirliginda eriskin 3 aylik erkek siganlar tizerinde yapildu.
Uygulama sabahi a¢ karnina olacak sekilde 12 saat dncesinde yem alimi durdurulan ve suya
erisimi serbest birakilan hayvanlara sabah 8.30-9.00 saatleri arasinda iiretan (1.25 g/kg
periton i¢i) ile anestezi uygulandi. Ardindan hayvanlar sterotaksik cihaza (Stoelting Co,
ABD) yerlestirildi. Kafa derileri agilarak, kemik doku diger yumusak dokulardan arindirildi.
Bregma noktasi gozetilerek, sterotaksik koordinatlar (lateral ve anteroposteriyor) belirlendi.
Rat beyin atlasindan (88) yararlanilarak sag lateral ventrikiil koordinatlar1 hesaplandi ve
kafatasindaki iz diisiim noktasi isaretlendi. Ardindan kafatas1 dis¢i turu yardimiyla delindi.
Hamilton enjektori ile sham grubuna yapay beyin omurilik sivist (BOS) ve diger gruplara
da asagida belirtilen dozlar yapay BOS igerisinde ¢oziilerek uygulandi. Enjeksiyon sonrasi

30. dakikada numuneleri toplamak i¢in deney sonlandirildu.
3.2.1. Gruplara Uygulanan islemler

Sham (vehicle) grubu: Uygulama sabahi a¢ olacak sekilde, 12 saat 6ncesinde yem

alimi1 durdurulan ve suya erisimi serbest birakilan hayvanlara anestezi altinda lateral

16



ventrikiil igerisine 2 pl/dakika (dk.) hizinda toplam 2 dakika (4 pl hacimde) yapay beyin
omurilik stvisi (BOS) enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi1 30. dakikada hayvanlar servikal
dislokasyonla sakrifiye edilerek deney sonlandirildi. Kafatasi agilarak, hizli bir sekilde sag
ve sol amigdala diseke edilerek ¢ikarildi ve kuru buz iginde hizla dondurulduktan sonra

analizler i¢in derin dondurucuda (-20°C) saklandi.

Nesfatin-1 grubu: 25 pmol dozda Nesfatin-1 yapay BOS igerisinde ¢oziilerek, 4 pl
hacimde, Grup 1’deki gibi aymi islem uygulandi (Phoenix Pharmaceuticals, Inc.,
Lot No: 430590, Catalog No: 003-22A). Enjeksiyon sonrasi 30. dakikada deney
sonlandirildi. Sag ve sol amigdala ¢ikarilarak kuru buz ortaminda hemen dondurulduktan

sonra analizler i¢in derin dondurucuya konuldu.

Nesfatin-1 + p234 grubu: Nesfatin-1 25 pmol dozda 2 pl yapay BOS igerisinde
enjekte edildikten 5 dakika sonra 1 nmol dozda 2 ul hacimde p234 enjekte edildi (Sigma-
Aldrich Co., Lot No: 054M4732V). 30 dakika sonra servikal dislokasyonla sakrifikasyonu

takiben onceki gruplarda uygulanan ayni iglemler gergeklestirildi.

Nesfatin-1 + Antalarmin grubu: Nesfatin-1 enjeksiyonundan 5 dakika once 0.1 pg
dozda Antalarmin (89) enjekte edildi ve sonrasinda Nesfatin-1 enjeksiyonu gerceklestirildi
(Axon Medchem, CAS No: 220953-69-5). Bundan 6nceki gruplarda oldugu gibi ayni

islemler uygulanarak 6rnekler alindu.

Nesfatin-1 + Astressin2B grubu: Nesfatin-1 enjeksiyonundan 5 dakika Once
Astressin 2B 1 pg (89) dozda sekilde uygulandi ve ardindan Nesfatin-1 uyguland: (Tocris
Bioscience, CAS No: 681260-70-8). 30 dakika sonrasinda ayni iglemler gerceklestirilerek

ornekler alindi.

Nesfatin-1 + Atosiban grubu: 300 ng/sican dozda Atosiban (90) verilmesinden
5dakika sonra 50 pmol Nesfatin-1 uygulandi ve 30 dakika sonra aym islemler
gerceklestirildi (Tocris Bioscience, CAS No: 90779-69-4).

3.2.2. Beyin Bolgelerinin Diseksiyonu

Servikal dislokasyonla sakrifikasyondan sonra batin agilarak sol ventrikiilden kan
alinmasini takiben, kafatasinin agilmasi islemine gegildi. immiinohistokimyasal analizler
icin hayvanlara yapilacak islemler ilgili bolimde yer almaktadir. Diger hayvanlarin ilk
olarak kafataslar1 agilacak ve ardindan beyin dikkatlice ¢ikarilarak, hipotalamus, hipofiz ve

amigdala diseke edildi.
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3.3. HPLC ve ELISA Analizleri

Amigdala doku siipernatantlarinda yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve
elektrokimyasal detektor sistemi (ECD) ile noradrenalin ile dopamin konsantrasyonlar1 pg
amin olarak, Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Noroendokrinoloji Laboratuvari’'nda HPLC-ECD cihazlar1 kullanilarak
(HPLC, Agilent Technologies 1260 marka; 250x4.6 mm’lik Oktadesilsilan (C18 ODS)
analitik HPLC kolonu), gerceklestirildi (91, 92). Diseke edildikten sonra, derin dondurucuda
saklanan, amigdala dokular tartildiktan sonra 1 ml 0.1 M hidroklorik asit ile karistirilarak
cam homojenizatdr ile homojenize edildi. Homojenizatdr tiipii i¢indeki homojenat plastik
ependorf tiiplere alinarak +4°C sicakliktaki sogutmali santrifiijde 15 dk siireyle 14000 RPM
hizda santrifiij edildi. Ustteki supernatant enjektore cekilerek 0.45 um por capl
mikrofiltreden ve sonrasinda da 0.2 pum por g¢apli mikrofiltreden geg¢irildi. Sistemde
monoamin analizi i¢in 150x4.6 mm’lik C18 ODS analitik HPLC kolonu kullanildi. HPLC
analiz range degeri 5 olarak ayarlandi. Kolon firininin sicakligr +35°C olarak sabitlendi.
Enjeksiyonlar 20 pl hacimde gergeklestirildi. Monoamin mobil faz igerigi; sitrik asit 32 mM,
sodyum sitrat 16 mM, heptanosiilfonik asit 0.9 mM, Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA)
0.16 mM, tetrahidrofuran 36 mM, glasiyal asetik asit 0.02 M ve metanol 0.616 M
konsantrasyonlarinda ¢ift distile su (ddH20) i¢inde hazirlandi1 ve pH’1 4.20 olarak ayarlandi.
Mobil faz ¢ozeltisi por capr 0.20 p’luk mikrofiltrelerden siiziilecek ve minimal hava
kabarciklarini elimine etmek igin 20 dakika siireyle ultrasonik su banyosunda sonikasyon

uygulandi.

Monoamin standartlar1 tek tek enjekte edilerek pik gelis siireleri (retention time)
belirlendi. Noradrenalin ile dopaminin pik gelis siireleri sirasiyla kaydedildi. Her bir standart
icin kalibrasyon egrisi ve formiilii olusturuldu. Ayrica her giin numunelerden dnce ve sonra,
belirlenen monoaminlerin standart ¢ozelti konsantrasyonlarinin birlikte enjekte edilerek
piklerin gelis siirelerindeki degisiklikler takip edildi. Numunelerin analizlerindeki
monoamin pik gelis siireleriyle, standart monoamin pik gelis siirelerinin senkronizasyonu
saglandi. Biitlin beyin 6rneklerinin analizi sonucu monoamin konsantrasyonlart HPLC-ECD
sisteminin software programinda kalibrasyon egrisi referanslarina gore otomatik olarak
saptandi. Elde edilen sonuglar doku agirliklarina boliinerek sonug¢ konsantrasyonlar pg/mg

yas doku ya da pg/mg yas doku olarak belirlendi.
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ELISA analizleri KTU Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Boliimii Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvari’nda gercgeklestirildi. Amigdalada ndrotransmitter (glutamat,
GABA ve serotonin) analizlerinin yani sira hipofiz oksitosin ve serum kortikosteron, ACTH
analizleri, sensivitesi yiiksek ve inter-assay/intra-assay varyasyon Kkatsayilart %15’
gecmeyen ticari ELISA Kkitleri ile tiretici firmanin belirledigi prosediirler ve daha onceki
analizlerimizde kullandigimiz metotlar esas alinarak gergeklestirildi (93-95). Amigdalada
glutamat (MBS269969, MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA), GABA (MBS774667,
MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA), serotonin (MBS2611553, MyBioSource, Inc. San
Diego, CA, USA), hipofiz bezinde oksitosin (MBS750178, MyBioSource, Inc. San Diego,
CA, ABD) seviyeleri analiz edildi. Serum Orneklerinde ACTH (MBS2502683,
MyBioSource, Inc. San Diego, CA, ABD), kortikosteron (DEV9922, Demeditec
Diagnostics GmbH, Kiel, Almanya) seviyeleri 6l¢iildii. Antijen baglanmasi, ilk olarak serum
ornekleri ve standartlarin ilgili antikorlar ile kaplanmis plakalara eklenmesi ile saglandi.
Ardindan, ilgili sigan hormonuna 6zgii biotinle isaretlenmis bir tespit antikoru ve Avidin
Horseradish Peroxidase (HRP) konjugati sirasiyla her mikrotitre plaka kuyusuna eklendi ve
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, standartlardan ve serum érneklerinden elde edilen optik
yogunluklar, otomatik bir ELISA plaka okuyucusunda (Thermo Scientific, ABD) 450 nm
dalga boyunda 0l¢tildii. Analizler, kit protokollerinin rehberliginde gerceklestirildi.

3.4. Immiinohistokimyasal Analizler

PVN (CRH) alaninda immiinohistokimyasal analiz yapildi. Trabzon’da alinan
ornekler uygun kosullar altinda saklandi ve yine uygun kosullar altinda nakliyesi
gergeklestirilerek immiinohistokimyasal analizler Konya Necmettin Erbakan Universitesi
Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Bolimi Fizyoloji Anabilim Dali Molekiiler Fizyoloji

Laboratuvari ile Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

Hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edildikten sonra batin agilarak, sol
ventrikiilden kan alinmasii takiben hayvanlara transkardiyal olarak Heparin + serum
fizyolojik karisimi s1v1 perfiize edildi. Bu islemi takiben, %4’liik paraformaldehid soliisyonu
transkardiyal yolla beyin dokusuna ulastirildi. Béylece beyin alanlarinin boyanma veriminde

artis ve dolayisiyla daha iyi goriintii elde edilmesi miimkiin oldu.
3.5. Beyin Kesitlerinin Hazirlanmasi

Siganlarin kafatasi acildiktan sonra beyinler ¢ikarilip %4 paraformaldehit iginde

+4°C'de 4 saat bekletildi. Daha sonra taze %4 paraformaldehit ile soliisyon tazelendikten
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sonra 16-20 saat +4°C'de beynin sabitlenmesi devam ettirildi. Ardindan %4 paraformaldehit
soliisyonu, %25 siikroz soliisyonu ile degistirilip 24-48 saat +4°C'de beyinler siikrozla
doygunluga erisene kadar beklendi. Siikrozla doygunlugun belirtisi, beynin siikroz
soliisyonunun dibine ¢okmesi olarak kabul edildi. Bu islem, beynin alanlarinin morfolojisini
korumasi ve daha kaliteli kesit elde edebilmek i¢in yapildi. Siikroz soliisyonundan ¢ikarilan
beyinler -20°C’de muhafaza edildi. Beyinler, kesit almak i¢in sogutmali mikrotoma
yerlestirildi ve boylece donmus beyinlerin soguklugu sabit tutulmus olundu. Stereotaksik
atlas yardimiyla hayvanlarda ise PVN alanindan 25 pm kalinliginda koronal kesitler alindi
ve bu kesitler kryoprotektif soliisyon igerisine konularak immiinohistokimya analizlerinde
kullanildi. Bu islemlerde si¢an beyin atlasindan (88) yararlanilarak, PVN alanina ulagsmak
icin optik kiazma ve 3. ventrikiil alan1 esas alinarak yapilan seri dilimlemelerden sonra 3.
ventrikiiliin belirmesi ve sonlanmasini igeren (bregma -1.80,-1.88 ve -2.12 mm) bdliimlerden
seri kesitler alindi. 3. ventrikiiliin diiz ¢izgiden ters T seklinde doniismeye basladigi
alanlardan 25 pm’lik kesitler elde edildi.

3.6. Floresan immiinohistokimya

CRH floresan immiinohistokimya deneyleri, beyin bolgelerinin 25 um kalinliginda
serbest yiizen kesitlerinde gergeklestirildi (13). Kesitlerin oda sicakliginda 0.05 M fosfat
tamponlu salinde (PBS) yikanmasinin (pH 7.3, 8x15 dakika), ardindan %3 hidrojen
peroksitte 30 dakika inkiibe edildi ve tekrar 0.05 M PBS'de yikand1 (6x5 dakika). Kesitler
+4°C'de %5 normal at serumu, %0.1 sigir serum albiimini (BSA) ve %0.05 Triton X-100
iceren PBS ¢ozeltisinde, gece boyunca, ¢alkalayici lizerinde inkiibe edilerek 6zgiin olmayan
baglanmalar elimine edildi. Bu islemden sonra, kesitler PBS-esek serum c¢ozeltisinde
hazirlanan primer antikor diliisyonlar1 (Anti-CRF antikor, ab272391, Abcam, UK) ile
+4°C'de 48 saat calkalayic lizerinde inkiibe edildi ve daha sonra oda sicakliginda 0.05 M
PBS'de yikand1 (4x5 dakika). Immiinoflorasani tespit etmek igin kesitler oda sicakliginda,
karanlikta 1 saat PBS-at serumu ¢o6zeltisinde sekonder antikor diliisyonlari
(AlexaFluorVR488, ab150077, Abcam, UK) ile inkiibe edildi ve tekrar oda sicakliginda 0.05
M PBS'de yikandiktan (4x5 dakika) sonra kesitler lam {izerine yerlestirildi. Kesitler lam
tizerinde karanlikta kuruduktan sonra GEL/MOUNT akigkan koruyucu madde ile
kaplandiktan sonra lamelle kapatildi ve analizler yapilana kadar +4°C'de saklandi.
Hipotalamusta CRH immunfloresan ekspresyonu i¢in kesitlerden 20'lik objektifte ¢ekilen
resimler ImageJ programinda agildi. Dijital goriintiilerde Image] programi ile yogunluk

Olctimii yapildi. Programda acilan ilk resimde, bir alan igeren ici bos bir kutu olusturuldu.
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Daha sonra Analiz, Tools, Region of Interest (ROI) manager iizerinden, olusturulan kutu
secilerek ROI manager boliimiine eklendi. Kutu isimlendirildi (6l¢iim kutusu) ve kutunun
ebatlar1 ayarlandi. Boylece bir biiyiikliik ve alan standardizasyonu yapildi. Analiz ve
Ol¢timleri ayarla (set measure) boliimiinden ortalama yogunluk degeri (mean intensity value)
secilerek kutunun igerdigi alandaki yogunluk ortalamasinin hesaplanabilmesi miimkiin hale
getirildi. Daha sonra analiz ve dl¢iim (measure) boliimiinden 6lgiimler yapildi. Kutu dijital
resim lizerinden 5 farkli alanda tasinarak elde edilen yogunluklarin ortalamasi alindi. Her

resim i¢in ayni1 ebatta 6l¢lim kutusu kullanilarak islemler tekrarlandi.
3.7. Istatistiksel Analizler

Biitiin sonuglar ortalamatstandart hata olarak sunuldu. Verilerin istatistiksel
degerlendirmesi normal dagilim gosterdigi ve varyanslar homojen oldugundan one-way
ANOVA testi ile farklhiliklar ise Tukey testi kullanilarak degerlendirildi. p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Bu testler IBM SPSS Statistics 23 (KTU, Trabzon

Lisansli) programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizdaki gruplarin PVN’de CRH immiinreaktivite bulgulari Tablo 1 ile
Sekil 5 ve 6°da sunuldu. Kontrol grubuna gore CRH immiinrekativitesi Nesfatin-1 ve
Nesfatin-1+p234 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekti (p<0.001). Diger
gruplarda istatiksel bir fark goriilmedi (p>0.05).

Tablo 1. PVN’de CRH immiinreaktivite bulgular

Gruplar Ortalama * Standart Hata
Grup 1: Sham 1.46+0.49

Grup 2: Nesfatin-1 6.18+0.06***

Grup 3: Nesfatin-1+ p234 6.62+0.1***

Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 1.5+0.07

Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 1.3+0.06

Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 1.53+0.08

*%%*: p<0.001, kontrol grubuna kiyasla
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Sekil 5. PVN’de CRH immunreaktivite bulgular1 (***: p<0.001 kontrol grubuna kiyasla).
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Sekil 6. PVN’de CRH immunreaktivite goriintiileri,

(1) Sham Grubu, (2) Nesfatin-1 Grubu,
(3) Nesfatin-1+p234 Grubu, (4) Nesfatin-1+Antalarmin Grubu,
(5) Nesfatin-1+Astressin2B Grubu, (6) Nesfatin-1+Atosiban Grubu.

23



Calismamizdaki gruplarin serum ACTH sonuglart Tablo 2 ve Sekil 7°da
sunulmustur. Serum ACTH seviyeleri Nesfatin-1 ve Nesfatin-1+p234 gruplarinda kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde yiiksekti (p<0.05). Nesfatin-1+Antalarmin grubu
serum ACTH konsantrasyonu kontrol grubuyla ayni seviyedeydi. Nesfatin-1+Astressin2B
ve Nesfatin-1+Atosiban gruplarinin ACTH diizeyleri kontrole gore daha yiiksek olmasina

karsin istatistiksel bir fark goriilmedi.

Tablo 2. Serum ACTH diizeyleri (pg/mL)

Gruplar Ortalama * Standart Hata
Grup 1: Sham 80.09+1.84

Grup 2: Nesfatin-1 99.02+3.69*

Grup 3: Nesfatin-1+ p234 100.91+1.62*

Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 78.25+3.89

Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 85.70+3.45

Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 91.49+3.89

*: p<0.05, kontrol grubuna kiyasla
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Sekil 7. Serum ACTH diizeyleri (pg/mL) (*: p<0.05, kontrol grubuna kiyasla).
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Calismamizdaki gruplarin kortikosteron diizeyleri Tablo 3 ve Sekil 8’da
sunulmustur. Serum kortikosteron diizeyleri hem Nesfatin-1 hem de Nesfatin-1+p234
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekti (sirasiyla
p<0.05 ve p<0.01). Nesfatin-1+Antalarmin grubu kortikosteron diizeyi kontrol grubuyla
ayn1 seviyedeydi. Nesfatin-1+Astressin2B ve Nesfatin-1+Atosiban gruplarinda, serum
kortikosteron diizeyleri kontrol grubuna nazaran yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak

anlamli bir fark belirlenmedi.

Tablo 3. Serum kortikosteron diizeyleri (ng/mL)

Gruplar Ortalama * Standart Hata
Grup 1: Sham 374.89+6.75

Grup 2: Nesfatin-1 489.06+11.83*

Grup 3: Nesfatin-1+ p234 507.04+15.04**

Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 363.60+10.86

Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 383.98+26.31

Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 418.38+23.52

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol grubuna kiyasla
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Sekil 8. Serum kortikosteron diizeyleri (*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol grubuna kiyasla).
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Calismamizdaki gruplarin amigdala glutamat sonuglart Tablo 4 ve Sekil 9’de
sunulmustur. Amigdala glutamat diizeyleri bakimindan gruplarin hi¢birinde kontrole kiyasla
anlamli bir farklilik mevcut degildi. Bununla birlikte, Nesfatin-1 ve Nesfatin-1+Astressin2B
gruplarinin amigdala glutamat seviyeleri kontrol grubuna gore daha ytiksek olmasina karsin

istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi.

Tablo 4. Amigdala glutamat diizeyleri (nmol/mg protein)

Gruplar Ortalama * Standart Hata
Grup 1: Sham 0.87+0.03
Grup 2: Nesfatin-1 1.04+0.06
Grup 3: Nesfatin-1+ p234 0.81+0.06
Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 0.86+0.03
Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 1.04+0.03
Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 0.92+0.05
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Sekil 9. Amigdala glutamat diizeyleri
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Calismamizdaki gruplarin amigdala GABA sonuglar1 Tablo 5 ve Sekil 10°de
sunulmustur. Nesfatin-1, Nesfatin-1+p234 ve Nesfatin-1+Atosiban gruplarinda, amigdala
GABA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktii
(p<0.05). Diger gruplarda GABA diizeyleri kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir

fark belirlenmedi.

Tablo 5. Amigdala GABA diizeyleri (pg/mg protein)

Gruplar Ortalama * Standart Hata
Grup 1: Sham 301.08+4.42
Grup 2: Nesfatin-1 252.36+4.68*
Grup 3: Nesfatin-1+ p234 249.16+3.16*
Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 304.54+14.84
Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 305.73+13.49
Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 249.58+9.17*

*: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla
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Sekil 10. Amigdala GABA diizeyleri (*: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla).
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Calismamizdaki gruplarin amigdala serotonin sonuglar1 Tablo 6 ve Sekil 11°de
sunuldu. Kontrol grubuna gore Nesfatin-1+p234 grubunda amigdala serotonin diizeyi
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktii (p<0.05). Diger gruplarda amigdala serotonin

diizeylerinde anlamli bir degisiklik belirlenmedi.

Tablo 6. Amigdala serotonin diizeyleri (pg/mg protein)

Gruplar Ortalama + Standart Hata
Grup 1: Sham 3.69+0.24
Grup 2: Nesfatin-1 3.41+0.33
Grup 3: Nesfatin-1+ p234 2.34+0.17*
Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 3.03+£0.22
Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 3.71+£0.52
Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 2.71+0.45

*: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla
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Sekil 11. Amigdala serotonin diizeyleri (*: p<0.05 kontrol grubuna kiyasla).
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Calismamizdaki gruplarin amigdala noradrenalin sonuglar1 Tablo 7 ve Sekil 12°de
sunuldu. Kontrol grubuna goére Nesfatin-1 ve Nesfatin-1+p234 grubunda amigdala
noradrenalin diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekti (sirasiyla p<0.05 ve
p<0.01). Diger gruplarda amigdala noradrenalin diizeylerinde anlamli bir degisiklik

belirlenmedi.

Tablo 7. Amigdala noradrenalin diizeyleri (pg/mg doku)

Gruplar Ortalama * Standart Hata
Grup 1: Sham 7.95+0.72

Grup 2: Nesfatin-1 11.1440.64*

Grup 3: Nesfatin-1+ p234 11.95+0.74**

Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 9.89+0.65

Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 9.47+1.78

Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 9.94+1.67

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol grubuna kiyasla
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Sekil 12. Amigdala noradrenalin diizeyleri (*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol grubuna kiyasla).
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Calismamizdaki gruplarin amigdala dopamin sonuglari Tablo 8 ve Sekil 13°de
sunuldu. Kontrol grubuna gore Nesfatin-1, Nesfatin-1+p234 ve Nesfatin-1+Atosiban
grubunda amigdala dopamin diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde distiktii (sirasiyla
p<0.01, p<0.001 ve p<0.01). Diger gruplarda amigdala dopamin diizeylerinde anlamli bir
degisiklik belirlenmedi.

Tablo 8. Amigdala dopamin diizeyleri (pg/mg doku)

Gruplar Ortalama * Standart Hata
Grup 1: Sham 2.07+£0.22

Grup 2: Nesfatin-1 1.24+0.10**

Grup 3: Nesfatin-1+ p234 1.00+0.15***

Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 1.63+0.13

Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 1.80+0.05

Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 1.244+0.23**

**: p<0.01, ***: p<0.001 kontrol grubuna kiyasla
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Sekil 13. Amigdala dopamin diizeyleri (**: p<0.01, ***: p<0.001 kontrol grubuna kiyasla).
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Calismamizdaki gruplarin hipofiz oksitosin sonuglart Tablo 9 ve Sekil 14°de
sunulmustur. Hipofiz oksitosin diizeyleri bakimidan gruplarin higbirinde kontrole kiyasla

anlaml bir farklilik mevcut degildi.

Tablo 9. Hipofiz oksitosin diizeyleri (pg/mg protein)

Gruplar Ortalama + Standart Hata
Grup 1: Sham 47.96+1.56
Grup 2: Nesfatin-1 51.75+1.61
Grup 3: Nesfatin-1+ p234 47.76+1.79
Grup 4: Nesfatin-1+ Antalarmin 51.73+1.43
Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin2B 49.42+2.10
Grup 6: Nesfatin-1+ Atosiban 54.12+2.60
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Sekil 14. Hipofiz oksitosin diizeyleri.
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. HHA Aks Aktivasyonuna Nesfatin-1’in Etkileri

HHA aksi, stres arki olarak da tanimlanir ve hem akut hem de kronik stres
durumlarinda aktif hale gelir. Bunun yaninda, HHA aksi, stres disinda, hipotalamik
suprakiazmatik niikleusun diizenledigi bir sirkadiyen ritme de sahiptir (28). Bu aksin
aktivasyonu, dncelikle hipotalamusun PVN alanindan CRH’nin hipotalamo-hipofizer portal
dolagima salgilanmasiyla baglamaktadir. PVN’den CRH salinimma AVP hormonu da eslik
eder. CRH saliniminin bir sonucu olarak, 6n hipofizden ACTH genel dolagima salinir ve
adrenal bezin korteksinden kortizol/kortikosteron gibi glukokortikoidlerin salgilanmasina
yol agar (96, 97) (Sekil 1). Viicuttaki glukokortikoid diizeyi negatif geri bildirim
mekanizmasi ile kontrol edilmektedir. Bu diizenleme sirasinda, hipotalamus ve hipofizdeki
hormonal etkilerle birlikte, hipokampiis ve amigdala gibi limbik sistem yapilarinda da
noronal aktivite degisiklikleri meydana gelir (30, 31). HHA aksin aktivasyonu sonucu
adrenal medulladan salgilanan katekolaminlerden, 6zellikle noradrenalin ve adrenalin,
stresle iligkili otonomik etkilerden sorumludur. Amigdalanin CeA alanindaki CRH igeren
noronlar, dogrudan ve dolayli olarak lokus seruleus ve rafe niikleuslari ile baglantilidir (36).
Ayrica amigdala, HHA aksinin aktivitesi ile prefrontal korteksle de etkilesim halindedir. Bu
etkilesim kapsaminda, prefrontal korteks; GABA araciligiyla, amigdala ve hipotalamustaki
CRH aktivitesini etkileyerek HHA aksin aktivasyonu modiile edebilir (47).

Calismamizda HHA aks aktivasyonu ile iligkili olarak hipotalamusta CRH, serumda
ise ACTH ve kortikosteron diizeylerinin Nesfatin-1 grubu ve Nesfatin-1+p234 grubunda
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 1, 2, 3 ve Sekil 5, 6, 7, 8). Nesfatin-1’in ICV olarak
enjeksiyonu ile hipotalamik CRH immiinreaktivitesinin artis, serum ACTH ve kortikosteron
diizeylerinde yiikselme oldugu rapor edilmistir (11). Ayrica, 6zellikle akut stres durumunda
hipotalamik NUCB2/Nesfatin-1 mRNA'smin arttigi, bu artisa hipotalamik CRH
ekspresyonunun ve serum kortikosteron diizeylerinin de eslik ettigi belirtilmistir (98). Bu
sonuglar, Nesfatin-1 ile ilgili elde ettigimiz verileri destekler niteliktedir. Dolayisiyla,
Tablo 1, 2 ve 3’teki bu sonuglar Nesfatin-1 ile CRH, serum ACTH ve kortikosteron
diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu ve bu peptidin HHA aks1 aktive ettigi

sOylenebilir.

CRH, etkilerini oncelikle CRHR1 araciligiyla gostermektedir (39). Her iki CRH

reseptorli de limbik sistemde yer alsa da limbik sistemde CRHR1 reseptdrlerinin yogunlugu
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ve dagilim alani daha fazladir. CRHR1, 6n hipofiz bezinin yan1 sira PVN, BLA, hipokampus
ve prefrontal korteks gibi strese néroendokrin ve davranigsal yanitlar: diizenleyen bolgelerde
daha yogun sekilde ekspresse edilmektedir. CRHR2 ise hipotalamusun ventromedial
niikleusu, MeA ve beyin sapindaki DRN gibi alanlarda ekspresse edilmekte olup CRH'nin
stres yanitindaki roliine tamamlayici bir sekilde aracilik etmektedir (99). CRHR1
aktivasyonu genellikle stres yanitinin baglatilmasini saglarken, CRHR2 aktivasyonu bu
yanitin modiilasyonundan sorumlu olarak degerlendirilmektedir (41). Calismamizda, hem
Nesfatin-1+Antalarmin  hem de Nesfatin-1+Astressin2B  gruplarinda HHA  aks
aktivasyonuyla iliskili parametrelerde kontrol grubuna gore 6nemli bir degisiklik tespit
edilmemistir (Tablo 1, 2 ve 3). Nesfatin-1’¢ bagli bu etkilerin 6zellikle CRHR1 reseptorii

araciligiyla meydana geldigi sdylenebilir.

Glukokortikoidlere bagh negatif geri bildirim mekanizmasi, hipotalamik PVN ve
hipofiz ile birlikte limbik sistem ve beyin sap1 gibi yapilarin da dahil oldugu karmasik bir
stirectir. Bu siirecte, hipokampus 6ne ¢ikan bir yap1 olarak dikkat ¢eker, ¢iinkii PVN’deki
CRH noronlart tizerinde genellikle inhibitor bir etki gosterir (45). Bu nedenle
glukokortikoidlere bagli negatif geri bildirimde hipokampal inhibitdr sinyallerin
giiclenmesinin 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (46). PVN’den CRH salgilanmasi,
¢oklu norotransmitter etkilesimleri ile modiile edilmektedir (47). Burada NTS ve
ventrolateral oblongata boliimiiniin medullar niikleuslarindaki noradrenerjik impulslar,
PVN’den CRH sentezi ve salinmasini uyarir (100). Glukokortikoidlerin CeA niikleusuna
pozitif uyarici etkiyle CRH sentezi ve sekresyonunu artirmasi sdz konusudur. Strese verilen
otonomik yanitta CRH sinyallerinin baslatici etkisinin, amigdalanin CeA niikleusundan
lokus seruleusa uzanan bir siire¢le gergeklestigi belirtilmektedir. Lokus seruleusun
aktivasyonu ve noradrenalin/adrenalin sekresyonu, adrenal medullayr aktive ederek

sempatik sinir sistemini devreye sokar (47).

CRH’nin aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalarinda GABA’nin rolii olduk¢a
onemlidir (101). Prefrontal korteksteki GABA noronlarinin hem amigdala ve hipotalamus
ile baglantilarinda hem de direkt olarak PVN’deki CRH aktivitesini baskilamasinda,
GABA’nin aract oldugu dislinilmektedir (47). Hipokampusun stres yanitini
baskilamasinda, PVN, amigdala ve lokus seruleus ile dogrudan ve dolayli baglantilar1 biiyiik
onem tasir. Bu ¢ok yonlii baglantilarda, GABA ’nin belirleyici roli s6z konusudur (47). Stres

yanit1, rafe niikleusundaki serotonin sinyallerinin PVN, hipokampus ve amigdalaya ulagsmasi
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ile artis yoniinde modiile edilmektedir. Bu siirecte, serotonin araciligiyla artan stres
yanitinda, PVN, hipokampus ve amigdala GABA sinyallesmesinin etkili oldugu
belirtilmektedir (47).

Calismamizda amigdala GABA diizeylerinin Nesfatin-1, Nesfatin-1+p234,
Nesfatin-1+Atosiban gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde disiik oldugu
belirlendi (Tablo 5 ve Sekil 10). Bu durum, Nesfatin-1’e bagli HHA aks aktivasyonunda
amigdala GABA diizeyinde azalmaya bagli inhibit6r sinyallerin azalmasinin etkisi oldugunu
diisiindiirmektedir. Ayrica, bu etkilesimde kisspeptin sinyallesmesinin yani sira oksitosin
reseptoriiniin de rol oynadigi sdylenebilir. Nesfatin-1+p234 grubunda amigdala serotonin
diizeyi istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu tespit edilmistir (Tablo 6 ve
Sekil 11). HHA aks aktivasyonu g6z 6niine alindiginda, Nesfatin-1’in serotonin aktivitesinin
diizenlenmesine katildig1 ve kisspeptin sinyallesmesinin engellendigi durumlarda amigdala

serotonin diizeyini azaltici bir etki gosterdigi anlagilmaktadir.

Strese yanit olarak CRH’ nin harekete gecirdigi HHA aks aktivasyonunun bir sonucu
olarak, OSS devreye girmektedir. Bu mekanizma sayesinde, periferal fizyolojik
diizenlemelerle enerji depolarinin harekete gecirilmesi, kan sekeri ve kalp hizinin artisi,
sindirim fonksiyonlarinin baskilanmas1 gibi degisiklikler gergeklesir, bu da viicudun
"savag ya da ka¢" yanitin1 ortaya koyar (43, 102). Deneysel olarak, CRH enjeksiyonu
periferal katekolamin salgisinda artisa, kalp hizi ve kan basincinda yiikselmeye, istah
azalmasina, uyku bozukluguna, cinsel davranista azalmaya ve yeni cevreye uyum
becerisinde diislise yol acabilen otonomik ve davranmigsal degisikliklerle sonuglanabilir
(58, 59). Calismamizda Nesfatin-1’in CRH iizerine dogrudan etkilerinin yani sira, Kisspeptin
sinyallesmesinin ortadan kaldirildigi durumlarda, Nesfatin-1’in HHA aks aktivasyonunu

artirdig1 belirlenmistir (Tablo 1, 2 ve 3).
5.2. Amigdala Norotransmitter ve Katekolamin Diizeylerine Nesfatin-1’in Etkileri

Beynin birincil uyarict norotransmitteri olan glutamat, stres durumunda ya da
kortizol/kortikosteron uygulanmasiyla artis géstermektedir. Glutamat artisi, stresin yani sira
korku kosullanmasi, 6grenme ve hafiza gibi islevlerle de iliskilendirilmektedir (104).
Amigdalanin BLA alaninda ve medial prefrontal kortekste, glutamat reseptorlerinden
NMDA’nin farmakolojik olarak bloke edilmesi, uyarilara sartlanma ve korku duygusunu

azalmaktadir (105). Dolayisiyla, glutamat aktivitesindeki ve NMDA reseptor
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sinyallesmesinde artisin korku, fobi ve anksiyete gibi durumlarda rol oynadigi

diistintilmektedir (106, 107).

Projemizde, amigdala glutamat diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadigi belirlendi (Tablo 4 ve Sekil 9). Bununla birlikte
Nesfatin-1 ve Nesfatin-1+Astressin2B gruplarinin glutamat seviyeleri daha yiiksek degerde

bulunmasina ragmen, bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig1 goriildii.

Nesfatin-1’in tek basina uygulandigi gruplarda ya da Nesfatin-1+Astressin2B ile
kombine seklinde uygulandigi gruplarda, amigdala glutamat diizeyinin artis egiliminde
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 9). Hipotalamustaki PVN, supraoptik niikleus ve arkuat
niikleusdaki Nesfatin-1 noronlarinin glutamat reseptorleri ekspresse ettigi ve glutamat
uyarimi ile Nesfatin-1 néronlarinin aktif hale geldigi daha 6nce rapor edilmistir (108). Bagka
bir ¢alismada da Nesfatin-1 ndronlarinin periferal metabolik sinyallerle etkilesiminde
glutamatin araci faktorlerden biri oldugu ve bu etkilesimin glutamat reseptdr antagonistleri
ile ortadan kalktigi ifade edilmistir (109). Elde ettigimiz sonuglar, amigdala glutamat
aktivitesinin Nesfatin-1 ile iligkili olabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte
calismamizda tek doz uygulandigindan dolay1 glutamat artisini net bir sekilde ortaya koymak

miimkiin olmamaistir.

GABA’nm stres fizyolojisindeki regiilator rolii, inhibitor etkisiyle baglantili olarak
genellikle anksiyolitik etki seklinde ortaya ¢ikmaktadir (45, 104). GABAerjik sinyallesme,
ayrica korkuya aligma veya korku hafizasinin zayiflatilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir
(104). BLA, medial prefrontal korteks ve hipokampusta GABAerjik sinyallesmenin
bloklanmasi, korkuya alismay1 yani strese adaptasyonu azaltici bir etkiye yol agmaktadir
(105). Calismamizda, Nesfatin-1, Nesfatin-1+p234 ve Nesfatin-1+Atosiban gruplarinda
amigdala GABA diizeylerinin anlamli sekilde daha diisiik oldugu belirlendi (Tablo 5 ve
Sekil 10).

VTA’daki dopamin noronlarimin  yanm1  swra GABA  noronlarimin  da
NUCB2/Nesfatin-1 ekspresse ettigi ve ICV Nesfatin-1 enjeksiyonunun dopamin
noronlarinda hiperpolarizasyon olusturmasina karsin, GABA noronlarinda bu etkinin
goriilmedigi 6ne stiriilmistiir (110). Ayrica, substantia nigradaki dopaminerjik néronlarinda
da Nesfatin-1’in hiperpolarize edici etkisinin oldugu, bu etkinin iyonotropik glutamat ve
GABA antagonistleriyle degismedigi rapor edilmistir (111). Santral Nesfatin-1 enjeksiyonu

sonrasi gida alimindaki azalmanin, gastrik motilite diislisiine bagl olarak mide gerilmesinin
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(distansiyon) artmastyla iligkili oldugu ve bunun sonucunda NTS’deki NUCB2/Nesfatin-1
eksprese eden noronlarin aktive oldugu belirlenmistir (112). Ayni ¢alismada, s6z konusu bu
NUCB2/Nesfatin-1 ekspresse noronlarin bir boliimiiniin GABAerjik aktiviteye sahip oldugu
da rapor edilmistir (112).

Yavru sigcanlarda, anneden ayirma ve gastrik irrigasyonla olusturulan anksiyete ile
iliskili gastrik hipersensitivite modelinde hipokampusta Nesfatin-1 artis1 olmasina karsin
serotonin ve GABA diizeylerinde azalma tespit edilmistir (113). Bu sonuglar Nesfatin-1
artistnin - GABA  aktivitesini  azaltict  bir etki gosterdigini  ortaya koymaktadir.
Deneylerimizde ICV Nesfatin-1 enjeksiyonlarinin amigdala GABA diizeyini azalttig
belirlenmistir. Ayrica, Nesfatin-1+p234 ve Nesfatin-1+Atosiban gruplarinda da amigdala
GABA diizeyindeki azalmanin gegerli oldugu goriilmistiir (Tablo 5 ve Sekil 10).
Dolayisiyla Nesfatin-1’e bagli amigdala GABA diizeyindeki artigin oksitosin ve kisspeptin
reseptOr aktivitesi araciligiyla gergeklestigini diistindiirmektedir. Nitekim oksitosinin
CeA’da GABA salinmasini inhibe edici bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (114).
Mandarin tarla farelerinde yapilan bir ¢alismada, oksitosinin CeA’daki GABAA reseptorii
aracilifiyla sosyal iligkileri giiclendirici ve anksiyeteyi azaltici etkiler gosterdigi ifade
edilmistir (115). Ayni1 zamanda oksitosin ile reseptor antagonistinin birlikte uygulandiginda
ise oksitosine bagli olusan etkilerin goriilmedigi belirtilmistir. Bir baska ¢alismada ise, uzun
siireli izolasyona bagli artis gosteren depresyon ve anksiyete ile iligkili davraniglarin
CeA’daki oksitosinle indiiklenen GABAerjik transmisyonun azalmastyla iliskili oldugu ileri
stirilmustiir (116). Biitiin bu bulgular, oksitosinin amigdalada GABA aktivitesini artirdigina

isaret etmektedir.

Sonug olarak c¢aligmamizda Nesfatin-1’e baghh olarak GABA diizeyinde
Nesfatin-1+Antalarmin ve Nesfatin-1+Astressin2B gruplarinda herhangi bir azalma
olmamasma karsin Nesfatin-1+Atosiban grubunda diisiik olmasi, Nesfatin-1’in GABA
tizerindeki etkisinin oksitosinle zit yonde oldugunu diistindiirmektedir. Ayrica,
Nesfatin-1+p234 grubunda amigdala GABA diizeyinin daha diisiik olmasi, kisspeptin
reseptor sinyallesmesinin de Nesfatin-1’e bagh etkide rol oynayabilecegine isaret

etmektedir.

Serotonin, genel olarak beyin sapindaki rafe niikleusundan beyne projekte
olmaktadir. Dorsal rafe niikleusundan amigdala ve hipokampusa projekte olan serotoninin

5-HT2 reseptorleri ile etkilesime girmesi durumunda anksiyojenik bir etki profili
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olustururken, median rafe niikleusundan projekte olan serotoninin 5-HTla reseptoriinii
aktive etmesi sonucunda anksiyolitik bir etki profili ortaya ¢ikmaktadir (104). Kronik stresle
iliskili olarak 5-HT2 reseptorlerinde upregiilasyon ve 5-HTla reseptoriinde ise down
regiilasyon meydana geldigi bilinmektedir. Ayrica, 5-HT1a nakavt hayvanlarda stres

yanitinda artis s6z konusudur (117)

Amigdalanin CeA bolgesinde CRH iceren noronlar dogrudan ve dolayli olarak hem
rafe niikleuslar1 hem de lokus seruleus ile baglantilidir. Serotonerjik ve noradrenerjik
noronlar, birbirleriyle ve CRH igeren noronlarla aksonal baglantilar araciligiyla etkilesim
igindedir. Bu tiir baglantilar sayesinde, CeA’da meydana gelen CRH artigi, ayn1 zamanda
rafe niikleuslar1 ve lokus seruleus bolgelerinde de artisa yol agabilmektedir (36, 118, 119).

Genetik olarak rodopsin kanal modifikasyonu ile serotonin hedefli farelerin BLA
kesitlerinde yapilan ¢alismada (120), serotonin noéron terminallerinin optik uyarimi
saglanmis ve farmakolojik uygulamalarla glutamat ile serotonin aktivitesi
degerlendirilmistir. Bahsi gegen ¢alismada, serotonin néron terminallerinin diigiik frekansh
optik uyarimmin BLA’daki interndronlarda kisa siireli ve hizli bir eksitasyona yol agtigi,
ancak bu eksitasyonun daha yiiksek frekansli optik uyarimlarda zayifladigi tespit edilmistir.
Diisiik frekansli uyarimin glutamat aracili oldugu ve serotoninin dogrudan bir rol
oynamadig1 belirlenmistir. Buna Karsin, yiiksek frekansli optik uyarimin yol actigi yavas
eksitasyon ile yavas inhibisyonun, 5-HT2a ve 5-HT1a reseptor antagonistleriyle modiile
edilerek serotonin aracili oldugu ortaya konmustur. Ayrica, serotonin terminallerinin optik
uyariminin BLA noronlarinda glutamat saliniminda artisa yol agmadigi, fakat bu hiicrelerin
direkt olarak 5-HT1a aktivasyonu ve dolayli olarak da GABA salinimi ile inhibe edildigi
tespit edilmistir. Bu bulgular, amigdala aktivitesinin serotonerjik regiilasyonunda 5-HT2a ve
5-HT1a reseptorlerinin dnemli roller oynadigini ve uyarim tipine baglh olarak amigdala
serotonerjik aktivitesinin olduk¢a karmasik bir diizenlemeye tabi oldugunu gdstermesi

bakimindan 6nemlidir.

Anestezi uygulanmis sicanlarda yapilan beyin mikrodiyaliz ¢alismalari, CeA
bolgesindeki serotonin saliniminin somatik afferent uyarimlarla degisebildigini gostermistir.
Bu bulgu, psikolojik stresorlerin yani sira fiziksel stres unsurlarinin da amigdala {izerindeki
serotonin salinimini etkiledigini ortaya koymasi agisindan 6nemlidir (121). Anneden
ayrilma stresine maruz birakilan siganlarda, plazma Nesfatin-1 ve kortikosteron diizeylerinin

arttigl, amigdalada NUCB2/Nesfatin-1 mRNA ile protein ekspresyon diizeylerinin
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yiikseldigi tespit edilmistir. Ayn1 aragtirmacilar, normal siganlarda yapilan deneylerde
amigdala bolgesine Nesfatin-1 enjeksiyonu sonrasi kortikosteron diizeylerinde de artis
goriildiigiinii rapor etmislerdir (122). Bu bulgular, amigdala ve Nesfatin-1 etkilesiminde hem

psikolojik hem de fiziksel stresorlerin rol oynadigini géstermektedir.

Nesfatin-1’in amigdala serotonin diizeyine etkileriyle ilgili santral veya periferal
enjeksiyonlarla yapilan ¢aligmalar sinirlidir. Bununla birlikte, Nesfatin-1’in beyin sapinda
serotonerjik noronlarla kolokalizasyon gosterdigi bilinmektedir (75). ICV uygulanan
Nesfatin-1’in dorsal rafe niikkleusundaki serotonin diizeylerini artirdig1, bu artisin PVN’deki
CRH aktivitesi ile iligkili olarak plazma ACTH ve kortikosteron diizeylerinde ytikselme ile
eslik ettigi bildirilmistir (11). Projemizde ise Nesfatin-1+p234 grubunda amigdala serotonin
diizeylerinin daha diisiik oldugu gézlemlendi (Tablo 6 ve Sekil 11). Bu durum, Nesfatin-1"in
etkisinin kisspeptin sinyallesmesi engellendiginde daha belirgin hale geldigini ortaya
koymaktadir. Verilerimiz goz oniinde bulunduruldugunda Nesfatin-1+p234 grubunda HHA
aks aktivitesinde artis s6z konusuydu.

Depresyonda beyinde serotonin diizeylerinin diismesi ve buna eslik eden yliksek
kortizol seviyeleri goriilebilmektedir (123, 124). Akut citalopram tedavisi ile segici serotonin
gerialim inhibitorii alan hastalarda amigdala serotonin diizeyleri artis gostermektedir (125).
Insanlarda kosullanma &ncesi citalopram uygulanmasi, korku kosullanmasina bagl sasirma
tepkisini artirmaktadir (126, 127). Sicanlarda isitsel korku kosullanmasi 6ncesinde akut
citalopram tedavisinin ise donma tepkilerini artirdigi rapor edilmistir (128, 129). Bu
bulgular, serotonin diizeylerindeki artisin kosullanmis korku yanitlarimi giiclendirdigini
gostermektedir (130). Ote yandan, kronik citalopram tedavisi gdren insanlarda kosullu
korkuya bagli sasirma tepkileri degismemekte (127), kronik tedavi goren sicanlarda ise
sasirma/korkma tepkileri azalmaktadir (128). Bu, serotonin aktivitesindeki kronik artigin
korkuya alismay1 kolaylastirarak, korku tepkilerini azalttigini ortaya koymaktadir (130). Bu
sonuglar, amigdala serotonin diizeylerindeki azalmanin uzun vadede stres ve korku
yanitlarin1  olumsuz  etkileyebilecegini  gOstermektedir.  Dolayisiyla,  kisspeptin
sinyallesmesindeki azalma ve Nesfatin-1 seviyesindeki artigin stresle basa ¢ikma ve korku

yanitlarin1 olumsuz etkilemesi muhtemeldir.

Noradrenalin bir nérotransmitter olarak amigdala noronal aktivitesini modiile eder.
Noradrenalinin amigdala noronlar1 iizerindeki etkileri reseptor spesifiktir ve reseptor tiiriine

bagh olarak ¢esitlilik gosterir. Ornegin, CeA noronlarinda o2 reseptorlerinin yiiksek
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aktivitesi, glutamaterjik duyarlilig1 azaltarak néronal atesleme diizeyini diistirtir (131). Buna
karsin, al ve o2 reseptorlerinin birlikte aktivasyonu, atesleme diizeyinde artisa yol
acar (132). Buna ek olarak, noradrenalinin amigdalanin BLA niikleusundaki ndronlarda
genellikle inhibe edici etkileri vardir (133, 134). Noradrenalinin BLA néronlarinin atesleme
seviyesinin kontroliinde, GABAerjik inhibisyonun modiilasyonu da onemli rol oynar.
GABA'nin inhibitdr etkisi, stres faktorlerine karsi verilen fizyolojik ve davranigsal tepkilerin
diizenlenmesinde kritik bir rol iistlenir. Bu siirecte, CRH ile noradrenalin etkilesiminin
inhibisyonu da devreye girer (45, 104). Amigdalanin CeA bdlgesinde bulunan CRH igeren
noronlar, dogrudan ve dolayli yollarla lokus seruleus ve rafe niikleuslar: ile baglantilidir.
Noradrenerjik ve serotonerjik noronlar, birbirleriyle ve CRH igeren néronlarla aksonal
baglantilar kurarak etkilesimde bulunur. Bu baglantilar sayesinde CeA’da artan CRH

seviyeleri, ayn1 zamanda lokus seruleus ve rafe niikleuslarinda da gézlenebilir (36).

Noradrenalinin strese bagli otonomik yanit iizerindeki etkileri oldukca iyi
bilinmektedir. Hipotalamus ve amigdala ile lokus seruleus arasindaki ileri beslemeli isleyis;
stres, korku, duygusal hafiza, uyarilma ve uyaniklik gibi siireglerin yani sira, strese verilen
endokrin ve otonomik yanitlarin olusumunda ve entegrasyonunda kritik bir rol oynar (135).
Bu isleyisin modiilasyonu glukokortikoidler tarafindan diizenlenir (136). Kisitlama stresi
(137) ve ayak soku (138) gibi stres etkenleri, akut donemde amigdalada noradrenalin
salinimint artirir. Bu etkiler hizla ortaya ¢ikmakta olup, birka¢ dakika ile bir saate kadar
degisen siirelerde azalir. Noradrenalindeki bu gecici ylikselme, BLA ana ndronlarini
dogrudan etkileyebilir veya diger faktorler (6rnegin GABA) araciligiyla uzun siireli

davranigsal degisikliklere yol acabilir (139, 140).

Farkli stres tiirleri, amigdalada noradrenalin seviyeleri ve reseptor ifadelerinde farkl
degisiklikler iiretebilir. Ornegin, 6grenilmis ¢aresizlik modeli uygulandiginda, amigdalada
a2 reseptorlerinin artis gosterdigi bildirilmistir (141). Buna karsilik, akut soguk kisitlama
stresi, 02 reseptor yogunlugunda bir azalmaya neden olurken, reseptor afinitesinde artis
meydana gelir (142). Ayrica, tekrarlanan kisitlama stresi, CeA'daki bazal noradrenalin
seviyelerinde ve kisitlamaya yanit olarak gelisen noradrenalin piki seviyesinde bir azalmaya
yol agmaktadir (137).

Nesfatin-1’in amigdalada noradrenalin ile olan iliskisine dair herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, projemiz kapsaminda elde edilen veriler, bu alandaki ilk

bulgular niteligindedir. Nesfatin-1, hipotalamusun yani sira limbik sistem yapilar1 ve beyin
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sapindaki  lokus seruleus niikleusundaki noradrenerjik ndronlarla  kolokalize
durumdadir (75). Amigdalanin disinda, diger limbik sistem yapilarinda ICV yapilan
Nesfatin-1 enjeksiyonu, lokus serulousta noradrenalin aktivitesini artirmaktadir. Bu artisa
PVN’de CRH aktivitesinde artis, plazma ACTH ve kortikosteron seviyelerinin yiikselmesi
eslik etmektedir (11). Projemizde, amigdala noradrenalin seviyeleri agisindan Nesfatin-1 ve
Nesfatin-1+p234 gruplarinda anlamli bir artis s6z konusuydu (Tablo 7 ve Sekil 12). Bu
artiglarin, Nesfatin-1’in anksiyojenik etkileri ile iliskili oldugu s6ylenebilir. Nitekim, HHA
aks ile ilgili verilerimiz Nesfatin-1’in HHA aks1 aktive ederek, ansiyojenik etki

olusturabilecegine isaret etmektedir.

Stres, korku ve duygu durumuyla ilgili siireglerde mezolimbik dopamin sisteminin
O6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Ancak dopaminin stres yanit1 ve stresle iligkili
durumlar iizerindeki etkisi tam olarak anlasilmis degildir. Insanlarda strese maruz
kalindiginda mezolimbik dopamin aktivitesinin arttig1 bildirilmektedir (143). Ote yandan,
post-travmatik stres bozuklugu (PTSB) vakalarinda dopamin metabolizmasinda bir
degisiklik olmadigi da one siiriilmiistiir. Bununla birlikte, PTSB hastalarinda idrarda
dopamin ve dopamin metabolitlerinin artis gosterdigini rapor eden c¢alismalar da

mevcuttur (45).

Nesfatin-1 ve amigdala dopamin diizeyi hakkinda heniiz bir calisma mevcut degildir.
Ancak amigdala disinda, Nesfatin-1’in dopaminerjik aktivitesiyle iligkili arastirmalar
mevcuttur. Konuyla ilgili olarak, VTA'da yer alan dopamin ve GABA néronlarinin
NUCB2/Nesfatin-1 ekspresse ettigi bilinmektedir (110). VTA’dan amigdala, hipokampus
ve niikleus akiimbens gibi limbik sistem alanlarina projekte olan bu néronlar, mezolimbik
dopamin yolagin1 olusturur. Elektrofizyolojik c¢alismalarda, Nesfatin-1’in VTA’daki
dopamin néronlarinda hiperpolarizasyona neden oldugunu, ancak GABA ndéronlarinda bu
etkinin goriilmedigini ortaya koymustur. Bu bulgu, Nesfatin-1’in VTA'daki dopaminerjik
aktiviteyi olumsuz etkileyerek anoreksijenik etkisinde rol oynadig1 ve beslenme davranisini

stirdiiren hedonik duyguyu azalttig1 seklinde yorumlanmistir (110).

VTA’ya Nesfatin-1’in enjekte edildigi bir g¢alismada ise farelerde karanlik
periyottaki kiimiilatif gida aliminda onemli bir azalma gozlenmistir (144). Ayrica, bu
calismada VTA’daki dopaminerjik noronlarin uyarilabilirliginin azaldigi ve niikleus
akiimbens bolgesinde dopamin saliiminin diistiigli belirlenmistir. Bunun yani sira,

substantia nigra'da da Nesfatin-1’in dopaminerjik aktivite iizerinde baskilayict bir etkisi
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oldugu tespit edilmistir (111). Bu sonuglar, stres ve anksiyete sirasinda goriilen istah
degisikliklerinin ve 6zellikle depresyondaki hedonik istah kaybinin, Nesfatin-1’in VTA ile
0diil merkezi olarak bilinen niikleus akiimbens’teki dopaminerjik aktiviteyi azaltmasiyla

iliskili olabilecegini gostermesi agisindan dnemlidir.

Dopamin aktivitesinin artist veya baskilanmasi, hangi beyin bdlgesinin devrede
olduguna bagl olarak farkli sonuclar dogurur. Odiil merkezlerinin uyarilmas: sirasinda
dopamin diizeylerindeki artis onemlidir. Ayrica stres durumunda da insanlarda (143) ve
hayvanlarda (145) dopaminerjik aktivitenin artisi gézlemlenmistir. Dopaminin stres ve
duygu-durumla olan iligkisini anlamada kilit noktalardan biri, HHA aksin isleyisidir. HHA
aksi, viicudun strese verdigi hormonal tepkilerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar ve
stresorlere bagl olarak bu aksin aktivasyonu sonucu kortizol/kortikosteron seviyeleri
yiikselir (146-148). Bu faktorler dikkate alinmadan dopamin aktivitesi {izerine yapilan

yorumlar eksik veya yaniltici olabilir.

Calismamizda, Nesfatin-1, Nesfatin-1+p234 ve Nesfatin-1+Atosiban gruplarinda,
amigdala dopamin diizeylerinin kontrol grubuna goére daha diisiik oldugu tespit edildi
(Tablo 8 ve Sekil 13). Nesaftin-1’in dopaminerjik néronlar iizerinde genel olarak inhibitor
bir etkiye sahip oldugu ve bu etkinin amigdala {izerinde de gecerli oldugu sdylenebilir. Bu
bulgu, Nesfatin-1’in 6zellikle anoreksijenik etkisiyle iliskilendirilebilir. Bu durum, hem
hipotalamustaki aglik merkezleri lizerindeki negatif etkiden hem de bu siirecle baglantili
olarak limbik sistemde motivasyonla iligkili dopaminerjik aktivitenin baskilanmasindan

kaynaklaniyor olabilir.
5.3. Hipofiz Oksitosin Diizeyine Nesfatin-1’in Etkileri

Calismamizda, hipofiz bezi oksitosin verilerine baktigimizda, kontrol grubuna gore
hipofizer oksitosin diizeyinde anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 9 ve Sekil 16). Ancak
baz1 gruplarda oksitosin diizeylerinde gézlemlenen artig egilimlerinin farklilik gostermesi
dikkate deger bir durum olarak degerlendirilmistir. Oncelikle, santral enjeksiyonla tek doz
uygulamamizin ve oksitosin diizeyini yalnizca hipofizde 6l¢memizin, ilgili literatiirler esas
alinarak belirli bir amaca yonelik planlandigini, fakat ayn1 zamanda bu faktorlerin kisitlayici
sebepler olabilecegini diisliniiyoruz. Farkli doz ve siirelerle yapilan uygulamalar ya da
hipofizer oksitosin i¢eriginin yani sira hipotalamik oksitosin diizeylerinin de 6l¢iildiigli bir
calisma ile daha net veriler elde edilebilir. Deneylerimizin genel olarak, oksitosin

diizeyindeki artis egiliminin Nesfatin-1+p234 ve Nesfatin-1+Astressin2B gruplarinda daha
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diisiik seviyede kaldig1 goriildii (Tablo 9 ve Sekil 14). Buna ek olarak, Nesfatin-1 grubunda

kontrol grubuna kiyasla bir artig egilimi oldugu saptand.

Oksitosin hormonu, hipotalamusun PVN ve supraoptik niikleusundaki noéronlar
tarafindan tretildikten sonra, nérofizin-1 aracili transportla, arka hipofize tasinir (149).
Oksitosinin tiretildigi bu alanlardan niikleus akiimbens’e uzanan aksonal yapilarin varligi
bilinmektedir. Oksitosin reseptorii, beynin genis bir dagilim alanina sahiptir ve CeA da dahil
olmak {izere niikleus akkiimbens, talamus ve hipotalamusun ventromedial niikleusu gibi
limbik sistem yapilarinda ekspresse edilmektedir (150, 151). Si¢anlarda yapilan ¢alismalar,
periferal oksitosin enjeksiyonunun lokomotor aktiviteyi azalttigini, diisiik dozlarda
anksiyolitik, yliksek dozlarda ise sedatif etki gosterdigini ortaya koymustur (152). Bu veriyi
destekler nitelikte caligmalarda, yaygin anksiyete bozuklugu olan hastalara oksitosin

uygulamasinin anksiyete belirtilerini azalttigi rapor edilmistir (153, 154).

Oksitosin, duygu durumu iizerinde de 6nemli etkilere sahiptir. Yapilan ¢aligmalar,
bu hormonun antidepresan benzeri bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (155, 156).
Major depresyonlu hastalarda plazma oksitosin diizeylerinin diisiik oldugu ileri siiriilmiistiir
(157). Ayrica deneysel g¢alismalar, oksitosin inflizyonunun rafe niikleusunda serotonin

tiretimini artirdigini ortaya koymustur (158).

Calismamizda, Nesfatin-1’e bagl olarak GABA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla
anlamli 6l¢iide diisiiktii. Ayni durum, Nesfatin-1+Atosiban grubunda da gézlendi. Bu sonug,
oksitosin reseptor sinyallesmesinin bloklanmasinin, Nesfatin-1’e bagli HHA aks

aktivasyonunu artirdigini diislindiirmektedir.

Nesfatin-1’in PVN, lateral hipotalamik alan basta olmak iizere istahla iliskili
hipotalamus boliimlerinde oksitosinle birlikte bulunur (10, 74, 75). Nesfatin-1 gibi oksitosin
de anoreksijenik yani istah1 baskilayici etkisi olan bir hormondur. Hem santral (159) hem de
periferal (160) oksitosin enjeksiyonlart istah {izerine baskilayict etki olusturdugu
bilinmektedir. Hipotalamusta ve diger istah kontrolilyle ilgili bolgelerde, Nesfatin-1
noronlarmin oksitosinle sinerjik bir etkilesim i¢inde oldugu One siriilmiistir (161).
Oksitosin reseptdr antagonisti kullanildiginda, Nesfatin-1'e bagli gida ve su alimindaki
azalma biliylik Ol¢lide degistirilebilmektedir (162). Bu da Nesfatin-1'in anoreksijenik
etkisinde oksitosinerjik regiilasyonun onemli bir rol oynadigini gostermektedir. Her iki

hormonun da stres, duygu durumu, anksiyete gibi emosyonel durumlarla iliskili etkileri,
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depresyon ile anksiyete patofizyolojisini ve bu hastaliklara bagl istah degisikliklerini

anlamak ag¢isindan onemlidir.

Nesfatin-1 grubunun oksitosin diizeyi, kontrol grubundan anlamli sekilde farkli
olmasa da daha yiiksek seviyedeydi. Bu durum Nesfatin-1’in oksitosin aktivitesini uyarici
bir etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Genel bir perspektifle, Nesfatin-1'in beslenme
davranig1 ve istahin diizenlenmesinde oksitosinle sinerjik bir etkilesime sahip oldugu,
emosyonel durumlarla iliskili olarak ise oksitosinin, Nesfatin-1'in HHA aksi tizerine etkisini

baskilayic1 bir rol oynadigi sdylenebilir.
5.4. Sonuglar

Nesfatin-1’in HHA aks1 aktive etmektedir. Bu etkide biiylikk oranda CRHI1

reseptorleri aracilik etmektedir.

Nesfatin-1, kisspeptin sinyallesmesinin bozuldugu durumlarda da HHA aks
aktivitesini artirmaktadir. Nesfatin-1’e bagl bu etkilerde amigdalada serotonin ve GABA

diizeylerinin azalmasinin rolii oldugu anlasilmistir.

Biitiin bu bulgular 1s181nda, stres fizyolojisi ve patofizyolojisinde Nesfatin-1’in HHA

aks ve amigdala aktivitesi ilizerine uyarici etkisi oldugu sdylenebilir.
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