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TURKCE OZET

“Nesfatin noronlarimin besin alimini baskilayici islevi iizerine gonadal steroid
hormonlarin etkisinin immiinohistokimyasal olarak arastirilmasi.”

Gonadal hormonlar, 6zellikle &strojen, metabolizma ve enerji homeostazinda dnemli
bir rol oynar. Ostrojenin besin alimin1 baskiladig1 bilinmektedir. Ostrojen hormonlari
etkilerini reseptérleri iizerinden gosterirler. Ostrojen reseptdr alfa ve beta (ER-a ve
ER-B) hipotalamus da dahil olmak iizere viicut agirligi ve besin alimi kontroliiyle
iligkili beyin alanlarinda eksprese edilen niikleer reseptorlerdir. Nesfatin- 1
homeostatik besin alimini diizenleyen anoreksijenik bir peptitdir. Beyinde nesfatin- 1
eksprese eden noronlar etkilerini baglica hipotalamusta gosterirler. Literatiirde
nesfatin-1 noronlarinda ER-a ekspresyonunu gosteren bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu caligmada, nesfatin-1’in merkezi anoreksijenik etkilerinin nesfatin-1 néronlarinda
eksprese edilen ER-a ve/veya ER-f ilizerinden Ostrojen araciligiyla direkt olarak
gerceklesip gerceklesmediginin ve bu ekspresyonda cinsiyetler arast olasi
farkliliklarin  belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla, hipotalamik noéronlarda
nesfatin-1 ile ER-a, ER-B  ko-lokalizasyonu, yiizen kesitlerde ikili
immiinohistokimyasal yontem kullanilarak aragtirilmistir. Calismada erigskin Sprague
Dawley tiirii sicanlar kullanilmigtir. ER-a-ve ER-B pozitif olan ikili isaretlenmis
nesfatin-1 noronlarnin tiim nesfatin-1 ndronlart igerisindeki orani hesaplanmuistir.
Arkuat nukleusda ER-a eksprese eden nesfatin-1 ndéronlariin orani disilerde %29,
erkeklerde %40 olarak hesaplanmistir. Erkek sicanlarda daha yiiksek oranda
gozlenen ER-a ekspresyonu, istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Nesfatin-1
noronlarinda ER-a immiinoreaktivitesi periventrikiiler nukleusda disi ve erkeklerde
%27 oraninda hesaplanmistir ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamugtir. Paraventrikiiler nukleusda ER-B eksprese eden nesfatin-1
noronlarinin orani ise digilerde %63 ve erkeklerde %58 olarak hesaplanmistir ve
cinsiyetler arasinda istatistiksel degerlendirme sonucunda anlamli bir farklilik
bulunmamaistir. Sonug olarak bu caligma ile nesfatin-1 néronlarinda ER-a ve ER-3
ekspresyonunun varligi literatiirde ilk defa gosterilmis olup, bunun 6strojenin ER-a
veya ER-f araciligiyla nesfatin-1 noéronlariin aktivitesini etkiliyor olabilecegi
diistinilmiistiir.

Anahtar Sézciikler: Besin alimi, Nesfatin-1, Ostrojen, Ostrojen reseptor alfa,
Ostrojen reseptor beta
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INGILIZCE OZET

“Immunohistochemical assessment of the effect of gonadal steroid hormones on
the food intake suppressive function of nesfatin neurons.”

Gonadal hormones especially estrogens play a key role in metabolism and energy
homeostasis. It’s known that estrogens decrease food intake. Estrogens show their
effects via binding to their receptors. Estrogen receptor alpha and beta (ER-a ve ER-
) are nuclear receptors which expressed in varied brain areas associated with body
weight and food intake control, including the hypothalamus. Nesfatin-1 is an
anorexigenic peptide which regulate homeostatic feeding. In the brain nesfatin-1
expressing neurons perform their actions mainly in the hypothalamus. In the
literature, there is no study showing the relationship between estrogen and nesfatin-1
neurons. In this study, we aimed to investigate whether central anorexigenic effect of
nesfatin-1 through estrogen by directly ER-a and/or ER-B which expressed in
nesfatin-1 neurons or not and any possible gender difference in this expression. For
this aim, nesfatin-1 and ER-a or ER-B co-localization was investigated in the
hypothalamic neurons by using dual-immunohistochemical technique on free-
floating, brain sections. In this study, adult Sprague-Dawley rats were used. The ratio
of ER-a and ER-B positive nesfatin-1 neurons to all nesfatin-1 neurons was
calculated. In arcuate nucleus the percentage of nesfatin-1 neurons expressing ER-a
was 29% in female rats and 40% in male rats. The percentage of ER-a expression in
male rats was higher and it was found statistically significant, too. ER-«
immunoreactivity in nesfatin-1 neurons was determined as 27% in female and male
rats in periventricular nucleus and there wasn’t a significant difference between two
groups. The percentage of nesfatin-1 neurons expressing ER-B was determined in
paraventricular nucleus and it was 63% in female rats and 58% in male rats and as a
result of statistical analyses there wasn’t any significant difference between genders.
As a result co-localization of ER-a and ER-f in nesfatin-1 neurons is detected for the
first time with this study. And it is suggested that estrogens may mediate activity of
nesfatin-1 neurons through ER-a and ER-p.

Key Words: Food intake, Nesfatin-1, Estrogen, Estrogen receptor alpha, Estrogen
receptor beta
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1.GIRIS

Obezite ciddi saglik sorunlarini da beraberinde getiren 6nemli bir saglik problemidir
(Sharma ve ark., 2018). Obezite iliskili risk faktorlerinin goriilme oranlari ve biriken
yag dokusunun dagilimi, kadinlar ve erkekler arasinda farklilik gésterir (Sharma ve
ark., 2018; Valencak ve ark., 2017). Menopoz oncesi donemdeki kadinlar ile ayni yas
araligindaki erkekler karsilastirildiginda, bu gruptaki kadinlarin erkeklere kiyasla
kilo alim1 ve metabolik hastaliklara karst korundugu ancak bu korumanin menopoz
ile kayboldugu gosterilmistir (Lobo, 2008). Menopoz 6ncesi donemdeki kadinlarda
obezite ve metabolik sendrom goriilme oraninin erkeklere ve menopoz sonrasi
donemdeki kadinlara kiyasla daha az olmasi Ostrojenlerle iliskilendirilmektedir.
Ovariektomi uygulanan kemirgenler ve postmenopozal kadinlar artan yaglanma,
viicut yag dagiliminda degisiklikler, hiperfaji, glikoz intoleransi, diisiik insiilin
duyarlilig1 ve enerji tiiketimi gibi benzer metabolik 6zellikleri paylasirlar. Periferal
veya merkezi olarak Ostrojen uygulanmasi bu etkilerin bircogunu geriletir (Sharma
ve ark., 2018). Ostrojenler kadinlarda fertilitenin farkli yonlerini kontrol etmenin
yani sira genis bir yelpazedeki temel fizyolojik fonksiyonlari kontrol eden bir¢cok
hiicresel siiregte de rol alir (Lopez ve Tena-Sempere, 2017).

Ostrojenin etkilerine transkripsiyonel aktivasyonla genomik yanitlar olusturan
niikleer reseptdrler olan Ostrojen reseptdr alfa ve beta (ER-a ve ER-f) aracilik eder.
Ostrojenin metabolik etkileri cogunlukla ER-o iizerinden gergeklesir. ER-o knock-
out ve knock-down deneklerde besin aliminin ve viicut agirhgr ile viicut
yaglanmasinin arttig1 bildirilmistir (Xu ve ark., 2011). ER-B ile yapilan ¢aligmalarda
ise ER-B’ya antisens oligoniikleotidlerin kullanilarak Ostrojenin besin alimini
baskilayici etkilerinin ortadan kalktigi gosterilmistir (Liang ve ark., 2002).

Ostrojen reseptdrleri merkezi sinir sisteminde (MSS), istah, tokluk ve enerji
tilketiminin diizenlenmesinde rol oynayan beyin bolgelerinde eksprese edilir
(Mauvais-Jarvis ve ark., 2013). Hipotalamus bu bdolgelerden biridir ve hipotalamik
cekirdeklerdeki néronlar, periferden aldiklar sinyallere oreksijenik ve anoreksijenik

peptitlerin sentezini modifiye ederek verdikleri yanitlarla enerji homeostazinda rol



oynar (Crespo ve ark., 2014). Ostrojen de, dogrudan etkilerinin yaninda gida alimimni
etkileyen bu bilesiklerle olan etkilesimleri araciligiyla besin alimimi azaltir (Brown
ve Clegg, 2010).

Hipotalamusda yerlesik nesfatin-1 néronlarinin aglik sonrasi besin alimini
takiben aktive olarak sentezledigi nesfatin-1 peptidi giicli anoreksijenik etki
gostermektedir (Stengel ve Taché, 2010). Besin alimini engelleyerek toklugu
indiikledigi belirlenen nesfatin-1, “tokluk molekiilii” olarak da adlandirilir (Oh-1 ve
ark., 2006). Son yillarda enerji durumu ve diger temel viicut islevleri arasindaki
yakin baglantinin bir yansimasi olarak, istah diizenleyici molekiiller ve c¢esitli
noroendokrin sistemler arasindaki baglanti tartisilmaktadir (Kalra ve Kalra, 2010).
Literatlirde 6strojenin merkezi etkilerini hipotalamusta hangi néron tipleri iizerinden
gosterebilecegini arastiran yayinlar mevcuttur. Hipotalamus arkuat nukleusta yerlesik
pro-opiomelanokortin (POMC) néronlarinda ER-a eksprese edildigi ve ostrojenin
POMC noronlarina etki ettigi (Xu ve ark., 2011) ve noropeptit Y (NPY)
ekspresyonunu azalttigi (Olofsson ve ark., 2009) gosterilmistir. Bunun diginda
Ostrojen Ve leptin, insiilin, kolesistokinin, ghrelin gibi diger istah diizenleyici
sinyaller arasindaki fonksiyonel etkilesimler de arastirilmaktadir. Ancak nesfatin-1
noronlarinda ER-a ve ER-B ekspresyonunu gosteren bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Bu ¢alismada, strojenin nesfatin-1 noronlarinda eksprese edilen ER-a ve/veya ER-3
araciligiyla direkt olarak nesfatin-1 néronlarinin aktivitesini etkileyip etkilemedigi ve
bu noéronlarda Ostrojen reseptorleri ekspresyonunda cinsiyetler arasi olasi
farkliliklarin belirlenebilmesi amaglanarak “nesfatin-1 noéronlarinin regiilasyonunda
Ostrojen hormonu rol oynar” hipotezi test edilmistir. Bu hipotezi dogrulayabilmek
icin belirlenen hedef; nesfatin-1 noronlarinda Gstrojen reseptorlerinin varliginin ikili
immiinohistokimyasal isaretleme ile arastirilmasidir. Bu amagla higbir 6n uygulama
yapilmamis disi ve erkek sicanlarda ER-a ve ER-B reseptorlerinin nesfatin-1

noronlarindaki ekspresyonlart arastirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enerji Dengesi ve Obezite

Bir organizmanin canlilifini siirdiirebilmesi i¢in gereken temel 6zelliklerden
biri homeostatik i¢ metabolik ortamini siirdiirebilme kabiliyetidir (Waterson ve
Horvath, 2015). Enerji dengesi, enerji alimi (besin alimi) ve enerji tiiketiminin
homeostatik olarak diizenlenmesini kapsayan biyolojik bir siiregtir. Besin alimi
giinliik olarak gerceklestirilen en yaygin davranislardan biridir ve enerji dengesinin
de bir kutbunu olusturur. Viicutta enerji dengesi alinan enerji, harcanan enerji ve
depolanan enerjinin toplamina esit olacak sekilde saglanir (Frayn, 2010; Woods ve
ark., 2004). Bu nedenle viicut agirligi da alinan ve harcanan enerji arasindaki farka
baglidir. Bu iki enerji tiirii dengede degilse, viicut agirh@ zamanla artacak veya
azalacaktir. Diger bir deyisle viicut agirliginin sabit kalabilmesi i¢in enerji yani besin
aliminin harcanan enerjiye (metabolizma, giinliik faaliyetler, egzersiz ile) esit olmasi
gerekmektedir (Woods ve ark., 2004).

Obezite, Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization: WHO) tarafindan
“yag dokusunun, sagligi olumsuz etkileyecek oOl¢iide, anormal sekilde artmasi”
seklinde tanimlanmaktadir (WHO, 2016). Son yillarda besine ulasilabilirligin ve
yiiksek kalorili besin tliketiminin artmasi, hareketsiz yasam tarzi1 ve kilo almayi
kolaylastiran obezojenik ¢evre nedenleriyle obezite goriilme sikligi artmaktadir.
Degisen beslenme, yasam tarzi ve c¢evresel faktorler nedeniyle alinan yiiksek
miktarlardaki enerjinin tiikketilen enerjiye kiyasla fazla olmasi, asirt yag dokusu
birikimine neden olarak viicut agirh@inin artist ile sonuglanmaktadir (Dube ve ark.,
2010; Sharma ve ark., 2018). Obezite viicut agirhgr artisinin yaninda metabolik,
endokrin ve davranigsal birtakim bozukluklarin da eslik ettigi karmasik, multi-
faktoriyel ve heterojen bir hastaliktir (Dube ve ark., 2010; Poddar ve ark., 2017
Sharma ve ark., 2018).



Obezite ve g¢esitli metabolik hastaliklarin artan prevalanst viicutta enerji
dengesinin diizenlenmesinde rol alan organ, sistem ve molekiiller ile aglik ve tokluk

gibi siiregleri 6nemli hale getirmektedir.

2.2. Viicutta Enerji Dengesinin Diizenlenmesi

Viicutta yag kiitlesinin ve viicut agirhigmin yani enerji dengesinin
diizenlenmesi hem gida alimi hem de termojenez iizerinde uygulanan kontrollerle
saglanir (Dube ve ark., 2010). Memeliler enerji dengesinin kontroliinii saglayan,
periferal ve merkezi mekanizmalari iceren endojen bir sisteme sahiptir. Beyin, enerji
dengesi hakkinda bilgi aktaran bir dizi biyokimyasal sinyali birlestirerek enerji
dengesini korumak igin tasarlanan metabolik ve davranigsal tepkileri tetikler
(Rexford ve Daniel, 2009; Valencak ve ark., 2017).

Enerji tiiketimi; istirahat metabolizma hizi (RMR: 24 saat boyunca fiziksel
aktivitede bulunmadan, dinlenme durumunda iken viicudumuzun harcayabilecegi
kalori miktaridir), fiziksel aktivite ile enerji harcanmasi ve besinlerin termik etkisi
(besinlerin sindirilme, emilim ve metabolize edilme sirasinda harcattigi enerji) ile
saglanir. Enerji alimi ise yeme davranist ve gida tiikketimi yoluyla istah tarafindan
diizenlenir. Istah; aclik, doyma ve tokluk sinyallerini veren noro-biyolojik bir sistemi
olusturan cesitli siireclerle kontrol edilir. Bu karmasik noronal sistem, beslenme
durumunu belirler ve uygun seviyelerde besin alinmasina rehberlik etmek igin gesitli
sinyalleri birlestirerek besin alimi igin motivasyonel bir giidii olarak tanimlanan
istah1 diizenler (Beaulieu ve ark., 2018). Acglik, yemek igin zihinsel bir diirtiiniin
yansitilmasi seklinde ortaya ¢ikan bilingli duyumdur. Yiyecek yoksunlugunun sebep
oldugu bas dénmesi, mide zayiflig1 gibi fiziksel duyumlarin da eslik ettigi rahatsiz
edici his olarak da tanimlanir. Doyma, yeme isleminin sonlandirilmasina yol agan
stirectir ve tokluk ise besin alimi bittikten sonra aglikta diisiise yol agan ve yeniden
aclik hissinin olusumuna kadar gegen siireci ifade eder (Mela ve ark., 2013).

Temel olarak dolasimdan ve vagus sinirinden iletilen sinyalleri alarak
hipotalamus {izerinden etkili olan bu homeostatik sisteme paralel olarak etki
gosteren, besin alimini diizenleyici bir sistem daha vardir. Hedonik sistem olarak

adlandirilan bu sistem metabolik ihtiyacin yoklugunda, belirli yiyeceklere karsi



hissedilen hoslanma, haz alma gibi duyular araciligiyla istah1 uyarabilmektedir
(Beaulieu ve ark., 2018; Dube ve ark., 2010).

Enerji dengesinin korunmasini saglayan bu fizyolojik sistem hem afferent
algilama bilesenlerine hem de efferent efektor kollara sahiptir (Flier, 2004). Bu
sistemin afferent kismi kisa siireli ve uzun siireli olmak iizere iki yolak iizerinden
saglanir. Kisa siireli kontrol mekanizmasi da direkt ve indirekt olmak tizere iki farkli
sekilde gergeklesir. Direkt kontrol mekanizmasi ile besin heniiz sindirime ugramadan
sindirim kanali sinyallerinin (besinle iliskili sinyallerin biyiikligii, lif oran1 gibi)
vagus siniri araciligiyla merkezi sinir sistemini etkileyerek tokluk hissini
olusturmasiyla besin aliminin durdurulmasi uyarilir. Besinin sindiriminden ve
emiliminden sonra sindirim kanalindan salgilanan hormonlarin merkezi sinir
sistemini etkilemesiyle ise indirekt olarak uyarilir. Uzun siireli kontrol mekanizmasi
ile tokluk hissi, dolasimdaki ¢esitli hormonlar (leptin, insiilin) yoluyla saglanir. Uzun
ve kisa vadeli sinyaller, beyinde, sinyallerin entegre edildigi hipotalamusda birlesir
ve efferent yanitlarin diizenlenmesini saglar. Fizyolojik sistemin efektér elemanlari
aclik yogunlugunun ve devamindaki yiyecek arama davranisinin, bazal metabolizma
ve fiziksel aktivite ile harcanan enerji diizeyinin, insiilin ve glukokortikoidler gibi
anahtar hormonlarin seviyelerinin ve viicuttaki yagsiz ve yagl viicut kiitlesinin nispi
boyutlarini etkileyen faktorlerin diizenlenmesinden sorumludur (Flier, 2004; Frayn,
2010; Woods ve ark., 2004).

Enerji homeostaz1 asil olarak hipotalamus ve beyin sapindaki ndronal
sistemler tarafindan kontrol edilirken, yeme davranisinin 6diil ve motivasyon yonleri
limbik bolgelerdeki ve serebral kortekslerdeki noronlar tarafindan kontrol edilir

(Rexford ve Daniel, 2009).

2.2.1. Besin Alimi ve Hipotalamus

Insan beyni, 6zellikle hipotalamus, enerji homeostazimi diizenleyen ve
stirdiiriilmesini saglayan merkezi bir rol oynar. Hipotalamus; beyinde 3. ventrikiiliin
alt yan duvarlarin1 ve ventral yiizeyini ¢evreler ve hipofizin hemen {izerinde
yerlesiktir (Sekil 1). Kapladigi alan beyinin yaklasik %1°i olmasimna ragmen en
karmasik ve yogun sinirsel aglar1 i¢eren, hayatta kalim acisindan kritik bir bolgedir

(Sohn, 2015). Hipotalamus istah, su metabolizmasi, sicaklik regiilasyonu, uyku-



uyaniklik dongiisti, sirkadyen ritim, duygusal ifade, davranis, bellek ve 6n hipofiz
fonksiyonunun kontrolii gibi pek¢ok homeostatik mekanizmanin kontrol edildigi
bolgedir (Braunstein, 2011). Hipotalamus, hem besin alimini hem de enerji tiikketim
oranlarini kontrol ederek viicudun metabolik durumunu diizenlemede ¢ok 6nemli bir

rol oynar (Grimberg ve Kutikov, 2017).
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Sekil 1: Hipotalamusun anatomik yerlesimi (Sherwood, 2011).

Burada bulunan ndron gruplari, enerji alimi ve tliketiminde degisikliklere
neden olan spesifik ndropeptitlerin ekspresyonunu degistirerek enerji durumundaki
degisikliklere cevap verebilen, aglik ve tokluk merkezleri gibi islev goren
hipotalamik ¢ekirdekleri olusturur.

Besin aliminin merkezi sinir sistemi tarafindan kontroli “cift merkez”
hipotezi tizerine kurulmustur (Stellar, 1954). Bunun i¢in deney hayvanlarinda
hipotalamik lezyonlar olusturulmustur. Ilk olarak Ventromedial Nukleusda (VMN)
olusturulan hasarin asir1 yeme ve kilo aliminda artisa neden oldugu gosterilmistir ve
VMN “doyma merkezi” olarak tanimlanmistir. Lezyon olusturulan diger alan ise
Lateral Hipotalamik Alandir (LHA) ve “aglik merkezi” olarak adlandirilmistir.

Ciinkii LHAda olusturulan lezyonlar sonrasinda istahsizlik, besin aliminda azalma



ve viicut agirhginda azalma oldugu gdzlenmistir. Ileri arastirmalarla Arkuat Nukleus
(ARC), Paraventrikiiler Nukleus (PVN) ve Dorsomedial Nukleus (DMN) gibi farkli
hipotalamik ¢ekirdeklerin de aglik ve tokluk kontroliinde rol oynadigi gosterilmistir
(Elmquist ve ark., 1999; Frank ve ark., 2014) (Sekil 2).
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Sekil 2: Besin aliminin diizenlenmesinde rol alan hipotalamik c¢ekirdekler ve gevreleyen diger cekirdekler. Arkuat nukleus
(arc); paraventrikuler nukleus (PVN); ventromedial nukleus (VMN); dorsal hipotalamik alan (DHA); dorsomedial nukleus
(DMN); lateral hipotalamik alan (LHA); perifornikal alan (PFA); Periventriler nukleus (Pe), 3. ventrikiil (3V).
(http://lwww.cellbiol.net/ste/alpobesity2.php. Erisim tarihi: 15.07.2018)
Arkuat Nukleus (ARC)

3. ventrikiliin tabaninda ve median eminensin iist kisminda yer alan ARC
nukleus besin alim1 ve metabolik homeostazi diizenleyen aglik ve tokluk sinyallerini
alir. ARC’nin median eminense yakin olmasi, kan beyin bariyeri tarafindan

dolasimdan tam olarak izole edilmemis olmasi besin alimini kontrol eden ¢ok sayida

cevresel sinyali alarak entegre edebilmesine olanak saglar (Simpson ve ark., 2009).



ARC nukleus, fonksiyonel olarak birbirlerinden farkli néron gruplarini ve bu
néron gruplarmin etkin olarak rol aldigi santral/merkezi melanokortin sistemini
igerir. Merkezi melanokortin sistemi, enerji dengesinin korunmasinda kilit rol
oynayan ayri noron populasyonlarindan ve devrelerden olusur. Arkuat nukleus
birgok noéron ¢esidi igermesine ragmen, Pro-opiomelanokortin (POMC) ve
Noropeptid Y/Agouti geni iliskili peptit (NPY/AQRP) noéronlar1 en bilinenlerdir ve
besin aliminin kontroliinde rol oynarlar (Sohn, 2015; Woods ve ark., 2004).
NPY/AgRP néronlari besin alimini arttirict yonde etki ederken, POMC néronlari
besin alimini baskilayict yonde etki etmektedir. Her iki ndron toplulugu da periferik
enerji depolarmin sensorleri olarak hareket edebilir ve ¢esitli besinsel, noronal ve
hormonal sinyallere cevap verebilirler (Cone, 2005). Bu iki néron grubu, leptin ve
insiilin i¢in 6nemli hedeflerdir. Leptin ve insiillin POMC ndéronlarmi uyarirken
NPY/AgRP néronlarini inhibe eder. POMC néronlarinin uyarilmasiyla sentezlenen
POMC sonrasinda o-melanosit stimiile edici hormon (a-MSH) gibi daha kiiclik
peptitlere pargalanir. a-MSH beyin melanokortin reseptorleri ile etkileserek
beslenme davranist ve enerji dengesini diizenler. Melanokortin-3 reseptorleri
(MC3R) ve melanokortin-4 reseptorlerini (MC4R) eksprese eden néronlar beyinde
ozellikle enerji homeostazinin diizenlenmesinde rol alan alanlarda eksprese edilir.
MC3 / 4-R sinyalizasyonu o-MSH tarafindan uyarilirken AgRP tarafindan inhibe
edilir. a-MSH’1n aktiflestirdigi MC3 / 4-R sinyalizasyonu besin aliminda azalma ve
artan enerji tiikketimi ile sonuglanir (Sekil 3). Gastrointestinal sistem hormonlar1 ve
besinler de merkezi melanokortin sisteminin aktivitesi lizerinde etkilidirler (Cone,
2005; Lee ve Wardlaw, 2007; Woods ve ark., 2004).
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Sekil 3: ARC nukleus, merkezi melanokortin sistem ve besin alimmin diizenlennmesi. (Lee ve Wardlaw, 2007°den
uyarlanmistir.)
Paraventrikiiler Nukleus (PVN)

Paraventrikiiler — nukleus igilincii  ventrikiilin ~ hemen  bitisiginde,
periventrikiiler zonda yer alir. Enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde gorevli
otonomik ve néroendokrin sinyalleri alarak birlestiren hipotalamik bir ¢ekirdektir
(Elmquist ve ark., 1999). Arkuat nukleusdaki NPY/AgRP ve POMC noéronlari ile
lateral hipotalamik alanda yerlesik néronlardan gelen oreksin sinyalleri basta olmak
lizere besin alimi ve enerji tilketimiyle ilgili bircok sinyal alir. Ayrica periferden
gelen ve nukleus traktus solitaryusa iletilen besin alimini baskilayici sinyallerin
sonlandig1 yer de PVN’dir (Blevins ve ark., 2003; Mercer ve ark., 2011)

PVN’deki noron aktivitesini arttiran leptin ve kolesistokinin (CCK) gibi
periferal peptidlerin salimimi ile ARC nukleusda artan a-MSH sinyalleri PVN’e
iletilir ve melanokortin 4 reseptorlerini aktive eder. Bdylece hem besin alimi
baskilanir hem de enerji tiikketimini uyaran mekanizmalar aktive edilir (Horvath,
2005).



Lateral Hipotalamik Alan (LHA)

Lezyon c¢aligmalar1 sonrasinda ‘“aglik merkezi” olarak tanimlanan lateral
hipotalamik alan uyarildiginda besin alimini arttirir ve ayn1 zamanda viicutta enerji
tilketimini azaltir (EImquist ve ark., 1999; Frank ve ark., 2014).

LHA’da baglica iki néron grubu bulunmaktadir. Bu néron gruplarindan biri
melanin konsantre edici hormonu (MCH) sentezler. Diger grup ise oreksin
(hipokretin) sentezleyen néronlari igerir. Her iki molekiil de besin alimini uyarir
(Simpson ve ark., 2009).

Ismini “istah” anlamindaki “orexis” kelimesinden alan oreksinlerin
ekspresyonu aglikla diizenlenir. A¢ birakilan hayvanlarda oreksin mRNA diizeyinin
yiikseldigi ve besin aliminin arttigi gozlenmistir. Oreksin A ve B olmak iizere iki
formu vardir. Oreksin A en fazla arkuat nukleus, paraventrikiiler nukleus ve
dorsomedial hipotalamik nukleusta eksprese edilirken oreksin B hipotalamusta daha
az eksprese edilir. Oreksinler beslenmenin yaninda uyku ve uyaniklik davranislarinin
diizenlenmesinde gérev alir (Simpson ve ark., 2009; Spinazzi ve ark., 2006).

ARC nukleusdaki NPY/AgRP ve POMC néron gruplart ile oreksin ve MCH
tireten ndronlarin hiicre govdelerinin temas halinde oldugu (Sohn, 2015) ve leptin
hormonunun MCH ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Rexford ve Daniel,
2009).

Ventromedial Nukleus (VMN)

Doyma merkezi olarak da bilinen VMN besin alimi {izerinde baskilayict bir
etkiye sahip olan bir hipotalamus bolgesidir. VMN’de gerceklestirilen lezyon
caligmalari, buradaki hasarin hiperfaji ve obezite ile sonuglandigini gostermistir
(Elmquist ve ark., 1999; Frank ve ark., 2014).

Sicanlarda VMN'de gastrik stimiilasyona verilen ndronal yanitlar
arastirllmistir. VMN'de gastrik distansiyona yanit veren ndronlarin varligi ve
VMN'yi de iceren gastrik stimiilasyona ait merkezi noronal mekanizmalarin oldugu
dogrulanmistir (Sun ve ark., 2006).

VMN, glikoza duyarli biiyiik bir néron populasyonuna sahiptir. Insanlarda
norogoriintiilleme teknikleri kullanilarak gerceklestirilen caligmalar, oral glikoz

yiiklemesini takiben VMN’de sinyal artis1 oldugunu gostermistir. Ayrica VMN, kan
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sekerinin  diismesi  durumunda  glukagon  salinnmmin  diizenlenmesiyle
iliskilendirilmistir (Mobbs ve ark., 2013; Simpson ve ark., 2009)

Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), VMN'de yiiksek oranda eksprese
edilir ve BDNF'nin lateral ventrikiile uygulanmasi, besin alimini ve viicut agirligimni
azaltir. VMN, ARC'den NPY/AgRP ve POMC néronal uyarilarini alir. POMC
ndronlariin besin alimini azaltmak i¢in VMN’de bulunan BDNF néronlarinin aktive

edilmesinde rol oynadig diisiiniilmektedir (Simpson ve ark., 2009).

Dorsomedial Nukleus (DMN)

Enerji dengesinin siirdiiriilmesi ve besin aliminin diizenlenmesinde 6nemli
hipotalamik alanlardan biridir. Hipotalamusda NPY, arkuat niikleusda ve
dorsomedial nukleusda eksprese olmaktadir. Ancak ARC nukleusdaki NPY
ekspresyonundan farkli olarak DMN’deki ekspresyonun kontrolii leptinle saglanmaz.
Buradaki NPY gen ifadesi kolesistokinin (CCK) ve heniiz tanimlanmamis diger
molekiiller tarafindan diizenlenir. DMN’de NPY'nin asir1 ekspresyonu, besin
aliminda ve viicut agirliginda artisa neden olur ve yiliksek yagh diyet kaynakli
hiperfaji ve obeziteyi siddetlendirir (Bi ve ark., 2012).

Leptin reseptorleri bulunmayan obez sicanlarla yapilan bir ¢alismada,
DMN’de NPY ekspresyonunda degisiklik gozlenmezken egzersize bagli noronal
aktivasyonda, Ozellikle DMN'nin ventral ve kaudal alt bolgelerinde azalma
gozlenmistir. Bu bulgulardan da DMN’nin bu bdlgelerindeki ndéronlarin
aktivasyonunun, egzersiz aktivitesini arttirarak besin alimimi ve viicut agirhigini

azalttig1 sonucuna varmiglardir (Zhang ve ark., 2018).

2.2.2. Besin Allminin Diizenlenmesinde Rol Alan Peptitler

Gida alimin1 kontrol eden mekanizmalar, esas olarak beyin, bagirsak ve
adipoz doku arasindaki etkilesimi igerir. Enerji dengesinin diizenlenmesi ve besin
alimmin gergeklesebilmesi igin bu etkilesimler sirasinda birgok noéromodiilator
molekiil etkinlesir (Crespo ve ark., 2014). Merkezi sinir sistemi (MSS) periferal
noroendokrin  sinyaller ile noronlardan salinan, sinyal molekiilleri olan
noropeptitlerden alinan sinyallerin birlestirilmesini saglar. Timii temelde peptit

yapisinda olan bu molekiillerden besin alimin1 uyarict ya da arttirict etkisi olanlar
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“oreksijenik”, besin alimimi azaltict yonde etki edenler ise “anoreksijenik peptitler”
olarak smiflandirilir (Sam ve ark., 2012). Periferde (gastrointestinal kanal ve yag
dokusu) ve merkezi sinir sisteminde sentezlenen farkli peptitler Tablo 1 ve 2’de

verilmistir.

Tablo 1. Periferde sentezlenen besin alimini diizenleyici peptitler.

Oreksijenik peptitler Anoreksijenik peptitler
Leptin
Ghrelin Peptit tirozin tirozin (PYY)

Kolesistokinin (CCK)

Pankreatik polipeptit (PP)

Insiilin

Glukagon-benzeri peptit-1 (GLP-1)
Oksintomodiilin (OXM)

Bombesin

Obestatin

Tablo 2. Merkezi sinir sisteminde sentezlenen besin alimini diizenleyici peptitler.

Oreksijenik Peptitler Anoreksijenik Peptitler

Noropeptit Y (NPY) Kokain ve amfetamin iliskili transkript (CART)
Agouti-Gen Iliskili Protein (AgRP) Melanokortinler (POMC posttranslasyonel yikim tiriinleri)
Galanin Kortikotropin salgilatici faktor (CRF)

Galanin-Benzeri Peptit Glukagon-benzeri peptitler (GLP1 ve GLP2)

Serebellinl Norotensin

Melanin Konsantre Edici Hormon (Mch) Nesfatin

Hipokretin/Oreksin
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2.2.3. Enerji Dengesi ve Gonadal Hormonlar

Gonadal steroidler, gida alimmi ve viicut agirh@m etkiler. Ostrojenler
kataboliktir, gida alimin1 ve viicut agirligin1 azaltir. Androjenler ise genellikle besin
alimin ve yagsiz kitleyi artiran anabolik ajanlar olarak kabul edilir. Ancak gonadal
steroidlerin enerji dengesi lizerinde etkilerini gosterdikleri mekanizmalar heniiz tam
olarak bilinmemektedir (Mystkowski ve Schwartz, 2000).

Kadmlar ve erkekler obezite ve obezite iligkili risk faktorlerinin (metabolik
sendrom) goriilme oranlar1 agisindan karsilastirildiklarinda birbirlerinden farklilik
gosterir (Sharma ve ark., 2018; Valencak ve ark., 2017). Menopoz 6ncesi donemdeki
kadinlarla ayni1 yas araligindaki erkekler karsilastirildiginda, bu gruptaki kadinlarin
erkeklere kiyasla kilo alimi, metabolik ve kardiyovaskiiler bozukluklara karsi
korunduklar1 gosterilmistir. Ancak menopoz sonrasinda bu korunmanin ortadan
kalktig1 belirlenmistir. Yapilan calismalar menopoz sonrast donemdeki kadinlarda
enerji tiiketiminin azaldigin1 ve visseral yag dokusu birikiminin arttigin1 ortaya
koymustur (Sharma ve ark., 2018).

Viicutta biriken yag dokusunun dagilimi kadin ve erkekler arasinda farklilik
gosterir (Sharma ve ark., 2018). Yag dokusu dagilimindaki farkliliklar ayn1 zamanda
menopoz dncesi ve sonrast donemdeki kadinlar arasinda da s6z konusudur. Menopoz
oncesi donemdeki kadinlarda gynoid tip yani bel ¢evresinin altinda yag birikimi
gozlenirken, erkeklerde ve post-menopozal kadinlarda st viicut ve iist abdominal
alanlarda yag birikimi seklinde tanimlanan android tip yag birikimi gézlenir (Sharma
ve ark., 2018; Valencak ve ark., 2017).

Obezite ve metabolik sendrom goriilme oranlart menopoz dncesi donemdeki
kadinlarda, erkeklere ve menopoz sonras1 donemdeki kadilara kiyasla daha azdir. Bu
da onemli bir disi cinsiyet hormonu sinifi olan 6strojenler ile iligkilendirilmektedir

(Sharma ve ark., 2018).
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2.3. Ostrojen Hormonu

2.3.1. Ostrojen Hormonu Genel Ozellikleri

Ostrojenler tiim omurgalilarda ve baz1 omurgasiz tiirlerinde iiretilen evrimsel
olarak korunmus steroid yapida hormonlardir. Memelilerde baslica ii¢ 6strojen formu
vardir. Bunlar 6stron (E1), 6stradiol (E2), 6striol (E3)’diir (Sekil 4). Viicutta iiretilen,
biyolojik olarak aktif ostrojen formu, besin alimi1 ve harcanan enerjiyi merkezi sinir
sistemi yoluyla diizenleyen 17p-6stradioldiir. E2’nin ayn1 zamanda glikoz ve lipit
homeostazinda da diizenleyici etkileri oldugu gosterilmistir (Lépez ve Tena-

Sempere, 2015).

Estriol Estradiol Estron

HO

Sekil 4: Ostrojen fomlar1 (Lopez de Alda ve ark., 2002).

Endojen hormonlar olan &strojenlerin ana kaynagi overlerdir. Ozellikle
gelismekte olan follikiiller en yiiksek kapasiteye sahiptir. Daha sonra hamilelik
donemindeki plesantadir. Diisiik seviyelerde ise adrenal bezler ve testislerden
salgilanir. Adipoz dokunun da sentezledigi bilinmektedir (Lopez ve Tena-Sempere,
2015).  Saglikli  premenopozal kadinlarda, dolasimdaki Ostrojen  (E2),
androstenedionun aromataz enzimiyle ostrona (E1) ve sonrasinda El'in 17-B-
hidroksisteroid dehidrojenaz ile E2'ye donistiirilmesiyle ovaryumlardan salgilanir.
Normal mensturasyon siklusuna sahip kadinlarda E2, uzaktaki hedef dokulara etki
eden, dolasimdaki bir hormon olarak islev goriir. Erkeklerde ve postmenopozal
kadinlarda ise Ostrojen eyleminin belirleyicisi dolagimdaki ostrojenler degildir; E2
fonksiyonu, dolasimdaki bir androjen kaynagindan ekstragonadal bdlgelerdeki
Ostrojen biyosentezine dayanir. Ve normal olarak dolasimdaki Ostrojen seviyeleri

distiktir (Mauvais-Jarvis ve ark., 2013; Simpson ve ark., 2005)
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Disilerde ovaryumlarin cerrahi olarak ¢ikarilmasi E2’nin endojen iiretimini
ortadan kaldirdig1 i¢in ovariektomize kemirgenler ¢alismalarda menopoz modeli

olarak kullanilmaktadir (Sharma ve ark., 2018).

2.3.2. Ostrojen Reseptorleri ve Etki Mekanizmalari

Steroid hormonlarin etkileri reseptérleriyle diizenlenir. Ostrojenin etkilerine
aracilik eden tii¢ farkli reseptdrii oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda ilk sirada
transkripsiyonel aktivasyonla genomik yanitlar olusturan niikleer reseptorler olan
Ostrojen reseptor alfa (ER-a) ve beta (ER-B) bulunur. Niikleer reseptdr protein
ailesinin tiyeleri olarak, ER'ler esas olarak ¢ekirdekte yer alsalar da, ayn1 zamanda
sitoplazmada ve mitokondride de bulunabilirler (Jia ve ark., 2015). Calismalar, bu
reseptorlerin,  mitojenle  aktive  edilmis  protein  kinazlar (MAPK),
kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinazlar (CamKII) ve cAMP yanit elementi
baglayict proteinler (CREB) gibi ikincil mesajc1 sinyal yolaklarimi aktive
edebilecekleri spesifik sitoplazmik boliimlerde de bulundugunu gostermektedir (Li
ve ark., 2018; Manavathi ve Kumar, 2006; B. McEwen, 2002). Diger bir reseptor ise
2007 yilinda tanimlanan membran iligkili reseptor olan G protein kenetli Ostrojen
reseptoridiir (GPER) (Davis ve ark., 2014). Hem hiicre iginde hem de plazma
zarmda bulunur ve ¢esitli hiicre tiplerinde hizli 6strojen sinyallesmesini saglar (Li ve
ark., 2018).

Niikleer reseptor siiper ailesinin iyesi olan bu reseptorler ligand ile
indiiklenen transkripsiyon faktorleridir (Beato ve ark., 1995). Niikleer reseptor
ailesinin diger lyeleri gibi ER'ler de evrimsel olarak korunmus yapisal ve islevsel
olarak farkli alanlar igerir. Merkezi ve en ¢ok korunan alan DNA-baglayict bolge
(DNA Binding Domain/DBD), DNA’nin taninmasi ve baglanmasinda gorev alir.
Ligand baglanmas1 ise karboksi ucunda bulunan ligand baglayic1 bolgede (Ligand
Binding Domain/LBD) meydana gelir. Amino ucu daha az korunmus, uzunluk ve
dizilim agisindan daha degisken bolgeleri igerir. Transkripsiyonel aktivasyon,
reseptdriin amino ucunda yerlesik liganttan bagimsiz olarak aktif AF-1 ve karboksi
ucundaki LBD'de bulunan ligandin baglanmasiyla transkripsiyonel aktivasyon icin
gereken yapisal degisiklige ugrayan AF-2 olmak iizere iki farkli aktivasyon
fonksiyonu (AF) ile kolaylastirilir. iki ER, amino uglarindaki bolgeler haricinde
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yiiksek derecede bir dizi homolojisi paylasirlar ve E2 icin benzer afinitelere
sahiptirler ve aynt DNA yanit elementlerini baglarlar (Sekil 5) (Heldring ve ark.,
2007; Nilsson ve ark., 2001).

ER-a .
Sekil 5: Insan Ostrojen reseptorii o ve Ostrojen
L'AF-Z‘."C ucu: } COOH

NH, reseptorii B karsilagtirilmasi. ER-a (595 aa) ile

ER-B (530 aa) ve aralarindaki dizi homolojisi

N ucu / AF-1 LBD

ER-p ylizdeleri. (Khan ve Ansar Ahmed 2016)
%55-60 I ;3:{;_18_:; } COOH

Ostrojen reseptdrleri, ligandin baglanmasi ile hedef genlerinin baskilayicisi

veya aktivatorii olarak islev goriirler. Ostrojen hormonu olmadiginda DNA’ya
baglanamayan bu reseptorler, 0strojen varliginda hedef gen transkripsiyonunu aktive
eden reseptdr dimerlerini olustururlar. Diflizyonla nukleusa gecen Ostrojen-reseptor
kompleksi, hedef gen promotor bolgesi ilizerindeki Ostrojen yanit elementi (ERE)
olarak adlandirilan DNA dizilerine baglanirlar. Boylece direk genomik etki ile hedef
gen ekspresyonunun diizenlenmesini saglarlar. Ayrica transkripsiyon faktorleri (TF)
ile protein-protein etkilesimleri araciligiyla, indirek genomik etki ile dolayli olarak
hedef gen promotoriini aktive veya inaktive ederler (Beato ve ark., 1995; Fu ve
Simoncini, 2008).

Diger bir yolak ise gen transkripsiyonunu icermeyen, fizyolojik yanitlarla
sonuglanan Ostradiol eylemleri olarak da bilinen non-genomik yolaktir. Ligand
bagimsiz genomik etkide biiylime faktorleri (GF), protein kinaz yolaklarini aktive
etmek yoluyla ERE igeren &strojen reseptorlerinin fosforillenmesini saglarlar (Sekil
6).
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Sekil 6: Ostrojen reseptorlerinin etki mekanizmalar1 (Heldring ve ark., 2007)

2.3.3. Ostrojen Reseptor Alfa (ER-a)

6. kromozomun uzun kolunda yer alan ESR1 (Estrogen Receptor 1) geni
(6025.1) tarafindan sentezlenen ER-a, ilk kez 1950°li yillarin sonunda Elwood
Jensen tarafindan Gstrojen baglayan protein olarak tanimlanmistir (Alexander ve ark.,
2017; Jia ve ark., 2015). ER-a esas olarak tireme organlari (uterus, ovaryumlar) basta
olmak tizere, meme, bobrekler, kemik, beyaz adipoz doku, beyin ve karacigerde
eksprese edilir (Faulds ve ark., 2012).

2.3.3.1. Merkezi Sinir Sisteminde ER-a Ekspresyonu

ER-a mRNA ekspresyonu medial posterodorsal amigdala (MePD) ¢ekirdegi,
amigdala hipokampal anterolateral alan1 (AHIAL), ventromedial nukleus (VMH),
arkuat (ARC) nukleus, premamiller nukleus ventral (PMV) ve posterolateral kortikal
amigdaloid nukleusta (PLCO) yogun olarak gosterilmistir (Osterlund ve ark., 1998).

ER-a, 6zellikle hipotalamusta, ventromedial nukleusun (VMH) ventrolateral
kismi, arkuat nukleus (ARC), medial preoptik alan (MPOA) olmak {lizere enerji
dengesini diizenleyen ¢esitli beyin bolgelerinde eksprese edilir (Frank ve ark., 2014).

2.3.4. Ostrojen Reseptor Beta (ER-f)

ER-B geni ilk kez 1996 yilinda siganlarda prostat ve ovaryumlardan
cogaltilmigtir (Kuiper ve ark., 1996). ER-o’dan farkli bir kromozom (14¢23.2)
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tizerindeki ESR2 (Estrogen Receptor 2) geni tarafindan kodlanan (Alexander ve ark.,
2017; Jia ve ark., 2015) ER-B, ovaryumlar, merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler
sistem, akciger, erkek tireme organlari, prostat, kolon, bobrek ve bagisiklik

sisteminde eksprese edilir (Faulds ve ark., 2012).

2.3.4.1. Merkezi Sinir Sisteminde ER-B Ekspresyonu

ER-B i¢in mevcut antiserumlar bazi beyin boélgelerinde her zaman spesifik
sinyaller vermemekle birlikte, immiinositokimyasal c¢alismalardan elde edilen
sonuglarla da proteinin ¢ok sinirli bir lokalizasyonu oldugu gosterilmistir (McEwen,
2002).

Ancak 2001 yilinda yapilan bir ¢calisma ER-f mRNA seviyeleri ile ER-f'nin
karboksi ucuna karsi bir poliklonal antikorla isaretlenen ER-B immiinreaktivitesi
arasinda iyi bir uyum oldugunu gostermektedir. OVX disi siganlarda gergeklestirilen
bu ¢alismada, anterior olfaktor nukleuslar, serebral korteksin 1\V-VI tabakalari, bazal
On beyin nukleuslari, stria terminalisin bed nukleusu, preoptik alan, supraoptik ve
paraventrikiiler nukleuslar, zona inserta, amigdala'nin medial, santral, kortikal ve
bazolateral ¢ekirdekleri, beyincik, parabrakial ¢ekirdek, ventral tegmental bolge,
soliter sistemin ¢ekirdegi ve spinal trigeminal nukleusda ER-p immiinreaktivitesi ve
ER-B mRNA ekspresyonu goézlenmistir (Shughrue ve Merchenthaler, 2001).
Ozellikle, sigan serebral korteksinde ve hipotalamusun gekirdeklerinde daha da

belirgin olarak gosterilmistir (McEwen, 2002; Shughrue ve Merchenthaler, 2001).

2.3.5. G Protein Kenetli Ostrojen Reseptor (GPER)

G protein kenetli reseptorler, guanin niikleotidi baglayan G proteinleri araciligiyla
sinyalleri hiicre i¢indeki hedeflerine ileten hiicre yiizey reseptorleridir. Bulunduklar
zar yapisini yedi kez gecen a-heliks yapidaki transmembran proteinlerdir. Genomik
olmayan, hizli sitoplazmik etki gosteren bu reseptorler hiicre zarinda, endoplazmik
retikulum ve golgi aygitinin zarlarinda bulunabilirler. Heterotrimerik G proteinleri o,
B, v olarak adlandirilan ii¢ farkli alt birim igerirler. Bu ii¢ alt birim bir kompleks
halinde GDP molekiiliine bagl bir sekilde bulunur. Reseptére hormonun baglanmasi
ile aktive olan a alt birimi B ve y kompleksinden ayrilir. Olusan GTP bagh o alt

birimi ve By kompleksi, hedefleri ile etkilesime girerek hiicresel yaniti baslatir (Davis
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ve ark., 2014; Gaudet ve ark., 2015; Hadjimarkou ve Vasudevan, 2018; Sharma ve
ark., 2018).

GPERL1 ilk olarak 1990’11 yillarin sonlarinda spesifik bir ligand1 olmayan G protein
eslenikli reseptor olarak tanimlanmustir ve baslangicta GPR-30 adi verilmistir. Daha
sonra E2’yi bagladig1 ve bircok sinyal yolagini aktive ettigi gosterilmistir. 2007
yilinda da G protein kenetli &strojen reseptorii (GPER1) adi verilmistir (Barton ve
Prossnitz, 2015). GPERI1 olarak adlandirilan bu reseptor, E2’ye yanit olarak birkag
sinyal iletim yolagini1 aktive edebilir. Hicreler igindeki kinaz kaskadlarimi ve
kalsiyum akisin1 hizli bir sekilde aktive ettigi gosterilmistir. MAPK, PI3K (fosfatidil
inositol 3 kinaz), PKC (protein kinaz C), Ca** (kalsiyum) mobilizasyonu ve adenil
siklaz (g¢oklu cAMP iiretmek igin) igeren birgok sinyal yolagini aktive edebilir
(Sharma ve ark., 2018).

2.3.5.1. Merkezi Sinir Sisteminde GPER Ekspresyonu

GPER1; sigan, fare ve insan beyin dokulari arasinda benzer bir dagilim
paterni gostermektedir. Sigan beyninde GPERI1 immiinoreaktivitesi ve mMRNA
ekspresyonu, onbeyin bolgelerinde, talamusda, hipokampiiste ve hipotalamusta
gosterilmistir. Sican ve fare hipotalamusunda, paraventrikiiler nukleus (PVN),
supraoptik nukleus (SON) ve aksesuar norosekretuar nukleusta, sigan suprakiazmatik
nukleusta ve arkuat nukleusta GPER1 ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak

belirlenmistir (Brailoiu ve ark., 2007; Hadjimarkou ve Vasudevan, 2018).

2.4. Enerji Dengesinin Diizenlenmesinde Ostrojenin Rolii

Ostrojenler yalmizca kadin fertilitesinin farkli yonlerini kontrol etmekle
kalmaz, ayn1 zamanda biligsel ve norolojik korumadan hiicresel metabolizmaya
kadar genis bir yelpazedeki fizyolojik fonksiyonlari kontrol eden dokularda da etki
gosterirler. Ostrojenlerin ovaryumlara ek olarak cesitli organlardan salgilandig1 ve
yasam siiresi boyunca seviyelerinin fizyolojik olarak dalgalanma gosterdigi
diisiiniildiiglinde, Ostrojenlerin enerji dengesi denkleminin anahtar
diizenleyicilerinden olabilecegi ortaya ¢ikmaktadir (Lopez ve Tena-Sempere, 2015).

Ostrojen, besin alimmi ve enerji tiiketimini merkezi sinir sistemi yoluyla

diizenler ve ayn1 zamanda yag dokusu, iskelet kasi, karaciger, pankreas gibi 6nemli
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metabolizma diizenleyici dokularin yani sira immiin sistem hiicrelerinin fizyolojisi
tizerinde de dogrudan etki gosterir. Yag miktarinin diizenlenmesinde rol alir, ayni
zamanda viicutta yagin depolanacagi bolgeyi, inflamasyonu, glikoz ve lipit dengesini
de diizenler (Mauvais-Jarvis ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2018).

Ovariektomi uygulanarak ovaryumlarin cerrahi olarak ¢ikartilmasi Gstrojenin
endojen iretimini ortadan kaldirdigi i¢in E2 yoksunlugunun metabolik etkileri
incelenirken ovariektomize kemirgenler siklikla kullanilan bir modeldir. Ovariektomi
uygulanan fareler ve postmenopozal kadinlar, artmis adipozite, viicut yag
dagilimindaki degisiklikler, daha diisiik enerji tiiketimi, glikoz intoleransi ve diisiik
insiilin duyarliligi gibi Ostrojen azalmasindan kaynaklanan benzer metabolik
ozellikleri paylagsmaktadirlar (Sharma ve ark., 2018; Stubbins ve ark., 2012)

Ostrojenin metabolizma diizenlenmesindeki roliiniin arastirilmasini saglayan
diger bir fare modeli de aromataz knock-out (ARKO) farelerdir. Ostrojen sentetaz
veya sentaz olarak da adlandirilan aromataz, androjenlerden Ostrojen biyosentezinin
son basamagmda yer alan bir enzimdir. Disi ve erkek ARKO farelerde intra-
abdominal yaglanmada, dolasimdaki insiilin, kolesterol, leptin seviyelerinde artis ile

fiziksel aktivitede azalma gozlenmistir (Jones ve ark., 2000; Sharma ve ark., 2018).

2.4.1. Ostrojenin Periferal Etkileri

Periferik doku ve organlarda 6strojen, metabolizma tizerinde bir¢ok yonde
etki goOsterir. Pankreas, karaciger ve iskelet kasi iizerindeki etkileriyle insiilin
duyarliligin1 diizenler ve boylece pankreatik beta hiicre populasyonunu ve lipit
metabolizmasin etkiler. Yag dokusunun dagilimini, farklilasmasini, kahverengi yag
dokusunun termojenik potansiyelini ve inflamasyonu diizenler (Lépez ve Tena-
Sempere, 2015).

2.4.1.1. Ostrojenin Yag Dokusu Dagihmu ve Lipit Metabolizmas1 Uzerine
Etkileri

Viicudun orta bolgesinde, ozellikle karin bolgesinde gobek ve i¢ organlar
cevresinde asir1 yag birikmesi android tip veya erkek tipi obezite olarak adlandirilir.
Bu tip obezitedeki intraabdominal (visseral) yaglanma tip 2 diyabet, hiperlipidemi,

hipertansiyon ve ateroskleroz gibi hastaliklarin  goriilme riskini  arttirr.
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Intraabdominal yag dokusunun, birim hacim bagmna daha fazla kilcal damar ve
efferent sempatik aksona sahip olmasi nedeniyle adipoz dokudan metabolik ve
fonksiyonel olarak farkli oldugu diisiiniilmektedir. Diger bir obezite tipi ise ozellikle
basen ve kalga boliimiinde yag birikimiyle karakterize olan jinoid tip veya kadin tipi
obezitedir (Palmer ve Clegg, 2015; Sharma ve ark., 2018; Valencak ve ark., 2017).
Jinoid tip obezitede subkutan (deri alt1) yag dokusu deri altinda genis bir alana
dagilirken, visseral yag dokusuna gére de nispeten vaskularizasyon ve innervasyon
yoniinden daha fakirdir. Kadinlarda daha fazla subkutan yag dokusu birikimi
gozlenirken, erkeklerde visseral yag dokusu birikimi daha fazladir (Foryst-Ludwig
ve Kintscher, 2010). Ancak menopoz sonrasinda kadinlardaki yag birikimi de
visseral yag dokusu yoniine kaymaktadir. Tiim bunlar dstrojen ve reseptorlerinin, yag
hiicrelerinin subkutan depolanmasini arttirirken visseral depolanmasini inhibe ettigini
gostermektedir (Palmer ve Clegg, 2015).

Ostrojenler lipolizi uyarirken, lipogenezi azaltmak yoluyla yag dokusunu
etkiler (Foryst-Ludwig ve Kintscher, 2010; Jia ve ark., 2015). Ovariektomize disi
farelerde E2 uygulamasinin serbest yag asidi salinimini (lipoprotein lipaz seviyesini
diisiirerek) ve lipogenezi (asetil-koenzim A karboksilaz ve yag asidi sentazin
seviyesini diisiirerek) azaltarak adiposit biyiikliigiinii azalttigi gosterilmistir (Jia ve
ark., 2015). Aynm1 zamanda adipositlerdeki insiilin reseptorlerini arttirarak, insiilin
duyarliligini arttirdigr da bildirilmistir (Foryst-Ludwig ve Kintscher, 2010).

2.4.1.2. Ostrojenin Iskelet Kasinda Glikoz Alimi Uzerine Etkileri

Insiilin sekresyonuna yamit olarak glikoz tasmmasinin yaklasik % 75'ine
iskelet kasi aracilik eder. Insiilin aracili glikoz tasinmasinda, glikoz tasiyici proteinler
(GLUT) rol alir. Bes farkli formu bulunan GLUT’lardan ti¢ii (GLUT1, GLUT2,
GLUT#4) hiicrelerin glikoz aliminda 6nemli rol oynamaktadir. Iskelet kasi, kalp kasi
ve yag dokusu gibi dokularda GLUT4 izoformu bulunur. GLUT4 kasta yiiksek
oranda eksprese edilir. Glikoz alimini diizenleyen insiilin sinyal yolagi aktivasyonu,
hiicre i¢ine glikozun taginmasini kolaylastiran sitoplazmik GLUT4’iin hiicre zarina
translokasyonunu saglar (Foryst-Ludwig ve Kintscher, 2010; Jia ve ark., 2015;
Mauvais-Jarvis ve ark., 2013)
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E2, kasta glikoz homeostazini GLUT4Un  ekspresyonunu  ve
translokasyonunu igeren insiilin sinyal yolagmin anahtar proteinleri {izerindeki
etkileriyle modiile eder. Hem ER-o hem de ER-B reseptorlerinin, GLUT4
tastyicilarinin ifadesi tizerinde farkli etkileri vardir. ER-a'min GLUT4 ifadesini
indiikledigi gosterilmistir, buna karsin ER- iskelet kasinda inhibe edici bir etkiye
sahip goriinmektedir (Barros ve ark., 2009; Foryst-Ludwig ve Kintscher, 2010; Jia ve
ark., 2015).

2.4.1.3. Ostrojenin Karaciger Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Karaciger, glikojenolizis ve glukoneogenez ile glikoz iiretimi araciligiyla
glikoz homeostazinin  siirdiiriilmesinde 6nemli bir rol oynar. Ostrojenlerin,
cogunlukla ER-a aktivitesine bagli olarak karacigerde glikoz homeostazi ve hepatik
kolesterol ¢ikigin1 diizenledigi gosterilmistir. E2 uygulamasi postmenopozal
kadinlarda yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve trigliseritleri artirirken diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL), total kolesterol, lipoprotein a ve aglik durumundaki
instilini azalmistir (Foryst-Ludwig ve Kintscher, 2010; Jia ve ark., 2015).

2006 yilinda (Bryzgalova) yapilan bir ¢alismadaki veriler, ER-a eksikliginin
hepatik insiilin direncine yol agtigin1 gostermektedir. Ancak, ER-a eksikligi olan disi
farelerle yapilan bagska bir ¢aligmada, karaciger insiilin duyarliliginda yalnizca kiiciik
degisiklikler oldugu bildirilmistir (Ribas ve ark., 2010). Bu nedenle, E2 eksikligi
veya E2 direncinin neden oldugu insiilin direncindeki karacigerin rolii hala
belirsizdir (Mauvais-Jarvis ve ark., 2013).

ER-a knock-out (ERKO) ve ER-B knock-out (BERKO) fareler kullanilarak
yapilan ¢alismada ER-o'nin hepatik glikoz homeostazinin diizenlenmesinde baskin
rol oynadigi belirtilmistir (Bryzgalova ve ark., 2006). ER-a eksikligi olan ve kontrol
farelerinden izole edilen karaciger dokusunun mikroarray analizi, hepatik lipit
biyosentezinde rol oynayan anahtar genlerin ER-a bagimli olarak yiikseldigini ve
lipit transportunu diizenleyen genlerin ekspresyonunun diistiiiinii ortaya ¢ikarmistir
(Foryst-Ludwig ve Kintscher, 2010). Bagka bir ¢alismada ise E2nin, yiiksek yagl
diyetle beslenen, leptin direngli disi farelerde lipofilik genleri, trigliserid birikimini
ve karaciger yaglanmasint ER-B agonisti araciligiyla baskiladigr saptanmistir

(Mauvais-Jarvis ve ark., 2013).
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2.4.1.4. Ostrojenin Pankreatik Hiicre Fonksiyonu Uzerine Etkileri

Ostrojenler, pankreatik hiicre fonksiyonunun bilinen diizenleyicileridir ve B
hiicrelerini apoptozdan korur. Her iki ER de, pankreatik B hiicrelerinde
tanimlanmustir.

ER-a, pankreastaki insiilin seviyesinin diizenlenmesinde rol alan baskin
reseptor izoformudur. ER-a 'nin yoklugu adacik disfonksiyonu ve hiperinsiilinemi ile
sonuglanir. Ostrojenlerin apoptoza karst koruyucu etkileri de ER-a araciligi ile
gerg¢eklesmektedir.

Ayrica Ostrojenler, B hiicrelerinde ATP'ye duyarli potasyum (KATP)
kanallarinin fonksiyonunu da diizenler. KATP kanallarinin kapanmasi, glukozla
uyarilan insiilin salimminda 6nemlidir. Kanal kapandiktan sonra hiicre zar
depolarize olur ve insiilin serbest kalir. B hiicrelerindeki ER-B'nin islevi KATP
kanalinin ve insiilin sekresyonunun regiilasyonunu saglamaktir (Foryst-Ludwig ve
Kintscher, 2010; Jia ve ark., 2015). ER-B knock-out farelerde insiilin direnci
belirlenmistir (Barros ve ark., 2009).

2.4.2. Ostrojenin Merkezi Etkileri

Bir dizi karmagik sistem, depolanan enerji seviyelerini ve viicut agirliginm
sabit tutmak i¢in enerji homeostazinin diizenlenmesinde rol alir. Merkezi sinir
sistemine periferden tokluk, enerji seviyeleri ve enerji depolarinin bilgilerini tagiyan
sinyaller gelir. Yag dokusu, iskelet kasi, karaciger, pankreas ve gastrointestinal
kanaldan gelen bu sinyaller yoluyla beyin, viicudun metabolik durumundan haberdar
edilir. Hipotalamus, enerji aliminin diizenlenmesinde ve enerji dengesinin
stirdiiriilmesinde gorevli olan beyin bolgesidir. Ve enerji alimi ve tiiketimindeki
degisikliklere cevap verebilen noron gruplarmin olusturdugu hipotalamik
¢ekirdekleri barindirir.

ER’ler merkezi sinir sisteminde c¢ok miktarda eksprese edilir. Yapilan
calismalar ER-o ve ER-B’nin istah, tokluk ve enerji harcanmasinin diizenlenmesinde
rol alan beyin bolgelerinde eksprese edildigini gostermektedir. Bunlar hipotalamusa
ait VMN’nin ventrolateral pargasi, ARC, PVN, preoptik ve lateral alanlardir. Bu

durum Ostrojenin niiklear reseptorleri araciligiyla beslenme davranisi ve enerji
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tilketimine katilimin1 ve dolayisiyla enerji dengesinin diizenlenmesinde rol aldigini
aciklayabilmektedir (Liu ve Shi, 2015).

Bazedoksifen, menopoz sonrasinda kognitif fonksiyonlarin siirdiiriilebilmesi
icin kullanilan ve dokuya 6zgii etki gOsteren selektif Ostrojen reseptor modiilatorii
(SERM) diir. OVX farelerle yapilan bir ¢alismada oral yolla verilen bazedoksifenin
besin alimint degistirmedigi gosterilmistir. Bu durumun, kan-beyin bariyerini
gecemedigi bilinen bazedoksifenin beyine ulasamadigi igin Ostrojenin merkezi
etkilerini gosterememesi nedeniyle oldugu distiniilmistiir (Kim ve ark., 2014; Xu ve
Lopez, 2018). Ostrojenin besin alimini azaltic etkilerini beyin iizerinden gosterdigi
disiiniilmektedir ve yapilan calismalarda beyinin ¢esitli bolgelerine yapilan E2
enjeksiyonlarinin besin alimini azalttigi gosterilmistir (Butera ve Beikirch, 1989;
Palmer ve Gray, 1986).

2.4.2.1. ER-a Aracili Etkileri

ER-a 'nin, viicut agirlig artisin1 6nlemek i¢in dstrojenik etkilere aracilik eden
birincil ER oldugu diisiiniilmektedir (Xu ve ark., 2017). ER-a, Ostrojenlerin anti-
obezite etkilerine aracilik eder ve bu reseptoriin silinmesi, adipoziteyi artirarak hem
erkek hem disi farelerde metabolik sendroma neden olur (Frank ve ark., 2014; Heine
ve ark., 2000).

ER-a genindeki (Esrl) mutasyonlara sahip olan insan ve farelerde obezite
gozlenmistir (Heine ve ark., 2000; Okura ve ark., 2003) ve Esrl knock-out fareler de,
E2 uygulamasinin anti-obezite etkilerine karsi tepkisizdir. Beyinde eksprese edilen
ER-a, viicut agirhig ile iliskilendirilmistir; E2'min farkli beyin bdlgelerine
mikroenjeksiyonlarinin, hayvanlarda besin alimimi ve viicut agirhigini azalttig
belirtilmektedir (Butera ve Beikirch, 1989; Palmer ve Gray, 1986).

Beyinde ER-a eksprese etmeyen mutant farelerde hiperfajiyle birlikte obezite
gelistigi gosterilmistir. Bu farelerde ayni zamanda dolasimdaki E2 seviyesinin
yiikselmesine ragmen obezite gelismesi, ER-o aracili Ostrojenik yanitin 6nemini

gostermektedir.(Xu ve ark., 2011).
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2.4.2.2. ER-B Aracil Etkileri

Farelerle yapilan calismalarda ER-B’nin silinmesi obeziteyi veya obezite ile
iliskili metabolik sonuglarin herhangi birini desteklememesi nedeniyle yetersiz
goriilerek fazla 6nemsenmemekle birlikte (Frank ve ark., 2014; Ohlsson ve ark.,
2000), yiksek yagli diyetle beslenen ER-B knock-out farelerde obezite gelistigi
gosterilmistir (Foryst-Ludwig ve ark., 2008). Baska bir ¢alismada ise ER- agonisti
diarylpropionitril (DPN)'nin merkezi olarak uygulanmasi beslenmeyi baskilamasa da,
ER-B’ya antisens oligoniikleotidlerin uygulanmasiyla Ostrojenin anoreksijenik
etkileri ortadan kaldirilmistir (Liang ve ark., 2002; Lopez ve Tena-Sempere, 2015).
Ayrica secici ER-B agonistleri (B-LGND'ler) gelistirilmistir ve bu agonistlerin
yiiksek yagli diyet kaynakli viicut agirligi artisini, artan enerji tiiketimiyle iliskili
olarak azalttig1 gosterilmistir (Yepuru ve ark., 2010).

2.4.2.3. GPER Aracih Etkileri

Ostrojen farkli reseptérleri araciligiyla birgok yolak iizerinden, dogrudan veya
dolayli olarak metabolik etkilerini gergeklestirir. GPER'in metabolizma ve viicut
agirhiginin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigina dair kanitlar artmaktadir.
Birgok c¢alismada, GPER knock out (GPER-KO) farelerin viicut agirliginda artis
oldugu bildirilmektedir ve GPER aktivitesinin, ya da GPER’in segici ligandlar
tarafindan aktivasyonunun obeziteyle miicadelede terapotik etkilere sahip olabilecegi
diistiniilmektedir (Barton ve Prossnitz, 2015; Sharma ve ark., 2018). 2016 yilinda
yapilan bir c¢alismada ise, disi GPER-KO farelerin, karanlik fazda artan enerji
tilkketimine bagli olarak yag kitlesindeki azalma nedeniyle beslenme kaynakl

obeziteden korundugu bildirilmistir (Wang ve ark., 2016).

2.4.3. Ostrojenin Tliskili Oldugu Besin Alimim Diizenleyici Molekiiller

Metabolik siire¢lerin kontrolii merkezi sinir sistemi ve sindirim sistemi ile
yag dokudan goénderilen aglik ve tokluk sinyallerini iceren periferik sinyaller ve bu
sinyallerin merkezi diizeydeki etkileri ile siirdiiriilir. Vagus siniri, beyin ile
gastrointestinal kanal arasindaki etkilesimi saglayarak, periferden gelen sinyalleri
beyin sapina iletir. Bu bolgedeki sinyaller ise nukleus traktus solitaryus (NTS)

aracilifiyla hipotalamus ve diger beyin bolgelerine iletilir. Hipotalamusa iletilen
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sinyaller besin aliminin diizenlenmesine yonelik ndroendokrin devreleri uyararak,
cesitli peptidler araciligiyla besin alimi ve metabolizmanin kontroliinii saglar. Aglik,
tokluk ve istah sinyallerine yanit olarak salgilanan bu peptitler besin alimini uyarici
ya da azaltict yonde etki ederek enerji alimi ile tiiketimi arasindaki dengeyi
olustururlar (Mauvais-Jarvis ve ark., 2013).

Ostrojen dogrudan etkilerinin yaninda besin alimini etkileyen bu peptitlerle
olan etkilesimleri araciligiyla besin alimini azaltir (Brown ve Clegg, 2010). Yapilan
calismalar Ostrojenin merkezi sinir sistemi ve periferden salgilanan ¢esitli peptitlerle

iliskili oldugunu gdstermistir.

Tablo 3: Ostrojen ile iliskili besin alimim diizenleyici molekiiller.

Merkezi Peptitler Periferal Peptitler
Oreksijenik Peptitler = Noropeptit Y = Ghrelin
Melanin konsantre edici hormon
Anoreksijenik Peptitler . a-MSH ] Leptin
. Kolesistokinin
Insiilin

2.4.3.1. Oreksijenik Peptitler

Noropeptit Y (NPY)

NPY (Noropeptit Y) 1982 yilinda beyin dokusunda saptanmig, 36
aminoasitlik, oreksijenik 6zellik gosteren merkezi bir peptittir (Tatemoto ve ark.,
1982). Oreksijenik etkilerinin diginda bir¢ok fizyolojik siirecte rol alir. NPY, MSS’de
basta ARC nukleus olmak iizere DMN, PVN ve LHA gibi besin alimi ve enerji
dengesini diizenleyen hipotalamik alanlarda bulunur. Hipotalamus disinda serebral
korteks, hipokampus, talamus ve beyin sapinda yer alir. Intraserebroventrikiiler
olarak uygulanan NPY’nin besin alimini ve viicutta depolanan yagi arttirdig
gosterilmistir (Bi ve ark., 2012; Crespo ve ark., 2014; Xu, 2017).

Memelilerde tanimlanmis olan 5 farkli NPY reseptori (Y1,Y2,Y4,Y5,Y6)
vardir. NPY etkileri bu reseptorler araciligiyla diizenlenir. NPY oreksijenik etkilerini
Y1 ve Y5 reseptorleri araciligiyla gosterir (Crespo ve ark., 2014; Simpson ve ark.,
2009).

ARC nukleusda yerlesik NPY néronlari, hem merkezi hem de gastrointestinal

kanal ve yag dokusundan gelen periferik sinyalleri alir. Mideden salgilanan ghrelin
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hormonunun santral ve periferal olarak uygulanmasi farelerde NPY/AgRP
noronlarini uyararak besin alimini arttirmistir. Yag dokusundan salgilanan leptin ise
NPY/AgRP noronlarim1 baskilar ve POMC noéronlarini aktiflestirir. Boylece NPY
ekspresyonu ve besin alimi azalir. Adiponektin ve oreksin gibi besin alimini arttiran
molekiiller ARC nukleusdan NPY sentez ve salinimini uyarirken, insiilin ve amilin
benzeri hormonlar NPY ifadesini baskilayarak gida alimimi azaltir (Crespo ve ark.,
2014; Elmquist ve ark., 1999).

Hipotalamusdaki NPY noéronlar1 sadece beslenmeyi etkilemez ayni zamanda
tiremeyi de etkiler. Bu nedenle dstrojen, NPY gen ekspresyonunu diizenleyerek bu
iki noroendokrin sistemi de modiile edebilir. NPY ndronlari, dolasimdaki azalmis
glikoz, leptin veya insiilin seviyeleri gibi azalmis enerji durumunu gosteren ve
beslenmeyi uyarmak i¢in PVN'de NPY salimimini arttiran sinyallerle aktive edilir
(Acosta-Martinez ve ark., 2007).

Ostrojen anoreksijenik etkilerini NPY ekspresyonunu veya salinimini
azaltarak gosterir. E2, NPY/AgRP néronlarinin aktivitesini azaltarak besin alimini
azaltir. Disi farelerde, Ostrus sirasinda hipotalamustaki NPY ekspresyonunun en
diisiik seviyede oldugu gosterilmistir (Olofsson ve ark., 2009). Ovariektomize
sicanlarda Ostrojen eksikligi, ostradiol uygulamasiyla geri dondiriilebilen hizli bir
kilo alimiyla sonuglanir. Ayni zamanda, Ostrojen eksikliginin PVN’deki NPY
konsantrasyonlar1 ile ARC nukleusdaki NPY mRNA ekspresyonunu da arttirdigi
gozlenmistir (Ainslie ve ark., 2001). Ovariektomize siganlarla yapilan bagka bir
calismada ise Ostradiol uygulamasinin PVN’de hipotalamik NPY seviyelerini

diistirdiigii gosterilmistir (Bonavera ve ark., 1994; Brown ve Clegg, 2010).

Melanin konsantre edici hormon (MCH)

Ostrojen MCH aktivitesi ile etkileserek besin alimini etkiler. Erkek sicanlar
ve OVX disi sigcanlarda, her iki cinsiyette de E2 uygulamasim takiben MCH'in
merkezi enjeksiyonu, Ostrojenin MCH aracili beslemeyi baskiladigint gostermistir.
Disilerde endojen 0strojen izlendiginde, dstrojen daha diisiik seviyelerde oldugunda
(diostrus) MCH indiiklenmis besin alimi daha fazladir. Genel olarak E2, MCH'n

oreksijenik etkisini azaltarak Ostrus dongiisii boyunca besin alimindaki degisikliklere
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MCH sinyalizasyonundaki degisimin aracilik edebilecegini diisiindiirmiistiir (Frank
ve ark., 2014; Messina ve ark., 2006).

Ostradiol, birka¢ yoldan MCH sinyalini azaltabilir. Lateral hipotalamus (LH)
ve zona incertada (ZI) oOstradiol ER'ler araciligiyla, gen transkripsiyonunu
degistirebilir. ER'ler, gen ekspresyonunu lokal olarak diizeneyerek MCH sentezini
azaltabilir. Ostradiolun fizyolojik dozlart OVX siganlarin ZI'sinde ve obez erkek
siganlarin LH’inda MCH mRNA ekspresyonunu azaltmistir (Morton ve ark., 2004;
Murray ve ark., 2000).

Yapilan bir ¢alismada, LH néronlarmin MCH-1 reseptorlerini ve ER'leri
birlikte eksprese etmedigi, ancak birbirine yakin olduklarin1 gosterilmistir

(Muschamp ve Hull, 2007).

Ghrelin

Baslica midede, gastrik oksintik hiicrelerde iiretilen ghrelin, 3. kromozomun p
kolundaki bir genin triinidiir. Bu gen, post-translasyonel modifikasyonlarla ghrelin
ve anologlar1 olan C-ghrelin ve obestatin olmak iizere ii¢ ana grup molekiilii
olusurur. Ghrelin, 28 aminoasitten olusur (Kojima ve Kangawa, 2005; Lopez-
Ferreras ve ark., 2017; Rexford ve Daniel, 2009).

Agirlikli olarak mideden salgilansa da ince ve kalin bagirsaklardan ve
pankreastan da salgilandig1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda merkezi sinir sisteminde de
sentezlendigi bilinmektedir. Hipotalamus (DMN, VMN, PVN ile ARC arasinda
kalan 3. ventrikiile komsu hiicreden fakir alanlarda ve diger birkag¢ beyin bolgesinde
ghrelin pozitif hiicrelerin varligi saptanmigtir (Frank ve ark., 2014; Kojima ve
Kangawa, 2005)

Kan basmcinin diigsmesi, istah artigi, viicut yaglanmasi, viicut agirligi artisi,
mide salgisinin artmasi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonda rolii olan ghrelin, periferde
sentezlenen tek oreksijenik molekiildiir. Ekspresyonu beslenme ile diizenlenir ve
plazmadaki seviyesi aglikta artar, beslenme sonrasinda ise azalir (Kojima ve
Kangawa, 2005; Rexford ve Daniel, 2009).

Periferal veya merkezi ghrelin uygulamasi erkek sicanlarda ve ovariektomize
disi sicanlarda besin alimimi arttirir (Arnold ve ark., 2006). Ostrojen ghrelin

etkinligini etkiler. Ekzojen olarak uygulanan ghrelinin normal disi si¢anlarda, erkek
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sican ve OVX disi si¢anlara gore besin alimini daha az uyardigi gosterilmistir (Clegg
ve ark., 2007; Frank ve ark., 2014).

Ancak ghrelin prodstrus fazindaki normal bir disi sigana enjekte edildiginde
ayni hiperfajik seviyeler gozlenmemistir. Ayrica OVX sicanlara E2 verildiginde
ghrelin kaynakli hiperfaji ortadan kalkmustir. Erkek sicanlarda ghrelin dogrudan
ARC nukleusa verilmis ve ghrelinin etkilerinin azaldig1 gosterilmistir (Clegg ve ark.,
2007). Ghrelin reseptorii olan biiyiime hormonu stimiile edici reseptéri (GHSR:
Growth Hormone Secretagogue Receptor) olmayan OVX farelerle yapilan bir
caligmada, cerrahi islem Oncesinde normal tip farelerle ayni viicut agirliklarinda olan
ve ayni miktarlarda besin alan bu farelerde ovariektomi sonrasit besin alimi
artmamustir. Ayrica yiiksek yagl besin verilen disi GHSR™ farelerin, erkek GHSR™
farelerden daha diisiik viicut agirhi@ina ve yaglanmaya sahip oldugu bildirilmistir

(Brown ve Clegg, 2010; Clegg ve ark., 2007; Frank ve ark., 2014)

2.4.3.2. Anoreksijenik Peptitler

a-Melanosit Stimiile Edici Hormon (a-MSH)

POMC noronlarinin sentezledigi, melanokortin peptitlerinin 6nciisii olan POMC,
sonrasinda a-melanosit stimiile edici hormon (a-MSH) gibi daha kiigiik peptitlere
pargalanir. o-MSH, beyindeki MC3/MC4 reseptorleri araciligiyla besin alimini
azaltir (Parker ve Bloom, 2012).

POMC néronlarinin ER-o eksprese ettigi gosterilmistir (Xu ve ark., 2011). Yapilan
caligmalarda disi farelerde POMC noronlarinda ER-a ekspresyonun azalmasi, E2
kaynakli besin alim1 baskilanmasini azaltarak besin alimi ve viicut agirliginda énemli
artislara neden olmustur. Tim bunlar ER-o’nin POMC néronlarinda enerji
homeostazin1 etkiledigini ve E2'nin anoreksijenik etkileri i¢in bir mekanizma
saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Frank ve ark., 2014; Xu ve ark., 2011).

Sonug olarak; E2’nin, besin alimin1 baskilamak ve negatif geri beslenme dongiisiinii
stirdiirmek i¢in hipotalamik POMC noéronlarna etki ettigi seklinde yorumlanmistir

(Frank ve ark., 2014).
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Leptin

Yag dokusu tarafindan sentezlenen bir hormondur. 167 aminoasitlik bir
polipeptiddir. 7. kromozomda bulunan Ob geninden eksprese edilir, bu sebeple ob
proteini de denilmektedir. ilk olarak 1994 yilinda tanimlanmistir ve beyaz yag
dokusu tarafindan sentezlenir. Ancak leptin hormonunun yiiksek seviyelerde
olmamakla birlikte plasenta, testis, ovaryum, gdbek kordonu, mide epiteli, kemik
iligi hiicreleri tarafindan da sentezlendigi gosterilmistir (Crespo ve ark., 2014; Frank
ve ark., 2014; Fungfuang ve ark., 2013).

Leptin kan-beyin bariyerini transmembran difiizyon ile her iki yonde de
gecebilir ve anoreksijenik etkilerini leptin reseptorleri tastyan NPY/AgRP ve POMC
noronlarmin bulundugu ARC nukleus tizerinden gerceklestirir. Leptin, besin alimini
baskilayan POMC ndronlarimi aktive ederken besin alimi lizerinde tam tersi etkiye
sahip NPY/AgRP néronlarint baskilayarak besin alimini azaltici etki gosterir (Crespo
ve ark., 2014; Frank ve ark., 2014). Hipotalamik ghrelin ise leptinin anoreksijenik
etkilerini azaltic1 yonde etki gosterir (Crespo ve ark., 2014).

Leptin reseptoriiniin birka¢ varyanti vardir. Leprb olarak isimlendirilen uzun
formun enerji dengesinin diizenlenmesi acisindan kritik oldugu diisiiniilmektedir.
Leprb'ler, VMH ve ARC nukleus dahil olmak ftizere cesitli beyin bolgelerinde
bulunurlar. Leptin, hipotalamik noronlar1 aktive etme veya inhibe etme yetenegine
sahiptir (Frank ve ark.,, 2014; Kim ve ark.,, 2016). ARC nukleustaki leprb
ekspresyonu ER-a ile ko-lokalizedir. Ostrojenin muhtemelen leptin reseptdr geni
tizerindeki bir Ostrojene yanit elemani (estrogen response elements; ERE) yoluyla
ARC nukleustaki leprb'nin ekspresyonunu diizenledigi bildirilmistir (Frank ve ark.,
2014; Xu ve Lopez, 2018).

Ostrojen - leptin iliskisi besin alim1 ve enerji dengesinin kontroliinde énemli
bir yere sahiptir. Kadinlarda menopozla birlikte meydana gelen viicut agirligi ve yag
dagilmindaki degisiklikler benzer olarak siganlarda ovariektomi sonrasinda besin
aliminin artmasi ve fiziksel aktivitenin azalmasi, viicut agirhgmin ve yag dokusunun
artis1 seklinde ortaya ¢ikar (Fungfuang ve ark., 2013; Sharma ve ark., 2018). Leptin
tiretimi adipoz doku kitlesi ile pozitif korelasyon gosterir. Bu nedenle leptin
diizeyleri, kadinlarda puberte doneminden Once bile erkeklerden daha yiiksektir.

Puberteden sonra Ostrojenler, seks steroid reseptdr bagimli transkripsiyon
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mekanizmalart ile leptin sentezini ve sekresyonunu artirirken, testosteron azaltir

(Frank ve ark., 2014; Xu ve Lopez, 2018).

Kolesistokinin (CCK)

CCK, ilk sentezlendiginde 115 aminoasitlik prepro-CCK polipeptidi
seklindedir. Daha sonra CCK-8, CCK-22, CCK-33 ve CCK-58 olmak {iizere dort
farkli forma doniisiir. Sindirim sisteminde duodenum, jejunum ve proksimal ileum
mukozasi i¢erisindeki enteroendokrin hiicrelerin sentezledigi bir hormondur. Ayrica
cesitli  beyin bolgelerinde ve myenterik pleksusda gosterilmistir. CCK
gastrointestinal sistemde; gastrik bosalma, distansiyon, safra kesesi kontraksiyonu,
pankreatik sekresyon ve intestinal motiliteyle iliskilendirilmistir. Besin alimindan
hemen sonra salgilanarak toklugun olugmasini ve gastrik bosalmanin inhibisyonunu
saglar (Chandra ve Liddle, 2007; Pratt ve ark., 2004).

Besin alimini baskilayan ve tokluk hissi olusturan bir peptid olan CCK’nin
kandaki seviyesi yiikselir. Besinlerin duedonuma gegisi ile pankreatik enzim
sekresyonu aktive olur. Ayni zamanda safra kesesinin kasilmasini saglayarak safra
salgisinin duodenuma gegisini arttirir. Mide bosalmasini da yavaslatarak tokluk
hissinin daha uzun siirmesini saglar (Chandra ve Liddle, 2007).

Ostrojen ve CCK arasindaki iliskiyi gosteren bir¢ok calisma yapilmistir. Disi
sicanlarda Ostrojen CCK aracili toklugu arttirir. Disi siganlarda, intraperitoneal CCK
enjeksiyonu, Ostrus ve prodstrus sirasinda sirasinda besin alimini inhibe ederken
diostrus sirasinda etmemistir (Eckel ve ark., 2002; Wager-Srdar ve ark., 1987). E2
verilmis OVX fareler ile prodstrus evresindeki normal disi farelerde CCK reseptorii
olan CCK-A’nin antogonistleri besin alimini arttirmistir. Ancak didstrus evresinde
daha diisiik seviyelerdeki E2 ile bu etki azalmistir (Asarian ve Geary, 2013).

CCK, tokluk eylemini Oncelikle subdifragmatik vagal afferent ndronlar
aktive ederek saglar. CCK doygunlugu vagal afferentlere bagli oldugundan, vagal
afferent liflerin terminallerindeki CCK reseptorlerinin  arttirtlmasinin, CCK
duyarliligmmin artmasina neden olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu artis1 da Ostrojenin
saglaylp saglamadigini belirlemek i¢in yapilan caligmalar, 6strojenin CCK-A

reseptorlerinin  sayisini  arttirmadigini, bunun yerine CCK-A reseptorlerinin
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duyarliligini artirarak CCK'nin vagal potansiyelini arttirdigini gostermistir (Asarian
ve Geary, 2013; Xu ve ark., 2017; Xu ve Lopez, 2018).

Insiilin

Insiilin, pankreasin hormonal salgi birimleri olan langerhans adaciklarindaki
beta hiicrelerinden salgilanan polipeptit yapili bir hormondur. Glukagon ile birlikte
karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alir ve kan sekerini diistiriicii
etkisi vardir. Dolasim sistemi araciligiyla merkezi sinir sistemine ulasan insiilinin
beyinde birgok reseptorii bulunur. Ozellikle hipotalamusda ARC nukleusta bulunan
reseptorleri araciligiyla anoreksijenik etkilerini gergeklestirir (Crespo ve ark., 2014;
Schwartz ve ark., 2000).

ARC nukleusta bulunan ve besin alimini arttirict yonde etki gosteren
NPY/AgRP noronlarint inhibe ederken, besin alimini baskilayic1 etki gosteren
POMC/CART (CART: cocaine and amphetamine regulated transcript) noronlarini
aktive eder. Boylece besin alimini baskilar (Crespo ve ark., 2014). Hipotalamik
insiilin reseptorlerinin aktivasyonu besin alimini ve viicut agirh@mi azaltir (Schwartz
ve ark., 2000).

Hormonlar beyine Onemli diizenleyici sinyaller saglar. Gonadal steroid
hormon diizeylerinin manipiile edilmesi, leptin ve insiilin duyarliliklarin1 ve viicut
yag dagilimmi etkileyebilir. Bu da, androjenlerin ve E2'nin, beyinin insiilinin
katabolik  etkilerine olan  duyarliliginin  temel belirleyicileri  oldugunu
diisiindiirmektedir. Orantisal olarak diisiik Ostrojen diizeyi, MSS’de insiilin

duyarliligini arttirir (Frank ve ark., 2014).

2.5. Nesfatin-1

2.5.1. Nesfatin-1 Genel Ozellikleri

2006 yilinda, Oh-I ve arkadaslar1 NEFA/nucleobindin2 (NUCB2)'yi 6ncelikle
Olimsliz hiicre hatlarinda ve daha sonra kemirgenlerin hipotalamusunda
kesfetmislerdir. NUCB2 gen {irlinii, bilinmeyen bir fonksiyona sahip protein olarak
tarif edilen 396 aminoasitlik bir peptittir (Barnikol-Watanabe ve ark., 1994). Bu

prohormon, konvertazlar tarafindan, amino- ucu fragmani nesfatin-1’e (1-82),
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karboksi- ucu fragmani ise nesfatin-2 (85-161) ve nesfatin-3’e (166-396) onciilliik
edecek sekilde birka¢ fragmana ayrilir. NUCB2'nin post-translasyonel iiriinlerinden
nesfatin-2 ve nesfatin-3 besin alimi iizerinde herhangi bir etki gdstermezken,
nesfatin-1 istah ve metabolizma diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir doygunluk
molekiili olarak belirlenmistir. Sican beyin-omurilik sivist ve hipotalamik
paraventrikiiler nukleus (PVN)'da belirlenen amino- ucu fragmani nesfatin-1’in
kemirgenlerde intraserebroventrikiiler (i.c.v.) olarak verilmesinin, gida alimimi doz
bagimli olarak azalttigi bulunmustur (Dore ve ark., 2017; Oh-1 ve ark., 2006; Stengel
ve Taché, 2010).

2.5.2. Nesfatin-1 Ekspresyonu

NUCB2 mRNA ekspresyonu baslangicta, gida aliminin diizenlenmesinde rol
oynayan si¢an hipotalamik ve beyin sapt ¢ekirdeklerinde, arkuat nukleus,
paraventrikiiler nukleus (PVN), supraoptik nukleus, lateral hipotalamik alan, zona
inserta ve nukleus traktus solitaryus’da (NTS) saptanmistir. Sonraki caligmalarda
dorsomedial nukleus, tuberal hipotalamik alan, periventrikiiler nukleus, arkuat
nukleus, Edinger -Westphal ¢ekirdegi, lokus seruleus, mediiller rafe nukleuslar1 ve
vagus siniri dorsal motor g¢ekirdegi olmak {iizere ek hipotalamik ve arka beyin
cekirdeklerinde de NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi saptanmistir. Son olarak
insular korteks, merkezi amigdaloid ¢ekirdek, ventrolateral medulla ve serebellumu
iceren On beyin ve arka beyin ¢ekirdeklerinde de ile nesfatin-1’in varlig1 gosterilerek
MSS’deki haritalamasi genisletilmistir (Stengel ve Taché, 2010).

Beyin ve bagirsak peptiderjik igerigi ortiismektedir ve ¢aligmalar nesfatin-1'in
kan-beyin bariyerini konsantrasyondan bagimsiz transmembran difiizyon ile her iki
yonde de gegebilecegini gostermektedir. Bu nedenle nesfatin-1’in periferik bir
kaynagir olup olmadigi da arastinlmistir. Periferal dokularda gerceklestirilen
immiinohistokimyasal ¢alismalar sican midesinde, pankreas, hipofiz bezi ve testiste
NUCB2/nesfatin-1 ekspresyonunun varligini gostermistir (Stengel ve ark., 2009;
Stengel ve Taché, 2010). NUCB2/nesfatin-1, siganlarda midenin X/A benzeri
endokrin hiicrelerinde ghrelin ile, hem sican hem de farelerin pankreasinda ise
langerhans adaciklarinin B hiicrelerindeki insiilin ile ko-lokalizedir (Wei ve ark.,
2018).
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NUCB2/nesfatin-1 reseptorii heniiz tanimlanamamis olmasma ragmen,
MSS'de (6rnegin; hipotalamus, korteks) ve periferal organlarda (6rn. Gastrointestinal
sistem, hipofiz, pankreas), nesfatin-1 igin spesifik baglanma yerleri tespit edilmistir
(Dore ve ark., 2017; Ishida ve ark., 2012).

Nesfatin-1 anoreksijenik 6zelliklerinin yaninda, kardiyovaskiiler etkiler ve
tireme fonksiyonlari, glikoz homeostazisi, lipid metabolizmasi, uyku ve duygu
durumu diizenleme ile iliskili fonksiyonlara sahiptir (Dore ve ark., 2017). Bir¢ok
calisma NUCB2/nesfatin-1'in insiilin duyarliligini artirarak glikoz metabolizmasini
etkileyebilecegini gostermistir (Yang ve ark., 2012). Ayrica Nesfatin-1'in periferik
inflizyonunun, adipozite ile trigliserit ve kolesteroliin plazma seviyelerini
diisiirebilecegi ve siganlarda kalp atim hizin1 ve kan basincini artirabilecegi
gosterilmistir (Yosten ve Samson 2009). NUCB2/nesfatin-1’in erkek si¢anlarda
tireme ekseninin diizenlenmesinde de rol oynadigi, korku ve endiseyle iliskili
davranislari arttirabildigi bilinmektedir. Insanlarda da, birgok psikiyatrik bozukluk
NUCB2/nesfatin-1'in plazma veya serum seviyelerinde degisikliklere neden
olmaktadir (Wei ve ark., 2018).

2.5.3. Nesfatin-1 ve Besin Aliminin Diizenlenmesi

Oh-I ve arkadaglart1 (2006), hem nesfatin-1 hem de onun prekiirsorii
NUCB2'nin anoreksijenik 6zelliklere sahip oldugunu gosteren ilk kisilerdir. NUCB2
veya nesfatin-1'in benzer dozlarda {iglincli ventrikiile enjeksiyonu karanlik faz
boyunca ad libitum beslenen siganlarda besin alimini azaltmistir. Ayni arastirmacilar,
ticlincti ventrikiile akut nesfatin-1 antikoru uygulamasi ve ayni zamanda 10 giin
stiresince giinlik Nucb2 antisens oligoniikleotit enjeksiyonu uygulamislardir.
Deneklerde besin alimmin arttigi gozlenmis ve NUCB2/nesfatin-1'in endojen
seviyelerinin  beslenme davranisin1  diizenlemede rol oynadigi seklinde
yorumlanmugtir (Oh-1 ve ark., 2006). Nesfatin-1'in anoreksijenik etkisi, ad libitum
beslenen ve ag¢ birakilmis si¢anlar ile farelerde nesfatin-1'in merkezi olarak enjekte
edildigi diger bir¢ok ¢alismalarla da dogrulanmistir (Atsuchi ve ark., 2010; Goebel
ve ark., 2011; Gotoh ve ark., 2013; Konczol ve ark., 2012; Maejima ve ark., 2009;
Stengel ve ark., 2009; Wernecke ve ark., 2014; Yosten ve Samson 2009; Gina ve
ark., 2010)
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Nesfatin-1’in periferik uygulamas1 da incelenmistir. intraperitoneal akut
uygulamasi, hem zayif hem de leptin-direngli obez farelerde besin alimini
azaltmistir. Bu da periferal nesfatin-1 uygulamasinin, leptin-bagimsiz bir sekilde
anoreksijenik etki gosterdigini diisiindiirmiistiir. Periferal nesfatin-1 uygulamasi,
besin aliminin merkezi diizenlemesini dogrudan beyini vagal afferentler yoluyla veya
kolesistokinin (CCK) gibi endokrin haberciler yoluyla etkiliyor olabilecegi ifade
edilmektedir (Dore ve ark., 2017).

Endojen NUCB2/nesfatin-1'in kendisi beslenme davranisini diizenlemesine
ragmen, nesfatin-1 ifadesinin de beslenme durumu tarafindan diizenleniyor
olabilecegi diisiiniilmektedir. Kemirgenlerde, hem merkezi (SON ve PVN’de) hem
de periferal (deri alt1 adipoz doku ve plazmada) Nucb2 mRNA ve NUCB2/nesfatin-1
protein diizeylerinin aclik ile azaldigt ve beslenme ile normalize edildigi
gosterilmistir (Garcia-Galiano ve ark., 2010; Oh-I ve ark., 2006; Ramanjaneya ve
ark., 2010).

Literatiir bilgisi 1s18inda nesfatin-1 néronlarinda ER-a ve ER-f
ekspresyonunu gosteren bir ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda, nesfatin-1’in
merkezi anoreksijenik etkilerinin Gstrojen araciligyla nesfatin-1 néronlarinda
eksprese edilen ER-a ve/lveya ER-B fizerinden direkt olarak gerceklesip
gerceklesmediginin ve bu ekspresyonda cinsiyetler arast olas1 farkliliklarin
belirlenebilmesi amaglanmistir. Bu amagcla hi¢gbir 6n uygulama yapilmamis disi ve
erkek sicanlarda ER-a ve ER-B reseptorlerinin nesfatin-1 ndronlarindaki

ekspresyonlari ikili immiinohistokimyasal isaretleme ile arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlar
Bu caligmada, ana bilim dalimizda daha 6nce tamamlanan proje kapsaminda elde
edilmis ve seri kesit olarak alindigi i¢in bir bdliimii kullanilmamis sican beyin
kesitleri kullanildi. Kesitler, Uludag Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme ve
Arastirma Merkezi tarafindan temin edilen Sprague Dawley cinsi 200-250 ¢
agirliginda disi ve erkek siganlardan elde edilmistir. Calismaya dahil edilen denek
sayis1 Tablo 4’de verilmistir.

Bu tez calismasi Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) tarafindan etik yonden uygun bulunarak yapilmistir (22.08.2017 tarihli
2017-11/05 sayili karar).

3.2. Dokularin Eldesi ve Saklanmasi

Beyin kesitleri, derin eter anestezisi altinda transkardiyak perflizyon ile
sakrifiye edilen deneklerin beyinlerinden elde edilmistir. Cikartilan beyinler %4’ lik
paraformaldehit igerisinde bir gece +4°C’de postfiksasyona birakilmistir. Beyin
kesitleri, vibratom ile rostra-kaudal eksen boyunca 40 um kalinliginda 5 seri halinde
alinmistir. Alinan kesitler Tris-HCI tamponu (0,05 M) ile yikandiktan sonra kullanim

zamanina kadar antifriz madde icerisinde -20°C’de saklanmustir.

Tablo 4: Caligmada kullanilan denek sayilar

Deney Gruplar: Denek Sayis1
ER-a + nesfatin-1 isaretlemesi n:6 Disi

n:6 Erkek
ER- p+ nesfatin-1 isaretlemesi n:3 Disi

n:3 Erkek
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3.3. Immiinohistokimyasal Yéntem
Yiizen kesitlere ikili immiinohistokimyasal teknik uygulandi. Tiim islemler
orbital calkalayic1 (orbital shaker) aracilifiyla cam vialler igerisinde yiizdiiriilen

kesitler iizerinde gerceklestirildi.

3.3.1. Antikorlar I¢in Uygun Kosullarin Belirlenmesi
Primer antikorlar (Tablo 5)’den en iyi sonuglarin alinabilmesi igin belirlenen
diliisyon orani, inkiibasyon stiresi ve sicakligi ile endojen peroksidaz aktivitesinin

bloklanmasi gibi 6n uygulama islemleri Tablo 6’da verilmistir.

Endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmasi

ER-a ve ER-B primer antikorlart i¢in en uygun diliisyon ve inkiibasyon
stiresinin belirlenebilmesi amaciyla yapilan 6n ¢alismalar sirasinda antikorlarin
zemin boyanmasina neden oldugu goézlendi. Bu nedenle endojen peroksidaz
aktivitesinin bloklanmasi i¢in Tris-HCI| tamponunda hazirlanan %3 hidrojen peroksit

(H202) soliisyonu kullanild:.

3.3.2. Immiinohistokimyasal Isaretlemelerin Kontrolii
Calismada kullanilacak antikorlarin 6zgiinliigiinii belirleyebilmek i¢in kontrol
kesitlerinde primer antikor yerine bloklayici serum kullanilarak gergeklestirilen

Kontrol boyamalarinda higbir isaretlenme gézlenmedi.

Tablo 5 : Primer Antikorlar

Tavsan anti-ER-a Santa Cruz Biotechnology, Inc SC-542
Tavsan anti-ER-p Thermo-Scientific, Inc. PA1-310B
Tavsan anti-nesfatin-1 Phoenix Pharmaceuticals, Inc H-003-22
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Tablo 6 : Antikorlar igin belirlenen optimum sartlar

Tavsan anti-ER-a 1:5000 1 gece Oda Sicakhgi %3 5 dakika
Tavsan anti-ER-B 1:10000 2 gece Oda Sicakhig %3 5 dakika
Tavsan anti nesfatin-1 1:30000 1 gece Oda Sicakhgi - -

3.3.3. Nesfatin-1 Noronlarinda Ostrojen Reseptor Alfa ve Beta (ER-a ve ER-p)
Isaretlemeleri
Herhangi bir islem yapilmamis deneklerde ikili immiinohistokimyasal

yontemle isaretlenen kesitler incelendi.

Nesfatin-1 noronlarinda ostrojen reseptor alfa (ER-oa) varh@min belirlenmesi
icin ikili immiinoperoksidaz prosediirii

1. Antifriz madde igerisindeki kesitler oda sicakligina geldikten sonra
kriyoprotektanin uzaklastirilabilmesi i¢in yikama sollisyonunda 3 kez 10’ar dakika
yikandi.

2. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak igin kesitler Tris-HCI
tamponu ile hazirlanan %3 H20; soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

3. 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI soliisyonu ile yikandi.

4. Hedef antijeni maskeleyebilecek non-spesifik baglanmalar1 baskilamak i¢in
bloklayici serum ile 2 saat inkiibe edildi. Bloklama soliisyonu olarak %10’luk normal
at serumu kullanild.

5. 1:5000 dilisyonunda tavsan anti-ER-a antikoru (SC-542; Santa Cruz
Biotechnology, Inc) ile oda sicakliginda 1 gece inkiibasyona birakildi.

6. 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI soliisyonu ile yikandi.

7. 1:300 oraninda Biyotin-konjuge esek anti-tavsan sekonder antikor kullanilarak oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

8. 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI soliisyonu ile yikandi.

9. Avidin biyotin kompleksi (ABC) soliisyonu (100 pl A ve 100 pl B soliisyonu/5 ml
Tris-HCI) ile 1 saat inkiibe edildi.

10. 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI soliisyonu ile yikandi.
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11. Substrat kromojen soliisyonu Ni-DAB (Nikel 1 g, 12,5 mg DAB, 1,3 uL
H202/50 ml Tris-HCI) ile immiinohistokimyasal reaksiyon goriiniir hale getirildi.
12. Boyamay1 takiben kesitler 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI tamponu ile yikandi.
13. Kesitler bloklayici serumda 2 saat inkiibe edildi.

14. 1:30000 diliisyonunda tavsan anti-nesfatin antikorunda oda sicakliginda 1 gece
inkiibe edildi.

15. Tris-HCI tamponu ile 3 defa 10’ar dakika yikandi.

16. 1:300 oraninda biyotin-konjuge esek anti-tavsan sekonder antikor kullanilarak
oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi.

17. 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI tamponu ile yikandi.

18. Kesitler avidin biyotin kompleksi (ABC) ile 1 saat inkiibe edildi.

19. 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI tamponu ile yikandi.

20. Kromojen substrat DAB (DAB; 12,5 mg DAB, 1,3 uL H202/25 ml Tris-HCI)
reaksiyon goriiniir hale getirildi.

21. Boyamanin ardindan kesitler 3 kez 10’ar dakika Tris-HCI tamponu ile yikandi.
22. 1kili isaretlemeler tamamlandiktan sonra kesitler lamlara yayilarak kurutuldu ve

DPX ile kapatildi.

Nesfatin-1 noronlarinda 6strojen reseptor beta (ER-B) varhgmn belirlenmesi
icin ikili immiinoperoksidaz prosediirii
1. Kesitler oda sicakligina geldikten sonra kriyoprotektanin uzaklastirilabilmesi i¢in
yikama soliisyonunda 3x10 dakika yikandi.
2. Kesitler dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak igin Tris-HCI
tamponu ile hazirlanan %3 H202 soliisyonunda 5 dakika bekletildi.
3. Tris-HCI tamponu ile 3x10 dakika yikandi.

4. Hedef antijeni maskeleyebilecek non-spesifik baglanmalari baskilamak i¢in
bloklayic1 serum ile 2 saat inkiibe edildi. Bloklama soliisyonu olarak %10’luk normal
at serumu kullanildu.
5. Tavsan anti-ER-B primer antikoru (1:10000) soliisyonu ile oda sicakliginda 2 gece
inkiibasyona birakildi.
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6. basamak ve sonrasi nesfatin-1 noronlarinda Gstrojen reseptor alfa (ER-a)
varliginin belirlenmesi i¢in kullanilan ikili immiinoperoksidaz prosediirii ile ayni

sekilde gergeklestirilmistir.

3.4. Preparatlarin Incelenmesi

Immiin isaretlemeler koordinatlar1 “stereotaksik koordinatlarda sian beyni”
(Paxinos ve Watson 2009) atlasina gore belirlenen kesitlerde degerlendirildi.
Periventrikiiler nukleus i¢in bregma -0.24 mm ile -3.60 mm, arkuat nukleus i¢in
bregma -2,12 mm ile -3,80 mm, paraventrikiiler nukleusun medial parvoseliiler kism1
iginse bregma -1.56 mm ile -2,04 mm koordinat araliklar1 belirlendi. Her bir denek
igin birbirlerine esit uzaklikta bulunan 5 farkli seviyeden alinmis, rostra-kaudal
diizlemdeki kesitler kullanildi. Daha 6nceden her bir denekten 5 seri seklinde
alinarak cam viallerde saklanan kesitlerin birer vialinde bulunan, tek bir serisinde
ikili immiinperoksidaz yontemi ile boyama islemi gerceklestirildi.

Serideki tiim kesitler lamlara yayilip kapatildiktan sonra hiicre sayimlari
Olympus BX50 fotomikroskop ile 40X objektif kullanilarak gergeklestirildi.
Belirlenen hipotalamik cekirdeklerdeki tiim nesfatin-1 ndronlar1 sayildi. Nesfatin-1
isaretli noronlar igerisinde ER-a veya ER-f immiin-pozitif olan noéronlarin orani

hesaplandi. Sayimlardan elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.5 istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences,
version 20, SSPS Inc., Chicago, IL, USA) (SPSS) programi kullanilarak yapildi.
Gruplar aras: istatistiksel karsilastirmada Mann-Whitney U testi kullanildi ve gruplar
aras1 fark degerlendirilirken P degerinin 0,05’ten kiigiik (P<0,05) olmasi anlamli

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. iImmiinohistokimyasal Isaretlemeler

ER antikorlariyla yapilan islemler nikel DAB ile siyah renkte isaretlendikten
sonra, ayni kesitler ikinci boyama i¢in nesfatin-1 antikoruyla inkiibe edilerek, DAB
ile kahverengi renkte isaretlendi (Sekil 7). Daha sonra kesitler lama alinip kapatilarak
ve 151k mikroskopunda incelendi. Hem sitoplazmik hem de ¢ekirdek boyanmasina
sahip noronlar ikili isaretlenmis olarak degerlendirildi.

Hipotalamusun periventrikiiler nukleus ve akuat nukleusunda ER-« ile ko-
lokalize olan nesfatin-1 noronlarinin oranlar belirlenirken, ER-f i¢in paraventrikiiler

cekirdegin medial parvoselliiler kismindaki isaretlemeler degerlendirildi.

Sekil 7: immiinohistokimyasal Isaretlemeler. Ostrojen reseptorleri noron gekirdeklerinde siyah renkli (beyaz ok) ve nesfatin-1
ekspresyonu kahverengi renkli (kirmizi ok) immiinopresipitasyon olarak belirlenmistir. Ostrojen reseptérlerini eksprese eden
nesfatin-1 néronlari mavi ok ile gosterilmistir.
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4.2. Hipotalamusta Nesfatin-1 Noronlarinin Dagilim
Nesfatin-1 noéronlarmin hipotalamustaki dagilimi literatiirle uyumlu olarak
paraventrikiiler nukleus, arkuat nukleus, supraoptik nukleus, lateral hipotalamik alan,

periventrikiiler nukleusda belirlendi (Sekil 8.).
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Sekil 8: Nesfatin-1 néronlarimin hipotalamusta dagilimi. Periventrikiiler nukleus, paraventrikiiler nukleus, arkuat nukleus ve
supraoptik nukleusda nesfatin-1 noronlarinin yerlesimi. (3V: 3. Ventrikiil)

4.3. Hipotalamusta ER-a Ekspresyonu

Hipotalamusta ventromedial nukleus (VMN), arkuat nukleus (ARC) ve medial
preoptik alan (MPOA)’da ER-a ekspresyonu belirlendi (Sekil 9-A,B).

4.4. Hipotalamusta ER- Ekspresyonu

Paraventrikiiler nukleusun medial parvoselliler kisminda giiglii bir ER-f

immiinoreaktivitesi belirlendi (Sekil 9-C,D).

42



3v |
& ;
A 500 um B 500 ym
e X =
’ | | A S T
ey % =
3v ‘
{ i
C 200um D } " 200 pm
\ &

Sekil 9: Hipotalamusta ER-a ve ER-f3 ekspresyonu. (A) medial preoptik alan (MPOA)’da (B) Arkuat nukleus (ARC) ve
Ventromedial nukleus (VMN)’da ER-a ekspresyonu. (C,D) Medial parvoselliiler (mpv) PVN’de ER-B ekspresyonu. (3V: 3.
Ventrikiil)
4.5. Nesfatin-1 Noronlarinda Ostrojen Reseptorlerinin Varhig

Higbir islem yapilmamis disi ve erkek deneklerden elde edilen beyin
kesitlerinde gergeklestirilen ikili immiinohistokimyasal isaretlemeler sonucunda

nesfatin-1 noronlarinda iki tip dstrojen reseptoriiniin de var oldugu gézlemlendi.
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4.5.1. Nesfatin-1 Noronlarinda ER-a Ekspresyonu

Hipotalamik periventrikiiler ve arkuat nukleuslarda bulunan nesfatin-1
noronlarinda ER-a ekspresyonu degerlendirildi. Periventrikiiler nukleusda (Sekil 10),
disi deneklerde nesfatin-1 noronlarinin ortalama %27,12+2,91°1, erkek deneklerde ise
%27,54+1,78’1 ER-a ekspresyonuna sahip olarak bulundu. Arkuat nukleusdaki ER-a.
ekspresyonu (Sekil 11) incelendiginde; disilerde %29,08+3,65 oraninda, erkeklerde
ise  %40,58+1,52 oraninda ER-o immiinoreaktivitesi belirlendi (Tablo 7).
Periventrikiiler nukleusda, ER-a eksprese eden nesfatin-1 ndronlar1 gruplar arasinda
farklilik gostermezken (Grafik 1), arkuat nukleusda ER-oa ekspresyonunda disi ve
erkek denekler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (P=0,037) belirlendi
(Grafik 2).
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Sekil 10: Periventrikiiler nukleusta nesfatin-1 noronlarinda ER-a ekspresyonu. (A,B) Periventrikiiler nukleusun yerlesimi,
periventrikiiler nukleusda (C) disi deneklerde, (D) erkek deneklerde nesfatin-1 néronlarinda ER-a ekspresyonu. (AHN:Anterior
hipotalamik nukleus, PVN:Paraventrikiiler ¢kirdek, ME:median eminens, 3V:3. Ventrikiil.)

Tablo 7: Er-a eksprese eden nesfatin-1 noronlarinin ortalama sayilari ve yiizdeleri + SE.

Cinsiyet Nesfatin -1 ER-a Eksprese Eden | ER-a Eksprese
Noronlarmin Nesfatin-1 Eden Nesfatin-1
Ortalama Sayilari Noronlarinin Noronlarinin
Ortalama Sayilari Ortalama
Yiizdeleri
Disi Pe 552,66+131,78 158,16+54,80 %27,12 +2,91
ARC 720,16+289,50 242,33+135,30 %29,08 + 3,65
Erkek Pe 547,66+51,60 144,00+17,19 %27,54 + 1,78
ARC 639,00+135,38 265,66+61,22 %40,58 + 1,52
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Grafik 1: Periventrikiiler nukleusta nesfatin noronlarinda

ER-a ekspresyonu.
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Grafik 2: Arkuat nukleusta nesfatin néronlarinda
ER-a ekspresyonu.
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Sekil 11: Arkuat nukleusta nesfatin-1 néronlarinda ER-o ekspresyonu. ARC nukleusun yerlesimi (A,B), disi deneklerde (C),
erkek deneklerde (D) arkuat nukleusta yerlesik nesfatin-1 néronlarinda ER-a ekspresyonu. (ARC:Arkuat nukleus,
VMH:Ventromedial nukleus, PVN:Paraventrikiiler ¢kirdek, ME:median eminens, 3V:3. Ventrikiil.)
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4.5.2. Nesfatin-1 Noronlarinda ER-f Ekspresyonu

Hipotalamusda ER- ekspresyonu en belirgin olarak paraventrikiiler
nukleusda belirlenmistir. Bu ¢ekirdekteki ER-B ve nesfatin-1 ko-lokalizasyonunun
tim deneklerde 6zellikle paraventrikiiler nukleusun medial parvoselliiler kisminda
oldugu gorildi (Sekil 12). Bu alanda ER-B immiinopozitif nesfatin-1 néronlarinin
ortalama yiizdesi disi deneklerde %063,13+8,72 olarak hesaplanirken, erkek
deneklerde %58,96+2,92 seklinde hesaplandi (Tablo 8). ER-B ekspresyonu agisindan

cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (Grafik 3).
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Grafik 3: Paraventrikiler nuklesta yerlesik ER- 3 pozitif nesfatin-1 néronlari.

Tablo 8: Er-B eksprese eden nesfatin-1 noronlarinin ortalama sayilari ve yiizdeleri + SE.

Cinsiyet Nesfatin -1 ER-B Eksprese Eden | ER-p Eksprese
Néronlarmin Nesfatin-1 Eden Nesfatin-1
Ortalama Sayilari Noronlarinin Noronlarimin
Ortalama Sayilari Ortalama
Yiizdeleri
Disi PVN 209,66+10,05 134,00£19,16 %63,13 £8,72
Erkek PVN 201,33+20,21 118,33+10,68 %358,96 £ 2,92
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Sekil 12: Paraventrikiiler nukleus nesfatin-1 néronlarinda ER-B ekspresyonu. Paraventrikiiler nukleusun medial parvoselliiler
kismimnin yerlesimi (A-D), disi deneklerde (E,F) ve erkek deneklerde (G,H) PVN’de ER-B ve nesfatin-1 ko-
lokalizasyonu.(PVNIp: Lateral Parvoseliiler PVN, mpv: Medial Parvoseliiler, mpd: Dorsal Medial Parvoseliiler, pml: Posterior
Magnoseliiler Lateral, Pe: Periventrikiiler Nukleus, ARC: Arkuat Nukleus, VMH: Ventromedial Nukleus, ME: Median
Eminens, 3V:3. Ventrikiil)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma ile kurulan hipotez dogrultusunda yapilan arastirma sonucunda
elde edilen bulgularla, nesfatin-1 noéronlarinda Ostrojen reseptorlerinin  varlig
literatiirde ilk kez gosterilmistir.

Diizenli menstural dongiliye sahip kadinlarda (Pelkman ve ark., 2001) ve
erigkin kemirgenlerde (Geary, 2004) beslenme davranigi o6strojenlerin  dogal
dalgalanmalarini izler. Kemirgenlerde prodstrusda ostradioliin yiikselisinden sonra,
Ostrus sirasinda giinliik besin alimi didstrus sirasinda goriilen maksimum giinliik
kalori alimindan %20 daha az olan minimum seviyeye diiser (Asarian ve Geary,
2013).

Erkeklerde de metabolik homeostazin saglanmasinda normal Ostrojen
seviyeleri ve fonksiyonel Ostrojen reseptorleri ile galisan Ostrojen sinyalizasyonu
gereklidir (Heine ve ark., 2000; Jones ve ark., 2000; Ribas ve ark., 2010).

Ostrojenin etkilerini gdstermesine aracilik eden dstrojen reseptdrleri karmasik
hiicre i¢i sinyaller ile birlesir (Billeci, 2008). Bu nedenle G&strojen reseptor
formlarinin, Ostrojen reseptorlerinin 6zel aktiflestirici alanlarmin ve viicut agirligi
kontrolii lizerindeki Ostrojenik eylemler igin gerekli Ostrojen reseptorleri ile iliskili
hiicre i¢i sinyallerin tanimlanmasi {izerinde yogun g¢abalar sarf edilmektedir (Xu,
2017).

Sunulan tez c¢alismast ile nesfatin-1 noronlarinin regiilasyonunda ve
dolayisiyla nesfatin-1’in rol aldigi merkezi sinir sistemi aracili besin alimi
baskilanmasinda niikleer Ostrojen reseptorlerinin olast rolii arastirilmistir ve elde

edilen bulgular tartigilmistir.

Hipotalamusta ER-a Dagilinm

ER-o’nin beyindeki dagilimi bir¢ok ¢alisma tarafindan gosterilmistir. Bu tez
caligmasinin  immiinohistokimyasal  sonuglari, literatiirle uyumlu olarak
hipotalamusta ventromedial nukleus (VMN), arkuat nukleus (ARC) ve medial

preoptik alanda (MPOA) ER-a ekspresyonu gostermistir.
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Nesfatin-1 Noronlarinda ER-a Varhg
ER-a, Nesfatin-1 ve Besin Alim

ER-a’y1 eksprese eden ESR1 geni silinmis fareler 0Ostrojenin obeziteyi
Onleyici etkilerine yanit olusturamamistir (Geary ve ark., 2001).

Yalnizca beyninde, ER-a'st olmayan fareler iiretilmistir ve bu farelerde
obezite gelistigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu mutant farelerde artan besin alimu,
diisiik enerji tiiketimi ve diisiik aktivite gézlenmistir. Beyindeki ER-a'nin silinmesi,
Ostrojenler tarafindan negatif geri besleme regiilasyonunu bozarak, 17p-0stradiol’iin
kanda daha yiiksek seviyelere ¢ikmasi ile sonuglanmistir. Ancak, dolagimda 170-
Ostradiol diizeyi ylikselmis olmasina ragmen obeziteyi onlemede basarisiz olmustur,
bu da enerji dengesinin diizenlenmesinde beyinin baskin bir rol oynadigin
gostermektedir (Xu ve ark., 2011).

ER-a, beslenme davranisinin diizenlenmesinde yer alan birden fazla beyin
bolgesinde eksprese edilir. Medial amigdala (MeA)'da bulunan ER-a, o6zellikle
fiziksel aktiviteyi uyarirken, ARC nukleusta eksprese edilen ER-a esas olarak besin
alimin1 baskilayarak viicut agirligr artisini 6nler (Xu ve ark., 2017).

E2, VMN noronlarinda ve ARC nukleus POMC noronlarinda fosfatidil
inozitol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolagini ve bu ndronlarin aktivitesini uyarir. Bu etkiler
bir PI3K inhibitérii tarafindan bloke edilebilir. VMN veya ARC nukleus POMC
noronlarindaki  PI3K'nin  genetik inhibisyonu, E2'nin anti-obezite etkilerini
azaltmaktadir. Bu da PI3K'nin, E2'nin metabolik homeostaz tizerindeki etkilerine
aracilik etmede 6nemli bir rol oynadigimi gosterir (Saito ve ark., 2016; Zhu ve ark.,
2015). Tim bunlar ER-a tarafindan baslatilan hizli sinyal yolaklarinin, viicut agirlig
artigini onlemek igin Ostrojenik etkilere aracilik ettigi hipotezini desteklemektedir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada, degisen dozlarda ER-a agonistlerinden
olan PPT uygulanmasinin 1 saat i¢inde besin alimini azalttigi gosterilmistir. Aydinlik
evrenin son iki saatinde besin kisitlamasi yapildiktan sonra karanlik evrenin ilk 5
dakikasi icerisinde PPT enjeksiyonlar1 yapilmistir. Sonrasinda yiyecekler ulasilabilir
hale getirilerek, 1, 2, 4 ve 22. saatlerde besin alimlari hesaplanmistir. PPT, hem
niikleer hem de ekstra-niikleer ER-a'y1 hedefledigi igin arastirmacilar bu hizh

anoreksijenik etkinin en iyi membran iliskili ER-a (MER-a) ve/veya sitozolik ER-
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a'nin baglattigi genomik olmayan sinyal yolaklar1 ile agiklanabilecegini ifade
etmiglerdir (Butler ve ark., 2018).

Ancak, Pedram ve ark., (2009) transgenik bir fare modeli (Membrane Only
Estrogen Receptor a: MOER) iiretmislerdir. Bu fareler sadece hiicre membran:
tizerinde bulunan ve hizli sinyalleri baslatma kapasitesinde olan ER-a reseptoriine
sahiptir. Sitozolde veya niikleusta ER-a aktivitesinin olmadigr ve ER-a knock-out
farelere benzer olarak obez fenotipe sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu bulgular,
MER-a tarafindan baslatilan hizli sinyallerin E2'nin anti-obezite etkilerine aracilik
etmek i¢in yeterli olmadigini gostermektedir (Pedram ve ark., 2009).

ER-o’nin hizli anoreksijenik etkilerine benzer olarak, sigcanlarda iigiincii veya
dordiincti beyin ventrikiilii igine nesfatin-1 enjekte edildiginde, gece (nokturnal)
beslenmesinde nesfatin-1 kaynakli azalma, enjeksiyondan sonraki ilk saatte ortaya
cikmistir (Oh-1 ve ark., 2006; Stengel ve ark., 2009). Bu da 6strojenin ER-o aracili
hizl1 anoreksijenik etkilerinde 6zellikle hipotalamusun ARC nukleusunda yerlesik ve

ER-a eksprese eden nesfatin-1 noronlarinin rolii olabilecegini diisiindiirmiistiir.

ER-a, Nesfatin-1 ve NPY

Nesfatin-1'in  membran uyarilabilirligi iizerindeki etkilerinin arastirildig
calismada alinan elektrofizyolojik kayitlarda, ARC nukleusda NPY noronlarinin
hiperpolarize oldugu gozlenmistir ve dolayisiyla nesfatin-1'in NPY noronlarini
inhibe ettigi distinilmiistiir (Price ve ark., 2009). Baska bir ¢alisma ile siganlarda
nesfatin-1’in i.c.v olarak uygulanmasi ile ARC nukleusda NPY mRNA
ekspresyonunun belirgin bir sekilde azaldigi gosterilerek bu bulgu desteklenmistir
(Wernecke ve ark., 2014).

NPY/AgRP noronlarinin Ostrus donglisii boyunca beslenmedeki dongiisel
degisiklikler i¢in islevsel olarak gerekli oldugu belirlenmistir. NPY'nin hipotalamik
ekspresyonunun 6strus dongiisiine bagli olarak degistigi ve Ostrus sirasinda plazmada
Ostrojenin en yiiksek seviyede oldugu sirada beslenmenin ve NPY ekspresyonunun
en diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir. Ayni ¢calisma merkezi E2 uygulamasinin,
NPY/AgRP noronlarinda aglikla indiiklenen c-Fos aktivasyonunu baskiladigini ve
yeniden beslenme yanitini korelttigini de gdstermistir. Ancak fare hipotalamusundaki

NPY/AQRP néronlarinda ER-o bulunmadigi belirlenmistir, bu da E2'nin ER-a
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eksprese eden presinaptik noronlar yoluyla dolayli olarak bu noéronlar
diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir (Olofsson ve ark., 2009).

Calismamizda ARC nukleusdaki nesfatin-1 néronlarinin yaklasik tigte birinin
ER-a ifade ettigi belirlenmistir. Nesfatin-1’in ARC nukleusdaki NPY mRNA
ekspresyonu iizerindeki etkileri de goz Oniine alindiginda; nesfatin-1 ndronlar

NPY/AgRP néronlarinin aktivitesini E2 aracili olarak diizenliyor olabilir.

ER-a, Nesfatin-1 ve Serotonin

E2 ve serotonin beyinde, besin alimini baskilamak icin sinerjik etkiler
saglamak tizere etkilesime girer (Xu ve Lopez, 2018). Serotonin reseptorii olan 5-
HT2C agonisti metaklorofenilpiperazin (mCPP)'nin intraperitoneal ve i.c.v
uygulamasinin, 6stradiol ile muamele edilmis, OVX sicanlarda karanlik fazin ilk 1
saati icerisinde besin alimini azalttigi gosterilmistir. Ancak mCPP’nin ayn1 dozu, E2
olmadan karanlik fazin ilk 1 saatinde besin alimini degistirmemistir. I.c.v. mCPP
uygulamasinin 22. saatteki etkileri incelendiginde, her iki grupta da besin alimi
azalirken, E2 verilen grupta daha biiylik 6l¢iide azaltmistir (Rivera ve ark., 2012).
Serotonin eksprese eden noéronlarda spesifik ER-a kaybinin da farelerde E2’nin besin
alimimi azaltic1 etkilerini belirgin bir sekilde azalttigi bildirilmistir (Cao ve ark.,
2014).

Nesfatin-1 ve serotoninerjik sistem arasindaki etkilesimin arastirildigi bir
calismada serotonin SHT2C reseptor agonisti mCPP’nin hipotalamusta Nucb2
ekspresyonunu arttirarak leptin-bagimsiz  bir sekilde anoreksiyi indiikledigi
belirlenmistir. Bu etkiler, SHT2C reseptorii mutant farelerde gozlenmemistir. Ayrica
S5HT2C reseptorii mutant farelerde Nuch2 ve POMC ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir. Bu da SHT2C reseptorlerinin aktivasyonunun, Nucb2 ekspresyonunun
diizenlenmesinde ve sonucta, beslenme davranisinda rol oynayabilecegini
diistindiirmiistiir (Nonogaki ve ark., 2008).

Serotonin reseptorlerini eksprese eden gen delesyonu ile olusturulan mutant
farelerde ER-a ile ko-lokalize oldugu ve aktivitesinin E2 ile diizenlendigi bilinen
POMC néronlarinin iiriinii olan POMC ekspresyonu da nesfatin-1 ekspresyonu gibi

azalmistir. Bu durum E2’nin ER-a aracilifiyla etkiledigi hiicreleri —olasilikla
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nesfatin-1 noronlarmi- serotonerjik sistem araciligiyla da etkiliyor olabilecegini

distindlirmiistiir.

ARC Nukleusda Cinsiyetler Aras1 ER-a Immiinoreaktivite Farki

Ostrojen reseptdrleri ER-o ve ER-B, niikleer reseptdr siiperailesinin bir iiyesi
olan transkripsiyon faktorleridir (Sharma ve Thakur, 2006). Gonadal steroidler, sigan
beyninde dogumdan sonraki 7—10 giin igerisinde ER seviyesini diizenler. Daha sonra
ER konsantrasyonu hizla azalarak yetiskin seviyesine ulasir (Kuppers ve Beyer,
1999). Yetiskin disi sigan beyninde, ERo mRNA'nin seviyesi farkli 6strus evreleri
sirasinda degismektedir; bu da gonadal steroidlerin erken gelisim evrelerinin disinda
da ER seviyesinin kontroliinde yer aldigini diisiindirmiistiir (Shughrue ve ark.,
1992).

Hipotalamusta ER-o ekspresyonu, Ostradiol ve progesteronun dolasimdaki
seviyelerinin bir sonucu olarak Gstrus dongiisii boyunca degisir (Simerly ve Young,
1991). Cesitli hayvan ve insan g¢alismalari, ER-a ekspresyonunun, tiirler arasinda
dolagimdaki 6strojen seviyeleri ile diizenlenebilecegini gostermistir (Kruijver ve ark.,
2002; Shughrue ve ark., 1992; Yamada ve ark., 2009). Hipotalamusta da ER-a'nin
MRNA ya da protein seviyesinde Ostradiol tarafindan diizenlenmesi belirli bir beyin
bolgesine o6zgii bir sekilde gergeklesir. Genel olarak oOstradiolun, diger bir¢ok
hormonun yaptiklarina benzer sekilde kendi reseptorlerini negatif yonde
(downregulation) etkiledigi varsayilir. Bununla uyumlu olarak, birka¢ c¢alisma
ovariektomi ile endojen E2’nin ¢ogunun ortadan kaldirilmasinin disi si¢anlarin
hipotalamusunun VMH'inda ERa mRNA-pozitif ndronlarin sayisini arttirdigini
gostermistir (Lauber ve ark., 1990; Simerly ve Young, 1991). Ozellikle, ER-o
MRNA seviyeleri, E2 uygulanmasindan sonra ARC nukleusda azalmistir (Yamada
ve ark., 2009).

Diger bir ¢alismada ise ER-a ekspresyonu, E2 verilen OVX siganlarda, E2
verilmeyen kontrol grubundaki OVX siganlardan daha yiiksek bulunmustur.
VMH'deki ER-o  miktarinin, Ostrus  dongiisit.  boyunca  E2’nin  artan
konsantrasyonlarina yanit olarak, proOstrus sirasinda E2 maksimum seviyesine

ulasana kadar, giderek arttig1 gosterilmistir (Shughrue ve ark., 1992).
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OVX siganlara, farmakolojik dozda (50 pg) ya da fizyolojik dozda (2 pg)
olmak iizere iki farkli E2 dozu enjekte edilen bir ¢alismada ARC nukleusda ER-a
ekspresyonu, ostradiolun farmakolojik dozu verilen siganlarda 6nemli o6lgiide
azalmistir ancak ostradiolun fizyolojik dozu verilen siganlarda degismemistir. Bu
nedenle, en azindan farmakolojik seviyede E2 verilen si¢anlarda, hipotalamik ER-a
mRNA ve protein seviyelerinin, ER igeren hiicrelerde hormonal aktivasyona yanit
vermeyi siirdiirmek i¢in dolasimdaki E2 konsantrasyonu ile ters orantili oldugu,
boylece asir1 Ostrojenik aktivasyonu Onleyen homeostatik sistem sagladigini
distindiirmiistiir (Mahavongtrakul ve ark., 2013).

Tek basma progesteron verildiginde (Malikov ve Madeira, 2013) ya da
gebelik sirasinda oldugu gibi progesteron seviyesi yiiksek, dstrojen seviyesi diisiik
oldugunda ER-a ifadesinin arttig1; progesteron varliginda dstrojen verildiginde veya
dogum sonrasinda dstrojen seviyesi hizli bi¢imde yiikseldigi zaman ER-o ifadesinin
azaldig1 bilinmektedir (Steyn ve ark., 2007).

Geng yetigkin erkeklerde ve kadinlarda VMH'de ER-o immiinoreaktivitesini
karsilagtiran bir calisma, kadinlarda erkeklere gore daha giicli ER-a
immiinoreaktivitesi oldugunu gostermistir (Kruijver ve ark., 2002). Farelerle yapilan
bir ¢aligmada ise yetiskin disi serebral korteksinde erkek farelere gore daha yiiksek
ER-a ve ER-B seviyeleri oldugu gosterilmistir (Sharma ve Thakur, 2006). 1992
yilinda Shughrue ve ark. in situ hibridizasyon teknigi kullanarak yetigkin erkek
siganlarda yetiskin disi OVX si¢anlardan daha az sayida ER mRNA eksprese eden
hiicre oldugunu bildirmislerdir. Erkeklerde metabolik regiilasyonda yer alan onemli
hipotalamik ¢ekirdeklerde disilere gore daha az miktarda ER-a ifade ediliyor gibi
goriinse de, hipotalamusta ER-a'nin gen ekspresyonu ve protein seviyeleri
dolagimdaki steroid hormon seviyelerindeki degisimlerle modifiye edilebilir (Sharma
ve Thakur, 2006).

Calismamizda disi ve erkek deneklerin arkuat nukleusunda ER-a
immiinoreaktivitesini karsilastirdigimizda; erkek deneklerde daha yiiksek oldugunu
belirledik. Bu g¢alismada gosterdigimiz ER-o ekspresyonu ile diger g¢aligmalarda
gosterilmis olan ER-a mRNA ekspresyonu arasindaki uyumsuzluk, sentezlenen nihai

protein ile transkripsiyon seviyeleri arasindaki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.
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Ayrica ¢alismada kullandigimiz  disi  deneklere ovariektomi islemi
yapilmamistir ve Ostrus donglisiinlin hangi asamalarinda olduklar1 bilinmemektedir.
Bu nedenle disi deneklerde E2 ve progesteron kaynakli etkiler nedeniyle ER-a
ekspresyonu azalmis olabilir.

Literatiirde gonadal steroid hormonlarinin degisimi ile dstrojen reseptorlerinin
diizenlenmesine iligskin bulgularda tutarsizlik bulunmaktadir. Bu durum cinsiyetler
arast ER-a immunoreaktivitesi farkinin bolgesel kontroliinde Ostrojenin diizenleyici
etkilerinin disinda Ostrojene bagli olmayan farkli mekanizmalarin da rol oynuyor

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipotalamusta ER-p dagilimi

Beyinde ER-a’nin dagilimi iyi bir sekilde belirlenmistir ancak ER-B’nin yerlesim
alanlar1 daha degiskendir (McEwen, 2002).

Reseptoriin karboksi- ucunun kisa bir pargasina karsilik gelecek sekilde iiretilen,
ticari olarak temin edilebilen ilk poliklonal antikor olan ER-B (no:310, Affinity
BioReagents, Inc.), medial amigdala, paraventrikiiler nukleus ve preoptik alanda
tutarli bir sekilde giiclii bir niikleer isaretlenme paterni iiretmistir ve lateral septum
hiicrelerinde  sitoplazmik/lif isaretlenmeleri olusturmustur. Ayrica supraoptik
nukleusta niikleer ER-B isaretlenmesi saptanmistir, bu isaretlenmenin fiksasyon
prosediiriinde akrolein kullanimina da bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayn1 antikor,
sentetik ER-B peptidi ile 1:1 oraninda preabsorbe edilerek immiin isaretleme
yapildiginda, bu beyin bolgelerinde isaretlenme olmadigi belirlenmistir. Fiksatif
(akrolein ve paraformaldehit), hayvanin gonadal durumu (normal, gonadektomize)
veya Ostrus dongiisiiniin evresi gibi faktorlerin beyinde ER-B proteininin
saptanmasini etkiledigi diisiiniilmektedir (Alves ve ark., 1998; X. Li, Schwartz, ve
Rissman, 1997; McEwen ve Alves, 1999). Bu nedenle bazi beyin bdlgelerinde,
ozellikle de PVN ve SON'da, ER-B igeren hiicrelerin nérokimyasal fenotipleri ile
ilgili caligmalarin sonuglar1 ¢elismektedir (McEwen ve Alves, 1999).

Bu calismada go6zlemlenen ER-f immiinoreaktivitesi, yalnizca blocking serum
kullanilarak yapilan kontrol boyamasi1 herhangi bir niikleer isaretleme ile

sonuclanmadig: icin spesifik goriinmektedir.
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Hipotalamus i¢inde tanimladigimiz ER-B immiinoreaktivitesinin dagilimi, ayni
antikor kullanilarak yapilan immiin boyama ile nispeten uyumludur. Paraventrikiiler
nukleusda gii¢lii bir isaretlenme go6zlenirken, diger alanlarda soluk sinyaller
bulunmaktadir. Daha Once yapilan immiin isaretlemelerde ve ER-B mMRNA
ekspresyonu calismalarinda  ovariektomize denekler kullanilmistir.  Bizim
calismamizda ise higbir igslem uygulanmamis normal si¢anlar kullanilmistir.
Hayvanin gonadal durumu ER-B proteinin saptanmasini etkiledigi i¢in bu farklilik

gbzlenmis olabilir.

Nesfatin-1 Noronlarinda ER-f Varhg:
ER-B, Nesfatin-1 ve Besin Alimi

Ohlsson ve ark. (2000), tarafindan normal yemle beslenen erkek ve disi
farelerde ER-B eksikliginin normal viicut agirligi ve yag kiitlesi ile sonuglandigini
gosterdikleri c¢alisma, Ostrojenin ER-B aracili metabolik etkilerini gosteren ilk
calismalardandir. Normal beslenen farelerde Ostrojenin ER-f aracili herhangi bir
metabolik etkisi yokmus gibi goriinse de yiiksek yagli besinle beslenen ER-f knock-
out farelerde obezite gelistigi gosterilmistir (Foryst-Ludwig ve ark., 2008).

12 ya da 20 hafta boyunca yiiksek yagli bir diyetle beslenen farelerde, deri
altt yag dokusunda NUCB2 protein ekspresyonunda bir artis oldugu gosterilmistir
(Ramanjaneya ve ark., 2010). Oral gavaj yoluyla yiiksek yag igeren kapsiiller verilen
erkek farelerde serum NUCB2/nesfatin-1 seviyeleri artmistir (Mohan ve ark., 2014).
Nesfatin-1 peptidinin orta boliimiiniin periferik ve merkezi enjeksiyonu, yiliksek yagli
besinle beslenen farelerde gida alimimi azaltmistir (Prinz ve ark., 2015; Shimizu ve
ark., 2009). ER-B ise yiiksek yagli besinlerle beslenme durumunda harcanan enerji
miktarini arttirarak anti-obezite etkileri gostermektedir (Foryst-Ludwig ve ark., 2008;
Yepuru ve ark., 2010).

ER-B, Nesfatin-1 ve Stres

Nesfatin-1’in anoreksijenik etkilerinin yaninda stres yanitlariyla da iliskili
oldugu bilinmektedir. Anksiyete benzeri davranis ve stres yanitini igeren PVN ve
hipokampiis gibi beyin alanlarinda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi

saptanmistir. Nesfatin-1'in anoreksijenik dozunun i.c.v uygulanmasinin etkileri,
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yiikseltilmis arti labirent (plus-maze) ve sarthi anksiyete testi kullanilarak
aragtirtlmistir ve nesfatin-1’in siganlarda anksiyete benzeri davraniglara neden
oldugu gosterilmistir (Merali ve ark., 2008).

Hareketsizlik stresine maruz kalmak; kortikosteron serum diizeylerini (Xu ve
ark., 2010) ve PVN, SON, ARC, NTS, lokus seruleus (LC), raphe pallidus (RP) /rafe
cekirdekleri ve ventrolateral medulla (VLM) gibi ¢esitli beyin bolgelerindeki
nesfatin-1 noéronlarinda c-fos ekspresyonunu arttirmistir (Miriam ve ark., 2010;
Yoshida ve ark., 2010). Hareketsizlik stresi, PVN ve VLM'de Nucbh2 mRNA
ekspresyonunu arttirken (Konczol ve ark., 2010), i.c.v. nesfatin-1 uygulamas: da
PVN, SON, NTS, LC gibi beyin alanlarinda c-fos ekspresyonunu arttirmigtir
(Yoshida ve ark., 2010). Boylece, NUCB2 / nesfatin-1 sisteminin stres kosullari
altinda aktive oldugu ve merkezi NUCB2/nesfatin-1'in strese karst otonomik,
ndroendokrin ve davranigsal yanitlar1 diizenlemede rol oynadig1 sonucuna varilmistir
(Dore ve ark., 2017).

Farmakolojik ¢alismalar (Lund ve ark., 2005) ile knock-out (Imwalle ve ark.,
2005; Krezel ve ark., 2001) ¢alismalari, E2'nin kaygi ve korku giderici 6zelliklerinin
hipotalamusun paraventrikiiler nukleusunda bulunan néronlar tizerindeki ER-B
aktivasyonuna baglh oldugunu gostermektedir (Rivera ve Stincic, 2018). Disi ER-p
knock-out farelerin, artan anksiyete ve azalmis kognitif fonksiyon gosterdigi
belirlenmistir (Krezel ve ark., 2001). Korku ve endise yanitlariyla iligkili olan
amigdala ve hipotalamusun paraventrikiiler nuklesunda ER-B’nin knock-out olmast,
Ostradioliin bu beyin bolgeleri lizerinde etki gésterememesine ve bunun bir sonucu
olarak da anksiyeteye sebep olabilir.

Calismamizda oOzellikle paraventrikiiler c¢ekirdegin medial parvoseliiler
kisminda ER-B ve nesfatin-1’in birlikte bulunma oran1 %50°den fazladir. iki molekiil
de stres yanitlarinin diizenlenmesinde rol almasina ragmen, etkilerini birbirlerine zit
yonde gosteren molekiillerdir. Bu nedenle 0Ostrojen varliginda stres yanitlarinin

diizenlenmesi sirasinda ER-f, nesfatin-1 ekspresyonunu baskiliyor olabilir.
Nesfatin-1/ Ostrojen

Calismalar gonadal steroidlerin endojen nesfatin-1’i diizenledigini gostermektedir
(Bertucci ve ark., 2016; Chung ve ark., 2015).
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Chung ve ark., (2015) 6strojen/6stradiol (E2) ve progesteronun (P4) hipofiz
bezinde nesfatin-1/NUCB2 ekspresyonu iizerindeki etkilerini arasgtirmiglardir.
Ovariektomize disi farelere P4 ve E2 ile enjekte edilmistir. Ovariektomi sonrasi
hormon verilmeyen grupta hipofiz bezinde NUCB2 mRNA ekspresyonunun azaldigi,
P4 ve E2 verilen gruplarda ise belirgin bir sekilde arttigi bildirilmistir. Ayrica
hipotalamusun da P4 ve E2 enjeksiyonuna cevaben dolayli olarak hipofiz bezindeki
NUCB2 mMRNA ekspresyonunu diizenleyebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle
hipofiz bezinde E2 ve P4’tin direk etkilerini gozlemlemek igin hipofiz bezi
kiiltiirinde NUCB2 mRNA ekspresyonu incelenmistir. E2’nin NUCB2 mRNA
ekspresyonunu arttirdigi; P4’iin tek basmna ve E2 ile birlikte uygulanmasinin ise
NUCB2 mRNA ekspresyonunu diisiirdiigii gosterilmistir. Es zamanli uygulanan P4
ve E2'nin NUCB2 mRNA ekspresyonunu azaltmasi, arastirmacilara P4'lin inhibe
edici etkilerinin E2'nin uyarici etkilerinden daha giiglii oldugunu disiindiirmiistiir.

Menstriiel siklus boyunca E2 ve P4 seviyelerindeki degisimlerin istah
kontroliinii ve yeme davranisini etkiledigi bilinmektedir. Ovulasyon doéneminde
azalan besin alimi E2'nin istah1 bastirict etkileriyle iligkiliyken, luteal fazdaki istah
artig1 Ostrojenik aktivite lizerindeki P4'in inhibe edici etkisine baghdir (Chung ve
ark., 2015).

2016 yilinda disi japon baliklartyla yapilan bir ¢aligmada da E2 ve
testosteronun endojen nesfatin-1 {izerindeki etkileri arastirilmistir. Bunun igin E2 ve
testosteron igeren silikon kapsiiller ile hicbir sey icermeyen kapsiiller intraperitoeal
olarak yerlestirilmistir. Hem E2 hem de testosteronun beyindeki NUCB2 mRNA
ekspresyonunu arttirdigi, ancak bu steroidlerin bagirsak ve hipofizde NUCB2 mRNA
ekspresyonu lizerinde baskilayici bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Diger yandan
dolagimda E2 kaynakli endojen nesfatin-1 seviyesinin arttig1 belirlenmistir. Bagirsak
ve hipofizde NUCB2 mRNA ekspresyonu azalirken, dolasimdaki nesfatin-1
seviyesinin yiikselmesi arastirmacilara nesfatin-1’in bir negatif geri bildirim
(feedback) mekanizmasini uyararak daha fazla nesfatin-1 salgilanmasini 6nlemek
icin ilk adim olarak sentez mekanizmasinin, yani gen ekspresyonunun
baskilanmasina neden oldugunu diistindiirmtstiir (Bertucci ve ark., 2016).

Ostrojen ile nesfatin-1 arasindaki iliskiyi inceleyen c¢alismalar sinirhidir.

Ancak bu iki ¢alisma da Ostrojenin nesfatin-1 ekspresyonu iizerinde diizenleyici bir
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etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bu tez calismasinin sonuglart da bu
hipotezi desteklemektedir.

Arkuat nukleusta bulunan POMC noéronlar1 ER-a ile ko-lokalizedir. Yapilan
calismalar POMC noronlarinin ortalama %?20-30’sinin ER-o eksprese ettigini
gostermektedir (Miller ve ark., 1995; De Souza ve ark., 2011; Xu ve ark., 2011; Xu
ve Lopez, 2018). POMC mRNA ekspresyonu Ostrus siklusu boyunca dalgalanmalar
gosterir ve proostrus evresinde yiikselir. Ovariektemi, POMC mRNA seviyelerini E2
uygulamasi ile geri dondiirtilebilir sekilde diistiriir (Martinez De Morentin ve ark.,
2014; Pelletier ve ark., 2007). Ayrica ER-a knock-out farelerde daha diisik POMC
ekspresyonu gosterilmistir (Hirosawa ve ark., 2008)

Calismamizda benzer sekilde ARC nukleusta yerlesik nesfatin-1 ndronlarinin
da ER-a ile ko-lokalize oldugunu gosterdik. ARC nukleusta nesfatin-1 noéronlarinin
ortalama %35’inin ER-a eksprese ettigini belirledik.

Sunulan tez ¢alismasi ile, nesfatin-1 noronlarinda ER-a ve ER-f varliginin
literatiirde ilk kez gosterilmis olmasi, nesfatin-1 noéronlarinin hipotalamusa ulasan
ostrojenik sinyalleri algilayip yanit olusturabilecegine isaret etmektedir. Nesfatin-1
noronlarmin dstrojen sinyali ve seviyelerine verdigi fizyolojik tepkilerin ve dstrojene
bagli besin alimi iizerindeki diizenleyici etkilerinin anlasilabilmesi igin ileri

calismalara gerek oldugu diisiiniilmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

3V: 3. ventrikiil

aa: Aminoasit

ABC: Avidin biyotin kompleksi

AF: Aktivasyon fonksiyonu

AgRP: Agouti geni iliskili peptit

AHIAL: Amigdala hipokampal anterolateral alani
AHN: Anterior hipotalamik nukleus

ARC: Arkuat Nukleus

ARKO: Aromataz knock-out

BDNF: Beyin kaynakli nérotrofik faktor
BERKO: ER-B knock-out

Ca?*: Kalsiyum

CamKII: Kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinazlar
CART: Kokain ve amfetamin iliskili transkript
CCK: Kolesistokinin

CREB: cAMP yanit elementi baglayici proteinler
CREF: Kortikotropin salgilatici faktor

DAB: Diaminobenzidin

DBD: DNA Binding Domain

DMN: Dorsomedial Nukleus

DPN: Diarylpropionitril

E1: Ostron

E2: Ostradiol

E3: Ostriol

ER-a: Ostrojen reseptor alfa

ERE: Estrogen response element, strojen yanit elementi
ERKO: ER-a knock-out

ER-B: Ostrojen reseptdr beta

ESR1: Estrogen Receptor 1, dstrojen reseptorii 1
GF: Biiyiime faktorleri

GHSR: Growth Hormone Secretagogue Receptor, Biiylime hormonu stimiile edici
reseptor

GLP-1: Glukagon-benzeri peptit-1

GLP2: Glukagon-benzeri peptit-2

GLUT: Glikoz tasiyici protein

GPER: G protein kenetli strojen reseptorii
GPER-KO: GPER knock out

H202: Hidrojen peroksit

HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein

i.c.v.: Intraserebroventrikiiler

KATP: ATP'ye duyarli potasyum kanallar1

LBD: Ligand Binding Domain/
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LC: Lokus seruleus

LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein

Leprb: Leptin reseptorii

LH: Lateral hipotalamus

LHA: Lateral Hipotalamik Alan

MAPK: Mitojenle aktive edilmis protein kinazlar
MC3R: Melanokortin-3 reseptorleri

MCA4R: Melanokortin-4 reseptorleri

MCH: Melanin konsantre edici hormon

MCPP: Metaklorofenilpiperazin

ME: Median eminens

MeA: Medial amigdala

MePD: Medial posterodorsal amigdala

MER-a: Membran iligkili ER-a

MOER: Membrane Only Estrogen Receptor a.
mpd PVN: Dorsal medial parvoselliiler paraventrikiiler nukleus
MPOA: Medial preoptik alan

mpv PVN: Medial parvoseliiler paraventrikiiler nukleus
MSS: Merkezi sinir sistemi

NPY: Noropeptit Y

NTS: Nukleus traktus solitaryus

NUCBZ2: Nucleobindin2

OXM: Oksintomodiilin

P4: Progesteronun

Pe: Periventriler nukleus

PFA: Perifornikal alan

PI3K: Fosfatidil inozitol 3 kinaz

PKC: Protein kinaz C

PLCO: Posterolateral kortikal amigdaloid nukleus
pml PVN: posterior magnoseliiler lateral paraventrikiiler nukleus
PMV: Ventral premamiller nukleus

POMC: Pro-opiomelanokortin

PP: Pankreatik polipeptit

PVN: Paraventrikiiler Nukleus

PVNIp: Lateral parvoseliiler paraventrikiiler nukleus
PYY: Peptit tirozin tirozin

RP: Raphe pallidus, rafe ¢ekirdekleri

SERM: Selektif dstrojen reseptor modiilatorii
SON: Supraoptik nukleus

TF: Transkripsiyon faktorleri

VLM: Ventrolateral medulla

VMN: Ventromedial Nukleusda

Y1-6: NPY reseptorleri

Z\1: Zona incerta

o-MSH: o-melanosit stimiile edici hormon
B-LGND: Secici ER-f agonisti
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8. EKLER

8.1. Sekil Listesi

Sekil 1: Hipotalamusun anatomik yerlesimi (Sherwood, 2011).

Sekil 2: Besin aliminin diizenlenmesinde rol alan hipotalamik ¢ekirdekler ve
cevreleyen diger ¢ekirdekler.

Sekil 3: ARC nukleus, merkezi melanokortin sistem ve besin aliminin
diizenlennmesi. (Lee ve Wardlaw, 2007)

Sekil 4: Ostrojen fomlar1 (Lopez de Alda ve ark., 2002).

Sekil 5: Insan dstrojen reseptorii o ve dstrojen reseptorii B karsilastiriimast.
Sekil 6: Ostrojen reseptdrlerinin etki mekanizmalar (Heldring ve ark., 2007)
Sekil 7: Immiinohistokimyasal Isaretlemeler.

Sekil 8: Nesfatin-1 noronlarinin hipotalamusta dagilimi.

Sekil 9: Hipotalamusta ER-a ve ER-3 ekspresyonu.

Sekil 10: Periventrikiiler nukleusta nesfatin-1 néronlarinda ER-a ekspresyonu.
Sekil 11: Arkuat nukleusta nesfatin-1 noronlarinda ER-o ekspresyonu.

Sekil 12: Paraventrikiiler nukleus nesfatin-1 néronlarinda ER-B ekspresyonu.

8.2. Tablo Listesi

Tablo 1. Periferde sentezlenen besin alimini diizenleyici peptitler.

Tablo 2. Merkezi sinir sisteminde sentezlenen besin alimini diizenleyici peptitler.
Tablo 3: Ostrojen ile iliskili besin alimim diizenleyici molekiiller.

Tablo 4: Calismada kullanilan denek sayilari.

Tablo 5: Primer Antikorlar.

Tablo 6: Antikorlar igin belirlenen optimum sartlar.

Tablo 7: Er-a eksprese eden nesfatin-1 noronlarinin ortalama sayilari ve yiizdeleri £
SE.

Tablo 8: Er-p eksprese eden nesfatin-1 néronlarinin ortalama sayilari ve yiizdeleri +
SE.

8.3. Grafik Listesi

Grafik 1: Periventrikiiler nukleusta nesfatin néronlarinda ER-a ekspresyonu.
Grafik 2: Arkuat nukleusta nesfatin néronlarinda ER-a ekspresyonu.

Grafik 3: Paraventrikiiler nuklesta yerlesik ER- B pozitif nesfatin-1 ndronlart.
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9. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgileri ve hosgoriisiiyle bana her zaman destek ve
yol gostericisi olan, ayn1 zamanda yiiksek lisans tez ¢alismamin planlanmasindan
iceriginin diizenlenmesine kadar tiim asamalarinda zamani, 6zverisi ve destekleriyle
hep yanimda olan ¢ok degerli tez danismanim ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani1 Sayin Prof. Dr. Semiha ERSOY’a
sonsuz tesekkiir ederim.

Tez c¢alismam siirecinde tezimin planlanmasinda, deney asamasinda, igeriginin
diizenlenmesinde ve yiiksek lisans egitimim siiresince bilgilerini, destegini ve
zamanini esirgemeyen degerli hocam Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Ozhan EYIGOR’e
tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim Ve tezim sirasinda bilgi ve tecriibelerini aktararak zamanini,
yardim ve katkilarin1 esirgemeyen degerli hocam Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. F. Zehra
MINBAY ’a tesekkiir ederim.

Egitimim ve tez calismam siiresince bana destek olan, bilgi birikimlerini aktaran,
degerli hocalarim, Prof. Dr. Sahin A. SIRMALI’'ya ve Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof. Dr. Ilkin
CAVUSOGLU, Prof.Dr. Zeynep KAHVECI ve Dog¢. Dr. Berrin AVCl’ya tiim
yardim ve emekleri i¢in tesekkiir ederim.

Tez calismamda bana yardimer olan arkadaslarim Giilgin EKIZCELI, K. Ziilal
HALK ve Nursel HASANOGLU AKBULUT a tesekkiir ederim.

Ihtiyactm oldugunda yardimlarim esirgemeyen Uzm. Dr. Sema SERTER
KOCOGLU’na ve Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’ndaki tiim arkadaslarima tesekkiir ederim.

Son olarak her kosulda yanimda olan, beni her zaman destekleyen, ‘ben’ olarak
bugiinlere ulastiran canim annem Giileser Oy ve canim babam D. Mehmet OY’a,
ayrica her zaman yanimda olan kardeslerim Irem OY ve Selen OYa sonsuz sevgi ve
tesekkiirlerimi sunuyorum.
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10. OZGECMIS

Ceren OY 1988 yilinda Antalya’da dogdu. Ilk, orta ve lise dgrenimini Antalya’da
tamamladi. 2007 yilinda basladigi Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
Béliimiinden 2011 yilinda mezun oldu. Akdeniz Universitesi Egitim Fakiiltesinde bir
y1l pedagojik formasyon egitimi aldi. 2015 yilinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda OYP Arastirma Gérevlisi olarak géreve
basladi ve Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda bilimsel hazirlik egitimi ile yiiksek lisans 6grenimine bagladi.
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