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Intraserebroventrikiiler Nesfatin-1 Enjeksiyonun Erkek Sicanlarda Serum Ghrelin
Leptin, Orexin-A ve Asprosin Diizeylerine Etkisi

The Effect of Intracerebroventricular Nesfatin-1 Injection on Serum Ghrelin, Leptin, Orexin-A, and Asprosin
Levels in Male Rats

Fatmanur SELIM?, Omer Faruk KALKAN?, Ali Yavuz UZUN?, Ahmet ALVERS, Zafer SAHIN?

(074

Hipotalamik alanlarda iiretilen nesfatin-1, anoreksijenik
bir peptittir. Nesfatin-1’in bu anoreksijenik etkisinde
hipotalamo-hipofizer-adrenal (HPA) aks aktivasyonu yani
sira stres yanit1 da rol oynar. Nesfatin-1’in leptin, ghrelin,
orexin-A ve asprosin gibi aglik-tokluk iizerinde 6nemli rol
oynayan noropeptitler tizerinde nasil bir etkiye sahip oldugu
tam olarak aydinlatilmamustir. Bu g¢alismada, nesfatin-1’in
CRH1, CRH2 ve oksitosin reseptdr antagonistleriyle
etkilesiminin, serum ghrelin, leptin, asprosin ve Oreksin-A
diizeyleri tizerindeki etkilerini arastirmak hedeflenmistir.
Calismada toplam 42 adet erkek sigan kullanilmis ve rastgele
6 gruba ayrilmustir; (her grup i¢in n=7): sham (kontrol),
nesfatin-1, nesfatin-1 (25pmol) + P234 (1 nmol), nesfatin-1 +
antalarmin (0,1 pg), nesfatin-1 + astressin (1 pg) 2B, nesfatin-
1 + atosiban (300 ng). Tim antagonistler
introserebroventrikiiler (ICV) yolla enjekte edilmistir.
Hayvanlar anestezi (1.25 g/kg, intraperitoneal) altina
alindiktan 30 dakika sonra dekapitasyonla sakrifiye
edilmistir. Serum o6rnekleri toplanmus ve leptin, ghrelin,
orexin-A ve asprosin seviyeleri ELISA ticari Kitleri ile
Ol¢lilmisgtiir. Nesfatin-1 tek bagina uygulamasi serum leptin,
ghrelin, orexin-A ve asprosin seviyelerini degistirmemistir
(p>0.05). Nesfatin-1’in P234 ile uygulamasi orexin-A ve
ghrelin seviyelerini azaltirken leptin seviyesini artirmistir
(p<0.05). Nesfatin-1’in antalarmin, astressin-2B ve atosiban
ile uygulanmasi serum orexin-a seviyesini azaltmistir
(p<0.05). Elde edilen bulgular, nesfatin-1’in aglik-tokluk
diizenleyici ndoropeptidler iizerindeki etkilerinin, reseptor
diizeyindeki etkilesimler aracilifiyla modiile edildigini
gostermektedir. Ozellikle CRHI1, CRH2 ve oksitosin
reseptorlerinin antagonizmi sonrasinda gozlenen orexin-A
diizeylerindeki diigiis, nesfatin-1’in oreksijenik sistemler
tizerinde dolayli inhibitér etkiler g0sterebilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Nesfatin-1, Ghrelin, Leptin, Oreksin-A,
Asprosin

Onemli Noktalar

ABSTRACT

Nesfatin-1 is an anorexigenic peptide produced in
hypothalamic regions. The anorexigenic effect of nesfatin-1
involves not only the activation of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis but also the stress response.
Although nesfatin-1 is known to influence appetite-regulating
neuropeptides, its specific effects on leptin, ghrelin, orexin-
A, and asprosin have yet to be fully characterized. This study
was conducted to explore how nesfatin-1 interacts with
CRH1, CRH2, and oxytocin receptor antagonists to affect the
serum concentrations of these neuropeptides. In this study, a
total of 42 animals were used and randomly divided into 6
groups (n=7 per group): sham (control), nesfatin-1, nesfatin-
1 (25 pmol) + P234 (1 nmol), nesfatin-1 + antalarmin (0.1
ng), nesfatin-1 + astressin-2B (1 pg), and nesfatin-1 +
atosiban (300 ng). All antagonists were administered via the
intracerebroventricular (ICV) route. The animals were
sacrificed by decapitation 30 minutes after anesthesia (1.25
o/kg, intraperitoneal). Serum samples were collected, and
levels of leptin, ghrelin, orexin-A, and asprosin were
measured using commercial ELISA kits. Administration of
nesfatin-1 alone did not significantly alter serum leptin,
ghrelin, orexin-A or asprosin levels (p>0.05). Co-
administration of nesfatin-1 with P234 reduced orexin-A and
ghrelin levels while increasing leptin levels (p<0.05). Co-
administration of nesfatin-1 with antalarmin, astressin-2B, or
atosiban resulted in a significant decrease in serum orexin-A
levels (p<0.05). These findings suggest that the effects of
nesfatin-1 on neuropeptides regulating hunger and satiety are
modulated through receptor-level interactions. In particular,
the observed decrease in orexin-A levels following
antagonism of CRH1, CRH2, and oxytocin receptors
indicates that nesfatin-1 may exert indirect inhibitory effects
on orexigenic systems.

Keywords: Nesfatin-1, Ghrelin, Leptin, Orexin-A, Asprosin

* Nesfatin-1 tek basina erkek ratlarda serum leptin, ghrelin, oreksin-A veya asprosin diizeylerini degistirmedi.
* Nesfatin-1’in CRH1, CRH2 ve oksitosin reseptor antagonistleri ile birlikte uygulanmasi ise oreksin-A diizeylerini anlamli
sekilde azaltt1 ve bu durumun reseptdr aracili bir modiilasyonu isaret ettigini gosterdi.
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GIRIS

Nesfatin-1, niikleobindin-2 Onciisiinden
(NUCB2) tiiretilen bir anoreksijenik peptittir.
Nesfatin-1, gida alimi, bagirsak
hareketliliginin diizenlenmesi, enerji tiiketimi,
stres cevabt ve lipid metabolizmasinin
diizenlenmesi gibi bir¢ok fizyolojik siirecte
rol alir.! NUCB?2 &ncelikli olarak mide beyaz
yag dokusundan ve mide mukozasinda
eksprese edilir. Daha az olmak iizere pankras
ve testis gibi organlarda da eksprese
edilmektedir. Tlave olarak merkezi sinir
sistemi yapilarinda da (hipotalamus, beyin
sapt vb.) bulunur.? Nesfatin-1'in santral
enjeksiyonun yiyecek alimini azalttig1 yapilan
calisma ile gosterilmistir.® Bu durum
Nesfatin-1’in beslenme {izerinde negatif etkili
molekiil oldugunu gostermektedir.

Nesfatin-1 anoreksijenik etkisini
hipotalamik paraventrikiiler ¢ekirdek (PVN)
icindeki ndéronlar ve arkuat c¢ekirdek i¢indeki
noronlarin  uyarilabilirligini  etkileyerek
gostermektedir.*® Ayrica yapilan calismalarda
nesfatin-1’in  anoreksijenik ~ bu  etkiyi
kortikotropin salgilatici hormon 2 (CRH2) ve
oksitosin reseptorii ile ortaya ¢ikarabilecegi
on goriilmiistiir.®”’

Besin alimmin kontrolii leptin, ghrelin,
asprosin, oreksin A/B’ nin de iginde
bulundugu oroksijenik ve anoroksijenik
noropeptitler araciligiyla diizenlenir.®

Leptin yag depolariyla orantili olarak yag
dokusundan salgilanir ve merkezi etki
gostererek gida alimmi azaltir ve enerji

harcamasmi artirr.’ Ghrelin ise mideden
salgilanir ve besin alimin1 ve igtahi artirict etki
gosterir.l®  Fibrilin  1'in  (FBN1) geni
tarafindan kodlanan asprosin aglik sirasinda
yag dokusundan salgilanarak metabolik
etkiler gostermektedir.!!  Oreksin-A ise
hipotalamik noronlardan sentezlenerek gida
ahmmi artirr.!>  Yapilan bir ¢ahismada
nesfatin-1 peptidinin G proteine bagh
reseptorle etkilesime girerek Ca 2* artisma yol
acarak hiicresel etki gosterdigi bulunmustur.*®
Nesfatin-1’in istah1 azaltici etkisi literatiirde
1yi sekilde tanimlanmistir. Bu peptidin istah
tizerine olan etkisinde stres yanit1 ve HPA
aksmin aktive edilmesinin 6nemli bir rol
oynadig1  diisiiniilmektedir.  Nesfatin-1’in
stresle iliskili etkilerinde yalnizca CRHI1 ve
CRH2 reseptorleri degil, ayn1 zamanda
oksitosin reseptorii de etkili olmaktadir®"4,
Ancak, nesfatin-1’in  bu  reseptorler
araciligiyla olusturdugu sinyallerin ghrelin,
leptin, oreksin-A ve asprosin gibi aghk-
toklukla iliskili peptitlerin diizeylerine nasil
etki ettigi heniliz aciklifa kavusmamistir. Bu
baglamda, ¢alismamiz nesfatin-1’in CRHI,

CRH2 ve oksitosin reseptorleriyle
etkilesiminin ~ bu  hormonlarm  serum
diizeylerine olan etkilerini  incelemeyi

amaglamaktadir. Bu amacgla calismamizda
siganlarda  CRH2  reseptdér  antagonisti
astressin-2B ve CRHL1 reseptor antagonisti
antalarmin, oksitosin reseptér antagonisti
atosiban ve kisspeptin reseptdr antagonisti
P234  kullanilarak, bahsedilen yolaklar
irdelenmistir.

MATERYAL VE METOT

Hayvanlar

Calismada Wistar albino tiirii 42 erkek
sigan (250-300gram agirhiginda, 3-4 aylik)
kullanilmigtir. Deney hayvanlar1 KTU Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden
alimmigtir. Deney siiresince hayvanlar sabit
sicaklik (212 °C) ve 12 saat gece vel2 saat
giindliz (1s1k agilist saati 07.00) olacak bir
ortamda tutulmustur.

Arastirma, Karadeniz Teknik Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

31.05.2022 tarihli ve 53488718-475 sayili
2022/18 numarali karariyla onaylanarak
gerceklestirilmistir.

Deney Prosediirii

Hayvanlar rastgele 6 gruba ayrilmistir.
Bunlar: sham (kontrol), nesfatin-1, nesfatin-1
+ p234, nesfatin-1 + antalarmin HCI, nesfatin-
1 + astressin-2B, nesfatin-1 + atosiban
grubudur. Her grupta 7  hayvan
bulunmaktadir.
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Sham (kontrol) grubuna, lateral ventrikiile
2 ul/dakika hizla toplam 2 dakika siiresince
(toplamda 4 pl) yapay beyin omurilik stvist
(BOS) enjekte edilmistir. Nesfatin-1 grubuna,
25 pmol dozundaki nesfatin-1, yapay BOS
icinde ¢oOziilerek 4 pl hacminde lateral
ventrikiil icerisine uygulanmistir. Nesfatin-1
+ P234 grubunda, 6nce 25 pmol dozunda
nesfatin-1, 2 ul hacminde yapay BOS iginde
enjekte edilmis, bu islemin 5 dakika
sonrasinda ise 1 nmol dozunda P234, 2 pnl
hacminde verilmistir. Nesfatin-1 + antalarmin
HCI grubunda, nesfatin-1 uygulamasindan 5
dakika once 0,1 pg dozunda antalarmin
enjeksiyonu yapilmis ve ardindan nesfatin-1
uygulanmistir. Nesfatin-1 + astressin-2B
grubunda ise, nesfatin-1 uygulamasindan 5
dakika 6nce 1 pg dozunda astressin-2B
enjeksiyonu gergeklestirilmistir.®® Bu islemin
ardindan nesfatin-1 enjeksiyonu
gerceklestirilmistir. Nesfatin-1 + atosiban
grubunda ise, nesfatin-1 uygulamasindan 5
dakika once 300 ng/sigcan dozunda atosiban
verilmistir'®. Ardindan 50 pmol dozunda
nesfatin-1 enjekte edilmistir. Enjeksiyonun
ardindan gecen 30 dakikalik siirenin sonunda,
hayvanlar servikal dislokasyon ydntemiyle
sakrifiye edilerek deney sonlandirilmistir.

Santral Enjeksiyon Protokolii

Deney hayvanlarmmin deneyden 12 saat
oncesinde yem alimi durdurulmustur ancak
suya erigimi serbest birakilarak kan sekerleri
Olclilmiistiir. Aclk kan sekeri normal
degerinin disinda sonu¢ veren hayvanlar
calismadan c¢ikarilmistir. Enjeksiyon sonrasi
30. dakikada numuneleri toplamak igin deney
sonlandirilmistir. Siire olarak 30 dakikalik bir
zaman diliminin  belirlenmis olmasmin
gerekcesi nesfatin-1’in plazma yar1 Omrii
dikkate alimmasidir.

Sicanlar, periton i¢ine uygulanan {iiretan
(1.25 g/kg) ile anestezi altina alindiktan sonra,
stereotaksik cihaza yerlestirilmistir.
Anestezinin yeterliligi kontrol edildikten
sonra, bistiiri kullanilarak kafa derisi agilmis
ve kafatasi, lizerindeki yumusak dokulardan
temizlenmistir. Bregma noktasi1 belirlendikten
sonra, kafa stereotaksik cihazin tutucusuna
klips yardimiyla sabitlenmis ve kilavuz kaniil
araciligiyla  enjeksiyon  icin  gerekli

koordinatlar saptanmistir. Rat beyin atlasi
referans almarak lateral ventrikiile ait
koordinatlar (lateral: 1.70 mm,
anteroposterior: -0.72 mm, ventral: 4 mm)
belirlenmis ve bu noktanin kafatasindaki
izdiisiimii isaretlenmistir'®, Daha sonra, bu
bdlge tur motoruyla delinmis ve enjeksiyonlar
Hamilton enjektorii  kullanilarak lateral
ventrikiile uygulanmstir.

Serum  Orneklerinin
Biyokimyasal Analizler

Toplanmas1 ve

Enjeksiyonlarin ardindan belirtilen siirenin
gecmesiyle  birlikte, anestezi  altindaki
hayvanlar dekapitasyon yontemiyle sakrifiye
edilmistir. Viicut kani, cam bir huni
araciligiyla sar1 kapakli vakumlu tiiplere
almmigtir. Toplanan bu kan Orneklersi,
sogutmali santrifiij cihazinda 15 dakika
boyunca 5000 rpm hizinda santrifiij edilerek
serumlar1 ayrilmis ve analiz zamanina kadar
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali’na ait sogutucularda
saklanmustir. Serum Orneklerinde yapilacak
ELISA analizleri, ticari kitlerin kullanim
talimatlarina uygun olarak
gerceklestirilmistir.

Serum Orneklerindeki asprosin diizeyleri,
iiretici firmanin (Cloud-Clone, Wuhan, Cin)
talimatlarina uygun olarak SEA332Ra katalog
numarali ticari ELISA kiti kullanilarak
Olciilmiistiir. Analiz giinline kadar -80 °C’de
muhafaza edilen serumlar, islem giinii
buzluktan c¢ikarillarak oda sicakliginda
¢Ozdlrilmiistiir. Standart soliisyon
hazirliginda, 500 pL standart 6rnege 500 pL
diliient eklenerek 2 kat seyreltilmistir. Daha
sonra  standart ¢oOzeltiler ve  serum
orneklerinden 100 pL almarak ELISA
plaklarmdaki kuyucuklara yerlestirilmis ve 37
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan plak aspire edilmistir. Detection
Reagent A ve B, ilgili diliientlerle 1:100
oraninda  seyreltilmistir. [lk  olarak
kuyucuklara 100 pL Detection Reagent A
eklenmis ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyon
yapilmistir.  Sonrasinda  plak  li¢  kez
yikanmistir. Ardindan 100 pL  Detection
Reagent B ilave edilerek 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmis ve bu kez plak bes kez
yikanmistir. Yikama islemi tamamlandiktan
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sonra, her kuyucuga 90 pL substrat ¢cozeltisi
(TMB) eklenmis ve 37 °C’de karanlik
ortamda 10-20 dakika bekletilmistir. Bu
slirecte enzim konjugatinin etkisiyle renksiz
kromojen, mavi renkli iirline doniigmiistiir.
Ardindan 50 pL  durdurucu soliisyon
eklenerek reaksiyon sonlandirilmis ve mavi
renk sartya dOniismistir. Son olarak,
standartlar ve serum Orneklerinin optik
yogunluklar1 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusu ile 6l¢ctilmiistiir.

Oreksin-A seviyeleri, tiretici firma (Cloud-
Clone, Wuhan, Cin) tarafindan saglanan
talimatlara uygun sekilde, CEA607Ra katalog
numarali ticari ELISA kiti kullanilarak
Olciilmiistiir. Numuneler analiz giinline kadar
-80 °C’de muhafaza edilmis, caligma giinii ise
buzluktan c¢ikarilarak oda sicakliginda
¢oziilmiistiir. Ornekler, standart PBS tamponu
ile 1:2 oraninda seyreltilmistir (150 uL PBS
ve 150 pL Ornek). Standartlar ve serum
orneklerinden 50 pL  almarak ELISA
kuyucuklarma konmus, iizerine 50 puL
Detection Reagent A eklenmis ve 37 °C’de 1
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
kuyucuklar ii¢ kez yikanmistir. Daha sonra
Detection Reagent B ilave edilip 37 °C’de 30
dakika inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda
bes kez yikanmistir. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra, kuyucuklara 90 pL
substrat (TMB) eklenmis ve 37 °C’de karanlik
ortamda 10-20 dakika bekletilmistir. Bu
siirecte enzim konjugati renksiz kromojeni
mavi renge doniistiirmiistiir. Inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklara 50 pL durdurucu
soliisyon eklenmis ve mavi renk sariya
donlismiistiir. Son olarak, standart ve serum
orneklerinin optik yogunluklar1 450 nm dalga
boyunda ELISA okuyucusunda 6l¢lilmiistiir.

Ghrelin diizeyleri, iiretici firmanimn (Cloud-
Clone, Wuhan, Cin) 6nerileri dogrultusunda
CEA991Ra katalog numarali ticari ELISA kiti
kullanilarak ~ Slglilmiistiir.  Standartlar  ve
serum Orneklerinden 50 pL alinarak ELISA
kuyucuklarma yerlestirilmis, lizerine 50 pL
Detection Reagent A eklenmis ve 37 °C’de 1
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
kuyucuklar ti¢ kez yikanmistir. Ardindan 100

uL Detection Reagent B eklenmis ve 37 °C’de
30 dakika inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyonun
ardindan bes kez yikama islemi yapilmis ve
kuyucuklara 90 pL substrat (TMB) eklenerek
37 °C’de karanlik ortamda 10 dakika
bekletilmistir. Enzim konjugatinin etkisiyle
renksiz  kromojen mavi renkli iriine
dontigmiistiir. Son olarak, 50 pL durdurucu
cozeltisi ilave edilerek reaksiyon
sonlandirilmis  ve mavi renk sartya
doniistiirilmiistiir.  Standartlar ve serum
orneklerinin optik absorbans degerleri 450 nm
dalga boyunda ELISA cihazinda 6l¢tilmiistiir.

Leptin seviyeleri, iiretici firmanin (Cloud-
Clone, Wuhan, Cin) 6nerileri dogrultusunda
SEA084Ra katalog numarali ticari ELISA kiti
kullanilarak oOlgiilmiistiir. Standart soliisyon,
250 pL standart diliient ile 250 pL standart
karistirilarak 2 kat seyreltilmistir. Standart ve
serum Orneklerinden 100 pL alinarak ELISA
kuyucuklarma konmus ve 37 °C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan
ELISA plag1 aspire edilmistir. Aspire
isleminden sonra kuyucuklara 100 pupL
Detection Reagent A eklenmis ve 37 °C’de 1
saat daha inkiibe edilmistir. Ardindan ii¢ kez
yikama  yapilmistir. Yikama igleminin
ardindan 100 pL Detection Reagent B
eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmis
ve sonrasinda bes kez yikanmustir. Yikamanin
ardindan kuyucuklara 90 pL substrat (TMB)
eklenmis ve 37 °C’de karanlik ortamda 10
dakika  bekletilmistir.  Bu  inkiibasyon
sirasinda enzim konjugati renksiz kromojeni
mavi renkli iirline cevirmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra, 50 pL durdurucu
soliisyon eklenmis ve mavi renk sariya
doniismiistiir. Standart ve serum Orneklerinin
optik absorbans degerleri, 450 nm dalga
boyunda ELISA cihazi ile ol¢tilmiistiir.

istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler igin Tukey testi
uygulanmigtir. p degeri <0.05 oldugunda
sonuclar  istatistiksel  olarak  anlaml
sayilmistir. Bulgular ortalama =+ standart hata
seklinde ifade edilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Serum Leptin Seviyeleri

Nesfatin-1 uygulamasi, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda serum leptin  diizeyini
onemli Olclide degistirmemistir (p>0.05).
Nesfatin-1 + P234 uygulamasi, nesfatin-1
grubuna kiyasla serum leptin seviyesini
anlamli sekilde artirmistir. (p<0.05). Nesfatin-
1 + antalarmin uygulamasi nesfatin-1 grubuna
kiyasla leptin seviyelerini anlamli Olgiide
degistirmemistir  (p>0.05). Nesfatin-1 +
astressin-2B uygulamasi nesfatin-1 grubuna
kiyasla leptin seviyesini degistirmemistir
(p>0.05). Nesfatin-1 + atosiban uygulamasi
nesfatin-1 grubuna kiyasla leptin seviyesini
anlamhi Olgiide degistirmemistir  (p>0.05)
(Sekil 1).

Serum Ghrelin Seviyeleri

Nesfatin-1 uygulamasi, kontrol grubuna
kiyasla serum ghrelin seviyesini Onemli
Olciide degistirmemistir (p>0.05). Nesfatin-1
+ P234 uygulamasi, nesfatin-1 grubuna gore
kiyasla serum ghrelin seviyesini anlamli
sekilde azaltmustir (p<0.05). Nesfatin-1 +
antalarmin uygulamasi1 nesfatin-1 grubuna
kiyasla ghrelin seviyelerini anlamli 6l¢iide
degistirmemistir  (p>0.05). Nesfatin-1 +
astressin-2B uygulamasi nesfatin-1 grubuna
kiyasla ghrelin seviyesini degistirmemistir
(p>0.05). Nesfatin-1 + atosiban uygulamasi
nesfatin-1 grubuna kiyasla ghrelin seviyesini
anlamli Olgiide degistirmemistir  (p>0.05)
(Sekil 2).

Serum Orexin-A seviyeleri

Serum orexin-A seviyeleri deney gruplari
arasinda Onemli farkliliklar gostermistir.
Nesfatin-1 uygulamasi, kontrol grubuna
kiyasla serum orexin-A seviyesini Onemli
Olgiide degistirmemistir (p>0.05). Nesfatin-1
+ P234 uygulamasi, nesfatin-1 grubuna gore
kiyasla serum orexin-A seviyesini anlamli
sekilde azaltmistir (p<0.05). Nesfatin-1 +
antalarmin uygulamasi nesfatin-1 grubuna
kiyasla orexin-A seviyelerini anlamli 6lgiide
azaltmistir (p<0.05). Nesfatin-1 + astressin-
2B uygulamasi nesfatin-1 grubuna kiyasla
orexin-A seviyesini azaltmistir (p>0.05).
Nesfatin-1 + atosiban uygulamasi nesfatin-1

grubuna kiyasla leptin seviyesini anlamli
Olciide  azaltmistir  (p<0.05). Orexin-A
seviyesindeki en fazla diisiis nesfatin-1 +
antalarmin grubunda goézlemlenmistir (Sekil
3).

Serum Asprosin Seviyeleri

Plazma asprosin  seviyeleri  gruplar
arasinda Oonemli farklhiliklar gdstermemistir.
Nesfatin-1 uygulamasi kontrolle
kiyaslandiginda anlaml farklilik
gostermemistir (p>0.05). Nesfatin-1 + P234
uygulamasi, nesfatin-1 grubuna gore kiyasla
serum asprosin seviyesini anlamli farklilik
gostermemigstir.  (p>0.05). Nesfatin-1 +
antalarmin uygulamasi nesfatin-1 grubuna
kiyasla asprosin seviyelerini anlamli dl¢iide
artirmamistir (p>0.05). Nesfatin-1 + astressin-
2B uygulamasi1 nesfatin-1 grubuna kiyasla
asprosin seviyesini degistirmemistir (p>0.05).
Nesfatin-1 + atosiban uygulamasi nesfatin-1
grubuna kiyasla asprosin seviyesini anlamli
Olciide degistirmemistir (p>0.05) (Sekil 4).

Bu calismada ICV olarak enjekte edilen
nesfatin-1’in serum ghrelin, leptin, oreksin-A
ve seviyeleri tizerindeki etkileri arastirilmustir.
Nesfatin-1, kisspeptin reseptér antagonisti
(P234), CRH1 ve CRH2 reseptor antagonisti
(astressin-2B ve antalarmin HCI), oksitosin
reseptOr antagonisti (atosiban) ile uygulayarak
stres yanitinda rol alan bu molekiillerin
nesfatin-1 ile sinyallesmesini ndéropeptiler
tizerinde nasil bir etkiye sahip oldugu
arastirilmustir.

Sonuglarimiz  tek  basma nesfatin-1
uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla leptin
diizeyine etki etmedigini ancak nesfatin-1’in
p234 ile uygulandiginda nesfatin-1 grubuna
kiyasla leptin diizeyini artirdigini
gostermistir. Daha 6nceki bir ¢alismada, PVN
bolgesindeki NUCB2/nesfatin-1’in leptinin
anoreksijenik etkisinde Onemli bir aracilik
rolii oynadig1 gdsterilmistir.'® Literatiirde
nesfatin-1’in  leptinin  istah1  baskilayict
etkisine katkida bulunduguna dair bulgular
bulunmaktadir. Ancak bizim c¢aligmamizda
yalnizca nesfatin-1 + p234 uygulamas1 sonrasi
serum leptin seviyesinde anlamli bir artis
gbzlemlenmistir. Bu fark, 6nceki caligmalarda
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leptinin gida alimi iizerindeki etkisinin ve

PVN’deki NUCB2/nesfatin-1 noéronlarinin
incelenmesine odaklanilirken, bizim
aragtirmamizda dogrudan serum leptin

seviyesinin Ol¢lilmiis olmasina baglanabilir.

Serum Leptin Seviyeleri
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Sekil 1. Farkh deney gruplarinda serum Leptin
seviyeleri (ng/mL).

Kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmazken,
Nesfatin-1 grubuna yalnizca Nesfatin-1 uygulanmaistir.
Diger gruplar Nesfatin-1 + kisspeptin reseptor
antagonisti (P234), Nesfatin-1 + Antalarmin (CRH
reseptOr antagonisti), Nesfatin-1 + Astressin-2B (CRH
reseptor 2 antagonisti), Nesfatin-1 + Atosiban
(oksitosin/vasopressin reseptdr antagonisti) almustir.
Veriler ortalama 4+ SEM olarak sunulmustur. *
Nesfatin-1 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugunu gésterir (p <0,05).

Serum Orexin A Seviyeleri
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Sekil 3. Farkh deney gruplarinda serum Orexin-A
seviyeleri (pg/mL).

Kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmazken,
Nesfatin-1 grubuna yalnizca Nesfatin-1 uygulanmistir.
Diger gruplar Nesfatin-1 + kisspeptin reseptor
antagonisti (P234), Nesfatin-1 + Antalarmin (CRH
reseptor antagonisti), Nesfatin-1 + Astressin-2B (CRH
reseptdor 2 antagonisti), Nesfatin-1 + Atosiban
(oksitosin/vasopressin reseptdr antagonisti) almustir.
Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. *
Nesfatin-1 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugunu gosterir (p <0,05).

Ayrica, kullanilan antalarmin HCI, atosiban
ve astressin gibi antagonistlerin nesfatin-1’in
etkisini tamamen engellememis olabilecegi
sonucuna varilabilir.

Serum Ghrelin Seviyeleri
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Sekil 2. Farkh deney gruplarinda serum Ghrelin
seviyeleri (pg/mL).

Kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmazken,
Nesfatin-1 grubuna yalnizca Nesfatin-1 uygulanmistir.
Diger gruplar Nesfatin-1 + kisspeptin reseptdr
antagonisti (P234), Nesfatin-1 + Antalarmin (CRH
reseptor antagonisti), Nesfatin-1 + Astressin-2B (CRH
reseptor 2 antagonisti), Nesfatin-1 + Atosiban
(oksitosin/vasopressin reseptdr antagonisti) almistir.
Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. *
Nesfatin-1 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugunu gosterir (p <0,05).

Serum Asprosin Seviyeleri
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Sekil 4. Farkh deney gruplarinda serum Asprosin
seviyeleri (ng/mL).

Kontrol grubuna herhangi bir tedavi uygulanmazken,
Nesfatin-1 grubuna yalnizca Nesfatin-1 uygulanmaistir.
Diger gruplar Nesfatin-1 + kisspeptin reseptor
antagonisti (P234), Nesfatin-1 + Antalarmin (CRH
reseptdr antagonisti), Nesfatin-1 + Astressin-2B (CRH
reseptdr 2 antagonisti), Nesfatin-1 + Atosiban
(oksitosin/vasopressin reseptdr antagonisti) almistir.
Veriler ortalama = SEM olarak sunulmustur. *
Nesfatin-1 grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir fark oldugunu gosterir (p <0,05).
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Bagka bir calismada, menopoz Oncesi ve
sonrasi obez ile obez olmayan kadinlarda
leptin, nesfatin-1 ve Kkisspeptinin rollerinin
arastirildig1 ve bu tic hormon arasinda anlamli
bir korelasyon bulunmadigi bildirilmistir.?°
Bu bulgu, bizim calismamizda nesfatin-1
grubu ile nesfatin-1 + antalarmin HCI,
nesfatin-1 + atosiban ve nesfatin-1 + astressin-
2B gruplarinda serum leptin seviyelerinde
anlamli  bir degisim gdzlemlenmemesi
sonucunu desteklemektedir.

Tek basmna nesfatin-1 uygulamasmin
kontrol grubuna kiyasla ghrelin diizeyine etki
etmemistir. Ancak  kisspeptin  reseptor
antagonisti p234 ile uygulandiginda nesfatin-
1 grubuna kiyasla ghrelin diizeyi azalmistur.
Onceki calismalar nesfatin-1’in  ghrelin
salgilanmasi tizerinde inhibitor etki yaptigini
gostermektedir.!??  Literatiirde  yapilan
caligmalar, nesfatin-1 + p234 grubunun serum
ghrelin seviyesinde azalma go6zlenmesiyle
uyumludur. Ancak diger gruplarda serum
ghrelin seviyesinde anlamli bir de§isim tespit
edilmemistir. Bu durum, onceki ¢alismalarin
nesfatin-1’in ghrelin iizerindeki etkilerini
merkezi sinir sistemi diizeyinde incelemesine
karsm, bizim ¢alismamizda dogrudan serum
ghrelin seviyesinin degerlendirilmis
olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica, nesfatin-
1 ile birlikte uygulanan antagonistlerin
nesfatin-1’in etkisini tamamen
engelleyememis olabilecegi diisiintilmektedir.

Tek basina nesfatin-1 uygulamasi kontrol
grubuna  kiyasla orexin-A  diizeyinde
degisiklige neden olmamistir ancak kisspeptin
reseptor antagonisti p234, CRHI1 reseptor
antagonisti antalarmin, CRH2 reseptor
antagonisti astressin-2B ve oksitosin reseptor
antagonisti atosiban ile birlikte uygulanmasi
orexin-A  diizeyini  azaltnustir.  Onceki
calismalar nesfatin-1’in orexin-A {iizerinde
aktive edici etkisi olmadigmni soylemektedir.?®
Nesfatin-1 enjeksiyonunun serum oreksin-A
seviyesinde  bir  degisiklik  yapmadigi
gozlenmistir; bu sonug literatiirdeki bulgularla
uyumludur. Ancak, diger uygulamalarda
serum oreksin-A seviyelerinde azalma tespit
edilmistir. Bu  durum, nesfatin-1’in
antagonistlerle birlikte verilmesinden
kaynaklanabilir; antagonistlerin nesfatin-1’in
etkisini  baskilayarak serum oreksin-A
diizeylerindeki degisikligin ortaya ¢ikmasina
neden olabilecegi diistiniilmektedir.

Nesfatin-1 tek basmma veya kisspeptin
reseptor antagonisti p234, CRHI1 reseptor
antagonisti antalarmin, CRH2 reseptor
antagonisti astressin-2B ve oksitosin reseptor
antagonisti atosiban ile birlikte uygulanmasi
asprosin  seviyesinde degisiklife neden
olmamustir. Nesfatin-1 ile asprosin arasindaki
iligkiyi arastiran herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Bu dogrultuda, elimizdeki
verilere dayanarak nesfatin-1 ile asprosin
arasinda belirgin bir baglant1 olmadigi ileri
stiriilebilmektedir.

SONUC VE ONERILER

Bu calismada, santral olarak uygulanan
nesfatin-1’in  istah  diizenleyici  peptit
hormonlar olan grelin, leptin, oreksin-A ve
asprosin diizeyleri iizerinde etkileri oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen veriler bu fizyolojik
etkinin stres yanitlar1 {izerinden modiile
edildigini ortaya koymaktadir. CRH1
(antalarmin), CRH2 (astressin-2B), oksitosin
(atosiban) ve kisspeptin (P234) reseptor
antagonistlerinin her birinin, nesfatin-1'in bu
etkilerini anlamhi  diizeyde baskiladig:
gozlemlenmistir. Sonug olarak, nesfatin-1’in
istah ve enerji metabolizmas1 tizerindeki
etkilerinde CRH, oksitosin ve kisspeptin

sistemlerinin araci rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir.

Elde edilen veriler, nesfatin-1’in santral
diizeyde  enerji  dengesi ve  istah
diizenlemesinde Onemli bir ndropeptid
oldugunu, bu  etkilerin ise  ¢oklu
ndropeptiderjik yollarla gerceklestigini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle, nesfatin-1 ve iligkili
noropeptid  sistemlerinin  hedeflenmesi,
obezite ve yeme bozukluklar1 gibi metabolik
hastaliklarin tedavisinde potansiyel yeni bir
yaklagim sunabilir. Gelecekte yapilacak
calismalarda, bu etkilesimlerin  detayli
molekiiler mekanizmalarinin arastirilmasi ve
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farklt

beyin  bdlgelerindeki  etkilerinin

incelenmesi Onerilmektedir.
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