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OZET

insan Omuriliginde Kokain ve Amfetamin ile Diizenlenen Transkriptin

(CART) Lokalizasyonunun Arastiriimasi

KANAT, Oykii Deniz

Yuksek Lisans Tezi, Fizyoloji Anabilim Dal
Tez ydneticisi: Dog. Dr. Ferihan CETIN
Agustos 2023, 89 sayfa

Omurilik, merkezi sinir sistemindeki duyusal, motor, visseral ve refleks
mekanizmalarda 6nemli rol oynar. Sican, kedi, fare ve insan omurili§gi Uzerinde
yapilan 6nceki arastirmalar bazi nérokimyasal belirteclerin varligini ortaya koymustur.
Kokain ve amfetaminle dliizenlenen transkriptin (CART) insan omuriligindeki dagilimi
Uzerine literatirde mevcut bilgiler sinirhdir. Ayrica, CART'In duyusal, motor ve limbik
sistem islevleriyle ilgili fonksiyonlari tam olarak anlasilamamistir. Bu tez calismasinda
insan omuriliginde CART'In lokalizasyonu arastiriimistir. Arastirma kapsaminda, %10
formalin ile fikse olan insan C1-Col omurilik segmentlerinde kriyostat ile alinan
transvers Kkesitlerde immunohistokimyasal boyama teknigiyle CART'In insan
omuriligindeki lokalizasyonu incelenmistir. CART-IR lifler beyaz cevherde servikal,
torakal, lumbal ve sakral segmentlerde anterior, lateral ve dorsal funikulusta izlendi.
Arka boynuzda lamina | ve II'de yodun CART-IR lifler ve az sayida CART-IR néronlar
izlendi. Lamina Il ve IV’te az sayida, lamina V, VI ve VIlI'de orta yogunlukta CART-IR
lif ve ndronlar gérildl. Torakal ve Ust lumbal omurilik segmentlerinde IML'de yogun
CART-IR ndronlara rastlandi. Lamina X'da ise az sayida CART-IR néron goruldu.
Lamina VlIl'de ve IX'da ¢ok sayida CART-IR néronlar izlendi. Bu tez galismasi ile

literatirde ilk kez insan omuriliginde CART peptidinin lokalizasyonu gosterilmigtir.

Anahtar Kelimeler: CART, noropeptit, insan omuriligi, immunohistokimya,

norokimyasal igerik
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ABSTRACT

Investigation of the Localization of Cocaine and Amphetamin-Regulated
Transcript (CART) in the Human Spinal Cord

The spinal cord plays a significant role in sensory, motor, visceral, and reflex
mechanisms of the central nervous system. Previous studies on the spinal cords of
rodents, cats, mice, and humans has revealed the presence of various neurochemical
markers. However, there is limited data regarding the distribution of cocaine- and
amphetamine-regulated transcript (CART) peptide in the human spinal cord.
Furthermore, the functions of CART related to sensory, motor, and limbic system
processes remain incompletely understood. Therefore, this study aimed to determine
the localization of CART in the human spinal cord. Human C1-Col spinal cord
segments, fixed with 10% formalin and were cut on a transverse plane using a
cryostat and stained for CART immunohistochemistry to detect the localization of
CART in the human spinal cord. CART-IR fibers were observed in the anterior, lateral
and dorsal funiculus of the white matter in all spinal cord segments. In the dorsal horn,
in lamina | and Il dense CART-IR fibers and a small number of neurons were
observed. In lamina Il and IV, a small number of CART-IR fibers and neurons, in
lamina V, VII and VIII a moderate number of CART-IR fibers and neurons was
observed. In thoracal and upper lumbar spinal cord segments, dense CART-IR was
observed in neurons of the intermediolateral nucleus. In lamina IX and X, numerous
CART-IR neurons and fibers were observed. With this study, the localization of CART

peptide was revealed for the first time in the human spinal cord.

Keywords: CART, neuropeptide, human spinal cord, immunohistochemistry,

chemoarchitecture
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BOLUM I: GIRIS

Omurilik, periferden ilgili merkezlere duyusal bilgilerin iletiimesi, ekstremite kaslarinin
kontrolu, refleks mekanizmalari ve i¢ organ fonksiyonlari gibi bircok onemli igleve
sahiptir (Watson & Kayalioglu, 2009).

Kokain ve amfetamin ile diizenlenen transkript (CART) fragmanina ait ilk tanimlama
koyun hipotalamusu ekstraktlarindan elde edilen sonuglar ile yapiimistir (Spies vd.,
1981). Bu calismadan bir sure sonra sigan striatumuna akut kokain ve amfetamin
uygulamasi ile mesaijci ribonukleik asit (MRNA) seviyeleri artis gostermistir (Douglass
vd., 1995). Uygulanan psikostimulanlarin artisina neden oldugu bu mRNA, CART
olarak adlandiriimistir. ilgili néropeptit basta beyin bélgeleri olmak (izere merkezi sinir
sisteminde (MSS) yaygin ekspresyon gostermektedir. Bu genis dagilim géz online
alindiginda CART peptitlerinin vicutta birgcok fonksiyonlari oldugu goértlmektedir.
Yapilan ¢alismalar CART’In beslenme, édil, psikolojik durumlar, 6grenme ve bellek
gibi cesitli biyolojik mekanizmalarda anahtar roller oynayan énemli bir ndéropeptit
oldugunu géstermistir. Ozellikle agrinin moduiilasyonu ve kardiyovaskiiler regiilasyonu
supraspinal yolaklar araciigi ile gergeklestirdigi distnilen CART’In insan
omuriliinde dagilimi bugine kadar ortaya konulmamigtir. Omurilikteki CART'In
dagilimini arastirmak igin deney hayvanlari tGzerinde yapilmis sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir (Couceyro vd., 1997; Dun vd., 2000c; Koylu vd., 1998). Pek c¢ok
biyolojik mekanizmaya dahil olan bu CART’in omurilik gibi hayati fonksiyonlari kontrol

eden bir yapida aragtirilmasi literatture buyuk katki saglayacaktir.



BOLUM II; GENEL BILGILER

2.1. OMURILIGIN ORGANIZASYONU

Omurilik vertebral kanal icine yerlesen, yukarida bulbus ile devam eden ve
segmentlerden olugsan insanda 43-45 cm uzunlukta silindirik bir yapidir. Omuriligi
distan ice dogru sirayla dura mater, araknoid mater ve pia mater olmak Uzere 3 zar
sarar. insanda omurilik segmentleri spinal sinirlerin gikig yerlerine gore 8 servikal, 12
torakal, 5 lumbal, 5 sakral ve 1 koksigeal olarak ayrilir. Omuriligin transvers kesitinde
dista beyaz cevher ve icte gri cevher bulunur. Gri cevherin én ve arka boynuzu ‘H’
harfi gérunumundedir. Omuriligin beyaz cevherini miyelinli aksonlar, glia hicreleri ve
kan damarlari olusturur. Miyelin kilif, aksonlari izole ederek elektriksel iletimi
hizlandirir. Beyaz cevherdeki aksonlar gruplar halinde 6zellesmis yolaklari meydana
getirir ve dokunma, agri, 1s1 ve propriosepsiyon gibi bilgileri Gst merkezlere tasirlar

(Erzurumlu, Sengdl ve Ulupinar, 2023).

2.1.1.Rexed Laminalari

Omurilik transvers kesitinde gri cevher temelde hicre yogunlukluklar ve sekilleri g6z
onune alinarak ilk kez Bror Rexed tarafindan kedide 1952 ve 1954 yillarinda 10 adet

lamina olarak tanimlanmigstir (Sekil 1) (Erzurumlu vd., 2023).



Sekil 1. Yetigkin kedide C5 segmentinin laminar organizasyonu (Rexed, 1954).

Lamina I'de Rexed laminalarin en dorsalinde yer alir ve ¢ok sayida fusiform néron
icerir. Cok sayida miyelinli liflere sahip olmasi lamina I'e agsi bir gérinim kazandirir.
Yapisinda triangular, fusiform ve multipolar hicreleri barindirir. AB, Ad ve C lifleri ile
uyaranlar lamina I'e tasinir. Lamina | néronlarindan g¢ikan aksonlar hipotalamus,
nukleus akkumbens (NAKk), periakuaduktal gri cevher ve talamusa projekte olur.
Burada bulunan hicreler nosiseptif ve termal duyularin iletiminde rol oynar.
Noérokimyasal o6zellikleri agisindan lamina | néronlarinda gama-aminobutirik asit
(GABA), kalbindin, kalsitonin geni ile iligkili peptit (CGRP), kalretinin, kolesistokinin
(CCK), dinorfin, enkefalin, galanin, glutamat, glisin, néropeptit Y (NPY), nérotensin,
nitrik oksit, serotonin, somatostatin, substans P ve vazoaktif intestinal polipeptit
bulunur (Erzurumlu vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).

Lamina Il, omurilikte "substantia gelatinosa" olarak da adlandirilir. Néronlar ve sinir
liflerinin diger bdlgelere goére daha az yodun olmasi lamina II'ye seffaf bir gorinim
kazandirir. Hucre yogunlugu ve boyutu bakimindan ayrilan iki farkh boélimden
meydana gelir: Lamina Il i¢ kisim ve lamina Il dis kisim. Buradaki hucrelerin 1/3’G

GABAerjiktir. Ayrica glisin, NPY ve parvalbumin GABAerjik néronlarda ko-lokalizedir.



Glutamat yalnizca kiguk adacik hucrelerinde ve sapli hucrelerde, somatostatin ise
GABA icermeyen her iki hicre tipinde de bulunur. Yine bu lamina da Ad ve C
liflerinden girdi alir. Lamina II'de néronlar fonksiyonlarina gére Golgi tip 1 ve Golgi tip
2 olarak siniflandirilir. Buradan ¢ikan néronlar omuriligin derin laminalarina, talamusa,
beyin sapina ve retikuler formasyona projekte olur. Hucrelerin fonksiyonlari lamina
I’dekiler ile benzerdir (Erzurumlu vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).

Lamina lll, ¢gok sayida Golgi tip 2 ndron igerir. Buradaki néronlarin neredeyse yarisi
GABAerjiktir. GABAerjik noéronlarda kalbindin, glisin, NPY ve parvalbumin ko-
lokalizedir. Glisin bulundurmayan GABAerjik néronlar asetilkolini de igermektedir.
Norotensin ise GABA icermeyen néronlarda bulunur. Bu lamina AR ve Ad’'dan kutan6z
afferentleri alir. Noronlarin uzantilari talamus, hipotalamus ve parabrakial nukleusa
projekte olur. Hafif dokunma ve basing duyularinin iletiimesine katkida bulunur
(Erzurumlu vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).

Lamina IV, T1-L3 segmetlerinde dorsal funikulus ile kesintiye ugrar. C1-C6
seviyesinde ise internal baziler nukleus yer almaktadir. GABA, kalbindin, kalretinin,
dopamin, glisin, enkafalin, nitrik oksit, somatostatin, substans P ve CCK burada
bulunan nérokimyasal maddelerdir ve nosisepsiyon, propriosepsiyon ve mekanik
uyaranlarin iletiminde rol oynarlar. Lamina IV néronlari serebellum, hipotalamus, orta
beyin, talamus, NAk ve septal nukleuslara projekte olur (Erzurumlu vd., 2023; Watson
& Kayalioglu, 2009).

Lamina V, lamina Il ve IV ile birlikte nukleus proprius'u meydana getirir. Arka
boynuzun en genis laminasidir. Burada GABA, kalretinin, CCK, dopamin, dinorfin,
enkefalin, glisin, nitrik oksit, parvalbumin, somatostatin ve substans P bulunur.
Noronlari serebellum, grasil nukleus, kuneat nukleus, retikuler formasyon,
parabrakiyal nukleus, santral gri cevher ve soliter traktin nukleusuna (NTS) projekte
olur. Propriosepitif girdilerin iletiminde rol oynar (Erzurumlu vd., 2023; Watson &
Kayalioglu, 2009).

Lamina VI, arka boynuzun en ventral yerlesimli kismidir. T1 altinda kalan torakal
segmentlerde ve Uust servikal seviyelerde gorulmez. Buradan cgikan aksonlar
serebellum, retikiler formasyon ve 6n boynuz motor néronlarina projekte olur.
Kalbindin, kalretinin, enkafalin, GABA, glisin, nitrik oksit ve parvalbumini igerir.
Proprioseptif girdilerin iletiminde ve refleks mekanizmalarda rol oynar (Erzurumlu vd.,
2023; Watson & Kayalioglu, 2009).



Lamina VII, gri cevherin ortasinda bulunur. Lamina VII'nin ortasinda internoronlar ve
motor ndronlar sinaps olusturur. C1-C4 segmentlerinde santral servikal nukleus yer
alir. C1-L3 segmentlerinde intermediomedial nukleus, T1-L2 segmentlerinde
intermediolateral nukleus (IML) ve nukleus interkalatus bulunmaktadir. L1-L2
segmentlerinde dorsal lumbal kommissural nukleus, S1-S5 segmentlerinde dorsal
sakral kommissural nukleus, S2-S5 arasi sakral parasempatik nukleus bulunur.
Beyindeki motor alanlardan gelen uyarilarla birlikte, néronlar 6n boynuz motor
ndronlari, amigdala, hipotalamus, serebellum, parabrakiyal nukleus, periakuaduktal
gri cevher ve retikller formasyona projekte olur. Ayrica lamina VIlI'de 6zellikle arka
boynuza dogru kalbindin, kalretinin, enkefalin, GABA, glisin, nitrik oksit ve
parvalbumini igerir. Bu lamina baslica postuir dizenlenmesine ve hareketin kontroliine
katki saglar (Erzurumlu vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).

Lamina VIII, propriospinal internéronlari icerir. Bu hicreler ayni veya kargi tarafta
motor néronlara projekte olur. Ayrica serebellum, periakuaduktal gri cevher, retikller
formasyon, talamus, superior kollikulusa projeksiyon yapar. Buradaki hicrelerin
blylk cogunlugu GABAerjiktir ve bazi néronlar nitrik oksit, kalbindin ve parvalbumin
eksprese eder. Lamina VIiI'deki yapilar ekstremitelerin motor hareketlerini

dizenlemede rol oynar (Erzurumlu vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).

Lamina IX, genis multipolar néronlara sahiptir. Bunlar aksiyal ve ekstremite kaslarinin
ekstrafuzal liflerindeki alfa motor néronlar ve kas igciklerindeki intrafuzal lifleri innerve
eden y motor néronlar seklinde kimelenmigstir. Birbirinden farkh ¢ farkli kolonla
(medial motor kolon, hipaksiyal motor kolon, lateral motor kolon) ayriimistir. Burada
bulunan motor néronlar kolinerjiktir. CGRP, dopamin ve kalmodulin gibi maddeler de
motor ndronlarda tanimlanmistir. Bu lamina motor hareketlerin diizenlenmesine katki
saglar (Erzurumlu vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).

Lamina X, santral kanalin etrafinda bulunur. Intermediomedial nukleus kismen lamina
X’un igine gémuludur. GABA'nin yani sira benzodiazepin, opiat, bombesin, kalbindin,
kalretinin, kolin asetil transferaz (ChAT), CCK, dopamin, enkefalin, glisin, NPY,
norotensin, nitrik oksit, parvalbumin, somatostatin, substans P, serotonin, met- ve leu-
enkefalin, tirotropin salgilatici hormon (TRH) ve vazoaktif intestinal peptidi (VIP) icerir.
Somatik ve visseral afferentler alan bu lamina, visserosepsiyon ve nosisepsiyonda
goérevlidir (Erzurumlu vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).



2.2. OMURILIK NUKLEUSLARI

Omuriligin beyaz ve gri cevherinde birgok nukleus bulunmaktadir. Lateral spinal
nukleus tim omurilik segmentlerinde beyaz cevher i¢inde bulunur ve agri duyusunun
iletimine katki saglar. Beyaz cevher iginde bulunan lateral servikal nukleus agri,
mekanik ve termal duyu iletiminde rol oynar (Erzurumiu vd., 2023).

Gri cevherde bulunan dorsal nukleus (posterior torakal nukleus, Clarke nukleusu) T1-
L2 seviyelerinde bulunan ve serebelluma bilgi tasiyan bir nukleustur. Diger gri cevher
nukleuslari bas-boyun hareketleriyle ve dengenin kontrolii ile ilgili olan santral servikal
nukleus, Ust ekstremiteden uyari alan internal baziler nukleus, IML, visseral
organlardan iletimi saglayan intermediomedial nukleus, parasempatik preganglionik
noronlardan olusan sakral parasempatik nukleus ve vyine farkli uyaranlari
dizenlemeden sorumlu dorsal lumbal kommisural nukleus, dorsal sakral kommissural
nukleus, lumbal preserebellar nukleus ve lumbal preserebellar nukleustur (Erzurumiu
vd., 2023; Watson & Kayalioglu, 2009).

2.3. CART PEPTIDININ MOLEKULER YAPISI

CART mRNA analizi ilk olarak 1995 yilinda yapilmistir. Bu analiz, Douglass vd. (1995)
tarafindan gerceklestiriimistir. Bu c¢alismada, CART geninin ekspresyonu ve
mRNA'nin varhdi incelenmistir. Yapilan ¢galismada, in situ hibridizasyon ve Northern
blot yontemleri kullanilarak CART mRNA'nin ndronlarda belirgin bir sekilde ifade
edildigi tespit edilmigtir. Daha sonraki vyillarda, genetik analiz ydntemlerinin
gelismesiyle birlikte, CART mRNA analizleri daha da gelismis ve gesitli molekdler
tekniklerle detayli olarak incelenmistir. insan CART geni yaklasik 2.0 kB (kilobaz)
uzunlukta olup Ug¢ ekzon ve iki introndan olusur (Douglass & Daoud, 1996). CART
geni igin insan ile sican ve fare arasinda turler arasi fark bulunur: Sigan ve farede
uzun (129 amino asit) ve kisa (116 amino asit) iki poli-protein Uretimiyle sonuglanan
alternatif olarak eklenmis varyantlara sahiptir (Douglass vd., 1995). Ekleme, uzun
fragmanin 2. ekzonunda meydana gelir ve bu, 39 nikleotidin eksik oldugu bir
transkript ile sonuglanir. Buna karsilik, insanlarda yalnizca 116 amino asitlik polipeptit
bulunur (Peter, 2001). CART polipeptitlerinin dokuya 6zgu post-translasyonu, biyolojik
olarak aktif peptitlere yol agar (Kuhar & Yoho, 1999; Thim vd., 1999). Ayrica
siganlarda, poliadenilasyon bdlgelerindeki farklilhktan dolayi iki ana CART mRNA tiru
tanimlanmistir (Adams vd., 1999; Douglass vd., 1995). proCART'In dokuya 6zgu



post-translasyonun sonucunda kemirgenlerde CART (55-102) ve CART (62-102) ve
insanlarda CART (42-89) ve (49-89) olmak tzere farkli peptitler olugsur (Kuhar & Yoho,
1999; Thim vd., 1999). CART proksimal promotoérl, bir TATA-box, STAT/cCAMP
(sinyal doénustlrtclt ve transkripsiyon aktivatéri/siklik adenozin monofosfat) yanit
elemani, CRE/AP1 (cAMP yanit elemani/ aktivasyon proteini 1), SP1 (spesifik protein
1), AP2 ve E-box sites (enhancer box) dahil olmak Uzere birkag transkripsiyon faktori
baglama bdlgesi icerir (Dominguez vd., 2002). Proksimal promotor, transkripsiyon
baslangicindan itibaren 340’tan fazla nlkleotidi kapsar, bazal ve stimilasyon
indUklenmis transkripsiyon diizenleme icin énemli bélgelerdir (Dominguez vd., 2002).
CART proksimal promotérl olarak tanimlanan bélgenin, cesitli miktarlarda CART
promotor sekansi iceren lusiferaz eksprese eden yapilarla gegici olarak néroendokrin
ve noronal benzeri hicre hatlarini transfekte ederek bir promotér olarak islev gérdtugu
g6sterilmistir (Dominguez vd., 2002). insan ve sican cDNA'ari, niikleotid kimligi
acisindan %81 oraninda benzerlik gdsterirken, kodlama bdlgesinde bu benzerlik
orani %91'dir. Fare ve sigan arasindaki kodlama bdlgesindeki nukleotid kimligi ise
%98'dir (Kuhar vd., 2002). Bu da CART geninin tlrler arasinda oldukc¢a ylksek

seviyede korundugunu gdsterir.

2.4. CART PEPTIDININ RESEPTORLERI

NAK’In kabugunda CART mRNA eksprese eden néronlar hem dopamin D2 hem de
D3 reseptor transkriptlerinin varhgini gosterirken, dopamin D3 reseptorleri antisens
oligonukleotit uygulamasi CART ekspresyonunu azaltir (Beaudry vd., 2004). CART
peptitlerinin yapisi ve etkileri bilinmesine ragmen CART peptidinin reseptorleri
hakkindaki ¢caligmalar héla devam etmektedir. CART peptidinin beyin ventrikullerine
enjeksiyonu, endojen CART iceren birgok bdlgede c-fos’u attirir (Vrang vd., 2000).
CART (55-102)'nin, muhtemelen Gi/o kullanan bir G proteinine baglh reseptér (GPCR)
araciligiyla voltaja bagh hucre igi kalsiyum sinyalini inhibe ettigi de goésterilmistir
(Yermolaieva vd., 2001). CART (55-102) molekulundn, beynin farkli boélgelerinde
bulunan ¢ok sayida peptit reseptort Uzerinde engelleyici 6zelligi olup olmadigini
arastiran bir calismada inhibisyon bulunamamistir (Vicentic vd., 2006). CART'In ERK
(ekstraseluler sinyal duzenleyici kinaz) Gzerindeki etkisini arastiran bir ¢alismada
CART, AtT20 (hipofizyal kortikotrop timdr) htcrelerinde fosforile ERK1 ve 2
seviyelerini zamana bagl ve doza duyarli bir sekilde arttirir (Vicentic vd., 2006).

Bulgular, AtT20 hucrelerinde bir CART reseptdrinin bulundugunu ve bunun, Gi/o



sinyalini kullanan MEK (MAPK/ERK yolu) yoluyla ERK'ye baglanmis bir GPCR
oldugunu goéstermektedir (Lakatos vd., 2005). CART peptidinin baglanmasina iligkin
olarak, radyoaktif isaretli CART (61-102)'nin AtT20 hipofiz hucrelerine baglandigi
rapor edilmistir (Vicentic vd., 2005). Bir baska ¢alismada CART peptidinin hem hipofiz
AtT20 hicrelerinde hem de PC12 (pheochromocytoma 12) hicrelerinde mitojenle
aktive olan protein kinaz 42/44'G aktive ettigi gosterilmistir (Lin vd., 2011; Vicentic vd.,
2005). N-metil-D-aspartik asit (NMDA) reseptorleri, 6dul devrelerinde bulundugundan
ve kosullandirma davraniglarinda yer aldigindan NAk veya genel olarak édul devresi
cercevesinde opioid, CART ve NMDA sistemleri arasinda dogrudan bir iligki
olabilecegini ortaya koymaktadir (Bakhtazad vd., 2020). CART (55-76) ve (62-76)
peptit fragmanlarinin opioid aracili etkileri ve opioid reseptorlerine baglanabilirlikleri
arastirilmis ve bu ¢alismalar sonucunda her iki CART fragmaninin da herhangi bir
opioid tipine veya GPCR’ye baglanti kurma afinitesi géstermedigi belirtilmistir. Yani,
bu fragmanlarin opioid reseptorleriyle etkilesime girmedigi ve opioid aracili etkileri

olmadi§i ifade edilmektedir (Kozsurek vd., 2023).

2.5. CART PEPTIDININ DOKULARDA DAGILIMI

CART geninin transkripsiyonu, sicanda proCART (1-89) ve (1-102) olarak
adlandirilan farkh uzunluklarda pro-peptitler Ureten, alternatif olarak eklenmis iki
mMRNA verir (Thim vd., 1999). Bu propeptidlerin her ikisi de siganlarda bulunurken,
insanlarda yalnizca kisa form olan proCART (1-89) vardir (Kristensen vd., 1998).
Post-translasyonun ardindan biyolojik olarak aktif iki peptit, yani CART (55-102) ve
(62-102) meydana gelir (Thim vd., 1999). Genel olarak bakildiginda CART
noéronlarinin anatomik dagihmi ve projeksiyonlari, CART’in 6dul, motivasyon ve
istahla yakindan ilgili beyin bdlgelerinde lokalize oldugunu géstermektedir (Douglass
vd. 1995). CART peptitleri, memelilerde sinir sisteminde ve sinir sistemi digindaki
bdlgelerde de (badirsak, pankreas ve adrenaller) bulunur (Ekblad, 2006; Dun vd.,
2006; Kasacka vd., 2012; Murphy vd., 2000; Cowles vd., 2001; Wierup vd., 2004;
Peter, 2001).

2.5.1. CART peptidinin beyindeki lokalizasyonu
CART peptitleri beyinde genis bir sekilde dagiimistir ve birgok nérotransmitter ile ko-

lokalizedir. CART 6zellikle duyu sistemlerinde, 6nemli néroendokrin merkezlerde ve

epifiz bezinde saptanmigtir (Mukherjee vd., 2012).



2.5.1.1.0n beyin

Serebral kortekste; CART mRNA ekspresyonu ve CART immunoreaktif (CART-IR)
lifler, yogunluk olarak korteks boyunca énemli dlgtide degisir (Koylu vd., 1998). Genel
olarak, serebral kortekste diisik ile orta yogunlukta CART-IR lifler bulunur. infralimbik
alan, anterior singulat alan, prelimbik alan, orbital alan gibi rostrokaudal uzanti
boyunca korteksin medial kisimlari, retrosplenial alan, sekonder motor alanlar ve
primer motor alanin laterali, korteksin diger alanlarina gére daha ylksek CART-IR
icerir. Entorhinal korteks CART-IR hcrelere sahiptir. CART-IR, kortikal katmanlar
arasinda degisiklik gostermektedir. 1. ve 2. kortikal katmanlar, diger katmanlardan
daha fazla yogunluga sahip iken, 5. Ve 6. katmanlar biraz daha az yogunlukta CART-
IR lifler igerir (Koylu vd., 1998). insanlarda, en yiiksek kortikal CART mRNA seviyeleri
piriform korteks, posterior singulat korteks, dorsolateral prefrontal korteks, medial,
lateral ve orbital prefrontal, medial temporal kortekste bulunur (Jaworski & Jones,
2006). Sicanlarda kortikal CART mRNA ekspresyonu cogunlukla primer
somatosensoriyel korteks’teki piriform ve duyusal alanlarla sinirhdir (Couceyro vd.,
1997; Douglass vd., 1995). Sicanlarda piriform korteks zayif CART-IR néronlar
bulunurken, insan piriform korteksi yogun CART mRNA eksprese eder (Hurd &
Fagergren, 2000; Koylu vd., 1998). CART, maymunlarin somatosensoriyel
korteksinde eksprese edilir (Fagergren & Hurd, 2007). Telensefalonda, ventral
telensefalik alanin néronlarinda, endopedunkuler nukleusta, dorsal telensefalik

alanda CART immunoreaktivitesi tespit edilmigtir (Barsagade vd., 2010).

Bazal ganglionlar, CART-IR akson ve néronlar igermektedir. Ozellikle NAk'de CART
MRNA yuksek seviyelerdedir (Couceyro vd., 1997). CARTIn NAKnin post-
translasyonel islenmesi ile CART (42-89) ve (49-89) bulunmustur (Ekblad, 2006).
NAK’nin rostral kutbu ¢ok yodun, homojen bir immunoreaktiviteye sahiptir. NAK’nin
kaudal dortte Uclinde, CART peptidi orta ile ylksek seviyelerdedir ve NAk’nin
kabugunda CART yogunlugu, merkezine gore fazladir. Genel olarak, kaudat-putamen
distik CART peptidi igerir. Ventral pallidum (VP), rostrokaudal uzantisi boyunca
oldukga yogun CART peptidi igerir. VP'ye bitisik globus pallidusun bazal kismi orta,
medial ve lateral kisimlar ise disik yodunluklu derecede CART-IR liflere sahiptir.
Klastrum (CLA), orta yodunlukta lifler icerir (Koylu vd., 1998). Maymunlarda, NAk
kabugunun medial bélimi dopamin ile baglantida olan CART-IR ndronlar igerir
(Smith vd., 1999). Ayrica CART immunoreaktivitesi, maymun NAk’sinde GABA iceren

ve birbirleriyle simetrik sinapslar noéronlar ile ko-lokalizedir (Smith vd., 1997).



Maymunlarda NAk’de dopaminerjik sinir terminalleri ile CART iceren striatal dikenli
hicreler arasindaki dogrudan sinapslar da rapor edilmistir (Smith vd., 1999). Ek
olarak NAk’de CART noronlari, substans P, tirozin hidroksilaz (dopamin belirteci) ve
dinorfin ile birliktedir (Hubert & Kuhar, 2005). Substantia nigra’daki (SN) néronlar,
CART girdilerinin ¢cogunu NAk'den alirken NTS ve CART girdilerini nodoz
gangliondan alir (Dallvechia-Adams vd., 2001; Lee vd., 2020; Zheng vd., 2002).
Substantia nigra’nin kompakt kismi (SNc), ventromedial kisimda yogun olmak tzere
CART peptidi iceren pleksusa sahiptir. Substantia nigra’nin retiktler kismi (SNr),
dusuk yogunluklu lifler icerir (Koylu vd., 1998). Yine maymunda, CLA'da, VP’de ve
medial SNc’de yogun CART-IR varikdz alanlar bulunur (Smith vd., 1999). insanlarda,
striatum’daki CART ekspresyonu SNc tarafindan innerve edilen kaudat nukleus ve
putamen haricinde, ventral tegmental alan (VTA) tarafindan inerve edilen NAk ‘deki

noéron populasyonuyla sinirlidir (Fagergren & Hurd, 2007).

Amigdalanin medial nukleusu (MeA) CART mRNA eksprese eder (Couceyro vd.,
1997). Bununla birlikte amigdalanin santral (CeA), MeA ve posterior (PA) nukleuslari,
orta ve yluksek seviyelerde CART-IR liflere sahiptir. CeA ve PA'da bazi hicre
gOvdeleri de bulunur. Amigdalanin lateral, bazolateral (BLA) ve bazomedial (BMA)
nukleuslari, disik yogunlukta CART-IR lifler igerir. Ayrica, BLA'nin kaudal kismi da
orta diizeyde liflere ve hiicreye sahiptir (Koylu vd., 1998). Ote yandan, insanda CART
MRNA, CeA, kortikal ve MeA dahil olmak Uzere genigletiimis amigdalanin cesitli
bdlgelerinde eksprese edilir (Hurd & Fagergren, 2000). Maymunlarda santral, medial,
interkalasyonlu ve posterior amigdaloid nukleuslarda CART-IR varikoziteler bulunur
(Smith vd., 1999).

Septal alanlara baktigimizda, medial septal nukleus, disuk lif yogunluguna sahiptir.
Lateral septal nukleusun dorsal kismi, medial kismi ve ventral kismi orta ile yuksek
CART-IR lifler icerir. Lateral septumda ¢ok sayida CART-IR néron bulunur. CART-IR
lifler, ventral septal nukleusta ve intermedial septal nukleusun ytizeyinde diger lateral
septal alanlara gore daha yuksektir. Ayrica lateral septal nukleus’un medial ve ventral
kisimlarinda da az sayida hticre bulunur. Septumun posterior kisminda, medial ve
lateral septal nukleuslar arasinda orta yogunlukta lifler vardir. Septohipokampal
nukleus, dusuk yodunluklu CART-IR lifler igerir. Septofimbrial nukleusta da birkag
CART-IR lifler bulunur (Koylu vd., 1998). Maymun lateral septumunda ¢ok sayida
CART-IR néron mevcuttur (Smith vd., 1999).

Hipokampusta insan da dahil olmak tzere gesitli memeli tirlerinde CART-IR néron ve
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aksonlar gézlenmistir (Szalak vd., 2020). Genel olarak sican, kobay ve gine domuzu
hipokampusun dentat girus (DG), piramidal katman, kornu ammonis (CA) 1-3,
subikulum ve granil hiicre katmani CART-IR lifler ve hiicreler igerir (Kolenkiewicz vd.,
2009; Koylu vd., 1998). Cingilyalarda, CART" eksprese eden noronlar farkl
yogunluklarda, CA alanlarinin gogunda ve DG'nin tim katmanlarinda bulunur (Szalak
vd., 2020). CART-IR ndronlari agirlikh olarak molekller tabakada gdzlenirken,
granuler tabaka ve hilusta da CART-IR noronlari bulunur. Morfolojik olarak
bakildiginda DG'nin graniler tabakasinda bulunan CART-IR ndéronlarinin buylk
cogunlugu yuvarlak ve oval iken, hilus ve molekiler tabakada bulunan CART-IR
néronlari cogunlukla retikller, triangular veya piramit seklindedir. Granuler tabakadaki
CART-IR néronlari siklikla CART-IR aksonlar ile gevriliyken, hilus boélgesi ¢cok sayida
CART-IR yosunsu lifler igerir (Szalak vd., 2020). CA1’de en fazla CA3’ te en az olacak
sekilde CA’nin tim alanlarinda bulunan CART-IR néronlarinda, noéropeptidin
ekspresyonu, noéronal hiicre gdvdesinde (sitoplazma ve nukleus) ve ayrica akson
benzeri uzantilarda olur (Szalak vd., 2020). Gine domuzu ve evcil domuz DG’si ¢ok
sayida yosunsu CART-IR aksonlarini igerir (Kolenkiewicz vd., 2009). Gine
domuzunun yalnizca CA3 alaninda CART-IR ndronlari bulunurken, evcil domuzda
hem CA1 hem de CAS3 alanlarinda bu néronlar bulunur (Kolenkiewicz vd., 2009).
Granuler tabakada CART-IR ndéronlari kobay ve gine domuzunda da gozlenmistir
(Kolenkiewicz vd., 2009). Ayrica insan hipokampusunda, CART mRNA unkal girus
icinde yogun bir sekilde eksprese edilirken DG'de CART-IR néronlar molekiler
katmanda ve hilus’ta orta ile yliksek seviyelerde bulunur (Hurd & Fagergren, 2000;
Seress vd., 2004). Yine insanlarda CA'nin tium alanlari CART eksprese eden
ndronlara sahiptir. CART mRNA disinda da CA1-CA3 alanlarinin tim katmanlarinda
zayif CART-IR aksonal aglar bulunur (Seress vd., 2004).

2.5.1.2. Ara beyin

Talamusun paraventrikiler nukleusu (PVT), yogun CART-IR liflerine sahiptir.
Paratenial nukleus ise dusuk yodunluklu CART-IR lifler igerir. Talamusun
anteroventral nukleusunda, orta derecede CART-IR lifler bulunmaktadir. Talamusun
retikiler nukleusunda dusuk ile orta yogdunlukta lifler ve hucreler mevcuttur.
Anteromedial, interanteromedial ve romboid nukleuslar, distuk yogunluklu CART-IR
liflere sahiptir. CART-IR hucreleri ve lifleri lateral habenulada (LH) orta ile ylksek

seviyelerde gozlenmigtir. Talamustaki diger nukleuslar, daha yogun bir pleksusun
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oldugu santral medial nukleus disinda duslk seviyelerde immunoreaktiviteye sahiptir.
Zona inserta (ZI) ve nukleus reuniens CART-IR hucrelerini ve liflerini igerir (Koylu vd.,
1998). insan beyninde mediodorsal talamusta yogun bir CART mRNA vardr.
Mediodorsal talamusa ek olarak anterior talamusta da eksprese edilir (Fagergren &
Hurd, 2007).

ZI'da, PVT'nin kaudal ucundan baglayarak ¢cok sayida CART-IR hicreleri bulunur,
ancak peptidin bu bélgedeki roli henliz netlesmemistir. Bu bdlgedeki CART hucreleri
melanin konsantrasyon hormonu (MCH) ile ko-lokalizedir (Elias vd., 2001; Vrang vd.,
1999). Ayrica norokinin-3 reseptorlerini eksprese ederler ve PVT’ye, lokus seruleus
(LC) ve dorsal rafe’ye projeksiyonlari vardir (Yoon & Lee, 2013). PVT’ye projekte olan
CART ve MCH’in ko-lokalize oldugu ¢odu néronun ayni zamanda CTB (cholera toxin
B subunit) immunoreaktivitesi icerdigi bildiriimistir (Fekete vd., 2004). ZI hiicre grubu,
hipotalamus’ta en fazla CART ekspresyonu olan lateral hipotalamik alana (LHA)
lateral ve ventral olarak yayilmaktadir (Vrang vd., 1999). CART/MCH birlikteligi olan
noronlarin bulundugu diger bir alan dorsal nukleus rafe’dir ve ZI'nin rostral kismi ile
LH'nin pedunkiler kisminda bulunur (Yoon & Lee, 2013). CART mRNA,
hipotalamus’ta en bol bulunan mRNA'lardan biridir ve sigcan hipotalamus’'unda
CART'In post-translasyon islenmesi ile CART (42-89) ve (49-89) ortaya cikar (Ekblad,
2006; Koylu vd., 1997). CART-IR ndronlar, ¢esitli hipotalamik nukleuslarda
bulunurken hipotalamus’un infundibular nukleus’unda yogun CART-IR varik6z alanlar
bulunur (Smith vd., 1999). CART immunoreaktivitesi, beyin sapi ve omuriligin
preganglionik otonomik hticrelerine yansiyan hipotalamus’un paraventrikular nukleus
(PVN) noronlarinda ¢ok yogun bir sekildedir (Subhedar vd., 2014). PVN’nin
periventrikuler kismi, ventrikil boyunca yogun CART-IR liflerine sahiptir (Koylu vd.,
1997). Ayrica bu nukleus CART eksprese eder (Douglass vd., 1995). PVN yogun bir
CART innervasyonuna sahip bolge icerir. CART igeren ndéronal sistem, PVN'nin
parvoselliler kisminda néronlarla sinaps yaparak uyari génderir (Fekete vd., 2000).
PVN’deki parvosellller néronlari inerve eden CART iceren akson terminallerinden ilki
melanosit uyarici hormon (MSH) ile lokalize varik6z yapidadir (Fekete vd., 2000). Bu
aksonlar hem CART hem de MSH'i sentezleyen arkuat nukleus (Ark) ve
retrokiazmatik alan néronlarindan kaynaklanir (Fekete vd., 2000). Bu innervasyonu
saglayan diger akson terminalleri ise MSH icermeyen kuguk varik6z yapidadir ancak
bu liflerin kaynagi bilinmemektedir. CART ve MCH'yi birlikte iceren néronlar, lateral
hipotalamus’ta ve perifornik alanda PVN'ye projekte olur, CTB ve CART"l birlikte

12



iceren tim noéronlar da MCH'yi eksprese eder (Fekete vd., 2000). Beyinde strese
duyarli iki dnemli ajan olan kortikotropin salgilatici hormon (CRH) ve norepinefrin,
CART acisindan da zengin olan PVN'de bulunur (Fekete vd., 2004). PVN'deki
magnoseluler néronlar da dusik yogunlukta CART mRNA igerir (Vrang vd., 1999).
Koyunlar Uzerinde yapilan bir calismada, Ark'in ventrolateral kisminda ylUksek
yogunluklu CART bulunur (Sliwowska vd., 2004). Ark CART néronlari, VP dendritleri
ile simetrik sinapslar olusturduklar stria terminalisin yatak cekirdedi (BNST) ve VP
dahil olmak Uzere cesitli beyin bolgelerine projekte olurken, LH/CART néronlari,
VTA'ya ve NAK'ye yansir (Hubert vd., 2010; Lee & Lee, 2016; Philpot vd., 2005; Shin
vd., 2008). Retrokiazmatik alan, Ark ve perifornik alan CART-IR ve CTB-IR ndronlarini
birlikte icerir (Fekete vd., 2004). Ayrica Ark ve retrokiazmatik nukleustaki CART’In
%90’'Indan fazlasi, proopiomelanokortin (POMC) ile eksprese o6nemli bir
populasyonudur (Vrang vd., 1999). Supraoptik kommisstrler ve retrokiazmatik alan
dahil olmak Uzere optik yolun tzerindeki alan orta yogunlukta CART-IR liflerini igerir.
Ayrica yine ayni alanlarda distk yogunluklu hiicreler bulunur (Koylu vd., 1997).
Osmensoriyel devrenin gdze carpan bir bileseni olan supraoptik nukleus, oldukca
yogun CART peptidine sahiptir (Dall Vechia vd., 2000; Koylu vd., 1997). CART
MRNA'yI eksprese eden en rostral yerlegsimli hlicre grubu periventrikiler nukleusta
yer almaktadir ve suprakiazmatik nukleus (SCN) rostral seviyesinden ventromedial
hipotalamik nukleusun rostral ucu seviyesine kadar uzanirlar (Vrang vd., 1999).
Kurbaganin SCN’si de CART-IR néronlarini igerir (Calle vd., 2006; Roubos vd., 2008).
Kapugin - maymununun SCN’sinde bazi CART liflerinin terminalleri bulunur
(Cavalcante vd., 2011). Lateral hipotalamik hlicre grubu, perifornik alanda
yogunlasmistir (Vrang vd., 1999). Ayrica LH’nin perifornik kisminda CART/MCH
iceren hicreler gozlenmistir (Yoon & Lee, 2013). LH'de, CART ndronlarinin ¢ogu
MCH’ye ek olarak daha az dlglide oreksin eksprese eder (Broberger vd., 1999;
Harthoorn vd., 2005; Vrang vd., 1999). MCH ve GABA'yi birlikte eskprese eden bu
LH CART noéronlant ve yalnizca MCH'yi birlikte eksprese edenler, VTA'ya
projeksiyonlar gonderir (Dallvechia-Adams vd., 2002; Elias vd., 2001). Preoptik
nukleus dusuk yodunluklu CART-IR hicrelere sahiptir. Anterior hipotalamik alanda
dislk ve preoptik periventrikiler nukleusta yiksek yogunluklu CART-IR hucreleri ve
lifleri bulunur (Koylu vd., 1997). Memelilerde oldugu gibi, CART elementleri
teleostlarin ve amfibilerin preoptik alani ile hipotalamo-hipofiz sisteminde tespit
edilmistir (Barsagade vd., 2010; Gaupale vd., 2013; Lazar vd., 2004; Roubos vd.,
2008; Singru vd., 2007). Hipofize baktigimizda sicanlarda arka lob CART (49-89) ve
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on lob CART (42-89) igerir (Ekblad, 2006). Hipofizde bulunan CART mRNA ve
peptidi, folikil uyarici hormon ve luteinlestirici hormon salgilayan hucrelerde
lokalizedir (Koylu vd., 1997; Kuriyama vd., 2004; Thim vd., 1999). Genel olarak, CART
peptidi sigan, hamster ve maymunun median eminensinin dis tabakasinda bol
miktarda gorular (Dall Vechia vd., 2000; Khorooshi & Klingenspor, 2005; Koylu vd.,
1997). En kaudalde CART mRNA hipotalamusun ventral premammiller nukleusu gibi
cinsel iglevle iligkili néronal gruplarinda eksprese edilir. Burada yogun lif dagilimi da
mevcuttur (Couceyro vd., 1997). Medial mammiller nukleusta yiksek yogunluklu,
lateral mammiller nukleus ile supramammiller nukleusta ise orta yogunlukta CART-IR
hicreleri vardir. Tuberomammiller nukleusun ventral kisminda orta yogunlukta CART-
IR lifler vardir. Medial mammiller nukleus, lateral mammiller nukleus ve

supramammiller nukleus dustk yogunlukta CART-IR lifleri igerir (Koylu vd., 1997).

2.5.1.3. Orta beyin

Genel olarak, orta beyindeki nukleuslarin ¢cogu, ¢cok diguk yogunluklu CART-IR lifler
icerir. Bununla birlikte, VTA dusuk ile orta yogunlukta CART-IR lifleri barindirir.
interpediinkiiler nukleus’un rostral kisimlari orta yogunlukta CART-IR liflere sahiptir.
Ayrica interpedunkiler nukleus’un rostral inferior nukleusu, diger inferior nukleuslarda
bulunandan daha yogun CART-IR liflere sahiptir. Genel olarak, periakuaduktal gri
cevher yogun CART-IR igerir. PAG'In en rostral kisimlarinda, birkag CART-IR hicre
ile orta yogunlukta lifler; dorsolateral kisimlarinda, orta ile yiksek yogunlukta CART -
IR lifler ve birka¢ hicre bulunur. PAG'In kaudal kisimlarinda, orta ile ylksek
yogunlukta CART-IR lifler bulunur. Mezensefalik retikiler nukleusun ventral siniri ve
retrorubral alan boyunca CART-IR lifler bulunur. Rostral lineer nukleus ve santral
lineer nukleus, disiUk-orta yogunlukta CART-IR liflere sahiptir. Superior santral
nukleus, anterior tegmental nukleus ve ventral tegmental nukleus, orta yogunlukta
CART-IR liflerini icerir. Superior santral nukleusun laterali, medialinden daha fazla
yogunluga sahiptir (Koylu vd., 1998). Edinger-Westphal nukleusu (EW), yuksek
dizeyde CART peptitlerine sahiptir ancak CART peptitlerinin bu alanlardaki rol{
henlz tam olarak bilinmemektedir (Ahmadian-Moghadam vd., 2018). Balik ve
kurbaganin tegmentumunda, EW’deki néronal elementler, medial longitudinal
fasikllin nukleuslar ve torus semisirkularis, memelilerde de bildirildigi gibi CART
peptidi icerir (Koylu vd., 1998; Lazar vd., 2004; Mukherjee vd., 2012; Singru vd.,
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2007). Maymunda da VTA’da CART-IR varikoziteler bulunur (Smith vd., 1999).

2.5.1.4. Arka beyin

Beyin sapinin adrenerjik hicre gruplarinda ve NTS’nin medial alt ¢ekirdeginde ¢ok
sayida CART-IR ve CTB-IR ndronlari birlikte bulunur. Adrenerjik htcre gruplarinda
CART néronlarinin gogunlugu feniletanolamin N-metiltransferaz (PNMT) icerirken, C1
alaninda CART ve PNMT’nin birlikteligi sadece rostral kisminda bulunur. CART ve
PNMT’yi birlikte igeren C1-3 bolgelerindeki ndronlarin gogunlugu ayrica CTB’yi de
icerir (Fekete vd., 2004). LC’de CART icermektedir ve CART immunoreaktivitesi,
LC’deki noradrenerjik néronlarda mevcuttur (Koylu vd., 1998). Buradaki ndronlarda
bu peptidin katekolamin ile ko-lokalize oldugu dusundlir (Couceyro vd., 1997). Ek
olarak LC’nin medial dendritik bélgesinde CART-IR lifler bulunur (Yoon & Lee, 2013).
Beyinde strese duyarli iki nemli ajan olan CRH ve norepinefrin, CART agisindan da
zengin olan LC’de bulunur (Subhedar vd., 2014). A7 noradrenalin hticrelerinin CART
icerdigi gorilmustar. A6 ve A5 bolgelerinde de hicreler CART icerir (Koylu vd., 1998).
PVN néronlari oldukca fazla CART girdisi alir ve bunlarin kaynaklarindan bazilari LC,
parabrakiyal nukleus gibi cesitli arka beyin boélgelerinden meydan gelir (Fekete vd.,
2004). Parabrakiyal nukleusun dorsolateral kisimlari yogun, diger kisimlari ise diisuk
yogunlukta CART-IR lifler icerir. Nukleus incertus (NI) orta ile ylksek yogunlukta, pons
periakuaduktal gri cevher digiik yogunlukta CART-IR hiicrelere sahiptir. interfasikiiler
nukleus, orta yogunlukta CART-IR liflerine sahiptir (Koylu vd., 1998).

Serebelluma baktigimizda, genel olarak sadece bazi bdlgelerin CART igerdigini
ancak paraflokkulus ve nodulusta yogun CART-IR lifler bulundugu bildiriimigtir.
Purkinje hicreleri de kismi olarak CART peptidi igerirken Purkinje hlicrelerinde veya
herhangi bir serebellar hiicrede CART mRNA ekspresyonu yoktur (Koylu vd., 1998).
Ek olarak, vestibuler serebellumdaki tirmanici liflerde (climbing fiber) CART peptitleri
g6zlemlenmistir (Koylu vd., 1998; Press & Wall, 2008).

Arka beyinde, CART ndronlarinin ¢cogu katekolaminerjik A1, C1 ve A5 ndéronlari ile
bulunur. CART-IR terminaller ile sinaps yapan sempatik preganglionik néronlarin
neredeyse tamaminda CART olusumu dusinildiginde CART’In rostroventrolateral
medulla bdlgesinde bulunan parasempatik néronlari icin ortak bir belirte¢ olabilecegi
on gorulmektedir (Burman vd., 2004; Dun vd., 2002). Dorsal rafe nukleus, orta

yogunlukta CART-IR liflerine sahiptir. NTS’de birkag hucre ile liflerde ve inferior olivar
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kompleks gibi otonomik iglevle ilgili alanlarda da CART bulunur (Couceyro vd., 1997;
Koylu vd., 1998). Inferior olivar kompleks, rostral kisimlarda orta ile yuksek yogunlukta
CART-IR lifler icerir ve CART peptidi, inferior olivar kompleksin medial aksesuar olivar
nukleusunda kaudal olarak daha yogundur; NTS'nin laterali, kommissural ve medial
kisimlarindan daha az yodunluga sahiptir, ancak postrema alanindaki peptit icerigi
NTS'deki gibidir; nukleus ambiguus orta yogunlukta CART icerirken, nukleus rafe
magnus duguk CART yogunluguna sahiptir ve nukleus rafe pallidus ylksek
yogunlukta CART-IR lifler icerir, nukleus rafe obskurus ise orta derecede CART
peptidine sahiptir (Koylu vd., 1998). Ayrica kaudal rafe néronlari CART eksprese eder
(Dun vd., 2006). Ek olarak, trigeminalin spinal nukleusunun lateral sinirinda orta ile
yuksek yogunlukta lifler bulunur (Koylu vd., 1998). PVN néronlarina gelen CART
girdilerinin kaynaklari icinde NTS ve ventral lateral medulla gibi bolgeler vardir
(Fekete vd., 2004). Ventral lateral medulla, katekolamin iceren néronlarda CART ko-

lokalizasyonu bulunur (Couceyro vd., 1997).

2.5.2. Omurilik

Omurilik, periferik otonomik ganglionlar ve beyin gibi gesitli anatomik bodlgelerdeki
CART immunoreaktivitesi, CART'In coklu fizyolojik sureglere katkisinin temelini
olusturur (Ahmadian-Moghadam vd., 2018). Omuriligin servikal ve torakal
kisimlarinda CART mRNA gdorilmastir (Couceyro vd., 1997). Genel olarak,
dorsolateral fasikul, lamina -1l ve lateral spinal nukleus yogun CART-IR lif ve varikdz
yapilar icerir (Koylu vd., 1998). Arka boynuzun ylzeyel laminalarinda CART-IR lifler
izlenmistir. Lamina | ve II'deki CART-IR noéronlarda, CGRP ve substans P de
gOsterilmistir (Kozsurek vd., 2007). Lamina X az miktarda CART-IR hdcreler barindirir
(Koylu vd., 1998). Torakolumbal segmentlerin IML ndronlarinda yogun seviyede
CART-IR hicre populasyonu bulunur ve burada CART peptit fragmani (106-129)'u
yer almaktadir (Koylu vd., 1998). CART-IR somalar, yine torakolumbal segmentlerin
IML’sinde yer alir. Ayrica bazi somalarda ChAT ve CART ko-lokalizedir (Dun vd.,
2000c). Daha derinlerdeki lamina ve 6n boynuzlar ¢ok daha az CART-IR liflere
sahiptir. Omurilikte torakolumbal segmentlerin lateral boynuzunda CART-IR hicre
goévdeleri bulunur (Dun vd., 2000c). Sempatik sinir sistemine bakilacak olursa
CART’In sigan IML sempatik preganglionik ndronlarinda lokalize oldugu bildirilmistir.

CART, superior servikal ganglion, stellat, paravertebral ve prevertebral ganglionlar
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dahil olmak Uzere cesitli sempatik ganglionlardaki varikbéz aksonlarda ve sepet
benzeri terminallerde lokalizedir. Sempatik ganglionlardan bagimsiz olarak, bazi
postgangliyonik néronlar disik seviyelerde CART igerir (Dun vd., 2000a; Koylu vd.,
1998) CART, sempatik preganglionik noéronlarin tersine parasempatik preganglionik
ndronlarda eksprese edilmez, ancak parasempatik pregangliyonik nukleuslarda ve
lamina X’da CART-IR lifler mevcuttur (Dun vd., 2000c, 2006). Lakrimal beze projekte
olan sfenopalatin ganglion’daki néronlarda CART eksprese edilir (Ivanusic vd., 2012).
R. esculenta omuriligindeki pregangliyonik néronlarda fonksiyonel olarak memelilerin
omuriligindeki benzer néronlarda da oldugu gibi CART peptidi bulunur (Fenwick vd.,
2006; Gonsalvez vd., 2010; Lazar vd., 2004). Sicanlarda vagotomi sonrasinda,
siganlarin vagus sinirinde ve visseroduyusal nodoz ganglionu'nda bulunan bazi
CART-IR liflerinin, CART mRNA ekspresyonunda belirgin bir azalma gosterdigi tespit
edilmistir (Broberger vd., 1999). Sican pelvik ganglionlari ve miyenterik ganglionlar
gibi diger periferik otonomik gangliyonlardaki noéronlar CART eksprese eder
(Couceyro vd., 1998; Dun vd., 2000a). Dorsal kdk gangliyonlari, CART-IR néronlarini
icerirken, trigeminal ganglion'da disuk yogunlukta CART-IR néronlar bulunur ve bu
noronlar cogunlukla CGRP igerdiginden dolayi trigeminal agri iletiminde rol oynadigi
dusundldr (Broberger vd., 1999; Ivanusic vd., 2012).

2.6. CART PEPTIDININ SiNIiR SISTEMINDEKI iSLEVLERI

CART'In biyolojik etkinligi Ca*?a bagl mekanizmalar araciligiyla gergeklesir (Murphy
vd., 2000). Beyinde yaygin dagilima sahip CART pek c¢ok fonksiyonda rol oynar
(Douglass vd., 1995; Gautvik vd., 1996; Koylu vd., 1998). Anti-CART uygulamalart,
CART peptidini hedef alarak yapilan ¢alismalardir ve bu peptidin dizenledigi biyolojik
suregleri, davraniglari ve metabolik mekanizmalari etkileyebilir. CART peptitleri
beynin néronlarinda 6rnegin NAk’de GABA ve substans P dahil olmak tzere birgok
ndrotransmitterle birlikte bulunur (Smith vd., 1997, 1999; Vrang, 2006). Ek olarak, bu
peptitler, 6n ve arka hipofiz ve adrenal medulla gibi hormonal kapasiteleri ile
karakterize edilen gesitli dokularda da tanimlanmistir (Koylu vd., 1997; Larsen vd.,
2003).
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2.6.1. Gida Alimi

CART peptitlerinin kesfinden kisa bir stre sonra, gida alimina dahil olduklari éne
surtlmastir (Douglass vd., 1995; Thim vd., 1999). CARTIn bu etkisi Ark, lateral
hipotalamus, PVN ve NAk gibi gida aliminin dizenlenmesinde rol oynayan bdlgelere
dayanmaktadir (Koylu vd., 1997, 1998). CART (55-102)'nin Ugtinci (3V), dérdinci
(4V) veya lateral ventrikullere (LV) uygulanmasi, farelerde ve siganlarda gida alimini
biyik dlgide azaltir. Ozellikle CART (55-102), dorsomedial, ventromedial, lateral,
PVN ve Ark dahil olmak Uzere gida aliminin kontrolinde 6nemli olan hipotalamik
bélgelerde eksprese edilir (Koylu vd., 1997; Kristensen vd., 1998). Benzer sekilde,
intraserebroventrikiler (i.c.v.) CART (61-102) uygulamasi, farelerin NTS ve
dorsomedial hipotalamik nukleus’ta c-jun transkripsiyon faktériint arttirir (Nagelova
vd., 2014). 4V' de CART enjeksiyonu (55-102) postrema alani ve NTS’de glclu bir
sekilde c-fos'u indlklerken daha proksimal hipotalamik yapilarda c-fos'u arttirmada
basarisiz olur (Smedh vd., 2015). Birlikte ele alindiginda, arka beyin bolgeleri CART
peptidine yanit olarak anorektik etkiye aracilik eder. I.c.v. peptit infizyonunun, penge
yalama davranisini ve sakkaroz alimini, arka beyin araciligiyla kontrol ettigi ortaya
konmustur (Aja, Sahandy, vd., 2001; Aja, Schwartz, vd., 2001). 4V inflizyonlari, ayni
zamanda beslenme davranigini azaltmaktadir ve sartl tat alma isteksizligine neden
olur (Aja vd., 2002; Zheng vd., 2001). Bir obezite modeli olan Zucker (fa/fa) siganlari
ile yapilan bir caligmada, insan CART (42-89)’ inin kronik i.c.v inflzyonu gida alimini
azalttigr gosterilmigtir (Larsen vd., 2000). Son zamanlarda yapilan bir calisma, diyete
bagli obez farelerde NTS’de endojen CART ekspresyonunun azaldigini ve seviyelerin
normal bir diyete gegtikten sonra bile distk kaldigini gdstermistir (Lee vd.,
2020). Genel olarak bakildiginda obezitenin tedavisi icin CART peptidinin
indUklenmesi potansiyel bir terapétik role sahiptir (Kong vd., 2003). Hipotalamik
eksplantlarin CART (55-102) ile inkUbasyonu, a-MSH seviyelerinde herhangi bir
degisiklik olmaksizin artan NPY ve Agouti ile ilgili peptid (AgRP) salinimi ile
sonuglanmistir (Hou vd., 2010; S. Stanley vd., 2001). Kemirgenlerde CART peptidi,
buyuk o6lgide gida aliminin inhibisyonuyla iliskili a-MSH treten POMC néronlarinda
lokalize oldugundan, bu néronlardan CART peptidi, NPY ve AgRP salinimini
destekleyen pozitif geri bildirim goérevi gérmektedir. CART, serotonin-4 reseptoru
aktivasyonunun gida alimi Gzerindeki etkilerine aracilik edebilir (Jean vd., 2007).
Calismalardan elde edilen bir diger sonug ise, sigan Ark’inda CART mRNA seviyeleri,
leptin uygulanmasiyla artmaktadir ve Ark dahil diger hipotalamik bdlgelerde CART-IR
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hucrelerde leptin reseptorleri bulunur (Elias vd., 2001; Wang vd., 1999). Leptin,
omuriligin torakal segmentlerinde sempatik preganglionik néronlari innerve eden
POMC/CART néronlarini aktive eder (Elias vd., 1998). CART seviyeleri, yliksek yagh
diyetle beslenen sicanlarda artmaktadir ve leptin seviyeleri ile pozitif korelasyon
gOsterir (Wortley vd., 2004). PVN'de, eksojen CART peptidinin beslenmedeki roll
degigkendir. 24 saat ac¢ birakilan sicanlarda intra-PVN CART (55-102)
enjeksiyonlarindan 2-4 saat sonra gida aliminda bir artis gézlenmistir (Abbott vd.,
2001). Bagka bir calismada, intra-PVN CART (55-102) enjeksiyonu, 18 saat ac¢
birakilan sicanlarda gida alimini énemli élgtide etkilemedigi, ancak NPY'nin neden
oldugu besin alimini 6énemli dl¢ide azaldigi bildirilmistir (Wang vd., 2000). CART
MRNA ve 3,4-metilenedioksi-N-metilamfetamin (MDMA) iliskisini arastiran bir calisma
da ise MDMA’nin anorektik etkiyi azalttigi gosterilmistir. NAk’deki CART peptitlerinin,
MDMA'nin istah bastirici etkisine aracilik ettigi disunalir (Jean vd., 2007). CART,
CCK reseptorleri ile vagal afferent néronlarda eksprese edilir (Broberger vd., 1999).
Gida alimi, CCK reseptorlerini eksprese eden vagal néronlari uyaran bagirsakta CCK
salinimini indikler. Bu, CART'In CCK stimulasyonundan sonra merkezi vagal
afferentlerden salinan bir araci olarak hareket ederek gida alimini
sonlandirabilecegini distindirmektedir. CART ve mezolimbik sistemdeki néronlarin
bir parcasi olan endokannabinoid sistem arasinda etkilesime dair bulgular vardir.
Endokannabinoid anandamid, kannabinoid tip 1 reseptdrlerini (Cb1) reseptoérlerini
aktive ederek istahi arttinrken Cb1 reseptéri antagonistleri gida alimini engeller.
Farelerde Cb1 reseptér agonisti uygulanmasi, NAk'te CART peptidi seviyelerini
arttirmaktadir. Bu durum CART'In, anandamidin oreksijenik etkileri oldugunu

dusundurmektedir (Osei-Hyiaman vd., 2005).

2.6.2. Noroendokrin Fonksiyonlar

CART peptitleri ndrohormon islevi de gorir. Periventrikiler nukleus ve supraoptik
nukleus gibi noéroendokrin merkezlerde bol miktarda bulunur (Larsen vd.,
2003). Ayrica CART peptitleri glukokortikoidler tarafindan dizenlemeye tabidir ve
yapilan galismalar, glukokortikoidlerin hipotalamusta (Balkan vd., 2001), hipofizde
(Stanley vd., 2004) ve kanda (Vicentic vd., 2004) CART ekspresyonunu duzenledigi
gosterilmistir. Ayrica CART'In hipotalamus-hipofiz-adrenal aksi, goérinuse gore

kortikotropin salgilatici faktore (CRF) bagl bir yolla etkinlestirebilecegdi de bildirilmistir
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(Smith vd., 2004). CART peptitleri, PVN'ye projekte olan ve TRH salinimini
duzenleyen Ark néronlarinda eksprese edilir (Fekete vd., 2000; Fekete & Lechan,
2006; Wittmann vd., 2004). PVN'deki TRH igeren néronlar, kahverengi adipoz doku
ve kasta Is1 Uretimini arttirarak enerji homeostazi Uzerinde etkisi olan hipofizden tiroit
uyarict hormonun (TSH) salinimini diizenler. Boéylece, TRH salinimini dizenleyerek,
CART peptitleri hipofiz-tiroit eksenini dolayisiyla enerji harcanmasini etkileyebilir.
Ayrica hipertiroidizmin PVN'de CART ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Lopez
vd., 2002). Prolaktin hormonu, CART peptidinin uygulanmasiyla baskilanirken
(Kuriyama vd., 2004), adenohipofiz hiicre kiiltirlerinde, CART peptidinin prolaktin
salinimi Gzerinde dogrudan etkisinin olmadigi ancak TRH'nin neden oldugu prolaktin
salinimini inhibe ettigi gosterilmistir (Raptis vd., 2004). Ayrica, CART peptidinin i.c.v.
enjeksiyonu, kandaki prolaktin ve blyime hormonu seviyelerini arttirir (Baranowska
vd., 2004).

2.6.3. Termogenez

CART peptitleri, CART (55-102) ile yapilan bir ¢galismada, yedi giin boyunca glinde
iki kez Ark’a enjekte edilmistir ve B3 adrenerjik reseptoér agonistine termojenik yanitta
%85 artis go6zlenmistir (Kong vd., 2003; Wang vd., 2000). Arka beyine
(rhombencephalon) CART peptitlerinin i.c.v. uygulamasinin hipotermi Urettigini
bildiren aksi yonde bulgular olmasina ragmen, soguk ile aktive olan TRH-TSH-tiroit
eksenini beyin sapindan gelen CART ve katekolamin girdilerinin module ettigi
gOsterilmistir (Fekete vd., 2004). 4V veya NTS parankimine CART peptidinin
enjeksiyonu ise uzun sureli hipotermik tepkiye neden olur (Skibicka vd., 2009). Bu
nedenle, hipotalamik CART peptidi enjeksiyonu, NTS/arka beyin enjeksiyonuna zit
termik etkilerle sonuglanir (Kong vd., 2003; Skibicka vd., 2009; C. Wang vd., 2000).

2.6.4. Kardiyovaskiler Regtilasyon

CART peptitleri sempatik sinir sistemindeki baglica nGromodilatérlerden biridir. CART
peptit immunoreaktivitesi IML, rostral ventrolateral medulla bélimleri ve intrakardiyak
ganglionlar dahil olmak lzere siganlarda kardiyovaskiler kontrol ile iligkili alanlarda
g6zlenmistir (Dun vd., 2002; Koylu vd., 1998). Bulgular, CART peptitlerinin kalp hizi

ve kan basinci Gzerindeki etkisinin glutamat tarafindan module edildigini gostermistir
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(Scruggs vd., 2005). Ayrica, ilaca bagli hipotansiyondan sonra, T5-T13
segmentlerindeki CART peptidi iceren noéronlarin yaklasik yarisinda c-fos
immunoreaktivitesi gézlenmistir. CART (55-102)'nin tavsanlara i.c.v. enjeksiyonlari,
muhtemelen sempato-adrenal sistemi etkileyerek ortalama arteriyel basinci ve renal-
sinir aktivitesini arttinr ve CART peptitlerinin benzer etkileri, anestezi uygulanmis
si¢anlar tzerinde yapilan galismalarda da bulunur (Hwang vd., 2004; Matsumura vd.,
2001).

2.6.5. Motor Hareketlere Etkisi

Sicanlarda VTA'ya yapilan enjeksiyondan sonra CART (62-102), CART (55-102)'ye
gore lokomotor aktivite artar (Kimmel vd., 2002), ancak CART peptidinin VTA’dan
ziyade SN'’ye enjeksiyonu, lokomotor aktivitede herhangi bir artisa neden olmaz
(Jaworski vd., 2003). Bir calismada, kokain ve amfetaminin NAk’ye mikroenjeksiyonu,
salin enjekte edilen kontrol grubu ile karsilastirildiginda lokomotor aktiviteyi dnemli
Olcide arttirir. CART peptidi, lokomotor uyarilmada énemli bir bélge olan NAK’ ye
mikroenjekte edildiginde kokain ve amfetamin kaynakl hareket tizerinde diizenleyici
etkilere sahiptir (Kim vd., 2003). Refleksler agisindan CART (55-102)'nin i.c.v.
farelerde akustik irkilme tepkisini zayiflattigr ancak, CART (62-102)’nin buna neden
olmadigi gosterilmigtir (Dylag vd., 2006).

2.6.6. Agn

CART peptitleri formalin testinde antinosiseptif etki gostermistir (Kozsurek vd., 2007)
ve kronik néropatik agri modelinde hiperaljezi ve allodiniyi azaltma kapasitesine
sahiptir (Imad Damaj vd., 2006; Kozsurek vd., 2007). Ayrica CART peptitleri,
karagenanin (yenilebilir kirmizi deniz yosunlarindan ekstrakte edilen bir dogal lineer
sulfatlanmig polisakkarit ailesi) neden oldugu hiperaljeziyi kismen zayiflatirken,
yaralanmanin neden oldudu sinir hiperaljezisine tam tersi etki gosterir (Ahmadian-
Moghadam vd., 2018). Baska bir calisma, CART peptitlerinin sicak plaka testinde
penge yalama gecikmesini anlamli bir gekilde arttirdigini gostermistir ve bu nedenle
CART peptitlerinin supraspinal agri iletimini etkileyebilecegi sonucuna variimistir.
Tail-flick testinde CART peptidi, morfinin antinosiseptif etkisini dnemli o6l¢ide

arttirarak, endojen opioid sisteminde yer alabilir (Bannon vd., 2001).
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2.6.7. Kemik Yapimi

Kemigin yeniden sekillenmesi ayni zamanda hipotalamik CART peptitlerinin etkisi ile
gerceklesmektedir ve CART peptitleri kemik yogunlugu ve osteoklastlar Gzerinde de
etkilidir (Singh vd., 2008). Leptinin, CART ve sempatik sinir sistemini kullanarak
osteoporozu duzenledigi tespit edilmistir (Elefteriou vd., 2005; Ahn vd., 2006; Patel &
Elefteriou, 2007; Elefteriou vd., 2005). Leptin, CART ekspresyonunu kontrol eder ve
CART, nukleer faktor kappa’nin reseptdr aktivatori 1 ekspresyonunu module ederek

kemik rezorpsiyonunu inhibe eder (Elefteriou vd., 2005).

2.6.8. Noral Mekanizmalar

Sicanlarda inme sonrasi donemde CART’In nérorejeneratif rolliini destekleyen
calismalar bulunmaktadir. Orta serebral arter alaninda infarkt (MCAO) sonras! 3.
gunden itibaren intranazal CART tedavisi alan si¢anlarda, endojen néral progenitér
hicre proliferasyonu ve subventrikuler bélgeden goécin hizlanmasi ile lezyonlu
kortekste N-asetil aspartat seviyelerini arttirdi§i ve fonksiyonel iyilesme gergeklestigi
g6zlenmistir (Luo vd., 2013). iskemik kosullar altinda estradioliin serebral kortekste
CART peptitlerinin Gretimini hizla indukledigi bildirilmistir (Xu vd., 2006). CART,
suksinat dehidrojenaz/kompleks II'nin  aktivitelerini uyarir ve sinir koruma
mekanizmasi olarak hucresel ATP’yi arttirir (Mao vd., 2012). Parkinson hastaligi,
SN’deki dopaminerjik ndronlarin ilerleyici bir dejenerasyonu ile karakterizedir ve
Parkinson hastalidi olan sigcanlarda Ark, PVN, VTA, SN, striatum ve LC’deki CART-
IR'de azalma goézlemlenmistir (Ahmadian-Moghadam vd., 2018). Sonuglar levodopa
tedavisinin bu nukleuslarda CART-IR’nin ekspresyonunu eski haline getirdigini
go6stermistir  (Ahmadian-Moghadam vd., 2018). Yapilan bir hicre  kaltart
¢alismasinda, CART peptidinin néron dejenerasyonunu azaltip sayilarini arttirdigi
tespit edilmistir (Wu vd., 2006).

2.6.9. Psikolojik Etkileri

Anksiyete davranisi ylksek olan siganlarin hipotalamusunda CART bakimindan
zengin alanlar bulunur (Wiehager vd., 2009). CART peptitleri, emosyonel
duzenlenmede rol oynayan limbik sistemin ¢esitli bolimlerinde eksprese edilir. Bu

bolgeler, CeA ve amigdalanin bazomedial nukleuslarini, BNST’yi ve hipokampusu
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icerir (Douglass vd., 1995; Koylu vd., 1998). Siganlarda ve farelerde, CART peptidi
i.c.v. enjeksiyonunun, yukseltiimig arti labirenti testinde kaygi benzeri davranigi
arttirdidi bildirilmistir (Kask vd., 2000). Ayrica, sicanlarin CeA’sina CART peptitlerinin
uygulanmasi anksiyeteye neden olur ve CART peptitlerinin davranigsal tepkilere
aracilk ettigi gosterilmistir (Dandekar vd., 2008; Upadhya vd., 2013). Vicut agirligi
ve beslenme davranisi duygusal durumlarla iligkili oldugundan kayginin istah
tizerindeki etkisine CART'In aracilik etmesi mimkundur. istahi uyaran oreksijenik
peptitler tipik olarak anksiyeteyi azaltirken anorektik peptitler tipik olarak anksiyete
benzeri davranislara sebep olur (Kask vd., 2000; Rkus Heilig vd., 1993). Siganlarda
zorunlu yuzme testi PVN'de CART peptit seviyelerini arttirir (Gozen vd., 2007). Ek
olarak, akut ve kronik kisitlama stresi, hipokampus ve amigdalada CART mRNA
seviyelerini arttirir ve tersine, adrenalektomi, DG'de CART seviyelerini dusurdr
(Hunter vd., 2007). CART (62-76), striatumda, noradrenalin ve 5-hidroksitriptamin
konsantrasyonunu dusurirken, hipotalamus ve frontal kortekste diger aminleri
etkilemeden 5-hidroksiindolasetik asit (5-HIAA) seviyesini arttirir (Dylag vd., 2006).
Frontal korteks ve hipotalamusun CART (62-76) tarafindan uyarilarak 5-HIAA
seviyesini arttirmasi, peptidin anksiyojenik ve anoreksijenik etkileriyle iligkili olabilecek
serotonerjik sistemi stimile ettigini dusindurmektedir (Kask vd., 2000). CART
peptitlerinin stres ve hipotalamus-hipofiz-adrenal aksi ile etkilesimi agiktir. CART,
glukokortikoid, CRF ve adrenokortikotropik hormon sekresyonunu uyarirken,
glukokortikoid ve CRF, CART geninin transkripsiyonel aktivitesini arttirir (Koylu vd.,
2006). Ayrica, sonuclar nesfatin ve CARTIn non-kolinerjik-preganglionik EW
néronlarinda yaygin olarak goruldiguni gdstermistir ve sonug¢ olarak CART ve
nesfatin peptitlerinin kronik streste rol oynadigi gérulmustur (Kozicz vd., 2011). CART
peptitlerinin, hayvanlarda i¢gldisel korkunun olusmasinda dnemli bir roli bulunur.
CART peptitlerinin i.c.v uygulamasi, hayvan modellerinde hipervijilansi ve azalmis
sosyal etkilesimi guglendirmektedir (Upadhya vd., 2013). Korku, yuksek eneriji
tuketimi gerektirdiginden, CART peptitleri bu iglevin dnemli bir bileseni olabilir (Kask
vd., 2000; Upadhya vd., 2013). Ayrica, donma tepkisini indikleyen 2,4,5-trimetil-3-
tiyazolin (TMT), CeA noronlarinda CART sinyali ile dizenlenir (Upadhya vd.,
2013). Ek olarak CART mutasyonu tasiyan eriskin insanda 6zellikle yuksek dizeyde
depresyon ve anksiyete gézlenmistir (Miraglia Del Giudice vd., 2006). Depresyonlu
hayvan modelinde, CeA’da CART immunoreaktiviteleri artmis, ancak EW, LC, PVN

ve Ark’da azalmigtir. Ayrica, CART’In intra-CeA uygulamasi siganlarda antidepresan
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fenotipi indUklediginden, CART, depresyon tedavisi i¢in yeni bir terapoétik hedef olarak
kabul edilebilir (Pae vd., 2007).

2.6.10. Ogrenme ve Bellek

CART peptidi, Morris su labirenti egitiminin ardindan CeA, DG, NAK, Ark, PVN ve
BNST’de artar (Upadhya vd., 2011). Bulgular, CART’in belirli bellek bigimlerinde rolu
oldugunu ve hipokampal voltaj kapili Ca*? kanallarinin modulasyonu ile 6grenmeyi
destekleyebilecedini ortaya koymaktadir (Upadhya vd., 2011; Yermolaieva vd., 2001).
Altta yatan mekanizmalar anlasilamamigtir, ancak nikotin yoksunlugu biligsel
yetersizlige neden olur. Hipokampus’teki CART igeren yapilar nikotin yoksunluguyla
iliskili kisa sureli bellegi modile edebilmektedir (Borkar vd., 2019). Ayrica CART’In,
uzamsal bellek ve 6grenme ile ilgili davranislarda yer almasindan dolayr amnezi
benzeri bozukluklarin tedavisinde yardimci olabilecegi ileri surtimustir (Upadhya vd.,
2011).

2.6.11. Uyku-Uyanikhk

Sican suprakiazmatik nukleusunda, CART peptitleri gunlik olarak degisiklik gosterir
ve major uyku déneminden sonra uyaniklik hissinde rol oynar (Lee vd., 2013). Ayrica
amigdala, hipotalamus, NAk ve kanda CART peptitleri yine gun iginde degisim
gOsterir ve bu durum kortikosteron seviyesi ile gli¢li bir korelasyona sahiptir (Stanley
vd., 2004). CART peptidinin sekresyonundaki gunlik degisim, c¢evredeki gida
mevcudiyeti ile iligkili olan glnlik beslenme modelini dizenleyebilecedi sonucuna

varilimistir (Barsagade vd., 2010).

2.6.12. Motivasyon ve Bagimlilik

CART, mezolimbik dopaminerjik sistemin dizenlenmesinde yer alir ve bu nedenle
gida alimina bagli 6dul davranigina neden olmaktadir (Hunter & Kuhar, 2003). NAk
gibi 6dul mekanizmasi i¢in olduk¢a dnemli kabul edilen alanlar yiksek CART mRNA
eksprese eder (Douglass vd., 1995). Lateral hipotalamusun perifornikal alanindan
(Pef/LH) VTA’ya CART igeren projeksiyonlar ve NAk’den SNr’ye olan projeksiyonlar,

orta beyin dopamin sisteminin dogrudan CART iceren yapilarla baglantisini
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gOsterir. Ayrica, Pef/lLH'den VTA ve NAK'nin kabuguna CART igceren projeksiyonlar,
CART peptitlerinin merkezi sinir sistemindeki iki ana fonksiyonel etkisinin, yani ilag-
odul/pekistirme ve beslenme davranisinin hipotalamik kontrolG icin anatomik bir
substrat saglar (Philpot & Smith, 2006).

Merkezi psikostimilanlarin  etkilerine  duyarli  beyin  bdlgelerinde  ylksek
konsantrasyonlarda CART immunoreaktivitesi bulunur (Koylu vd., 1997). Bu nedenle,
limbik sisteme ait yapilarin cogu, VTA’ya uygulanan psikostimulanlar, sinaptik yarikta
ve noron disi bosluklarda dopamin dizeylerini arttinr ve CART-IR ndronlarda
dopamin reseptorlerinin oldugu gosterilmistir (Beaudry vd., 2004; Hubert & Kuhar,
2006; Hunter vd., 2006).

NAk’'deki CART néronlari, tirozin hidroksilaz icin immunoreaktif sinir terminalleri alir;
bu, CARTpeptidi iceren hticrelere dogrudan bir dopaminerjik girdi oldugu anlamina
gelir (Smith vd., 1997, 1999). Morfine devamli maruz kalma, beyin omurilik sivisi,
plazma, NAKk, prefrontal korteks ve striatumda CART ekspresyonunun azalmasina yol
acar (Bakhtazad vd., 2016, 2017). NAk'de akut kokain uygulamasinin, c-fos
immunoreaktivitesi gosteren CART eksprese eden huicrelerin sayisinda artisa neden
oldugu bildirilmistir (Hubert & Kuhar, 2008). Asir doz kokaine bagli post-mortem
dokularda, CART mRNA seviyeleri, NAk'de artmis ve VTA’da azalmistir (Albertson
vd., 2004; Tang vd., 2003). Bazi CART peptitleri medial prefrontal korteks’te de
bulunur ve kokain uygulamasi bu bélgede CART gen transkripsiyonunu gegici olarak
arttinr, bu da CART peptitlerinin bu bdlge araciligiyla bagimhiliga dahil olabilecegini
gosterir (Freeman vd., 2008). Etanol tuketimi 6dil davranisini tetikler ve VTA’'dan
NAK’ye giden mezolimbik dopaminerjik yol bu davraniglarda merkezi bir rol oynar
(Gonsalvez vd., 2010). Metamfetamin, MDMA veya etanol uygulamasinin, NAK’deki
CART mRNA seviyelerini arttirdigi gosterilmistir (Jean vd., 2007; Salinas vd., 2006).
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Tablo 1. Merkezi sinir sisteminde bulunan CART peptidinin fonksiyonlari

Fonksiyon Bolge

Olfaktor bulbus

Koku alma

Taenia tecta
Anterior olfaktor
nukleus
Olfaktor tlberkl

Induseum griseum

Piriform korteks

Olfaktor trakt

Olfaktor glomerul

Optik kiazma
Optik trakt
Pretektal nukleus
Optik trakt

nukleusu

Gorme Alanlari

Preoptik alan
Optik tektum

Tir

Sprague-Dawley

sigan

M. ornata

Yayin Baligi

Kurbaga

M. ornata

Japon baligi

Sprague-Dawley

sican

Insan

Yayin baligi

Zebra baligi

Sprague-Dawley

sican

Yayin baligi
Kurbaga

26

Referans

(Couceyro vd.,
1997; Gaupale vd.,
2013; Lazar vd.,
2004; Mukherjee
vd., 2012; Singru
vd., 2007)

(Gaupale vd., 2013)
(Volkoff & Ector
Peter, 2000)

(Koylu vd., 1998)

(Hurd & Fagergren,
2000)
(Barsagade vd.,
2010)
(Mukherjee vd.,
2012)

(Koylu vd., 1998)

(Singru vd., 2007)
(Gaupale vd., 2013)



Nukleus

akkumbens

Ventral tegmental

alan

Odiil

Hipokampus

Prefrontal korteks

Nukleus

akkumbens

Hipotalamusun
dorsomedial

nukleusu

Gida alimi

Arkuat nukleus

Soliter nukleus

Ventromedial

nukleus

Japon baligi

Zebra baligi

Sprague-Dawley

sigan

Squirrel maymunu

ve Rhesus

maymunu

Sprague-Dawley

sigan

Sprague-Dawley

sigan

Insan

Gine domuzu

Cincilla

Insan

Sprague-Dawley

sigan

Sprague-Dawley

sican

Wistar sican

Suffolk-koyun

Sprague-Dawley

sigan

(Volkoff & Ector
Peter, 2000)
(Mukherjee vd.,
2012)
(Douglass vd.,
1995)

(Koylu vd., 1998;
Smith vd., 1999)

(Koylu vd., 1998)

(Hurd & Fagergren,
2000; Seress vd.,
2004)
(Kolenkiewicz vd.,
2009)
(Szalak vd., 2020)
(Jaworski & Jones,
2006)

(Douglass vd., 1995;
Koylu vd., 1998)

(Koylu vd., 1997)

(Fekete vd., 2000)
(Fekete vd., 2004)
(Sliwowska vd.,
2004)
(Douglass vd.,
1995)

(Koylu vd., 1997)



Hipotalamusun
paraventrikuler
nukleusu
Lateral
hipotalamus
Paraventrikuler

nukleus

Termojenik
Arkuat nukleus
regulasyon

Periventrikuler

Noéroendokrin nukleus

fonsiyonlar Supraoptik
nukleus
Nukleus

akkumbens

Bagimhhk Ventral tegmental

alan

Perifornikal alan

Amigdala

Ventral tegmental
alan

Anksiyete

Nukleus

akkumbens

Hipokampus

Sprague-Dawley

sican

Wistar sican
Sprague-Dawley

sican

Wistar sican

Sprague-Dawley
sigan
Squirrel maymunu
ve Rhesus
maymunu
Sprague-Dawley
sigan
Wistar siganlari
Sprague-Dawley
sigan
Squirrel maymunu
ve Rhesus
maymunu
Sprague-Dawley
sigan
Sprague-Dawley
sigan
Sprague-Dawley
sigan

Insan
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(Koylu vd., 1998)

(Koylu vd., 1997)

(Kong vd., 2003;

(Wang vd., 2000)

(Larsen vd., 2003)

(Douglass vd., 1995;

Koylu vd., 1998)

(Koylu vd., 1998;
Smith vd., 1999)

(Fekete vd., 2004)

(Koylu vd., 1998)

(Koylu vd., 1998;
Smith vd., 1999)

(Douglass vd.,
1995)

(Koylu vd., 1998)

(Hurd & Fagergren,



Lokus seruleus

Edinger-westphal

nukleusu

Stres
Arkuat nukleus

Periventrikular
hipotalamik

nukleus

Dentat girus

Ogrenme ve

bellek
Arkuat nukleus
Nukleus
akkumbens
Nukleus
Uyku
akkumbens
Ozmotik Supraoptik

Gine domuzu

Cingilla
Sprague-Dawley
sigan
Wistar sican
Sprague-Dawley
sigan
Sprague-Dawley
sigan

Wistar sican

Suffolk koyunu

Sprague-Dawley

sigan

Insan
Evcil domuz ve
gine domuzu
Sprague-Dawley
sigan
Sprague-Dawley
sigan

Wistar sican
Suffolk koyunu

Sprague-Dawley
sigan
Sprague-Dawley

sican

Rhesus maymunu
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2000; Seress vd.,
2004)
(Kolenkiewicz vd.,
2009)
(Szalak vd., 2020)

(Douglass vd., 1995;
Yoon & Lee, 2013)

(Fekete vd., 2004)
(Koylu vd., 1998)

(Fekete vd., 2000;
Koylu vd., 1997)

(Fekete vd., 2004)
(Sliwowska vd.,
2004)

(Koylu vd., 1997)

(Seress vd., 2004)

(Kolenkiewicz vd.,
2009)

(Koylu vd., 1998)

(Fekete vd., 2000;
Koylu vd., 1997)
(Fekete vd., 2004)
(Sliwowska vd.,
2004)

(Douglass vd.,
1995)
(Douglass vd.,
1995)

(Dall Vechia vd.,
2000)



regulasyon nukleus Sprague-Dawley

sigan
Omurilikte
intermediolateral
Kardiyovaskiler nukleus Sprague-Dawley
regulasyon Rostral sigan

ventrolateral

medulla
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(Koylu vd., 1997)

(Dun vd., 2002;
Koylu vd., 1998)



BOLUM II; GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi (EU) Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu 1 Mart 2023 tarihli
(23-2.1/T/22) kararina (Ek 1) istinaden, bu tez Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi
Anabilim Dal’nda (ABD) gerceklestiriimistir. Anatomi ABD kadavra arsivinden %10
formalin ile fikse edilmis ve doku butunligu korunmus insan servikal, torakal, lumbal,

sakral ve koksigeal omurilik segmentleri kullaniimigtir.

3.1. Kullanilan Geregler

insan omuriliginden kesit almak icin kriyostat (Leica CM1950), distile su elde
edebilmek icin saf su cihazi, malzemeleri dogru oranda ayarlayabilmek i¢in otomatik
pipet seti ekipmanlari (Finnpipette, F2, ThermoScientific, MA, ABD) ile
immunohistokimyasal boyamalar icin PBS (Phosphate buffer saline), hidrojen
peroksit, bloklama sollisyonu (normal goat serum-NGS), CART primer antikoru, biotin
konjuge sekonder antikor (Chemicon International, AP124B), streptavidin-biotin ve
diaminobenzidin tetra hidroklorir (DAB) ve kesitleri Gzerine almak igin Entellan ve lam

kullaniimistir.

3.2. Kullanilan Yontemler
3.2.1. Immunohistokimyasal Boyama i¢in Kesit Alinmasi

EU Tip Fakltesi ABD kadavra arsiv koleksiyonundan %10 formalin ile fiksasyonu
yapilmis insan servikal, torakal, lumbal, sakral ve koksigeal omurilik segmentleri
kullanilan arastirmada ilgili omurilik segmentlerinin, %30 sukroz solisyonunda
kriyoproteksiyonu yapilmistir. Ardindan dokular -80°C’de muhafaza edilmigtir.
Kriyostatla (Sekil 2) 30 um kalinhdinda transvers kesitler doku butinligd korunacak

sekilde alinmigtir.
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Sekil 2. Kriyostatla omuriligin segmentlerinden 30 pym kalinhdinda transvers kesit alinmasi.

3.2.2. Immunohistokimyasal Boyamanin Yapilmasi

Servikal, torakal, lomber, sakral ve koksigeal omurilik segmentlerinden alinan kesitler
CART immunoreaktivitesini tespit etmek icin “free-floating” optimize protokol esas
alinarak boyanmigtir. Bu kesitler, 0.01 M PBS bulunan kuyucuklara alinarak 3x10
dakika 0.01 M PBS ile yikanmistir. Yikama bittikten sonra endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek icin %30’luk solUsyon ile hazirlanan %0,3 H»O, (18312,
Reidel-de Haen, Seelze, Aimanya) ile dokularin Uzerine eklenmigtir. Karanlikta 30 dk
orbital karistirici Gzerinde muamelenin ardindan 3x10 dk 0.01 M PBS ile kesitler
yikanmigtir. Kesitler spesifik olmayan baglanmalari engellemek icin %10’luk NGS ile
2 saat oda sicakliginda muamele edilmigtir.

CART  primer antikoru (Phoenix Pharmacoeticals, H-003-62) 1:5000
konsantrasyonunda hazirlanarak kesitlere uygulanmistir. Kesitler, 4°C’de orbital
karigtirici Uzerinde 48 saat inkiibe edilmistir. Ardindan dokular, 3x10 dk 0.01 M PBS
ile yikanip uygun konsantrasyondaki biotin konjuge sekonder antikor ile 2 saat oda
sicakliginda inkibe edilmistir. 2 saatin ardindan kesitler streptavidin-biotin peroksidaz
(Thermo Scientific, TS-125-HR) ile 10 dk muamele edilmistir ve bu islemin sonunda
3x10 dk 0.01 M PBS ile yikanmistir. 1-30 dk sureyle karanlikta DAB reaksiyonu
(Sigma-Aldrich, S26-100ML) gergeklestiriimistir. Distile su ile DAB partikilleri
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uzaklastirildiktan sonra kesitler lam Uzerine alinip kurumaya birakilmistir. Ardindan
Entellan (Merck KGaA, 1.07961.0500) ile kapatilmigtir.

3.2.3. Kesitlerin Goriintiilenmesi ve Analizi

Kesitler Aperio Microscope Slide Scanner (Aperio AT2, Leica Biosystems, France) ile
Neuroscience Research Australia’da taranarak elde edilen goérintiler Image J
programi (ImagedJ 1.52a, Wayne Rasband, NIH, Bethesda, MA, ABD) kullanilarak
degerlendirildi.
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BOLUM IV; BULGULAR

Calismamizin bulgulari, Sengul (2022) tarafindan hazirlanan ve “The Mammalian
Spinal Cord” adl kitabin icinde kitap bdlimua olarak yer alan insan omurilik atlasi

referans alinarak degerlendirilmistir.

4.1. SERVIKAL OMURILIK SEGMENTLERINDE CART DAGILIMI

Servikal segmentlerdeki lateral funikulusda 6zellikle lateral kortikospinal yolun gectigi
yerde, dorsal ve anterior funikulusta birkag CART-IR hticre ve lifler gézlenmigtir. Gri
cevherde lamina VIl ve IX’da yogun CART-IR hicreler tespit edilmistir. Lamina VII'de
ve santral kanalin etrafinda oldukca yodun CART-IR néronlar bulunmaktadir.
Posteriora dogru CART-IR néron yodunlugu azalma gostermistir. Lamina | ve II'de
cok az, lamina lll ve IV’te hafif, lamina V ve VI'da orta yogunlukta CART-IR néronlar

bulunmaktadir. Bu dagilim tim servikal segmentlerde benzer sekildedir (Sekil 3).
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Sekil 3. C4 segmentinde CART immunoreaktivitesi.
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4.2. TORAKAL SEGMENTLERDE CART DAGILIMI
Torakal segmentlerde servikaldeki gibi beyaz cevherde CART-IR lifler izlendi. Ayrica
anteriorda lamina IX'da ve VIII'de yodun CART-IR ndronlar bulunmustur. Hem lamina
VII'de hem de IML’de orta yogunlukta CART-IR néronlar gézlenirken lamina X'da az
sayida CART-IR noronlara rastlandi. Arka boynuzda ise ylzeyel laminalar hafif ile

orta yogunlukta CART-IR néron populasyonuna sahipti.

T1-L3 segmentleri arasi lateral boynuzda bulunan IML 6zellikle T2 segmentinde
goruldugu gibi hafif CART-IR néron populasyonuna sahiptir. Bu bdlgede sempatik
pregangliyonik noéronlar da yer almaktadir. Calismamizda, lamina VII'nin medial
boéliminde yer alan dorsal nukleus’ta (Clarke nukleus) CART-IR oval sekilli hiicreler
izlendi (Sekil 4).
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4.3. LUMBAL SEGMENTLERDE CART DAGILIMI

Lumbal omurilik segmentlerinde beyaz cevher CART-IR néronlar ve lifler igermezken
IML’de CART-IR néronlara rastlandi. Gri cevherde ise 0zellikle lamina VII’nin
lateralinde yogunluklu olarak CART-IR néronlar goérildi. Bunun yani sira CART-IR
noronlar lamina 1X’da da yogun bir sekilde izlendi. Lamina VIII'de lamina VII kadar
olmamakla birlikte orta yogunlukta CART-IR ndéronlar vardi. Lamina VII'den baska
lateral boynuzda lamina X’da CART-IR izlendi. Lamina X’da da CART-IR néronlara
rastlandi. Arka boynuzda ise lamina I-VI'nin hafif yogunlukta CART-IR hicreye sahip
oldugu gozlendi (Sekil 5).
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Sekil 5. L3 segmentinde CART immunoreaktivitesi.
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4.4. SAKRAL VE KOKSIGEAL OMURILIK SEGMENTLERINDE CART
DAGILIMI
Alt sakral segmentlere dogru artis gosteren CART-IR ndronlar lamina VlII’de ylUksek,
lamina IX'de ise daha az yodunlukta goruldu. Lamina X ve lamina I-lIl'te ¢ok az

immunoreaktivite saptandi. Lamina V ise hafif yogunlukta CART-IR néronlar izlendi
(Sekil 6 ve 7).

Sekil 6. S5 segmentinde CART immunoreaktivitesi.
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Sekil 7. Col segmentinde CART immunoreaktivitesi.
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BOLUM V; TARTISMA, SONUC VE ONERILER

CART immunoreaktivitesi sican omuriliginde (Koylu vd., 1998; Dun vd., 2000a), fare
omuriliinde (Ohsawa vd., 2000) ve kurbaga omuriliinde (Gaupale vd., 2013)

g6sterilmistir. insan omuriliginde ise ilk defa bu tez ¢alismasi ile arastiriimistir.

Koylu vd. (1998) sicanda servikal ve torasik omurilik segmentlerinde CART
immunohistokimyasal boyamasi yapmis ve dorsolateral fasikil, lamina |-l ve lateral
spinal nukleus’ta CART-IR lif ve varikozitelerini gostermislerdir. Lamina X’da daha az
sayida CART-IR néron bildirmislerdir. Ayrica torakal omurilik segmentlerinde IML'de

yogun olarak boyanmis CART-IR noéronlar gostermiglerdir.

Ohsawa vd. (2000) yogun immunoreaktif lifleri arka boynuzun ylzeyel laminalarinda
bildirirken, derin laminalarda daha az sayida immunoreaktif lif gdstermislerdir. Bunun
disinda genellikle daha kiglk ¢apta olmak Gzere CART-IR ndéronlari lamina X'da

bildirmiglerdir. Buna ek olarak IML'de CART-IR néronlari géstermigslerdir.

Gaupale vd. (2013) tarafindan kurbagalarda beyaz cevherin dorsal ve lateral
funikalinde CART-IR lifler gdzlenmisgtir.

5.1. TARTISMA

CART peptitlerinin omurilikteki fonksiyonel énemi davranisg c¢alismalarinda ortaya
konmustur. CART’In farede intratekal uygulanmasinin akut agri durumlarinda
hiperaljeziye neden oldugu néropatik (ancak inflamatuar olmayan) agrida hiperaljezi
ve allodiniyi azalttigi ve morfinin spinal analjezik etkilerini arttirdigi tespit edilmistir
(Imad Damaj vd., 2006; Ohsawa vd., 2000). Agri ile ilgili olarak sigan omuriliginin tim
segmentlerin ylzeyel arka boynuzunda ¢ok sayida CART-IR lifler bulunur (Sekil 7A)
(Dun vd., 2000a). Farelerde de arka boynuzda bol miktarda CART-IR lifler bulunur ve
CART In intratekal uygulanmasi, arka pence geri ¢ekilme gecikmesinde bir azalmaya

neden olmustur (Ohsawa vd., 2000).
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Sekil 8. A: Sprague-Dawley siganlarda torakalde IML ve santral otonomik nukleusa ek olarak
arka boynuz ve IML’deki CART-IR néronlar (Dun vd., 2000a); B: Sprague-Dawley si¢anlarda
IML’deki santral kanala dogru projekte olan sempatik pregangliyonik CART-IR néronlar ve
IML’deki CART-IR néronlar (Dun vd., 2000a).

Bulgularimiza goére servikalden sakral seviyeye kadar, lumbalde en az olacak sekilde,
insan omuriliginde arka boynuzda hafif yogunlukta CART-IR néronlar saptanmistir.
Bdylelikle insan omuriliginde, CART’In daha énceki ¢alismalarla uyumlu olarak agri

ile ilgili yerlerde bulundugu tespit edilmigtir (Bannon vd., 2001).

Sempatik kardiyovaskuler regilasyon Uzerinde etkileri olan IML'de sempatik
preganglionik néronlar yogun CART-IR goéstermektedir (Dun vd., 2002; Koylu vd.,
1998). Ayrica CART (55-102), sempatik preganglionik ndéronlari aktive eden bir
norotransmitter olan glutamatin neden oldugu kalp hizi ve kan basincinda gézlenen
artis1 guglendirir (Scruggs vd., 2005; Dun vd., 2000a). Bu tez ¢alismasinda, dnceki
calismalarin sonuglariyla paralel olarak, insan omuriliginde IML’de CART-IR
noronlarin varhdr gosterildi. Kardiyovaskuler regulasyonda roll oldugu belirtilen bu
peptidin insanlarda da bdyle bir fonksiyona sahip olup olmadidi ileri galismalarla

arastiriimahidir.

Bunun diginda, Kuhar ve Yoho'ya gore (1999) duyusal islemede 6nemli rollere sahip
lamina I'de CART-IR elemanlarin varligini vurgulamistir. CART-IR liflerin en yodun
agi, 6zellikle lamina I'de ylzeysel laminalarda, gézlenmistir ve CART-IR akson
yogunlugu, ylzeysel laminalardan uzaklastikga O6nemli &lgide azalmaktadir.
Sicanlarda lamina I'deki CART-IR aksonlarin ¢gogunlugunun ve lamina IlI'dekilerin
daha klguk bir popullasyonunun CGRP igin de immunoreaktif oldugu bulunmustur.
Birkag CART terminali hem CGRP hem de somatostatin i¢in immunoreaktiftir. Lamina

I'de daha fazla olmak Uzere lamina I'de de CART-IR aksonlarin ¢ogu, vezikller
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glutamat tasiyict 2 (VGLUT2) immunoreaktivitesi gdstermektedir. CART ve
VGLUTZ2'yi birlikte eksprese eden eksitatdr internéronlarin, CGRP icermeyen CART-
IR liflerin ve néronlarin gogunun substans P veya somatostatin igin immunoreaktif
oldugu gésterilmistir (Kozsurek vd., 2007) (Sekil 8).

Y,
=
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Sekil 9. Wistar sicanlarda servikal (C), torakal (T), lumbal (L) ve sakral (S) seviyelerde CART
peptidinin dagilimi (Kozsurek vd., 2007).

insan omuriliginde ise lamina | ve II'ye gére lamina Il ve IV'te daha fazla CART-IR
noronlar izlendi. Deney hayvanlarinda yapilan dnceki ¢calismalara gore arka boynuzun
dokunma ve propriosepsiyon ile ilgili bu bélimlerinde CART peptidi bulunmasi ko-
lokalize oldugu diger nérokimyasal belirtegler ile dederlendirildiginde bircok fizyolojik
mekanizmanin anlasiimasina yardim edebilir. Ornegin CART ve duyu sinirlerinden
sekrete olan CGRP’nin lamina | ve II'de bulunmasi her iki peptidinde rolt oldugu
dusunulen kardiyovaskuler sistemin anlagiimasina katkida bulunabilir. Ayni sekilde
sinaptik plastisitede potansiyel diizenleyici oldugu disunilen VGLUT2'nin CART ile
birlikteligi néronal isleyiste molekuler ¢galigmalar igin 6nem tasimaktadir (Molnar vd.,
2011).

5.1.1. Servikal Segmentlerde CART Dagilimi

Couceyro vd. (1997) tarafindan servikal kordda, C1'den C5'e kadar olan seviyelerdeki
lamina X’da CART-IR hticreler gézlemlenmistir (Sekil 9). Bu galismaya paralel olarak,
aragstirmamizda tim servikal segmentlerdeki lamina X’da CART-IR hucrelere
rastladik. Lateral funikulusda, Ozellikle lateral kortikospinal yolun gegtigi bolgede,
dorsal funikulusda ve anterior funikulusda birkag CART-IR hlicre ve lif tespit edilmigtir.
Gri cevherde ise yogun bir sekilde lamina VIII ve IX'da CART-IR hicreler tespit
edilmistir. Benzer sekilde lamina VII'de de CART-IR néronlar tespit edilmistir. Ancak
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dorsale dogru CART-IR noron yogunlugunun azalma egiliminde oldugu not edilmistir.

Sekil 10. Siganlarda servikal bdlgede santral kanalin etrafinda lamina X’daki CART-IR
hlcreler (Couceyro vd., 1997).

CART (55-102) farelerde sican omuriligine benzer sekilde, arka boynuzun ytizeysel
katmanlarinda yogun CART-IR liflere sahiptir (Koylu vd., 1998). Servikalde lamina |
ve llI'de bol miktarda CART-IR lifler mevcuttur ve daha derin laminalarda ¢ok daha az
CART-IR lifler bulunur (Ohsawa vd., 2000). Bunlarin aksine insan omuriliginde lamina
| ve II'de gok az CART-IR ndronlar gosterilmigtir. Calismamizda bu dagihm tim

servikal segmentlerde benzer sekildedir.

5.1.2. Torakal Segmentlerde CART Dagilimi

Siganlarda T3-T6 segmentlerinde, santral kanalin etrafinda birka¢g CART-IR hicre
gosterilmistir (Sekil 10) (Elias vd., 1998). Torakolumbal segmentlerin IML’sinde
bulunan sempatik preganglionik ndéronlarin somalari yogun miktarda CART eksprese
eder (Dun vd., 2000c; Koylu vd., 1998). Sicanlara benzer olarak galismamizda insan
omuriliginde torakal segmentlerin lamina VII'sinde 6zellikle IML’'de orta yogunlukta
CART-IR ndronlar g6zlenirken santral kanalda CART-IR néronlar tespit edilememistir.
Kurbagalarda Ark’ta torasik omuriligin IML’sini dogrudan innerve eden ve leptin
tarafindan aktive eden CART-IR ndéronlari bulunur. Leptin torasik seviyedeki sempatik
preganglionik néronlari innerve eden CART/POMC néronlarini aktive eder ve bu
sayede leptinin termogenez ve enerji harcamasinda rol vardir (Elias vd., 1998). Hem

kurbaga hem sicanda bazi ndronlar torakolumbal segmentlerdeki IML'de CART
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immunoreaktivitesi gosterilmistir (Lazar vd., 2004).
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Sekil 11. Sprague-Dawley siganlarda santral kanal (CC) etrafinda bulunan CART-IR néronlar
(Elias vd., 1998).

Ek olarak kurbagalarda CART-IR ndronlar torakal segmentlerde arka boynuzda da
bulunur (Lazar vd., 2004). Bizim g¢alismamizda yuzeysel laminalarda hafif ile orta

yogunlukta CART-IR néron bulundugu saptanmistir.

5.1.3. Lumbal Segmentlerde CART Dagilimi

CART-IR ndronlar kurbagalarda lateral boynuzda ve Ust lumbal segmentlerde arka
boynuzda bulunur (Lazar vd., 2004). insanlarda lamina I-VI hafif yogunlukta CART-IR
hlcre icermektedir.

CART'In ndropatik agrinin iletiimesinde rol oynadigi dusunulmektedir ve CART
immunoreaktivitesinin lumbal omuriligin arka boynuzdaki lokalizasyonu goésterilmigtir
(Koylu vd., 1998; Ohsawa vd., 2000; Yosten vd., 2020). Ayni sekilde insanlarin da

arka boynuzunda yer alan CART peptidi agrinin iletiminde gdrev alabilir.
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Sekil 12. Farelerde lumbal segmentlerde arka boynuzun Lamina I-llI'sinde CART-IR lifler
(Ohsawa vd., 2000).

Siganlarda Lamina I'deki horizontal ve transvers kesitlerde CART-IR ndronlarin ve
liflerin gogu CGRP igerir (Kozsurek vd., 2007). Lamina I'deki CGRP-IR terminallerinin
analizi, bu elemanlarin neredeyse tamaminin SP-IR oldugunu ve bu CGRP/ SP-IR

terminallerinin de yaklasik yarisinin CART peptidi icerdigini ortaya koymustur.

Ohsawa vd. (2000)’ye gore lamina | ve II'de bol miktarda CART-IR lifleri bulunurken
derin laminalarda yogunlugu azalan CART-IR lifleri mevcuttur. Ohsawa vd. (2000)'nin
bulgulari lamina X’'da arka boynuzun yilizeysel katmanlarinda genellikle kiigik ¢aph
birkag CART-IR somalar bulundugu géstermistir. insanlarda da lamina X'da da
CART-IR tespit edilmistir.

Ayrica CART, glutamatin spinal sempatik aktivite Uzerindeki uyarici etkilerini
arttirabilir. Sempatik ganglionlarda (superior servikal, stellat, paravertebral ve
prevertebral ganglionlar) ve postgangliyonik néronlarda ise CART immunoreaktivitesi
tespit edilmemistir (Dun vd., 2000a). Benzer sekilde omuriligin lumbosakral
segmentlerinin parasempatik preganglionik néronlari da CART-IR'den yoksundur
ancak torakolumbal segmentlerde sempatik preganglionik néronlarin yer aldigdi
IML'deki somalar yogun miktarda CART eksprese eder (Dun vd., 2000a; Koylu vd.,
1998). Kurbagalarda da bazi néronlar Ust lumbal seviyelerde IML CART peptidi
icermektedir (Lazar vd., 2004). Calismamizda IML’de L1 segmentinde hafif, L3

segmentinde ise orta yogunlukta CART-IR néronlar izlendi.

Xenopus leavis'te omuriligin Ust lumbal segmentlerinde arka boynuzda, lateral

boynuzda ve motor néronlarin medialinde seyrek CART-IR ndronlar bulunur. Lumbal

47



genislemelerde dorsal ve santral alanlarin i¢ yarisinda ve lateral motor néronlar
arasinda da CART goézlenmistir (Roubos vd., 2008). insanda da lamina VIl ve IX'da
CART-IR hucreler bulunmaktadir. Gri cevherin lateraline bakildijinda ise baslica

lamina VIl ve daha az belirgin olacak sekilde lamina X CART-IR hiicrelere sahiptir.
5.1.4. Sakral Segmentlerde CART Dagilimi

Lazar vd. (2004) kurbagalar Gzerinde gercgeklestirdikleri bir calismaya goére sakral
bolgede CART-IR ndronlar lateral motondron grubunun medial ve dorsomedialinde
bulunur. Bunun tersine siganlarda sakral segmentlerde CART-IR hicreler
g6zlenmemistir (Dun vd., 2000c). Kurbagalara benzer sekilde insan omuriliginin
sakral segmentlerinde 6n boynuzda 6zellikle lamina VIII'in lateralinde ve lamina IX’da

CART-IR noronlari géstermekteyiz.

5.2. SONUCLAR

insan omuriliginde CART-IR lifler beyaz cevherde servikal, torakal, lumbal ve sakral
segmentlerde anterior, lateral ve dorsal funikulusta izlendi. Arka boynuzda lamina |
ve II'de yogun CART-IR lifler ve az sayida CART-IR néronlar izlendi. Lamina lll ve
IV’te az sayida, lamina V, VI ve VII'de orta yogunlukta CART-IR lifler ve néronlar
gorildi. Torakal ve ust lumbal omurilik segmentlerinde IML’de yogun CART-IR
noronlara rastlandi. Lamina VII'de ve IX'da ¢ok sayida CART-IR lifler ve néronlar

izlendi. Lamina X'da ise az sayida CART-IR lif ve n6éronlar goruldu.

5.3. ONERILER

CART peptidinin lokalizasyonunun arastirildigi birgok ¢alisma bu néropeptidin birlikte
bulundugu diger nérokimyasal maddeleri ve aralarindaki korelasyonu gostermistir. Bu
tez galismasinda ilk kez insan omuriliginde CART peptidinin dagilimi detayh olarak
gosterilmistir ve bu galismanin bir sonraki adiminda diger nérokimyasal belirtecler ile
ko-lokalizasyonunun arastiriimasi bu peptidin islevini daha iyi anlamamiza yardimci
olacaktir.

CART peptidinin deney hayvanlarinda terapétik etkileri oldugu gosterilmistir. CART’In
omurilik hasarli farelerde néroprotektif etkileri de degerlendirilmistir ve endojen
CART'In lokomotor gelisimi arttirabilecegi ortaya konmustur (Bharne vd., 2013). insan
omuriliginde de CART peptidin ndroprotektif etkileri ilerleyen zamanlarda daha fazla

degerlendirilebilir.

48



Ozellikle CART peptidinin insan omuriliginde oldukga genis bir dagilima sahip olmasi
bircok fizyolojik role sahip olabilecegini disindiurmektedir. Deney hayvanlarinda
omurilik arka boynuzunda bulunan ve agri ile iliskilendirilen CART peptidinin insanda
da agn ile iligkili olan bdlgelerde yerlerde bulundugu bu calismada gdsterilmigtir.
Benzer bulgularimiz otonomik kontrolde 6nemli bir yer olan IML'de yer alan CART
peptitlerinin, bu sistemin bir pargasi olabilecegini disindirmektedir. Ancak benzer
bdlgelerde tespit ettigimiz bu noéropeptidin fizyolojik fonksiyonlara katkisinin tam

olarak anlasiimasi icin daha fazla calisma gerekmektedir.
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EK 2. OLGU RAPOR FORMU

OLGU RAPOR FORMU
Araghirma adi: Insan omuriliffinde kokain ve amfetamin ile dilzenlenen trangkriptin (CART) lokalizasyonunun aragtinibmasi

Olgu No: CART lokalizasyonu
Tarih: (Lamina, mucieus)
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