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OZET

Intraserebroventrikiiler Nesfatin-1 Enjeksiyonun Erkek Sicanlarda Ghrelin ve

Leptin Diizeylerine Etkisi

Yeni kesfedilen bir noropeptid olan nesfatin-1 hipotalamik alanlarda fretilen
anoreksijenik bir peptiddir. Bu peptidin anoreksijenik etkisinde stres yaniti ve hipotalamo-

hipofizer-adrenal (HHA) aks aktivasyonu da 6nemli paya sahiptir.

Leptin yag dokusundan {iretilen ve dolasima katilan anoreksijenik bir peptiddir.
Ghrelin ise gastrointestinal sistem tarafinda tiretilen oreksijenik bir néropeptiddir. Asprosin
yakin zamanda kesfedilen aclik durumunda salinimi artan ve hepatik glikoz iiretimini
artiran bir peptiddir. Oreksin A/B dorsal hipotalamik alan ve lateral hipotalamik alan
(LHA)’da tanimlanmustir. Bununla birlikte nesfatin-1’in bu reseptorlerle sinyallesmesinin
ghrelin, leptin, asprosin ve oreksin A diizeylerine etkisi bilinmemektedir. Bu sebeple,
nesfatin-1’in CRH;, CRH,, oksitosin ve Kisspeptin reseptdr antagonistleri ile etkilegsiminin
ghrelin, leptin, asprosin ve oreksin A diizeylerine etkisinin belirlenmesi Onem arz

etmektedir.

Sham (kontrol) grubu, nesfatin-1 grubu, nesfatin-1 + p234 grubu, nesfatin-1+
antalarmin HCI grubu, nesfatin-1 + astressin 2B grubu, nesfatin-1 + atosiban grubu olmak
tizere toplam alt1 grup bulunmaktadir. Her grupta 5’er hayvan bulunmaktadir. Deneysel
uygulama sonrasinda, hayvanlar sakrifiye edilerek serum ghrelin, leptin, asprosin ve

oreksin A diizeyleri ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ile l¢iilmiistiir.

Serum asprosin seviyeleri istatistiksel olarak herhangi bir farklilik géstermemistir.
Nesfatin-1+p234, nesfatin-1+antalarmin HCI, nesfatin-1+astressin 2B (p<0,001) ve
nesfatin-1+atosiban (p<0,01) grubunda serum oreksin A seviyeleri diisiik bulunmustur.
Nesfatin-1+p234 grubu serum ghrelin seviyesi diisilk bulunmustur (p<0,05). Nesfatin-1+
p234 grubu serum leptin seviyesi yiiksek bulunmustur (p<0,01).

Sonug olarak calismamizda nesfatin-1 serum ghrelin ve oreksin A seviyesini
azaltmistir serum leptin diizeyini ise artirmistir. Serum asprosin seviyesine etki etmemistir.
Bu sonuglar nesfatin-1’in aglik tokluk siirecinde rol alan peptidleri etkileyebilecegini

gostermistir.

Anahtar Sozciikler: Ghrelin, Kortikotropin Salgilatict Hormon, Leptin, Nesfatin-1,

Oksitosin

Xii



ABSTRACT

Effect of Intracerebroventricular Nesfatin-1 Injection on Ghrelin ond Leptin Levels
in Male Rats

Nesfatin-1, a newly discovered neuropeptide, is an anorexigenic peptide produced
in the hypothalamic areas. Stress response and hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis
activation also play an important role in the anorexigenic effect of this peptide.

Leptin is an anorexigenic peptide produced from adipose tissue and join to the
circulation. Ghrelin is an orexigenic neuropeptide produced by the gastrointestinal tract.
Asprosin is a recently discovered peptide that is released during fasting and increases
hepatic glucose production. Orexin A/B has been identified in the dorsal hypothalamic area
and LHA. However, the effect of nesfatin-1 signaling with these receptors on ghrelin,
leptin, asprosin and orexin A levels is unknown. For this reason, it is important to
determine the effect of nesfatin-1's interaction with CRH;, CRH,, oxytocin and kisspeptin

receptor antagonists on ghrelin, leptin, asprosin and orexin A level.

There are six groups in total: sham (control) group, nesfatin-1 group, nesfatin-1 +
p234 group, nesfatin-1 + antalarmin HCI group, nesfatin-1 + astressin2B group, nesfatin-1
+ atosiban group. Each group has 5 animals. After the experimental application, the
animals were sacrificed and serum ghrelin, leptin, asprosin and orexin A levels were
measured by ELISA.

Serum asprosin levels did not differ statistically. Serum orexin A levels were found
to be low in nesfatin-1+p234, nesfatin-1+antalarmin HCI, nesfatin-1+astressin 2B
(p<0.001) and nesfatin-1+atosiban (p<0.01) groups. Nesfatin 1+p234 group had low serum
ghrelin level (p<0.05). Nesfatin-1+ p234 group had high serum leptin level (p<0.01).

In conclusion, in our study, nesfatin-1 decreased serum ghrelin and orexin A levels
and increased serum leptin levels. It did not affect the serum asprosin level. These results

showed that nesfatin-1 can affect the peptides involved in the fasting and satiety process.

Keywords: Ghrelin, Corticotropin Releasing Hormone, Leptin, Nesfatin-1, Oxytocine

Xiv



1. GIRIS VE AMAC

Nesfatin-1 ilk kez 2006 yilinda Oh-1 ve arkadaslari tarafindan hipotalamik
niikleuslarda kesfedilmistir (1). Nesfatin-1, DNA baglayic1 protein olan niikleobindin
2’den (NUCB?2) tiiretilen 82 amino asitli bir polipeptiddir. NUCB2 hipotalamik alanlarda
yani arkuat niikleus (ARC), paraventrikiiler niikleus (PVN), supraoptik niikleus, lateral
hipotalamik alan (LHA) beslenmeyi diizenleyen zona incerta ve ayrica niikleus traktus
solitariusta (NTS) ifade edilmektedir. Nesfatin-1 periferik olarak ise mide, pankreas ve
testislerden salgilanir. Yapilan ¢alismalar merkezi ve periferik nesfatin-1 enjeksiyonun
gida alimini azalttigi gosterilmistir (2). Bu sonuglar, nesfatin-1’in enerji dengesinin

diizenlenmesinde negatif etkili bir molekiil olduguna isaret etmektedir.

Nesfatin-1’in reseptorii heniiz kesfedilmemistir fakat yapilan bir ¢alismada
nesfatin-1'in heniiz tamimlanmamis G protein bagl reseptor ile etkilesime girerek
hipotalamik noronlarda Ca* akisinmi artirarak sinyal iletimini gergeklestirdigi bulunmustur
(3). Ayrica nesfatin-1 ARC’deki néropeptid Y (NPY) noronlarini inhibe ederek beslenme
davranig1 iizerinde anoreksijenik bir etki gosteririr (4). Yapilan diger calismalarda ise
nesfatin-1’in anoreksijenik etkisini oksitosin ve kortikotropin salgilatict hormon 2 (CRH>)

reseptori ile gosterebilecegi one siiriilmistiir (5-7).

Nesfatin-1’in beslenme davranisi {izerine olan etkisinden baska bir¢ok fizyolojik
etkisi vardir. Bunlarin basinda stres, depresyon ve korku davranisi iizerinde artiric
etkisidir (8, 9). Bu etkilerinin disinda mide fonksiyonlar1 ve kardiyovaskiiler sistem iizerine

diizenleyici etkileri vardir (10-12)

Leptin Zhang ve arkadaslar1 tarafindan 1994 yilinda kesfedilmistir. Protein
yapisinda anoreksijenik bir peptiddir ve 167 aminoasit igermektedir. (13). Leptin

anoreksijenik etkisini ARC basta olmak iizere hipotalamus lizerinden gosterir (14).

Oreksijenik peptidlerden olan ve gastrointestinal sistem tarafindan iiretilen ghrelin
merkezi etki ile beslenme davranisi ve viicut agirligi diizenler. Ghrelin, 28 aminoasitlik
peptiddir (15).

Diger oreksijenik peptidlerden olan asprosin yakin zamanda kesfedilen aglik
durumunda artan ve hepatik glikoz {iretimini artiran bir peptiddir (16). Yine oreksijenik

peptidlerden olan oreksin ise 1988 yilinda iki bagimsiz arastirmaci grup tarafindan dorsal



hipotalamik alan ve LHA’da tanimlamistir. Oreksin A ve B 130 aminoasitli 6ncii bir

polipeptid olan preproreksinden tiretilmektedir (17).

Nesfatin-1’in anoreksijenik etkisi iyi bilinmektedir. Bu peptidin anoreksijenik
etkisinde stres yanit1 ve hipotalamik-hipofizer-adrenal (HPA) aks aktivasyonu da 6nemli
paya sahiptir. Stres yanitinin diizenlenmesinde, nesfatin-1’e bagl etkilerde CRH; ve CRH,
reseptorlerinin yani sira oksitosin reseptorii de rol almaktadir (5-7). Bununla birlikte
nesfatin-1’in bu reseptorlerle sinyallesmesinin ghrelin, leptin, oreksin A ve asprosin
diizeylerine etkisi bilinmemektedir. Bu sebeple, nesfatin-1’in CRH;, CRH, ve oksitosin
reseptor antagonistleri ile etkilesiminin serum ghrelin, leptin, asprosin ve oreksin

diizeylerine etkisinin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BILGILER

Aclik hissi huzursuzluk ve midedeki ritmik kasilmalar gibi fizyolojik etkiler ile
iliskilidir. Acglik hisssi kisiyi uygun bir besin kaynagi aramaya yoneltir (18). Aclik,
beslenme olaymi baslatan besin arama ve tiikketme motivasyonu olarak tanimlanir (19).
Istah, belirli tipte bir yiyecege kars1 olan istegi belirtir ve yiyecegin niteligini segerken
kisiye yardim eder. Yiyecek isteginin karsilanmasinin ardindan tokluk duygusu olusur. Bu
aclik ve tokluk duygulart ¢evresel ve kiiltiirel faktorler tarafindan etkilenirler. Aglik ve
tokluk duygulari beyin ve o6zellikle hipotalamustaki aglik ve tokluga Ozgii merkezler

tarafindan kontrol edilir.
2.1. Achigin Santral Kontrolii

Acglik ve tokluk hissi hipotalamus ve beyindeki aglik ve tokluk merkezleri
tarafindan kontrol edilir (18). Anahtar hipotalamik bolgeler; ARC, PVN, dorsomedial
niikkleus (DMN), LHA ve ventromedial niikleus (VMN)’tur (19). Hipotalamusun lateral
niikleusu ‘aglik merkezi’ olarak gorev yaparken hipotalamusun ventromedial niikleusu
‘tokluk merkezi’ olarak gorev yapar (18). Paraventrikiiler niikkleus lezyonlari ¢ogunlukla
asirt yemeye neden olurken, dorsomedial niiklestaki lezyonla siklikla yeme davranigini
baskilar. ARC, yag dokusundan ve sindirim sisteminden salgilanan ¢ok sayida hormonun
enerji harcamasini ve besin alimmi diizenlemek icin etkilerinin birlestigi hipotalamus
bolgesidir (18). Ayrica ARC; PVN, VMN, DMN ve LHA dahil olmak iizere diger
hipotalamik igtah diizenleyici bolgelerle Karsilikli baglantilara sahiptir (19).

Ayrica hipotalamus mide-bagirsak  kanalindan gelen duyusal bilgileri,
gastrointestinal hormonlardan gelen sinyalleri, kandaki tokluk hissi saglayan besin
maddeleri ile ilgili kimyasal sinyalleri, beslenme davraniginda etkili olan serebral korteks

kaynakli sinyalleri, yag dokusundan serbestlenen hormonlardan gelen sinyalleri de alir.

ARC’de enerji tiiketimi ve igtagi kontrol eden iKi tip sinir hiicresi bulunur. Bu sinir
hiicrelerinde birisi proopiomelanokortin (POMC)’dir. POMC, a-melanosit-uyarict hormon
(a-MSH) ve kokain ve amfetamin diizenleyici transkript (CART) iiretir. Bir digeri ise
oreksijenik maddeler olan NPY ve aguti-iliskili protein (AgRP) iiretimini saglayan
noronlardir. POMC noéronlarinin uyarilmasi enerji tiikketimini artirirken yiyecek alimim
azaltir. NPY-AgRP noronlar1 uyarildigi zaman ise enerji tiiketimi azalirken yiyecek alimi

artar.



POMC noéronlarindan o-MSH salindigt zaman paraventikiiler niikleustaki
melanokortin reseptorlerini uyarir. Bu uyarma sempatik aktivitede ve enerji harcanmasinda
artisa neden olur. Bu noronlar arasinda Oonemli derecede etkilesim vardir. Bu noronlar
insiilin, leptin, kolesistokinin (CCK) ve ghrelin gibi istah1 diizenlemede etkili olan

peptidlerin etkilerini géstermeleri i¢in baslica hedeflerdir (18).

Insiilin, CCK, AgRP-NPY né&ronlarmi baskilar ve komsu POMC-CART néronlarint
uyarir. Bunun sonucu olarak besin alimi azalir. Ghrelin ise AgRP-NPY noéronlarini

uyararak besin alimini arttiran bir peptiddir.

/"__—" Food intake
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Yr & M$4
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Food .. . tractus solitarius
§ (NTS)
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intake *Energy expenditure
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&MCR@ POMC/ nucleus
Third N - A CART
tricl LepR
ventricle P J( s
o-MSH LepR
Ghrelin ll';';":::?
CCK

Sekil 1. Enerji dengesinin arkuat ¢ekirdekteki iki noron tipiyle denetlenmesi (Guyton ve
Hall’dan, 18).



2.2. Achigin Periferal Kontrolii

Mide-bagirsak kanali, 6zellikle de duodenum ve mide gerildigi zaman, beslenme
merkezini gegici olarak baskilamak amaciyla baskilayici gerilme sinyalleri 6ncelikli olarak
vagus siniri yoluyla tasmir ve bunun sonucu olarak yeme istegi azalir. Ayrica
gastrointestinal hormonlar da beslenmeyi baskilama da etkilidir. CCK, duodenumda
bolgesel duyusal sinirlerdeki reseptorleri etkinlestirir ve beyine vagus siniri yoluyla sinyal
gondererek doyma hissine ve yemeyi birakmaya katkida bulunur. CCK beslenme iizerinde

kisa siireli bir etkiye sahiptir.

Ghrelin ise baslica midenin oksintik hiicrelerinden salgilanan bir peptiddir. Kandaki
ghrelin diizeyi aclik durumunda yiikselirken yemekten hemen 6nce en iist diizeye ulagmasi
ve besin alimini takiben hizla diisiis gostermesi beslenmeyi uyarmada olasi bir roli

oldugunu gosterir.

Yag dokusu miktar1 arttiginda, yag hiicreleri leptin liretimini artirir ve kana salinan
leptin beyine ulasir. Kan-beyin bariyerini kolaylastirilmis difiizyonla gectikten sonra
hipotalamusta bulunan ARC ve PVN’nin POMC noéronlarinda bulunan leptin
reseptorlerine baglanir. Hipotalamusta bulunan NPY ve AgRP gibi oreksijenik peptidlerin
tiretimi azalir. Melanokortin reseptorlerinin aktiflesmesine ve a-MSH'nin salgilanmasina
yol acan POMC néronlari aktive edilir. Enerji tiikketimini ve metabolizma hizini artiran
sempatik sinir sistemi aktivitesi artar. Boylece, leptin yag dokusunda yeterli miktarda
enerji depolandigin1 ve daha fazla yiyecek alinmasina gerek olmadigini beyine ileten

onemli bir sinyaldir (18).
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Sekil 2. Beslenmenin kontrolii ile ilgili geribildirim mekanizmalar1 (Guyton ve Hall’dan,
18).

2.3. Achik ve Tokluk Uzerinde Yer Alan Molekiiller

Besin aliminm1 diizenleyen peptidler beslenme davranisi iizerindeki etkilerine gore
anoreksijenik ve oreksijenik peptidler olarak iki gruba ayrilir. Anoreksijenik peptidler
doyma hissi olusunca besin alimini durdurur. Oreksijenik peptidler ise aglik hissinin

baslatilinca besin alimini uyarirlar (20).

Oreksijenik molekiiller: Asprosin, NPY, Oreksin A/B, AgRP, a-MSH, Galanin,
Ghrelin, Opioidler, Endorfinler (18, 20, 21).

Anoreksijenik molekiiller: Leptin, Nesfatin-1, Peptid Y'Y, Noradrenalin, insiilin, a-
MSH, CCK, CRH, Glucagon-like peptide-1 (7-36) amide (GLP-1), Norotensin, Serotonin,
Bombesin, CART, Aminoasitler (glutamat ve -y-aminobiitirik asit), kortizol,
endokanabioidler (18, 20, 21).



2.3.1. Asprosin

Asprosin yakin zamanda kesfedilen aglik durumunda salinimi artan ve hepatik
glikoz tiretimini artiran bir peptiddir (16). Asprosin ismi yunanca beyaz anlamina gelen
‘aspros’ kelimesinden tiiretilmistir (22). Asprosin, fibrillin 1 (FBN1) tarafindan kodlanan

profibrillin-1 proteininin 140 amino asitlik C-terminal boliinme triiniidiir (16).

Asprosin ilk olarak 2016 yilinda Chopre Romere ve arkadaslari tarafindan neonatal
progeroid sendromu (NPS) veya marfanoid-progeroid-lipodistrofi olarak adlandirilan nadir
bir genetik duruma sahip bir grup hastada tanimlanmistir. Hastalar asir1 zayiflik, diisiik
istah/kalori tiiketimi, diisiik enerji harcamasi, yiiz ve ekstremiteleri etkileyen kismi
lipodistrofi ile karakterize bir fenotipe sahipti. Bu hastalarda FBN1 geninde bir mutasyon

saptanmustir (16).
2.3.1.1. Asprosin Salinim

Asprosin en fazla beyaz yag dokusundan salgilanmakla birlikte deri, tiikiiriik

bezleri ve pankreas 3 hiicrelerinden de asprosin salgilanir (23).

Asprosin beslenme durumu ile koordineli sirkadiyen ritm gosterir. Gece agligy,
aclik sirasinda hepatik glikoz salimmminin  gerekliligine uygun olarak asprosin
konsantrasyonlarinda artisa neden olurken yeniden beslenmeyle birlikte asprosin seviyesi
akut bir sekilde diiser (23). Ayrica insiilin direncine sahip insanlar ve fareler, patolojik

olarak yiiksek plazma asprosin seviyesi gosterirler (22).
2.3.1.2. Asprosin Fonksiyonlar1 ve Etki Mekanizmasi

Asprosin hepatik glikoz salimiminmi artirir. Asprosin beyaz yag dokusundan
salgilandiktan sonra karacigere alinir ve burada G protein-cAMP-PKA (siklik adenozin
monofosfat-protein kinaz A) yolunu aktive ederek dolasima hizli glikoz salinimini
gerceklestirir (22). Olfaktor reseptor 734 (OLFR734)41n de hepatik glikoz tiretimini
diizenlemek i¢in bir asprosin reseptorii gibi hareket ettigi yapilan bir calisma ile

belirlenmistir (24).

Asprosin merkezi etki ile istahi diizenler. Asprosin ARC’deki istah diizenleyici
noronlardan AgRP ve POMC’yi uyarmak igin kan-beyin bariyerini gecer ve heniiz
tanimlanamayan bir reseptor araciligiyla oreksijenik bir etki uygular. Asprosin atesleme
frekansinda ve membran potansiyelinde bir artis yoluyla AGQRP noron aktivasyonunu akut

olarak indiikler (23).



Plazmadaki asprosin kan-beyin bariyerini gectikten sonra CAMP ikinci haberci
sistemini kullanarak oreksijenik AgRP néronlarimi1 dogrudan aktive eder. G-proteinleri
(6zellikle Gaos), adenilat siklaz, cAMP ve PKA yoluyla olan sinyalleme asprosin aracili
AgRP ndron aktivasyonu ig¢in gereklidir. Asprosinin AgRP ndéronunu aktive ederken G
proteinleri-cAMP-PKA ekseni yoluyla sinyallesmesi ayn1 zamanda POMC néronlarinin
%85’inin aktivitesini gama aminobiitirik aside (GABA) bagli olarak inhibe eder. Boylece

asprosin gida alimini uyarir ve enerji homeostazini diizenler (16, 23)

Yapilan bir ¢alismada AgRP noron ablasyonunun, POMC néronlarinda asprosin
aracilt hiperpolarizasyonu tamamen 6nledigi gosterilmistir. Bu sonug, AgRP ndronlarinin,
asprosinin sinyalini POMC néronlarina ileten en az bir yukari akis GABAerjik néron

popiilasyonu oldugunu gosterir (16).
2.3.2. Oreksin A/B

1988 yilinda iki bagimsiz arastirmact grup tarafindan dorsal hipotalamik alan ve
LHA’da oreksin noropeptidleri tanimlanmistir. Oreksin A ve B 130 aminoasitli ncii bir
polipeptid olan preproreksinden tiretilmektedir (25, 26). Oreksin A 33 amino asitli, Oreksin

B ise 28 amino asitlidir ve aralarinda %46 homoloji bulunur (26).
2.3.2.1. Oreksin Reseptorleri

Oreksinlerin oreksin reseptor 1 (OX1R) ve oreksin reseptor 2 (OX2R) olmak iizere
iki tip reseptorii vardir. Oreksinler bu iki tip G protein bagli reseptorii baglayarak ve aktive
ederek etkilerini gosterirler. Oreksin reseptorleri hipotalamus, enterik sinir sisteminin
myenterik pleksus hiicreleri, bagirsak ve adrenal bezin endokrin hiicrelerinde ve erkek
tireme sisteminde bulunur (27, 28). OX1R, oreksin B'ye kiyasla oreksin A i¢in biiyiik bir
afiniteye sahiptir. Buna karsilik hem oreksin A hem de oreksin B, OX2R'yi benzer afinite
ile baglar (29).

G protein bagl reseptoriin onemli bir grubu olarak oreksin reseptorleri merkezi
sinir sistemi boyunca genis 6l¢iide eksprese edilir. OX1R prefrontal ve infralimbik korteks,
hipokampus, paraventrikiiler talamik niikleus, VMN, dorsal rafe niikleus ve lokus seruleus
(LC) dagilim gosterir (30).

OX2R serebral korteks, septal niikleuslar, hipokampus, medial talamik gruplar, rafe

niikleus ve tuberomamiller niikleus, DMN, PVN ve ventral premamiller niikleusu igeren



birgok hipotalamik niikleusta dagilim gosterir (30). OX2R, hem oreksin A hem de oreksin
B tarafindan aktive edilir (31).

Oreksinlerin hiicreler tizerindeki en 6nemli etkisi, artan uyarilabilirlige ve atesleme
hizina yol acan noronlarin depolarizasyonudur. Bu depolarizasyon K* kanallarinin

inhibisyonu veya spesifik olmayan katyon kanallarinin aktivasyonu ile elde edilir (31).
2.3.2.2. Oreksin A/B’nin Fizyolojik Etkileri

Oreksin A’nin kan beyin bariyerini gegebildigi fakat oreksin B’nin kan beyin
bariyerini gegemedigi bilinmektedir (32). Oreksin ARC, VMN, suprakiazmatik niikleus,
DMN ve PVN gibi komsu hipotalamik niikeluslar dahil olmak {izere merkezi sinir sistemi
boyunca yaygin olarak bulunur. Hipotalamusun disinda, koku alma niikleuslari, talamus ve
hipokampusta da yiiksek yogunlukta OX1R bulunur. Oreksin sisteminin yaygin dagilimi
ve baglantilari, oreksinlerin istah, uyku-uyaniklik dongiisii, uyarilma, stres, 6diil ve
otonomik islevler gibi bir¢ok fizyolojik islevde yer aldigin1 gostermektedir. Ayrica oreksin
noronlart, dogrudan omurilikteki sempatik ndronlar1 innerve ettikleri i¢in premotor

sempatik noronlar gibi davranirlar (33).

Ozellikle oreksin A’ nin merkezi olarak uygulanmasinin gida alimini arttirdig
gosterilmistir. Oreksinlerin enerji dengesinin diizenlenmesinde pozitif etkili bir molekiil
olmasinin yan sira; uyanikligi aktive etmesi ve sempatik vazomotor tonus ve kan basinci
gibi noroendokrin ve otonomik fonksiyonlari diizenleyen sempatik sinir aktivitesini

uyarmasi gibi etkileri de vardir (33).
2.3.3. Leptin

Leptin, Zhang ve arkadaglari tarafindan 1994 yilinda kesfedilmistir. Protein
yapisinda anoreksijenik bir peptiddir ve 167 aminoasit igermektedir. (13). 1950’lerin
sonlaria dogru farelerde asir1 yeme ve az enerji harcamasina neden olan ve ileri derecede
obez fenotipe sebep olan genetik bir defekt saptanmistir. Bu gene Ob ve bu defekte sahip
olan farelere de ob/ob adi verilmistir. Ob/ob farelerinde eksik olan iirline leptin adi

verilmistir ve yunanca ince anlamina gelen ‘leptos’ kelimesinden tiiretilmistir (34, 35).

Leptinin molekiil agirligi 16-kDa’dir. Leptin ob geni tarafindan kodlanir. Bu gen 7.

kromozomun uzun kolu (7q31) iizerindedir (34, 36).



2.3.3.1. Leptin Sekresyonu ve Diizenlenmesi

Leptin agirlikli olarak beyaz yag dokusundan iiretilir ve dolagima katilir. Leptin
ayrica beyin ve gastrointestinal sistemin endokrin hiicreleri tarafindan da iretilir (37).
Yapisal leptin mRNA’s1, plasenta trofoblastlarinda ve amniyon hiicrelerinde, insan
koryokarsinom hiicre dizisinde (BeWo), kemik ve kikirdak dahil olmak tizere bir dizi
dokuda tespit edilmistir (34).

Leptin’in dolagimdaki yar1 omrii yaklasik 30 dakikadir ve pulsatif olarak
yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir (38). Leptin serumda hem serbest hem de proteine
baglh sekilde dolasir (39). Leptin steroid ve tiroid hormonlarinin yani sira, insiilin benzeri

biiylime faktori (IGF), spesifik IGF baglayici proteinlere bagli olarak dolasir (40).

Yag dokusu miktar1 ve dolagimdaki leptin seviyesi pozitif koreledir (41).
Kadilarda birim yag kiitlesi bagina diisen plazma leptin konsantrasyonu erkeklere gore 3
kat daha yiiksektir. (39, 42). Bunun nedeni cinsiyet farki, deri alti yag dokusunda daha
yiiksek leptin {iretimine, kadinlarda dstrojen tarafindan leptinin uyarilmasina ve erkeklerde
testosteron tarafindan leptinin baskilanmasina baglanmistir. Insanlardan farkli olarak,

leptin erkek kemirgenlerde disilere kiyasla daha ytiksektir (35).

Aclik durumunda dolasimdaki leptin diizeyi azalirken beslenme veya obezite
dolasimdaki leptin diizeyini artirir. Aglik sirasinda serum leptin diizeylerindeki hizl diisiis,
leptin salinimimin viicut yag kiitlesindeki degisiklikler disindaki faktorler tarafindan
diizenlendigini gosterir (43). Asir1 yemek yeme dolasimdaki leptin diizeyini atirirken, aglik
dolasimdaki leptin diizeyini azaltir. Dolagimdaki leptin diizeyini belirleyen diger bir faktor
adipositlerin boyutudur. Daha biiyiik adipositler kii¢iik adipositlere gore daha fazla leptin
icerir (44, 45).

Soguga maruz kalma, katekolaminler ve melatonin leptin seviyesini azaltir. Insiilin,
leptin mRNA seviyesini etkilemeden leptin sekresyonunu 15 dakika gibi kisa bir siirede

arttirir (46).

Leptin, steroid hormonlar1 tarafindan da diizenlenir. Glukokortikoidler hem ob
(leptin) mRNA seviyelerini hem de leptin salgisim1 artiir (47, 48). CRH leptin
ekspresyonunu artirir (49). Oksitosin, 3T3-L1 adipositleri tarafindan leptin salgilanmasini
artirir (50).

10



Tiroid hormonlari leptin salinimini azaltir (51). Katekolaminlerin farklilagmis insan
adipositlerinden leptin salinimin1 beta 1 ve beta 2 adrenerjik reseptorler araciligiyla
baskilar (52).

2.3.3.2. Leptin’in Fonksiyonlari

Leptinin en 6nemli roli istah {izerindeki inhibitor etkisi olarak kabul edilir. Ancak
hem leptin eksikligi olan (0b / ob) hem de leptin reseptorii eksikligi olan (db / db) fareler
sadece obez degildir. Ayrica anormal iireme fonksiyonu, hormonal dengesizlikler ve
hematopoietik ve bagisiklik sistemindeki degisiklikler ile karakterize karmasik bir sendrom

gelistirirler. Leptin eksikligi olan insanlarda da benzer degisiklikler tarif edilmistir (34).
2.3.3.3. Leptin Reseptorleri

Leptin reseptdril, 6 tane varyant igeren genisletilmis sinif I sitokin reseptdr ailesinin
bir {iyesidir. Bu reseptorler Ob-Ra, Ob-Rb Ob-Rc, Ob-Rd Ob-Rf, Ob-Re’dir. Leptin
reseptoriic.  kisa formlari; Ob-Ra, Ob-Rc, ODb-Rd ve Ob-Rf, oncelikle Kkoroid
pleksus vaskiiler endotel ve periferik dokularda eksprese edildiklerinden leptinin kan beyin
bariyeri boyunca tasinmasindan sorumludur (44). Leptin Reseptorii uzun formu (Ob-Rb)
ise leptin sinyalizasyonunda sorumludur. Leptin reseptoriiniin uzun formu (Ob-Rb) ARC,
VMN, DMN ve LHA’da bolca eksprese edilir (44, 62).

Leptinin kilo diizenleyici etkilerine hipotalamustaki OB-Rb aracilik eder. OB-Rb
ayrica birka¢ periferik dokuda mevcuttur. Ozellikle endotel hiicreleri, trombositler, T

lenfositleri, yolk kesesi ve fetal karaciger, 16semi hiicreleri OB-Rb eksprese eder (34).

Sinif T sitokin reseptorlerinde oldugu gibi, leptin sinyalinin esas olarak janus
kinaz/sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (JAK-STAT) yolu ile iletildigi
diistiniilmektedir. Yalnizca uzun reseptor JAK/STAT sinyal iletim yolunun aktivasyonu
icin gerekli hiicre i¢i motiflere sahiptir (35). Leptin reseptoriiniin uzun formu JAK/STAT
sinyal iletim yolunu aktive ederek ARC’deki oreksijenik peptidlerin etkisini bastirir (14,
53).

2.3.3.4. Leptinin Etki Mekanizmasi

Leptin esas olarak merkezi sinir sistemi lizerinde etkilidir. Leptin, agirlikli olarak
ARC’deki reseptoriiniin uzun formuna baglandigi santral sinir sistemine aktif olarak tasinir
(20).
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Leptin anoreksijenik etkisini ARC basta olmak iizere hipotalamus iizerinden
gosterir (14, 44). ARC leptin hedefleri olan, oreksijenik NPY/AgRP ve anoreksijenik
CART/POMC noronlarini igerir (14). Leptin, NPY/AgRP noronlarini inhibe edip salimini
azaltirken bunun aksine POMC ve CART gen ekspresyonunu destekler ve POMC/CART

noronlarini aktive eder (54).

Leptin anoreksijenik etkisini esas olarak ARC-PVN eksenindeki oreksijenik bir

peptid olan NPY’nin sinyalini baskilayarak gosterir (55).

Leptin POMC néronlarinin  depolarizasyonunu indiikler. POMC ndronlari
aktiflestigi icin buradan salgilanan a-MSH’in yapimi artar (15, 56). POMC néronlari
tarafindan salinan a-MSH, PVN’ye eksprese edilen MC4R’e baglanarak enerji alimini

azaltmak igin sinyal verir ve istah1 bastirir (56).

Leptin, anoreksijenik POMC ndéronlarindaki aksiyon potansiyellerinin sikligini iki
mekanizma ile arttirir: spesifik olmayan bir katyon kanali yoluyla depolarizasyon ve lokal
oreksijenik NPY/GABA noronlar tarafindan azaltilmig inhibisyon. Ayrica, melanokortin

peptidlerinin bu devre iizerinde oto-inhibitor etkisi vardir (57).

Leptin ATP’ye duyarli bir potasyum kanalini aktive ederek hiicreden K* iyonu
cikisini artirir ve hiperpolarizasyona neden olur (44). JAK-STAT sinyali, ARC noronlari
tizerindeki leptin etkisi i¢in kritiktir; leptin hem POMC hem de NPY néronlarinda sinyal
doniistiiriicii ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3) aktivasyonunu indiikler. STAT3’iin
leptin ile aktivasyonu POMC transkripsiyonunu indiikler. Leptinin STAT3'l aktive etme
yeteneginin kaybi obeziteye yol agar (58).

Leptin, POMC néronlarina NPY projeksiyonu yapan inhibitor kollateraller tizerinde

etki eder ve bu da sonug olarak terminallerden GABA ve NPY salinimini azaltir (44).
2.3.4. Ghrelin

Oreksijenik peptidlerden olan ve gastrointestinal sistem tarafindan iiretilen ghrelin
merkezi etki ile beslenme davranisini ve viicut agirligini diizenler. Ghrelin, 28 aminoasitlik
peptiddir (15, 59).

Ghrelin ilk olarak Kojima ve arkadaslar1 tarafindan biiylime hormonu salgilattirict
reseptore (GHS-R) 6zgli bir endojen ligandin sigan midesinde saflastirilmast ile

kesfedilmistir. Biiyiime hormonu salan bu peptidi 'ghrelin' olarak adlandirmislardir (15).
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Immiinositokimyasal tekniklerle, santral sinir siteminde hipofiz bezinin yanisira
sican plasentasinin labirent trofoblast sitoplazmasinda, ARC, PVN, VMN, DMN ve lateral
hipotalamusta yiiksek konsantrasyonda ghrelin oldugunu gosterilmistir (61, 64).

2.3.4.1. Ghrelin Salinim

Ghrelin, X/A-benzeri hiicreler tarafindan salgilanir. X/A-benzeri hiicreler hem
sicanlarin hem de insanlarin oksintik mukozasindaki ana endokrin hiicre popiilasyonunu
temsil eder. Esas olarak oksintik bezde ve nadiren pilor bezi ve ince bagirsakta bulunurlar
(59, 60).

Ghrelin ayrica hipotalamus, hipofiz bezi ve bobrek ve enterik endokrin hiicrelerden

de eksprese edilir (59, 60, 63).

Ghrelin hormonu beslenmeye kisa siireli etki eden maddelerden biridir. Ghrelin
hormonunun kan seviyesi beslenme zamanlari ile uyumlu sirkadiyen dalgalanmalar

gosterir. Yemekten hemen Once ani artis ve tokluk sonrasi ani diisiis gosterir (65).

Oksitosin, dopamin ve vazopressin, mide ghrelinoma (MGN3-1) hiicreleri
tarafindan ghrelin salgilanmasint  6nemli Olglide uyardigr yapilan bir calisma ile
gosterilmistir (66). Adrenokortikotropik hormon (ACTH), kortikosteroidler ve CRH ise

ghrelin ekspresyonunu azaltir (67). Insiilin ghrelin salmimin baskilar (68).
2.3.4.2. Ghrelin’in Fonksiyonlari

Ghrelin ARC’de GHS-R’yi akive eder ve biiyiime hormonu salinimini uyarir (69).
Ghrelin kesfinin ilk zamanlarinda viicutta, biiylime hormonu salinimini artiran bir hormon
olarak goriilmiistiir. Fakat son zamanlarda istah ve viicut agirliginin diizenlenmesi iizerine

olan etkileri daha fazla dikkat cekmektedir (15).

Ghrelinin oreksijenik etkisinin yaninda bagirsak motilitesinin ve mide asidi
salgilanmasiin uyarilmasi, uykunun diizenlenmesi, tat duyusu, 6diil arama davranisi,
glikoz metabolizmasinin diizenlenmesi, kahverengi yag termojenezinin baskilanmasi, stres
ve kayginin diizenlenmesi, kas atrofisine karsi koruma, vazodilatasyon ve kardiyak
kontraktilite gibi kardiyovaskiiler fonksiyonlarin iyilestirilmesi, sempatik sinir sistemi
aktivasyonunu azaltmasi, hipofiz bezinden ACTH salinimi artirilmast dahil olmak {izere

birgok merkezi ve periferik etkileri tanimlanmistir (60).
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2.3.4.3. Ghrelin’in Etki Mekanizmasi

Ghrelinin enerji metabolizmasint diizenlemesindeki en Onemli etki alan
hipotalamusta bulunan ARC’dir. Ayrica PVN ve LHA’ya ghrelin enjeksiyonu da pozitif
enerji dengesini destekler (71). i.c.v ghrelin uygulamasindan sonra NPY ve AgRP
noronlari dahil olmak {izere beslenmenin diizenlenmesinde birincil 6neme sahip bolgelerde
noronal aktivasyonun bir belirteci olan Fos proteini bulunmustur (72). Yani ghrelin
PVN’yi uyararak oreksijenik peptidlerden olan NPY ve AgRP iireten néronlar1 uyararak bu
peptidlerin ekspresyonunu artirir. Béylece ghrelin beslenme ve viicut agirliginda artisa

neden olur (72).
2.3.4. Nesfatin-1

Nesfatin-1 ilk defa 2006 yilinda Oh-I ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
hipotalamik niikleuslarda kesfedilmistir. Nesfatin-1’in hipotalamik anoreksijenik bir peptid
oldugu ve kronik enjeksiyonun viicut agirligmi azalttigi ayni ¢alismada gosterilmistir.
Nesfatin-1 hipotalamusta melanokortin sinyalizasyonu ile iligkili ve bir tokluk molekiilii
olarak tanimlanmistir. Nesfatin-1‘in leptin salgilayamayan farelerde bile gida alimini

engelleyebilmesi nesfatin-1’in leptin yolagindan bagimsiz ¢alistigini1 géstermektedir (1).
2.3.4.1. Nesfatin-1’in Biyokimyasal Yapisi

Nesfatin-1 DNA baglayici protein olan NUCB2'den {iretilen 82 amino asitli bir
polipeptiddir (2). NUCB2, PC3/1 ve PC2 gibi prohormon doniistiiriicii enzimler tarafindan
nesfatin-1, nesfatin-2 ve nesfatin-3'e déniisiir (73). Intraserebroventrikiiler (i.c.v) nesfatin-
1 enjeksiyonun, siganlarda doza bagl bir sekilde gida alimini azalttigi gosterilmistir. Buna
karsilik, ne nesfatin-2 ne de nesfatin-3 herhangi bir anorektik tepki uyandirmamistir (1).
Nesfatin-2 ve nesfatin-3’iin biyolojik aktivitesi hakkinda heniiz kesin bir bilgi yoktur.

Nesfatin-1'in ti¢ boliimii bulunmaktadir. Bu boliimler N-terminali (N23), orta kisim
(M30) ve C-terminali (C29). Orta kismi nesfatin-1’in aktif boliimiidiir ve nesfatin-1'in

fizyolojik etkilerinde anahtar role sahiptir.
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NUCB2
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convertase

1 23 53 55

N

N23 M30 C29

Nesfatin-1
Mid-segment (30 aa): PDTGLYYDEYLKQVIEVLEETDPHFREKLQK

Sekil 3. Nesfatin-1'in onciisiit olarak NUCB2 proteininin birincil yapist (Garcia-
Galiano’dan, 73).

2.3.4.2. Nesfatin-1’in Salg1 Alanlar

NUCB2 hipotalamik alanlarda yani ARC, PVN, SON, LHA, zona incerta ve
NTS’de bulunmaktadir. (1). Ayrica nesfatin-1 diger beyin bolgelerinde de bulunur. Bunlar;
piriform, insular, singulat ve somatomotor korteksleri iceren kortikal alanlarda, amigdaloid
niikleuslar1 i¢eren limbik sistemde, hipokampus ve septumda, bazal gangliyonlarda, stria
terminalinin  yatak  niikleusunda, PVN ve parafasikiiler niikleuslar1 igeren
thalamustur. Beyin sapinda ise rafe niikleuslari, Edinger-Westphal niikleus, LC, lateral
parabrakial niikleus, ventrolateral medulla ve dorsal vagal komplekste bulunur (74).
Nesfatin-1 noronlar1 hipotalamusta oksitosin, vazopressin ve melanin konsantre edici

hormon ile birlikte eksprese olur (75).

Nesfatin-1 periferik olarak ise mide mukozasi, pankreas endokrin beta hiicreleri,
kalp, yag dokusu ve testis, epididim, yumurtalik ve uterustan salgilanir. Ayrica testis,
epididim, yumurtalik ve uterus gibi iireme organlarindan nesfatin-1 ekspresyonun

hipotalamustan ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (76).
2.3.4.3. Nesfatin-1’in Genel Fizyolojik Etkileri

Beslenme iizerine etkisi

Nesfatin-1’in i.c.v enjeksiyonunun gida alimini azalttigr bulunmustur (1). Siganlara
karanlik fazin baslangicinda i.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1’in, enjeksiyon sonrasi 3.

saatten 6. saate kadar, kan sekerini degistirmeden, kiimiilatif olarak gida alimini 6nemli
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Olgiide azalttigi bulunmustur (20). Bir baska calismada ise si¢anlara i.c.v nesfatin-1
uygulanmasinin gida alimin azalttigi, fakat viicut agirhigina etki etmedigi tespit edilmistir
(6). Nesfatin-1'in intraperitoneal (i.p) enjeksiyonunun da doza baglh bir sekilde gida alimini
baskiladigi  gosterilmistir  (77). Bu sonuglar, nesfatin-1’in  enerji  dengesinin

diizenlenmesinde negatif etkili bir molekiil olduguna isaret etmektedir.

Nesfatin-1’in reseptorii heniiz kesfedilmemistir fakat yapilan bir calismada
nesfatin-1'in G proteinine bagh bir reseptor ile etkilesime girerek hipotalamik néronlarda

Ca? akisimi artirarak sinyal iletimini gergeklestirdigi bulunmustur (3).

ARC’nin beslenme davranisini diizenlenmesindeki rolii nesfatin-1 igeren PVN,
NTS ve Raphe ¢ekirdegi gibi bircok beyin yapisindan girdi almasi ile gergeklesir.
Nesfatin-1’in ARC’deki néronlarin uyarilabilirligini nasil etkiledigine dair yapilan bir
caligmada nesfatin-1’in ATP'ye duyarli potasyum kanallarininin (Kare) aktivasyonu
yoluyla ARC’deki NPY noronlarint inhibe ederek beslenme davranisi {izerinde

anoreksijenik etkilerini gosterebilecegi one siiriilmiistiir (4).

Ayrica nesfatin-1’in periferik enjeksiyondan sonra kan beyin bariyerini gecerek
leptinden bagimsiz bir mekanizma yoluyla NTS'deki POMC ve CART néronlarimi aktive
edip anoreksiye yol actig1 yapilan ¢alisma ile gosterilmistir (77). Kemirgenlerde beslenme
davraniginin diizenlenmesinde nesfatin-1, CRH, tirotropin salgilattirict hormon (TRH) ve
histamin arasindaki etkilesimleri inceleyen bir ¢alismada nesfatin-1, hipotalamusta CRH ve
TRH diizeylerini ve histamin doniisiimiinii artirdigi gosterilmistir. Bu sonuglar, nesfatin-
I'in beslenme davranigi iizerindeki baskilayici etkilerine CRH, TRH ve hipotalamik

noronal histaminin aracilik ettigini gostermektedir (7).

Merkezi olarak uygulanan nesfatin-1’in  PVN'yi ve NTS’yi aktive ettigi
gosterilmistir. PVN'de nesfatin-1, hem magnoseliller hem de parvoselliller oksitosin
ndronlarii ve nesfatin-1 ndronlarinin kendilerini hedef alir ve oksitosin salinimini uyarir.
NTS, POMC néronuna oksitosinerjik sinyal gonderir ve bdylece melanokortine bagh

anoreksiye neden olur (78).

Nesfatin-1'in PVN'de anoreksijenik etkisinin yaninda strese tepki fonksiyonunu
ortaya ¢ikarmaya neden olan CRH ekspresyonu yapan noronlar1 aktive eder. Yapilan bir
caligmada nesfatin-1’in hipotalamik ekstraseliiler sinyal regiile kinaz (ERK) sinyalini
uyardig1 ve bu yolun nesfatin-1 aracili beslenme davranisi, sempatik sinir aktivitesi ve
kardiyovaskiiler fonksiyon diizenlemesinde yer aldigini ileri siiriilmistiir. Santral nesfatin-
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1 bu etkiyi PVN’nin Kkortikotropin noéronlarinda ekstraseliiler sinyal regiile kinaz 1,2
(ERK1/2) fosforilasyonunu uyararak bu da bobreklerin segici sempatoeksitasyonu ile

sonug¢lanmasi ile gergeklestirir (79).

Yapilan bir ¢alismada PVN’de bulunan NUCB2/nesfatin-1 néronunun PVN'de
oksitosin ve arginin vazopressin ndronlar1 ndronlari araciligiyla enerji metabolizmasini ve

stv1 dengesini diizenledigini 6nerimistir (5).

Ayrica yapilan baska bir ¢alismada ise i.c.v nesaftin-1 enjeksiyonun karanlik faz
sirasinda gida alimimi azalttigi bu anoreksijenik etkinin ise CRH, reseptor antagonisti
astressin 2B ile ortadan kaldirildigi gosterilmistir. Bu sonuglarda nesfatin-1 in lateral
ventrikiile enjeksiyonun karanlik fazdaki anoreksijenik etkisini CRH; reseptoriine bagl

yollar araciligiyla ortaya ¢ikardigini gostermektedir (6).

Mide fonksivonlari iizerine etkisi

Nesfatin-1’in amigdalanin merkezi ¢ekirdeginde bulunan gastrik distansiyona
duyarli noronlarin aktivitesi, mide motilitesi ve vagusun dorsal motor c¢ekirdeginin
potansiyel diizenleme mekanizmalar1 {izerindeki etkilerini arastiran bir ¢alismada
amigdalaya nesfatin-1 uygulamasinin gastrik distansiyona duyarli noéronlarin atesleme
aktivitesini degistirdigini ve doza bagli olarak mide hareketliligini azalttig1r gosterilmistir.
Nesfatin-1’in bu etkileri melanokortin 3/4 reseptor antagonisti SHU9119 ile 6n tedavi ile

kismen ortadan kaldirilabilecegi gosterilmistir. (80).

PVN’ye eksojen nesfatin-1 uygulamasinin gastrik distansiyona yanit veren néronlar
ve gastrik hareketlilik/bosaltma iizerindeki etkilerini arastiran baska bir calismada nesfatin-
1’in PVN’deki gastrik distansiyona yanit veren noronlar1 diizenledigini ve oksitosin
reseptor antagonisti H4928 ile on tedavi ile kismen bloke edilen gastrik motiliteyi
azalttigin1 gostermistir (10). ARC’ye nesfatin-1 uygulamasimin ARC’deki ghrelin duyarli
(GD) noronlarinin atesleme aktivitesini degistirdigini ve kismen bir melanokortin 3/4
reseptor antagonisti SHU9119 6n tedavisi tarafindan bloke edilen gastrik motiliteyi
azalttigimi gosterilmistir. (11). Sonug olarak nesfatin-1'in amigdala, PVN ve ARC’deki

ndronlarin aktivitesini degistirerek mide fonksiyonunu modiile ettigini gosterilmistir.

Calismamizin amaci i.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1‘in CRH: ve CRH; ve
oksitosin reseptorleri ile sinyallesmesinin serum ghrelin, leptin, oreksin A ve asprosin

diizeylerine etkisini incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Bu tez calismas1 Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinan onayla (31.05.2022 tarihli ve 53488718-475 sayili karar) yapilmistir.
Hayvan deneyleri KTU Fizyoloji Anabilim Dali Fizyoloji Laboratuvarinda yapilmistir.
Serum analizleri KTU Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Biyokimya Laboratuvarinda
yapilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan deney hayvanlari, ELISA Kitleri KTU Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan (TYL-2022-10361 numarali proje)

desteklenmistir.
3.2. Gruplardaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi ve Hayvanlarin Temini

(Calismada kullanilan hayvan sayis1 daha dnceki benzer calismalarimizdaki degerler
esas alinarak viicut agirligi iizerinden hesaplanmistir. Deney baslangicinda sigcanlarin
ortalama agirliklar: yaklagik 300 gr standart sapma 25 gr % 4 sapma tip 1 hata () 0.05 ve
tip 2 hata () (glig=0.80) alinarak; 6 grup i¢in toplam 30 hayvan gerektigi, dolayisiyla her
grup i¢in n sayist 5 hayvan olarak belirlenmistir. Her gruptaki hayvanlarin dagilimlari

rastgele belirlenmistir.

Arastirmada Wistar albino erkek sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlari
Karadeniz Teknik Universitesi Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden

saglanmstir.
3.3. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Enjeksiyon oncesi hayvanlar tiretan (Urethane, minimum %99, 51-79-6, Sigma) ile
anestezi altina alinmistir. Deney gruplarina nesfatin-1 (1-82) (003-22-B, Phoenix
Pharmaceuticals, Inc.), p234 (048-96, Phoenix Pharmaceuticals, Inc.), antalarmin HCI
(%99.6, 1321, Axon Medchem), astressin 2B (2391, Tocris Bioscience), atosiban (6332,

Tocris Bioscience) enjekte edilmistir.
3.3.1. Reseptor Antagonistleri

3.3.1.1. Kortikotropin Salgilatict Hormon ve Reseptor Antagonistleri Astressin 2B ve
Antalarmin HCI

CRH, ilk olarak koyun hipotalamusundan izole edilen ve hipofiz bezi tarafindan

salgilanan pro-opiomelanokortin tiirevli peptidlerin diizenlenmesinden sorumlu olan
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ACTH ve beta-endorfin salgilanmasini uyaran 41 amino asitli bir peptiddir. Yapilan
calismalarla, CRH'nin ayrica hipofiz adrenal ekseninden bagimsiz olarak strese karst bir

dizi otonomik ve davranigsal tepki verdigini gosterilmistir (81, 82).

Iki CRH reseptorii alt tipi tanimlanmistir. Bunlar CRH; reseptorii ve
CRH; reseptoriidiir. CRH; reseptorii esas olarak hipofiz, amigdala, hipokampus, beyincik
ve kortekste bulunur ve aktivasyonu genellikle kaygi benzeri davraniglardaki artislarla
iliskilidir. CRH, reseptorii ise esas olarak lateral septumda, VMN ve koroid pleksusta
bulunur. CRH; reseptoriiniin aktivasyonu beslenme davranisindaki degisikliklerle iligkilidir
(83). CRH; reseptor antagonisti astressin 2B dir (84). CRH; reseptor antagonisti ise
antalarmin HCI dir (85).

3.3.1.2. Oksitosin ve Reseptor Antagonisti Atosiban

Oksitosin, hipofizin noral lobundan genel dolagima salinan, dogum sirasinda uterus

kasilmalarini ve emzirme sirasinda siit ¢ikisini indiikleyen hipotalamik bir néropeptiddir.

Ferring tarafindan gelistirilen oksitosin antagonisti atosiban, bugiline kadar en ¢ok
calisilan oksitosin antagonistidir. Oksitosin antagonisti atosiban insanlarda erken uterus

kasilmalarini inhibe ederek erken dogumu onler (86).
3.3.1.3. Kisspeptin ve Reseptor Antagonisti Peptid 234

Kissl geninin peptid iiriinleri olan kisspeptinler, baslangicta memelilerde, timor
metastazini baskilama kabiliyetine sahip G protein-baglh reseptor 54'tin (GPR54; Kiss1R
olarak da adlandirilir) ligandlar1 olarak tanimlanmistir. Kisspeptin iireme fonksiyonunun
kontroliinde 6nemli rol oynar (87). Kisspeptin néronlart ARC/infundibular niikleus, medial
preoptik alan, DMN, periventrikiiler niikleus, lateral septumun ventral tarafi ve medial

amigdalada bulunur (88).

Peptid 234 kisspeptin reseptdr antagonistidir ve gonadotropin-salgilatict hormon

(GnRH) néronlarinin ateslenmesini bloke eder (89).
3.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Aragtirmamizin deneysel uygulamalari, i.c.v (lateral ventrikiile) enjeksiyon
gruplarinin yer aldigi toplam 6 grupta gergeklestirilmistir. Uygulama sabahi a¢ olacak

sekilde, 12 saat dncesinde yem alimi durdurulmustur ve suya erisimi serbest birakilmistir.
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Grup 1: Sham (kontrol) grubu

2 ul/dk hizinda toplam 2 dakika (4 ul hacimde) yapay beyin omurilik sivis1 (BOS)
lateral ventrikiile enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasi 30. dakikada hayvanlar servikal

dislokasyonla sakrifiye edilerek deney sonlandirilmistir.
Grup 2: Nesfatin-1 grubu

25 pmol dozda nesfatin-1 yapay BOS igerisinde ¢o6ziilerek, 4 pl hacimde lateral
ventrikiil i¢ine enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasi 30. dakikada hayvanlar servikal

dislokasyonla sakrifiye edilerek deney sonlandirilmistir.
Grup 3: Nesfatin-1+p234 grubu

Nesfatin 25 pmol dozda 2 pl yapay BOS igerisinde lateral ventrikiile enjekte
edildikten 5 dakika sonra 1 nmol dozda 2 pl hacimde p234 enjekte edilmistir. Boylece her
guruba maksimum 4 ul hacimde uygulama yapilmistir. Enjeksiyon sonrasi 30. dakikada

hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek deney sonlandirilmustir.
Grup 4: Nesfatin-1+Antalarmin HCI grubu

Nesfatin-1 enjeksiyonundan 5 dakika once 0,1 pg dozda antalarmin (90) enjekte
edilmistir ve sonrasinda nesfatin-1 enjeksiyonu gergeklestirilmistir. Enjeksiyon sonrasi 30.

dakikada hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek deney sonlandirilmistir.
Grup 5: Nesfatin-1+ Astressin 2B grubu

Nesfatin-1 enjeksiyonundan 5 dakika 6nce 1 pg (90) dozda Astressin 2B
uygulanmistir. Sonrasinda nesfatin-1 uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi 30. dakikada

hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek deney sonlandirilmistir.
Grup 6: Nesfatin-1+Atosiban grubu

Nesfatin-1 enjeksiyonundan 5 dakika &nce 300 ng/sican dozda atosiban (91)
verilmistir ve sonrasinda 50 pmol nesfatin-1 uygulanmistir. Enjeksiyon sonrasi 30.

dakikada hayvanlar servikal dislokasyonla sakrifiye edilerek deney sonlandirilmistir.
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3.5. Eriskin Erkek Hayvanlarin Se¢imi ve Deney Gruplarinda Yapilacak

Uygulamalar:

Calisma, 250-300 gram agirhginda eriskin 3-4 aylik erkek sicanlar iizerinde
yapilmistir. Deney siiresince hayvanlar sabit sicaklik (21£2 °C) ve 12 saat gece/12 saat
giindiiz (151k acilis1 07.00) ortamda tutulmustur.

Uygulama sabahi a¢ karnina olacak sekilde 12 saat Oncesinde yem alimi
durdurulmustur ve suya erisimi serbest birakilan hayvanlara anestezi uygulanmistir ve kan
sekerleri Olciilmiistiir. Normal aglik kan sekeri degerinin disinda sonu¢ veren hayvanlar
arastirmadan ¢ikarilmistir. Enjeksiyon sonrasi 30. dakikada numuneleri toplamak ig¢in
deney sonlandirilmistir. Siire olarak 30 dakikalik bir zaman diliminin belirlenmis

olmasinin gerekgesi nesfatin-1’in plazma yar1 6mrii ile ilgilidir (92).

Hayvanlar iiretan (1.25 g/kg, periton i¢i) ile anestezi altina alindiktan sonra
sterotaktik cihaza yerlestirilmistir. Anestezi derinligi kontrol edildikten sonra, bistiiri
yardimiyla kafa derileri agilarak, kemik doku diger yumusak dokulardan arndirilmistir.
Kafatasinda Bregma noktasi belirlenerek, sterotaktik cihazin bir holderine klips yardimiyla
yerlestirilmis kilavuz kaniilii araciligiyla sterotaksik koordinatlar belirlenmistir. Rat beyin
atlasindan yararlanilarak lateral ventrikiil koordinatlar1 (lateral: 1.70mm, anteroposteriyor:
-0.72 mm ve ventral: 4 mm) hesaplanmistir ve kafatasindaki iz diisim noktasi
isaretlenmistir (93). Ardindan kafatas1 dis¢i turu yardimiyla delinerek Hamilton enjektorii

ile lateral ventrikiile enjeksiyonlar gerceklestirilmistir.
3.6. Serum Eldesi

Enjeksiyonlar yapildiktan sonra belirtilen siire tamamlandiginda, anestezi altindaki
hayvanlar dekapitasyonla sakrifiye edilmistir. G6vde kani1 bir cam huni araciligiyla sari
renkli vakumlu tiiplere alimmugtir. Toplanan kanlar sogutmali santrifiijde 15 dakika
siiresince 5000 rpm’de santrifiij edilerek, serumlar1 ayrilip analizler yapilana kadar KTU
Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’'ndaki sogutucularda muhafaza edildi. Serum
orneklerinde ELISA analizi i¢in yapilacak prosediirler, ticari kitlerin prospektiislerine

uygun sekilde Biyokimya Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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3.7. Serum Analizleri

Serum analizleri i¢in alinan serum &rnekleri KTU Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim
Dali’ndaki sogutucularda muhafaza edildi. Parametrelerin 6l¢iimii igin KTU Tip Fakiiltesi

T1bbi Biyokimya Anabilim Dali’nda bulunan cihazlar kullanildi.

Deneysel uygulama sonrasinda, hayvanlar sakrifiye edilerek serum ghrelin, leptin,
asprosin ve orexin A diizeyleri ELISA Kkitleri ile dlglilmiistiir. ELISA analizleri sensivitesi
yiiksek ve inter-assay / intra-assay varyasyon katsayilart % 15’1 gegmeyen ticari ELISA

kitleri ile iiretici firmanin belirledigi prosediirler esas alinarak gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilan ELISA Kkitleri Sandwich-ELISA prensibi ile ¢alisir. Analiz
icin Ol¢lim dalga boyu 450 nm’dir.

3.7.1. ELISA Kitleri

ELISA yontemi, enzim substrati ve enzim baglantili bir konjugat kullanilmasi ile
elde edilen renk degisimi yoluyla antijen-antikor reaksiyonlarini gosteren ve biyolojik
stvilardaki molekiillerin konsantrasyonunu ve varligini belirlemeye yarayan kantitatif

analitik yontemlerdir.

ELISA yonteminde kullanilan antijen, kati bir faza baglanir. Kati faz olarak
polivinil sert polistiren ve polipropilenden yapilmis mikroplakalar ve tiipler kullanilir.
Kullanilan mikroplakalar antikoru ve antijeni uygun sekilde adsorbe edebilmelidir. Ancak
diger fazlardaki bilesenleri adsorbe etmemelidir. ELISA'da kullanilan enzimler arasinda

glikoz oksidaz, beta galaktosidaz, peroksidaz ve alkalin fosfataz bulunur.

Enzimlerin katabolik etkileri, enzim-substrat reaksiyonu sirasinda immiinolojik
reaksiyonun hem 0zgilliiginii hem de ivmesini belirler. Enzim-substrat reaksiyonu
cogunlukla 30-60 dakika i¢inde tamamlanir. Reaksiyon, siilfiirik asit (H2SO4), sodyum
hidroksit (NaOH) veya hidroklorik asit (HCI) kullanilarak durdurulabilir. Sonuglar,
kullanilan konjugenin ozelliklerine bagli olarak bir spektrofotometrede ve kullanilan

konjugatin karakteristigine bagl olarak 400-600 nm'de okunur (94).
3.7.1.2. Sandwich ELISA

Sandwich ELISA teknigi, Kato ve arkadaslar tarafindan 1977'de gelistirilmistir.
Sandwich ELISA yonteminde, kuyucuklar yakalama antikoru ile kaplanir ve bloke edilir.

Ornek, antikorla kaplanmis mikroplaka kuyucuklarma eklenir. Kuyucuklara eklendikten
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sonra plak bir siire inkiibe edilir ve inkiibe edildikten sonra yikanir. Yikama islemi,
baglanmamis antijenleri uzaklastirir. Bagli antikora 6zgii antijen bulundugunda ise bu
antijenler uzaklastirilamaz. Yikama islemi ardindan etiketlenen antikorlar ile antijene 6zgii
enzim eklenir ve inkiibe edilir. Inkiibasyon ve yikama islemi sonrasi ortamda antijenler

varsa enzim etiketli antikorlar kendilerine bagli oldugu i¢in bunlar uzaklastirilamaz.

Enzim aktivitesini ortaya ¢ikarmak i¢in ortama enzim substrat1 eklenir ve bu sayede
renklenme saglanir. Renklenme olumlu bir sonug gdsterirken, renklenme olmamasi enzim
eksikligini veya olumsuz bir sonucu gosterir. Ilgili protein iki antikor molekiilii arasinda
sikistigl icin bu yonteme Sandvi¢ ELISA adi verilir. Bu yontemin diger tim ELISA
yontemlerinden 2-5 kat daha duyarli oldugu gosterilmistir. (94).

3.7.2. Serum Asprosin Ol¢iimii

Serum orneklerinde asprosin seviyeleri, SEA332Ra katolog numarali ticari ELISA
kiti kullanilarak tiretici firmanm (Cloud-Clone, Wuhan China) tavsiyeleri dogrultusunda

belirlendi.

Calisma giiniine kadar -80 °C’de saklanan numuneler ¢alisma giinii sogutucudan
cikarilarak oda sicakliginda ¢oziilmesi saglandi. 500 pL standarta 500 pL standart diliient
eklenerek standart 2 kat diliie edlildi. Standart ve serum Orneklerinden 100 pL alinarak
ELISA kuyucuklarma eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Antikorlarla kaph
kuyucuklara serum numuneleri eklendiginde asprosin antikorlariyla baglanmasi sonucu
antijen-antikor kompleksi olusur. Inkiibasyon sonras1 ELISA pleyti aspire edildi. Detection
reagent A ve B assay diliient A ve B ile 100 kat diliie edildi. Daha sonra kuyucuklara 100
pL detection reagent A eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
ELISA pleyti 3 kez yikandi. Yikamanin ardindan 100 pL detection reagent B eklendi ve 37
°C’de 30 dakika inkiibe edildi ve 5 kez yikandi. Yikamanin ardindan kuyucuklara 90 pL
substrat (TMB) eklendi ve 37 °C’de karanlikta 10-20 dk bekletildi.

Inkiibasyon sirasinda bagli enzim konjugat: renksiz kromojeni mavi renkli iiriine
doniistiirdii. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 50 pL stop ¢ozeltisi eklendi. Durdurma
¢Ozeltisi mavi rengi sartya doniistiirdii. Standard ve serum orneklerinin optik absorbans

degerleri 450 nm’de ELISA okuyucusunda 6l¢iildii.
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3.7.3. Serum Orexin A Ol¢iimii

Serum 6rneklerinde Orexin A seviyeleri, CEA607Ra katolog numarali ticari ELISA
kiti kullanilarak tiretici firmanm (Cloud-Clone, Wuhan China) tavsiyeleri dogrultusunda
belirlendi. Calisma giiniine kadar -80 °C’de saklanan numuneler ¢alisma giinii sogutucudan
c¢ikarilarak oda sicakliginda ¢oziilmesi saglandi. Standart PBS ile 2 kat diliie edildi (150 pL
tampon PBS ve 150 pL ornek). Standart ve serum Orneklerinden 50 pL alinarak ELISA
kuyucuklaria eklendi ve ardindan iizerine 50 puL detection reagent A eklendi ve 37 °C’de
1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon ardindan 3 kez yikama islemi yapildi. Yikamanimn
ardindan detection reagent B eklendi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast 5 kez yikandi. Yikamanin ardindan kuyucuklara 90 pL substrat (TMB) eklendi ve
37 °C’de karanlhkta 10-20 dk bekletildi. Inkiibasyon sirasinda bagli enzim konjugat:
renksiz kromojeni mavi renkli iiriine déniistiirdii. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 50 uL
stop ¢ozeltisi eklendi. Stop ¢ozeltisi eklendikten sonra mavi renk sartya doniistii. Standard

ve serum Orneklerinin optik absorbans degerleri 450 nm’de ELISA okuyucusunda 6lgiildii.
3.7.4. Serum Ghrelin Ol¢iimii

Serum orneklerinde ghrelin seviyeleri, CEA991Ra katolog numarali ticari ELISA
kiti kullanilarak tiretici firmanm (Cloud-Clone, Wuhan China) tavsiyeleri dogrultusunda
belirlendi. Standart ve serum 6rneklerinden 50 pL alinip ELISA kuyucuklarma eklendi.
Uzerine 50 pL detection reagent A eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi 3 kez yikandi. Yikamnin ardindan 100 pL detection reagent B eklendi 37 °C’de 30
dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 5 kez yikandi ve yikama isleminin ardindan
kuyucuklara 90 pL substrat (TMB) eklendi ve 37 °C’de karanlikta 10 dk bekletildi.
Inkiibasyon sirasinda bagli enzim konjugati renksiz kromojeni mavi renkli iiriine
doniistiirdii. Inkiibasyondan sonra kuyucuklara 50 pL stop cdzeltisi ilave edildi. Stop
cozeltisi eklendikten sonra mavi renk sartya doniistli. Standard ve serum Orneklerinin optik

absorbans degerleri 450 nm’de ELISA okuyucusunda 6l¢iildii.
3.7.5. Serum Leptin Ol¢iimii

Serum Orneklerinde Leptin seviyeleri, SEAO84Ra katolog numarali ticari ELISA
kiti kullanilarak iiretici firmanin (Cloud-Clone, Wuhan China) tavsiyeleri dogrultusunda
belirlendi. Standart 2 kat diliic edildi (250 pL standart diliient ile 250 pL standart).
Standart ve serum Orneklerinden 100 puL alinarak ELISA kuyucuklarina koyuldu ve 37
°C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra ELISA pleyti aspire edildi. Aspire edildikten sonra
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100 pL detection reagent A eklendi ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez
yikandi. Yikamanm ardindan 100 pL detection reagent B eklendi ve 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 5 kez yikandi. Yikama islemi sonras1 kuyucuklara 90 pL
substrat (TMB) eklendi ve 37 °C’ de karanlikta 10 dk bekletildi. Inkiibasyon sirasinda bagh
enzim konjugat: renksiz kromojeni mavi renkli {iriine doniistiirdii. inkiibasyondan sonra
kuyucuklara 50 pL stop ¢o6zeltisi eklendi. Stop ¢ozeltisi ilavesinden sonra mavi renk sariya
dontistii. Standard ve serum Orneklerinin optik absorbans degerleri 450 nm’de ELISA

okuyucusunda olgiildii.
3.8. Istatistiksel analizler

Verilerin istatistiksel analizinde Tukey testi kullanilmistir. p<0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir. Sonuglar + standat hata olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Analiz Sonuclar1
4.1.1. Serum Asprosin Seviyeleri

Serum asprosin seviyeleri hayvan deneyleri sonlandirildiktan sonra biyokimyasal
analiz yapilarak ol¢iilmiistiir. Serum asprosin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmamustir. (Sekil 4).

2200 -~
2000 A
1800 A
1600 -

1400 A :[ I I

Asprosin (pg/mL)

400 A

200 A

0 T T T T T 1

Kontrol Nesfatin Nesfatin + P234  Nesfatin + Nesfatin + Nesfatin +
Antalarmin HCI  Astressin 2B Atosiban

Sekil 4. Tiim gruplarda serum asprosin seviyesi 6l¢iim degerleri.
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4.1.2. Serum Orexin A Seviyeleri

Serum orexin A seviyeleri hayvan deneyleri sonlandirildiktan sonra biyokimyasal
analiz yapilarak Olglilmistiir. Nesfatin-1+p234, nesfatin-1+antalarmin HCI, nesfatin-
1+astrosin 2B (p<0,001) ve nesfatin-1+atosiban (p<0,01) grubunda serum oreksin A

seviyeleri diisiik bulunmustur (Sekil 5).
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Kontrol Nesfatin-1 Nesfatin-1+ Nesfatin-1+  Nesfatin-1+  Nesfatin-1+
P234 Antalarmin HCI Astrosin 2B Atosiban

Sekil 5. Tim gruplarda serum orexin A seviyesi 6l¢iim degerleri.
**: p<0,01
***: p<0,001
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4.1.3. Serum Ghrelin Seviyeleri

Serum ghrelin seviyeleri hayvan deneyleri sonlandirildiktan sonra biyokimyasal
analiz yapilarak Ol¢lilmiistiir. Nesfatin-1+p234 grubu serum ghrelin seviyesi diisiik
bulunmustur. (p<0,05) (Sekil 6).
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Kontrol Nesfatin-1 Nesfatin-1+ Nesfatin-1 + Nesfatin-1 + Nesfatin-1 +
P234 Antalarmin HCl  Astrosin 2B Atosiban

Sekil 6. Tiim gruplarda serum ghrelin seviyesi 6l¢iim degerleri.
*: p<0,05
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4.1.4. Serum Leptin Seviyeleri

Serum leptin seviyeleri hayvan deneyleri sonlandirildiktan sonra biyokimyasal
analiz yapilarak ol¢iilmiistiir. Nesfatin-1+ p234 grubu serum leptin yiiksek bulunmustur.
(p<0,01) (Sekil 7).
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Sekil 7. Tiim gruplarda serum leptin seviyesi 6l¢iim degerleri.
**:p<0,01
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda i.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1’in serum ghrelin, serum
leptin, oreksin A ve asprosin seviyelerine olan etkisi incelendi. Kontrol grubu, nesfatin-1
grubu nesfatin-1+p234 grubu, nesfatin-1+antalarmin HCI grubu, nesfatin-1+atosiban grubu

ve nesfatin-1+astressin 2B grubu olmak iizere toplam 6 deney grubu bulunmaktadir.

Yapilan calismalar nesfatin-1'in beslenme davranist tizerindeki baskilayici
etkilerini CRH, TRH ve hipotalamik ndronal histaminin, melanokortinin, oksitosin ve

arginin vazopressin noronlari araciligiyla ger¢eklestirdigini gostermektedir. (5-7, 78,79).

Nesfatin-1 grubu serum leptin, ghrelin, oreksin ve asprosin seviyelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

l.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1+p234 grubu serum oreksin A seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmustir (p<0,001). Serum ghrelin seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmstir (p<0,05). Serum leptin seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmistir (p<0,01). Serum asprosin seviyesinde

anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

I.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1+ antalarmin HCI serum oreksin A seviyesini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmistir (p<0,01). Serum leptin, serum ghrelin ve

serum asprosin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamustir.

I.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1+ atosiban grubu serum oreksin A seviyesini
istatistiksel olarak anlamli olarak azaltmigtir (p<0,01). Serum leptin, serum ghrelin ve

serum asprosin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamuistir.

I.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1 + astressin 2B grubu serum oreksin A
seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmigtir (p<0,001). Serum leptin, serum
ghrelin ve serum asprosin seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden

olmamustir.

Bu ¢alismada serum leptin seviyesi i.c.v olarak enjekte edilen nesfatin-1, nesfatin-
1+ antalarmin HCI, nesfatin-1+astressin 2B, nesfatin-1+ atosiban enjeksiyonu serum leptin
diizeyinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Nesfatin-1+p234 grubu serum leptin

seviyesini artirmigtir.
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Onceki ¢aligmalara bakildiginda bir calismada antisens nesfatin-1'in  icv
uygulamasindan sonra HD-GLP-1 (glukagon benzeri peptit), CCK-8 (kolesistokinin) veya
LD-GLP-1 ve LD-leptin kombinasyonunun ip uygulamasmin gida alimi {izerindeki
etkilerine bakilmistir. Antisens nesfatin-1 CCK-8, HD-GLP-1 veya LD-GLP-1 ve LD-
leptin kombinasyonu tarafindan tetiklenen gida alimmi CRH, reseptoriine bagl bir kismi
araciligiyla baskilayacagini gostermistir. Calismanin sonucu olarak beyin sapindaki
nesfatin-1 eksprese eden néronlarin, dolasimdaki glukagon benzeri peptid (GLP-1) ve
leptin seviyelerini algilamada Onemli bir rol oynayabilecegini ve merkezi uygulanan

nesfatin-1 yoluyla beslenmeyi baskilamak i¢in hareket edebilecegini gostermektedir (95).

Yapilan bagka bir ¢alismada ise sonuglar, PVN'deki NUCB2/nesfatin-1'in leptinin
anoreksijenik etkisine biiyiik Olciide aracilik ettigini ve PVN'ye 6zgii NUCB2 yikiminin,
leptinin gida alimin1 engelleyememesiyle sonuglandigini ortaya cikardi gostermektedir
(96). Mevcut calismalar nesfatin-1’in leptinin anoreksijenik etkisine aracilik ettigini
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda ise sadece nesfatin-1+p234 grubunda serum leptin
seviyesi anlamli bir sekilde artmistir. Bunun nedeni mevcut ¢alismalarda leptinin gida
aliminin {izerine etkisine bakilmasi1 ve PVN NUCB2/nesfatin-1 néronlarinin incelenmesi
bu tez calismasinda ise direkt olarak serum leptin seviyesine bakilmasi olabilir. Ayrica
verilen antalarmin HCI, atosiban, astressin antagonistleri nesfatin-1’in etkisini ortadan

kaldirmamus olabilir.

Yapilan bagka bir ¢aligmada menopoz Oncesi ve sonrast obez ve obez olmayan
kadinlarda leptin, nesfatin-1 ve kisspeptinin rollerini belirlemektir. Leptin, nesfatin-1 ve
kisspeptin arasinda da korelasyon saptanmamustir (97). Bu yapilan g¢alismanin sonucu
bizim g¢aligmamizdaki nesfatin-1 grubu, nesfatin-1+ antalarmin HCI grubu, nesfatin-1+
atosiban grubu ve nesfatin-1+ astressin 2B grubunun serum leptin seviyesine etki

etmemesini desteklemektedir.

I.c.v nesfatin-1 enjeksiyonu nesfatin-1+p234 grubu haricindeki diger gruplarda
serum ghrelin seviyesinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Serum ghrelin seviyesi
nesfatin-1+p234 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmigtir. Yapilan bir
calismada i.p desasil grelinin, serbestce beslenen siganlarda periferal ghrelin tarafindan
indiiklenen oreksijenik etkiyi bloke ettigini ve ARC'nin ventromedial kisminda ghrelin

tarafindan indiiklenen Fos ekspresyonunu azalttigin1 gosterilmistir. Cift boyama, desasil
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ghrelin'in ARC'de ghrelin ile aktive olan ndronlarin inhibisyonu iizerindeki etkisine,

nesfatin-1 immiinopozitif ndronlar araciligiyla aracilik edilebilecegini ortaya ¢ikardi (98).

Bagka bir ¢alismada ise ARC'a nesfatin-1 uygulamasinin, ARC'taki ghreline duyarli
GD noronlarinin atesleme aktivitesini degistirdigini ve bir melanokortin 3/4 reseptori
antagonisti SHU9119 o6n tedavisi tarafindan kismen bloke edilen gastrik motiliteyi
azalttigin1 gosterilmistir. Bu nedenle, eksojen nesfatin-1, melanokortin néronal yolu
yoluyla gastrik motiliteyi diizenlemek i¢in ARC {izerinde hareket edebilir. Ek olarak,
PVN'nin elektriksel stimiilasyonu, ARC’deki ghreline yanit veren GD ndronlarinin
atesleme aktivitesini degistirmistir ve gastrik motiliteyi desteklemistir. Bununla birlikte,
ARC'ta bir anti-NUCB2/nesfatin-1 antikoru ile ©on tedavi, PVN'nin elektriksel
stimiilasyonu ile indiiklenen grelin-yanitlh GD-E ndoronlarinin atesleme hizimi arttirds,
ancak grelin-yanitli GD-I noronlarindaki orani diigiirmiistiir. Mide hareketliligi, ARC'ta bir
anti-NUCB2/nesfatin-1 antikoru ile on tedavi ile arttirildi. Ayrica retrograd izleme ve
immiinohistokimya boyama deneyleri, NUCB2/nesfatin-1/FG ¢ift etiketli ndronlarin
PVN'de ifade edildigini gosterdi. Bu, ARC';m gastrik hareketliligin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini ve PVN'nin diizenleme siirecinde onemli bir rol oynayabilecegini

gosterir.

ARC'deki nesfatin-1'in gastrik motiliteye nasil aracilik ettigine iliskin potansiyel
mekanizmalar1 daha fazla arastirmak i¢in bir elektrofizyolojik teknik uygulandi. Burada
aciklanan elektrofizyolojik veriler, ARC'a nesfatin-1 enjeksiyonunun, ghreline yanit veren
GD-E noronlarmin ani frekansinda bir azalmaya, ancak greline yanit veren GD-I
noronlarinda bir artisa yol actifim1 gostermektedir. Bu, nesfatin-1'in GD yanit noronlar
tizerindeki grelin diizenlenmesinde yer alabilecegini diisiindiiriir (11). Literatiirde ghrelin
ile ilgili yapilan ¢aligmalar nesfatin-1+ p234 grubunun serum ghrelin seviyesini azaltmasi
ile uyumludur. Ancak diger gruplar serum ghrelin seviyesinde anlamli bir degisiklige
neden olmamistir. Bunun nedeni mevcut c¢alismalar nesfatin-1’in ghreline etkisine
santralde bakmas1 bizim ¢alismamizda ise serumda ghrelin seviyesine bakilmasi olabilir.
Ayrica nesfatin-1 ile birlikte verilen antagonistler nesfatin-1’in etkisini ortadan kaldirmada

etkili olmamis olabilir.

Bu tez c¢alismasinda nesfatin-1 grubu serum oreksin A seviyesine etki
etmemistir. Diger gruplar; nesfatin-1+p234, nesfatin-1+antalarmin HCI, nesfatin-

1+atosiban ve nesfatin-1+astressin 2B grubu serum oreksin A seviyesini azaltmistir.
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Yapilan bir ¢aligmada nesfatin-1 ile oreksin-A néronlarinin birbirleri tizerindeki
direkt etkileri aragtirllmistir. Nesfatin-1 ve oreksin-A i.p olarak enjekte edilmistir.
Nesfatin-1  peptidi  verilmis deneklerde oreksinerjik noéronlarin  aktivitesindeki
degisikliklere  bakilmistir. Noronal aktivasyonun immiinohistokimyasal olarak
belirlenebilmesi i¢in niikleusta lokalize c-Fos, pSTATS veya pCREB proteinlerinin
varliginin incelenmesi temel yaklasim olarak kullanilmistir. Calismanin sonucunda
nesfatin-1 ve oreksin A peptidlerinin birbirleri tizerinde aktive edici etkisinin olmadigini,
dolayisiyla besin alinimi sonrasinda artan nesfatin-1 peptidinin oreksin A ndronlari
tizerinde ya da aglik sonrasinda artan oreksin A peptidinin nesfatin-1 ndronlar1 {izerinde

direkt/indirekt etkisinin olmadigin1 gostermistir (99).

Nesfatin-1 grubu serum oreksin A seviyesine etki etmemistir. Bu bulgu literatiir ile
uyumludur. Fakat nesfatin-1+p234 grubu, nesfatin-1+antalarmin HCI grubu, nesfatin-
1+atosiban grubu ve nesfatin-1+astressin 2B grubu serum oreksin A seviyesini azaltmistir.
Bunun nedeni nesfatin-1’in anatagonistler ile birlikte verilmesi ve antagonistlerin nesfatin-
I’in etkisini baskilayarak bu etkinin ortaya ¢ikmasini saglamis olabilir. Ayrica bu tez
calismasinda nesfatin-1 i.c.v olarak enjekte edilmistir. Mevcut literatiir ¢alismasinda ise i.p
olarak enjekte edilmistir ve santral etkiye bakilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise nesfatin-1’in

oreksin A iizerindeki periferik etkisine bakilmistir.

Serum asprosin seviyesini higbir nesfatin-1 grubu anlamli olarak degistirememistir.
Sadece nesfatin-1 uygulamasi ve nesfatin-1 ile birlikte p234, antalarmin HCI, astressin 2B
ve atosiban antagonistlerinin uygulanmasi serum asprosini degitirememistir. Literatiirde de
nesfatin-1 ve asprosin arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
bilgilere bakarak nesfatin-1 ve asprosin arasinda herhangi bir baglanti olmadigi yorumunu
yapabiliriz.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda nesfatin-1 serum ghrelin ve oreksin A seviyesini
azaltmistir serum leptin diizeyini ise artirmigtir. Serum asprosin seviyesine etki etmemistir.
Bu sonuglar nesfatin-1’in aglik tokluk siirecinde rol alan peptidleri etkileyebilecegini

gostermistir.
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Ek 2. Orexin A Standart Grafigi
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Ek 3. Leptin Standart Grafigi
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Ek 4. Asprosin Standart Grafigi
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