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Bu calismada, 16s-enk ve FMRF-amid’in, Mersin Miiftii (Efrenk) Deresi’nden
yakalanan Rana ridibunda’nin beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularindaki, Mersin
Goksu Deltasi’ndan yakalanan Callinectes sapidus’un ise beyin, goz sapi, torakal
gangliyon ve barsak dokularindaki lokalizasyonlar arastirilmistir. Bu iki peptitin
immiinopozitifligi, peptitler, eseyler, dokular, kesitler ve her iki canli grubunun benzer

dokular1 arasinda karsilastirilmistir.

Los-enk ile FMRF-amid’in, her iki tiiriin dokularinda yiiksek diizeyde lokalize
oldugu bulunmustur. FMRF-amid, kurbaga beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularinda
los-enk’e gore daha fazla immiinoreaktivite olusturmustur. Los-enk, disi kurbaga arka
beyin dokusunda erkeklere gore daha fazla immiinopozitiflik gosterirken, erkek
bireylerin siyatik sinirinde daha yiiksek diizeyde immiinoreaktivite meydana getirmistir.
Los-enk, diger bir hayvan grubu olan yengec beyin ve torakal gangliyon dokularinda
FMRF-amid’e gore daha yiiksek diizeyde immiinopozitiflik olusturmustur. Buna karsilik
FMRF-amid’e oranla barsak dokuda daha az immiinoreaktivite meydana getirmistir.
Cinsiyete bagh olarak 16s-enk’in immiinopozitifligi disi yengeclerin barsak dokusunda
daha fazla bulunmustur. Goz sap1 kesitlerinde ise, her iki peptit, optik sinirde lamina
ganglionaris’e gore daha yiiksek oranda immiinoreaktivite gostermistir. FMRF-amid
kurbaga beyin dokusunda yengeclere gore daha fazla immiinopozitiflik olustururken,
16s-enk bakimindan her iki hayvan grubunun beyin dokusunda, 6nemli bir farklilik
gozlenmemistir. Bununla beraber, 16s-enk disi yengeclerin torakal gangliyon dokusunda,
disi kurbagalarin omurilik dokusuna gore daha fazla immiinoreaktivite meydana
getirmistir. Erkek bireylerde ise, bu immiinopozitiflik anlamli olmamstir. Aymi sekilde,

FMRF-amid tarafindan meydana getirilen immiinoreaktivite de anlamli olmamastir.

Anahtar kelimeler: Rana ridibunda, Callinectes sapidus, immiinohistokimya, sinir

dokusu, bagirsak dokusu, Los-enk, FMRF-amid.



ABSTRACT

In this study, leu-enk and FMRF-amide localizations were investigated in brain,
spinal cord and sciatic nerve tissues of Rana ridibunda caught from Mersin Miiftii
(Efrenk) river and in the brain, eyestalk, thoracal ganglion and intestine tissues of
Callinectes sapidus caught from Mersin Goksu delta respectively. Immunopositivity of
these two peptides were compared between the peptides, sexes, tissues, sections and

similar tissues of both animals.

The results revealed that leu-enk and FMRF-amide produced high degree of
localization in in both species tissues. Compared with leu-enk, FMRF-amide created
more immunoreactivity in the frog brain, spinal cord and sciatic nerve tissues. While
leu-enk showed more immunoreactivity in the hind brain tissue of female frog than that
of male, it showed more immunopositivity in the sciatic nerve of male individuals than
that of female. While leu-enk created higher degree of immunoreactivity in the crab
brain and thoracal ganglion tissues compared with the effect of FMRF, leu-enk created
less immunoreactivity in the crab intestine tissue. Depending on the sexes, leu-enk
caused more immunopositivity in the female crab intestine tissue than that of male.
Observation on the sections of eyestalk revealed that both peptides produced higher
degree of immunoreactivity in optic nerve compared with lamina ganglionaris. FMRF-
amide caused more immunopositivity in the frog brain tissue than that of crab, however
leu-enk showed no significant difference in immunoreactivity between the two animal
groups. However, leu-enk produced more immunopositivity in the female thoracal
ganglion tissue than female frog spinal cord tissue. In contrast, immunopositivity
showed no significant difference in males. Similarly, immunoreactivity caused by

FMRF-amid was not significant either.

Key words: Rana ridibunda, Callinectes sapidus, immunohistochemistry, nerve tissue,

intestine tissue, Leu-enk, FMRF-amide.
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1.GIRiS

Hayvansal organizmalarin, merkezi ve periferik sinir sisteminde yer alan ve
peptit yapisindaki néromodiilator maddeler tarafindan diizenlenen ic¢sel (endojen) agri

dindirici bir sistem bulunur [1, 2, 3, 4].

Opioidler olarak isimlendirilen bu peptitler, sinir sistemi basta olmak iizere
viicudun bir¢ok bolgesinde farkli diizeylerde lokalize olmustur. Opioid peptitler, beyin
ve omurilikte sentezlendikten sonra motor sinirler ile viicudun bir¢ok bdolgesine
ulastirthir.  Cogunlukla noromodiilatér bazen de hormon olarak gorev yapan opioid
peptitler, hedef doku iizerinde bulunan spesifik reseptorlere baglanarak etki gosterirler.
Opioid peptitler, sinir hiicrelerinin perikaryonlarinda bulunduklar1 gibi motor noronlarin

aksoplazmasinda ve ependimal hiicrelerin plazmasinda da bulunur [2, 3, 4].

Opioid peptitler, tip alaninda uyusturucu (narkotik), yatistirict (sedatif), agri
dindirici (analjezik) ve tedavi edici (terapotik) olarak kullanilmaktadir. Metionin-
enkefalin (met-enk) ve losin-enkefalin (16s-enk) adi verilen 2 pentapeptit, 1975 yilinda
ilk defa kobay beyininden izole edilen opioid peptitlerdir. Sinir-aksiyon potansiyeli
izerine agonist etki yapan opioid peptitlerin bu depresif etkisi, nalokson, naltrekson ve

naltrindol gibi antagonist maddelerle ortadan kaldirilir [1, 2, 3, 4].

Kardiyoaktif bir peptit olan FMRF-amid (Phe-Met-Arg-Phe-NH,), ilk defa
salyangozdan izole edilmistir. Omurgali ve omurgasiz bir¢ok canlinin sinir sisteminden
izole edilen FMRF-amid kalp ritmi {izerine hizlandiric1 bir etkiye sahiptir. Bu peptitlerin
ozellikle sinir dokularinda karakterizasyonu i¢in son zamanlarda yogun caligmalar

yapilmaktadir [1, 2].

Bu calismanin amaci, immiinohistokimya yontemi kullanilarak opioid
peptitlerden 16s-enk ve kardiyoaktif bir peptit olan FMRF-amid’in sinir sistemi ve

bagirsak dokularindaki lokalizasyonlarinin belirlenmesidir. Bu amaca uygun olarak,



daha once bu peptitlerle ¢alisilmadig tespit edilen omurgali hayvanlardan R. ridibunda
(ova kurbagasi) ve omurgasiz hayvanlardan C. sapidus (mavi yengeg) dokulari

kullanilmastir.

Bu calismada, 16s-enk ve FMRF-amid’in, Mersin Miiftii (Efrenk) deresinden
yakalanan R. ridibunda’nin beyin, omurilik ve siyatik sinir dokular ile Mersin Goksu
deltasindan yakalanan C. sapidus’un beyin, goz sapi, torakal gangliyon ve bagirsak
dokularindaki lokalizasyonlar1 aragtirilmistir. Bu peptitlerin immiinopozitifligi peptitler,
eseyler, dokular, kesitler ve her iki canli grubunun benzer dokular1 arasinda

karsilagtirilmistir.

R. ridibunda’nin beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularindan enine ve boyuna
kesit alinarak immiinohistokimyasal isaretleme yapilmistir. Beyin dokusunun, boyuna
kesitinde ©n beyin (prosensefalon), orta beyin (mesensefalon) ve arka beyin
(rhombensefalon), enine kesitinde ise arka beyin calisilmistir. Omuriligin, boyuna
kesitinde boyun (servikal), gogiis (torakal), bel (lumbar) ve kuyruk sokumu (sakral)
bolgeleri ¢alisilirken, enine kesitinde ise, gogiis bolgesindeki 6n boynuz (ventral horn),
arka boynuz (dorsal horn) ve merkezi kanal (central canal) boliimleri antikor ile

isaretlenmistir.

C. sapidus’un beyin dokusundan boyuna, torakal gangliyon dokusundan ise
radyal kesit alinarak immiinohistokimyasal boyama yapilmistir. Gz sapt dokusu
boyuna kesitinde lamina ganglionaris (LG), medulla externa (ME), medulla interna
(MI), medulla terminalis (MT) ve optik sinir (ON) kisimlar1 antikor ile isaretlenmistir.

Ayrica, bagirsak dokusundan enine ve boyuna kesit alinarak boyama yapilmistir.

Opioid peptit olan 16s-enk klinik tedavide siklikla kullanilmaktadir. Kardiyoaktif
bir peptit olan FMRF-amid’in ise, onemli fizyolojik rolleri vardir. Bunlarin yam sira,
opioid peptitlerin ve FMRF-amid’in hayvansal dokulardan izole edilmesi, amino asit

dizilisinin belirlenebilmesi ve karakterizasyonu icin Oncelikle lokalizasyonlarinin



belirlenmesi gerekmektedir. Bu calismada, spesifik antikorlar ve 151k mikroskobu
kullanilarak, l6s-enk ile FMRF-amid’in R. ridibunda ve C. sapidus dokularindaki
yayilist tespit edilmistir.  Bu sayede, hayvanlarin dokularindan peptitlerin izole
edilebilmeleri miimkiin olabilecektir. Ayrica, yapilan literatiir aragtirmasina gore R.
ridibunda ve C. sapidus dokularinda, 16s-enk ve FMRF-amid lokalizasyonlarinin
arastirtlmadigi gozlenmistir. Bu iki tiire ait dokulardaki, Los-enk ve FMRF-amid
diizeylerinin evrimsel ag¢idan da degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada, ilk defa
bu peptitler, omurgali olan R. ridibunda ve omurgasiz olan C. sapidus dokularinda

karsilastirmali olarak incelenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. ENDOJEN OPIOID PEPTIDLERIN GRUPLANDIRILMASI

2.1.1. Enkefalinerjik Sistem (Pro-Enkefalin A Sistemi)

Bu sistemde néromodiilator olarak met-enk ve 16s-enk bulunmaktadir. Her iki
peptit merkezi sinir sisteminde yaygin olarak bulunmakla beraber, met-enk daha yaygin
ve fazladir. Bunlar, pentapeptit yapisindadir ve enkefalinaz enzimleri ile yikilirlar [2, 3,

4, 5].

2.1.2. Endorfinerjik Sistem (Pro-opiomelanokortin Sistemi - POMC)

Endorfinerjik sistemde noromodiilator olarak bilinen B-endorfin, enkefalinler
kadar yaygin bulunmamaktadir. Hipotalamus, orta beyin ve hipofizde en fazla bulunur
ve hipofizden adrenokortikotropik hormon (ACTH) ile birlikte salgilanir. Burada,
ACTH ile B-endorfinin 6ncii maddeleri ortaktir ve bityilk ACTH (propriokortin) adini
alir. Propriokortin, molekiil agirligt 31 000 D olan uzun bir polipeptittir. [B-lipotropin
(B-LPH) ile ACTH bu polipeptit yapisi i¢indedir ve bu 6ncii maddeden ¢ikan B-LPH’nin

parg¢alanmasi sonucu -endorfin olusur. [2, 3, 4, 5].

2.1.3. Dinorfin Sistemi (Pro-Enkefalin B Sistemi)

Dinorfin sistemi, diger iki opioid sistemine gore cok daha sonralar1 bulunmustur.
Bu sistem 10s-enk’i icermekle birlikte yapisi heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Merkezi sinir sistemindeki yayilisi enkefalinlerden farklidir ve en fazla hipotalamus ile

hipofizde bulunmaktadir [2, 3, 4, 5].

Enkefalin ile endorfinler merkezi sinir sisteminin bazi1 bolgelerinde kendilerine

0zgii noronal sistemler halinde bulunabilir ve bunlar “enkefalinerjik néron” adim alirlar.



Bunlardan bazilari néronlarin uzun aksonal uglar ile akso-aksonik sinaps yapan ara
noron Ozelligi tagirlar.  Bunlara omurilik dorsal boynuzundaki kisa enkefalinerjik
noronlar ornek olarak verilebilir. Opioidler, nadiren transmitter ya da bir¢ok yerde ko-
transmitter ¢ogunlukla da noéromodiilator olarak etkilidir. Bu durumda opioidler
membran stabilizatorii gibi islev goriirler. Opioid peptitler etkiledikleri ndronlar iizerine
yavas gelisen fakat uzun siireli inhibisyon yaparlar ve bunlardan endorfin ile dinorfin
gibilerinin norohormon gibi gorevleri de vardir. Opioid peptit sistemi ile
katesolaminerjik noronal sistem arasinda anatomik dagilis bakimindan paralellik vardir

[1,2,3,4,5]

2.2. OPIOID PEPTIDLERIN SINIR SISTEMINDE DAGILISI

Omurilik dorsal boynuzunda enkefalin ve opioid reseptorler yogun olarak
bulunmaktadir.  Enkefalinler burada presinaptik inhibisyon yapan noronlardaki
sinapslarda yer alirlar. Enkefalin reseptorleri ise, periferden gelen kiiciik ¢capli afferent
liflerin, spinal sonlanmalarinda bulunurlar ve agrili durumlarin bastirilmasinda rol
oynamaktadir. Bu bdolgede afferent sinir uclarina yakin olarak presinaptik ve
postsinaptik sonlanmalar yapan inici noradrenalin (NA) ve 5-Hidroksitriptamin (5-HT)
noronlar1 da yer almaktadir. 9. ve 10. kafa ciftlerinin (Nervus glossopharyngeus ve
Nervus vagus) duysal ¢ekirdeklerinde opioid reseptorleri vardir. Kodein ve benzerlerinin
Oksiiriik refleksini kesmelerinde, solunum depresyonu ve emesis (kusma) olaylarinda bu
bolgedeki endojen opioid peptitlerin ve reseptorlerinin rolii vardir. Orta beyinde, gri
cevher ile cevresindeki median rafe c¢ekirdeklerinde enkefalinden zengin noronlar
bulunmaktadir. Bu noronlarin bir kismi kisa aksonlu olup bazilar1 5-HT noronlar ile
sinaps yapar. Bir kismi da spinal inici yollar i¢inde omurilik dorsal boynuzuna ulagsirlar.
Talamusta enkefalinerjik sinapslar yogundur. Hipotalamus ve hipofizde dinorfin ile
endorfinler, enkefalinlere oranla daha yogun bulunur. Enkefalinerjik néronlar daha ¢ok
hipotalamus ve arka hipofiz baglantist icinde yer alir. Ayrica, dinorfin beyin sap1 ve
omurilikte yiiksek oranlarda bulunur. B-endorfin, en zengin olarak hipotalamus, hipofiz

ve orta beyinde bulunur. On hipofizden ACTH salgilanmasina B-endorfin salgilanmasi



da eslik eder. Bu nedenle B-endorfinin bir nérohormon gorevi de aldigi kabul edilir.
Mesodiensefalik gorme yollarinda enkefalinerjik reseptorler boldur. Merkezi sinir
sistemi diginda surrenal medulla sempatik gangliyonlarinda ve bagirsak miyanterik
pleksusunda enkefalinerjik ara noron bulunmustur. Sinir sisteminde katesolaminlerin
kendileri ve fizyolojileri 6nce taninmis, cok daha sonralar1 bunlarin etkili olduklar
postsinaptik reseptorleri bulunmustur. Endojen opioid peptitlerde ise tersine bir gelisme
olmustur. Opioidlerin 6nce reseptorleri taninmis daha sonralar1 bu reseptorlere baglanan

endojen mediyator maddeler bulunmaya baslanmstir [1, 2, 4, 5].

2.3. MERKEZI SINIR SISTEMINDEKI{ OPiOID RESEPTORLERI

2.3.1. Delta (8 - OP;) Reseptorleri

Bu reseptorler, SKF 10,047 adli bir madde ile aktive edilirler. Insanda &
reseptorlerinin uyarilmasi, 6fori ve hallusinasyon yapar. Ayrica, deneysel olarak &
(sigma) ve € (epsilon) reseptorleri de saptanmistir. ¢ nin spesifik agonisti enkefalinler,

€ un spesifik agonisti ise B-endorfindir [2, 3, 4, 6].
2.3.2. Kappa (x - OP,) Reseptorleri
Bu reseptorler, ketasiklazosin ve tiirevleri ile selektif uyarilabilen reseptorlerdir.
Nalorfin ve pentazosin de k reseptorii iizerine agonist etkili ilaglardir. Bunlar insanda
ofori ve hallusinasyon meydana getirirler [2, 3, 4, 6]

2.3.3. Mii (u - OP3) Reseptorleri

Bu reseptorler, kiiciik doz morfin ile uyarilabilen reseptorlerdir. Bunlar ilacin

yaptig1 supraspinal anesteziden sorumludur. Solunum depresyonu, ofori ve fiziksel



bagimlilik olusmasina katkida bulunurlar. Morfiseptin adi verilen ve W reseptorleri

tizerine etkili oldugu anlasilan yeni bir peptitin, agr ile ilgisi arastirllmaktadir [2, 3, 4, 6]

2.4. R. RIDIBUNDA HAKKINDA GENEL BIiLGi

R. ridibunda, suya fazla baglh olup su i¢inde, su kenarinda veya su yiizeyinde
bulunan cisimler iizerinde goriiliir. Bu tiiriin deney hayvani olarak kullanilmasinin yani
sira, but kisimlar1 yenmekte ve ihrag iiriinii olarak satilmaktadir. Bazi su kurbagalarinda

karakteristik olan temporal serit R. ridibunda bireylerinde goriilmez [7, 8, 9].

2.4.1. Morfolojik Karakterler

R. ridibunda’da kulak zar1 her zaman bariz olup, dorso-lateral kivrimlar iyi
gelismistir. Vomer disleri enine veya biraz egik iki sira halinde ve i¢c burun delikleri
arasinda bulunur ya da bu deliklerin arka hizasin biraz gecerler. Arka bacaklar fazla
uzun degildir ve tibio-tarsal eklem burun deligine ulasmaz. Arka ayaklar tam perdeli
olup, deri genellikle piirtiiklidiir. Erkekler, dis ses kesesine sahip olmalari, 6n
bacaklarinin kuvvetli olmasi ve birinci parmaklarinin kaide tarafinda siskinlik bulunmasi
ile disilerden ayrilir. Ureme zamaninda bu siskinligin yiizey kismi girintili goriiniir.
Renk ve desen c¢ok degisik olup, sirt tarafin zemin rengi yesilimsi gri, acik veya koyu
kahverengi ya da bu renklere yakin tonda olabilir (Sekil 2.1). Karin taraf, ¢cogunlukla
kirli veya sarimsidir ve genellikle kiiciik lekeler bulunur. Tiirkiye’de yasayan kuyruksuz
kurbagalar icinde, en biiylik boya ulasan bu tiirdiir. Ergin disilerin boyu, genellikle 10
cm, nadir olarak 15 cm boya kadar ulasabilir. Erkekler ise, disilere gore biraz daha
kiigiiktiir [7, 8, 9]. Sinir sistemleri iyi gelismistir (Sekil 2.2, 2.3). Larval donemde
sinirleri gelismemistir. Metamorfoz sirasinda sinir sistemi farklilasarak, ergin donemde

merkezi ve periferik sinir sistemleri tam olarak gelismis duruma gelir [10].



2.4.2. Ekolojik Ve Biyolojik Ozellikler

R. ridibunda bol bitkili havuz, gol ve agir akan sularda yasar. Sudan fazla
ayrilmayan ve daha ¢ok alcak ovalardaki sularda goriilen bu tiir, bazen akintili sularda
da bulunur. Memleketimizde ciftlesme, en ¢cok mayis ve haziran aylarinda gergeklestigi
gibi, Izmir civarindaki gézlemlere dayanarak mart basinda veya subat sonlarinda iireme
durumunda bulunan oOrneklere rastlamak miimkiindiir. Ciftlesme halinde bulunan
fertlerde erkek, on bacaklari ile disiyi koltuk altlarindan tutar, 6n ayaklar1 diginin gogiis
bolgesinde iken birlesir. Bir disi, yaklasik 5 000 - 10 000 kadar yumurta birakabilir.
Bunlar, birkag kitle halinde sucul bitkiler arasina veya acik suya birakilir. Jelatinimsi
kapsiil kismi ile beraber yumurta cap1 yaklasik 7 - 8 mm olup esas yumurta (ovum) 1,5 -

2 mm kadardir. Bu tiiriin besinlerini bocekler teskil eder [7, 8, 9].

2 Nt e ,f ;g

Sekil 2.1. R. ridibunda’nin genel goriiniisii.

2.4.3. Cografi Dagilis Ve Ulkemizde Bulundugu Yerler

Bu tiir, cografi olarak Kuzey Afrika, Orta ve Giiney Avrupa ile Bat1 Asya’da,

cins olarak ise, Avrupa ve Amerika’da, hatta tek bir tiir ile Avustralya’da yayilmistir.



Uygun biyotop oldugu takdirde, iilkemizin her yerinde bulunur. R. ridibunda deniz
seviyesinden itibaren vertikal olarak, 2500 m’ye kadar genis bir yayilma alanina sahiptir.
Bu tiiriin, iki alt tiiriinden biri olan R. ridibunda ridibunda uygun biyotop buldugu
zaman goller bolgesi hari¢ Tiirkiye’'nin her yerinde, ikinci alt tiirii olan R. ridibunda

caralitana ise Beysehir, Sugla ve Egridir Goélleri’nde yayilmistir [7, 8, 9].

} beyin

E R

} omurilik

siyatik sinirler

Sekil 2.2. Rana cinsi kurbagalarin sinir sistemi.
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Sekil 2.3. R. ridibunda’nin merkezi sinir sistemi.
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2.5. C. SAPIDUS HAKKINDA GENEL BiLGI

IIk kez Rathbun tarafindan 1896 yilinda tanimlanan C. sapidus, mavi yengec
olarak da bilinir. Mavi yenge¢ Decapoda takiminin iiyesidir. Bunlarda ilk ii¢ ¢ift gogiis
iyesi, maksillepede doniiserek agiz parcalarini olusturmustur. Geri kalan diger bes cift
gogiis lyesi, bacak odevi gordiigiinden, bunlar on bacakli anlaminda Decapoda
takiminda siniflandirilirlar. 11k bacak cifti, kuvvetlice gelismis ve biiyiik bir kiskag tasir.
Bu iiyeye, keliped (kiska¢c = makas) denir. 2, 3 ve 4. iiye ¢ifti yiirlime bacaklaridir ve bu
tiyelerin son segmenti, mizrak ucu seklindedir. Son bacak cifti, yiizme bacag seklini
alarak kiirek biciminde goriiniir. Karapaksin eni boyundan fazladir (Sekil 2.4). Erkek
bireylerde karapaks boyu en fazla 9 cm, eni 20,9 cm; disi bireylerde ise karapaks boyu
en fazla 7,5 cm, eni 20,4 cm olabilmektedir. Genellikle karapaks eni 10 ile 16 cm
arasinda degismektedir. Bunlarda antero-lateral disler 9 tanedir. Sinir sistemleri iyi
gelismistir (Sekil 2.5). Omurgalilarin aksine bunlarda, merkezi sinir sistemi biitiin
viicuda yayilmistir [11]. Iki tane frontal dise ve ters cevrilmis “Y” seklinde erkek

abdomenine sahip olmalari ile Portunus pelagicus’tan ayrilir [12, 13, 14].

Sekil 2.4. C. sapidus’un genel goniisii.
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Sekil 2.5. C. sapidus’un sinir sistemi.
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2.5.1. Morfolojik Karakterler

Basta, bir cift sapli bilesik goz ve iki cift anten vardir. Mandibulalar {ist dudak
ile alt dudagin arasindadir. Birinci maksiller 2 enditlidir. Enditler, {izerlerindeki
dikenler sayesinde, tipki mandibulalar gibi besinleri ufalamaya yararlar. Ikinci
maksillerin iki ¢ift enditi, bir palpleri (endopodit) ve kenarlar1 killi biiyiik bir solunum
plakalar1 (eksopodit) vardir. Mavi yengecler ayr1 eseylidirler. Abdomen kuvvetlice
korelmis ve sefalotoraksin altina kivrilarak, toraks sternitlerinin (karin tarafindaki
plakalar) iizerinde olusmus bir oyuga yatar. Bunlarda dikkati ¢cekecek derecede eseysel
dimorfizm goriiliir. Erkeklerde 3, 4 ve 5. pleopot c¢iftleri bulunmazken disilerde, sadece
1. cifti kaybolmustur. Erkeklerin {iye yapilar1 daha kuvvetlidir. Erkekler iz bulma
killarinin ¢oklugu, abdomenlerinin ince yapili olmasi (abdomen daha dar ve daha
konveks) ve abdomene ait ilk iki iiye ciftinin, kopulasyon organlarina doniismesiyle
disilerden ayrilirlar. Erkeklerin kelipedleri, mavi olup u¢ kisimlar1 kirmizidir. Disilerin
kelipedleri ise, kirmizi olup u¢ kisimlar1t koyu kirmizidir. Alt gévde ylizeyleri krem
rengi veya beyazdir. Disilerin abdomeni erken donemde ii¢gen bicimindedir. Olgun bir

diside ise neredeyse yarim daire seklini alir [12, 13, 14].

2.5.2. Ekolojik Ve Biyolojik Ozellikler

C. sapidus, iliman ve tropik denizlerin tuzlu sularinda yasarlar. Tath su ile
yiiksek tuzluluktaki sularda sadece disiler go¢cmen halde bulunabilirler.  Gelisim
evrelerine gore belirli tuzluluk oranmi, sicaklik derecesi, besin kaynagi, su kalitesi ve
yasam alanina gereksinim duyarlar. Mavi yengecler, hali¢lerde en yaygin bulunan
omurgasiz tiirlerinden bir tanesidir. Yaz aylarinda ergin yengeclere daha sik rastlanir.
Kis aylarinda ise, yengecler asagi haliglerde gel-git degisimi alanlarinda toplanirlar.
Geng¢ mavi yengecler, kis aylar1 sirasinda orta tuzluluktaki hali¢ sularinda en bol olarak
bulunurlar. Ergin mavi yengecler tath su, hali¢c ve s1g okyanuslarin dip kisimlarinda
dagilirlar. Ergin mavi yengecler, her ne kadar bir hali¢ sisteminde daha yaygin olarak

bulunsa da, tuzluluga ve eseye bagli olarak mevsimsel dagilirlar. Genellikle yiiksek
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tuzluluktaki bolgelerde disiler, diisiikk tuzluluktaki bolgelerde ise, erkekler daha
yaygindir. Disi mavi yengecler, cinsel olgunluga eristiklerinde yasamlar1 boyunca
sadece bir kere dollenirler. Disi mavi yengecler digkilar ile erkek mavi yengecleri
harekete geciren feromon salgilarlar. Birlesme olana kadar erkek yengecler, disiler icin
yarigirlar ve onlan tasiyip korurlar. Eslesme sirasinda disi yengeg, erkek yengecin
spermlerini depolar ve daha sonra verimli bir dollenme i¢in kullanir. Kabugu
sertlestiginde disi tuzlu sulara go¢ eder. Yumurtlamadan once camurda delik agar.
Disiler, dollendikten 2 ile 9 ay sonra ilk yumurtalarin1 birakirlar. Disi yengecler,
dollenmis yumurtalarini larva ¢ikana kadar karina bagl kalan siinger icine birakirlar.

Dollenmis disi, yaklasik olarak 2 milyon yumurta tiretir [12, 13, 14].

2.5.3. Cografi Dagilis Ve Ulkemizde Bulundugu Yerler

Bu tiir, Amerika Birlesik Devletleri’nin Chesapeake Koyu ve Florida Sahilleri,
Kanada, Atlas Okyanusu, Akdeniz, Danimarka, Fransa, Meksika Korfezi ile Arjantin
arasinda kalan sahiller, Kuzey Afrika, Giiney Bat1 Asya, Japonya, Israil ve Misir’in Nil
Nehri Deltas1 da dahil olmak iizere genis bir alana yayilmistir. Tiirkiye’de ise, Kuzey
Ege’deki aci sulu lagiinlerde, Enez dolaylarindaki gollerde, Ege sahillerinde 6zellikle
Koycegiz ve Giillik Lagiinleri’'nde, Akdeniz’de ise, Fethiye’de ve Mersin’de
Tasucu’nun s1g sularinda, Silitke’nin Goksu Deltasi’nda, Adana Akyatan’da ve

Karadeniz’deki dalyanlarda bol miktarda bulunmaktadir [12, 13, 14].

2.6. OMURGALILARDA PEPTITLERLE YAPILAN CALISMALAR

Munoz ve ark. [15], immiinohistokimyasal yontemler kullanarak Rana perezi
beyin enine ve sagital kesit ile omurilik enine kesitte adrenomedullin (AM) varligim
tespit etmislerdir. Bu arastirmacilar, beyin enine ve sagital kesitinde biiyiik beyin, ara
beyin, orta beyin, arka beyin, beyin sap1 ve kiiciik beyinde, Ozellikle purkinje

hiicrelerinde AM varligini gostermislerdir.
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Sabbieti ve ark. [16], R. esculenta hipofizinde B-endorfinin varligin
bulmuslardir. Guglielmotti ve ark. [77], ergin ve gelisme donemlerindeki R. esculenta
beyini enine kesitlerinde calretinin varligini tespit etmislerdir. Bu arastirmacilar ara
beyinin epitalamus bolgesinde calretinin bakimindan zengin néronlar oldugunu
bulmuslardir. Baska bir aragtirmaci grup tarafindan, R. esculenta beyin dokusu enine ve
sagital kesitlerinde calretinin varligi bulunmustur [18]. Ayni arastirmacilar tarafindan,
on beyinin biiylik beyin ve ara beyin bolgelerinde, orta beyin ile arka beyinde calretinin
lokalize edilmistir. Diger bir arastirma grubu tarafindan, R. esculenta’nin beyin ve
hipofizinde FMRF-amid lokalizasyonu yapilmistir [19]. Bu arastiricilar, larval donem
ile ergin erkek ve disi R. esculenta 6n beyini, orta beyini ve arka beyini olmak {izere
beyinin biitiin bolgelerinde FMRF-amid lokalizasyonunu bulmuslardir. Kozicz ve Lazar
[20], R. esculenta orta beyininin optik ventrikiil ve optik ventrikiiliin ependimal
hiicrelerinde met-enk lokalizasyonunu yapmislardir. Diger bir arastirma grubu, R.

esculenta siyatik sinirinde enkefalinlerin varligini gostermistir [21].

Hu ve ark. [22], Xenopus laevis erkek beyin ve omurilik enine kesitlerinde
hipofiz adenil siklaz aktive edici polipeptit (PACAP) ile onun reseptoriiniin (PAC,)
mRNA’sin1 lokalize etmislerdir. Bu arastirmacilar, omuriligin bazi bolgelerinde
PACAP mRNA’s1 bulduklar1 halde PAC; mRNA’sma rastlamamigslardir. Diger bir

arastirma grubu tarafindan, X. Laevis 6n beyininde FMRF-amid lokalize edilmistir [23].

Hernandez ve ark. [24], immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak R. pipiens
cene bolgesindeki trigeminal ganliyon ve trigeminal gangliyon koklerinde P maddesi ve
taikinini lokalize etmislerdir.  Stevens ve Rothe [25], R. pipiens omuriliginde
enkefalinerjik sisteminin varligin1 bulmuslardir. Diger bir arastirma grubu tarafindan, R.
pipiens omuriliginde met-enk, B-endorfin ve dinorfinin varligi tespit edilmistir [26].
Frank ve Sudha [27], R. pipiens ve erkek Ingiliz kisa sagl kobay siyatik siniri ile kobay

ve Yeni Zelanda beyaz tavsani vagus sinirinde enkefalinlerin varligin1 gostermislerdir.
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Tooyama ve ark. [28], niikleer magnetik rezonans teknigi ile Rana catesbeiana
derisinde deltorfin ve dermorfin varligim1 bulmuslardir. Aymi arastirmacilar tarafindan,
immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak deride deltorfin ve dermorfin lokalize
edilmistir. Diger bir ¢alisma grubu tarafindan, immiinohistokimyasal yontemlerle R.
cetesbeiana omurilik enine kesitlerinde P maddesi lokalize edilmistir [29]. Bu
aragtirmacilar, omuriligin lumbar boliimiiniin arka boynuz, 6n boynuz ve lateral
funikulus kisimlarinda P maddesi bakimindan zengin perikaryonlar bulmuglardir.
Kanetoh ve ark. [30], R. catesbeiana beyininden yiiksek basincli sivi kromatografi
(HPLC) yontemi ile FMRF-amid izole etmislerdir. Baska bir arastirma grubu
tarafindan, R. catesbeiana ince bagirsak dokusunda somatostatin varligr kantlamistir
[31]. Bu arastirmacilar, miyanterik pleksus, dairesel kas tabakalari, submukozal tabaka
ve mukoza sinir fiberlerinde somatostatini lokalize etmislerdir. Hirai ve Katayama [32],

R. catesbeiana sempatik gangliyon hiicrelerindeki met-enk varligini bulmuslardir.

Iwasaki ve ark. [33], hematoksilen-eozin, azan, PAS ve aldehit fuksin gibi
boyalar kullanarak, Rana porosa dil epitelyumunda baz1 peptitlerin varhigim
gozlemislerdir. Bu arastirmacilar tarafindan, 151k ve elektron mikroskobu kullanilarak
dil epitelyumunda physalaemin, elodoisin, nérokinin ve P maddesinin bulundugu tespit

edilmistir.

Mollereau ve ark. [34], R. ridibunda beyininden digitonin adi verilen bir peptit
izole etmislerdir. Chartrel ve ark. [35], memeli gonadotropin salgilaticti hormon
(mGnRH) ve kus gonadotropin salgilatict hormon(cGnRH-II)’un varligi R. ridibunda
omuriligi enine kesitlerinde kanitlamiglardir. Ayn1 arastirmacilar tarafindan, omuriligin
servikal ve torakal bolgelerinin rostrokaudal, gri cevher ve merkezi kanal kisimlarinda
mGnRH, servikal, torasik, lumbar ve sakral bolgelerinin 6n boynuz, arka boynuz ve
merkezi kanal kisimlarinda ise, cGnRH-II lokalizasyonlart bulunmustur. Bagska bir
calisma grubu tarafindan, R. ridibunda hipofizi iizerine pentazosinin etkileri ¢alisiimistir
[36]. Bu arastiricilar, 5.10° M pentazosinin G reseptorleri iizerine agonist etki yaparak

hipofizdeki melanotrofik hiicrelerden disariya K* akisini azalttig1 ve dolayisi ile aksiyon
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potansiyelinin uzamasina yol agtigin1 gozlemlemislerdir. Camlica ve ark. [37] ile Askin

ve ark. [38], R. ridibunda siyatik sinirinde enkefalinerjik sistemin varligin1 bulmuslardir.

Wittle ve ark. [39], Bufo americanus ve Rana clamitans beyini enine ve boyuna
kesitlerinde kromogranin A (CgA) lokalizasyonlarin1 tespit etmislerdir. Bu
arastirmacilar tarafindan, her iki tiirtin larvalarinin 6n beyininde, CgA varlifi

gosterilmistir.

Tonge ve ark. [40], Rana temporaria siyatik siniri enine ve boyuna kesitlerinde
protein kinaz varligim tespit etmislerdir. Bu arastirmacilar tarafindan, zedelenmis
siyatik sinirin iizerine dorsal kok gangliyonu implante edilmesiyle onarildigi
gozlemlenmistir. Valverde ve ark. [41], R. temporaria bagirsak dokusu enine ve boyuna
kesitlerinde somatostatin, glukagon, vazoaktif intestinal peptit (VIP), gastrin, bombesin,
P maddesi ve norotensin gibi peptitlerin varligimi bulmuslardir. Bu arastiricilar
tarafindan, bagirsaklarin kas tabakasi sinir fiberlerinde ise, VIP ve met-enk varligi
kanitlanmistir. Diger bir ¢alisma grubu tarafindan, R. temporaria omuriliginde met-enk
ve oubain varlig1 gosterilmistir [42]. Hajek ve ark. [43], R. temporaria omuriliginde

enkefalinerjik sistemin varligin1 bulmuslardir.

Ku ve ark. [44], Rana rugosa sindirim sistemindeki salgi hiicrelerinden
salgilanan bazi noropeptitlerin varligini gostermislerdir. Bu aragtirmacilar tarafindan,
O0zofagusta somatostatin, bombesin ve glukagon, pilorda somatostatin, bombesin ve
glukagon, antrumda somatostatin, BCG, gastrin, kolesistokinin (CCK), insan pankreatik
polipeptiti (HPP), bombesin ve glukagon, duedonumda somatostatin, CCK ve glukagon,
ileumda somatostatin, CCK, glukagon ve HPP, rektumda ise somatostatin

lokalizasyonlar1 belirlenmistir.
Hughes ve ark. [45], kobay beyininden met-enk ve los-enk adini verdikleri 2

pentapeptiti izole etmislerdir. Bu arastirmacilar, kobay beyininden hazirladiklari

karisimda bulduklari 2 peptitin amino asit dizilimini kiitle spektrofotometresi kullanarak
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bulmuslardir. H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH dizilimindeki peptitin met-enk, H-Tyr-Gly-
Gly-Phe-Leu-OH dizilimindeki peptitin 16s-enk, oldugunu belirtmiglerdir. ~ Aym
arastirmacilar tarafindan izole edilen bu peptitlerin (8.10° M met-enk ve 1,7.10™ M 15s-
enk), elektriksel olarak uyarilmig fare sperma kanali ve kobay ileumu sinirleri tizerindeki
opiat reseptorlerine baglanarak, inhibisyon meydana getirdigi ve bu etkilerin 9.107 M

nalokson ile ortadan kaldirildig1 gozlemlenmistir.

Lazar [46], kurbaga, balik ve siirlingen sinir sistemlerinde 16s-enk ve FMRF-
amid lokalizasyonlarin1 gosteren derleme calismast yapmistir. Bu arastirmacinin
belirttigine gore, kurbagalarda Pinelli ve ark. (1999) R. esculenta, Pipa pipa, Triturus
carciflex, Triturus vulgaris ve Ceratophrys ornata beyini enine Kkesitlerinde biiylik
beyin, ara beyin ve orta beyinde FMRF-amid bakimindan zengin noéronlar bulmuslardir.
Ayni arastirmacinin belirttigine gore, Kuljis ve Katren (1982) R. pipiens, Merchenthaler
ve ark. (1989) R. esculenta ve Litoria moorei beyini enine kesitlerinde biiyiik beyin ve
orta beyinde 16s-enk’i lokalize etmislerdir. Ayrica, bu aragtirmacinin belirttiine gore
baliklarda Vecino ve ark. (1992) Oncorhynchus mykiss (renkli alabalik) beyininde 16s-
enk, Fujii ve Kobayashi (1992) Crassius auratus, Pestarino ve Vallario (1996) Champso
esox beyininde FMRF-amid, siiriingenlerde Medina ve Smeets (1992) Gekko gecko ve
Gallotia galloti beyininde 16s-enk, Vallario ve ark. (1994) Pedarcis sicula beyininde,
D’Aniello ve ark. (1999) ise Caiman crocodilus sinir fiberlerinde FMRF-amid

bakimindan zengin néronlar bulmuglardir.

D’Este ve ark. [47], erkek fare beyini enine kesitlerinde D-Ala’-deltorfin
(DADTI) ve tiroksin hidroksilaz (TH) varligimi bulmuslardir. Bu arastirmacilar
tarafindan, on ve orta beyinde DADTI ve TH bakimindan zengin néronlar bulundugu

gozlemlenmistir.
Elfvin ve ark. [48], erkek kobay karin boslugu mezenterinde dinorfin bakimindan

zengin noronlar gozlemlemislerdir. Bu arastiricilar tarafindan, 1sik mikroskobu ile

mezenterin noropil ve etrafindaki hiicre govdelerinde, mezenterik iist kutup ve karin
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bosluguna bakan taraftaki bolgelerde dinorfin lokalizasyonu yapilmistir.  Aym
arastiricilar tarafindan, elektron mikroskobu ile mezenterin genis sinir uglarinda, satellit
hiicrelerinin etrafinda ve gangliyonlarin hiicre gévdelerinde, dinorfinin lokalize oldugu
bulunmustur. Diger bir ¢alisma grubu, Sprague/Dawley erkek rat beyininde, met-enk
varligmmi gostermistir [49].  Kevelaitis ve ark. [50], erkek Wistar rat kalbinde
enkefalinlerin bulundugunu go6zlemislerdir.  Diger bir calisma grubu tarafindan,
Sprague/Dawley erkek rat omuriligi servikal bolgesinde met-enk ve delta opioid
reseptorii (DOR) lokalize edilmistir [51]. Bu arastirmacilar, 1s1k ve elektron mikroskobu
kullandiklar1 calismalarinda, omuriligin arka boynuzunda %66 oraninda met-enk ve
%23 oraninda DOR bulundugunu goézlemlemislerdir. Olive ve ark. [52],
Sprague/Dawley erkek rat beyini sagital kesitlerinde W ve d opioid reseptorlerini lokalize
etmislerdir. Bu arastirmacilar tarafindan, beyinde bulunan sinir fiberleri ve
perikaryonlarinda bu reseptorlerin varligi kanitlanmistir. Ayni arastirmacilar tarafindan,
bu reseptorlerin lokalize edilmesinin onlarin agonisti olan enkefalin ve synaptofizinin de
bu bolgede lokalize oldugunun bir kanit1 oldugu gosterilmistir. Bagska bir ¢alisma grubu,
Sprague/Dawley erkek rat omuriligi enine kesitlerinde W opioid reseptorii ve onun
agonisti olan 16s-enk varligim1 kanmitlamistir [53]. Bu arastiricilar tarafindan, omuriligin
servikal bolgesinin dorsal boynuz alaninda | opioid reseptoriiniin yogun olarak lokalize
oldugu gozlemlenmistir. Ayni arastirmacilar tarafindan, elektron mikroskobu
kullanilarak kiiciik miyelinsiz aksonlarda %48, akson terminallerinde %15, dendritlerde
%36 oraninda W reseptorii, dendritlerde ise %21 oraninda 16s-enk bulunmustur.
Arvidsson ve ark. [54], Sprague/Dawley erkek rat beyin sap1 ve omurilik kesitlerinde
DOR ve onun agonisti olan enkefalinlerin lokalizasyonlarin1 bulmuslardir.  Bu
arastirmacilar tarafindan, beyin sapinin yani sira, omuriligin lumbar, torakal ve sakral
bolgelerinin gri cevher, dorsal boynuz, merkezi kanal, ventral boynuz, otonomik alan ve
beyaz cevher alanlarinda DOR ve enkefalinlerin lokalizasyonu bulunmustur. Diger bir
calisma grubu tarafindan, Sprague/Dawley ratlarin beyin, omurilik ve hipofiz bezinde
FMRF-amid varligi gosterilmistir [55]. Bu arastirmacilar, omurilikte 368 fmol/mg,
hipofizde 1008 fmol/mg, hipotalamusta 202 fmol/mg ve beyin sapinda 136 fmol/mg

protein oraninda FMRF-amid bulundugunu gozlemlemislerdir. Ferrarese ve ark. [56],
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Sprague/Dawley ratlarinin omuriliginde FMRF-amid varligin1 kanitlamiglardir.  Bu
arastiricilar tarafindan, omuriligin lumbo-sakral bolgesinde ve 6zellikle dorsal boynuzda
FMRF-amid bakimindan zengin sinir hiicreleri bulunmustur.  Ayni arastiricilar
tarafindan, omuriligin, orta torakal alandan kesildigi zaman lumbar bolgedeki FMRF-
amid miktarinin %20 ile 50 arasinda azalmasina ragmen, lumbo-sakral bolgeden
kesildigi zaman lumbar alandaki FMRF-amid miktarimin %50 oraninda azaldigi
bulunmustur. Bu arastiricilara gére, FMRF-amid’in bir kismi daha asagida bulunan
siyatik sinirden ve sinir gangliyonlarindan kaynaklanmaktadir. Baska bir ¢alisma grubu,
ratlarin beyin, omurilik ve hipofizinde FMRF-amid’in lokalizasyonunu tespit etmislerdir
[57]. Bu arastirmacilar tarafindan, beyinin yam sira, beyin sapi, omuriligin dorsal ve
ventral boynuz bolgeleri ile hipofizin noral lob bolgelerinde FMRF-amid’in lokalize
oldugu gozlemlenmistir. Cherubini ve ark. [58], kobay ileumu miyanterik pleksusu
sinirlerinde enkefalinlerin varligim1 gostermislerdir. Yoshimura ve North [59], ratlarin

omuriliginde met-enk ve DADLE bulundugunu gostermislerdir.
Millam ve ark. [60], evcil besi hindisi beyin dokusu sagital kesitlerinde 16s-enk

ve met-enk lokalizasyonlarim1 yapmuslardir. Bu arastirmacilar tarafindan, orta beyinde

16s-enk ve met-enk bakimindan zengin ndronlar bulundugu gozlemlenmistir.

Takasaki ve ark. [61], Yeni Zelanda beyaz tavsani kalp kasinda B-endorfin, 16s-

enk, met-enk ve met-enk-arg-phe (MEAP) varligini gostermislerdir.

Katayama ve Nishi [62], erkek ve disi kedi parasempatik gangliyonlarinda 16s-

enk ve met-enk varligin1 bulmuslardir.
2.7. OMURGASIZLARDA PEPTITLERLE YAPILAN CALISMALAR
Lee ve Watson [63], C. sapidus gbz sapinda molt inhibiting hormon (MIH)

varligin1 kanitlamislardir. Diger bir calisma grubu, C. sapidus goz sap1 gangliyonlarinda

MIH mRNA’simin varligini kanitlamistir [64]. Bu arastiricilar tarafindan, yengeclerde
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MIH’in ecdysteroid sentezini negatif yonde etkiledigi sonucuna varilmistir. Watson ve
ark. [65], immiinohistokimyasal yontemlerle C. sapidus goz sapmnda MIH varligim
kanitlamiglardir.  Diger bir arastirmaci tarafindan, RIA ve bioassay yoOntemleri
kullanilarak, C. sapidus perikardial organ ve torakal gangliyon ekstraktlarindan FMRF-

amid benzeri bir peptit izole edilmis ve amino asit dizisi belirlenmistir [66].

Jaros ve ark. [67], immiinohistokimyasal yontemlerle Carcinus maenas (sahil
yengeci) goz sapinin LG, ME, MI, MT, siniis bezi, MT-Xorgan kompleksi, LG ile
ME’yi baglayan 1. kiyazma ve ME ile MI'y1 baglayan 2. kiyazma bdlgelerinde
enkefalinlerden zengin sinir fiberleri bulmuslardir. Bu arastirmacilar tarafindan, HPLC
ve RIA yontemleri kullanilarak siniis bezi ekstraktlarinda 16s-enk, met-enk ve met-enk-
arg-phe varligi kamitlanmistir. Diger bir arastirma grubu, HPLC, RIA ve biyoassay
yontemleri ile C. maenas torakal gangliyon ekstraktlarindan 3 pmol 16s-enk ve 1 pmol
met-enk izole etmistir [68]. Bu arastirmacilar tarafindan, hazirlanan ekstraktlarda goz
sapinin MT bolgesinde 9.4 fmol, LG ve MI bolgesinde 1.6 fmol, ME bolgesinde 5.4
fmol, siniis bezi bolgesinde 4.5 fmol, serebral gangliyonda 50 fmol ve torakal
gangliyonda 4000 fmol enkefalin bulunmustur. Diger bir arastirmaci tarafindan, Cherax
destructor (kerevit), C. maenas, H. americanus, Eriocheir sinensis (Cin yengeci) ve M.
rosenbergi sinir sisteminde FMRF-amid varligi gosterilmistir [69]. Bu arastirmaci, C.
destructor beyini antennular noropili, tegumentar sinir, ventral sinir kokleri, abdominal
gangliyon, suboesophageal gangliyon ve torakal gangliyon sinirlerinde, C. maenas
beyini antennular noropili, tegumentar sinir, abdominal gangliyon, abdominal sinir
kokleri, suboesophageal gangliyon ve torakal gangliyon sinirlerinde, Homarus
americanus (istakoz) beyini antennular noropili, tegumentar sinir, suboesophageal
gangliyon, ventral sinir kokleri, okiimiilator sinir ve torakal gangliyon sinirlerinde, E.
sinensis ve M. rosenbergi torakal gangliyon sinirlerinde FMRF-amid lokalizasyonunu

bulmustur.

Kobierski ve ark. [70], H. americanus sinir sistemindeki FMRF-amid

lokalizasyonunu yapmislardir. Bu arastirmacilar tarafindan, optik sinirle baglantili
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olarak beyinin optik noropil bolgesinde 5 — 15 wm capinda 60 — 75, circumesophageal
gangliyon(CEG)’da 5 — 50 wm capinda 8 — 12, subesophageal gangliyon(SEG)’da 10 —
80 um capinda 80 — 90, torakal gangliyonda 5 — 50 pum capinda 75 — 80, abdominal
gangliyonda 100 — 150 wm capinda 80 — 90 arasinda FMRF-amid bakimindan
immiinopozitif sinir bulunmustur. Aym arastiricilar tarafindan RIA  yontemi
kullanilarak, FMRF-amid immiinoreaktivitesinin goz sapinda 0.64 pmol/mg, beyinde
2.15 pmol/mg, torakal bolgede 2.03 pmol/mg, abdominal bolgede 1.42 pmol/mg ve
kalpte 1.09 pmol/mg protein olarak bulunmustur. Trimmer ve ark. [71], H. americanus
sinir sisteminde FMRF-amid ve met-enk-arg-phe varlifim1 kanitlamislardir.  Bu
arastiricilar tarafindan, perikardial organ ekstraktlarindan met-enk-arg-phe ve FMRF-

amid izole edilerek, daha sonra bunlarin amino asit dizilimleri bulunmustur.

Sithigorngul ve ark. [72], Macrobrachium rosenbergii (karides) goz sapi
eksraktlarinda FMRF-amid varligin1 kanitlamiglardir. Bu arastirmacilar tarafindan,
mikrosekans analizi ile goz sapr ekstraktlarinda bulunan FMRF-amid’in amino asit

dizilimi belirlenmistir.

Jacobs ve Van Herp [73], Palaemon serratus (biiylik karides) goz sapinda
FMRF-amid varligimi kanitlamiglardir. Bu arastirmacilar tarafindan, goz sapinin LG,
MT-Xorgan kompleksi ve circumorbital bez bolgelerinde FMRF-amid bakimindan

zengin noronlar bulunmustur.

Skiebe ve Schneider [74], Cancer borealis (yengeg) somatogastrik sinir
sisteminin komisural gangliyon ve somatogastrik gangliyon bdlgelerinde allostatini

lokalize etmislerdir.

Fingerman ve ark. [75], Uca pugilator gbz sapinda 16s-enk, met-enk, FMRF-
amid ve P maddesi varligim1 kanitlamiglardir. Bu arastirmacilar tarafindan, géz sapinin
MT, LG, kiyazmatik alanlar, siniis bezi, retinular hiicrelerin ¢cogu ve optik pedinkiil gibi

bolgelerinde 16s-enk, MT, LG, siniis bezi ve retinular hiicrelerin ¢ogu, kiyazmatik
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alanlar, optik pedinkiil ve MT-Xorgan kompleksi gibi bolgelerinde met-enk, optik
gangliyonun her 3 kiyazmatik baglanti bolgeleri basta olmak lizere ME, MI, MT-Xorgan
kompleksi ve optik pedinkiil bolgelerinde FMRF-amid, LG, ME, MI, retinular hiicreler,
sinlis bezi ve optik pedinkiil bolgelerinde P maddesi lokalize edilmistir. Diger bir
calisma grubu, U. Pugilator optik sinirinde met-enk ve B-endorfin varligin1 géstermistir
[76]. Kulkarni ve Fingerman [77], U. Pugilator géz sapinda met-enk ve FMRF-amid

varligim1 bulmuslardir.

Mangerich ve Keller [78], Orconectes limosus (kerevit) sinir sisteminde FMRF-
amid lokalizasyonunu bulmuslardir. Bu arastirmacilar tarafindan, serebral gangliyonun
anterior olfaktor, anterior, dorsal, lateral ve posterior somata bdlgelerinde, optik
gangliyonlarda, circumoesophageal konnektiflerinde ve komissular gangliyonlarda
FMRF-amid lokalizasyonu bulunmustur.  Diger bir calisma grubu tarafindan,
Procambarus clarkii (kerevit) kalbi ve abdominal kaslarinda FMRF-amid benzeri olan
NF, ve NF, ad1 verilen 2 peptitin varlign bulunmustur [79]. Mercier ve ark. [80], P.
clarkii merkezi ve periferik sinir sisteminde FMRF-amid lokalizasyonlarini
bulmuslardir. Bu arastirmacilar tarafindan, merkezi sinir sisteminin akson ve hiicre
govdeleri, torakal gangliyon, perikardial organ, ince bagirsak ve son bagirsak
sinirlerinde FMRF-amid lokalize edilmistir. Aymi aragtirmacilar tarafindan, perikardial
organ, kalp, ince bagirsak, son bagirsak, ekstensor sinirler, ekstensor kaslar, beyin,
circumoesophageal gangliyon, suboesophageal gangliyon, torakal gangliyon ve

abdominal gangliyonlardan FMRF-amid izole edilmistir.

Beorlegui ve ark. [81], O. Mpykiss, pilorik cekum ve bagirsak dokusunda
somatostatin-25, bombesin, C-bombesin, P maddesi, salmon PP, NPY, PYY, PP,
glukagon, GLP1, met-enk ve CCK varligin1 kanitlamislardir. Bu arastiricilar tarafindan,

glukagon ve GLP1’in ayn1 hiicrede bulundugu gozlemlenmistir.

Stefano ve Martin [82], Mytilus edulis (midye) pedal gangliyonunda enkefalin ve

FMRF-amid lokalizasyonlarin1 bulmuslardir. Diger bir arastirma grubu tarafindan, M.
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edulis ve Leucophaea maderae (Madeira hamam bocegi) hemositlerinde enkefalinlerin
varlig1 gosterilmistir [83]. Leung ve Stefano [84], M. edulis pedal gangliyonundan met-
enk, 16s-enk ve met-enk-arg-phe’nin izolasyonunu yapmislardir. Diger bir aragtirmaci
grup, M. edulis pedal gangliyonunda B-endorfin ve enkefalinlerin varligini bulmustur

[85].

Martin ve ark. [86], Octopus vulgaris (ahtapot) vena cava noropilinde B-endorfin

ve enkefalinlerin lokalizasyonunu tespit etmislerdir.
Remy ve Dubois [87], disi Locusta migratoria (¢cekirge) beyin dokusunun met-
enk lokalizasyonunu bulmuslardir. Diger bir aragtirma grubu tarafindan L. migratoria

beyin ve kalp dokularinda met-enk lokalizasyonu gosterilmistir [88].

Walther ve Schiebe [89], disi Schistocerca gregaria (¢ekirge) norohemal

organinda FMRF-amid varligin1 bulmuslardir.

Stefano ve ark. [90], L. maderae orta bagirsaginda enkefalinlerin varligini

gostermiglerdir.

Duve ve ark. [91], Diploptera punctata (hamam bocegi) beyin ve kalp

dokularinda enkefalinlerin lokalizasyonlarini bulmuslardir.
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Cizelge 2.1. Omurgalilarda enkefalin ve FMRF-amid ile yapilan ¢alismalar

Yazarlar ve yayin tarihi | Hayvan grubu Doku Peptit
Hughes ve ark., 1975 Kobay Beyin Los-enk,
met-enk
Katayama ve Nishi, 1984 | Kedi Parasempatik Los-enk,
gangliyon met-enk
Hajek ve ark., 1985 R. temporaria Omurilik Enkefalin
Cherubini ve ark., 1985 Kobay Bagirsak Enkefalin
Ferrarese ve ark., 1986 Rat Omurilik, siyatik FMRF-amid
sinir
Frank ve Sudha, 1987 Kobay Siyatik sinir, vagus | Enkefalin
siniri
Stevens ve ark., 1987 R. pipiens Omurilik Met-enk
Hirai ve Katayama, 1988 | R. catesbeiana | Sempatik gangliyon | Met-enk
Majane ve ark., 1989 Rat Beyin, omurilik FMRF-amid
Varverde ve ark., 1993 R. temporaria Bagirsak Met-enk
Cheng ve ark., 1995 Rat Omurilik Met-enk
Cheng ve ark., 1996 Rat Omurilik Los-enk
D’ Aniello ve ark., 1996 R. esculenta Beyin, hipofiz FMRF-amid
Stevens ve Rothe, 1997 R. pipiens Omurilik Enkefalin
Olive ve ark., 1997 Rat Beyin Enkefalin
Takasaki ve ark., 1999 Tavsan Kalp Los-enk,
met-enk
Kevelaitis ve ark., 1999 Rat Kalp Enkefalin
Kozicz ve Lazar, 2001 R. esculenta Beyin Met-enk
Millam ve ark., 2002 Hindi Beyin Lds-enk,
met-enk
Kanetoh ve ark., 2003 R. catesbeiana Beyin FMRF-amid
Camlica ve ark., 2004 R. ridibunda Siyatik sinir Enkefalin
Pinelli ve ark., 2004 X. laevis Beyin FMRF-amid
Askin ve ark., 2007 R. ridibunda Siyatik sinir Enkefalin
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Cizelge 2.2. Omurgasizlarda enkefalin ve FMRF-amid ile yapilan ¢alismalar

Yazarlar ve yaymn tarihi | Hayvan grubu Doku Peptit
Martin ve ark., 1979 0. vulgaris Vena cava Enkefalin
Remy ve Dubois, 1981 L. migratoria Beyin Met-enk
Stefano ve ark., 1982 L. maderae Bagirsak Enkefalin
Stefano ve Martin, 1983 M. edulis Pedal gangliyon Enkefalin

FMRF-amid
Leung ve Stefano, 1983 M. edulis Pedal gangliyon Los-enk,
met-enk
Jacobs ve Van Herp, 1984 | P. serratus GOz sap1 FMRF-amid
Romeuf ve Remy, 1984 L. migratoria Beyin, kalp Met-enk
Jaros ve ark., 1985 C. maenas GOz sap1 Enkefalin
Los-enk,
Fingerman ve ark., 1985 U. pugilator GOz sap1 met-enk
FMRF-amid
Kobierski ve ark., 1987 H. americanus Beyin FMRF-amid
Torakal gangliyon
Trimmer ve ark., 1987 H. americanus Perikardial organ Enkefalin
FMRF-amid
Walther ve Schiebe, 1987 | S. gregaria Norohemal organ FMRF-amid
Mangerich ve Keller, 1988 | O. limosus Serebral gangliyon | FMRF-amid
Optik gangliyon
Liischen ve ark., 1991 C. maenas Torakal gangliyon | Los-enk,
met-enk
Beyin
Mercier ve ark., 1991 P. clarkii Torakal gangliyon | FMRF-amid
Perikardial organ
Bagirsak
Krajniak, 1991 C. sapidus Torakal gangliyon | FMRF-amid
Perikardial organ
Duve ve ark., 1991 D. punctata Beyin, kalp Enkefalin
Skerret ve ark., 1995 P. clarkii Kalp FMRF-amid
Abdominal kaslar
C. maenas
C. destructor Beyin
Schmidt, 1997 H. americanus | Torakal gangliyon | FMRF-amid
E. sinensis
M. rosenbergi
Sithigorngul ve ark., 1998 | M. rosenbergi G0z sap1 FMRF-amid
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3. MATERYAL VE METOT

Bu calismada, 16s-enk ve FMRF-amid’in, Mersin Miiftii Deresi’nden yakalanan
R. ridibunda’nmin beyin, omurilik ile siyatik sinir dokularinda ve Mersin Goksu
Deltasi’ndan yakalanan C. sapidus’un beyin, goz sapi, torakal gangliyon ile bagirsak
dokularinda lokalizasyonlar: arastirilmistir. Bu peptitlerin immiinopozitifligi, birbiri ile
karsilagtirildig1 gibi, eseyler arasinda, dokular arasinda, kesitler arasinda ve iki tiiriin

benzer dokular1 arasinda da karsilagtirilmistir.

Dokular, Olympus marka fotograf makinesi atacmanli mikroskopta incelenmis
ve fotograflar1 ¢ekilmistir. Bu fotograflar, dijital ortamda bilgisayara aktarilmis ve
immiinopozitif hiicreler ile immiinonegatif hiicreler isaretlenmistir. Her dokuya ait
hiicreler, Mikrosoft Paint programi kullanarak tekrar sayisi kadar (n=3) sayilmis ve
isaretli hiicrelerin, % ortalamalar1 hesaplanmistir.  Daha sonra her dokuya ait

immiinopozitif hiicrelerin, % aritmetik ortalamalar1 tespit edilmistir [70].

R. ridibunda’nin beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularindan enine ve boyuna
kesit alinarak, immiinohistokimyasal isaretleme yapilmistir. Beyin dokusunun, boyuna
kesitinde On beyin, orta beyin ve arka beyindeki immiinopozitif hiicreler sayilarak bu
bolgeler, 16s-enk ve FMRF-amid’in immiinopozitifligi bakimindan kendi aralarinda da
karsilagtirllmistir.  Beyin doku enine kesitinde, arka beyindeki immiinopozitif hiicreler
sayitlmistir.  Omurilik dokusunun, boyuna kesitinde servikal, torakal, lumbar ve sakral
bolgelerindeki immiinopozitif hiicreler sayildi ve bu bolgeler kendi aralarinda da
karsilagtirildi. Omurilik enine kesitinde, torakal bolgedeki 6n boynuz, arka boynuz ve
merkezi kanal alanlarinda bulunan immiinopozitif hiicreler sayilarak, bu alanlar kendi

aralarinda da karsilastiriimistir.
C. sapidus’un beyin dokusundan boyuna, torakal gangliyon dokusundan ise,

radyal kesit alinarak, immiinohistokimyasal boyama yapilmis ve immiinopozitif hiicreler

sayilmistir. Go6z sap1 dokusu boyuna kesitinde LG, ME, MI, MT ve ON bdolgelerindeki
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immiinopozitif hiicreler sayilarak bu bolgeler, 16s-enk ve FMRF-amid’in
immiinopozitifligi bakimindan, kendi aralarinda da karsilastinlmiglardir.  Bagirsak
dokusundan, enine ve boyuna kesit alinarak, isaretleme yapilmis ve immiinopozitif

hiicreler sayilmistir.

3.1. DENEY HAYVANLARI

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Yakalanmasi

Deneylerde, omurgali hayvanlardan R. ridibunda ve omurgasiz hayvanlardan C.
sapidus kullanilmistir.  Agirlhigt 4015 gr olan R. ridibunda, Mersin Miiftii Deresinin
denize dokiildiigii yerden 800 m mesafede, Cumhuriyet mahallesi mevkii’nden atrap
kullanilarak yakalanmistir. Agirligi 65£5 gr olan C. sapidus ise, Mersin Goksu Deltasi
Akgol mevkii’nden kafes kullanilarak yakalanmistir. 12’ser adet olarak yakalanan
deney hayvanlari, havalandirmali bidonlar igerisinde tasinmis ve laboratuvar kosullarina

uyum saglamalari icin 5 giin boyunca akvaryumda bekletilmistir.

3.1.2. Kurbaga Dokularinin Alinmasi

Kurbagalara anestezik madde olarak ketamin uygulanmistir. Ketamin (0.1mg/gr)
insiilin enjektorii kullanilarak, biceps femoris icine enjekte edilmistir. Kurbagalarin,
uyutulmalarindan sonra, karinlar1 acilarak aortaya acilan truncus arteriosus icine,
heparinlenmis enjektorle 10 ml %0.64’liik NaCl c¢ozeltisi enjekte edildi ve damarlar
yikandi. Bu islemi takiben, yine truncus arteriosus icine PBS (Phosphate Buffer Saline)
icinde hazirlanmis 25 ml %4’liikk paraformaldehit enjekte edildi ve dokularin tespiti
saglandi. Bu islemden hemen sonra beyin, omurilik ve siyatik sinirler alindi. Beyin 8

mm, omurilik 22 mm, siyatik sinirler ise 53 mm boyutlarindadir.
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3.1.2.1. Kurbaga dokularmin histolojik takibi

Diseksiyon isleminden sonra dokular, %4’liikk paraformaldehit i¢ine koyuldu.
Dokular, %4’liikk paraformaldehit i¢inde 4 saat tutularak postfiksasyon yapildi. Tespit
sollisyonunu uzaklastirmak icin dokular, 3 saat boyunca ¢cesme suyunda yikandi. Daha
sonra dokular, 1 giin %70’lik etil alkolde bekletildi. Bu islemden sonra dokular, giderek
artan etil alkol serilerinden gecirilerek dehidrasyon islemi yapildi. Bunun icin %80,
%90 ve %96’k etil alkol serileri kullanildi. Seffaflandiric1 ajan olarak ksilol kullanildi.
Daha sonra dokular, 65°C etiivde ksilol-parafin (1:1 ; V/V) karisiminda 1 saat tutuldu.
Dokular ara parafinde calkalandiktan sonra, yine 65°C etiivde sivi parafin icinde 3 saat
bekletilerek, parafine alistirma islemi yapildi. Daha sonra dokular, parafin icinde

blokland: ve etiketlendi.

3.1.3. Yenge¢ Dokularinin Alinmasi

Dokular alinmadan once yengeglere, hipotermal anestezi uygulanmistir. Bunun
icin yengecler, icinde buz bulunan akvaryuma aktarilmistir. Viicut 1silan diistiriilmiis ve
hareketleri yavaslatilmis olan yengeclerden, stereomikroskop altinda gz sapi, beyin,
torakal gangliyon ve bagirsak dokular1 alindi. Beyin 2 mm, goz sap1 3 mm, torakal

gangliyon 5 mm, bagirsak doku ise 24 mm boyutlarindadir.

3.1.3.1. Yengec dokularinin histolojik takibi

Diseksiyon ile alinan yenge¢ dokulari, Bouin’s Fiksatifi’ne koyuldu. Taze olarak
hazirlanan Bouin’s Fiksatifi’'nde, 6 saat boyunca fiksasyon yapildi. Tespit isleminden
sonra dokular, %50’lik alkolde Bouin’s fiksatifinden kaynaklanan sar1 renk giderilinceye
kadar yikandi ve 24 saat %70’lik alkolde bekletildi. Daha sonra dokular, giderek artan
etil alkol serilerinden gegirilerek dehidrasyon islemi yapildi. Bunun i¢in %80, %90 ve
9%96’lik etil alkol serileri kullanildi. Seffaflandirici ajan olarak ksilol kullanildi. Bu
islemden sonra dokular, 65°C etiivde ksilol-parafin (1:1; V/V) karistminda 1 saat

29



tutuldu. Dokular, ara parafinde calkalandiktan sonra yine 65°C etiivde sivi parafin
icinde 3 saat bekletilerek, parafine alistirma islemi yapildi. Daha sonra dokular sivi

parafin i¢cinde blokland1 ve etiketlendi.

Bouin’s Fiksatifi

Pikrik asit 275 ml
Formaldehit (%40°lik) : 25 ml
Glasiyal asetik asit :5ml

3.2. DENEYLERIN YAPILISI

Dokularin deney hayvanlarindan alinmasi, tespiti ve parafin blok haline
getirilmesi, Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii arastirma
loboratuvarinda  yapilmustir. Deneylerin, dokulardan kesit alinmast ve
immiinohistokimyasal boyama boliimii ise, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji Anabilim Dal1 aragtirma laboratuvarinda yiiriitiilmuistiir.

3.2.1. Dokulardan Kesit Alinmasi

Parafin bloklar halindeki kurbaga beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularindan
enine ve boyuna olmak iizere Leica marka mikrotomla 4 pum kalinhiginda kesitler
alinmistir.  Parafin bloklar haline getirilen yenge¢ gbz sap1 ve beyin dokularindan
boyuna, torakal gangliyondan radyal, bagirsak dokusundan ise enine ve boyuna 4 pm
kalinliginda kesitler alinmistir. Bu kesitlerin islemler sirasinda kaybolmamalari igin,
izeri adhezif madde siiriilmiis polilizin lamlar kullanilmistir. Disi ve erkek bireylerin
dokularindan alinan kesitler ayr1 ayr1 calistlmistir.  Immiinohistokimyasal ¢alisma
uygulanirken, her antikor ile yapilan boyamada her doku ve her cinsiyet i¢cin 3’er defa

tekrar yapilmistir (n=3).
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3.2.2. Morfolojik Calisma

Immiinohistokimyasal calismalara baslamadan o©nce, kesitlerin morfolojik
incelemesi yapilmigtir. Bunun i¢in mikrotomla 4 um kalinliginda alinan kesitler lamlara
yerlestirilmistir ve hematoksilen-eosin ile boyanmislardir (hematoksilen %6’lik, eozin
%5°lik). Daha sonra bu kesitler incelenerek, immiinohistokimya icin morfolojik

bakimdan uygun olan dokular belirlenmistir.

3.2.3. Primer Antikor Derigsiminin Belirlenmesi

Calismada kullanilan antikorlar, rabbit anti 16s-enk (USBIO, E3220-10) ve rabbit
anti FMRF-amid (USBIO, F5600) olarak belirlenmistir. On calismada bu antikorlar,
1/500 ve 1/1000 olarak diliie edilerek, dokulara ayri ayri uygulanmistir. Yapilan
inceleme sonucunda, 1/500 seyreltilmis rabbit anti 16s-enk’in dokular1 iyi boyadigi, fakat
171000 seyreltilmis rabbit anti 16s-enk’in, sinir dokularinda zayif isaretlemeye neden
oldugu gozlemlenmistir. Rabbit anti FMRF-amid ile yapilan ¢alismada ise, 1/1000
seyreltilmis rabbit anti FMRF-amid’in dokular1 iyi boyadigr goriiliircken 1/500
seyreltilmis rabbit anti FMRF-amid’in kuvvetli zemin boyanmasina neden oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle calismada 1/500 seyreltilmis rabbit anti 16s-enk’in ve 1/1000

seyreltilmis rabbit anti FMRF-amid’in kullanilmasina karar verilmistir.

3.2.4. Sekonder Antikor Derisiminin Belirlenmesi

Calismada primer antikora baglanmasi icin, biyotin ile conjuge edilmis anti
rabbit-IgG (Sigma-B 8895) kullanilmistir. On c¢alismada, sekonder antikor 1/1250
olarak diliie edilerek kullamilmistir. Fakat yapilan inceleme sonucunda, dokularda
gozlenen kuvvetli zemin boyanmasinin sekonder antikorun konsantre olarak
kullanilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle sekonder antikorun
diliisyonu 1/1600 olarak belirlenmistir. Biitiin antikor diliisyonlar1 %0,5 BSA (Bovine

Serum Albumin) iceren PBS ile hazirlanmistir.
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Doku kesitlerine asagidaki immiinohistokimya islemi uygulanmistir.

m Kesitler ksilolde deparafinize edilir. Havada kurutulur.

m  Kesitlere %96, %90, %80’lik alkollerde 3’er dakika rehidrasyon uygulanir.

m Kesitler distile su ile yikanir.

m Kesitler 0,0109 M sitrat tamponu (pH=6.0) icerisinde mikrodalga firinda
kaynayincaya kadar bekletilir ve daha sonra 30 dakika sogumasi beklenir.

m Distile suda 5 dakika bekletilir.

m  %3’luk H,O, ile 10 dakika inkiibe edilir.

m PBS’de (NaCl: 8,79 gr; KH,PO4: 0,274 gr; Na,HPOy: 1,135 gr; 1000 ml saf
su; 0,01 M; pH=7.4) 3x5 dakika yikanir. Dokularin etrafi pap-pen ile ¢izilir.

m Kesitler %2’lik normal ke¢i serumu (NGS), ile 1 saat inkiibe edilir.

m Primer antikor damlatilir. Oda sicakliginda 1 saat ya da buzdolabinda (2-
8°C) 1 gece bekletilir.

m PBS’de 3x5 dakika yikanir.

m Sekonder antikor damlatilir. Oda 1s1sinda 1 saat bekletilir.

m PBS’de 3x5 dakika yikanir.

m Kesitlere streptavidin peroksidaz damlatilir (%0.2’lik proclin). Inkiibasyon
icin 20 dakika beklenir.

m PBS’de 3x5 dakika yikanir.

m Kromojen damlatilir. Kromojen olarak DAB (0,9mg DAB/1 ml siibstrat)
kullanilmistir.

m Distile su ile 3-5 dakika yikanir.

m Hematoksilen ile 5 saniye zit boyama yapilir.

m  Cesme suyunda yikanir.

m Kesitler %80, %90, %96’ lik alkollerden gecirilerek dehidrasyon yapilir.
Havada kurutulur.

m Kesitler ksilol i¢ine alinir.

m Kesitler entellan ile kapatilir.
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3.2.5. Immiinohistokimyasal Uygulama

Yapilan  biitiin  isaretlemelerde, indirekt immiinohistokimya yoOntemi
uygulanmistir. Kromojen olarak DAB (diaminobenzidin) kullanildigi icin, kesitlerde
immiinopozitif boyanan hiicreler kahverengi, negatif boyanan hiicreler hematoksilenden
dolay1 soluk mavi, mor renkli goriilmiistiir. Kesitlerde, sadece DAB ve hematoksilen ile

boyanan hiicreler sayilmistir, boyanmayan hiicreler dikkate alinmamustir.

3.2.6. Negatif Kontrol

Kurbaga ve yengec dokularina, ayr1 ayr1 negatif kontrol uygulanmistir. Negatif
kontrol uygulanan dokulara, primer antikor yerine BSA’I1 PBS (%0,5) damlatilmistir ve
inkiibasyona birakilmistir. Diger biitiin islemler, immiinohistokimya prosediiriine uygun
olarak yapilmistir. Primer ve sekonder antikor, streptavidin peroksidaz, NGS ve DAB

kesit basina 40 pul uygulanmistir.

3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMELER

Verilerin normal dagilima uygunluk gdstermesi amaciyla, % immiinopozitiflik
oranlarina karekok transformasyonu uygulanmistir. Verilerin analizi, Statistica v.6.0.1
ve SPSS v.11.5.1 paket programlar1 kullanilarak yapilmistir. Esey, kesit ve peptit
faktorleri arasindaki farkliligi incelemek amaciyla, Faktoriyel Varyans Analizi testi
yapilmigtir. Birbirine bagimli dokular ile esey, kesit ve peptit faktorleri arasindaki
farkliigin incelenmesi amaciyla ise, Tekrarlanan Olgiimlii Varyans Analizi testi
uygulanmistir. Varyans analizi sonucunda anlamli bulunan farkliliklara iligkin alt
gruplarin belirlenmesinde ise, Tukey HSD post hoc testinden yararlanilmistir. Verilere
iliskin tanimlayici istatistikler, ortalama # standart sapma cinsinden tablo halinde
verilmistir. Istatistiksel analizlerde, P<0.05 ise sonuc, anlamli kabul edilmis olup
P<0.01 ve P<0.001 diizeyindeki ayirimlar da degerlendirilmistir (*: P<0.05; **: P<0.01;
#k%: P<0.001).
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4. BULGULAR ve TARTISMASI

4.1. KURBAGA VE YENGEC DOKULARINDAKI LOS-ENK ILE FMRF-
AMID’IN LOKALIZASYONLARI

R. ridibunda’nin beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularindan enine ve boyuna
kesit alinarak immiinohistokimyasal isaretleme yapilmistir. Beyin dokusunun, boyuna
kesitinde 6n beyin, orta beyin ve arka beyin, enine kesitinde arka beyin calisilmistir.
Omurilik dokusunun, boyuna kesitinde boyun, gogiis, bel ve kuyruk sokumu
alanlarindaki, enine kesitinde gogiis alanindaki 6n boynuz, arka boynuz ve merkezi

kanal boliimleri anti 16s-enk ve anti FMRF-amid ile isaretlenmistir.

C. sapidus’un beyin dokusundan boyuna, torakal gangliyon dokusundan ise
radyal kesit alinarak immiinohistokimyasal boyama yapilmistir. Gz sapt dokusu
boyuna kesitinde LG, ME, MI, MT ve ON kisimlarina anti 16s-enk ve anti FMRF-amid
antikorlar1 ile boyama yapilmistir. Bagirsak dokusundan enine ve boyuna kesit alinarak

antikorlar ile isaretleme yapilmustir.

Kurbaga ve yengecin biitiin doku kesitlerinden 3 tekrar yapilmis ve bu
kesitlerdeki immiinopozitif ve immiinonegatif boyanan hiicreler sayilarak ortalamalari
hesaplanmistir. Buna gore, immiinohistokimyasal isaretleme sonucunda l6s-enk R.
ridibunda erkek siyatik sinirinde %97 ile en yiiksek diizeyde immiinopozitiflik
gosterirken, %77 ile C. sapidus erkek bagirsak dokusunda en diisiik immiinopozitif
reaktivite gostermistir. FMRF-amid ise R. ridibunda disi beyin ve omurilik, erkek ve
disi siyatik sinirde %96 ile en yiiksek immiinopozitif reaktivite gosterirken, C. sapidus

erkek bagirsak dokusunda %91 ile en diisiik diizeyde immiinopozitiflik gdstermistir.
Los-enk ve FMRF-amid kurbaga beyin ve omurilik dokusunda biiyiik motor

sinirlerin hiicre govdelerinde yogun olarak biriktigi, niikleuslarin ise isaretlenmedigi

gozlemlenmistir. Kurbaga beyin dokusundaki sinir hiicreleri, ventrikiillerin etrafini
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doseyen ependimal hiicreler ve glial hiicrelerin immiinopozitif olarak boyandiklar
goriilmiistiir. Kurbaga omuriligi ventral boynuzunda bulunan biiyiilk motor noronlarin
perikaryonlari, akson ve dentritleri, dorsal boynuzdaki afferent néron aksonlari, merkezi
kanali doseyen ependimal hiicreler, gri cevher ve beyaz cevherdeki glial hiicrelerin
immiinopozitif olarak isaretlendikleri gozlenmistir. Kurbaga siyatik sinirinde ise sinir
fiberlerinin aksoplazmalarinin tamamina yakini boyanirken, fibroblast ve Schwann

hiicrelerinin ¢ok az bir kism1 boyanmustir.

Los-enk ve FMRF-amid yengeclerin beyin ve torakal gangliyon dokusunda sinir
hiicre govdelerinde ve noropilde 1yl boyandig1r gozlemlenmistir. Yengeclerin gbz sap1
dokusu elemanlar1 olan LG, ME, MI, MT ve ON kisimlarinda yer alan noronlar, retinal
pigment alanlarinda, 1. kiyazma, 2. kiyazma ve 3. kiyazmatik alanda immiinopozitif
isaretleme goriilmiistir.  Yengeclerin bagirsak dokusunda ise epitelyumu olusturan
hiicrelerin lumeninde immiinopozitif isaretleme goriiliirken, epitelyumu saran bag doku
ve kas tabakasinda zayif bir immiinopozitif isaretleme goriilmiistiir. Bagirsak dokunun
hem 16s-enk hem de FMRF-amid bakimindan, ¢alisilan diger dokulara gore daha zayif
isaretlendigi bulunmustur. Sematik doku cizimlerindeki simgeler, peptitlerin dokularda

bulunma oran1 géz oniine alinarak kullanilmistir.

4.1.1. R. ridibunda Beyin Dokusu Sagital Kesitte Los-Enk ve FMRF-

amid’in Lokalizasyonlari

Beyin dokusu, sagital kesitte on beyin, orta beyin ve arka beyin olmak iizere 3
bolimde incelenmistir.  Biitiin beyin bolgeleri, hem 16s-enk hem de FMRF-amid
bakimindan yiiksek oranda immiinopozitiflik gostermistir.  Calisilan 3 tekrarin
ortalamasi alindig1 zaman, erkek kurbaga beyin dokusunun sagital kesitinde boyanan
hiicrelerden, 11755 16s-enk bakimindan pozitif, 710 immiinonegatif, disilerde 9582
pozitif, 563 negatif hiicre bulunmustur. FMRF-amid bakimindan ise, erkeklerde 3
tekrarin ortalamasi alindiginda, boyanan hiicrelerden 8848 pozitif, 371 negatif, disilerde

13142 pozitif, 570 negatif hiicre tespit edilmistir. Buna gore, 16s-enk 0n beyin ve orta
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beyinde hem erkek, hem de disi kurbagalarda %94 oraninda immiinopozitiflik
gostermektedir. Arka beyinde ise yine erkek ve disi kurbagalarda %93 oraninda
immiinopozitiflik meydana getirmistir. FMRF-amid ise, 6n beyin ve arka beyinde erkek
ve disi kurbagalarda %95 oraninda immiinopozitiflik gostermistir. Orta beyinde ise,

erkek kurbagalarda bu oran %96 iken, disilerde %95 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. R. ridibunda beyin dokusu boyuna kesitinde % immiinopozitif degerleri

Peptit Los-enk FMRF-amid
X * S, | X 8

On beyin 94,29 + 00,0075 Aax | 95,88 £0,0026 Aax

Erkek Orta beyin 94,83 +0,0027 Aax | 96,10 +£0,0024 Aax
o= Arka beyin 93,76 £0,0225 Aax | 95,97 +£0,0012 Aax
On beyin 94,85 +£0,0087 Aax | 95,49 +0,0055 Aax

Disi Orta beyin 94,72 £ 00,0101 Aax | 95,92 +£0,0037 Aax
o= Arka beyin 93,92 +0.0111 Aax | 95,98 + 0.0014 Aax

Kurbaga

(n=18) Beyin 95,25 +0.0184 Aax | 96,55 +0.0108 Aay

X + Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

= Tukey HSD Post Hoc Test; A eseyler, a dokular; x ve y peptitler aras1 ayrimi
belirtmek i¢in kullanilmigtir.
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.01diizeyinde ayrim vardir.

Kurbaga beyin dokusunun, 3 beyin bolgesinden alinan degerlerin tekrarlanan
Olctimlii varyans analizi sonucuna gore doku-esey-peptit etkilesimi istatistiksel olarak
anlamli bulunmamstir (p=0,783). Ikili etkilesimler incelendigi zaman, doku-peptit
(p=0,283), doku-esey (p=0,924) ve esey-peptit (p=0,574) etkilesimleri de anlamli
bulunmamistir. Ayni zamanda 6n beyin, orta beyin ve arka beyin arasinda 16s-enk ve

FMRF-amid’in immiinopozitifligi bakimindan fark bulunmamistir (p=0,378). Benzer
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sekilde, eseyler arasinda da immiinopozitiflik oranlar1 farki anlamli degildir (p=0,977).
Bununla beraber, esey ve doku farki gbzetmeden sadece peptite dayali yapilan analize
gore, FMRF-amid’in immiinopozitiflik oram 16s-enk’e gore istatistiksel agidan onemli
bicimde fazla bulunmustur (p=0,002**). Bu sonuglara gore, kurbaganin beyin
dokusunda immiinopozitifligin eseye baglh olarak degismedigi, on beyin, orta beyin ve
arka beyin arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak Oonemli olmadigi goriilmiistiir.
Los-enk ve FMRF-amid’in beyin dokusunda, yiiksek diizeyde immiinopozitiflik
gostermesi bu peptitlerin beyin dokusu sinir hiicrelerinde ve ependimal hiicrelerde
sentezlendigine ve paketlendigine isaret etmektedir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3). Doku ve esey
farki gozetmeden, sadece peptite dayali yapilan analizde ise, FMRF-amid’in beyin
dokusunda I6s-enk’e gore onemli bicimde daha immiinopozitif olmasi, FMRF-amid’in

beyin dokusunda daha fazla sentezlendigini gostermektedir [19, 20, 23, 46,].

Kozicz ve Lazar [20], R. esculenta orta beyininin, optik ventrikiil ve optik
ventrikiiliin ependimal hiicrelerinde met-enk lokalizasyonunu yapmislardir. Diger bir
arastirma grubu tarafindan, X. laevis 6n beyininde FMRF-amid lokalize edilmistir [23].
Ayrica, Lazar [46], kurbaga, balik ve siirlingen sinir sistemlerinde 16s-enk ve FMRF-
amid lokalizasyonlarin1 gosteren derleme calismast yapmistir. Bu arastirmacinin
belirttigine gore, kurbagalarda Pinelli ve ark. (1999), R. esculenta, Pipa pipa, T.
carciflex, T. vulgaris ve C. ornata beyini enine kesitlerinde biiyiik beyin, ara beyin ve
orta beyinde, FMRF-amid bakimindan zengin no6ronlar bulmuglardir. Ayni
arastirmacinin belirttigine gore, Kuljis ve Katren (1982) R. pipiens, Merchenthaler ve
ark. (1989) R. esculenta ve L. moorei beyini enine kesitlerinde, biiyiik beyin ve orta

beyinde 16s-enk’i lokalize etmislerdir.
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Sekil 4.1. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda beyin dokusu sagital
kesitindeki lokalizasyonlari.
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Sekil 4.2. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda beyin dokusu sagital
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, ¥%: Los-
enk disi, A: FMRF-amid erkek, 0: FMRF-amid disi.
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Sekil 4.3. Los-enk’in R. ridibunda beyin dokusu sagital kesitindeki
immiinopozitifligi. a) Genel goriinim, b) On beyin, c¢) Orta
beyin, d) Arka beyin (Skala 200 um).
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4.1.2. R. ridibunda Beyin Dokusu Enine Kesitte Los-Enk ve FMRF-

amid’in Lokalizasyonlar1

Beyin dokusu enine kesitte arka beyin boliimii incelenmistir. Kurbaga erkek
arka beyin enine kesitinde, boyanan hiicrelerden 3344 16s-enk bakimindan pozitif, 299
negatif, disilerde 4546 pozitif, 294 negatif hiicre tespit edilmistir. FMRF-amid
bakimindan ise, erkeklerde 3201 pozitif, 158 negatif, disilerde 5059 pozitif 214 negatif
hiicre bulunmustur. Bu verilere gore, 10s-enk erkek bireylerde %91 immiinopozitif
aktivite gosterirken, disi bireylerde % 93 oraninda aktivite gostermistir. FMRFamid ise
her iki eseyde %95 oraninda aktivite meydana getirmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. R. ridibunda arka beyin dokusu enine kesitinde % immiinopozitif

degerleri
Peptit Los-enk FMRF-amid
Esey _ —
(n=3) X £ S . X + Sy .
Erkek 91,80 £ 00,0204 Ax 95,28 +£0,0024 Ay
Disi 95,80 + 0,0063 Bx 93,86 + 0,0060 Ax

X + Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

e = Tukey HSD Post Hoc Test; A ve B eseyler; x ve y peptitler aras1 ayrimi
belirtmek i¢in kullanilmigtir.

Farkli harflerle gosterilen verilerde peptitler arasinda P<0.05, eseyler arasinda ise,
p<0.01 diizeyinde ayrim vardir.

Kurbaga arka beyin dokusu, esey-peptit etkilesimi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,003**). Esey-peptit etkilesimine ait post-hoc test sonucuna gore,
erkek kurbaga arka beyin dokusunda, FMRF-amid’in immiinoreaktivitesi 16s-enk’den
anlaml1 bicimde fazla bulunmustur (p=0,021*). Bununla beraber, disi kurbagalarin arka
beyin dokusunda, 16s-enk ile FMRF-amid arasinda anlamhi fark goriilmemistir
(p=0,226). Disi kurbagalarin, arka beyin dokusunda 16s-enk’in immiinopozitiflik orani,

anlamli bi¢cimde erkeklerden fazla bulunmustur (p=0,01**). Bununla beraber, kurbaga
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arka beyin dokusunda, eseyler arasinda FMRF-amid bakimindan, anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0,454).  Los-enk ve FMRF-amid’in kurbaga arka beyininde
lokalizasyonlarinin bulunmasi, bu peptitlerin arka beyinde fizyolojik roliiniin oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6). Negatif kontrolde ise, spesifik bir isaretlemeye
rastlanmamistir (Sekil 4.7). Erkek kurbaga arka beyininde, FMRF-amid’in 16s-enk’e
gore istatistiksel olarak Onemli bir sekilde immiinoreaktivite gostermesi, FMRF-amid
noronlarinin arka beyinde, daha fazla bulunduguna isaret etmektedir [23, 55]. Los-
enk’in eseyler arasinda karsilastirilmasi ile ilgili herhangi bir caligmaya rastlanmamistir.
Bununla beraber, 16s-enk’in disi kurbaga arka beyin dokusunda erkeklerden daha fazla

bulunmasinin, eseysel farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

0,98

0,96

0,94

0,92 f

% imminopozitiflik

0,90 f

0,88 |

1 16s-enk

086 FMRF-amid

erkek disi

Sekil 4.4. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda arka beyin dokusu enine
kesitindeki lokalizasyonlari.

41



Sekil 4.5. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda arka beyin dokusu enine
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, ¥%: Los-
enk disi, A: FMRF-amid erkek, 0: FMRF-amid disi.

Kozicz ve Lazar [20], R. esculenta orta beyininin, optik ventrikiill ve optik
ventrikiiliin ependimal hiicrelerinde met-enk lokalizasyonunu yapmuslardir. Diger bir
arastirma grubu tarafindan, R. esculenta’nin beyin ve hipofizinde FMRF-amid
lokalizasyonu yapilmistir [19]. Bu arastiricilar, larval donem ile ergin erkek ve disi R.
esculenta 6n beyini, orta beyini ve arka beyini olmak iizere beyinin biitiin bolgelerinde

FMRF-amid lokalizasyonunu bulmuslardir.
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-amid’in R. ridibunda arka beyin dokusu enine kesitindeki

Sekil 4.6. FMRF

igi (Skala 100 um).

immiinopozitifli

43



Sekil 4.7. R. ridibunda arka beyin dokusu enine kesitinde negatif kontrol (Skala
100 pm).
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4.1.3. R. ridibunda Omurilik Boyuna Kesitte Los-Enk ve FMRF-amid’in

Lokalizasyonlar1

Omurilik dokusu boyuna kesitte, proksimalden distale dogru boyun, gogiis, bel
ve kuyruk sokumu boliimii olmak iizere 4 bolge arastirllmistir. Kurbaga erkek omurilik
dokusu boyuna kesitinde, boyanan hiicrelerden 9548 16s-enk bakimindan pozitif, 706
negatif, disilerde 10079 pozitif, 967 negatif hiicre tespit edilmistir. FMRF-amid
bakimindan ise, erkeklerde boyanan hiicrelerden 12136 pozitif, 710 negatif, disilerde
12898 pozitif, 707 negatif hiicre bulunmustur. Buna sonuglara gore, 16s-enk erkeklerde
boyun bolgesinde %93, gogiis, bel ve kuyruk sokumu bolgelerinde %92
immiinopozitiflik gostermistir. Disilerde ise boyun bolgesinde %92, gogiis bolgesinde
%91, bel bolgesinde %90 ve kuyruk sokumu bolgesinde %88 immiinopozitiflik
meydana getirmistir.  FMRF-amid erkeklerde 4 omurilik bolgesinde de %94
immiinopozitiflik gosterirken disilerde ise bu oran, boyun ve kuyruk sokumu
bolgelerinde %95, gogiis ve bel bolgelerinde ise, %94 olmustur (Cizelge 4.3). Kurbaga
omurilik dokusu boyuna kesitinde 4 bolgeden alinan Ol¢iimlerin tekrarlanan analiz
sonucuna gore, doku-esey-peptit etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(p=0,339).  Ikili etkilesimler incelendiginde, doku-peptit (p=0,100), doku-esey
(p=0,907) ve esey-peptit (p=0,115) etkilesimleri de anlamli bulunmamistir. Omuriligin
boyun, gogiis, bel ve kuyruk sokumu bolgeleri arasinda, 16s-enk ve FMRF-amid’in
immiinopozitifligi bakimindan bir fark bulunmamistir (p=0,057). Benzer sekilde,
eseyler arasinda da immiinopozitiflik oranlar1 anlamli degildir (p=0,317). Bununla
beraber, esey ve doku farki gézetmeden, sadece peptit dikkate alinarak yapilan analiz
sonucuna gore, FMRF-amid’in immiinoreaktivitesi 16s-enk’den anlamli bi¢imde fazla
bulunmustur (p=0,003**). Bu sonuglara gore kurbaganin omurilik dokusunda 16s-enk
ve FMRF-amid’in immiinoreaktivitesinin eseye bagl olarak degismedigi boyun, gogiis,
bel ve kuyruk sokumu bélgeleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak Onemli
olmadigi goriilmiistiir. Los-enk ve FMRF-amid’in, omurilik dokusunda yiiksek diizeyde
immiinopozitiflik gostermesi, bu peptitlerin omuriligin sinir hiicrelerinde ve bazi

noroglia hiicrelerinde fizyolojik roliiniin oldugunu gostermektedir (Sekil 4.8, 4.9, 4.10).
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Doku ve esey farki gozetmeden, sadece peptite dayali yapilan omurilik dokusu
analizinde ise, FMRF-amid’in 10s-enk’e gore onemli bicimde daha immiinopozitif
olmasi, FMRF-amid’in fizyolojik roliiniin daha fazla olduguna isaret etmektedir [26, 42,
56, 57].

Cizelge 4.3. R. ridibunda omuriligi boyuna kesitinde % immiinopozitif degerleri

Los-enk FMRF-amid

Peptit o
X + S * X + S .

Servikal | 93,53 £0.0203 Aax 94,96 + 0.0047 Aax

Erkek | Torakal | 92,94 +0.0137 Aax 94,40 £ 0.0034 Aax
(n=3)

Lumbar | 92,25 +0.0070  Aax 94,04 £0.0048 Aax

Sakral 92,07+£0.0103  Aax 94,17 £0.0104 Aax

Servikal | 92,11 £0.0120  Aax 95,18 £0.0025 Aax

Disi Torakal | 91,67 +0.0172 Aax 94,18 + 0.0065 Aax
(n=3)

Lumbar | 90,56 £0.0215  Aax 94,85 £0.0031 Aax

Sakral 88,75 £0.0452  Aax 95,30 +£0.0024 Aax

Kurbaga
(n=24) | Omurilik | 91,74 £0.0229  Aax 94,64 £ 0.0065 Aay

X + Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

* = Tukey HSD Post Hoc Test; A eseyler, a dokular, x ve y peptitler aras1 ayrimi
belirtmek i¢in kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.01 diizeyinde ayrim vardir.
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Sekil 4.8. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda omuriligi boyuna kesitindeki
lokalizasyonlari.
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Sekil 4.9. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda omuriligi boyuna kesitindeki
sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, s: Los-enk disi, A:
FMRF-amid erkek, ©: FMRF-amid disi.
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Hajek ve ark. [43], R. temporaria omuriliginde enkefalinerjik sistemin varligin
bulmuslardir. Diger bir ¢alisma grubu tarafindan, Sprague/Dawley erkek rat omuriligi
servikal bolgesinde met-enk ve delta opioid reseptorii (DOR) lokalize edilmistir [S1].
Bu aragtirmacilar, 151k ve elektron mikroskobu kullandiklar1 caligmalarinda, omuriligin
arka boynuzunda %66 oraninda met-enk ve %23 oraninda DOR bulundugunu
gozlemlemislerdir. ~ Ayrica Ferrarese ve ark. [56], Sprague/Dawley ratlarinin
omuriliginde FMRF-amid varligm gostermislerdir.  Bu arastiricilar tarafindan,
omuriligin, lumbo-sakral bolgesinde ve ozellikle dorsal boynuzda, FMRF-amid
bakimindan zengin sinir hiicreleri bulunmustur. Ayni arastiricilar tarafindan, omuriligin,
orta torakal alandan kesildigi zaman, lumbar bolgedeki FMRF-amid miktarinin %20 ile
50 arasinda azalmasina ragmen, lumbo-sakral bolgeden kesildigi zaman, lumbar
alandaki FMRF-amid miktarinin %50 oraninda azaldigi bulunmustur. Bu arastiricilara
gore, FMRF-amid’in bir kismi, daha asagida bulunan siyatik sinirden ve sinir
gangliyonlarindan kaynaklanmaktadir. Bagska bir arastirma grubu tarafindan, ratlarin
beyin, omurilik ve hipofizinde FMRF-amid lokalize edilmistir [57]. Bu arastirmacilar,
beyinin yani sira, beyin sapi, omuriligin dorsal ve ventral boynuz bolgeleri ile, hipofizin

noral lob bolgelerinde, FMRF-amid’in lokalize oldugunu gozlemlemislerdir.
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Sekil 4.10. Los-enk’in R. ridibunda omuriligi boyuna kesitindeki
immiinopozitifligi. a) Genel goriiniim, b) Servikal, c¢) Torakal,
d) Lumbar, e) Sakral (Skala 300 um).
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4.1.4. R. ridibunda Omurilik Enine Kesitte Los-Enk ve FMRF-amid’in

Lokalizasyonlar1

Omurilik enine kesiti gogiis bolgesinden alinmistir. Enine kesitte 6n boynuz,
arka boynuz ve merkezi kanal calisilmistir. Kurbaga erkek omurilik dokusu, enine
kesitinde boyanan hiicrelerden, 2600 16s-enk bakimindan pozitif, 294 negatif, disilerde
2678 pozitif, 263 negatif hiicre tespit edilmisti. FMRF-amid bakimindan ise,
erkeklerde boyanan hiicrelerden 3364 pozitif, 160 negatif, disilerde 4482 pozitif 188
negatif hiicre bulunmustur. Buna gore, 16s-enk erkeklerde 6n boynuz ve merkezi
kanalda %89, arka boynuzda %90 aktivite gosterirken disilerde on boynuzda %90, arka
boynuzda %88, merkezi kanalda ise %92 aktivite gostermisti. FMRF-amid ise,
erkeklerde her 3 bolgede de %95, disilerde 6n ve arka boynuzda %96, merkezi kanalda
%95 immiinopozitiflik gostermistir (Cizelge 4.4). Kurbaga omurilik dokusu, enine
kesitte 6n boynuz, arka boynuz ve merkezi kanal bolgelerinden alinan Olciimlerin,
tekrarlanan Olctimlii varyans analizi sonucuna gore, doku-esey-peptit etkilesimi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,145). Ikili etkilesimler incelendigi
zaman ise, doku-peptit (p=0,228), doku-esey (p=0,401) ve esey-peptit (p=0,897)
etkilesimleri de anlamli bulunmamigtir. Omuriligin 6n boynuz, arka boynuz ve merkezi
kanal bolgeleri arasinda, 10s-enk ve FMRF-amid’in immiinopozitifligi bakimindan fark
bulunmamistir (p=0,672). Benzer sekilde, eseyler arasinda da immiinopozitiflik oranlar
anlamh degildir (p=0,616). Bununla beraber, esey ve doku farki gozetmeden, sadece
peptite dayali yapilan analize gore, FMRF-amid’in immiinopozitiflik orani, anlaml
bicimde 10s-enk’den fazla bulunmustur (p=0,003**). Bu sonuglara gore, kurbaganin
omurilik dokusu gogiis bolgesinde immiinopozitifligin, eseye bagh olarak degismedigi
on boynuz, arka boynuz ve merkezi kanal bolgeleri arasindaki farkliliklarin da,
istatistiksel olarak Onemli olmadigi tespit edilmistir. Los-enk ve FMRF-amid’in,
omurilik gogiis bolgesinde yiiksek miktarda immiinopozitiflik gdstermesi, bu peptitlerin
omurilikte néromodulatér role sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.11, 4.12,
4.13). Negatif kontrolde ise, herhangi bir spesifik isaretleme meydana gelmemistir

(Sekil 4.14). Doku ve esey farki gozetmeden, sadece peptite dayali yapilan analizde ise,
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omurilik gogiis bolgesinde FMRF-amid’in, 16s-enk’e gore ©nemli bicimde daha
immiinopozitif olmasi, FMRF-amid’in daha fazla noronal aktiviteye sahip olduguna

isaret etmektedir [25, 26, 55, 56, 57].

Cizelge 4.4. R. ridibunda omuriligi torakal bolge enine kesitinde % immiinopozitif

degerleri
Peptit Los-enk FMRF-amid
X * S, . X + S, .
On boynuz 89,49 +0.0223 Aax 95,42 £0.0075 Aax
Erkek Arkaboynuz | 90,38 £0.0102 Aax | 95,35 +£0.0066 Aax
=) Merkezi kanal | 89,77 +£0.0252 Aax 95,27 +0.0021 Aax
N On boynuz 90,37 £0.0434 Aax | 96,08 +£0.0038 Aax
(]r?f?)l) Arka boynuz | 88,96 +0.0612 Aax | 96,23 +0.0024 Aax
Merkezi kanal | 92,85 +0.0200 Aax | 95,21 £0.0085 Aax
Kurbaga
(n=18) Omurilik 90,30+ 0.0319 Aax | 95,59 £0.0064 Aay

X + Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

e = Tukey HSD Post Hoc Test; A eseyler, a dokular, x ve y peptitler aras1 ayrimi
belirtmek i¢in kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.01 diizeyinde ayrim vardir.
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Sekil 4.11. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda omuriligi torakal bolge enine
kesitindeki lokalizasyonlari.

Stevens ve Rothe [25], R. pipiens omuriliginde enkefalinlerin varligin
gostermislerdir. Hajek ve ark. [43], R. temporaria omuriliginde enkefalinerjik sistemin
varligin1 bulmuslardir. Ayrica, Majane ve ark. [55], Sprague/Dawley ratlarin beyin,
omurilik ve hipofiz bezinde FMRF-amid varligim1 gostermislerdir. Bu arastirmacilar
tarafindan, omurilikte 368 fmol/mg, hipofizde 1008 fmol/mg, hipotalamusta 202
fmol/mg ve beyin sapinda 136 fmol/mg protein oraninda FMRF-amid bulundugu
gozlemlenmistir. Diger bir c¢alisma grubu, Sprague/Dawley ratlarinin omuriliginde
FMRF-amid varligin1 gostermistir [56]. Bu arastiricilar tarafindan, omuriligin lumbo-
sakral bolgesinde ve 6zellikle dorsal boynuzda FMRF-amid bakimindan zengin sinir
hiicreleri bulunmustur. Ayni arastiricilar tarafindan, omuriligin, orta torakal alandan
kesildigi zaman lumbar bolgedeki FMRF-amid miktarinin %20 ile 50 arasinda
azalmasina ragmen, lumbo-sakral bolgeden kesildigi zaman lumbar alandaki FMRF-

amid miktarinin %50 oraninda azaldigi bulunmustur. Bu arastiricilara gore, FMRF-

52



amid’in bir kismi daha asagida bulunan siyatik sinirden ve sinir gangliyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Bunun yaninda, Williams ve ark. [57], ratlarin beyin, omurilik ve
hipofizinde FMRF-amid lokalizasyonunu tespit etmislerdir. Bu arastirmacilar
tarafindan, beyinin yani sira, beyin sapi, omuriligin dorsal ve ventral boynuz bolgeleri

ile hipofizin noral lob bolgelerinde, FMRF-amid’in lokalize oldugu gozlemlenmistir.

arka boynuz o

%  Onboynuz

Sekil 4.12. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda omuriligi torakal bolge enine
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, %: Los-
enk disi, A: FMRF-amid erkek, 0: FMRF-amid disi.
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Sekil 4.13. FMRF-amid’in R. ridibunda omuriligi torakal bolge enine kesitindeki
immiinopozitifligi. a) Genel goriiniim, b) On boynuz, c) Merkezi
kanal, d) Arka boynuz (Skala 60 um).
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) iy e ey V=
Sekil 4.14. R. ridibunda omuriligi torakal bolge enine kesitinde negatif kontrol,
a) Genel goriiniim, b) On boynuz, c) Merkezi kanal, d) Arka
boynuz (Skala 60 pm).
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4.1.5. R. ridibunda Siyatik Sinirinde Los-Enk ve FMRF-amid’in

Lokalizasyonlari

Siyatik sinirden enine ve boyuna kesit alinarak immiinohistokimyasal isaretleme
yapilmistir. Kurbaga erkek siyatik sinir dokusunda boyanan aksonlardan, enine kesitte
961 10s-enk bakimindan pozitif, 85 negatif, boyuna kesitte 339 pozitif, 10 negatif,
disilerde, enine kesitte 1327 pozitif 71 negatif, boyuna kesitte 449 pozitif, 38 negatif
akson tespit edilmistir. FMRF-amid bakimindan ise, erkeklerde enine kesitte boyanan
aksonlardan, 1499 pozitif, 51 negatif, boyuna kesitte 424 pozitif, 30 negatif, disilerde,
enine kesitte 1292 pozitif, 48 negatif, boyuna kesitte 411 pozitif, 27 negatif akson
bulunmustur. Bu verilere gore, 16s-enk erkeklerde enine kesitte %92, boyuna kesitte
%97, disilerde enine kesitte %94, boyuna kesitte %92 immiinopozitiflik gostermistir.
FMRF-amid ise, her iki eseyde enine kesitte %96, boyuna kesitte %93 aktivite
gostermigtir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. R. ridibunda siyatik sinirinde % immiinopozitif degerleri

Esey Peptit Los-enk FMRF-amid
Kesit X + S, . X * S, .
Erkek Enine 92,13 +£0.0231 Aax 96,44 +0.0113 Aay
=) Boyuna 97,04 +£0.0512 Abx 93,10 £ 0.0187 Aax
Disi Enine 94,87 £0.0061 Aax 96,42 +0.0004 Aax
(n=3)

Boyuna 92,19 +£0.0151 Bax 93,83 +0.0073 Aax

+ Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

= Tukey HSD Post Hoc Test; A ve B eseyler a ve b kesitler, x ve y peptitler arasi
ayrimi belirtmek i¢in kullanilmistir.

Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde ayrim vardir.
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Kurbaga siyatik sinir dokusunda, esey-kesit-peptit etkilesimi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,035%). Ikili etkilesimler incelendiginde ise, kesit-peptit
etkilesimi (p=0,040*) anlaml1 bulunurken, esey-peptit (p=0,459) ve esey-kesit etkilesimi
(p=0,079) anlamli bulunmamistir. Esey-kesit-peptit etkilesimine ait post-hoc test
sonucuna gore, erkek kurbaga siyatik siniri enine kesitte, FMRF-amid’in
immiinopozitiflik orani, 16s-enk’den anlamli bi¢cimde fazla bulunmustur (p=0,05%*).
Bununla beraber, erkek kurbaga siyatik siniri boyuna kesitte, 16s-enk ile FMRF-amid
arasinda anlaml bir fark yoktur (p=0,073). Disi kurbaga siyatik siniri enine kesitte, 16s-
enk ile FMRF-amid arasinda anlaml bir fark bulunmamistir (p=0,410). Benzer sekilde,
disi kurbaga siyatik siniri boyuna kesitte, 16s-enk ile FMRF-amid arasinda anlamli bir
fark goriilmemistir (p=0,400). Erkek kurbagalarin siyatik siniri boyuna kesitindeki 16s-
enk’in immiinopozitiflik orani, enine kesitten anlamli bicimde fazla bulunmustur
(p=0,031%*). Bununla beraber, erkek kurbaga siyatik siniri enine kesit ile boyuna kesit
arasinda FMRF-amid bakimindan anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,115). Disi
kurbaga siyatik siniri enine kesit ile boyuna kesit arasinda, 16s-enk bakimindan anlamli
bir fark gozlenmemistir (p=0,189). Benzer sekilde disi kurbaga siyatik siniri enine kesit
ile boyuna kesit arasinda FMRF-amid bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir
(p=0,197). Kurbaga siyatik siniri enine kesitte, eseyler arasinda 16s-enk bakimindan
anlamh bir fark goriilmemistir (p=0,187). Benzer sekilde kurbaga siyatik siniri enine
kesitte eseyler arasinda FMRF-amid bakimindan da anlamli bir fark bulunmamistir
(p=0,989). Erkek kurbagalarin siyatik siniri boyuna kesitinde, 10s-enk’in
immiinopozitiflik orani disilerden anlamli bigimde fazla bulunmustur (p=0,031%).
Bununla beraber, kurbaga siyatik siniri boyuna kesitte, eseyler arasinda FMRF-amid
bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,691). Bu sonuglara gore, 16s-enk ve
FMRF-amid’in kurbaga siyatik sinirinde immiinoreaktivite gostermesi, bunlarin siyatik
sinir aksoplazmalarinda fizyolojik rollerinin bulundugunu gostermektedir (Sekil 4.15).
Erkek kurbaga siyatik sinir dokusu enine kesitinde FMRF-amid’in, 16s-enk’e gore
onemli bicimde daha immiinopozitif olmasi, FMRF-amid’in erkek kurbaga siyatik
sinirinde, daha fazla fizyolojik roliiniin oldugunu diisiindiirmektedir [21, 37, 38, 56].

Kurbaga siyatik sinir dokusunda, eseyler arasinda 16s-enk’in karsilastirildigi herhangi bir
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caligsmaya literatiirde rastlanmamistir. Bununla beraber, 16s-enk’in erkek kurbaga siyatik
siniri boyuna kesitinde, disilerden daha fazla immiinoreaktivite gostermesi erkek
kurbaga eseysel karakterlerinin, enkefalinler iizerinde etkili olduguna isaret etmektedir
(Sekil 4.16, 4.18). Ayrica, siyatik sinirde, sinir fiberlerinin aksoplazmalarinin tamamina
yakim1 boyanirken, fibroblast ve Schwann hiicrelerinin ¢ok az bir kismi boyanmustir.
Siyatik sinir dokusu ¢alisilirken enine kesitte, fibroblast ve Schwann hiicreleri boyuna
kesitten daha fazla sayilmistir (Sekil 4.17, 4.19). Bu nedenle, 16s-enk’in kurbaga siyatik
siniri boyuna kesitinde, enine kesitten daha immiinopozitif goriilmesinin, boyuna kesit
ile enine kesitteki hiicre sayist farkindan kaynaklanmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Negatif kontrolde ise, herhangi bir spesifik isaretleme olmamistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.15. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda siyatik sinir dokusundaki

lokalizasyonlar.

58



Sekil 4.16. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda siyatik sinir dokusu boyuna
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, %: Los-
enk disi, A: FMRF-amid erkek, 0: FMRF-amid disi.

Sekil 4.17. Los-enk ve FMRF-amid’in R. ridibunda siyatik sinir dokusu enine
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, %: Los-
enk disi, A: FMRF-amid erkek, 0: FMRF-amid disi.
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Sekil 4.18. Los-enk’in R. ridibunda siyatik sinir dokusu boyuna kesitindeki
immiinopozitifligi (Skala 70 um).
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Sekil 4.19. FMRF-amid’in R. ridibunda siyatik sinir dokusu enine kesitindeki
immiinopozitifligi (Skala 30 pm).

61



Sekil 4.20. R. ridibunda siyatik sinir dokusu enine kesitinde negatif kontrol
(Skala 30 um).
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Camlica ve ark. [37] ile Askin ve ark. [38], R. ridibunda siyatik sinirinde
enkefalinerjik sistemin varligim1 gostermislerdir. Diger bir arastirma grubu tarafindan,
R. esculenta siyatik sinirinde enkefalinlerin bulundugu kanitlanmistir [21]. Ayrica,
Ferrarese ve ark. [56], Sprague/Dawley ratlarinin omuriliginde, FMRF-amid varligini
gostermislerdir.  Bu arastiricilar tarafindan, omuriligin lumbo-sakral bolgesinde ve
ozellikle dorsal boynuzda FMRF-amid bakimindan zengin sinir hiicreleri bulunmustur.
Aym arastiricilar tarafindan, omuriligin, orta torakal alandan kesildigi zaman lumbar
bolgedeki FMRF-amid miktarinin %20 ile 50 arasinda azalmasina ragmen, lumbo-sakral
bolgeden kesildigi zaman lumbar alandaki FMRF-amid miktarinin %50 oraninda
azaldig1 bulunmustur. Bu arastiricilara gore, FMRF-amid’in bir kismi, daha asagida

bulunan siyatik sinirden ve sinir gangliyonlarindan kaynaklanmaktadir.

4.1.6. C. sapidus Beyin Dokusunda Los-Enk ve FMRF-amid’in

Lokalizasyonlari

C. sapidus’un beyin dokusu boyuna kesitinde immiinohistokimyasal isaretleme
yapilmistir. Erkeklerin beyin dokusunda boyanan hiicrelerden, 373 16s-enk bakimindan
pozitif, 24 negatif, disilerde 491 pozitif, 29 negatif hiicre tespit edilmistir. FMRF-amid
bakimindan ise, erkeklerde boyanan hiicrelerden 633 pozitif, 44 negatif, disilerde, 689
pozitif 58 negatif hiicre bulunmustur. Bu isaretleme sonucuna gore, 16s-enk erkek ve
disi yengeclerde %94, FMRF-amid ise erkeklerde %93, disilerde %92 immiinoreaktivite
meydana getirmistir (Cizelge 4.6). Yenge¢ beyin dokusunda, esey-peptit etkilesimi
anlamli bulunmamustir (p=0,384). Benzer sekilde, eseyler arasinda da anlamli bir
farklilik goriillmemistir (p=0,384). Bununla beraber, esey farki gozetilmeden, sadece
peptit dikkate alinarak yapilan analiz sonucunda, 16s-enk’in immiinopozitiflik orani
FMRF-amid’e gore, istatistiksel agidan anlamli bicimde fazla bulunmustur (p=0,031%).
Bu verilere gore, 16s-enk ve FMRF-amid’in yenge¢ beyin dokusunda, yiiksek diizeyde
immiinoreaktivite gostermesi, bu iki peptitin beyin dokusunda sentezlendigini ve
biyolojik aktivitelerinin oldugunu gostermektedir (Sekil 4.21, 4.22, 4.23). Negatif
kontrolde ise, spesifik bir isaretlemeye rastlanmamistir (Sekil 4.24). Los-enk ve FMRF-
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amid’in meydana getirdigi immiinoreaktivite, eseye bagli olarak degismemektedir.
Bununla beraber, esey farki gozetilmeden sadece peptit dikkate alinarak yapilan
analizde, 16s-enk’in FMRF-amid’e gore énemli bicimde immiinoreaktivite gostermesi,
l6s-enk’in beyin dokusunda daha fazla noronal aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir

[68, 69, 78].

Cizelge 4.6. C. sapidus beyin dokusunda % immiinopozitif degerleri

Peptit Los-enk FMRF-amid
X + S . X + S .

Erkek

(n=3) 94,00 £ 0.0076  Ax 93,46 £ 0.0100 Ax

Disi

(n=3) 94,33 £0.0088 Ax 92,19 £0.0092 Ax
Yengec

(n=06) 94,17 £0.0076  Ax 92,82 £0.0111 Ay

X + Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

e = Tukey HSD Post Hoc Test; A eseyler, x ve y peptitler arasi ayrimi
belirtmek i¢in kullanilmigtir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde ayrim vardir.

Liischen ve ark. [68], C. maenas goz sapinda, serebral gangliyonda ve torakal
gangliyonda enkefalin varligin1 gostermislerdir. Diger bir arastirmaci, C. destructor, C.
maenas, H. americanus, E. sinensis ve M. rosenbergi sinir sisteminde FMRF-amid
varligimi gostermistir [69]. Bu arastirmaci tarafindan, C. destructor beyini antennular
noropili, tegumentar sinir, ventral sinir kokleri, C. maenas beyini antennular noropili ve
tegumentar sinirinde, H. americanus beyini antennular noropilinde FMRF-amid
lokalizasyonu bulunmustur. Diger bir arastirma grubu tarafindan, O. limosus sinir
sisteminde, FMRF-amid lokalizasyonu bulunmustur [78]. Bu arastirmacilar, serebral
gangliyonun anterior olfaktor, anterior, dorsal, lateral ve posterior somata bolgelerinde,
optik gangliyonlarda, circumoesophageal konnektiflerinde ve komissular gangliyonlarda

FMRF-amid’i lokalize etmislerdir.

64



0,96

0,95t
X
= 094}
N
o
Q
o
c
£
0,93 |
E
®
0,92
0.91 . . 2] 16s-enk
; . FMRF-amid
erkek disi

Sekil 4.21. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus beyin dokusu boyuna
kesitindeki lokalizasyonlari.

Sekil 4.22. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus beyin dokusundaki sematik
lokalizasyonlart; O0: Los-enk erkek, s: Los-enk disi, A: FMRF-
amid erkek, 0: FMRF-amid disi.
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Sekil 4.23. Los-enk’in C. sapidus beyin dokusu boyuna kesitindeki
immiinopozitifligi (Skala 50 pm).
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Sekil 4.24. C. sapidus beyin dokusu boyuna kesitinde negatif kontrol (Skala 50
pm).
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4.1.7. C. sapidus GOz Sapr Dokusunda Los-Enk ve FMRF-amid’in

Lokalizasyonlari

GO0z sap1 boyuna kesitinde, proksimalden distale dogru LG, ME, MI, MT ve ON
olmak iizere, 5 bolgede immiinopozitiflik arastirilmistir. Erkek yengeclerin goz sapi
dokusunda boyanan hiicrelerden, 3407 16s-enk bakimindan pozitif, 196 negatif, disilerde
3727 pozitif, 210 negatif hiicre tespit edilmisti. FMRF-amid bakimindan ise,
erkeklerde boyanan hiicrelerden 4432 pozitif, 275 negatif, disilerde, 4434 pozitif, 291
negatif hiicre bulunmustur. Buna gore, 16s-enk erkeklerde goz sap1 bolgelerinden LG’de
%92, ME, MI ve MT’de %94, ON’de %95, disilerde ise LG’ de %95, ME, MT ve ON’de
%94 MI'de %93 immiinopozitiflik gostermistir. FMRF-amid, erkeklerde LG, ME ve
MT’de %93, MI ve ON’de %94, disilerde ise 5 goz sap1 bolgesinde de %93 oraninda
immiin reaksiyon gostermistir (Cizelge 4.7). Negatif kontrolde ise, herhangi bir spesifik
isaretleme meydana gelmemistir (Sekil 4.27). Yenge¢ goz sapt dokusunun boyuna
kesitinde, 5 farkli bolgeden alinan 6l¢iimlerin tekrarlanan analizi sonucuna gore, doku-
esey-peptit etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,276).  Ikili
etkilesimler incelendigi zaman, doku-peptit (p=0,809) ve esey-peptit (p=0,316)
etkilesimi de anlamli degildir. Benzer sekilde, eseyler arasi (p=0,931) ve peptitler
arasinda da (p=0,198) anlamli farklilik gézlenmemistir. Bununla beraber, doku-esey
etkilesimi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,041%). Doku-esey etkilesimleri
icin yapilan post-hoc test sonucuna gore, erkek yengeclerde goz sapi1 bolgelerinden
ON’deki 10s-enk ve FMRF-amid’in immiinoreaktivitesi LG’den anlamli bicimde fazla
bulunmustur (p=0,005**). Bununla beraber, erkek yengeclerin geriye kalan gbz sapi
bolgeleri ile, disi bireylerin biitiin goz sap1 bolgeleri arasinda istatistiksel bakimdan
anlamli bir farklihlk bulunmamistir.  Buna gore, erkek yengeclerin g6z sapi
bolgelerinden LG ile ME (p=0,934), LG ile MI (p=0,357), LG ile MT (p=0,884), ME ile
MI (p=0,986), ME ile MT (p=1,000), ME ile ON (p=0,126), MI ile MT (p=0,995), MI
ile ON (p=0,657) ve MT ile ON (p=0,170) arasinda, l6s-enk ve FMRF-amid’in
immiinopozitifligi bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Benzer sekilde, disi

yengeclerin goz sap1 bolgelerinden LG ile ME (p=1,000), LG ile MI (p=0,975), LG ile
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MT (p=0,999), LG ile ON (p=1,000), ME ile MI (p=1,000), ME ile MT (p=1,000), ME
ile ON (p=1,000), MI ile MT (p=1,000), MI ile ON (p=0,984) ve MT ile ON (p=1,000)
arasinda, yine 16s-enk ve FMRF-amid’in immiinopozitifligi bakimindan anlamli bir fark

bulunmamustir.

Cizelge 4.7. C. sapidus gz sap1 boyuna kesitinde % immiinopozitif degerleri

Esey Peptit Los-enk FMRF-amid
Doku X * S, . X + S, .

LG 92,79 +£0.0272  Aax | 93,79+0.0047  Aax
ME 94,01 £0.0146  Aabx | 93,83 £0.0019  Aabx

Erkek

(n=3) MI 94,67 £0.0053  Aabx | 94,17 £0.0060  Aabx
MT 94,01 £0.0047  Aabx | 93,96 £0.0034  Aabx
ON 95,73 £0.0105  Abx | 94,93 £0.0059  Abx
LG 95,17 £0.0050  Aabx | 93,75 +0.0071 Aabx
ME 94,47 £0.0031  Aabx | 93,86 £0.0054  Aabx

Disi

(n=3) MI 93,90 £0.0142  Aabx | 93,93 +£0.0038  Aabx
MT 94,45 +0.0015  Aabx | 93,76 +£0.0068  Aabx
ON 94,97 +0.0019  Aabx | 93,88 +0.0043  Aabx

X + Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

* = Tukey HSD Post Hoc Test; A eseyler, a ve b dokular, x peptitler arasi ayrimi
belirtmek i¢in kullanilmigtir.

Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.01 diizeyinde ayrim vardir.

Bu verilere dayanarak, 16s-enk ve FMRF-amid’in yenge¢ gtz sapinda yiiksek
diizeyde immiinoreaktivite gostermesi, bu iki peptitin goz sapt noronlarinda

sentezlendigine ve fizyolojik rollerinin bulunduguna isaret etmektedir (Sekil 4.25, 4.26,
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4.28). Her iki peptitin meydana getirdigi immiinoreaktivite, eseye bagli olarak
degismemektedir. Bununla beraber, erkek goz sap1 bolgelerinden ON’nin, her iki peptit
bakimindan, LG’den onemli bicimde daha fazla immiinoreaktivite gostermesi, ON’deki

noronal aktivitenin daha fazla oldugunu gostermektedir [67, 72, 73, 75, 77].
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Sekil 4.25. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus gdz sap1 dokusu boyuna
kesitindeki lokalizasyonlari.

Jaros ve ark. [67], immiinohistokimyasal yontemlerle, C. maenas gbz sapinin
LG, ME, MI, MT, siniis bezi, MT-Xorgan kompleksi, LG ile ME’yi baglayan 1.
kiyazma ve ME ile MI’y1 baglayan 2. kiyazma bolgelerinde, enkefalinlerce zengin sinir
lifleri bulmuslardir. Bu aragtirmacilar tarafindan, HPLC ve RIA yontemleri kullanilarak,
siniis bezi ekstraktlarinda 16s-enk, met-enk ve met-enk-arg-phe varligi gosterilmistir.
Diger bir arastirma grubu tarafindan, M. rosenbergii géz sap1 eksraktlarinda FMRF-

amid varlig1 bulunmustur [72]. Fingerman ve ark. [75] ise, U. pugilator gbz sapinda 16s-
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enk ve FMRF-amid varligin1 bulmuslardir. Bu arastirmacilar tarafindan, géz sapinin
MT, LG, kiyazmatik alanlar, siniis bezi, retinular hiicrelerin ¢cogu ve optik pedinkiil gibi
bolgelerinde 16s-enk, optik gangliyonun her 3 kiyazmatik baglant1 bolgeleri basta olmak
tizere ME, MI, MT-Xorgan kompleksi ve optik pedinkiil bolgelerinde FMRF-amid
lokalize edilmistir. Jacobs ve Van Herp [73], E. serratus gdz sapinda, FMRF-amid
varligin1 gostermislerdir. Diger bir arastirma grubu tarafindan, U. pugilator goz sapinda

met-enk ve FMRF-amid varligi bulunmustur [77].

Sekil 4.26. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus gdz sap1 dokusu boyuna
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, v:
Los-enk disi, A: FMRF-amid erkek, ©: FMRF-amid disi.
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Sekil 4.27. FMRF-amid’in C. sapidus goz sapt dokusu boyuna kesitindeki
immiinopozitifligi. a) Genel goriiniim b) LG ¢) ME d) Ml e) MT

f) ON (Skala 150 pm).
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f
Sekil 4.28. C. sapidus gz sap1 boyuna kesitinde negatif kontrol, a) Genel
goriiniim, b) LG, c) ME, d) M1, e) MT, f) ON (Skala 150 um).



4.1.8. C. sapidus Torakal Gangliyon Dokusunda Los-Enk ve FMRF-

amid’in Lokalizasyonlar1

Mavi yenge¢ torakal gangliyonu radyal kesitinde, immiinopozitif aktivite
incelenmigtir. Erkeklerin torakal gangliyon dokusunda boyanan hiicrelerden, 2719 16s-
enk bakimindan pozitif 171 negatif, disilerde 3344 pozitif, 186 negatif hiicre tespit
edilmistir. FMRF-amid bakimindan ise, erkeklerde boyanan hiicrelerden 3719 pozitif,
262 negatif, disilerde 3876 pozitif 319 negatif hiicre bulunmustur. Bu verilere gore, 16s-
enk erkek ve disi yengeclerde %94, FMRF-amid ise erkeklerde %93, disilerde %92

immiinopozitiflik meydana getirmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. C. sapidus torakal gangliyonunda % immiinopozitif degerleri

Peptit Los-enk FMRF-amid
X + S . X + S .

Erkek

(n=3) 94,06 £0.0043 Ax 93,41 £0.0026 Ax

Disi

(n=3) 94,64 £ 0.0066 Ax 92,40 £0.0099 Ax
Yengec

(n=6) 94,35 £0.0059 Ax 92,90 £0.0085 Ay

X + Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.

» = Tukey HSD Post Hoc Test; A eseyler, x ve y peptitler aras1 ayrimi
belirtmek i¢in kullanilmigtir.

Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.01 diizeyinde ayrim vardir.

Yenge¢ torakal gangliyon dokusunda, esey-peptit etkilesimi anlaml
bulunmamistir (p=0,065). Benzer sekilde eseyler arasinda da anlamli farklilik
gozlenmemistir (p=0,570). Bununla beraber, esey farki gozetilmeden sadece peptite
dayali yapilan analiz sonucunda, 16s-enk’in immiinopozitiflik orani, FMRF-amid’e gore
istatistiksel ag¢idan anlamli bigimde fazla bulunmustur (p=0,005**). Bu verilere gore,

l6s-enk ve FMRF-amid’in yenge¢ torakal gangliyonunda yiiksek diizeyde
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immiinoreaktivite gostermesi, bu iki peptitin torakal gangliyon dokusunda
sentezlendigini ve noronal aktivitelerinin bulundugunu gostermektedir (Sekil 4.29, 4.30,
4.31). Negatif kontrolde ise, spesifik bir isaretlemeye rastlanmamuistir (Sekil 4. 32).
Los-enk ve FMRF-amid’in meydana getirdigi immiinoreaktivite, eseye bagli olarak
degismemektedir. Bununla beraber, esey farki gozetmeden sadece peptite dayali yapilan
analizde, 16s-enk’in FMRF-amid’e gore onemli bicimde daha fazla immiinoreaktivite
gostermesi, 10s-enk’in torakal gangliyon dokusunda fizyolojik roliiniin daha fazla

oldugunu ortaya koymaktadir [66, 68, 70].
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% immunopozitiflik
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[E] 16s-enk

0.91 FMRF-amid

erkek digi

Sekil 4.29. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus torakal gangliyon dokusu
radyal kesitindeki lokalizasyonlari.

Liischen ve ark. [68], C. maenas torakal gangliyon ekstraktlarindan, 3 pmol 16s-
enk ve 1 pmol met-enk izole etmislerdir. Bu arastirmacilar goz sapinda, serebral

gangliyonda ve torakal gangliyonda enkefalin varligin1 bulmuslardir.  Diger bir
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arastirma grubu, H. americanus sinir sistemindeki FMRF-amid lokalizasyonunu
yapmistir [70]. Bu aragtirmacilar tarafindan, torakal gangliyonda 5 - 50 wm ¢apinda 75 -
80 arasinda FMRF-amid bakimindan immiinopozitif sinir bulunmustur.  Aym
arastiricilar tarafindan, FMRF-amid immiinoreaktivitesinin torakal bdolgede 2.03
pmol/mg protein olarak bulunmustur. Baska bir aragtirmaci tarafindan, RIA ve bioassay
yontemleri  kullanilarak C. sapidus perikardial organ ve torakal gangliyon
ekstraktlarindan FMRF-amid benzeri bir peptit izole edilmis ve amino asit dizisi

belirlenmistir [66].

Sekil 4.30. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus torakal gangliyon dokusu
radyal kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, ¥%:
Los-enk disi, A: FMRF-amid erkek, ©: FMRF-amid disi.
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Sekil 4.31. Los-enk’in C. sapidus torakal gangliyon dokusu radyal kesitindeki
immiinopozitifligi (Skala 150 pm).

77



Sekil 4.32. C. sapidus torakal gangliyon radyal kesitinde negatif kontrol (Skala
150 pm).
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4.19. C. sapidus Bagirsak Dokusunda Los-Enk ve FMRF-amid’in

Lokalizasyonlari

Bagirsak dokudan, enine ve boyuna kesit alinarak immiinohistokimyasal
isaretleme yapilmistir. Yengec¢ erkek bagirsak dokusunda boyanan hiicrelerden, enine
kesitte 397 198s-enk bakimindan pozitif, 118 negatif, boyuna kesitte 415 pozitif, 120
negatif, disilerde enine kesitte 522 pozitif, 52 negatif, boyuna kesitte 597 pozitif, 80
negatif hiicre tespit edilmistir. FMRF-amid bakimindan ise, erkeklerde enine kesitte
boyanan hiicrelerden, 582 pozitif, 52 negatif, boyuna kesitte 880 pozitif, 41 negatif,
disilerde enine kesitte 563 pozitif, 41 negatif, boyuna kesitte 687 pozitif, 34 negatif
hiicre bulunmustur. Bu sonuclara gore, 16s-enk erkeklerde enine ve boyuna kesitte %77,
disilerde ise enine kesitte %90, boyuna kesitte %88 oraninda immiinopozitiflik meydana
getirmistir. FMRF-amid enine kesitte erkeklerde %91, disilerde %93, boyuna kesitte
ise, erkeklerde ve disilerde %95 oraninda immiinopozitif aktivite gostermistir (Cizelge

4.9).

Cizelge 4.9. C. sapidus bagirsak dokusunda % immiinopozitif degerleri

Esey Peptit Los-enk FMREF-amid
Kesit X * S, . X £ S, .
Erkek Enine 77,02 +0.0185 Aax 91,85 +£0.0081 Aay
=) Boyuna 77,41 £0.0317 Aax 95,54 + 0.0035 Aby
Disi Enine 90,90 +0.0126 Bax 93,27 +£0.0068 Aay
(n=3)

Boyuna 88,19 +£0.0107 Bax 95,31 £0.0032 Aby

+ Sy = Aritmetik ortalama + standart sapma.
» = Tukey HSD Post Hoc Test; A ve B eseyler, a ve b kesitler, x ve y peptitler arasi
ayrimi belirtmek i¢in kullanilmistir.
Farkli harflerle gosterilen verilerde kesitler arasinda P<0.05, esey ve peptitler
arasinda ise, p<0.001 diizeyinde ayrim vardir.
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Yengec bagirsak dokusunda esey-peptit-kesit etkilesimi, istatistiksel olarak
anlamli bulunmanmustir (p=0,569). ikili etkilesimler incelendiginde ise kesit-peptit
(p=0,007**) ve esey-peptit (p=0,000***) etkilesimleri anlamli bulunurken, esey-kesit
(p=0,083) etkilesimi anlamli bulunmamustir. Kesit-peptit etkilesimleri icin yapilan post-
hoc test sonucuna gore, erkek ve disi yengeclerden, enine ve boyuna kesit alinmis
bagirsak dokularinda, FMRF-amid’in immiinopozitiflik orani l6s-enk’den anlaml
bicimde fazladir (p=0,000%*%*). Her iki eseyde, enine ve boyuna kesit alinmis bagirsak
dokular1 arasinda 16s-enk bakimindan anlamli farklilik yoktur (p=0,594). Bununla
beraber, FMRF-amid’in immiinoreaktivitesi her iki eseyden, boyuna kesit alinmis
bagirsak dokularinda, enine kesite gore anlamli bicimde fazla bulunmustur (p=0,032%).
Esey-peptit etkilesimleri i¢in yapilan post-hoc test sonucuna gore, disi yengeclerin enine
ve boyuna kesit alinmis bagirsak dokularindaki 16s-enk immiinoreaktivitesi, erkeklere
gore istatistiksel agidan onemli bicimde fazladir (p=0,000***). Bununla beraber, her iki
eseyin, enine ve boyuna kesit alinmig bagirsak dokular1 arasinda, FMRF-amid
bakimindan anlamli farklilik yoktur (p=0,915). Buna karsilik, erkek yengeclerin enine
ve boyuna kesit alinmig bagirsak dokularindaki FMRF-amid’in immiinopozitiflik orani,
16s-enk’e gore anlamli bicimde fazladir (p=0,000***). Benzer sekilde, disi yengeclerin
enine ve boyuna kesit alinmis bagirsak dokularindaki FMRF-amid’in immiinopozitiflik
orani, 16s-enk’e gore, onemli bicimde fazla bulunmustur (p=0,001***). Bu verilere
dayanarak, 16s-enk ve FMRF-amid’in yenge¢ bagirsak dokusunda lokalize edilmesi, bu
iki peptitin bagirsak dokusunda sentezlendigini ve fizyolojik etkilerinin bulundugunu
ortaya koymaktadir (Sekil 4.33). Her iki eseyin bagirsak dokusunda, FMRF-amid’in
16s-enk’e gore Onemli bigcimde immiinopozitiflik gostermesi, FMRF-amid’in bagirsak
dokusunda daha fazla biyolojik etkilerinin olduguna isaret etmektedir [41, 80, 81].
Yenge¢ bagirsak dokusunun, eseyler arasinda I6s-enk bakimindan karsilagtirildig
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bununla beraber, 16s-enk’in disi yengeclerin
bagirsak dokusunda erkeklerden o©nemli bicimde daha fazla immiinoreaktivite
gostermesi, disi yengeclerin eseysel ozelliklerinden dolay1 bagirsak epitelinde 16s-enk’i
daha fazla sentezlediklerine isaret etmektedir (Sekil 4.33, 4.34, 4.35, 4.36, 4.37).
Ayrica, FMRF-amid’in erkek ve disi yengeclerin boyuna kesit alinmis bagirsak
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dokusunda, enine kesite gore daha fazla immiinopozitiflik gostermesi, FMRF-amid’in
boyuna kesitte, daha genis bir bolgeyi isaretlemesinden ve dolayisi ile daha fazla
hiicrenin sayilmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Negatif kontrolde

ise, spesifik bir isaretleme meydana gelmemistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.33. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus bagirsak dokusundaki
lokalizasyonlari.

Mercier ve ark. [80], P. clarkii merkezi ve periferik sinir sisteminde, FMRF-
amid lokalizasyonlarim1 bulmuslardir. Bu arastirmacilar tarafindan, merkezi sinir
sisteminin akson ve hiicre govdeleri, torakal gangliyon, perikardial organ, ince bagirsak
ve son bagirsak sinirlerinde FMRF-amid lokalize edilmistir. Ayni arastirmacilar
tarafindan, perikardial organ, kalp, ince bagirsak, son bagirsak, ekstensor sinirler,
ekstensor kaslardan FMRF-amid izole edilmistir. Diger bir arastirma grubu, O. mykiss,
pilorik ¢cekum ve bagirsak dokusunda serotonin, somatostatin-25, bombesin, C-
bombesin, P maddesi, salmon PP, NPY, PYY, PP, glukagon, GLP1, met-enk ve CCK

varligin1 kanitlamistir [81]. Bu arastiricilar tarafindan, glukagon ve GLP1’in aym
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hiicrede bulundugu gozlemlenmistir.  Valverde ve ark. [41] ise, R. temporaria

bagirsaklarinin kas tabakasi sinir fiberlerinde, VIP ve met-enk varligin1 géstermislerdir.

Sekil 4.34. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus bagirsak doku boyuna
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, %:
Los-enk disi, A: FMRF-amid erkek, ©: FMRF-amid disi.

Sekil 4.35. Los-enk ve FMRF-amid’in C. sapidus baglréak doku enine
kesitindeki sematik lokalizasyonlari; O: Los-enk erkek, :
Los-enk disi, A: FMRF-amid erkek, O: FMRF-amid disi.
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Sekil 4.36. FMRF-amid’in C. sapidus bagirsak dokusu boyuna kesitindeki
immiinopozitifligi (Skala 200 um).
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Sekil 4.37. Los-enk’in C. sapidus bagirsak dokusu enine kesitindeki
immiinopozitifligi (Skala 100 um).
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Sekil 4.38. C. sapidus bagirsak dokusu boyuna kesitinde negatif kontrol (Skala
200 pm).
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4.1.10. R. ridibunda ve C. sapidus Beyin Dokusunda Los-Enk ile FMRF-

amid’in Lokalizasyonlar1

Kurbaga erkek beyin dokusunda boyanan hiicrelerden, 11755 I6s-enk
bakimindan pozitif, 710 negatif, disilerde 9582 pozitif, 563 negatif hiicre tespit
edilmistir. FMRF-amid bakimindan ise, erkeklerde boyanan hiicrelerden 8848 pozitif,
371 negatif, disilerde 13142 pozitif 570 negatif hiicre bulunmustur. Erkek yengeclerin
beyin dokusunda boyanan hiicrelerden, 373 16s-enk bakimindan pozitif, 24 negatif,
disilerde 491 pozitif, 29 negatif hiicre tespit edilmistir. FMRF-amid bakimindan ise,
erkeklerde boyanan hiicrelerden 633 pozitif, 44 negatif, disilerde 689 pozitif 58 negatif
hiicre bulunmustur. Buna gore, 16s-enk kurbaga ve yengeclerin beyin dokusunda, her iki
eseyde de %94 oraninda immiinopozitiflik gostermistir. FMRF-amid kurbagalarin beyin
dokusunda her iki eseyde %95 immiinopozitiflik goOsterirken, yengeclerin beyin
dokusunda ise erkeklerde %93, disilerde %92 oraninda immiinopozitiflik gdstermistir

(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. R. ridibunda ile C. sapidus beyin dokularinda % immiinopozitif degerleri

Canhi Peptit Los-enk FMRF-amid
grubu _ —
(n=3) Esey X += S, . X += S J

Kurbaga Erkek 94,30 £ 0.0044  Aax 95,96 + 0.0016 Aay

Disi 94,56 + 0.0097  Aax 95,83 £0.0021 Aay
Yengeg Erkek 94,00 £ 0.0076  Aax 93,46 + 0.0100 Bay
Disi 94,33 +0.0088  Aax 92,19 £ 0.0092 Bay

Sx = Aritmetik ortalama + standart sapma.

Tukey HSD Post Hoc Test; A ve B canli grubu, a eseyler, x ve y peptitler arasi
ayrimi belirtmek i¢in kullanilmistir.

Farkli harflerle gosterilen verilerde eseyler ve peptitler arasinda P<0.05, canli

gruplari arasinda ise, p<0.001 diizeyinde ayrim vardir.

X+
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Yenge¢ ve kurbagalarin beyin dokusunda, canli-esey-peptit etkilesimi
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,327). Ikili etkilesimler incelendiginde
ise, esey-peptit (p=0,119) ve canli-esey (p=0,386) etkilesimleri anlamli bulunmazken
canli-peptit (p=0,000) etkilesimi anlamli bulunmustur. Canli-peptit etkilesimine ait
post-hoc test sonucuna gore, erkek ve disi kurbagalarin beyin dokusu boyuna kesitinde
FMRF-amid’in immiinopozitiflik orani, 16s-enk’den anlamli bicimde fazla bulunmustur
(p=0,017%*). Bununla beraber, erkek ve disi yengeclerin beyin dokusu boyuna kesitinde
l6s-enk’in  immiinopozitiflik orani, FMRF-amid’e gore anlamli bi¢cimde fazla
bulunmustur (p=0,028*). Kurbaga ve yenge¢ beyin dokular1 arasinda, 10s-enk
bakimindan anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,928). Bununla beraber, FMRF-amid
erkek ve disi kurbaga beyin dokusunda, yenge¢ beyinine gore anlamli bi¢imde daha
fazla immiinopozitiflik gostermistir (p=0,000%*%*). Bu verilere gore, 16s-enk ve FMRF-
amid’in, kurbaga ve yengec beyin dokularinda yiiksek diizeyde immiinoreaktivite
gostermesi, bu iki peptitin beyin dokusunda noronal aktivitesinin bulundugunu
gostermektedir. Los-enk’in her iki canli grubunda meydana getirdigi immiinopozitiflik
birbirinden farkli degildir. FMRF-amid’in, kurbaga beyininde her iki eseyde de 10s-
enk’e gore daha fazla immiinoreaktivite gostermesi, FMRF-amid’in beyin dokusunda,
daha fazla fizyolojik roliiniin oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.39). Bununla
beraber, 16s-enk’in yengec beyininde iki eseyde de FMRF-amid’e gore, 6nemli bi¢imde
daha fazla immiinoreaktivite gostermesi, 10s-enk’in beyin dokusunda ndoronal
aktivitesinin daha fazla olduguna isaret etmektedir. FMRF-amid’in her iki esey igin,
kurbaga beyininde yengec beyinine gore onemli bir sekilde daha fazla immiinopozitiflik
gostermesi, kurbaga beyin merkezlerinde néromodiilatdr roliiniin daha fazla oldugunu

gostermektedir [41, 46, 60, 68, 69, 75].

Lazar [46], kurbaga, balik ve siiriingen sinir sistemlerinde, 16s-enk ve FMRF-
amid lokalizasyonlarin1 gosteren derleme calismast yapmistir. Bu arastirmacinin
belirttigine gore, kurbagalarda Pinelli ve ark. (1999) R. esculenta, Pipa pipa, T.
carciflex, T. vulgaris ve C. ornata beyini enine kesitlerinde biiyiik beyin, ara beyin ve

orta beyinde FMRF-amid bakimindan zengin noronlar bulmuslardir. Ayni
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arastirmacinin belirttigine gore, Kuljis ve Katren (1982) R. pipiens, Merchenthaler ve
ark. (1989) R. esculenta ve L. moorei beyini enine kesitlerinde, biiyiik beyin ve orta
beyinde 10s-enk’i lokalize etmislerdir. Ayrica, bu arastirmacinin belirttigine gore
baliklarda Vecino ve ark. (1992) O. mykiss beyininde 16s-enk, Fujii ve Kobayashi (1992)
C. auratus, Pestarino ve Vallario (1996) C. esox beyininde FMRF-amid, siiriingenlerde
Medina ve Smeets (1992) G. gecko ve G. galloti beyininde 16s-enk, Vallario ve ark.
(1994) P. sicula beyininde, D’ Aniello ve ark. (1999) ise C. crocodilus sinir fiberlerinde
FMRF-amid bakimindan zengin noronlar bulmuslardir. Evrimsel iliskiler géz oniine
alindiginda, canlilarin ortak kokenden geldigi, canlilarin ¢ogunda kalitm materyalinin
DNA oldugu, fizyolojik, biyokimyasal, filogenetik, anatomik ve histolojik bir¢cok benzer
hiicresel organizasyona sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu peptitlerin sinir sistemi basta
olmak iizere, hayvansal organizmalarin bircok dokusunda, ¢esitli diizey ve miktarlarda
bulundugu yapilan bilimsel arastirmalar sonucu kanitlanmustir [19, 23, 37, 38, 41, 46,
54, 60, 67, 68, 69, 70, 72, 75, 80].
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Sekil 4.39. Los-Enk ile FMRF-amid immiinoreaktivitesinin R. ridibunda ve C.
sapidus beyin dokularindaki karsilastirilmasi.
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4.1.11. R. ridibunda Omurilik ve C. sapidus Torakal Gangliyon Dokusunda
Los-Enk ile FMRF-amid’in Lokalizasyonlari

Kurbaga erkek omurilik dokusunda boyanan hiicrelerden, 9548 10s-enk
bakimindan pozitif, 706 negatif, disilerde 10079 pozitif, 967 negatif hiicre tespit
edilmistir. FMRF-amid bakimindan ise, erkeklerde boyanan hiicrelerden 12136 pozitif,
710 negatif, disilerde 12898 pozitif, 707 negatif hiicre bulunmustur. Erkek yengeclerin
torakal gangliyon dokusunda boyanan hiicrelerden, 2719 I6s-enk bakimindan pozitif,
171 negatif, disilerde 3344 pozitif, 186 negatif hiicre tespit edilmistir. FMRF-amid
bakimindan ise, erkeklerde boyanan hiicrelerden 3719 pozitif, 262 negatif, disilerde
3876 pozitif 319 negatif hiicre bulunmustur. Bu verilere gore, 16s-enk kurbagalarin
omurilik dokusu erkek bireylerinde %92 oraninda immiinoreaktivite gosterirken,
disilerde ise bu oran %90 olmustur. Los-enk yengeclerin torakal gangliyon dokusunda
her iki eseyde de %94 oraninda immiinoreaktivite gostermistir. FMRF-amid kurbaga
omurilik dokusu her iki eseyde de %94 oraninda immiinoreaktivite gostermistir. FMRF-
amid yengeclerin torakal gangliyon dokusunda erkeklerde %93, disilerde ise %92
immiinoreaktivite meydana getirmistir (Cizelge 4.11). Kurbaga omurilik dokusu ile
yengec torakal gangliyon karsilastirildigi zaman, canli-esey-peptit etkilesimi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Ikili etkilesimler incelendiginde ise, esey-peptit (p=0,673)
ve canli-esey (p=0,486) etkilesimleri anlamli bulunmazken, canli-peptit etkilesimi
anlamli bulunmustur (p=0,000***). Canli-esey-peptit etkilesimine ait post-hoc test
sonucuna gore, kurbaga erkek omurilik dokusunda 16s-enk ile FMRF-amid arasinda
anlamhi fark bulunmamistir (p=0,552). Bununla beraber, kurbaga disi omurilik
dokusunda, FMRF-amid’in immiinopozitiflik orani, 16s-enk’den anlamli bi¢imde fazla
bulunmustur (p=0,004*%*). Erkek yengeclerin torakal gangliyon dokusunda, 16s-enk ile
FMRF-amid arasinda anlamli fark yoktur (p=0,991). Benzer sekilde, disi yengeclerin
torakal gangliyon dokusunda, 16s-enk ile FMRF-amid arasinda anlamli fark
bulunmamistir (p=0,172). Erkek kurbagalarin omurilik dokusu ile erkek yengeclerin
torakal gangliyon dokusu arasinda l6s-enk bakimindan anlamli bir fark goriillmemistir

(p=0,829). Benzer sekilde, erkek kurbagalarin omurilik dokusu ile erkek yengeclerin
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torakal gangliyon dokusu arasinda, FMRF-amid bakimindan anlamli bir fark yoktur
(p=0,889). Disi yengeclerin torakal gangliyon dokusundaki 16s-enk’in immiinopozitiflik
orani, disi kurbaga omurilik dokusundan istatistiksel olarak anlamli bicimde fazladir
(p=0,006**). Bununla beraber, disi kurbagalarin omurilik dokusu ile disi yengeclerin
torakal gangliyon dokusu arasinda, FMRF-amid bakimindan anlamli bir fark

bulunmamistir (p=0,120).

Cizelge 4.11. R. ridibunda omurilik dokusu ile C. sapidus torakal gangliyon
dokusunda % immiinopozitif degerleri

Canli Peptit Los-enk FMRF-amid
grubu _ —
Esey X + S . X + S .
Kurbaga Erkek 92,90 + 0.0109 Aax 94,46 + 0.0015 Aax
(n=3)
Disi 90,98 £0.0217 Aax 94,81 +£0.0038 Aay
Yengec Erkek 94,06 +0.0043 Aax 93,41 +0.0026 Aax
(n=3)
Disi 94,64 £ 0.0066 Bax 92,40 £0.0099 Aax
ii Sx = Aritmetik ortalama + standart sapma.
* = Tukey HSD Post Hoc Test; A ve B canli grubu, a eseyler, x ve y peptitler aras1

ayrimi belirtmek i¢in kullanilmistir.
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.01 diizeyinde ayrim vardir.

Yapilan literatiir arastirmasina gore, los-enk ve FMRF-amid bakimindan,
kurbaga omurilik dokusu ile yengec torakal gangliyon dokusunun karsilagtirildigi
herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Omurgali hayvanlarda, beyin ile birlikte
omurilik de merkezi sinir sisteminin bir parcasidir. Omurgasizlarda ise, omurgalilarin
aksine merkezi sinir sistemi, belirli bir bolgede lokalize olmamistir. Yengeclerde
merkezi sinir sistemi, biitiin viicuda yayildigindan dolay1, beyin ve gdz sapinin yaninda,
torakal gangliyon da merkezi sinir sisteminin bir pargasi olarak kabul edilir [12, 13, 14].

Kurbaga omuriliginin her iki eseyinde, FMRF-amid’in meydana getirdigi
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immiinopozitiflik, yengec¢ torakal gangliyonundan farkli degildir. Bununla birlikte,
FMRF-amid’in disi kurbagalarin  omuriliginde, 10s-enk’e gore daha fazla
immiinoreaktivite tasimasi, FMRF-amid’in omurilik dokusunda daha fazla noronal
aktivite meydana getirdigini ortaya koymaktadir (Sekil 4.40). Los-enk’in, disi
yengeclerin torakal gangliyon dokusunda, kurbagalarin omurilik dokusuna gore daha
fazla immiinopozitiflik meydana getirmesi, disi yengeclerin torakal gangliyon

dokusunun agriya kars1 daha direncli oldugunu gostermektedir [12, 13, 14].
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Sekil 4.40. Los-enk ile FMRF-amid immiinoreaktivitesinin R. ridibunda
omuriligi ve C. sapidus torakal gangliyon dokularindaki
karsilastirilmasi.

Stevens ve ark. [26], R. pipiens omuriliginde met-enk, B-endorfin ve dinorfin
varligint bulmuglardir.  Bagka bir arastirma grubu, Sprague/Dawley ratlarinin
omuriliginde FMRF-amid varligim1 gostermistir [56]. Williams ve ark. [57], ratlarin

beyin, omurilik ve hipofizinde FMRF-amid’i lokalize etmislerdir. Bu arastirmacilar
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tarafindan, beyinin yani sira, beyin sapi, omuriligin dorsal ve ventral boynuz bolgeleri
ile hipofizin noral lob bolgelerinde FMRF-amid’in lokalize oldugu gozlemlenmistir.
Liischen ve ark. [68] ise, C. maenas torakal gangliyon ekstraktlarindan, 3 pmol 16s-enk
ve 1 pmol met-enk izole etmislerdir. Bu arastirmacilar tarafindan goz sapinda, serebral
gangliyonda ve torakal gangliyonda enkefalin varlig1 gosterilmistir. Diger bir arastirma
grubu tarafindan, H. americanus sinir sisteminde FMRF-amid lokalizasyonu yapilmistir
[70]. Bu aragtirmacilar, optik sinirle baglantili olarak beyinin optik néropil bolgesinde 5
- 15 wm ¢apinda 60 - 75, CEG’da 5 - 50 wm c¢apinda 8 - 12, SEG’da 10 - 80 wum capinda
80 - 90, torakal gangliyonda 5 - 50 um c¢apinda 75 - 80, abdominal gangliyonda 100 -
150 pm capinda 80 - 90 arasinda FMRF-amid bakimindan immiinopozitif sinir
bulmuslardir. Ayni arastiricilar tarafindan, RIA yontemi kullanilarak, FMRF-amid
immiinoreaktivitesinin goéz sapinda 0.64 pmol/mg, beyinde 2.15 pmol/mg, torakal
bolgede 2.03 pmol/mg, abdominal bolgede 1.42 pmol/mg ve kalpte 1.09 pmol/mg
protein olarak bulunmustur. Canlilar ortak kokenden gelmislerdir ve evrimsel gercekler
incelendiginde omurgali ve omurgasizlar arasinda bazi benzerliklerin oldugu goze
carpmaktadir. Bu yakinlik, canlilarin kalittm materyali olarak DNA tasimalar1 ve benzer
fizyolojik, biyokimyasal, filogenetik, anatomik, sitolojik ve histolojik ozelliklere sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bir opioid peptit olan 16s-enk ve bir kardiyoaktif
peptit olan FMRF-amid amino asitlerden olugsmus protein yapisinda olduklarindan, ortak
koken ve evrimsel iligkiler bunlar i¢in de gecerlidir. Bu peptitlerin sinir sistemi basta
olmak {izere hayvansal organizmalarin bircok dokusunda ¢esitli diizey ve miktarlarda
bulundugu yapilan bilimsel arastirmalar sonucu kanitlanmistir [19, 23, 37, 38, 41, 46,

54, 60, 67, 68, 69, 70, 72, 75, 80].
Bu bilgiler 1s181nda 16s-enk ve FMRF-amid’in, R. ridibunda sinir sistemi ve C.

sapidus sinir sistemi ile bagirsak dokususunda lokalize edilmeleri, literatiir verileri ile

uyumludur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak opioid peptit olan
los-enk ve kardiyoaktif peptit olan FMRF-amid’in, R. ridibunda beyin, omurilik ve
siyatik sinir dokular1 ile C. sapidus beyin, goz sapi, torakal gangliyon ve bagirsak

dokularindaki lokalizasyonlar1 belirlenmistir.

Her iki peptit omurgali olan kurbaga ve omurgasiz olan yengec¢c dokularinda
yiiksek diizeyde immiinopozitiflik gostermistir. Los-enk, %97 ile en fazla R. ridibunda
erkek siyatik sinirinde immiinopozitiflik olustururken, %77 ile en diisik C. sapidus
erkek bagirsak dokusunda immiinoreaktivite gostermistir. FMRF-amid ise, %96 ile en
yilksek R. ridibunda disi beyin, omurilik ve her iki eseyin siyatik sinirinde
immiinoreaktivite meydana getiritken, %91 ile en disik diizeyde C. sapidus erkek

bagirsak dokusunda immiinopozitiflik gostermistir.

FMRF-amid, kurbaga beyin, omurilik ve siyatik sinir dokularinda 16s-enk’e gore
daha fazla immiinoreaktivite olusturmustur. Los-enk, disi kurbaga beyin dokusunda
erkeklere gore daha fazla immiinopozitiflik gosterirken, erkek kurbaga siyatik sinirinde

disilere gore daha yiiksek diizeyde immiinoreaktivite meydana getirmistir.

Los-enk, yengec beyin ve torakal gangliyon dokularinda FMRF-amid’e gore
daha yiiksek diizeyde immiinoreaktivite olustururken, FMRF-amid yenge¢ bagirsak
dokusunda 16s-enk’e gore daha fazla immiinopozitiflik meydana getirmistir. Los-enk,
disi yengeclerin bagirsak dokusunda erkeklere gore daha fazla immiinopozitiflik
meydana getirirken, her iki peptit, erkek yengeclerin goz sap1 bolgelerinden ON’de

LG’ye gore daha yiiksek diizeyde immiinopozitiflik gostermistir.
FMRF-amid, kurbaga beyin dokusunda, yengeclere gore daha fazla

immiinoreaktivite gosterirken, l6s-enk kurbaga ve yengec beyin dokulari arasinda

onemli bir farklilik olusturmamistir. Bununla beraber, 16s-enk disi yengeclerin torakal
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gangliyon dokusunda, disi kurbagalarmn omurilik dokusuna gore daha fazla
immiinopozitiflik meydana getirirken, erkeklerde onemli bir farklilik gostermemistir.
FMRF-amid ise, kurbaga omurilik dokusu ile yengec¢ torakal gangliyon dokusu arasinda

onemli bir farklilik meydana getirmemistir.

Los-enk ve FMRF-amid fizyolojik rolleri olan olduk¢a 6nemli peptitlerdir. Los-
enk, tip alaninda uyusturucu, yatistirici, agri dindirici ve tedavi edici olarak
kullanilmaktadir. FMRF-amid ise, omurgasizlarin kalbi iizerine uyarici bir etkiye
sahiptir ve omurgalilarda, 6nemli fizyolojik rolleri vardir. Bu peptitlerin, omurgali1 ve
omurgasiz hayvanlardan izole edilmeleri biiyiikk onem tasimaktadir. Los-enk ve FMRF-
amid’in izole edilebilmesi i¢in dokularda lokalize olduklar1 bolgelerin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu arastirma ile, 16s-enk ve FMRF-amid’in kurbaga ve yengeg
dokularindaki lokalizasyonlar1 bulunmustur. Bu peptitlerin, eseyler arasinda ve iki tiiriin
dokulan arasinda karsilastirildigi herhangi bir arastirmanin olmamasi, bu calismanin
Oonemini ortaya koymaktadir. Bu c¢alismanin, peptitlerle ilgili literatiirde onemli bir
boslugu dolduracagi ve immiinohistokimya alaninda daha sonra yapilacak olan

calismalara 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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