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Nesfatin-1 ve Oreksin A Noronlari Arasindaki Etkilesimin
Immunohistokimyasal Olarak Arastiriimasi
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OZET

Nesfatin-1 besin alimini baskilayan, oreksin A ise tetikleyen birbirine zit etkili iki peptidtir. Bu peptidler hipotalamusta yerlesik olan noron
gruplan tarafindan sentezlenmekte ve saliverilmektedir. Calismamiz kapsaminda, besin aliminin diizenlenmesinde rol oynayan bu iki énemli
peptiderjik sistemin birbirleri tizerindeki olas1 etkilesimi immiinohistokimyasal yontemlerle arastirilmigtir. Bu amaca yonelik olarak, ilgili
peptidlerin deneklere verilmesi sonucu diger peptidi sentezleyen noéronlardaki aktivasyon degisiklikleri incelenmistir. Bir transkripsiyon
faktorii olan c-Fos proteininin yani sira, iki farkli hiicre i¢i yolagin aktivasyon belirteci olan fosforile STATS5 (sinyal ¢evrimcileri ve transk-
ripsiyon aktivatorleri) ve fosforile CREB (c-AMP-yanith element baglayici protein, p-CREB) immiin reaktivitesinin varligi, néronal aktivas-
yonun belirlenmesinde kullanilmistir. Caligmalarda hipotalamusun supraoptik ¢ekirdeklerinde lokalize nesfatin noronlar ile lateral hipotala-
musta lokalize oreksin A noronlart incelenmistir. Calismalarin sonucunda nesfatin-1 noronlarina ait aksonlarin, oreksin A néronlar1 tizerinde
sinaps olusturabilecegini diisiindiirecek sekilde sonlanmalar yaptig1 goriilmiistiir. Ancak nesfatin-1 verilen deneklerin oreksin A noronlarinda
c-Fos, pCREB veya pSTATS proteinlerinin ekspresyonunda bir degisiklik goriilmemistir. Benzer sekilde oreksin A verilen deneklere ait
nesfatin-1 néronlarinda da bu belirtecleri igeren yolaklara ait bir aktivasyon gdzlenmemistir. Sonug olarak, nesfatin-1 néronlarmin oreksin A
noronlartyla sinaps olusturabilecegi, nesfatin-1 ve oreksin A peptidlerinin birbiri Uzerinde, c-Fos, CREB ve STAT proteinlerinin rol aldig1
hiicre i¢i yolaklar1 kullanarak aktive edici etkilerinin olmadigi, ancak her iki peptidi eksprese eden noronlarda, bu yolaklarin kullanimiyla
farkli molekiillerin besin aliminin kontrolii dogrultusunda diizenleyici etki gosterebilecekleri diistintilmiistiir.

Anahtar Sézciikler: Nesfatin-1. Oreksin A. c-Fos. Immiinohistokimya. Sican.
Immunohistochemical Investigation of Interaction between Nesfatin-1 and Orexin A Neurons

ABSTRACT

Nesfatin-1 and orexin A are oppositely acting two peptides, while nesfatin-1 suppresses food intake, orexin A stimulates this function. These
peptides are synthesized and secreted by neuron groups located in the hypothalamus. In this study, the possible interactions between these
two important peptidergic systems that play a role in the regulation of food intake were investigated by using immunohistochemical methods.
As a result of the administration of the related peptides to the animals, the activational changes in the neurons synthesizing the other peptides
were investigated. In addition to the c-Fos protein which is a transcription factor, we used different cellular signal pathway activation mark-
ers such as phosphorylated STATS5 (signal transducers and transcription activators) as well as p-CREB (c-AMP-responsive element binding
protein). In these studies, the nesfatin neurons that are localized in the hypothalamic supraoptic nuclei and orexin neurons that are localized
in the lateral hypothalamus were examined. The results showed that the nesfatin-1 axons are found to be juxta-positioned on the orexin
neurons in order to form a possible synapse. However expression pattern of the c-Fos, pCREB or pSTAT5 proteins in the orexin A neurons
showed no difference following the nesfatin-1 injections. Similarly no activation was assessed in the nesfatin-1 neurons after orexin admin-
istration. In conclusion, it is suggested that the nesfatin-1 neurons may form synaptic interactions with orexin A neurons, these two neurons
cannot activate each other through c-Fos, CREB or STAT proteins, however other molecules may use these pathways in order to regulate
these neurons as well as the food intake mechanism.
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yan anoreksijenik bir peptidtir’. Yapilan calismalarda
bu yeni peptidin, periferik ya da merkezi yolla denek-
lere uygulandiginda toklugu indiikledigi ve viicuda
besin alimini giiclii bir gekilde engelledigi gdsterilmis-
tir®®. Etkileri dolayisiyla “tokluk molekilli” olarak da
adlandirilan nesfatin-1, ilk defa hipotalamus ve soliter
traktusta (NTS) yerlesik néronlarda belirlenmistir".

NEFA/nukleobindin2 (NUCB2) prekiirsér proteinin-
den tureyen nesfatin peptidleri icerisinde, 6zellikle
nesfatin-1’in besin alimi tizerindeki baskilayici etkisi
gosterilmistir. Wistar cinsi erkek siganlarda yapilan
doz bagimlh ¢alismalarda, bu molekiiliin intraserebro-
ventrikiler (i.c.v.) enjeksiyonu ile vicutta yiyecek
alimmnin ve viicut agirhgimn azaldigi gosterilmistir’,
Fareler®’, sicanlar®®!® ve kirmizi balik (goldfish)™
tizerinde yapilan ¢ogu arastirmada ise, nesfatin-1’in
Uglncll, dordunct ve lateral beyin ventrikillerine,
sisterna magna’ya, hipotalamik cekirdeklerden para-
ventrikiler cekirdek (PVN), lateral hipotalamik alan
(LHA) ve de dorsal vagal komplekse (DVC) yapilan
diigiik dozdaki (5-20 pmol) i.c.v. enjeksiyonlarinin
sonucunda nesfatin-1’in  anoreksijenik etkilerinin
oldugu bildirilmistir'**,

Nesfatin-1’in besin alimim1 kontrol eden yolaktaki
santral etkilerinin yaninda periferal etkileri de son
zamanlarda yogun arastirma konusu olmustur. Nesfa-
tin-1’in periferik uygulanmasi sonrasinda kan-beyin
bariyerini gegtigi, dolasimdaki nesfatin-1’in plazma-
dan parankima i¢ine dogru olan diflizyonu sonrasinda
beyindeki beslenme merkezlerini dogrudan etkileye-
bildigi gosterilmistir'®*°.

Oreksin peptidleri (oreksin A ve B) aclik durumlarin-
da artan ve besin alimi yolaklarin tetikleyen bir peptid
olarak ilk kez 1998 yilinda tammlanmustir'®. Besin
alimim tetikleyici etkilerinin yami sira oreksinlerin
uyanikligin devami, néroendokrin, kardiyovaskuler ve
kognitif fonksiyonlardaki etkileriyle gesitli hipotala-
mik kontrol mekanizmalarinda yer aldiklar1 belirlen-
mistir'"*®%°. Hipotalamusta yerlesik néronlar tarafin-
dan sentezlenen oreksinlerin hem hipotalamus igeri-
sinde hem de hipofiz tzerinde ndroendokrin etkilerini
gosterdikleri bildirilmistir®. Oreksinerjik néronlarm
biiyiik ¢ogunlugunun lateral hipotalamus/perifornikal
alanda yerlesik oldugu gosterilmistir. Yiyecek kisitla-
mastyla olusan hipoglisemide oreksin A néronlariin
aktive olmasi (c-Fos ekspresyonu pozitif) bu néronla-
rin besin alin iizerine etkilerini teyit etmistir®’. Orek-
sinlerin merkezi veya sistemik uygulamalariyla yapi-
lan arastirmalar, ¢ok sayidaki farmakolojik etkilerini
gostermesi agisindan onemlidir. Oreksin-A peptidinin
i.c.v. uygulanmasinin deneklerde besin alinimini art-
tirdig1 yapilan galismalarla gosterilmistir®?,

Bir transkripsiyon faktori olan c-Fos proteini, uyari
alan bir néronda ¢ok hizli olarak sentezlenip ¢ekirdege
translokalize olarak ndéronda genetik aktivasyonu
baglatir. Bu islevi nedeniyle aktive olan noéronlarin
belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullamimaktadir®.
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Benzer sekilde, uyar1 sonrasinda genetik aktivasyona
yol agan, ancak farkli hiicre i¢i yolaklarin aktivasyonu
ile fosforillenerek noéron gekirdeginde lokalize olan
STAT (sinyal ¢evrimcileri ve transkripsiyon aktivator-
leri)®?® ve CREB (c-AMP-yanith element baglayici
protein) proteinleri de néronal aktivasyonu belirleme-
de belirteg olarak kullaniimaktadir®’.

Bu ¢alismada, besin alimini baskilayan nesfatin-1 ile
besin alimin1 uyaran oreksin-A néronlarinin birbirleri
Uzerindeki direkt etkileri arastirilmistir. Nesfatin-1
peptidi verilmis deneklerde oreksinerjik néronlarin
aktivitesindeki degisiklikler ile oreksin A peptidi ve-
rilmis deneklerde nesfatinerjik noronlarin aktivitesin-
deki degisiklikler degerlendirilmistir. NOronal akti-
vasyonun immdinohistokimyasal olarak belirlenebil-
mesi icin cekirdekte lokalize c-Fos, pSTAT5 veya
pPCREB proteinlerinin varliginin incelenmesi temel
yaklagim olarak kullanilmisgtir.

Gereg ve YOntem

Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Caligma, Universitemiz Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun (HADYEK) 15.07.214 tarih ve 2014-
10/02 sayil1 karari ile uygun bulunmustur. Caligmada,
Universitemiz Deney Hayvanlar1 Yetistirme Uygula-
ma ve Aragtirma Merkezi’nden temin edilen Sprague
Dawley cinsi 250-300 gr agirhigindaki eriskin disi ve
erkek siganlar kullanildi. Si¢anlarin bulundugu ortam
1s1s1 20-24 C° olacak sekilde sabit tutulup, 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik (07.00-19.00 arasi aydin-
lik) dongiisiiyle calisildi ve hayvanlar ad libitum ola-
rak su ve yemle beslendi. Her birinde 5°i erkek 5°i disi
olmak Uzere toplam 10 denegin bulundugu 3 grup
olusturuldu.

1. Kontrol grubu (n=10): Her denege 300 pl intrape-
ritoneal (i.p.) fizyolojik tuzlu su enjeksiyonu ya-
pild1.

2. Oreksin A grubu (n=10): Nesfatin-1 néronlarinin
olas1 aktivasyonunu goérmek igin deneklere 50
ug/kg i.p. oreksin A enjeksiyonu yapildi.

3. Nesfatin-1 grubu (n=10): Oreksin A ndronlarimin
olas1 aktivasyonunu gormek icin deneklere 50
pg/kg i.p. nesfatin-1 enjeksiyonu yapild.

Caligmada kullanilan dozlarin belirlenmesi amaciyla

yapilan 6n ¢aligmada, deneklere 5, 10 veya 50 pg/kg

oreksin-A ya da 10, 20 veya 50 pg/kg nesfatin-1 en-
jeksiyonu yapildi. Enjekte edilen dozlar arasinda no-
ronal aktivasyon agisindan son denenen yiksek dozla-
rin en uygun oldugu belirlendi ve ¢alismada bu dozlar
kullanild1. Tim enjeksiyonlar saat 09:00-11:00 arasin-
da yapildi. Enjeksiyonlart yapilan tiim deneklerin, son
enjeksiyonlarindan 90 dk. sonra derin eter anestezisi
altinda torakslar1 agilarak aortaya kateter yerlestirildi.
Sonrasinda denekler 0,13 M Sorenson’un fosfat tam-



Nesfatin-1 ve Oreksin A Etkilesimi

ponu ile hazirlanan %4 paraformaldehitin kullanildig
transkardiyak perfiizyon fiksasyon yontemi ile sakrifi-
ye edildi ve beyinleri ¢ikartildi. Paraformaldehitte tum
gece post-fiksasyona birakilan bu beyinlerden vibra-
tom cihaz1 ile hipotalamusun rostra-kaudal ekseninin
tamamini i¢erecek sekilde 5 seri halinde 50 pm kalin-
liginda koronal kesitler toplandi. 0,05 M’lik Tris-HCI
tamponu ile 3 kez yikamanin ardindan fiksatiften
armdirilan kesitler kriyoprotektan madde icinde -20
C”de saklandi. Daha sonra bu kesitlere asagida basa-
maklar1 ayrintili bir sekilde verilen ikili indirekt im-
minoperoksidaz ydntemi ile isaretlemeler yapildi.

ikili indirekt Immiinoperoksidaz Yontemi:

Immunohistokimyasal islemlerin tiimii cam viallerde
yuzen kesitlere uygulandi. Kesitlerin inkiibasyon ve
yikama islemleri, orbital sallayict yardimi ile uygun
ajitasyonla gergeklestirildi. Protokollerdeki ana basa-
maklar arasinda (non-spesifik baglanmayi1 bloklama
ile primer antikor inkiibasyonu arasi harig), kesitler
0.05 M Tris—HCI sollsyonu (pH 7.6) ile yikandi. Non-
spesifik baglanmay1 bloklamak ve tiim antikorlari
diltie etmek icin bloklayici tampon olarak %10 normal
at serumu (bloklayici serum) kullanildi.

Calisma icin segilen antikorlarin 6zgiinliigiinii deger-
lendirmek igin boyamalar sirasinda negatif kontrol
kesitleri kullanildi. Kontrol caligmalarinda esas im-
miinohistokimyasal boyamaya es zamanli olarak kont-
rol boyamasi yapildi ve bu boyama protokoliinde
primer antikor yerine normal bloklayict serum kulla-
nildi. Kontrol boyamalar1 degerlendirildiginde higbir
isaretlenme gozlenmedi. Bu sonu¢ antikorun 6zgin
isaretlemesinin kontrolii olarak degerlendirildi.

Nesfatin-1 ve Oreksin A immiinohistokimyas::

Kesitler oda sicaklhigina geldikten sonra kriyoprotek-
tanin arindirilmasi igin Tris-HCI tamponunda 3x10 dk.
yikandi. Non-spesifik baglanmanin bloklanmasi ama-
ciyla, %10’luk normal at serumu (Tris-HCI tamponda
hazirlanmis) ile 2 saat streyle inkibe edildi. Bloklayi-
c1 serum asamasindan sonra, tavsan anti-nesfatin-1
primer antikoru (1:20.000, Phoenix Pharmaceuticals,
Burlingame, CA) ile oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tris-HCI tamponu ile 3x10 dk. yikamanin ardindan,
kesitler biyotin konjuge esek anti-tavsan IgG (1:300)
sekonder antikor soliisyonunda 2 saat bekletildi. Tim
antikorlarin diliisyonlar1 bloklayict tampon kullanila-
rak gergeklestirildi. Sekonder antikorlardan arindiri-
lan kesitler, avidin-biyotin kompleksi (ABC Elite Kit,
Vector Labs, Burlingame, CA) solusyonunda (100 pl

A, 100 ul B soliisyonu/-5 ml Tris-HCI tamponu) 60 dk.

streyle inklbe edildi. Yikamanin ardindan, substrat
kromojen solusyonu DAB (diaminobenzidine) 4 dk.
slireyle uygulandi ve antikor-antijen-enzim kompleksi
sitoplazmada gorindr hale getirildi. Yikanan kesitler
firca yardimiyla lamlara alimip kurutuldu ve DPX ile
kapatildi. Oreksin A immiinohistokimyasinda ise;

kesitler keci anti-oreksin-A (1:2000, Santa Cruz Bio-
technology, Inc.) primer antikoruyla tim gece oda
sicakliginda bekletildi ve sonrasinda yukarida basa-
maklar1 ayrintili sekilde verilen ayni prosediir ile bo-
yama gerceklestirildi.

c-Fos, p-STAT-5 ve p-CREB immiinohistokimyasi:

Nesfatin-1 ve Oreksin A noronlarindaki hiicre igi
aktivasyon yolagini/yolaklarim belirlemek igin c-Fos,
STAT-5 ve p-CREB transkripsiyon faktorlerinin eksp-
resyonlarina ayri ayr1 bakildi. Bunun icin her (¢
transkripsiyon  faktoriiniin  immiinohistokimyasina
nesfatin-1 veya orexin A imminohistokimyasindan
once baglandi. Sadece pSTATS primer antikor inku-
basyonu yapilacak olan kesitlere, antijenitenin geri
kazandirilmas1 amaciyla antijen “retrieval” (AR=1mM
EDTA, pH=8.0, 80 C° 30 dk.) islemi uygulandi. 15
dk. oda sicakliginda aym soliisyon icinde bekletilen
AR’li kesitlere, endojen peroksidaz aktivitesini baski-
lamak icin 30 dk. sureyle %1’lik H,O, (%40°lhik met-
hanolde hazirlanmig) muamelesi yapildi. Non-spesifik
baglanmanin bloklanmasi amaciyla, %10’luk normal
at serumu ile kesitler 2 saat streyle inkibe edildi.
Bloklayici serum asamasindan sonra, tavsan anti-
pSTAT5 (1:2.000, 6 gece, 4 C°, Try694 Cell Signaling
Technology), tavsan anti-c-Fos (1:10.000, 1 gece, oda
sicakligi, Oncogene, Cambridge, MA) ve tavsan anti-
pCREB (1:5.000, 1 gece, oda sicakligi, Millipore)
primer antikorlariyla kesitler inkiibe edildi. Sekonder
antikor inkiibasyonu icin biyotin konjuge esek anti-
tavsan IgG (1:300, oda sicakligl) antikor soliisyonun-
da 2 saat bekletildi. ABC sollisyonunda 1 saatlik in-
kiibasyonun ardindan DAB ve nikel amonyum siilfatin
kullanildigr kromojen soliisyonuyla (2 gr Ni, 25 mg
DAB, 2.6 pul H,0,/ 100 ml Tris-HCI tamponunda)
immuinokompleks goérinir hale getirildi. Tris-HCI
tamponda 3x10 dk. yikanan kesitlere yukarida basa-
maklar1 agiklanan nesfatin-1 ya da oreksin A immd-
nohistokimyast uygulandi.

Preparatlarin incelenmesi ve Analizi

Nesfatin-1 noronlar1 SON’de, oreksin A noronlar
lateral hipotalamusta degerlendirilmistir. Immunope-
roksidaz boyamasi yapilan kesitlerin goriintiileri,
Olympus BX-50 fotomikroskopta 40X objektifi kul-
lanilarak dijital kamera (Olympus DP71 CCD color
camera, 1,5 million pixel) ile bilgisayar ekranina akta-
rildi ve fotograflandi. Immiin isaretlemelerde, beyin
kesitleri atlasina®® gore belirlenen koordinatlar arasin-
daki (SON icin bregma -0.48 mm ile -1.44 mm, LH
icin bregma —2.40 mm ile —3.24 mm) kesitler kullanil-
d.

Sitoplazmada eksprese oldugu bilinen nesfatin-1 ve
orexin A proteinleri DAB kromojeni kullanilarak
renklendirildi ve olusturulan komplekse ait sinyaller
151k mikroskobunda kahverengi olarak belirlendi.
Cekirdekte lokalize olan c-Fos, p-CREB ve p-STAT5
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proteinleri ise, nikel amonyum siilfatla zenginlestiril-
mis Ni-DAB (diaminobenzidin) kullanilarak gérulir
hale getirildi. Isik mikroskobunda bu reaksiyonun
sonucu, koyu maviden siyaha degisen renk tonlarinda
izlendi. Hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada isaret-
lenme olan ndronlar ikili igaretlenmis olarak kabul

edildi.

Bulgular

Peptidlerin ilgili noronlara dogrudan innervasyon-
lar:

Nesfatin-1 peptidini eksprese eden néronlarin (kahve-
rengi noronlar) hiicre gévdelerinde, oreksin A-pozitif
ndronlarin pre-sinaptik sinir sonlanmalar1 juksta-
pozisyonal bir sekilde ayirt edilirken (Sekil 1A),
Oreksin A noronlarinin hiicre govdelerinde benzer
sekildeki sinaptik temas gézlenmemistir (Sekil 1B).

30

0.0 m - ' op
20.0 pm a3 ~ 20.0 ym

Sekil 1.
(A) Oreksin A-pozitif noronlarin pre-sinaptik sonlan-
malart (kirmizi ok baslari), Nesfatin-1-pozitif néronla-
rin (kahverengi sitoplazmik boyanma) hiicre govdele-
rinde bitisik olarak (juxta-position) izlenmektedir. (B)
Orexin A-pozitif ndronlar siyah sitoplazmik boyanma-
lart ile Nesfatin-1-pozitif ndronlar ise kahverengi
boyanmalart ile ayirt edilmektedir.

Oreksin A enjeksiyonunun nesfatin-1 néronlar:
Uzerindeki etkisi

Bu iki peptidin birbiri tizerindeki olas1 etkilerini arag-
tiran ¢alismalarda Oncelikle nesfatin-1 ve oreksin A
iceren noronlarda c-Fos proteininin ekspresyonu aras-
tirtlmigtir.  Periton igine yapilan oreksin A peptidi
enjeksiyonu sonrasinda gerceklestirilen ikili immiino-
histokimyasal boyamalarda nesfatin-1 néronlarinda c-
Fos ekspresyonunda kontrol grubuna gore bir fark
goriilmemistir (Sekil 2A). Bu caligmalarda, hem en-
jeksiyon hem de kontrol grubundaki yiizde birin altin-
daki néronda ikili isaretlenme goriildiigi i¢in herhangi
bir istatistiksel degerlendirme yapilamamustir.

Oreksin A enjeksiyonu sonrasinda nesfatin-1 néronlar
fosforile-CREB (p-CREB) ekspresyonu agisindan
degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda hem
kontrol grubu deneklerde hem de enjeksiyon grubu
deneklerde supraoptik cekirdekte yer alan bitiin nesfa-
tin-1 noronlarinin p-CREB eksprese ettikleri, dolayi-
styla oreksin A enjeksiyonunun spesifik bir etkisinin
olmadig1 belirlenmistir (Sekil 2B).
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| .érexn enj.
Sekil 2.

Supraoptik hipotalamik cekirdekte, oreksin A enjeksi-
yonundan sonra nesfatin-1 néronlarinda (4) c-Fos,
(B) p-CREB ve (C) p-STAT5 ekspresyonu. (A) Hem
kontrol hem de oreksin-A enjekte edilen gruplarda,
sadece birkag nesfatin-1 néronu c-Fos-pozitif olarak

izlendi (kirmizi oklar). (B) Tiim nesfatin-1 néronlart p-
CREB-pozitif olarak tespit edildi. (C) p-STAT5 im-
munreaksiyonu, nesfatin-1-pozitif néronlarda gorul-

medi.

Oreksin A verilen deneklerdeki fosforile-STATS
ekspresyonu degerlendirildiginde, ne kontrol grubun-
da ne de enjeksiyon grubunda SON’de yerlesik nesfa-
tin-1 noronlarinda pSTATS imminreaksiyonu goril-
memistir (Sekil 2C).

Nesfatin-1 enjeksiyonunun oreksin A ndronlari
tzerindeki etkisi

Nesfatin-1 peptidi enjeksiyonu sonrasi lateral hipota-
lamusta yer alan oreksin A immunoreaktif ndronlar
degerlendirildiginde, bu noéronlarin bir grubunun (yak-
lasik %350’si) c-Fos’u eksprese ettigi belirlenmistir
(Sekil 3A). Ancak kontrol gruplarinda da benzer oran-
da oreksin A noéronunun c-Fos-pozitif oldugu goriil-
miigtiir (Sekil 3A). Nesfatin-1 enjeksiyonu oreksin A
noronlarinda artan bir aktivasyona neden olmamustir.
Nesfatin-1’in oreksin A ndronlarinda p-CREB fosfo-
rillenmesi tizerine etkisini inceledigimizde, oreksin A
noronlarinin hem kontrol hem de nesfatin-1 enjeksi-
yonlu gruplarda yaklagik %60 oraninda p-CREB icer-
dikleri belirlenmistir (Sekil 3B). Bu sonug nesfatin-1
peptidinin spesifik olarak oreksin A néronlarini etki-
lemedigini gostermistir.

Hem nesfatin-1 enjeksiyonu yapilmis hem de kontrol
deneklerdeki pSTATS ekspresyonu incelendiginde,
her iki gruptaki oreksin A néronlarinin gekirdeklerin-
de pSTATS ekspresyonuna rastlanamamustir (Sekil
30).
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Sekil 3.

Lateral hipotalamusta nesfatin-1 enjeksiyonundan
sonra, oreksin A néronlarinda (4) c-Fos, (B) p-CREB
ve (C) p-STATS ekspresyonu. (A-B) c-Fos-negatif ve

p-CREB-negatif oreksin A néronlari (sart ok) ve c-

Fos-pozitif ve p-CREB-pozitif oreksin A néronlar
(kirmuzi ok). (C) p-STATS imminreaktivitesine sahip

olmayan oreksin A noronlari gériilmektedir.

Tartisma ve Sonug¢

Calismamizda, besin aliminda 6nemli yeri olan ve
kargilikli zit etki gosteren nesfatin-1 ve oreksin A
peptidlerinin®? birbiri tizerindeki etkilesiminin varlig:
aragtirtlmistir. Nesfatin-1 néronlarina ait aksonal son-
lanmalarin oreksin A ndéronlart iizerinde belirlenmis
olmasi bu iki noron arasinda sinaptik bir iligskinin
varligini diigiindiirmiistiir. Ancak nesfatin-1 peptidi
verilen deneklerde, lateral hipotalamusta lokalize
oreksin A noronlarinda c-Fos ekspresyonu kontrol
denekler seviyelerine gore bir farklilik gostermemistir.
Bu sonug nesfatin-1’in direkt olarak oreksin A néron-
larim1 c-Fos araciligi ile aktive edici bir etki gosterme-
digini diisiindiirmektedir. Ancak calisma sonuglari
daha 6nceki bulgularimizi desteklerken®, oreksin A
noéronlarin c-Fos’u eksprese ettiklerini teyit etmis ve
dolayisiyla oreksin A ndronlari tizerinde farkli mole-
kiillerin var olan olast etkilerinin arastirilmasinda c-
Fos’un belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermistir.

CREB hipotalamik noronlarin regulasyonunda yer
alan®*? dnemli bir transkripsiyon faktéridiir. pPCREB
imminreaksiyonunun néron cekirdeklerinde belirlen-
mesinin noronal aktivasyon belirteci olarak kullanildi-
g1 caligmalarda, ostrojen uygulamasina bagli olarak
hipotalamik cekirdeklerde aktive olan noron sayisinin
arttigi®, melanosit-stimiile edici hormon (MSH) uygu-

lanan deneklerde tirotropin-saliverici hormon (TRH)
ve Kkortikotropin-saliverici hormon (CRH) néronlarin-
da aktivasyonun goriildiigii (pCREB pozitifligi) bildi-
rilmistir®®. A¢hik durumunda da oreksin A néronlarin-
da pCREB pozitifliginin artti1 ve bu artisin erkek
deneklerle karsilagtirlldiginda disi deneklerden daha
fazla oldugu bildirilmistir’®. Calismamiz kapsaminda
elde edilen sonuglar nesfatin-1 enjeksiyonlart sonra-
sinda oreksin A’y1 eksprese eden ¢ogu néronda CREB
proteininin artigt yoniindedir. Ancak nesfatin-1 enjek-
siyonlarinin CREB fosforillenmesini degistirmedigi,
kontrol deneklerle enjeksiyon yapilmis denekler ara-
sinda pCREB ekspresyonu agisindan bir farklihigin
olmadig1 gorilmistir. Ancak bu bulgu oreksin A
noronlarinda genetik islevlerin diizenlenmesinde,
nesfatin-1 uyarisinda olmasa da, farkli bagka uyarilar-
da CREB proteinini igeren yolaklarin rol oynayabile-
cegini gostermektedir. Bir diger yolak belirteci olan
pPSTATS5 ekspresyonu nesfatin-1 enjeksiyonu sonrasi
oreksin A noronlarinda tespit edilememistir. Bu, iki
yaklagimla agiklanabilir: oreksin A néronlarinda yer
alan STAT5 proteini nesfatin-1 uyaris1 sonrasinda
fosforile olmamakta ve aktif forma gecmemekte; ya da
STATS5 proteini oreksin A néronlari tarafindan eksp-
rese edilmemektedir. Literatiirde de oreksin A néron-
larinda STATS5’in ya da diger STAT proteinlerinin
ekspresyonunu bildiren bir rapor bulunmamaktadir.
Ancak STAT proteinlerinin bazi néroendokrin ndron-
larda sentezlendigini ve belirli uyaranlarla fosforile
olduklarini gosteren caligmalar meveuttur®®33,

Oreksin A enjeksiyonunun nesfatin-1 noronlar iize-
rindeki etkisi de benzer nitelikler tasimaktadir. Orek-
sin A verilen deneklerde SON’de yerlesik nesfatin-1
noronlarinda c-Fos aktivasyonu goriilmemistir. Calis-
mamizda genellikle SON’de yerlesik nesfatin-1 no-
ronlar1 oncelikli olarak incelenmis olmasina ragmen,
ek olarak arkuat gekirdekte ve diger hipotalamik alan-
larda yerlesik nesfatin-1 néronlari da incelenmis ve bu
alanlardaki nesfatin-1 noéronlarinda da oreksin A etki-
sine bagli bir c-Fos ekspresyonu goriilmemistir.
pPCREB ekspresyonunun hem kontrol hem de enjeksi-
yon gruplarinda hemen hemen tiim nesfatin-1 néronla-
rinda goriilmesi, CREB yolaginin bu néronlarin bazal
isleyisinde bile aktif oldugunu gostermektedir. Bu
bulgu bizim hipotezimizi desteklemiyor olsa da, litera-
tir i¢in 6nem tagimaktadir. Oreksin A enjeksiyonu
sonrasinda, nesfatin-1 ndronlarindaki pCREB varligini
gosteren bu immdunohistokimyasal bulgu, literatiirde
ilk kez rapor edilmektedir. Supraoptik cekirdekte
lokalize nesfatin-1 noronlarinda oreksin A enjeksiyo-
nu sonrast pSTAT5 varligimin gérilmemesi, oreksin
A’nin nesfatin-1 néronlarmi STAT (zerinden etkile-
medigini gdstermektedir. Ilging olarak pSTATS varli-
&1 periventrikiiler ¢ekirdekte yer alan bazi nesfatin-1
ndronlarinda goriilmiistiir. Ancak bu ekspresyon pa-
terni kontrol ve enjeksiyon deneklerinde farklilik
gOstermemistir. Bu sonug, nesfatin-1 noéronlarimin
STATS5 proteinini eksprese ettiklerini ve STAT5’in bu
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noronlarda fosforile olabildigini literatiirde ilk kez
gostermesi acisindan dnem tasimaktadir. Ancak hipo-
tezimiz olan, oreksin A peptidinin nesfatin-1 néronla-
rin1 STAT fosforilizasyonunu iceren bir yolak aracili-
giyla aktive etmesi diislincesini desteklememektedir.

Calismamizin sonucunda nesfatin-1 ve oreksin A
peptidlerinin birbirleri Uzerinde aktive edici etkisinin
olmadigini, dolayistyla besin alinimi sonrasinda artan
nesfatin-1 peptidinin oreksin A néronlari {izerinde ya
da aglik sonrasinda artan oreksin A peptidinin nesfa-
tin-1 noronlar tizerinde direkt/indirekt etkisinin olma-
digin1 gostermistir. Bu sonug, hipotezimizi destekler
nitelikte olmamasina ragmen, literatiire katki sagla-
maktadir. Bu anlamda degerlendirildiginde, besin
alimmin diizenlenmesi gibi hayati bir hipotalamik
homeostazis mekanizmasina ait iki ¢ok 6nemli fakt0-
riin, bu diizenlenimde karsilikli etkilesim ile bir rol
oynamadiklari, ya da ¢alismamiz kapsaminda olmayan
farkli yolaklarla noronal aktivasyon gdsterebilecekleri
distintilmustiir. Bu noktada énemli bir olasilik olarak
periton igerisine enjekte edilen peptidlerin hipotala-
musa ulasamiyor olmasi diisiiniilebilse de, literatiirde
nesfatin-1 peptidinin kan beyin bariyerini gecebildigi-
ne dair raporlar mevcuttur®®*°. Benzer sekilde oreksin
A peptidinin de kandan merkezi sinir sistemi alanlari-
na difiizyonla gectigi gosterilmistir*’. Nesfatin-1 no-
ronal sonlanmalarinin oreksin A ndronlar1 {izerinde
var oldugu, literatiirde ilk kez gosterilmistir. Bu iligki-
nin fonksiyonel sinaptik bir yap1 olusturup olusturma-
diginin belirlenmesi i¢in, ileri immiinohistokimyasal
ve/veya immiino elektronmikroskobik ¢alismalara
gereksinim vardir. Ancak bu tiir bitigik olarak (juxta-
position) gozlenen ikili isaretlenmis akson sonlanma-
si-ndron govdesi Dbirlikteliginin ¢ogunlukla sinaps
olusumuna igaret ettigi bilinmektedir. Bu kapsamda
degerlendirildiginde, en azindan nesfatin-1 ndronlari-
nin oreksin A noronlariyla sinaps yaptigi ve direkt
olarak etkilesime girebilecegi degerlendirilebilir.

Sonug olarak, nesfatin-1 néronlarmin oreksin A nd-
ronlariyla sinaps olusturabilecegi, nesfatin-1 ve orek-
sin A peptidlerinin birbiri tzerinde, c-Fos, CREB ve
STAT proteinlerinin rol aldigi hiicre i¢i yolaklar
kullanarak aktive edici etkilerinin olmadigi, ancak her
iki peptidi eksprese eden noronlarda, bu yolaklarin
kullanimiyla farkli molekiillerin besin aliminin kont-
roli dogrultusunda diizenleyici etki gosterebilecekleri
diisiinilmiistiir.

D.G. Yurtseven, ark.

Tesekkiir
Bu makalede yer alan laboratuvarimiza ait sonuclar,

TUBITAK tarafindan desteklenen 113S377 nolu proje
kapsaminda yapilan ¢aligmalardan elde edilmistir.
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