T.C.
MUNZUR UNIiVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

e MUNZUR

Engin ESEN

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOTEKNOLOJi ANABILIM DALI

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Tuba PARLAK AK

TUNCELI-2023



T.C.
MUNZUR UNIiVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU

ERISKIN DiSi VE ERKEK SICANLARIN BIiYOLOJIiK DOKULARINDAKI
PHOENIXIiN VE NESFATIN-1’iN iMMUNOHISTOKIMYASAL DAGILIMININ
INCELENMESI

Engin ESEN
(18110801105)

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOTEKNOLOJi ANABILIiM DALI

DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Tuba PARLAK AK

TUNCELI-2023



T.C.
MUNZUR UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

ERISKIN DiSi VE ERKEK SICANLARIN BIiYOLOJIiK DOKULARINDAKI
PHOENIXIiN VE NESFATIN-1’iN iMMUNOHISTOKIMYASAL DAGILIMININ
INCELENMESI

Engin ESEN
YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOTEKNOLOJi ANABILIiM DALI

Bu tez 16/01/2023 tarihinde asagidaki jiiri iiyeleri tarafindan oybirligi ile kabul edilmistir.

imza:............. imza:............... Imza................
Dog. Dr. Burcu GUL Dr. Ogr. Uyesi Tuba Dog. Dr. Mevliit ALATAS
(Firat Universitesi) PARLAK AK (Munzur Universitesi)
(Munzur Universitesi)
BASKAN DANISMAN UYE

Bu tez, Enstitiimiiz Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda hazirlanmustir.

Dog. Dr. Murat KORUNUR
Enstitii Miidiirt

Bu calisma, Munzur Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

Proje No: YLMUBO019-04

NOT: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve bagka kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak

gosterilmeden kullanimi, 5846 sayil1 “Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



16/01/2023

ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi ve higbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana
aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuclar1
kabul ettigimi bildiririm.

Imza Danisman
Engin ESEN Dr. Ogr. Uyesi Tuba PARLAK AK



TESEKKUR

Tez c¢aligma siirecimin tim asamalarinda bilgi birikimiyle yol gostererek destegini
esirgemeyen, kiymetli ve degerli hocam, Sayin Dr. Ogr. Uyesi Tuba PARLAK AK’ a,

Laboratuar analizlerinin yapilmasi i¢in sagladiklar1 imkanlardan &tiirii  Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.
Dr. Mine YAMAN’a

Tez jiirimde yer alan degerli hocalarim Saym Dog. Dr. Burcu GUL’e ve Sayin Dog.
Dr. Mevliit ALATAS’a ve maddi desteklerinden dolayr Munzur Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Bilgi ve tecriibelerimi arttirmak amaciyla ¢iktigim bu zorlu yolda, manevi olarak
destek ve tesviklerini hi¢gbir zaman esirgemeyen kiymetli babam Salih ESEN’e ve annem
Zeynep ESEN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Engin ESEN
TUNCELI-2023



ICINDEKILER

ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI ........cccoccnviniiniinninne, |
TESEKKUR .......ocoooiiiieieoeeeeeee ettt ettt ettt sttt ettt nen e, I
ICINDEKILER. ...ttt I
SEKILLER LISTEST ........ooiiiiiiiii oottt \Y/
TABLOLAR LISTESI ..ottt VII
RESIMLER LISTESI ........coiiiiiiiiiiiss sttt VIII
SEMBOLLER LISTESI .........ccotiiiiiiiiiiiiic s IX
KISALTMALAR LISTEST ....ccoooiiiiiiiccsess st X
OZET ...t X1l
AB ST RACT .ttt e bt et e e ere e re e nnes XII1
Lo GERIS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt 1
1.1, NOTOPEPLIA TANIMIL ..ttt ettt et sbe e e et e nb e e naneenes 2
1.1.1. NOropeptidlerin tariiGeSI ... vuieiirieiiiie ittt st ane s 3
1.1.2. NOropeptid reSEPLOTIETT ...eeiveiiiieitiiiiiesiie ettt 6
1.1.3. Noropeptidlerin fonKSIYONIATT .......ccvviiiiiiiiiiiiiiie e 7
1.2. Hipotalamik NOropeptidler .......coueiveriiiiiieiieie et eis e sree st snee e 10
1.2.0. PROBNIXIN ...ttt ettt 11
1.2.1.1. PROBNIXIN QBN ..cuvieiieiiiesiieieeiiesieesteeste st e sieeneesteesteaseesseesteeseesseesseessesseesseensesseesseensens 11
1.2.1.2. PhO@NIXIN TESEPLOTU ... uvvveiurrieiuiriesiiiesiieesiteeessteeessteesssseesssbessssbeesssbeeensseessseesensneesnsns 12
1.2.1.3. PhoeniXin’in ISIEVIETT ....cccuiiiiiiiiie ittt 14
1.2.1.3.1. PhO@NIXIN V& TICIMIE .....cuveiieieiieiiieeiiesiee et e siee ettt reesne e s ne e s e anneesneesnne e 14
1.2.1.3.2. Phoenixin ve g1da allMl........cccoiiuiiiiiiiiiiie e 14
1.2.1.3.3. Phoenixin ve hafiza-Alzheimer hastalifl .........ccccoocviiiiiini i 15
1.2.1.3.4. PROENIXIN V& @NKSIYBLE .....c.eiiiieieeiieiiie ittt nre e 15
1.2.1.3.5. Phoenixin ve inflamasyon ... 16
1.2.1.3.6. Phoenixin ve enerji metabolizmasi-viicut S1v1 dengesi .........ceovrververirieneennns 16
1.2.1.3.7. Phoenixin ve endokrin dUzenleme ...........cccoceeiiiiiiiiiiiic e 17
1.2.2.  INEBSTALIN-1 ..ottt bbb 18
1.2.2.2. NESTAtiN-1 GENI ...veeviiiieieeecie ettt e e ae s 18
1.2.2.2. NESTAtIN-1 TESEPLOIT ..vvveeveerieierieite ittt bbb 19
1.2.2.3. NeSfatin-1"1n iSIEVIETT......ccuiiiiiiecii et 20
1.2.2.3.1. Nesfatin-1 ve beslenme-gida alimi..........ccooeriiiiiniiiiiiiee e 20
1.2.2.3.2. Nesfatin-1 ve gastrointestinal SIStEM...........ccccvveviiiieii e 21
1.2.2.3.3. Nesfatin-1 ve kan glikoz homeoStazi ...........ccevveriniiiiiiiniiiece e 21
1.2.2.3.4. NeSfatin-1 ve S tUKEHMI ....ocveveieiiiiiieiieieieee e 22
1.2.2.3.5. Nesfatin-1 ve enerji metaboliZmast.........ccccuerveriirereiiiinieieeee e 22
1.2.2.3.6. Nesfatin-1 ve anksiyete-depreSyOn .........cccovveieiiieiieie e 22
1.2.2.3.7. NESTALIN-1 V& TICIME ....eevveeveiiiieieeriesiee st eiesee e ee e ste e e teeneesneesaeensesreesreaneeas 23
1.2.2.3.4. Nesfatin-1 Ve SOIUNUM .....cc.ooviiiiiiiiiiiiee e 24
2. MATERYAL VE METOT ..ottt sttt 25
2.1. Deney Hayvanlarinin Kimligi ve Temini........cccorvieiiiiiiieiiiiiie e 25
2.2. Deney Hayvanlarindan Orneklerin AIIMmMASI..........cccceevrvvivivererieieeeeiereseseeesesesennns 25
2.3. Histolojik Incelemeler I¢in Doku Hazirlanmasi............cc.cc.occervevereeenceeeeeerenecceeeenenene 27
2.4. Immiinohistokimyasal BOyama YONtemi ..........cc.ceeveverreerirerereeesesesesssssesesesesennns 27
2.5, IStAtiStIKSE] ANALIZ ....vvvevececeeveieieccecee ettt eee et s s 28
3. BULGULAR VE TARTISMA ... ..ottt sttt nnee s 29
3.1. Immiinohistokimyasal BUIGUIAL ............cccceruevevieeceeteieeeeeeeee et 29
3.1.1. Disi siganlarin dokularindaki immiinohistokimyasal bulgular............ccc.cceevriirnenne. 29



3.1.2. Erkek si¢anlarin dokularindaki immiinohistokimyasal bulgular...........c.ccccccceeieenee. 47

3.2. HiStoSKOT SONUCIAIT ....cciiiiiiiiiiiic e e e e 63

3.2.1. Disi siganlarin dokularina ait histoskor sonuglart ...........ccccoeviiiiiiiiniinic e, 63

3.2.2. Erkek sicanlarin dokularina ait histoskor sonuglart ...........cccocceveeiiiee e, 63

4, SONUC VE ONERILER ..........ccooooiiiiitoeeeeteeeeeee ettt 70

5. KAYNAKLAR ..ottt e sb e st e e be e e nteenseeebeenree s 71
OZGECMIS



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.

Sekil 1.4.
Sekil 1.5.

SEKILLER LISTESI

Sinir sistemindeki peptid norotransmitterleri olarak noropeptidler..................... 8

Endokrin sistemlerde peptid hormonlar1 olarak néropeptidler...........cc.ccevevvennen. 9
PNX prekiirsor proteini (Smim20) ile PNX-20ve PNX-14 izoformlarinin

AMINO ASIT AIZIIEIT ..o e 12
PNXin fizyolojik ve patolojik rolleri.......ccccccuieiiieeiiie e 13
NUCB?2 ve nesfatin-1’in protein yapisi. PK: Prohormon konvertaz,

A: Asit aminoasitler, B: Basit aminoasitler, N23: Ilk 23 aminoasit

(N-terminal segmenti), M30: Ikinci 30 aminosit (mid-segmenti),

C29: Son 29 aminoasit (C-terminal SEgMeNti) .........ccoceevvevieiveeiie e, 19

Sekil 1.6. Nesfatin-1’in merkezi ve periferik etkileri ..........ccccoviiiiiiiiieiiiiiic e 20
Sekil 3.1. Beyin dokusunda PNX-14 immunoreaktiviteSi ........ccccvveeveeiiveeresiineeieesneeineens 29
Sekil 3.2. Beyin dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi .........ccccovvervveeieesnenns 30
Sekil 3.3. Negatif KONtrol dOKUSU ........ccoeiiiiiiiiiie et 30
Sekil 3.4. Beyincik dokusunda PNX-14 imminoreaktivites ........cccovveiveeireeiiveeireeseeeineens 31
Sekil 3.5. Beyincik dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi ............cocveevvveennee. 32
Sekil 3.6. Negatif KONtrol dOKUSU ........ccviiiiiiiiiiie ettt 32
Sekil 3.7. Karaciger dokusunda PNX-14 immunoreaktiviteSi.........covveeeerirreeeeiiveeeessinnnnnn. 33
Sekil 3.8. Karaciger dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi............cccccvvrrnens 34
Sekil 3.9. Negatif KONtrol dOKUSU ........cceeiiiiiiiiie e 34
Sekil 3.10. Akciger dokusunda PNX-14 immunoreaktivitesi........cccvreeiveiireeiiresireeseeeineens 35
Sekil 3.11. Akciger dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi............cccveevvveennee. 36
Sekil 3.12. Negatif KONtrol dOKUSU. .........cocviiiiiiiiiciic ettt 36
Sekil 3.13. Bobrek dokusunun korteks bolgesinde PNX-14 immiinoreaktivitesi............... 37
Sekil 3.14. Bobrek dokusunun medulla bélgesinde PNX-14 immiinoreaktivitesi ............. 38
Sekil 3.15. Bobrek dokusunun korteks bolgesinde NUCB2/nesfatin-1

IMMUNOTEAKEIVIEEST 1vvevvveeiiiieeiiie ettt et sbe e nrne e e 38
Sekil 3.16. Bobrek dokusunun medulla bolgesinde NUCB2/nesfatin-1

IMMUNOTEAKEIVIEEST 1vvevvveeiiiieeiiiieesiiie st e et sbe e e snn e e 39
Sekil 3.17. Negatif kontrol doKusu (KOFEKS) .........coeieereeieiieir e 39
Sekil 3.18. Negatif kontrol dokusu (Medulla)...........ccceoviiiiiciicicicce e 40
Sekil 3.19 Bobrek iistii bezinde PNX-14 immiinoreaktivitesi ........cocvvveerieeeiveesivreesvnennnns 41
Sekil 3.20. Bobrek iistii bezinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi ............c.cceveennen. 42
Sekil 3.21. Negatif KONtrol AOKUSU ........cooveieiieiieie e 42
Sekil 3.22. Ovaryum dokusunda luteal (siyah ok) ve granuloza (sar1 ok) hiicrelerinde

PNX-14 immUNoreaktiVILeS1. ..ouvuureeeiiieeciiiieeessiee e e e siree e e sniree e e e e s sineee e 43
Sekil 3.23. Ovaryum dokusunda teka (siyah ok) ve granuloza (sar1 ok) hiicrelerinde

NUCB2/nesfatin-1 immuinoreaktiviteSi.........ccververiueeieeiiieeiiesieeseesveesreesneens 44
Sekil 3.24. Negatif KONtrol dOKUSU .........cceiviiiiiiec e 44
Sekil 3.25. Uterus dokusunda glanduler epitel (siyah ok) ve stromal (sar1 ok) hiicrelerde

PNX-14 immUNOTEaktiVITESI ..euvvreiirreiiiiiesiiieesieeesieeesieeesieesseeeessaeessneeeesnneeans 45
Sekil 3.26. Uterus dokusunda endometriyal epitelyal (siyah ok), stromal (sar1 ok) ve

glanduler epitel (kirmiz1 ok) hiicrelerinde NUCB2/nesfatin-1

IMMUNOTEAKEIVILEST «..vvvvreeeiiire e e sttt e e seiie e e e s e e e s e e e e st e e e e s e e e e e nnbee e e s snneeeeanns 46
Sekil 3.27. Negatif KONtrol dOKUSU ..........cocviiiiiiiii i 46
Sekil 3.28. Beyin dokusunda PNX-14 immunoreaktivitesi .......cveruerivereeresiierreriesieseeneens 47
Sekil 3.29. Beyin dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi ...........coceevveriveinnans 48
Sekil 3.30. Negatif KONtrol AOKUSU ........coovviieiieiieie e 48
Sekil 3.31. Beyincik dokusunda PNX-14 imminoreaktivitesi .........ccouveervererrenriesneseennens 49

\



Sekil 3.32.
Sekil 3.33.
Sekil 3.34.
Sekil 3.35.
Sekil 3.36.
Sekil 3.37.
Sekil 3.38.
Sekil 3.39.
Sekil 3.40.
Sekil 3.41.
Sekil 3.42.

Sekil 3.43.

Sekil 3.44.
Sekil 3.45.
Sekil 3.46.
Sekil 3.47.
Sekil 3.48.
Sekil 3.49.

Sekil 3.50.

Sekil 3.51.

Beyincik dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi ............cceeeruneenns
Negatif KONtrol dOKUSU .........ccveiiiiiiiiiiie e
Karaciger dokusunda PNX-14 imminoreaktiviteSi.........ccoervueervesirneseesrveennes
Karaciger dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi...............ccveeun...
Negatif KONtrol dOKUSU ..........c.coiviiiiiiiieiie e
Akciger dokusunda PNX-14 imminoreaktiviteSi.........oovevvriireeieesireeieesireenne.s
Akciger dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi............coveervvveennne.
Negatif KONtrol dOKUSU .........ccveiiiiiiiicciee et
Bobrek dokusunun korteks bolgesinde PNX-14 immiinoreaktivitesi...............
Bobrek dokusunun medulla bolgesinde PNX-14 immiinoreaktivitesi .............

Bobrek dokusunun korteks bolgesinde NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi
Bobrek dokusunun medulla bolgesinde NUCB2/nesfatin-1

IMMUNOTEAKEIVITEST 1. vvvveivviieiiie ettt
Negatif kontrol dokusu (KOIeKS) ........ccccovviiieiiiciicie e
Negatif kontrol dokusu (Medulla)..........cccccoovveviiiiiiiieeceece e
Bobrek iistii bezinde PNX-14 immiinoreaktivitesi .......coevvevveeneeniieeieesieenen.
Bobrek iistii bezinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi ..........ocvveervveenen.
Negatif KONtrol dOKUSU ..........c.eciviiiiiiiie e
Testis dokusunda sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) ve intersitisyel hiicrelerde

(siyah ok) PNX-14 imminoreaktivitesSi.......coueivvrereeiireeieeiiieeieesreeseesneessne s
Testis dokusunda sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) ve intersitisyel hiicrelerde

(siyah ok) NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi........coceovvevvesireeseesireesnnenns
Negatif KONtrol dOKUSU ..........coveiiiiiiiiccece e

VI



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1.1. Baz1 memeli noropeptidleri ve noropeptid aileleri.........ccovveiveiiieieeiieeiieeinenns 5
Tablo 1.2. Sinir ve endokrin sistemlerde noropeptid islevIeri........cocuvieiiiiiieeiieiiee i, 10
Tablo 2.1. %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunun hazirlanmasti ....................... 25
Tablo 3.1. Disi siganlarin dokularinda PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitelerinin NiStOSKOIU .........ccccoveiiiiiiiieiecc e 63
Tablo 3.2. Erkek sicanlarin dokularinda PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitelerinin histoSKOTU .........cocvviiiiiiiiiiiii e 63

Vil



RESIMLER LISTESI

Resim 2.1. Karaciger, akciger, bobrek, adren, ovaryum, uterus ve

testis dokularinin alinmast.....................

Resim 2.2. Beyin ve beyincik dokularinin alinmasi

VIl



SEMBOLLER LiSTESI

: Mikrometre

. Santigrat derece

: Yiizde

. Anlamlilik

: Tampon ¢ozelti (asidik)
: Gram

: Pikogram

: Mililitre

: Hidrojen peroksit
: Bliyiik

: Kiigiik

. Yaklasik olarak



ACTH
ADH
AEC
AGRP
AIDS
AKH
AMP
ARC
BPA
CART
CAT
CCK
CGRP
CREB
CRH
DH
DHA
DNA
ELISA
FSH
FUDAM
FUHADYEK
GAL
GHRH
GLP-1
GnRH
GOAT
GPCR
GPR173
HPA
HPG
IL-12
IL-1p
IL-6
i.c.v.
i.p.

i.v.

LH
LH
LHRH
LPS
MCH
MCR%
MDA
mRNA
MSS
mTOR
NKA

KISALTMALAR LiSTESI

: Adrenokortikotropik Hormon

. Antiditiretik Hormon

: 3-amino-9-ethylcarbazole

: Agouti Geniyle Iliskili Protein

: Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu
: Adipokinetik Hormon

: Adenozin Monofosfat

. Arkuat Cekirdek

: Bisfenol A

: Kokain ve Amfetamin Diizenlenmis Transkript
: Katalaz

: Kolesistokinin

: Kalsitonin Gen Iliskili Peptid

: cAMP Yanit Element Baglayici

: Kortikotropin Salict Hormon

: Dorsal Hipotalamus

: Dokosaheksaenoik Asit

: Deoksiriboniikleik Asit

: Enzim Baglantili Immiinosorbent Assay
: Folikiil Stimiile Edici Hormon

: Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi
: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

: Galanin

: Biiylime hormonu Salict Hormon

: Glukojen Benzeri Peptid-1

: Ganodotropin Releasing Hormon

: Ghrelin-O-Asil Transferaz

: G-Protein-Bagli Reseptor

: G-Protein-Bagli Reseptor 173

: Hipotalamus-Hipofiz-Adren

: Hipotalamus-Hipofiz-Gonad

- Interldkin-12

: Interlkin-1p

. Interlokin-6

: Intraserebroventrikiiler

: Intraperitoneal

: Intravenoz

. Lateral Hipotalamus

: Luteinize Edici Hormon

. Luteinizan Hormon Salici Hormon

: Lipopolisakkarit

: Melanin Konsantre Edici Hormon

: Melanokortin Reseptorii

: Malondialdehit

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Merkezi Sinir Sistemi

: Rapamisin Protein Kompleksinin Memeli Hedefi
: Neurokinin



NPP
NPY
NRF2/HO-1
NTS
NUCB2
PACAP
PBS
PHI
PNX
PNX-14
PNX-20
PVN
PYY
rerR
ROS
s.k.
Smim20
SOD
SOM
SON
SREB
TNF-a
TRH
TSH
VIP
VMH
Zl
IAPP

: Noropeptid Prekiirsor Proteini

: Noropeptid Y

 Eritroid 2 ile Iliskili Faktor 2/Heme Oksijenaz-1
: Niikleus Traktus Solitarius

: Niikleobindin2

: Hipofiz Adenilat Siklaz Aktive Edici Peptid
: Phosphate Buffered Saline

: Peptid Histidin izolosin

: Phoenixin

: Phoenixin 14

: Phoenixin 20

. Paraventrikiiler Cekirdek

: Peptid Tirozin-Tirozin

: Kaba Endoplazmik Retikulum

: Reaktif Oksijen Tiirleri

: Subkutan

. Kiiciik Integral Membran Proteini 20
: Stiperoksit Dismutaz

: Somatostatin

: Supraoptik Cekirdek

: Stiper Korunmus Reseptor

: Timor Nekroz Faktorii-o

: Tirotropin Salgilatict Hormon

: Tirotropin Uyarict Hormon

: Vazoaktif Bagirsak Polipeptidi

: Ventromedial Hipotalamus

: Zona Incerta

: Adacik Amiloid Polipeptidi

Xl



OZET

Noropeptidler, noroendokrin sistemlerde hiicresel ve fizyolojik fonksiyonlar
diizenleyen ¢esitli noronal sinyal molekiilleridir. Yakin zamanda kesfedilmis
noropeptidlerden, birkag¢ hipotalamik g¢ekirdekte ortak lokalize olduklar1 ve potansiyel olarak
etkilesime girdikleri bildirilen phoenixin (PNX) ve NUCB2/nesfatin-1’in 6nemli pleiotropik
rollerine isaret edilmektedir.

Bu c¢alismada, eriskin disi ve erkek sicanlarin biyolojik dokularindaki PNX ve
nesfatin-1’in immiinohistokimyasal dagiliminin incelenmesi amag¢lanmigtir. Bu amacla 3-4
aylik, 6 adet disi ve 6 adet erkek olmak iizere toplam 12 adet Spraque-Dawley cinsi si¢can
dekapite edilerek beyin, beyincik, karaciger, akciger, bobrek, bobrek iistii bezi, ovaryum,
uterus ve testis dokular1 hizli bir sekilde c¢ikarildi. Alinan dokular immiinohistokimyasal
incelemeler i¢in %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda immersiyon yontemi ile
tespit edildi. Avidin-biotin-peroksidaz kompleksi yontemine gére immiinohistokimya boyama
prosediirii uygulanarak dokulardaki PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktiviteleri
incelendi.

Disi siganlarin beyin dokusunda yogun PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi  belirlenirken  beyincik dokusunda orta PNX-14 ve yogun
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi tespit edildi. Karaciger dokusunda hafif PNX-14 ve
orta NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi belirlenirken akciger dokusunda orta PNX-14 ve
yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi goriildii. Bobrek dokusunda orta PNX-14 ve
yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi belirlenirken bobrek iistii bezinde yogun PNX-
14 ve orta NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi tespit edildi. Ovaryum ve uterus
dokularinda ise yogun PNX-14 ve orta-yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktiviteleri
gozlendi.

Erkek siganlarin beyin dokusunda yogun PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi gézlenirken beyincik dokusunda hafif PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi belirlendi. Karaciger dokusunda orta PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi tespit edilirken akciger dokusunda yogun PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi  goriildii. Bobrek dokusunda yogun PNX-14 ve orta-yogun
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi belirlenirken bobrek iistii bezinde yogun PNX-14 ve
orta NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi gozlendi. Testis dokusunda ise orta PNX-14 ve
yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi belirlendi.

Sonug olarak, bu iki noropeptidin, hem disi hem de erkek sicanlarin merkezi ve
periferal dokularindaki dagilimi sayesinde pek ¢ok noroendokrin ve fizyolojik aktivitenin
diizenlenmesinde oldukga onemli roller aldiklar1 diistiniilm{istir.

Anahtar Kelimeler: Phoenixin, nesfatin-1, sigan, immiinohistokimya
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ABSTRACT

Investigation of Immunohistochemical Distribution of Phoenixin and Nesfatin-1 in
Biological Tissues of Adult Female and Male Rats

Neuropeptides are various neuronal signaling molecules that regulate cellular and
physiological functions in neuroendocrine systems. Among the recently discovered
neuropeptides, important pleiotropic roles are pointed out for phoenixin (PNX) and
NUCB2/nesfatin-1, which have been reported to co-localize and potentially interact in several
hypothalamic nuclei.

In this study, it was aimed to investigate the immunohistochemical distribution of
PNX and nesfatin-1 in the biological tissues of adult female and male rats. For this purpose, 6
female and 6 male rats -a total of 12 Spraque-Dawley rats- that were 3-4 months old, were
decapitated and their brain, cerebellum, liver, lung, kidney, adrenal gland, ovary, uterus and
testis tissues were quickly removed. Tissues were fixed by immersion method in 10% neutral
buffered formalin solution for immunohistochemical examinations. PNX-14 and
NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivities in the tissues were examined by applying the
immunohistochemistry staining procedure according to the avidin-biotin-peroxidase complex
method.

Intense PNX-14 and moderate NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in
the brain tissue of female rats, while moderate PNX-14 and intense NUCB2/nesfatin-1
immunoreactivity were observed in the cerebellum tissue. Mild PNX-14 and moderate
NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in liver tissue, while moderate PNX-14
and intense NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in lung tissue. Moderate
PNX-14 and intense NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in the kidney tissue,
while intense PNX-14 and moderate NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in
the adrenal gland. Intense PNX-14 and moderate-intense NUCB2/nesfatin-1
immunoreactivities were observed in ovarian and uterine tissues.

Intense PNX-14 and moderate NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in
the brain tissue of male rats, while mild PNX-14 and moderate NUCB2/nesfatin-1
immunoreactivity were observed in the cerebellum tissue. Moderate PNX-14 and
NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in liver tissue, while intense PNX-14 and
NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in lung tissue. Intense PNX-14 and
moderate-intensity NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in the kidney tissue,
while intense PNX-14 and moderate NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were observed in
the adrenal gland. Moderate PNX-14 and intense NUCB2/nesfatin-1 immunoreactivity were
observed in testis tissue.

In conclusion, considering the distribution of these two neuropeptides in the central
and peripheral tissues of both female and male rats, it is thought that they play very important
roles in the regulation of many neuroendocrine and physiological activities.

Keywords: Phoenixin, nesfatin-1, rat, immunohistochemistry
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1. GIRIS

Tiim canlilar veya organizmalar kiiciik, kimyasallarin konsantre sulu ¢6zeltisiyle
dolu zarla ¢evrili birimler olan ve biiyiiyiip akabinde ikiye boliinerek kendilerinin
kopyalarin1 yaratma konusunda olaganiistii bir yetenege sahip hiicrelerden insa edilmistir.
Yasamin temel birimleri olan hiicrelerin yapilarinin, islevlerinin ve davranislarinin
incelenmesini konu alan hiicre biyolojisi, yasamin ne oldugu ve nasil ¢alistig1 sorusuna
yanit aramamiz gereken ilk yerdir (Alberts ve ark., 2009). Birgcok biyolojik siireci
anlayabilmek i¢in hiicrelerin kendilerini dokular halinde nasil organize ettiklerini de
bilmek gereklidir. Zira yetiskin yasaminda doku homeostazini siirdiirmek doku islevini ve
biitiinligiinii saglamak igin hiicrelerin uzay-zamansal koordinasyonunu gerektirmektedir
(Xavier da Silveira Dos Santos ve Liberali, 2019). Bu koordinasyonun yani sira hiicreler
arasindaki giiclii iletisim de, homeostaz ve sagligin korunmasinda olduk¢a Onemlidir
(Diaz-Garrido ve ark., 2021). Dolayisiyla canli hiicrelerin ¢evrelerini algilayabilmeleri ve
cevreleriyle etkilesim kurabilmeleri, kuskusuz yasam icin bir 6n kosuldur. Tek hiicreli
organizmalar, beslenmenin yerini belirleme, tireme ipuglarini okuma ve savunma
mekanizmalarimi1 kurma gibi islevler igin bu temaslara baglidir. Cok hiicreli tiirlerde ise,
alinan bilginin miktar1 ve tiirli zorunlu olarak daha karmasik oldugundan, sinyal verme
mekanizmalar1 daha ¢esitlidir. Bu nedenle, insanlar da dahil olmak iizere daha yiiksek
oOkaryotlar, organ ve tlim organizma diizeylerinde ek karmagiklik katmanlar1 ile hiicresel
diizeyde ¢ok karmasik hiicre dis1 sinyal sistemlerine sahiptirler (De Paoli-Roach, 2010).

Genellikle sinyal iletimi veya transmembran sinyal olarak da adlandirilan hiicre
sinyali, hiicrelerin ¢evreleriyle iletisim kurdugu ve orada algiladiklar1 dis ipuglarina gegici
olarak yanit verdigi bir siirectir. Her ne kadar amag, mekanizma ve tepki bakimindan genis
bir cesitlilik gosterse de, tiim hiicreler bunu bir dereceye kadar basarma kapasitesine
sahiptirler. Ayn1 zamanda, ozellikle Okaryotik alemde oldukga cesitli tiirler arasinda
dikkate deger derecede benzerlikler bulundugundan karsilastirmali fizyoloji bu alanin
gelismesinde faydali bir arag olmustur. Bu genel fenomenin, hiicreler tarafindan dis
uyaranlarin algilanmasini iceren merkezi onemi, son otuz yilda gercekten de hiicre ve
molekiiler biyoloji arastirmalarinin baskin bir pargasi haline gelmistir. Ciinkii kismen
hiicrelerin dis uyaranlara verdigi dinamik tepkilerin tanimi 6ziinde yasam siirecinin

kendisinin bir tanimidir (De Paoli-Roach, 2010).



Merkezi sinir sistemindeki (MSS) hiicreler arasi iletisimin kimyasal olarak aracilik
edildigi ¢ok sayida c¢alisma ile ortaya konulmustur. Bu sistemde, o6zellikle peptidlerin
sinyal molekiilleri olarak rolii yaklasik elli yili askin siireden beri arastirilmaktadir. Siireg
icerisinde ¢ok sayida peptidin ayni zamanda sinir sisteminde haberciler olarak gorev
aldigina dair gesitli kanitlar ortaya ¢ikmustir (Hokfelt ve ark., 2003). Ozellikle, biiyiik ve
evrimsel olarak eski bir proteinli hiicre-hiicre sinyal molekiilleri ailesinin tyeleri olan
noropeptidlerin, yaygin sekilde MSS islevi ve davramisinin son derece giiglii
diizenleyicileri olduklar1 kabul edilmektedir (Smith ve ark., 2020). Esas olarak, hiicresel
diizeyde iyon kanal1 ve sinaps islevinin modiilasyonu yoluyla hareket ettigi bilinen ¢esitli
noropeptid reseptorlerinin, yalnizca sinir sisteminde degil, diger birgok periferal dokuda da
genis bir sekilde dagildig1 one strilmiistiir (Hokfelt ve ark., 2003).

Tezin amaci; viicut homeostazini ve sagligi korumada oldukga 6nemli olan hiicreler
arast iletisimin kritik bir diizenleyicisi olarak bilinen ndropeptidlerden phoenixin ve
nesfatin-1’in erigkin disi ve erkek sicanlarin gesitli biyolojik dokularindaki dagilimlarinin

immiinohistokimyasal olarak ortaya konulmasidir.

1.1. Noropeptid Tanim

Hizli sinaps ve iyon kanali fonksiyonunun yayilabilir hiicre-hiicre sinyal
molekiilleri yoluyla kademeli ve nispeten yavas ayarlanmasi olarak tanimlanan
noromodiilasyon,adaptif sinir sistemi fonksiyonu i¢in temel bir gerekliliktir (Marder ve
ark., 2015; Nusbaum ve ark., 2017). Noromodiilatér molekiiller; nitrik oksit gibi iki atomlu
gazlar, endokannabinoidler gibi lipid metabolitleri ve amino asitler ve bunlarin glutamat,
GABA, asetilkolin, serotonin ve dopamin gibi metabolitleri dahil olmak {izere bir¢ok farkl
kimyasal form almaktadir. Bununla birlikte, bugiine kadar bilinen en biiyiik néromodiilatér
molekiil ailesi, noropeptidler ismiyle tanimlanan evrimsel olarak eski proteinli sinyal
molekiillerini icermektedir (Baraban ve Tallent, 2004; Wang ve ark., 2015; Gonzalez-
Suarez ve Nitabach, 2018). En yaygin olarak incelenen noropeptidler; enkefalinler,
endorfinler ve dinorfinler gibi endojen opioid peptidlerdir. Fakat insan genomunda
yaklagik yiize yakin farkli noropeptid prekiirsor proteini (NPP) geni yer almaktadir ve
bilinen hemen hemen tiim hayvan genomlarinda ¢ok sayida homolog bulunmaktadir
(Jékely, 2013; Elphick ve ark., 2018).



Noropeptidin en genis tanimi, bir nérondan digerine yayilarak haberci gorevi goren
herhangi bir ¢6ziiniir peptidi kapsamaktadir. Bununla birlikte daha dar fakat daha yaygin
bir noropeptid tanimi gerekmektedir. Bu tanim; NPP’nin kaynak noronun kaba
endoplazmik  retikulumunun (rER) limenine ¢evrilmesi, NPP’nin rER-golgi
kompleksinden gegisi sirasinda veya sonrasinda bir veya daha fazla néropeptid {irliniine
enzimatik boliinmesi ve yogun cekirdekli vezikiillere paketlenmesi, yogun cekirdekli
vezikiillerin kaynak noron iginde tasinmasi ve depolanmasi, aktiviteye ve kalsiyuma bagh
yogun c¢ekirdekli vezikiil ekzositozu ile talep iizerine noropeptid iirliniiniin salgilanmasi ve
sonra bir ligand-spesifik reseptore baglanarak hedef néron lizerinde hareket etmek igin

intersitisyel difiizyonun gerceklesmesi seklinde siralanmaktadir (Burbach, 2011).

1.1.1. Noropeptidlerin tarihgesi

Norotransmitterler, ndromodiilatorler veya nérohormonlar gibi davranan hiicreler
aras1 sinyal molekiilleri olarak peptidlerin salinmasi, néronlarin evrimsel olarak eski bir
ozelligidir. Bu noropeptidler, tipik olarak spesifik G-protein-bagli reseptorlere (GPCR’ler)
baglanarak ve onlar1 aktive ederek hedef hiicreler iizerinde etki gostermekte ve asagi akis
efektorlerinin aktivitesinde degisikliklere yol agmaktadirlar. Hiicresel seviyedeki bu etkiler
daha sonra sirasityla fizyolojik aktivite ve/veya davramista degisiklikler olarak organ
sistemleri ve/veya tiim hayvan seviyesinde tezahiir etmektedir. Bdylece, ndropeptid
fonksiyonu molekiiler seviyeden davranigsal seviyeye kadar atfedilebilmektedir (Taghert
ve Nitabach, 2012; van Den Pol, 2012; Schoofs ve ark., 2017).

Memelilerde kimyasal olarak tanimlanan ilk néropeptidler arasinda, sistemik olarak
hormonlar gibi hareket eden ve sosyal davranisi etkilemek i¢in beyin iginde hareket eden
vazopressin ve oksitosin hipotalamik noropeptidleri bulunmustur (Donaldson ve Young,
2008; Young ve ark., 2011). Noropeptid sinyalinin evrimsel antik cagmmn kaniti,
omurgasizlarda néropeptidlerin molekiiler olarak tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Brown,
1975; Stone ve ark., 1976; Price ve Greenberg, 1977). Ayrica, omurgali ndropeptidlerine
kars1 antikorlarin kullanildigi ¢alismalar, omurgasizlarda (Duve ve Thorpe, 1979; Fritsch
ve ark., 1979) ve tersi (Boer ve ark., 1980) immiinoreaktivitenin varligini ortaya
koymustur. Bununla birlikte, antikor 6zgiilliigii ile ilgili endiseler nedeniyle baslangicta
omurgalilarda ve omurgasizlarda ayni tip ndropeptidlerin bulunup bulunmadigina dair bir

belirsizlik one siiriilmiistiir (Greenberg ve Price, 1983). Fakat, 1980’lerin sonlarinda,



omurgasizlardan izole edilen omurgali tipi ndropeptidlerin dizilimi ile bazi néropeptidlerin
yaygin filogenetik dagiliminin ve evrimsel eskiliginin kesin kaniti elde edilmistir (De Loof
ve Schoofs, 1990). Ornegin, 1986°da bir bocekte kolesistokinin (CCK) tipi bir néropeptid
tammmlanmistir  (Nachman ve ark., 1986) ve 1987°de vazopressin/oksitosin tipi
noropeptidler bocek ve yumusakea tiirlerinde belirlenmistir (Cruz ve ark., 1987; Proux ve
ark., 1987).

Bununla birlikte, 21. yiizyilin basina kadar, nematod Caenorhabditis elegans,
bocek Drosophila melanogaster ve Homo sapiens’in genom dizilimi ile (C. Elegans
Siralama Konsorsiyumu, 1998; Adams ve ark., 2000; Lander ve ark., 2001) omurgasizlar
ve omurgalilardaki noéropeptid sistemleri arasindaki iliskileri kapsamli bir sekilde
arastirmak miimkiin hale gelmistir (Hewes ve Taghert, 2001; Vanden Broeck, 2001).
Ardindan, Drosophila ve C. Elegans’ta daha o6nce yetim (orphan) GPCR’ler olarak
adlandirilanlar i¢in néropeptid ligandlari tanimlanmis ve bu durum néropeptid iliskileri ve
evrimi hakkinda biiyiileyici yeni bilgiler saglamistir (Meeusen ve ark., 2003; Husson ve
ark., 2007; Clynen ve ark. 2010; Holden-Dye ve Walker, 2013). Ornegin, bdcek
noropeptidi adipokinetik hormonun (AKH) bir Drosophila gonadotropin releasing hormon
(GnRH) tipi reseptor i¢in ligand oldugu kesfedilmistir (Park ve ark., 2002; Staubli ve ark.,
2002). Daha sonra, C. Elegans’ta bir GnRH-tipi reseptor igin ligand olarak GnRH/AKH-
benzeri peptid tanimlanmistir (Lindemans ve ark., 2009). Boylece AKH ve GnRH
arasindaki iliski ortaya c¢ikarilmis ve GnRH/AKH tipi sinyallesmenin evrimsel antikligi
ortaya konmustur (Lindemans ve ark., 2011). Dolayisiyla C. Elegans, Drosophila ve insan
genomlar1 siralandigindan beri diger birgok omurgasiz ve omurgali tiiriiniin genomlari
noropeptid sinyalizasyon sistemlerinin evrimsel tarihinin arastirilmasina olanak verecek
sekilde sekanslanmaktadir.

1970’lerin ortalarindan beri siirekli kesfedilip arastirilmasina ragmen, o6zellikle
memelilerde tanimlanan bazi noropeptid ve noropeptid ailelerine molekiiler biyoloji
tekniklerine dayali giincel yaklasimlarin kullanilmasi sayesinde yenileri eklenmeye devam
etmektedir (Tablo 1.1). Baslangicin yetim bir reseptor oldugu ve endojen ligandin arandigi
tersine bir yaklasimla bazi yetim ligandlar peptidler olarak tanimlanabilmektedir (Hokfelt
ve ark., 2000).



Tablo 1.1. Baz1 memeli néropeptidleri ve ndropeptid aileleri (Hokfelt ve ark., 2000).

Hipotalamik hormonlar

Oksitosin (9 amino asit kalintisi, a.a.r.)

Vazopressin (9 a.a.r.)

Hipotalamik salici ve inhibe edici hormonlar
Kortikotropin salict hormon (CRH) (41 a.a.r))
Biiylime hormonu salict hormon (GHRH) (44 a.a.r.)
Luteinizan hormon salic1 hormon (LHRH) (10 a.a.r.)
Somatostatin (SOM), biiylime hormonu salimi inhibe edici hormon (14 a.a.r. art1
birkag form)

Tirotropin salgilatict hormon (TRH) (3 a.a.r.)
Tasikininler

Neurokinin a (NKA) (K maddesi) (10 a.a.r.)
Neurokinin b (10 a.a.r.)

Noropeptid K (36 a.a.r.)

Madde P (SP) (11 a.ar.)

Opioid peptidleri

b-endorfin (30 a.a.r.)

Dynorphin (17 a.a.r. ve diger formlar)

Met- ve leu-enkephalin (5 a.a.r.)

NPY ve ilgili peptidler

Noropeptid tirozin (NPY) (36 a.a.r.)

Pankreatik polipeptid (36 a.a.r)

Peptid tirozin-tirozin (PYY) (36 a.a.r.)

VIP-glukagon ailesi

Glukojen benzeri peptid-1 (GLP-1) (29 a.a.r.)

Peptid histidin izol6sin (PHI) (27 a.a.r.)

Hipofiz adenilat siklaz aktive edici peptid (PACAP) (27 veya 38 a.a.r.)
Vazoaktif bagirsak polipeptidi (VIP) (28 a.a.r.)

Diger néropeptidler

Beyin natriiiretik peptidi (32 a.a.r.)

Kalsitonin gen iliskili peptid (CGRP) (a-ve b-formu) (37 a.a.r.)
Kolesistokinin (CCK) (8 a.a.r. ve diger formlar)
Glukagon benzeri peptid 1 (30 a.a.r.)

Galanin (GAL) (29 veya 30 a.a.r.)

Adacik amiloid polipeptidi (IAPP) veya amilin (37 a.a.r)
Melanin konsantre edici hormon (MCH) (19 a.a.r.)
Melanokortinler (ACTH, a-MSH ve digerleri)
Noropeptit FF (F8Fa) (8a.a.r)

Norotensin (13 a.a.r.)

Paratiroid hormonu ile ilgili protein (34 veya 37 a.a.r.)
'Yeni' noropeptidler

Agouti geniyle iliskili protein (AGRP) (131 a.a.r.)
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Tablo 1.1. Bazi memeli néropeptidleri ve néropeptid aileleri’nin devami (Hokfelt ve ark.,
2000).

Kokain ve amfetamin diizenlenmis transkript (CART)/peptid Kortikostatin (14
a.a.r.,, 29 a.a.r.) (kortikostatin-14'te, 11 a.a.r. somastotatin ile paylagilir)
Endomorfin-1 ve -2 (her ikisi de 4 a.a.r.)

5-HT modiilii (4 a.a.r.)

Hipokretinler/oreksinler (29 veya 39 a.a.r.)

Nosiseptin/orfanin FQ (17 a.a.r.)

Nosistatin (17 a.a.r.)

Prolaktin salan peptid (20 veya 31 a.a.r.)

Secretoneurin (33 a.a.r.)

Urocortin (40 a.a.r.; CRH ile %45 sekans 6zdesligi)

1.1.2. Noropeptid reseptorleri

Cogu noropeptid reseptorii, GPCR genlerinin ¢ok biiyiik siiper ailesinin {iyeleri
tarafindan kodlanmaktadir (Deutch ve ark., 2014; Meriney ve Fanselow, 2019). GPCR’ler,
karakteristik yedi transmembran segment atomik yapilari ve heterotrimerik G-proteinlerini
iceren sinyal iletimi ile ayirt edilen segici, yiiksek affiniteli reseptorler olarak bilinmektedir
(Syrovatkina ve ark., 2016; Weis ve Kobilka, 2018). GPCR genlerinin ¢ogu, koku alma
reseptorlerini kodlamakta (Buck ve Axel, 1991; Zhang ve Firestein, 2002) ancak fare ve
insan genomlari, ¢esitli endojen ligandlar i¢in secici olan GPCR’leri kodlayan 350’den
fazla geni icermektedir. Bunlardan en az yiiz tanesi noéropeptid segici iken diizinelercesinin
dopamin, serotonin, norepinefrin ve endokannabinoidler dahil olmak iizere genis capta
caligilan diger noromodiilatorler igin segici oldugu bilinmektedir (Vassilatis ve ark., 2003).
Dolayisiyla noropeptidler ve diger kimyasal noromodiilatorlerin ¢ogu ic¢in segici olan
GPCR’leri kodlayan genlerin, hemen hemen tiim metazoanlarin genomlarinda
bulundugunu gosteren filogenomik kanitlar, bu reseptorlerin ¢ok erken evrimsel
kokenlerine isaret etmistir (Jékely, 2013; Katz ve Lillvis, 2014).

GPCR sinyali uzun zamandir karmasik ve ¢ok yonlii olarak kabul edilmis olsa da
bilinen ¢ogu ndronal noéropeptid-GPCR eylemleri iyon kanallarmin fosforilasyonunu,
sinaptik proteinleri veya ikinci haberciler siklik adenozin monofosfat (AMP) veya
kalsiyuma bagli protein kinazlarin aracilik ettigi transkripsiyon faktorlerini yansitmaktadir
(van Den Pol, 2012; Nadim ve Bucher, 2014). Sinir sisteminde sinapslar, hizli iletim i¢in

oncelikle kiigiik molekiillii vericilerin ve ligand kapili iyon kanallarinin geri
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dontistiirilmesine dayanmaktadir. Ancak, hizli geri doniisiim vericileri ve diger bir¢ok
salgilanan molekiil (glutamat, asetilkolin, monoaminler ve noéropeptidler) dahil olmak
tizere ¢ok cesitli ligandlar i¢in segici olan GPCR’ler, hizli sinaptik iletimin ve elektriksel
aktivitenin daha yavas modiilasyonunda kritik roller oynamaktadir (Grimmelikhuijzen ve
Hauser, 2012; Varoqueaux ve Fasshauer, 2017; Elphick ve ark., 2018). GPCR’lerin, peptid
ligandlar1 gibi yalnizca sinir sisteminde degil ayn1 zamanda diger bircok dokuda da genis
bir sekilde dagilimmin belirlenmesiyle ayrica periferal etkilerinin oldugu belirtilmistir
(Hokfelt ve ark., 2000; Hokfelt ve ark., 2003).

Modiilator noropeptidler, hizli sinaptik iletim i¢in gerekli olan hizli verici yeniden
alim ve/veya bozunma siireclerine tabi olmadigindan, salgilanan noropeptidlerin, salim
bolgelerinden yiizlerce mikrometre uzaktaki ¢cok yiiksek affiniteli ndropeptid-GPCR’lerine
difizyon icin beyin intersitisyel bosluklarinda yeterince uzun siire kaldiklart
disiiniilmektedir (Ludwig ve Leng, 2006; Nassel, 2009; Russo, 2017). Dolayisiyla,
noropeptid sinyalinin, dnemli diflizyon mesafeleri boyunca reseptor-pozitif hiicrelere
carpan bireysel noéronlardan salgilanmasiyla ve birgok lokal salgilayan ndrondan tek
reseptor-pozitif néronlara difiizyonla yakinsamasiyla parakrin ve nispeten yavas oldugu
varsayilabilmektedir (Smith ve ark., 2019). Molekiiler yontemlerde gozlemlenen son
gelismeler, sinaptik iletimi dogrudan etkileyebilen ve/veya parakrin bir sekilde hareket
edebilen ¢ok sayida modiilator noropeptidin varligina isaret etmektedir (Palasz ve ark.,

2015).

1.1.3. Noropeptidlerin fonksiyonlari

Noropeptidler, noéroendokrin sistemlerde hiicresel ve fizyolojik fonksiyonlari
diizenleyen ¢esitli noronal sinyal molekiilleri sinifi olarak bilinmektedir (Elphick ve ark.,
2018). Sinir sisteminde, noropeptidler daha kiigiik klasik ndrotransmitter grubuyla birlikte
en biiyiik norotransmitter sinifi olarak islev gormektedir (Sekil 1.1). MSS, bu peptidleri
davraniglarin kontrolii ve néroendokrin sistemlerin merkezi diizenlenmesi i¢in kullanirken,
periferik sempatik ve parasempatik sinir sistemi, hedef fizyolojik organ sistemlerinin
sinirsel diizenlenmesi i¢in kullanmaktadir. Noropeptidler, noronal hiicre govdesinden sinir
terminallerine taginan salgi vezikiillerinde sentezlenmektedir. Bu tiir salgi keseciklerinin
aksonal taginmasi sirasinda, pro-noropeptid prekiirsorleri veya prohormon, olgun

noropeptidlere dncii isleme icin proteazlarla birlikte yeni sentezlenmis salgi vezikiillerine



paketlenmektedir. Sekresyonun aktiviteye bagli diizenlenmesi de, ndrotransmisyon i¢in
sinir terminallerinde néropeptidleri serbest birakmaktadir (Hook ve ark., 2018).

Noropeptit Hiicre-Hiicre Sinyali
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Sekil 1.1 Sinir sistemindeki peptid norotransmitterleri olarak noropeptidler (Hook ve ark.,
2018).

Endokrin sistemde ise, noropeptidler hedef fizyolojik sistemler arasinda hiicreler
arasi sinyali koordine etmek i¢in peptid hormonlari olarak islev gérmektedir. Bu hormon
sistemleri, ozellikle homeostazdaki ve c¢evreye tepkilerdeki fizyolojik fonksiyonlari
koordine etmek icin geri besleme peptid hormon sistemlerini kullanan néropeptidleri
kullanmaktadir (Sekil 2.2). Beyin noropeptidleri ve endokrin peptid hormonlari, fizyolojik
diizenlemenin ince ayari i¢in geri bildirim sistemlerinde birlikte diizenlenmektedir. Cok
sayida peptid hormonu, uyarici ve geri besleme sistemindeki fizyolojik fonksiyonlar
diizenlemektedir. Ornegin hipotalamo-norohipofizyal sistem, hipofizden
adrenokortikotropik hormonunun (ACTH) salgilanmasini indiiklemek i¢in beynin
hipotalamus bdlgesinden kortikotropin salgilatict hormonu (CRF) salgilayarak hipofiz-
adrenal eksenini diizenlemektedir. Serbest birakilan ACTH, glukokortikoid {iiretiminin
uyarilmast i¢in adrenal korteksi hedeflemektedir. Plazma glukokortikoid seviyesinde
ortaya ¢ikan artislar ise, sabit glukokortikoid seviyelerini korumak i¢in CRF ve ACTH 1n
geri bildirim inhibisyonuna katilmaktadir (Hook ve ark., 2018).



Noropeptit Hiicre-Hiicre Sinyali
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Sekil 1.2. Endokrin sistemlerde peptid hormonlar1 olarak noropeptidler (Hook ve ark.,
2018).

Noropeptidlerin ~ biyoaktiviteleri, beyin ve fizyolojik organlarin  ¢esitli
fonksiyonlarmmi diizenlemektedir (Tablo 1.2). Bunlardan; aktif beyin noropeptidleri
analjeziyi diizenleyen ve kronik agri durumlarinda 6nemli olan enkefalin, dinorfin ve beta-
endorfinin opioid peptidlerini icermektedir (Inturrisi, 2002; Charbogne ve ark., 2014;
Podvin ve ark., 2016). Bunun yani1 sira galanin, normal ve nérodejenerasyon kosullarinda
bilisi diizenlerken (Steiner ve ark., 2001; Counts ve ark., 2011), CCK (Degen ve ark.,
2001) ve noropeptid Y (NPY) (Kageyama ve ark., 2012) beslenme davranigini ve obeziteyi
diizenlemektedir. Ayrica kalsitonin, kalsiyum homeostazini (Tordoff, 2001) ve migren
agrisiit  (Raddant ve Russo, 2011), substance P ise hafizanin yani sira agriyi
diizenlenmektedir (de Avila ve ark., 2014).

Noroendokrin hormon sistemlerinde noropeptidler; gelisme, biiylime, homeostaz,
cevresel kosullara tepkiler ve ilgili temel fizyolojik islevleri diizenleyen peptid hormonlari
olarak islev goérmektedir (Felig ve ark., 1981). Hipotalamusta iiretilen peptid biiyiime
hormonu salict hormon (GHRH), gelisimsel biiyiime ve metabolizmanin diizenlenmesinde
bliyiime hormonu iiretimini ve hipofiz bezinden salgilanmasini diizenlemek igin
salgilanmaktadir. Yine hipotalamusta {retilen tirotropin salgilatict hormon (TRH)
bliylimeyi, gelismeyi ve metabolizmay1 kontrol etmek i¢in tiroid bezinin tiroksin salinimini

uyarmak iizere hipofizden tirotropin uyarict hormonun (TSH) salinimini uyarmaktadir.
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Arka hipofizden salinan ve ayn1 zamanda antidiiiretik hormon (ADH) olarak da bilinen
vazopressin ise, su dengesini ve bobrek fonksiyonunu diizenlemektedir. Bu ornekler,
noropeptidlerin  sinir ve ndroendokrin sistemlerdeki ¢esitli etkilerinin  varligin
gostermektedir. Dolayisiyla insanlarda, omurgalilarda ve ayrica omurgasiz tiirlerde tim
organ sistemleri arasinda hiicre-hiicre iletisimi igin gerekli olan noéropeptidlerin, hedef
hiicre fonksiyonlarmi1 diizenlemek i¢in yapilarini ve bunlara karsilik gelen biyolojik

aktivitelerini tanimlamanin kritik 6neme sahip oldugu bilinmektedir (Hook ve ark., 2018).

Tablo 1.2. Sinir ve endokrin sistemlerde néropeptid islevleri (Hook ve ark., 2018).

Noropeptidler Fizyolojik DiizenlemedeKki Islevleri
Beyin Noropeptitleri

Enkefalin Analjezi, agn kesici

B-Endorfin Analjezi, agn kesici

Dinorfin Kronik agr1

P maddesi Agr1 noro-transmisyonu

Galanin Biligsellik

Kolesistokinin (CCK) Istah, 6grenme, hafiza
Noropeptid Y (NPY) Beslenme davranisi

Kalsitonin Kalsiyum regiilasyonu, migren
Endokrin Noropeptidler

Biiylime hormonu salict hormon (GHRH) Biiylime ve gelisme

Tirotropin salgilatici hormon (TRH) Biiylime ve gelisme

ACTH (adrenokortikotropin hormonu) Steroid salinimu ve iiretimi

CREF (kortikotropin salgilatict hormon) Steroid iretimi ve stres

Insiilin Glikoz metabolizmasi

Glukagon Glikoz liretimi ve metabolizmasi
Vazopressin Su dengesi

1.2. Hipotalamik Noropeptidler

Noropeptidlerin ikna edici bir cogunlugu, hipotalamus ve limbik sistem dahil olmak
tizere ¢ok sayida noronal yolda, genis bir fizyolojik aktivite spektrumunun yani sira
benzersiz 6zellikler gostermektedir (Palasz ve ark., 2018). Bu noéronal yollardan biri olan
hipotalamus, ozellikle homeostaz icin gerekli olan bir dizi otonomik fonksiyonu

diizenleyen 6n beyin bdlgesi olarak bilinmektedir. Dolayisiyla hipotalamik noéropeptidler
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ile bunlarm iglevleri ve dagilimlari ile ilgili yapilan arastirmalar, ¢agdas sinirbilimde biiyiik
onem tasimaktadir (Palasz ve ark., 2015).

Molekiiler nérobiyoloji ve biyoinformatik yontemlerin dinamik gelisimi nedeniyle,
son yillarda birka¢ yeni beyin néropeptidi tanimlanmis ve karakterize edilmistir (Palasz ve
ark., 2018). Ozellikle farkli tanimlama stratejileri, biyolojik aktivitelerden tanimlama,
reseptor veya genomik yaklasimlar dahil olmak tizere kullanilan bu teknikler, yeni
peptidlerin kesfedilmesine biiyiikk olanak tanimaktadir (Billert ve ark., 2020). Yakin
zamanda kesfedilmis noropeptidlerden, birka¢ hipotalamik ¢ekirdekte ortak lokalize
olduklar1 ve potansiyel olarak etkilesime girdikleri bildirilen phoenixin ve nesfatin-1’in

onemli pleiotropik rollerine isaret edilmektedir (Friedrich ve ark., 2019).

1.2.1. Phoenixin

Ik olarak 2013 yilinda Yosten ve arkadaslari tarafindan sican beyninde tanimlanan
phoenixin (PNX), endojen bir néropeptid olarak belirlenmistir (Yosten ve ark., 2013).
Sirasiyla, ilk olarak sican hipotalamusu ve siir kalbinden tanimlanarak izole edilen bu
noropeptidin, insan, sigan, fare, domuz ve kopek dahil olmak {izere goklu tiirler arasinda
yiilksek oranda korundugu bildirilmistir (Yosten ve ark., 2013). PNX’in ilk
karakterizasyonu, normal iireme islevi i¢in olduk¢a Onemli oldugunu gostermis ve
sonrasinda PNX’in iiremeye katilimi daha anlasilir hale gelerek reseptorii tanimlanmigtir
(Mcilwraith ve Belsham, 2018). Daha sonra yapilan arastirmalar, PNX’in reprodiiktif bir
peptidden daha fazlasi oldugunu ve ¢esitli biyolojik etkiler gosterebilecegini kanitlamistir.
Ayrica PNX’in MSS disinda periferik dokularda da eksprese edilen ve salgilanan bir
noropeptid oldugu da belirtilmistir (Billert ve ark., 2020).

1.2.1.1. Phoenixin geni

PNX prekiirsorii, C4orf52 geni tarafindan kodlanarak sitoplazmik ribozomlarda
sentezlendikten sonra membran proteinlerinin pargalandigi diizenlenmis bir siire¢ olan ekto
alan sagilmasi ile boliinmektedir (Hayashida ve ark., 2010; Mcilwraith ve Belsham, 2018).
Daha biiyiik prekiirsor protein olan kiiciik integral membran proteini 20’nin (Smim20) C-
terminalinden proteolitik boliinmeyle ayrilan PNX (Lyu ve ark., 2013; Yosten ve ark.,
2013), PNX-14 ve PNX-20 olarak adlandirilan amidlenmis 14 veya 20 amino asit zincirine
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bolinmektedir (Yosten ve ark., 2013). Bu iki alt tip benzer biyoaktif 6zelliklere sahiptir ve
bu aktiviteler igin gerekli olan ortak bir C-terminal 14 amino asitlik segmenti
paylasmaktadir. C-terminal olarak amidlenmis PNX-14’tn, amid asit dizisi
DVQPPGLKVWSDPF-amid olarak sekanslanmaktadir. Bununla birlikte, N-terminal
uzatilmis PNX-20 ise, AGIVQEDVQPPGLKVWSDPF-amid seklinde sekanslanmaktadir
(Sekil 1.3) (Lyu ve ark., 2013). Tiirler agisindan yakindan korunan PNX’in amino asit
dizisi insan, si¢an, fare, sigir ve domuzda aynidir. PNX-20’de ise insanlar ve kemirgenler

arasinda yalnizca bir amino asit farkli bulunmaktadir (Yosten ve ark., 2013).

10 20 30 40 50 60
1 | |
MSRNLRTALIFGGFISLIGAAFYPIYFRPLMRLEEYKKEQAINRIAGIVQ E:DUQPPGLKV‘.-"-!SDPF:GF{K Smim20

{AGIVQEDVQPPGLKVYWSDPF -NH, Phoenixin-20

DVQPPGLKVWSDPF -NH, Phoenixin-14

Sekil 1.3. PNX prekiirsor proteini (Smim20) ile PNX-20 ve PNX-14 izoformlarinin amino
asit dizileri (Billert ve ark., 2020).

1.2.1.2. Phoenixin reseptorii

GPCR ailesinin bir {iyesi olan GPR173, beyinde eksprese edilen siiper korunmus
reseptor (SREB) olarak bilinen, yiiksek oranda korunmus reseptor ailesinin bir pargasidir
(Matsumoto ve ark., 2000). En ¢ok beyinde ve gonadlarda eksprese edilen SREB3 olarak
da bilinen GPR173 (Matsumoto ve ark., 2000) i¢in PNX potansiyel bir ligand olarak gérev
yapmaktadir (Stein ve ark., 2016; Mcilwraith ve ark., 2019). Son arastirmalar, PNX’in
GPR173 reseptor aktivasyonu araciligiyla bir¢ok biyolojik islevi yerine getirebilecegini
bildirmistir (Billert ve ark., 2020). PNX-20’nin granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasini
hizlandirdigi, estradiol {iretimini indiikledigi ve reseptori GPR173 araciligiyla folikiiler
biiyiimeyi destekledigi gosterilmistir (Nguyen ve ark., 2019). Ayrica bu peptidin
GPR173’i aktive ederek lipopolisakkarit (LPS) kaynakli sitotoksisiteyi azalttigi
belirlenmistir (Sun ve ark., 2020). Ek olarak, giincel ¢alismalar PNX’in gesitli fizyolojik ve
patolojik fonksiyonlarda rol oynadigini gostermistir (Sekil 1.4) (Liang ve ark., 2022).
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Sekil 1.4. PNX’in fizyolojik ve patolojik rolleri (Liang ve ark., 2022).
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1.2.1.3. Phoenixin’in islevleri

1.2.1.3.1. Phoenixin ve iireme

Hipotalamus, hipofiz ve gonadlar, cinsel olgunlugu tesvik eden ve iireme islevini
siirdiiren, hayati dneme sahip diizenleyici hormonlar olan nérohormonlari iiretmektedir. ilk
olarak PNX’in GnRH reseptoriiniin ekspresyonunu modiile ederek hipofiz gonadotropin
sekresyonunu diizenledigi bulunmustur (Yosten ve ark., 2013). Ayrica bu peptidin
hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) ekseni aktivitesinde ve stres kaynakli dogurganlik
bozukluklarinda 6nemli bir rol oynadig: 6ne siiriilmiistiir (Yosten ve ark., 2013; Golyszny
ve ark., 2022). PNX geni ve Smim20 proteininin, yetiskin zebrafish baliginda tiremenin
kontroliinde 6nemli olan hipotalamus bdlgeleri dahil olmak iizere beyinde ifade edildigi
belirtilmistir (Ceriani ve ark., 2021). PNX’in yumurtalik periyodikligini diizenlemede de
onemli bir aract oldugu kanitlanmistir. Bu peptidin, GnRH tarafindan uyarilan luteinize
edici hormonun (LH) salgilanmasini arttirdigi ve gonadotropinler iizerinde direkt etki
gosterdigi bildirilmistir (Stein ve ark., 2016). C/EBP ve oct-1, GnRH promotoriiniin iki
temel transkripsiyon faktoriidiir ve PNX-20’nin, C/EBP geninin ekspresyonunu azaltarak
ve Oct-1’in ekspresyonunu arttirarak GnRH’1in ekspresyonunu diizenledigi belirtilmistir.
(Treen ve ark., 2016; Schalla ve Stengel, 2018). Ek olarak endometriyal hiperplazi veya
piyometra dahil olmak tizere kopek uterin bozukluklarinin gelisiminin, PNX ve reseptorii
GPR173 ekspresyonunda bir asagi regiilasyonu indiikledigi bulunmustur (Rybska ve ark.,
2022).

1.2.1.3.2. Phoenixin ve gida alimi

Beyinde PNX immiinoreaktivitesi, arkuat ¢ekirdek (ARC) ve Niikleus traktus
solitariusta (NTS) belirlenirken (Yosten ve ark., 2013; Prinz ve Stengel, 2017), reseptorii
GPR173 ARC ve paraventrikiiler ¢ekirdekte (PVN) eksprese edilmistir (Stein ve ark.,
2016; Treen ve ark., 2016). Bu beyin bolgeleri, gida aliminin diizenlenmesi ile yakindan
iliskili oldugundan (Prinz ve ark., 2017; Schalla ve Stengel, 2018), PNX gida aliminda
potansiyel bir rol oynamaktadir. Hipotalamustaki PNX ekspresyonu, hormonlar ve yag
asitleri gibi ¢evresel sinyaller tarafindan modiile edilmistir (Mcilwraith ve ark., 2018).

Diyetin PNX sekresyonunu uyarabilecegi, GnRH noronlari iizerinde etki gosterebilecegi ve
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ardindan GnRH’1n aktivasyonunu indiikleyebilecegi tahmin edilmistir (Valsamakis ve ark.,
2021). Aydinlatma altinda intraserebroventrikiiler (i.c.v.) PNX-14 enjeksiyonunun,
siganlarda gida aliminda doza bagl bir artisa neden oldugu bildirilmistir. Spesifik olarak,
gida alimmin derinlemesine degerlendirilmesi, i.c.v. PNX-14 enjeksiyonunun, 6giiniin
biiyiikliigi, siiresi ve gida alim hizinda artisa neden olurken, 6gilinler arasindaki aralik ve
tokluk oraninda azalmayi sagladigi ifade edilmistir. Ancak, PNX-14’iin i.c.v. olarak
karanlikta veya intraperitoneal (i.p.) olarak 1sik altinda enjeksiyonunun gida alimim
etkilemedigi belirtilmistir (Schalla ve ark., 2017).

1.2.1.3.3. Phoenixin ve hafiza-Alzheimer hastahgi

I.c.v. PNX-14 enjeksiyonunun, hayvanlarda yeni nesne tanima ve hedef konum
tanima gorevleri i¢in hafiza olusumunu destekledigi ve hafizada tutma siiresini uzattig
bildirilmistir (Jiang ve ark., 2015b). Yapilan bir klinik ¢alisma, siibjektif hafiza bozuklugu,
hafif biligsel bozukluk ve hafif Alzheimer hastaligi olan bireylerde PNX diizeylerini
karsilastirmis ve hafif biligsel bozukluk grubundaki ortalama plazma PNX seviyesinin
mantiksal bellek ile negatif korelasyon gosterdigini vurgulamistir (Yirtiyen ve ark., 2017).
Siibjektif hafiza bozuklugu grubundaki ortalama plazma PNX seviyesinin, aninda
hatirlama ile pozitif olarak iliskili olmasi, plazma PNX seviyesinin bilissel hafiza
bozuklugu tizerinde 6ngoriicii bir etkiye sahip olabilecegini disiindiirmiistiir (Yiriyen ve

ark., 2017).

1.2.1.3.4. Phoenixin ve anksiyete

PNX, hipofiz gonadotropinlerinin salgilanmasini GnRH reseptér geninin
ekspresyonunu arttirmak suretiyle diizenlemektedir (Millar ve Newton, 2013; Yosten ve
ark., 2013). GnRH, anksiyeteye beyin tepkisini diizenlemede énemli bir rol oynadigindan
(Umathe ve ark., 2008; Telegdy ve ark, 2009) PNX’in anksiyete diizenleme
mekanizmasina dahil olabilecegi varsayillmistir (Palasz ve ark., 2018). Yapilan bir ¢caligsma,
PNX-14’lin, acik alan testinde ve yiikseltilmis art1 labirent testinde fareler lizerinde doza
bagl bir anti-anksiyete etkisi gosterdigi ve bu etkisinin PNX-14’lin amigdalada degil 6n

hipotalamusa enjeksiyonundan sonra ortaya g¢iktigina dikkati ¢ekmistir (Jiang ve ark.,
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2015a). Yakin zamanda yapilan bir bagka ¢alisma da, kisitlama stresinin erkek siganlarda

dolasimdaki PNX seviyelerini diisiirdiiglinii géstermistir (Schalla ve ark., 2020).

1.2.1.3.5.Phoenixin ve inflamasyon

Noroinflamasyonun genellikle yaslanan beyinde ve Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastaligi, Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu (AIDS) demans kompleksi ve inme
gibi ¢esitli hastaliklarda gortldigi bildirilmistir (Vesce ve ark., 2007). LPS, astrositlerin
iltihaplanmasina neden olarak iltihapl cisimleri aktive etmekte ve GPR173’lin gen ve
protein ekspresyonunu inhibe etmektedir. PNX-14’iin ise, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
liretimini azaltabildigi ve LPS tarafindan indiiklenen siiperoksit dismutaz (SOD) seviyesini
diistirebildigi belirtilmistir (Wang ve ark., 2020). Bunun yani sira PNX-14’lin, timor
nekroz faktorii-o (TNF-a), interldkin-1f (IL-1P) ve interlokin-6 (IL-6) gibi proinflamatuar
sitokinlerin ekspresyonunu diizenleyebildigi ve ROS olusumunu azaltabildigi bildirilmistir.
Ayrica BV2 mikrogliasinda oksijen-glikoz yoksunlugu/reperfiizyon hasarinin neden
oldugu glutatyon seviyesini ise arttirdigi ortaya konulmustur (Ma ve ark., 2020). Baska bir
calismada, PNX-14"iin koruyucu nitrik oksit sentaz ve nitrik oksit ekspresyonunu arttirdigi
ve insan beyni endotelyal bEnd.3 hiicrelerinde endotelyal tek tabakanin gecirgenligini
azalttigr bulunmustur (Zhang ve Li, 2020). Cok yakin zamanda yapilan bir ¢alismada,
PNX-14’tin siganlarda indometazin ile indiiklenen duodenal ilseri koruyabildigi ifade
edilmistir. Inflamatuar sitokinlerin (IL-1B, TNF-a, IL-6 ve 1L-12) serum seviyelerinde,
malondialdehit (MDA) ve miyeloperoksidaz aktivitesinde bir azalisin, SOD ve katalaz
(KAT) aktivitesinde ise bir artisin sergilendigi belirlenmistir (Zandeh-Rahimi ve ark.,
2022).

1.2.1.3.6.Phoenixin ve enerji metabolizmasi-viicut sivi dengesi

PNX, insan viicut kitle indeksi ile pozitif korelasyona sahiptir ve bu da viicut
agirhginin  diizenlenmesinde potansiyel bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu
peptidin, beyaz adipositlerin iiretimini tesvik edebilecegi ve viicut agirligi kontroliinde yer
alabilecegi ifade edilmistir. Ayrica Smim20 ve GPR173 genleri, 3T3-L1 ve sigan primer
preadipositlerinde tespit edilmis ve PNX-14’{lin, 3T3-L1 ve sican primer preadipositlerinin

cAMP/Epac’a bagimli yoldan olgun adipositlere doniisiimiinii uyardigi belirtilmistir
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(Billert ve ark., 2018). PNX-14"{in, deneysel alkolsiiz yagli karaciger hastalig1 farelerinde
AMP ile aktive olan protein kinaz/Sirtuinl ve Eritroid 2 ile iligkili faktdr 2/heme
oksijenaz-1 (NRF2/HO-1) yollarinin aktivasyonu yoluyla yiiksek yagh diyetle indiiklenen
karaciger hasarin1 hafiflettigi bildirilmistir (Yang ve ark., 2020). Ek olarak streptozotosin
ile indiiklenen diyabetli farelerde PNX-14’{in, sirtuin-3 yolu araciligiyla kardiyak hasarlara
kars1 koruma sagladigi da agiklanmistir (Yao ve ark., 2021). PNX’in intraventrikiiler
uygulamasinin, si¢anlarda rastgele kosullar altinda su igmeyi uyardg1 ve geceleri susuzluk
altinda igme suyu miktarmi arttirdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, losartan ile 6n
tedavinin, PNX etkisini bloke ettigi ortaya konmustur (Haddock ve ark., 2020). Hem PNX
hem de reseptoric GPR173’tin, hipotalamusun supraoptik g¢ekirdek (SON) ve PVN’nda
eksprese edilmesinden dolay1 PNX’in, arginin vazopressin veya oksitosinin salgilanmasini

etkileyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Gasparini ve ark., 2018).

1.2.1.3.7. Phoenixin ve endokrin diizenleme

PNX ekspresyonu, bisfenol A (BPA), yagh asit palmitat, dokosaheksaenoik asit
(DHA) ve oleat tarafindan diizenlenmektedir (Mcilwraith ve ark., 2018). BPA, endokrin
bozucu bir kimyasal olarak Ostrojenik aktiviteye sahiptir (Acconcia ve ark., 2015). Oleat ve
palmitoleat tekli doymamis yag asitleridir ve DHA ¢oklu doymamis yag asitidir.
Oliimsiizlestirilmis hipotalamik néronlarm palmitik asit veya BPA ile 2-24 saat tedavi
edilmesinden sonra GPR173 geninin ekspresyon seviyesinin azaldigi belirlenmistir.
Sonuglar, PNX’in ¢oklu yag asitlerinin yani sira Ostrojenik aktiviteye yanit verdigini
gostermistir (Mcilwraith ve ark., 2018). Ayrica, palmitik asit ile 6n muamelenin, PNX
kaynakli fosforile cAMP yanit element baglayici protein (CREB) seviyesini bloke ettigi
bildirilmistir (Mcilwraith ve ark., 2019). Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, PNX-20’nin
metabolik hormonlari diizenlemek igin dogrudan bagirsak hiicreleri tizerinde hareket
edebilecegini gostermistir. Bu peptidin, fare mide endokrin hiicrelerinde (MGN3-1) ghrelin
ve ghrelin-O-asil transferazin (GOAT) mRNA seviyelerini onemli olgiide yukari regiile
ettigi ve fare enteroendokrin hiicrelerinde (STC-1) CCK mRNA seviyesini belirgin sekilde
baskiladigi ortaya ¢ikarilmistir (Mukherjee ve Unniappan, 2021).
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1.2.2. Nesfatin-1

Ik kez 2006 yilinda Oh-lI ve arkadaslar1 tarafindan hipotalamusta kesfedilen
nesfatin-1 insanlarda, farelerde ve si¢anlarda yiiksek oranda korunmus bir protein olan
niikleobindin2’nin (NUCB2) amino terminal pargasi olarak tanimlanmigtir (Oh-I ve ark.,
2006). Beslenme kontroliinde yer alan ve merkezi olarak hareket eden anoreksijenik bir
peptid olan nesfatin-1’in hipotalamusun istah kontroliinden sorumlu ¢ekirdeklerinden
salgilandig1 gosterilmistir. Arastirmacilar, ayrica leptin geninin mutant oldugu obez
farelerde bu peptidin yiyecek alimini baskiladigini bildirmistir (Oh-1 ve ark., 2006).
Nesfatinin istah  kontroliindeki etkinligini leptin yolagindan bagimsiz olarak
gerceklestirmesi nedeniyle leptin geninin mutant oldugu kisilerin obezite tedavisinde

nesfatin kullanilmasinin etkin olabilecegi diistiniilmiistiir (Cowley ve Grove, 2006).

1.2.2.1. Nesfatin-1 geni

Yaklagik 9,8 kDa agirligina sahip, yarilanma omrii 23,5 dakika olan nesfatin-1,
prekiirsor proteini NUCB2’den tiiremis, 82 aminoasit uzunlugunda bir néropeptiddir (Oh-I
ve ark., 2006; Aydin, 2013). NUCB2 plazma membrani ve ndroplazmada yer alan ve
Onlinde 24 amino asitlik sinyal peptidinin yer aldigi 396 amino asit uzunlugunda bir
polipeptiddir (Palasz ve ark., 2012). Posttranslasyonel modifikasyonlar i¢in bir¢ok bolgeye
sahip olan NUCB2’nin 6zel prohormon doniistiiriicii enzimlerce (Prohormon konvertaz;
PC3/1 ve PC2) gergeklesen modifikasyonlari sonucunda; nesfatin-1 (1-82 amino asitleri
arasindan kirilma {irlinii), nesfatin-2 (85-163 amino asitleri arasindan kirilma iriinii) ve
nesfatin-3 (166-396 amino asitleri arasindan kirtlma iirtinii) formunda ti¢ farkl tiriin ortaya
cikmaktadir (Aydin, 2013). Yapilan ¢aligmalarda nesfatin-1’in birgok fizyolojik etkisi
gosterilmis olmakla birlikte, kalsiyum baglayan proteinin DNA yapist ile ayni yapiya sahip
olan nesfatin-2 ve nesfatin-3’tin herhangi bir biyolojik aktiviteye sahip olduguna dair
heniiz bir kanit bulunmamaktadir (Garcia-Galiano ve ark., 2010a). N-terminal (N23), orta
kissm (M30) ve C-terminal (C29) olmak {izere ii¢ bolgeden olusan nesfatin-1’in
anoreksijenik etkileri basta olmak iizere tiim fizyolojik etkilerinin gosterilmesinde M30
bolgesinin anahtar rolii oynadigi ifade edilmistir (Sekil 5) (Yamada ve ark., 2010; Palasz
ve ark., 2012; Aydin, 2013).

18



PK PK
(Lys83-Arg84 ) (Argl64-Argl65)

Sinyal l 1NuklearLokalizach:nSinyaIi
Peptidi /\ ’ Hidrofobik Bolge
A Lewile || ]| —#—E—A— N
24 1 82 63 B B B A 396

_N_eifa_ti_n-l Nesfatin-2 Nesfatin-3
il
| 23 53 82
N23 [M30

Sekil 1.5. NUCB2 ve nesfatin-1’in protein yapisi. PK: Prohormon konvertaz, A: Asit
aminoasitler, B: Basit aminoasitler, N23: ilk 23 aminoasit (N-terminal
segmenti), M30: Ikinci 30 aminosit (mid-segmenti), C29: Son 29 aminoasit (C-
terminal segmenti) (Feijoo-Bandin ve ark., 2016).

1.2.2.2. Nesfatin-1 reseptorii

Nesfatin-1 reseptorii heniiz tanimlanmamis olsa da, 6zelliklerini inceleyen bazi
calismalar bulunmaktadir. Nesfatin-1’in bir GPR reseptorii ile etkileserek, N- (Iwasaki ve
ark., 2009), L- ve P/Q-tipi kalsiyum kanal blokerleri (Brailoiu ve ark., 2007) tarafindan
baskilanan bir kalsiyum akigina yol agmasiyla (Brailoiu ve ark., 2007) bu kanallar1 i¢eren
bir etki tarzi oldugunu &nermektedir. Onceki c¢aligmalar, sinyalleme kaskadmin bir
kismimin bir Gi/o (Brailoiu ve ark., 2007; Ishida ve ark., 2012) ve/veya GS-protein-bagl
reseptor aktivasyonunun yani sira protein kinaz A sinyali (Brailoiu ve ark., 2007) oldugunu
gostermektedir. Otoradyografi hipofiz, adrenal bezler, testis, pankreas ve yag dokusu gibi
cesitli endokrin organlarin yan1 sira iskelet kasi, karaciger, bobrekler, kalp ve
akcigerlerdeki olas1 reseptor ekspresyon bdlgelerini gostermistir. Merkezi varsayilan
reseptor ekspresyon bolgeleri arasinda korteks, PVN, area postrema, Vagus sinirinin dorsal
motor ¢ekirdegi ve beyincigin bulunmasi (Prinz ve ark., 2016), nesfatin-1’in genis bir

homeostatik fonksiyonunun oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Nesfatin-1’in merkezi ve periferik etkileri (Stengel, 2015).
1.2.2.3. Nesfatin-1’in islevleri
1.2.2.3.1. Nesfatin-1 ve beslenme-gida alim

Gida alimmim kontroliinde merkezi bir rol oynadig: bilinen nesfatin-1’in, beyin
ventrikiiliine yapilan enjeksiyonundan sonra doygunluk hissinin artmasina ve besin
aliminin azalmasina, kronik uygulanmasindan sonra ise viicut agirliginin diisiisiine sebep
oldugu bildirilmistir (Oh-I ve ark., 2006; Goebel ve ark., 2011). Sigan (Konczol ve ark.,
2012), fare (Goebel ve ark., 2011), domuz (Lents ve ark., 2013) ve balik (Gonzalez ve ark.,
2010) gibi c¢esitli tiirler tzerinde yapilan arastirmalar, bu peptidin ventrikiiler
enjeksiyonundan sonraki anoreksijenik etkisini desteklemistir. Bununla birlikte yiiksek
dozda nesfatin-1’in i.p. yolla uygulamasinin farelerde besin alimi {izerine azaltic1 (Shimizu
ve ark., 2009), subkutan (s.k.) yolla kronik enjeksiyonunun ise inhibe edici bir etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir (Mortazavi ve ark., 2015). Nesfatin-1’in merkezi anoreksijenik
etkilerini, MSS’de gesitli reseptorler ve sinyal yolaklar1 tizerinden gosterdigi ifade
edilmistir (Sedbazar ve ark., 2014; Folgueira ve ark., 2017; Heidarzadeh ve ark., 2018).
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1.2.2.3.2. Nesfatin-1 ve gastrointestinal sistem

Serebral yan ventrikiil yoluyla Nesfatin-1’in, amigdalanin merkezi ¢ekirdegi (Wang
ve ark., 2014), bazomedial amigdala (Xu ve ark., 2015), ARC (Li ve ark., 2013a), PVN
(Guo ve ark., 2015), lateral hipotalamus (LH) (Xu ve ark., 2017) ve ventromedial
hipotalamusa (VMH) (Gao ve ark., 2017) yapilan mikro enjeksiyonlarindan sonra gastrik
bosaltimin azalmasi (Stengel ve ark., 2009b) ile antral ve duodenal motilitenin inhibisyonu
(Atsuchi ve ark., 2010) gida aliminda inhibit6r aktivitesinin bir gostergesi olarak kabul
gormektedir. Nesfatin-1’in intravendz (i.v.) olarak enjeksiyonunun, mide kasilmalarini
azalttig1 ve bu etkinin periferal reseptorler araciligi ile gergeklesebilecegi one siiriilmiistiir
(Stengel ve ark., 2013; Watanabe ve ark., 2015). Son zamanlarda yapilan bir arastirmada,
inat¢1 kusma ve bulantinin tedavi edilmesi amaciyla kullanilan kronik gastrik elektrik
stimiilasyonunun, dolasimdaki nesfatin-1 diizeyini azalttigi ve nesfatin-1’in bu hastaliga
patofizyolojik olarak katkida bulundugu ortaya konmustur (Meleine ve ark., 2017). Mide
motilitesini etkilemesinin yani sira, serebral yan ventrikiil yoluyla uygulanan nesfatin-1, 2-
deoksi-D-glikoz ile uyarilmis mide asiti salgisin1 azaltarak sekretuar fonksiyonlari da
degistirebilmektedir (Xia ve ark., 2012).

1.2.2.3.3. Nesfatin-1 ve kan glikoz homeostazi

Nesfatin-1’in, farkli tiirlerde pankreasin endokrin bezlerinde insiilin ile ortak
lokalize oldugu bildirilmistir (Foo ve ark., 2010; Mohan ve Unniappan, 2012; Morton ve
ark., 2018). In vitro olarak glikoz ile uyarilmis insiilin salintmin1 nesfatin-1 arttirmakta
(Gonzalez ve ark., 201la) ve bu durum da bu peptidin pankreastaki varsayilan
reseptorlerinin destekledigi kan glikozunu diisiiricii bir etki olarak kabul edilmektedir
(Prinz ve ark., 2016). Oral yolla glikoz alimindan sonra kan glikoz seviyelerinin
ayarlanmasinda gorev almasinin yani sira (Gonzalez ve ark., 2011b), i.v. (Dong ve ark.,
2013) veya s.k. (Li ve ark., 2013b) nesfatin-1 enjeksiyonu, kan glikozunun diisiiriillmesinde
rol alan mekanizmalar1 dahil ederek de glikoz homeostazinin korunmasinda biiyiik roller
iistlenmektedir. Ayrica Tip 2 diyabet kosullarinda pankreatik nesfatin-1 ekspresyonunda
bir azalis gozlenmesine ragmen (Riva ve ark., 2011), genel dolasimdaki nesfatin-1

diizeylerinde bir artig goriildiigii ifade edilmistir (Dong ve ark., 2013).
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1.2.2.3.4. Nesfatin-1 ve su tiketimi

Nesfatin-1, yeme davramiglarinin diizenlenmesinin yani sira viicut sivilarinin
dengelenmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Yosten ve ark., 2012; Yoshimura ve
ark., 2014). Serebral yan ventrikiil yoluyla uygulanan nesfatin-1’in, melanokortin (MCR%4)
ve oksitosin reseptdrleri lizerinden su aliminda azalmaya yol actig1 gosterilmistir. Nesfatin-
I’in antidipsojenik etkinligi, anoreksijenik etkinliginden daha kisa siirede belirgin hale
geldiginden, besin alimindaki azalmanin su alimindaki diististen kaynaklandigi kabul
edilmektedir (Yosten ve Samson, 2009). Doza bagimli olarak uygulanan nesfatin-1’in gece
boyu su kisitlamas1 ve hipertonik sivi1 tiiketimi sonrasinda artig gosteren anjiyotensin II’nin
etkinligini de zayiflattigi bildirilmistir (Yosten ve ark., 2012). Viicut sivi dengesinin
merkezi olarak diizenlenmesinde rol alan bdlgelerden biri olan subfornikal organda,

NUCB2 mRNA ekspresyonunun var oldugu da bilinmektedir (Kuksis ve Ferguson, 2014).

1.2.2.3.5. Nesfatin-1 ve enerji metabolizmasi

Nesfatin-1’in merkezi uygulamasimnin viicut sicakligini arttirdigi (Konczol ve ark.,
2012), enerji tiiketimi, esmer yag doku biiyiimesi ve kuyruk isisinin ayarlanmasi gibi
metabolik olaylar1t MCR?% yolu tizerinden diizenledigi ifade edilmistir (Dore ve ark.,
2017a). Ozellikle soguk hava sartlarinda, PVN’teki nesfatin-1 immiinoreaktif néronlarin
aktive olduklar1 da belirtilmistir (Konczol ve ark., 2012). Nesfatin-1’in rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi (MTOR) sinyal yolagi aracihigiyla esmer yag doku
farklilasmasini uyarmasindan dolay1 enerji harcanmasinda uzun siireli degisikliklere sebep
olabilecegi kabul edilmektedir (Wang ve ark., 2016). Nesfatin-1’in s.k. olarak
uygulanmasiyla, besin alimi ve viicut agirligindan bagimsiz olarak, plazma kolesterol ve
trigliserid diizeylerinde bir azalmanin meydana geldigi bilinmektedir (Yin ve ark., 2015).
Diyabet sartlarinda, i.v. yolla uygulanan nesfatin-1’in, serbest yag asitlerini ve viicut

agirligini normal seviyelere getirdigi gézlenmistir (Dong ve ark., 2013).

1.2.2.3.6. Nesfatin-1 ve anksiyete-depresyon

Anksiyete davraniglarinda ve stres yanitlarinin diizenlenmesinde gorev alan bazi

beyin bolgelerinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi tespit edilmistir (Brailoiu ve
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ark., 2007; Goebel-Stengel ve ark., 2011). Serebral yan ventrikiilyoluyla uygulanan
nesfatin-1’in, hem plazma ACTH hem de kortikosteron seviyelerini arttirdigi (Konczol ve
ark., 2010; Yoshida ve ark., 2010) ve bu sayede hipotalamus-hipofiz-adren (HPA) ekseni
aktivitesinin  diizenlenmesinde gorev alabilecegi gosterilmistir. Ayrica, bilateral
adrenalektomi sonrasinda PVN’ta NUCB2 mRNA ekspresyonunun arttig1 ve bu yiikselisin
HPA ekseni aktivitesi ile modiile edildigi de bildirilmistir (Konczol ve ark., 2010). Yapilan
davranis testleriyle nesfatin-1’in merkezi olarak uygulamasinin kaygi benzeri davranislara
sebep oldugu (Merali ve ark., 2008), hem merkezi (Yosten ve Samson, 2009) hem de
periferik (Ge ve ark., 2015) olarak kronik uygulamasinin ise anksiyete benzeri davraniglar
arttirdigi ortaya konmustur. Ayrica NUCB2/nesfatin-1’in otonomik, néroendokrin ve
davranigsal stres yanit mekanizmalarinda da gorev aldigi gosterilmistir (Dore ve ark.,
2017D).

1.2.2.3.7. Nesfatin-1 ve iireme

Bircok fonksiyonel gorevinin yaninda nesfatin-1’in iiremenin olgunlagmasi ve
islevleri tizerinde de 6nemli bir rolii oldugu bildirilmistir (Schalla ve Stengel, 2018).
Pubertal gecis esnasinda disilerde, hipotalamik NUCB2 mRNA diizeylerinde ve
NUCB2/nesfatin-1 protein igeriginde artiglarin meydana geldigi ve merkezi olarak
nesfatin-1 uygulamasmin dolagimdaki gonadotropinlerin yiikselmesine sebep oldugu da
belirtilmistir (Garcia-Galiano ve ark., 2010b). Ayrica, nesfatin-1’in testis dokusundan
koryonik gonadotropin ile uyarilmis testosteron saliniminda bir yiikselise sebep oldugu da
gosterilmistir (Garcia-Galiano ve ark., 2012). Merkezi yolla nesfatin-1 uygulamasinin,
hipotalamik GnRH, Kisspeptin, hipofizer folikiil stimiile edici hormon (FSHb), LHb ve
testikiiler steroidogenik akut diizenleyici protein ekpresyonlarinda bir diigiise Sebep oldugu
ortaya koyulmustur (Garcia-Galiano ve ark., 2010b; Gao ve ark., 2016). Bir in vitro
caligmada, testosteronun hipotalamik ve hipofizer NUCB2/nesfatin-1 protein
ekspresyonunu stimiile ettigi dikkati ¢ekmistir (Hatef ve Unniappan, 2017). Yakin
zamanda yapilan bir baska calismada ise, nesfatin-1 ve ko-eksprese edilen PNX
kombinasyonu ile tedavinin, kandaki tireme hormonu seviyelerini sinerjetik bir etki ile
etkileyerek erkek HPG ekseni iizerinde diizenleyici bir etki sagladigi rapor edilmistir
(Gtiveng ve ark., 2019).
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1.2.2.3.8. Nesfatin-1 ve solunum

Nesfatin-1’in solunum ile ilgili ¢esitli merkezlerdeki ekspresyonu ile (Goebel ve
ark., 2009; Goebel ve ark., 2011) solunumun kontroliinde de goérev alabilecegi
disiiniilmektedir. 12 saat a¢ birakilmis ve akabinde ad libitum olarak beslenmis siganlarda
yapilan bir ¢aligmada, i.c.v. nesfatin-1 enjeksiyonunun tidal voliim, solunum sayist ve
dakika solunum hacmini doza ve zamana bagh olarak arttirdigi ve hiperventilasyona yol
actigr belirtilmistir. Ayrica nesfatin-1’in periferal olarak uygulamasinin, si¢anlarda tidal
voliimde bir degisiklige sebep olmaksizin, solunum sayisi ve dakika solunum hacminde bir

yiikselise neden oldugu da ortaya konmustur (Ciftgi ve ark., 2019).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Deney Hayvanlarimn Kimligi ve Temini

Calismada deney hayvani olarak 3-4 aylik, 6 adet disi ve 6 adet erkek olmak {izere
toplam 12 adet Spraque-Dawley cinsi sigan kullanildi. Sicanlar, Firat Universitesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi (FUDAM) tarafindan temin edildi ve calisma boyunca
buradaki standart laboratuvar kosullarinda (%40-60 nem, 24+3°C ortam 1s1s1, 12 Saat
(07:00-19:00) aydinlik: 12 saat (19:00-07:00) karanlik barindirildi. Siganlara, standart rat
pellet yemi ve su ad libitum olarak saglandi.

Siganlar iizerinde uygulanan tiim prosediirler, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun (FUHADYEK) onayladig: 15.12.2019 tarih ve 145 sayil etik kurul

karar1 dogrultusunda gergeklestirildi.

2.2. Deney Hayvanlarindan Orneklerin Ahnmasi

Disi ve erkek olmak iizere 2 gruba ayrilan toplam 12 adet sigan, anestezi altinda
dekapite edilerek beyin, beyincik, karaciger, akciger, bobrek, bobrek iistii bezi, ovaryum,
uterus ve testis dokulari hizli bir sekilde c¢ikarildi (Resim 2.1-2.2). Alinan dokular
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda

(Tablo 2.1) immersiyon yontemi ile tespit edildi.

Tablo 2.1. %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunun hazirlanmasi (Suvarna ve ark.,

2018).
Kimyasal Miktar
Cesme suyu 900 mL
Formaldehid (%37) 100 mL
Sodyum fosfat, monobazik, monohidrat 49
Sodyum fosfat, dibazik, anhidr6z 659

pH: 7.2-7.4 arasinda olmalidir.
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Resim 2.1. Karaciger, akciger, bobrek, adren, ovaryum, uterus ve testis dokularmin
alinmasi

Resim 2.2. Beyin ve beyincik dokularinin alinmasi
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2.3. Histolojik Incelemeler i¢cin Doku Hazirlanmasi

Dokular %10’luk tamponlu nétral formalin soliisyonunda 24-30 saat siireyle tespit
edildi. Akarsu altinda yikamanin ardindan, dokular rutin histolojik takip prosediirleri igin
%70, %80, %96’lik ve %100’lik dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon
islemi tamamlandi. Sonraki agsamada saydamlastirma islemi igin ksilol serileri ile muamele
edildikten sonra dokular ksilol-parafin karisiminda 45°C’lik etiivde 1 gece bekletildi. Bu
siire sonunda dokular ii¢ farkli parafin serisinde birer saat bekletilerek parafin bloklari
hazirlandi. Elde edilen parafin bloklardan, immiinohistokimyasalboyamalar i¢in mikrotom
(Thermo Scientific, HM325) ile 5 mikrometre (um) kalinliginda kesitler polilizin kapl
lamlara alindi (Sahin ve Aydin, 2013).

2.4. immiinohistokimyasal Boyama Y 6ntemi

Avidin-biotin-peroksidaz kompleksi yontemine gore immiinohistokimya boyama
prosediirii uygulandi (Hsu ve ark., 1981). Alinan doku kesitleri, ksilol ile deparafinize
edildikten sonra azalan dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidratasyon islemi
uygulandi. Daha sonra, kesitler antijen maskelenmesinin ortadan kaldirilmasi igin sitrat
tampon sollisyonu (pH:6) icerisine daldirilarak, mikrodalga firinda, 15 dakika siire ile
kaynatildi. Kaynatma isleminden sonra, kesitler sogumasi i¢in oda 1sisinda yaklasik olarak
20 dakika bekletildi. Daha sonra kesitler Phosphate Buffered Saline (PBS) soliisyonu
(Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) ile 3’er kez tekrarlanmak suretiyle 5’er dakika yani
toplamda 15 dakika boyunca yikandi. Akabinde, kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in H,O, blok soliisyonu (Hydrogen Peroxide Block, TP-015-HA, Thermo
Fisher Scientific Co., USA) ile 15 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3x5 dakika yikanan
kesitlere spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in 10 dakika Ultra V Block (TP-015-
HA, Thermo Fisher Scientific Co., USA) soliisyonu uygulandi. Yapilan bu islemlerden
sonra kesitler, 1/300 oraninda sulandirilan PNX-14 (H-079-01, Phoenix Pharmaceuticals
Inc.,Burlingame, CA, USA) ve NUCB2/nesfatin-1 (H-003-22, Phoenix Pharmaceuticals
Inc., Burlingame, CA, USA) primer antikorlari ile 1 gece boyunca +4 C°’de nemli ortamda
inkiibe edildi. Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine PBS soliisyonu damlatildi.

Dokular primer antikor uygulamalarindan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanarak
sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (anti-mouse/rabbit 1gG), TP-015-HA,
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Thermo Fisher Scientific Co., USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildi. Akabinde, dokular tekrar PBS ile 3x5 dakika yikanip Streptavidin Peroxidase (TP-
015-HA, Thermo Fisher Scientific Co., USA) ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda
inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra dokular tekrar PBS ile yikandi. Dokulara 3-
amino-9-ethylcarbazole (AEC) chromogen vesubstrate (TP-015-HA, Thermo Fisher
Scientific Co., USA) igeren soliisyon damlatildi ve 151tk mikroskobunda goriintii sinyali
alinir alinmaz dokular ¢esme suyu ile yikamaya alindi. Dokularin zit boyamasi Mayer
hematoksilen ile yapildiktan sonra dokular tekrar ¢esme suyundan gegirilerek boyama
islemi tamamlandi. Kesitler uygun kapatma soliisyonu (Aqua Mount, Thermo Fisher
Scientific Co., USA) ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlar 1s1k mikroskobunda (Olympus BX-51, Olympus Optical Co.,
Ltd., Tokyo, JAPAN) incelendi ve kesitlerdeki boyama miktar1 bes farkli mikroskop
sahasinin taranmasiyla degerlendirildi. Boyamalar O=negatif, 0.5=eser, 1=hafif, 2=orta ve
3=yogun olmak tiizere 0-3 arasinda sayisal bir puanlama ile hesaplandi. Negatif alanlara 0,
<% 25 boyama alanlarma 0.1, % 26-50 boyama alanlarina 0.4, % 51-75 boyama alanlarina
0.6 ve % 76-100 boyama alanlarina 0.9 degerleri verildi. Nihai histoskor hesaplamasi:
histoskor=alanxyogunluk formiilii kullanilarak yapildi (Aydin ve ark., 2016).

2.5. istatistiksel Analiz
Istatistiksel veriler, IBM SPSS/PC (Versiyon 21.0, IBM Co., North Castle, New

York, ABD) yazilim programu ile analiz edildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak

sunuldu. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak belirlendi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

3.1.1. Disi sicanlarin dokularindaki immiinohistokimyasal bulgular

Isik mikroskobu altinda yapilan inceleme sonucunda, disi siganlarm beyin,
beyincik, karaciger, akciger, bobrek, bobrek iistii bezi, ovaryum ve uterus dokularinda
PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktiviteleri belirlendi.

Beyin dokusunun molekiiler tabakasindaki noéronlarda yogun siddette PNX-14
immiinoreaktivitesi gozlenirken (Sekil 3.1), NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin orta
siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.2). Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir

immiinoreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.3).

Sekil 3.1. Beyin dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiylitme: X20 pum)
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Sekil 3.2. Beyin dokusunda NUCBZ2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiylitme: X20 pm)

Sekil 3.3. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Beyincik dokusunun gangliyoner tabakasindaki purkinje hiicrelerinde orta siddette
PNX-14  immiinoreaktivitesi ~ gozlenirken  (Sekil  3.4), NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesinin yogun siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.5). Negatif kontrol
dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.4. Beyincik dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiyiitme: X20 pm)
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Sekil 3.5. Beyincik dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)

Sekil 3.6. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 pum)
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Karaciger dokusunda hepatositlerde hafif siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi
gozlenirken (Sekil 3.7), NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin orta siddette oldugu
belirlendi (Sekil 3.8). Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite
gozlenmedi (Sekil 3.9).

Sekil 3.7. Karaciger dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiyiitme: X20 pum)
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Sekil 3.8. Karaciger dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)

Sekil 3.9. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiytitme: X20 pm)
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Akciger dokusunda tip 2 pnomositlerde orta siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi
gozlenirken (Sekil 3.10), NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin yogun siddette oldugu
belirlendi (Sekil 3.11). Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite
gozlenmedi (Sekil 3.12).

Sekil 3.10. Akciger dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiyiitme: X20 um)

35



Sekil 3.11. Akciger dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)

Sekil 3.12. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Bobrek dokusunun korteks bolgesindeki proksimal tubullerde (Sekil 3.13) ve
medulla bdlgesindeki toplayici tubullerde orta siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi
gozlenirken (Sekil 3.14), NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin bobrek dokusunun her
iki bolgesinde de yogun siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.15-3.16). Negatif kontrol
dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gézlenmedi (Sekil 3.17-3.18).

Sekil 3.13. Bobrek dokusunun korteks bolgesinde PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar)
(Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pum)
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Sekil 3.14. Bobrek dokusunun medulla bolgesinde PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar)
(Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pum)

Sekil 3.15. Bobrek dokusunun korteks bolgesinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi
(oklar) (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pum)
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Sekil 3.16. Bobrek dokusunun medulla bélgesinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi

(oklar) (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pum)

Biiyilitme: X10 pm)

Sekil 3.17. Negatif kontrol dokusu (korteks) (Mayer hematoksilen,
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Sekil 3.18. Negatif kontrol dokusu (medulla) (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pm)
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Bobrek iistii bezi dokusunun glomeruler ve fasikiiler katmanlarindaki hiicrelerde
yogun siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken (Sekil 3.19), NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesinin fasikiiler katmandaki hiicrelerde orta siddette oldugu belirlendi
(Sekil 3.20). Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gézlenmedi
(Sekil 3.21).

Sekil 3.19. Bobrek {istii bezinde PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiyiitme: X20 um)
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Sekil 3.20. Bobrek iistii bezinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer

hematoksilen, Biiylitme: X20 pm)

Sekil 3.21. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Ovaryum dokusunda luteal ve granuloza hiicrelerinde yogun siddette PNX-14
immiinoreaktivitesi gozlenirken (Sekil 3.22), NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin
teka ve granuloza hiicrelerinde orta siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.23). Negatif kontrol
dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gézlenmedi (Sekil 3.24).

Sekil 3.22. Ovaryum dokusunda luteal (siyah ok) ve granuloza (sar1 ok) hiicrelerinde PNX-
14 immiinoreaktivitesi (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)
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Sekil 3.23. Ovaryum dokusunda teka (siyah ok) ve granuloza (sar1 ok) hiicrelerinde
NUCB?2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20

pm)

Sekil 3.24. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Uterus dokusunda glanduler epitel (siyah ok) ve stromal (sar1 ok) hiicrelerde yogun
siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken (Sekil 3.25), NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesinin endometriyal epitelyal (siyah ok) hiicrelerde yogun, glanduler epitel
(kirmiz1 ok) ve stromal (sar1 ok) hiicrelerde ise orta siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.26).
Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.27).

Sekil 3.25. Uterus dokusunda glanduler epitel (siyah ok) ve stromal (sar1 ok) hiicrelerde
PNX-14 immiinoreaktivitesi (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Sekil 3.26. Uterus dokusunda endometriyal epitelyal (siyah ok), stromal (sar1 ok) ve
glanduler  epitel  (kirmiz1  ok)  hiicrelerinde ~ NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 pum)
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Sekil 3.27. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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3.1.2. Erkek sicanlarin dokularindaki immiinohistokimyasal bulgular

Isik mikroskobu altinda yapilan inceleme sonucunda, erkek sicanlarin beyin,
beyincik, karaciger, akciger, bobrek, bobrek iistii bezi ve testiS dokularinda PNX-14 ve
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktiviteleri belirlendi.

Beyin dokusunun molekiiler katmanindaki noéronlarda yogun siddette PNX-14
immiinoreaktivitesi gozlenirken (Sekil 3.28), NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin
orta siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.29). Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir

immiinoreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.30).

Sekil 3.28. Beyin dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiylitme: Biiylitme: X20 pm)
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Sekil 3.29. Beyin dokusunda NUCBZ2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Bilyiitme: X20 um)

Sekil 3.30. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)
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Beyincik dokusunun gangliyoner katmanindaki purkinje hiicrelerinde hafif siddette
PNX-14  immiinoreaktivitesi ~ gozlenirken  (Sekil  3.31), NUCB2/nesfatin-
limmiinoreaktivitesinin orta siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.32). Negatif kontrol
dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gézlenmedi (Sekil 3.33).

Sekil 3.31. Beyincik dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiyiitme: X20 um)
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Sekil 3.32. Beyincik dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)

Sekil 3.33. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)
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Karaciger dokusunda hepatositlerde hem PNX-14 (Sekil 3.34) hem de
NUCB2/nesfatin-1 (Sekil 3.35) immiinoreaktivitesinin orta siddette oldugu belirlendi.

Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.36).

Sekil 3.34. Karaciger dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiylitme: X20 pm)
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Sekil 3.35. Karaciger dokusunda NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)

Sekil 3.36. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Akciger dokusunda tip 2 pnomositlerde hem PNX-14 (Sekil 3.37) hem de
NUCB2/nesfatin-1 (Sekil 3.38) immiinoreaktivitesinin yogun siddette oldugu belirlendi.

Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.39).

Sekil 3.37. Akciger dokusunda PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiyiitme: X20 um)
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Sekil 3.38. Akciger dokusunda NUCBZ2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)

Sekil 3.39. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 pm)
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Bobrek dokusunun korteks bolgesindeki proksimal tubullerde (Sekil 3.40) ve
medulla bolgesindeki toplayict tubullerde (Sekil 3.41) yogun siddette PNX-14
immiinoreaktivitesi gozlenirken, NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin korteks
bolgesindeki proksimal tubullerde yogun siddette (Sekil 3.42) ve medulla bolgesindeki
toplayici tubullerde orta siddette (Sekil 3.43) oldugu belirlendi. Negatif kontrol dokusunda
ise herhangi bir immiinoreaktivite gozlenmedi (Sekil 3.44.-3.45).

Sekil 3.40. Bobrek dokusunun korteks bolgesinde PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar)
(Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pm)
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14 immiinoreaktivitesi (oklar)

Sekil 3.41. Bobrek dokusunun medulla bolgesinde PNX

Biiyiitme: X10 um)

(Mayer hematoksilen

1 immiinoreaktivitesi

Sekil 3.42. Bobrek dokusunun korteks bolgesinde NUCB2/nesfatin

(oklar) (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 um)
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Sekil 3.43. Bobrek dokusunun medulla bélgesinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi

(oklar) (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pm)

, Biiytitme: X10 pm)

Sekil 3.44. Negatif kontrol dokusu (korteks) (Mayer hematoksilen
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Sekil 3.45. Negatif kontrol dokusu (medulla) (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X10 pm)
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Bobrek iistii bezi dokusunun fasikiiler katmanindaki hiicrelerde yogun siddette
PNX-14  immiinoreaktivitesi ~ gozlenirken  (Sekil  3.46),  NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesinin orta siddette oldugu belirlendi (Sekil 3.47). Negatif kontrol
dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite gézlenmedi (Sekil 3.48).

Sekil 3.46. Bobrek iistii bezinde PNX-14 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer hematoksilen,
Biiyiitme: X20 um)
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Sekil 3.47. Bobrek istii bezinde NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (oklar) (Mayer
hematoksilen, Biiylitme: X20 pm)

Sekil 3.48. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Testis dokusunda seminifer tubullerdeki Sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) ve
intersitisyel bolgedeki Leydig hiicrelerinde (siyah ok) orta siddette PNX-14
immiinoreaktivitesi gozlenirken (Sekil 3.49), NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin
Sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) ve Leydig hiicrelerinde (Siyah ok) yogun siddette oldugu
belirlendi (Sekil 3.50). Negatif kontrol dokusunda ise herhangi bir immiinoreaktivite
gozlenmedi (Sekil 3.51).

Sekil 3.49. Testis dokusunda sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) ve intersitisyel hiicrelerde (siyah
ok) PNX-14 immiinoreaktivitesi (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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Sekil 3.50. Testis dokusunda sertoli hiicrelerinde (sar1 ok) ve intersitisyel hiicrelerde (siyah
ok) NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi (Mayer hematoksilen, Biiyiitme:
X20 um)

Sekil 3.51. Negatif kontrol dokusu (Mayer hematoksilen, Biiyiitme: X20 um)
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3.2. Histoskor Sonuclari

3.2.1. Disi sicanlarin dokularina ait histoskor sonuclari

Dokulardaki PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitelerine ait histoskor

sonuglar1 Tablo 3.1.”de verildi.

Tablo 3.1. Disi

si¢anlarin

dokularinda

immiinoreaktivitelerinin histoskoru

PNX-14  ve

NUCB2/nesfatin-1

DOKU Negatif Kontrol PNX-14 (H-skor) NUCB2/nesfatin-1 (H-skor)
Beyin 0.0£0.0 2.34+0.75° 1.92+0.49°
Beyincik 0.0£0.0 1.90+0.53" 2.53+0.637
Karaciger 0.0£0.0 0.95+0.46" 1.89+0.57%
Akciger 0.0+0.0 1.93+0.58" 2.34+0.517
Bobrek 0.0£0.0 1.90+0.49° 2.35+0.60°
Bébrek iistii bezi 0.0£0.0 2.5240.59° 1.98+0.55°
Ovaryum 0.0£0.0 2.34+0.62° 1.93+0.61°
Uterus 0.0£0.0 2.53+0.63° 1.92+0.50°

P ortalama + standart sapma (p<0.05).

3.2.2. Erkek si¢anlarin dokularina ait histoskor sonuclari

Dokulardaki PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1 imminoreaktivitelerine ait histoskor

sonuclar1 Tablo 3.2.’de verildi.

Tablo 3.2. Erkek siganlarin  dokularinda PNX-14 ve  NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitelerinin histoskoru

DOKU Negatif Kontrol PNX-14 (H-skor) NUCB2/nesfatin-1 (H-skor)
Beyin 0.0+0.0 2.35+0.65% 1.90+0.55°
Beyincik 0.0+0.0 0.96+0.61° 1.92+0.49%
Karaciger 0.0£0.0 1.96+0.58? 1.95+0.46%
Akciger 0.0£0.0 2.53+0.48° 2.54+0.512
Bobrek 0.0£0.0 2.5240.37° 2.50+0.48%
Bobrek iistii bezi 0.0£0.0 2.53+0.50° 1.91+0.51°
Testis 0.0+0.0 1.92+0.75" 2.52+0.40°

P ortalama + standart sapma (p<0.05).
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Calismada, PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1 noropeptidlerinin eriskin disi siganlarin
beyin, beyincik, karaciger, akciger, bobrek, bobrek {iistii bezi, ovaryum ile uterus
dokularindaki, erkek sicanlarin ise beyin, beyincik, karaciger, akciger, bobrek, bobrek iistii
bezi ile testis dokularindaki dagilimlar1 immiinohistokimyasal olarak ortaya konuldu.

Son raporlar, ¢ok boyutlu bir peptid olan PNX’in (Mcilwraith ve ark., 2022), birgok
fizyolojik ve patolojik islevi diizenlemek lizere merkezi ve periferal dagilimini isaret
etmektedir (Liang ve ark., 2022). PNX’in merkezi ve periferik dokularda, ozellikle
noroendokrin fonksiyonlarla yakindan iligkili olan omurilikte ve HPG ekseninde yaygin
olarak dagilim gosterdigi ortaya konulmustur (Liang ve ark., 2022). Merkezi olarak, bu
ndropeptidin sican beyin dokusunda 6zellikle hipotalamusta en yliksek ekspresyona sahip
oldugu ve ARC, dorsal hipotalamus (DH), PVN, magnoselliiler ve parvoselliiler SON,
VMH, LH, perifornikal alan, supraoptik retrokiazmatik ¢ekirdek ve zona incerta (ZI) gibi
cesitli  hipotalamik bolgelerde degisen yogunlukta immiinoreaktivite gosterdigi
bildirilmistir. Hipotalamusa ek olarak, substantia nigra, Edinger-Westphal ¢ekirdegi, vagus
sinirinin dorsal motor ¢ekirdegi ve area postrema gibi diger alanlarin ise orta yogunlukta
PNX immiinoreaktivitesini sergiledigi ifade edilmistir (Yosten ve ark., 2013).
Immiinohistokimyasal sonuglar, sicanlarda PNX immiinoreaktivitesinin trigeminal
omurilik, yiizeysel dorsal boynuz ve NTS’un yan1 sira omurilikte dorsal kok, trigeminal
sinir ve nodiiler gangliyonun hiicre popiilasyonunda da bulundugunu géstermistir (Lyu ve
ark., 2013). Ayrica medyan eminens ile 6n ve arka hipofiz boliimlerinin de PNX
immiinoreaktivitesi gosterdigi ortaya konulmustur (Yosten ve ark., 2013).

Merkezi ve periferik dokularda yaygin bir dagilima sahip olan nesfatin-1’in glikoz
ve lipid metabolizmasi, gastrointestinal fonksiyonlar, termojenez, depresyon, anksiyete,
ayrica kardiyovaskiiler ve tireme fonksiyonlar1 dahil olmak tizere bir¢ok fizyolojik ve
patolojik siirecte yer aldigi bildirilmistir (Luo ve ark., 2021). Sicanlarda bu néropeptidin
ARC, PVN, SON, LH, NTS, dorsomediyal hipotalamik ¢ekirdek, tuberal hipotalamik alan,
periventrikiiler c¢ekirdek, Edinger-Westphal ¢ekirdegi ve Vagus sinirinin dorsal motor
cekirdegi gibi hipotalamus ile beyin sap1 niikleuslarinda bulundugu tespit edilmistir. Bu
bolgelere ek olarak hipofizde de belirlenen NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin
ayrica On beyin ile arka beyin ¢ekirdeklerinde, merkezi amigdaloid ¢ekirdekte, omuriligin
torasik, lumbar ve sakral preganliyonik sempatik ve parasempatik noronlarinda da
bulundugu gosterilmistir (Stengel ve Taché, 2010). Hem fare hipotalamusunda hem de

murin hipotalamik hiicrelerinde yogun bir sekilde eksprese edildigi bulunan bu peptidin
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(Schalla ve Stengel, 2021) sigan beyninde, PNX ile yiiksek derecede ortak lokalizasyon
gosterdigi agiklanmuistir (Liang ve ark., 2022). Nesfatin-1’in tiim ndronlarin %50’sinde
gozlenen ekspresyonunun, sicanlarda Ozellikle hipotalamik ¢ekirdekte ayni bolgede
meydana geldigi ve immiinoreaktif PNX noronlarmin ¢ogunun, nesfatin-1 ile birlikte
ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir (Palasz ve ark., 2015). Benzer sekilde, mevcut
calismada hem disi hem de erkek sicanlarin beyin dokusunun molekiiler katmanindaki
noronlarda yogun siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi ve orta siddette NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi belirlendi.

Yapilan ¢aligmalarda, rodentlerin merkezi sinir sisteminde spinoserebellar yolun
dorsal ve ventral bolgelerinde PNX benzeri immiinoreaktivite tespit edilmistir (Samson ve
ark., 2007; Hofmann ve ark., 2017). Prinz ve arkadaslar1 (2017), disi ve erkek siganlarda
yaptiklar1 bir ¢alismada spinoserebellar yolun dorsal ve ventral bdlgelerinde PNX-14’{in
yiikksek yogunlukta immiinoreaktivitesini belirlemis ve pleiotropik fonksiyonlarina dikkati
¢ekmistir. Bunun yani sira Goebel ve arkadaslart (2009, 2011) siganlarda ve farelerde
yaptiklari  immiinohistokimyasal ¢alismalarda beyincigin  purkinje hiicrelerinde
NUCB2/nesfatin-1’in varligin1 rapor etmistir. Ayrica merkezi olarak varsayilan reseptor
ekspresyon bolgeleri arasinda beyincigin - bulunmasiyla (Prinz ve ark., 2016),
NUCB2/nesfatin-1’in genis bir homeostatik islevi oldugu belirtilmistir (Friedrich ve
Stengel, 2021). Benzer olarak, ¢alismada disi sicanlarin beyincik dokusunun gangliyoner
tabakasindaki purkinje hiicrelerinde orta siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken,
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin yogun siddette oldugu belirlendi. Erkek
siganlarda ise ayni hiicrelerde hafif siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken,
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin orta siddette gortildiigi tespit edildi.

Beyinde magnoselliiler norosekretor g¢ekirdeklerde tespit edilen PNX’in, hipofiz
portal sistemi yoluyla dolasim sistemine salinabilecegi ifade edilmistir (Palasz ve ark.,
2015). Liang ve arkadaslart (2022), bu noropeptidin merkezi dokulardaki yaygin
dagiliminin yani sira periferik dokular tarafindan da salgilanabilecegini belirtmistir. Wang
ve arkadaslar1 (2018), hipotalamus ve hipofizin yani sira karacigerde de PNX varligina
dikkati cekerek gida aliminin ve biiyiimenin diizenlenmesinde bu peptidin rolii oldugunu
ifade etmistir. Ote yandan Rajeswari ve arkadaslar1 (2022), da zebrafish baliklarinin
gonadlarinda ve karaciger hiicrelerinde PNX benzeri ve reseptorii GPR173 benzeri
immiinoreaktiviteyi tespit etmistir. Reseptorii GPR173 araciligiyla cesitli biyolojik
etkilerinin aracilik edildigi bilinen PNX (Billert ve ark., 2020) ile diger peptid
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hormonlarma benzer sekilde, NUCB2/nesfatin-1’in de MSS’deki ekspresyonlarin yani
sira, periferal dokularda da eksprese edildigi ortaya konulmustur (Stengel ve ark., 2009a).
Gonzalez ve arkadaslar1 (2010), japon baliklarinin karaciger dokusunda bu peptidin en
yiiksek ekspresyonu gosterdigini bildirmistir. Kim ve arkadaslar1 (2014), disi ve erkek
farelerin karacigerinde NUCB2 mRNA ve nesfatin-1 protein ekspresyonlarinin
belirlendigini agiklamistir. Hatef ve arkadaslar1 (2015) da, zebrafish baliklarinin bagirsak,
karaciger ve beyin dokularinda NUCB2A ve NUCB2B mRNA’larim1 kodlayan nesfatin-
1’in ekspresyonunu belirleyerek endojen nesfatin-1 i¢in potansiyel anorektik ve metabolik
roller olabilecegine dikkati ¢ekmistir. Benzer sekilde, mevcut calismada disi si¢anlarin
karaciger dokusunda hepatositlerde hafif siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken,
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin orta siddette oldugu belirlendi. Erkek siganlarda
ise hem PNX-14 hem de NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin hepatositlerde orta
siddette oldugu gozlendi.

Yosten ve arkadaslari (2013), yetiskin siganlarin gesitli periferal dokularindaki
PNX peptidini belirlemek amaciyla yaptiklart calismada, akciger dokusunda PNX
immiinoreaktivitesinin varoldugunu ilk olarak ac¢iklamistir. Caligmacilarin, enzim
baglantili immiinosorbent assay (ELISA) teknigi araciligiyla, bu peptid ekspresyonunu 179
pg/g diizeyinde bildirdikleri ifade edilmistir (Schalla ve Stengel, 2018). Bununla birlikte,
akciger dokusunda varliginin gosterilmesiyle, nesfatin-1’in de periferde genis bir dagilima
ve fizyolojik etkinlige sahip oldugu ortaya koyulmustur (Chung ve ark., 2013; Prinz ve
Stengel, 2016). Kim ve arkadaslar1 (2014), NUCB2 mRNA ekspresyonunun disi ve erkek
farelerin akciger dokusundaki sinyallerle daha yaygm bir sekilde dagildigini 6ne
stirmiistiir. Cok yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, Hui ve arkadaslar1 (2022) insan
akciger dokusunun bronsiyol epiteli, alveolar septa, vaskiiler endotel ve gesitli bagisiklik
hiicrelerinde =~ NUCB2/nesfatin-1  benzeri  immiinoreaktivitenin  lokalizasyonunu
gOstermistir. Calismacilar, NUCB2/nesfatin-1’in niikleer lokalizasyonunun
transkripsiyonel diizenlemedeki potansiyel roliinii ima ettigini One siirmiistiir. Benzer
olarak, calismada disi siganlarin akciger dokusundaki tip 2 pnomositlerde orta siddette
PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken, NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin yogun
siddette oldugu belirlendi. Erkek sicanlarda ise akcigerdeki bu hiicrelerde hem PNX-14
hem de NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitelerinin yogun siddette oldugu gézlendi.

PNX immiinoreaktivitesinin, yetiskin sicanlarin bobrek dokusunda varoldugunu

gosteren ilk caligmada (Yosten ve ark., 2013), ELISA yonteminin Kullaniimasiyla bu
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noropeptid ekspresyonunun 120 pg/g diizeyinde bulundugu bildirilmistir (Schalla ve
Stengel, 2018). Ayrica daha sonra Wang ve arkadaslart (2018) da, PNX’in
karakterizasyonu ile doku dagilimlarini inceledikleri baska bir ¢alismada, bobrek
dokusundaki PNX varligim1 ortaya koymustur. Bununla beraber, bobrekte bir diger
noropeptid olarak nesfatin-1’in de varligi ortaya konulmustur (Prinz ve Stengel, 2016;
Friedrich ve Stengel, 2021). Chung ve arkadaslar1 (2013), yetiskin disi ve erkek farelerin
bobreklerinde fetiis ve yenidogana kiyasla son derece yiiksek nesfatin-1/NUCB2 mRNA
ekspresyonunlarinin gézlendigini ifade etmistir. Calismacilar, buradan hareketle nesfatin-
I/NUCB2’nin fare organlarinda gelisimi ve fizyolojik islevi diizenleyebilecegini
belirtmistir. Benzer sekilde, mevcut calismada disi siganlarin bdbrek dokusunun
korteksindeki proksimal tubullerde ve medullasindaki toplayici tubullerde orta siddette
PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken, NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin her iki
bolgedeki tubullerde yogun siddette oldugu belirlendi. Erkek si¢anlarda ise proksimal ve
toplayict  tubullerde yogun siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi go6zlenirken,
NUCBZ2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin proksimal tubullerde yogun, toplayici tubullerde
ise orta siddette oldugu tespit edildi.

PNX reseptoriic GPR173’iin PNX’in arastirilmadigi bobrek iistii bezinde tespit
edilmis olmasi (Fagerberg ve ark., 2014), bahsedilen néropeptidin bu dokuda spesifik
islevlere sahip olabilecegini diisiindiirmiistiir (Mcilwraith ve Belsham, 2018). Bununla
birlikte, HPA ekseninde yer alan 6n beyin bolgelerine baglantilarindan dolayi, stres
devrelerine siki bir sekilde bagli olan NTS noéronlarinda (Ter Horst ve ark., 1989) yiiksek
oranda eksprese edildigi bilinen PNX’in (Yosten ve ark., 2013), cesitli stres tiirlerine
verilen fizyolojik yanitta dnemli roller oynayabilecegi one siiriilmiistiir (Mcilwraith ve ark.,
2022). PNX’e benzer sekilde, nesfatin-1’in de cesitli stres reaksiyonlarinda yer aldigi
gosterilmistir. Prinz ve arkadaglar1 (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada, otoradyografi
yontemini kullanarak erkek siganlarin adrenal bezinde nesfatin-1 reseptoriiniin
lokalizasyonunu ortaya cikarmistir. Ayrica nesfatin-1’in merkezi varsayilan reseptor
ekspresyon bolgeleri arasinda yer alan PVN’in (Prinz ve ark., 2016), strese Kkarsi
noroendokrin ve kardiyovaskiiler reaksiyonlar ile ayni zamanda ACTH saliimim
diizenleyen hipotalamustaki CRF ndronlarinin ana bolgesi olan stres yanitinda ¢ok énemli
bir bolge oldugu belirtilmistir (Vermetten ve Bremner, 2002). Benzer olarak ¢alismada disi
sicanlarin bobrek {istli bezinin glomeruler ve fasikiiler katmanlarindaki hiicrelerde yogun

siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken, NUCB2/nesfatin-1
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immiinoreaktivitesinin fasikiiler katmandaki hiicrelerde orta siddette oldugu belirlendi.
Erkek siganlarda ise fasikiiler katmandaki hiicrelerde yogun siddette PNX-14
immiinoreaktivitesi gozlenirken, NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin orta giddette
oldugu belirlendi.

PNX’in, reseptorii GPR173 araciligiyla {ireme sistemi iizerinde bir takim
diizenleyici etkilere sahip oldugu agiklanmistir (Stein ve ark., 2016; Lyu ve ark., 2018).
Nguyen ve arkadaslar1 (2019), insan yumurtaliginda eksprese edilen PNX ve GPR173’iin
folikiiler biiyiimeyi desteklemede potansiyel bir role sahip oldugunu ortaya koymustur.
Calismacilar, granuloza hiicrelerinde PNX ve GPR173 ekspresyonunun ovariyan
folikiilogenezisin ilerlemesi ile arttigini ve Ozellikle antral folikiil, korpus luteum ve
oositlerde yogun immiinoreaktivitenin gozlendigini bildirmistir (Nguyen ve ark., 2019).
Bununla birlikte, NUCB2/nesfatin-1’in anorektik etki ile enerji depolarmin ve gonadal
fonksiyonlarin diizenlenmesinde onemli oldugu (Friedrich ve ark., 2019) ve bu nedenle
tiremenin merkezi kontroliinde 6nemli bir rol oynadig: bildirilmistir (Palasz ve ark., 2012;
Lyu ve ark., 2018). Kim ve arkadaslar1 (2014) farelerde yaptiklart bir ¢alismada folikiiler
tekal, intersitisyel ve bazi luteal hiicreler ve oositlerde NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesini gostermistir. Calismacilar ayrica farelerde yaptiklari bir baska
calismada, in situ hibridizasyon teknigiyle ovaryumun granuloza ve teka hiicrelerinde
NUCB2 mRNA ekspresyonunu saptamistir (Kim ve ark., 2019). Benzer sekilde mevcut
calismada, ovaryum dokusundaki luteal ve granuloza hiicrelerinde yogun siddette PNX-14
immiinoreaktivitesi g6zlenirken, NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin teka ve
granuloza hiicrelerinde orta siddette oldugu belirlendi.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada PNX’in ovaryumdaki dongiisellik ve
dolayisiyla endometriyal degisiklikler i¢in gerekli oldugu ve bu noropeptidin yoklugunda
GnRH sekresyonunun bozuldugu belirtilmistir. Calismada GPR173 ve PNX-14 prekiirsor
proteininin insan endometriyumunda eksprese edildigi de bildirilmistir (Kulinska ve ark.,
2021). Ote yandan Kim ve arkadaslari (2019) fare uterusunda NUCB2 mRNA ve
NUCB2/nesfatin-1 protein ekspresyonlarinin varligini tespit etmistir. Ayrica ¢alismacilar,
bu lokalizasyonu glanduler ve epitelyal hiicrelerde in situ hibridizasyon teknigiyle
belirlemistir (Kim ve ark., 2019). Nesfatin-1 protein ekspresyonunun, uterus dokusunda
bezlerde ve endometriyal epitelyal hiicrelerde immiinohistokimyasal olarak belirlendigi de
ifade edilmistir (Catak ve ark., 2014; Kim ve ark., 2014). Benzer olarak ¢alismada, uterus
dokusunda glanduler epitel ve stromal hiicrelerde yogun siddette PNX-14
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immiinoreaktivitesi gozlenirken, NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin endometriyal
epitelyal hiicrelerde yogun, glanduler epitel ve stromal hiicrelerde ise orta siddette oldugu
belirlendi.

PNX’in hipotalamus ve hipofiz {izerindeki etkileri ile LH ve GnRH salgilanmasi
tizerindeki diizenleyici etkilerinin, bu néropeptidin HPG ekseninde yer aldigin1 gosterdigi
ifade edilmistir (Billert ve ark., 2020). PNX’e benzer sekilde, reseptorii GPR173’iin de
agirlikli olarak beyinde ve gonadal bolgelerde eksprese edildigi bildirilmistir (Matsumoto
ve ark., 2000). Rajeswari ve Unniappan (2020), zebrafish baliklarinin gonadlarinda,
ozellikle spermatositlerin destekleyici hiicre katmanlarinda PNX benzeri ve SREB3
benzeri immiinoreaktiviteyi tespit etmistir. Ote yandan, Stengel ve arkadaslar1 (2009a)
sican testisinde seminifer tubullerin yanindaki intersitisyumda nesfatin-1-immiinoreaktif
hiicreleri tespit etmistir. Garcia-Galiano ve arkadaslar1 (2010a) da, nesfatin-1’in
immiinohistokimyasal olarak sican ve fare testislerinde Leydig hiicreleri de dahil olmak
tizere intersitisyel hiicrelerde lokalize oldugunu ortaya koymustur. Bununla beraber,
sicanlarda Leydig hiicreleri ortadan kaldirildiginda, NUCB2/nesfatin-1 proteinin Sertoli
hiicrelerinde ve Leydig hiicre progenitorlerinde bulundugu dikkati ¢ekmistir (Garcia-
Galiano ve ark., 2010b). Kim ve arkadaglar1 (2014), farelerde NUCB2/nesfatin-1
ekspresyonunun testis dokusunda dikkate deger bir sekilde yiiksek oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica calismacilar, testisin Leydig hiicrelerinde ve seminifer tubuller
arasindaki intersitisyel hiicrelerde nesfatin-1 protein ekspresyonunu saptamistir (Kim ve
ark., 2014). Ek olarak, NUCB2/nesfatin-1 protein ekspresyonu si¢anlarin intersitisyel
olgun Leydig hiicrelerinde de tespit edilmistir (Gao ve ark., 2016). Benzer sekilde mevcut
calismada, testis dokusunun seminifer tubullerindeki Sertoli hiicrelerinde ve intersitisyel
bolgedeki Leydig hiicrelerinde orta siddette PNX-14 immiinoreaktivitesi gozlenirken,
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesinin her iki hiicre tipinde yogun siddette oldugu
belirlendi.

69



4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1 noropeptidlerinin eriskin  disi
sicanlarin beyin, beyincik, karaciger, akciger, bobrek, bobrek iistii bezi, ovaryum
ile uterus dokularindaki, erkek siganlarin ise beyin, beyincik, karaciger, akciger,
bobrek, bobrek {istii bezi ile testis dokularindaki dagilimlart immiinohistokimyasal
olarak ortaya konuldu.

Disi siganlarin beyin dokusunda yogun PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi belirlenirken beyincik dokusunda orta PNX-14 ve yogun
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi tespit edildi. Karaciger dokusunda hafif
PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi belirlenirken akciger
dokusunda orta PNX-14 ve yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi goriildii.
Bobrek dokusunda orta PNX-14 ve yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi
belirlenirken bobrek {istii bezinde yogun PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi tespit edildi. Ovaryum ve uterus dokularinda ise yogun PNX-14
ve orta-yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktiviteleri gézlendi.

Erkek siganlarin beyin dokusunda yogun PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi gozlenirken beyincik dokusunda hafif PNX-14 ve orta
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi belirlendi. Karaciger dokusunda orta PNX-
14 ve NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi tespit edilirken akciger dokusunda
yogun PNX-14 ve NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi goriildii. Bobrek
dokusunda yogun PNX-14 ve orta-yogun NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi
belirlenirken bobrek {istii bezinde yogun PNX-14 ve orta NUCB2/nesfatin-1
immiinoreaktivitesi gozlendi. Testis dokusunda ise orta PNX-14 ve yogun
NUCB2/nesfatin-1 immiinoreaktivitesi belirlendi.

Pleiotropik ~ fonksiyonlara  sahip  ndropeptidlerden olan  PNX-14  ve
NUCB2/nesfatin-1’in, hem disi hem de erkek si¢anlarin merkezi ve periferal
dagilimi sayesinde pek ¢cok noroendokrin ve fizyolojik aktivitenin diizenlenmesinde
oldukga 6nemli roller aldiklar1 sGylenebilir.

Bu rollerin daha iyi anlasilabilmesi ve cesitli hastalik durumlarindaki giicli
terapotik potansiyellerinin degerlendirilebilmesi i¢in daha kapsamli gen knock-

in/out hayvan modellerine ve klinik ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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