T.C
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA PINEALEKTOMI VE MELATONIN
UYGULAMASININ SERUM MELATONIN, NESFATIN-1 VE
GHRELIN DUZEYLERINE ETKIiSi

Saadet SONMEZ

YUKSEK LiSANS TEZIi

FiZYOLOJI ANABILIM DALLI

Danisman:

Prof. Dr. Abdiilkerim Kasim BALTACI

KONYA-2017



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SICANLARDA PINEALEKTOMIi VE MELATONIN
UYGULAMASININ SERUM MELATONIN, NESFATIN-1 VE

GHRELIN DUZEYLERINE ETKIiSI

Saadet SONMEZ

YUKSEK LISANS TEZi

FiZYOLOJI ANABILIM DALI

Danisman:
Prof. Dr. Abdiilkerim Kasim BALTACI

Bu aragtirma Selcuk Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan 15202028 proje numaras! ile desteklenmistir.

KONYA-2017



ONAY SAYFASI

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisti Miidiirliigii’ne

Saadet SONMEZ tarafindan savunulan bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan
Fizyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak oy birligi / oy ¢oklugu ile
kabul edilmistir.

Juri Baskam (Damsman);  Prof. Dr. Abdiilkerim Kasim BALTACI

Selcuk Universitesi
Uye: Prof. Dr. Rasim MOGULKOC
N r
Selcuk Universitesi of
Uye: Yrd. Dog. Dr. Fiisun SUNAR Imza

Karatay Universitesi

ONAY:

Bu tez, Selguk Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim Yonetmeligi’nin ilgili
maddeleri uyannca yukandaki jiiri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve Enstiti
Yénetim Kurulu .................. tarihve ..........cooeeeeee sayil1 karanyla kabul

edilmistir.

Prof. Dr. Ender ERDOGAN

Enstitii Miidiirii



ONSOZ

Sicanlarda Pinealektomi ve Melatonin Uygulamasimin Serum Melatonin,
Nesfatin-1 ve Ghrelin Diizeylerine Etkisi” baghkli tezimin planlanmasinda,
arastinlmasinda ve olusumunda ilgi ve destegini esirgemeyen, engin bilgi ve
tecriibeleriyle yol gpésteren damgsmamim saymn Prof. Dr. Abdiilkerim Kasim
BALTACI" ya sonsuz tegekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢alismalannm boyunca
yardimlarini esirgemeyen Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dah
opretim iiyesi Prof. Dr. Rasim MOGULKOC' a ve Yiiksek Lisans egitimim
esnasinda yetismeme Kkatki saglayan Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali &gretim {yeleri Prof. Dr. Nilsel OKUDAN ve Do¢.Dr. Muaz
BELVIRANLI'ya, hormon analizlerinde yardimci olan Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog. Dr. Esma MENEVSE'ye,
istatistik analizlerimin yapilmasinda destegini gérdiigiim Selguk Universitesi Spor
Bilimleri Fakiiltesi ogretim iiyesi Dog. Dr. Siilleyman PATLAR’a, Selguk
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal asistanlari Omer Unal, Dr. Dervis
DASDELEN, Kemal YUCE ve Dr. Tugba SEZER’ e ve tiim egitim hayatim boyunca
maddi manevi desteklerini esirgemeyen her zaman yammda olan sevgili aileme

tesekkiirii bir borg bilirim.

ii



iCINDEKILER
SIMGELER VE KISALTMALAR
OZET
SUMMARY
1. GIRIS
1.1. Melatonin
1.1.1. Melatoninin Viicut Agirhgim Diizenlemesi

1.1.2. Melatonin ve Hiperglisemi, Dislipidemi ve Postprandiyal
Dismetabolizmasinin Diizenlenmesi

1.1.3. Melatonin ve Oksidatif Stres Regiilasyonu
1.1.4, Melatonin ve Kan Basinci Kontrolii
1.2.1. Nesfatin-1'in Salg1 Alanlan
1.2.2. Nesfatin-1 ve Beslenmenin Regiilasyonu
1.2.3. Nesfatin-1 ve Sinir Sistemi
1.2.4. Nesfatin-1 ve Stres
1.2.5. Nesfatin-1 ve Endokrin Sistem
1.2.6. Nesfatin-1 ve Diyabet
1.2.7. Nesfatin-1 ve Bagisiklik Sistemi
1.2.8. Nesfatin-1 ve Kardiyovaskiiler Sistem
1.2.9. Nesfatin-1 ve L-Tipi Kalsiyum (Ca *?) Kanallari
1.2.10. Nesfatin-1'in Baslica Klinik Uygulamalan

1.3. Ghrelin
1.3.1. Ghrelinin Yapisi
1.3.2. Klasik Biiyiime Hormonu Sekretagog Reseptorii (GHSR)
1.3.3. Ghrelin Resept&r Agonistleri
1.3.4. Ghrelin Resepttr Antagonistieri
1.3.5. Ghrelin Reseptorii Ters Agonistleri
1.3.6. Ghrelin O-Asetiltransferaz (GOAT)
1.3.7. Obestatin
1.3.8. Ghrelin’in Dagilimi, Regiilasyonu ve Fizyolojisi
1.3.9. Ghrelin ve Beslenmenin Diizenlenmesi
1.3.10. Farmakoterapik Olarak Ghrelin Uygulamasi

2. GEREC ve YONTEM

2.1.Deneysel Uygulamalar
2.1.1.Melatonin Uygulamasi
2.1.2.Pinealektomi

2.1.3.Kan alma Islemleri

viil

[

th

10
12
13
14
15
16
17
18
18
19
20
22
23
24
25
25
26
26
27
27
29
32
35
36
36
36
36



2.2. Biyokimyasal islemler
2.2.1. Melatonin Analizi
2.2.2. Ghrelin Analizi
2.2.3. Nesfatin-1 Analizi
2.3. Istatistik
3. BULGULAR

36
36
38
40
41
43

3.1. Calisma Gruplarninin Serum Melatonin Diizeylerinin Karsilagtinlmasi

43

3.2. Calisma Gruplarninin Serum Ghrelin Diizeylerinin Kargilagtinlmas: 43

3.3. Calisma Gruplarinin Serum Nesfatin-1 Diizeylerinin Karsilagtirilmas:

4, TARTISMA
4.1. Melatonin Bulgularimin Tartisilmas:
4.2. Ghrelin Bulgularimin Tartisilmas:
4.3, Nesfatin-1 Bulgularinin Tartigilmasi

5. SONUC ve ONERILER

6. KAYNAKLAR

7.EKLER

8.0ZGECMIS

43
43
45
45
47
49
50
64
65

iv



SIMGELER VE KISALTMALAR

AgRP: Apouti'ye baglh protein

AN: Aneroksiya nervoza

ARC: Kavisli ¢ekirdek

BAT: Kahverengi yag dokusu

db /db fare: Leptin gen defekti olan fareler
D-Lys: Ghrelin reseptdr antagonisti
eNOS: Endotel nitrik oksit sentaz

fa/fa; Zucker diyabetik faty sigan (Tip-2 diyabetli sigan)
fMRI: Manyetik rezonans gériintilleme
GABA: Gama aminobiitirik asit

GH: Ghrelinin biiyiime hormonu

GOAT: Ghrelin-O-a¢il transferaz

GPCR: G-protein bagh reseptér

GSH: Katalaz ya da glutatyon rediiktaz
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

IL-1p: interlokin-10

IL-6: Interlokin-6

icv: Intraserebroventrikiiler

KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastalig



LHA: Lateral hipotalamik alan

MC3R: Melanokortin reseptorii 3
MC4: Melanokortin reseptorii

MC4R: Melanokortin reseptorii 4
MCFA: Orta zincirli yagh asitleri
MCT: Orta zincirl triagilgliserol
MTLRP: Motilinle ilgili peptid

MTR1: Membran reseptorii 1

MTR2: Membran reseptorii 2

NAc: Niikleus akumbens

NEU-P11: Bir melatonin agonisti
NPY: Néropeptit-Y

NTS: Nukleus traktus solitarius
NUCBI: Cekirdek baglama 1

NUCB?2: Cekirdek baglama 2

ob/ob: Reseptor direnci

OSAS: Obstruktif uyku apne sendromu
PC3/1 ve PC2: Ozel prohormon déniigtiiriicii enzimler
PCOS: Polikistik over sendromlu
POMC: Proopiomelakortinin geni

pPVH: Parvoselliiler bélgedeki baz1 néronlar



PVN: Paraventrikiiler ¢ekirdekler
RNS: Reaktif nitrojen tiirleri
SOD: Siiperoksit dismutaz

SON: Supraoptik gekirdek
T1DM: Tip 1 diyabetes mellitus
T2DM: Tip 2 diabetes mellitus
T3: Triiodotironin

TNF-a: Tiimor nekrosiz faktér alfa
VTA: Ventral segmental alan
YIL-78: Ghrelin antagonisti

ZDF: Ziicker diyabetik yagh sican

a-MSH: a melanosit uyarici hormon
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OZET
T.C.
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SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Sicanlarda Pinealektomi ve Melatonin Uygulamasinin Serum Melatonin,

Nesfatin-1 ve Ghrelin Diizeylerine Etkisi

Saadet SONMEZ

Fizyoloji (Tip) Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZI / KONYA-2017

Pineal bez ile beslenmenin diizenlenmesinde Snemli rol oynayan ghrelin ve nesfatin-1
hormonlan arasindaki iliskiyi arastiran calismalar yok denecek kadar azdwr. Az sayidaki hayvan
calismasi ise sonuglan geliskili olmakla beraber pineal bez ile ghrelin ve nesfatin-1 arasinda bir
iliskinin var olabilecefine dikkat ¢ekmektedir. Bu ¢aligmanin amaci da pinealektomi ve melatonin

uygulamasi yapilmis siganlarda ghrelin ve nesfatin-l hormonlanmin  nasil  etkilendiginin
arastirmasidir,

Bu ¢alisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin
edilen Wistar cinsi eriskin erkek siganlar {izerinde aym merkezde gerceklestiriidi. Toplam 36 adet
sigan kullamlan arastirmada gruplar su sekilde olugturuldu: Grup 1, Kontrol grubu, Grup 2,
Pinealektomi uygulanan grup, Grup 3, Pinealektomi+Melatonin grup, Grup 4, Melatonin uygulanan
grup. Dort haflalik uygulamalari takiben dekapite edilen hayvanlardan alinan kan émeklerinde; sigan
kitleri kullanilarak ELISA ytntemiyle serumda melatonin (pg/ml), Nesfatin-1 (ng/ml) ve ghrelin
{pg/ml) tayinleri gergeklestirildi.

Calismamizda en disiik serum melatonin seviyeleri pinealektomi uygulanan grup 2’de, en
yitksek serum melatonin seviyeleri ise melatonin uygulanan grupta (grup 4) elde edildi (P<0.01).
Gruplarin ghrelin diizeyleri mukayese edildiginde; en diiglk serum ghrelin dilzeyleri grup 1 (kontrol)
ve grup 4 (melatonin uygulanan grup) de, en yilksek serum ghrelin seviyeleri Px grubunda (grup 2)
elde edildi (P<0.01). Yine gergeklestirdifimiz galismada, en diisik serum Nesfatin-1 seviyeleri
pinealektomi uygulanan grup 2°de elde, en yiiksek serum Nesfatin-1 seviyeleri melatonin uygulanan
grupta (grup 4) elde edildi (P<0.01),
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Calisgmamizin bulgulan bir biitiin olarak deferlendirildiginde pineal bez ve onun irini olan
melatoninin, beslenme davraniglarinda kritik roller iistlenen ghrelin ve nesfatin-1 hormonlarmnn kan
diizeyleri iizerinde 8nemli bir etkiye sahip olabilecegini géstermektedir. Melatonin uygulamasi ghrelin
dlizeyleri lizerinde baskilayici, nesfatin-1 diizeyleri {izerinde uyarici etkiye sahiptir.

Anahtar Sézcilkler: Ghrelin; nesfatin-1; pineal bez; sigan
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The Effect of Pinealectomy and Melatonin Supplementation on Serum

Melatonin, Nesfatin-1 and Ghrelin Levels in Rats
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Department of Physiology (Medicine)
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There is barely any study examining the relationship between the pineal gland and ghrelin
and nesfatin-1 hormones, which are significantly involved in the regulation of dict. A few animal
studies, although they have contradictory results, point out that there may be a relation between the
pineal gland, and ghrelin and nesfatin-1. The present study aims to explore how ghrelin and nesfatin-1
hormones are affected in pinealectomized and melatonin-supplemented rats.

The study was conducted at the Experimental Medicine Research and Application Center of
Seljuk University and registered Wistar male rats supplied by the center. A total of 36 rats included in
the study were grouped as follows: Group 1, Control group; Group 2, Pinealectomized group; Group
3, Pinealectomized and melatonin-supplemented group; Group 4, Melatonin-supplemented group.
Blood samples collected from the animals which were decapitated at the end of the 4-week procedures
were analyzed by rat kits to determine melatonin (pg/ml), Nesfatin-1 (ng/ml) and ghrelin (pg/ml)
levels according to ELISA method.

The lowest serum melatonin levels were found in the pinealectomized group 2, and the
highest in the melatonin-supplemented group (group 4) (p<0,01). A comparison of serum ghrelin
levels between groups revealed that group 1 (control) and group 4 (melatonin supplementation) had
the lowest, while Px group (group 2) had the highest levels (p<0,01). As for nesfatin-1 levels, the
lowest serum nesfatin-1 levels were established in the pinealectomized group 2, and the highest levels
were found in the melatonin-supplemented group (group 4) (p<0,01).

An overall evaluation of study results suggests that the pineal gland and its product,
melatonin, may have a substantial effect on the blood levels of ghrelin and nesfatin-1 hormones,



which play critical roles in dietary behaviors. Melatonin supplementation exercises an inhibitory
effect on ghrelin levels and a stimulatory effect on nesfatin-1 levels.

Key words: Ghrelin; nesfatin-1; pinea gland; rat
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1. GIRIS
1.1. Melatonin

Melatonin, memelilerde baslica pineal (epifiz) bezde, aym zamanda retina,
siliyer viicut, beyin, kristalin, hava epiteli, trombosit, kemik iligi, kalin bagrsak,
plasenta, lenfositler, testisler, yumurtaliklar ve deri gibi birgok diger organlarda

nokturnal olarak sentezlenen bir nérohormondur (Bubenik 2002).

Melatonin, enerji denge kontrolii de dahil olmak iizere birgok biyolojik
fonksiyonla iligkilidir (Agil ve ark 2002, Tan ve ark 2011). Bu indolamin ve onun
metabolitleri ayrica etkili radikal temizleyici olarak hareket ederler ve transkripsiyon
faktérlerinin bloke edilmesi yoluyla antioksidan ve antienflamatuar ajanlar olarak
davranirlar (Higashi 2002, Salti ve ark 2006, Gocgeldi ve ark 2008, Othman ve ark
2008, Peynot ve Ducrocq 2008, Reiter ve ark 2008, Hardeland ve ark 2009, Ho ve
ark 2009, Korkmaz 2009, Reiter ve ark 2009, Figueroa-Quevedo ve Agil 2012, Agil
ve ark 2013, Galano ve ark 2013, Jangra ve ark 2013, Mauriz ve ark 2013).

Cok sayidaki rapor melatoninin fizyolojik fonksiyonlarimin cesitliligine
dikkat ¢eker. Bu fizyolojik fonksiyonlar igerisinde; melatoninin sirkadiyen ritmin
diizenlenmesindeki kritik rolii, antioksidan aktivitenin uyarilmas: ve oksidan stresin
onlenmesi, bagisiklik cevaplarinin diizenlenmesi, tireme sistemindeki rolii, yiiksek
kan basincinin azaltilmasi ile metabolik sendromun tedavisindeki etkileri sayilabilir
(Rodriguez ve ark 2004, De Filippis ve ark 2008, Samantary ve ark 2008, Jung ve
ark 2010, Huang ve ark 2013).

Melatonin, kan-beyin bariyeri veya hiicre membrami gibi morfofizyolojik
bariyerler tarafindan engellenmez. Fonksiyonlarina reseptérlerin aracilik etmesinin
yam sira, onlardan bagimsiz da hareket edebilen ilging bir molekiildiir. Ozel olarak,
melatoninin  mevsimsel ireme, uyku modiilasyonu, kemik biiylimesi ve
osteoporoz etkilerini kontrol eden iki membran reseptorii (MTR1 ve MTR2) vardir
(Reiter 1991, Rodriguez ve ark 2004, Hardeland ve ark 2009, Korkmaz ve ark 20093,
Reiter ve ark 2010, Figueroa-Quevedo ve Agil 2012, Agil ve ark 2013). Aynca,
histonlarin asetil-baglanmasi ve/veya DNA enzimlerinin metil baglanmasi yoluyla

epigenetik degisikliklerin diizenleyicileri olarak &nemli bir role sahip olduklan



goriilse de, fizyolojik 6nemi az anlasilan bagka niikleer reseptorlere de sahiptir (Tang

ve Ho 2007, Sharma ve ark 2008, Korkmaz ve ark 2009a, 2009b).

Melatonin apoptozu 6nleyebilir ve oksidatif stresi azaltabilir (Reiter ve ark
2005, Carpentieri ve ark 2014, Agil ve ark 2013, Jangra ve ark 2013). K&k hiicreler,
néroproteksiyona katilan MTR1 spesifik reseptér ve/veya MTR2 yi eksprese edebilir
(Niles ve ark 2004, Sharma ve ark 2007). Bununla iligkili olarak, pineal bez
tarafindan salgilanan melatoninin beyin i¢i verilmesi, serebrovaskiiler hastalikli
sicanlardaki davramg bozukluklarim hafiflettigi ve bu hastahga olas: bir terapatik
yaklagim sagladigi rapor edilmistir (Sharma ve ark 2007). Aym ¢aliymada eksojen
melatonin tedavisi aynca beyin iskemisinde glia hicrelerinin sagkalimimi
ivilestirmigtir (Sharma ve ark 2007). Bu ve benzeri bulgular, kék hiicrelerin
néroproteksiyonu, ¢ofalmasi ve farkhlasmasinda melatoninin roliinii aragtirmaya
olanak saglar (Sharma ve ark 2007). Bu yeni bulgular Parkinson hastahfina karsi
noroprotektif stratejilerde melatoninin kullammina isaret eder (Sharma ve ark
2007). Aynca Tamura ve ark (2014) melatoninin fizyolojik ve farmakolojik
konsantrasyonlarinin gece melatonin diizeylerinde yasa bagl azalmay: ve oksidatif

stresi onleyebilecegini gostermislerdir.

Melatonin, bazi sebzelerin dogal bir bilesenidir (6rnegin; yonca, badem, siyah
ve beyaz hardal, kavun yapraklan, zerdecal yumrusu, kereviz, keten, rezene, ¢emen,
kiraz, hashas, vs.) ve bir dizi bitkisel kokenli gida maddelerinde saf veya diger
bilesiklere kombinasyon halinde tespit edilebilir melatonin konsantrasyonu
mevcuttur (Korkmaz ve ark 2011, Zohar ve ark 2011, Gonzalez- Flores ve ark 2012,
Tan ve ark 2012, Garcia- Moreno ve ark 2013). Mistr, piring, bugday ve yulafin yam

sira kahve, ¢ay, bira ve sarap gibi igeceklerde bilesiklerle artirilmis melatonin

konsantrasyonu gosterilmistir (Tan ve ark 2012).

1.1.1. Melatoninin Viicut Agirhgim Diizenlemesi

Obezite ve Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), hayvan modelleri iizerine yapilan
bir ¢alisma, melatonin uygulamasinin kas i¢indeki serbest yag asidi oksidasyonunu
artirdifim1 ve boylece kilo kaybim saglayan, insiilin duyarhlhifim ve glukoz
toleransim iyilestiren hepatik glikoz iiretimini azalttigim bildirmistir (Agil ve ark

2012). Aynica erkek Wistar siganlara melatonin uygulamasinin (25 Mg ml-1 igme



suyunda), tam gelismis fruktoz-indiiklii metabolik sendromu olanlarda 6nemli bir

kilo kaybina yol agtif1 da ortaya konmustur (Cardinali ve ark 2013).

Giinlitk melatonin uygulamasinin, orta yastaki erkek sicanlarda karin yag ve
plazma leptin diizeylerini azalttij1 tespit edilmistir (Rasmussen ve ark 1999, Agil ve
ark 2012). Yine melatonin uygulamas: yiiksek yagl: bir diyetle indiiklenen obez geng
sicanlarda viicut afirhifinin diizenlenmesini de etkilemis ve insiilin duyarhhginda
azalmaya kars: énleyici bir etki géstermistir (Prunet-Marcassus ve ark 2003, Agil ve
ark 2012). Melatoninin, fiziksel aktivitede veya hatta bazal metabolik lizdaki bir
artisa ya da ozellikle kahverengi yag dokusunda (BAT) enerji tilketiminde artisa
atfedilen, gida alimmi etkilemeden viicut agirligi artisim azalttify bildirilmistir
(Wolden-Hanson ve ark 2000, Prunet-Marcassus ve ark 2003, Raskin ve ark 2007,
Agil ve ark 2011). Bununla birlikte, siganlarda melatoninin lokomotor aktivite

{izerindeki etkileri hakkinda bulgular tutarsizdir ve heniiz kanitlanmamigtir (Raskin
ve ark 2007).

Kemirgenler {izerine yapilan diger ¢aligmalar melatoninin BAT aktivitesini ve
kiitlesini arttirdigaim1  bildirmistir (Tan ve ark 2011). Bu etkilerin altinda yatan
mekanizmalar aydinlatilamamistir ancak ¢esitli olas: agiklamalar énerilmistir (Tan ve
ark 2011). Melatoninin viicuttaki adipoz doku kiitlesini (A); MTR1 ve MTR2
membran reseptbrleri vasitasiyla; (B) noradrenalin turnover {izerine merkezi
etkiyle; (C) adiposit farkhilasmasindan ve mitokondriyal biyojenezden sorumlu
bilylime faktorlerinin diizenlenmesini saglayan kinaz C'nin dogrudan harekete
gecirilmesiyle; (D)  kahverengi adipoz  hiicrelerdeki  niikleer  reseptorler
vasitasiyla; (E) triiodotironin  seviyelerini  arttiran  eslenmemis protein-1’in
mitokondriyal aktivasyonu veya tirozin 5'-deiodinaz tip 2 aktivasyonuyla etkiledigi
one siiriilmiistir (Korkmaz ve ark 2009a, Reiter ve ark 2009, Jou ve ark 2010,
Paradies ve ark 2010}.

liging olarak bir galismada, kronik oral melatonin uygulamasinin obezite ile
iliskili tip 2 diyabet modellerinden biri olan Zucker diyabetik yagli (ZDF) sicanlarda
ve onlann kontrollerinde yagsiz zayif litermatlarinda inguinal beyaz yag dokusunun
kahverengilesmesine neden oldugu Dbildirilmistir (Jimenez-Aranda ve ark
2013). Melatoninin, yagsiz zayif litermatlarinda siganlaninda inguinal alan

ekstraktlarinda trijodotironin seviyelerini arttiran eglenmemis protein-1 ve termojenik



proteinleri arturdifi da tespit edilmistir. Boylece, kronik oral melatonin tedavisi,
ZDF sicanlarda beyaz adipoz dokuya BAT benzeri bir islev kazandirmistir (Jimenez-
Aranda 2013).

Orta yash erkek sicaniarda yapilan gézlemler, yasla iliskili endojen melatonin
salimminda azalmanin, enerjinin diizenlenmesini degistirebilecegini ve yagda
istenmeyen metabolik sonuglar ile birlikte ve viicut agirlifinda bir artis yarattifini
gostermistir (Wolden-Hanson ve ark 2000). Buna karsin, yeterli gece melatonin
takviyesi, karin i¢i yag, insiilin direnci ve davranista yaslanmayla ilgili degisikliklere
karsi profilaktik onlem olabilir (Rasmussen ve ark 1999, Viogradova ve Anisimoz
2013). Bir melatonin agonisti olan NEU-P11 uygulanmasi, yiiksek yag / yiiksek

sukroz diyetli sicanlarda kilo alimimi baskilayarak insiilin duyarlihini iyilestirmigtir
(She ve ark 2009).

Hiicrese! transkripsiyonun en az %10'unun sirkadiyen bir bigimde degistigi
bilinmektedir. Molekiiler ¢alismalar, glukoz homeostaz, lipid sentezi, ve adipogenez
kontrolii de dahil olmak iizere, saat genleri ve metabolizma regiilasyonu arasindaki
dogrudan baglanmay: ortaya koymustur (Shimba ve ark 2005). Pinealektominin,
izole pankreatik adaciklar tarafindan insiilin salimminda giinliik bir azalma ve glukoz
intolerans1 {irettipi ortaya konmustur (Shimba ve ark 2005). Bu baglamda,
melatoninin leptin  ekspresyonunu arttirdigi  ve insiilin varliginda sican
adipositlerinden salindigimi ve insiilinin leptin ekspresyonu f{izerindeki etkisini

arttirdifn gosterilmistir (Shimba ve ark 2005).

Enerji Harcamasi1 Diizenlemesinde Melatonin ve POMC Tiirevi Peptidlerin
Rolii

Proopiomelanokortinin (POMC) tiirevli melanokortin peptidleri, gesitli beyin
bolgelerinde, 6zellikle hipotalamusta iiretilir ve POMC sistemi olan ve olmayan fare
¢alismalaninda enerji homeostaziyla iliskilidir (Yaswen ve ark 1999, Coll ve ark
2004, Millington 2007). Bu sistem, endojen agonistleri ve antagonistleri,
melanokortin reseptorleri ve aksesuar reseptor proteinlerini igerir ve leptin, insilin,
kalin bagirsak hormonlann ve sitokinler gibi diger faktdrler yoluyla enerji
homeostazinin diizenlenmesinde aracilik eder (Mountjoy 2010). POMC sisteminden

tiiretilmis tiim peptitlerin olasi rolleriyle ilgili bilgiler eksiktir, ancak bu peptitler



eksojen olarak verildiginde ve beyindeki dogrudan etkileri gézlemlendiginde
kemirgenlerdeki gibi, gida aliminin 6nlenmesi [adrenokortikotropin hormon
“ACTH”, a, B ve y - melanosit uyaran hormon “o-MSH”, B-MSH ve y -MSH"], ile
iliskili oldugu kesindir.

POMC sistemi ile obezite ve T2DM'in diizenlenmesinin altinda yatan
mekanizmalar ayrica, memelilerin ac¢hk kontrolinde ve viicut agirhginin
diizenlenmesinde kritik &neme sahip olan melanokortin 3 ve 4 reseptorlerini
(strasiyla MC3R ve MC4R) igerir (Noguerias ve ark 2007). MC4R'ye bagli olarak
daha yiiksek bir bazal metabolik lizin insanlarda obeziteye karsi daha yiiksek bir
koruma ile uyumlu oldugu gézlenmektedir (Mountjoy 2010). Obez hayvanlar ve
insanlarda agouti proteininin etkisi MC4R inhibisyonuyla iliskilendirilmektedir.
Béylece MC4R, hiicre i¢i Ca*™ yi arttirarak, c-Fos ekspresyonunu aktive ederek ve
oksitosin salinimiyla gida alimini diizenler. Enerji harcamalan ile baglantili olarak,
kilo artisi, POMC-baskilanmg farelerde, aym: miktarda giday1 alan normal vahsi
farelere gére daha fazladir. Bu da gegmiste daha az enerji harcanmasina baglanir
(SteMarie ve ark 2000). Merkezi MC4R sinyal blokajinin iskelet kaslarinda ve
BAT'da insiilin direncini tesvik ettigi fakat (glikoz alimi ve lipogenezin uyanldig)

beyaz yag dokusunda etmedigi bulunmugtur (Mountjoy 2010).

Son c¢alismalar, obez ve diyabetik Zucker siganlarinda melatonin
kapasitesinin, leptin, adiponektin, insiilin ve glukoz diizeylerini pozitif olarak
diizenlemek i¢in global enerji metabolizmasini iyilestirdigini gostermektedir (Agil ve
ark 2012).

1.1.2. Melatonin ve Hiperglisemi, Dislipidemi ve Postprandiyal

Dismetabolizmasimin Diizenlenmesi

Melatonin, iki 6zel reseptoriin aktivasyonu yoluyla gevreye olan etkisini
uygular: MTR1 ve MTR2. Her iki izoform da Langerhans adaciklarinda ifade edilir
ve P hiicrelerinden insiilin sekresyonunu ve a hiicrelerinden glukagon salgilanmasini
modiile eder. Reseptdr sinyallesmesinin desenkronizasyonu T2DM'nin olugumuna
yol acabilir ve genom c¢apinda iligkilendirme g¢aligmalan MTR2 aktivasyonunu
melatonin bozuklugu igin bir risk faktérii olarak tamimlamigtir. Melatonin ayni

zamanda adaciklarin kan sekeri diizenleyici fonksiyonu iizerinde giindiiz etkisine



sahiptir. Diyabetik sican modelleri iizerine yapilan bir ¢galisma, melatonin artig1 ile
insiilin diizeylerinin azaldifi ve melatonin ile insiilin arasinda ters bir iligki oldugu

gosterilmistir (Peschke ve ark 2013).

Melatoninin  glikoz  metabolizmasi  {izerindeki etkileri yine de
tartismalidir. Birkag yazar, melatoninin pankreatik adaciklar itizerindeki etkisinden
otiirii insiilin ve melatonin arasinda yakin bir iliski oldugunu bildirmistir (Peschke
2008, Agil ve ark 2012). Cesitli ¢aligmalar, melatoninin farelerde ve siganlarda
glukoz ile indiiklenen insiilin salimmim azalttifim gdstermistir (Atkins ve ark 1973,
Peschke ve ark 2008). Bununla iliskili olarak, sicanlar iizerinde yapilan ¢aligmalar,
melatonin sentezinde nokturnal artisin artrms insiilin ve leptin seviyeleri ile
azaldiiim ve melatoninin yagla iligkili insiilin direncindeki artis1 dnleyebilecegini
ortaya koymustur {(Rasmussen ve ark 2001). T2DM hayvan modelinde melatonin
salimminda belirgin bir azalma gozlenmistir (Goto-kakizaki siganlan), (Peschke
2006). Benzer bulgu T2DM'li insanlarda da bildirilmistir (Frese ve ark 2009).
Diyabetik si¢anlar iizerinde yapilan arastirmalar, melatoninin sirkadiyan ritim
iizerindeki etkileri yoluyla insiilin sekresyonunu degistirdifini ve sonug¢ olarak kan
glikoz diizeylerinde azalmaya neden oldugunu ortaya koymustur (Gorcharova ve ark
2005, Peschke ve ark 2006, Peschke ve ark 2007, Agil ve ark 2012). Yakin zamanda,
ZDF siganlara melatoninin verilmesinin, plazma krom ve vanadyum seviyelerini
diigiirdiigii  (Navorro-Alarcon ve ark 2014) ve bunun glikoz ve insiilin
metabolizmasim iyilestiren mekanizmalardan biri olabilecegi sonucuna vanlmigtir
(Agil ve ark 2012).

Melatoninde bir azalma T2DM olusumu ile iligkilendirilmistir ve melatonin
igin B hiicrelerinin pankreatik reseptérlerinin insiilin sekresyonu iizerinde farkh
etkilere sahip (¢ paralel sinyal yoluna baplandipi onerilmistir: (A) Insiilin
sekresyonunun inhibisyonuna yol acan siklik adenosin monofosfat yolu; (B) Siklik
guanozin monofosfat yolunu ve dolayisiyla insiilin sekresyonunu inhibe eden
MTNR2 vyolu; (C) kalsiyumu harekete gecirerek insiilini arttiran inositol trifosfat
yolu (Peschke 2008).

Dislipidemi bakimdan, melatonin uwygulamasi T2DM nin bir ZDF sigan
modelinde lipid profilini belirgin derecede iyilestirmis ve bu hastaliktaki

karakteristik bulgu olan hipertrigliseridemiyi énemli Sl¢lide azaltmistir (Sparks ve



ark 1998, Agil ve ark 2011). Benzer bir sonug obezite indiikleyici bir diyette
Sprague-Dawley siganlarda da elde edilmistir (Agil ve ark 2011). Melatonin, deri alti
birikimi etkilemeksizin visseral yagi baskilar (Rasmussen ve ark 1999, Wolden-
Hanson ve ark 2000), ayrica protein lipaz aktivitesini artirmayla insiilin duyarlihgin
iyilestirir ve viseral adipoz dokuda lipolitik aktiviteyi azaltici etki ortaya gikarir (Agil
ve ark 2012, Biger ve ark 2012). Melatonin ile iligkili diger etkiler, LDL kolesteroliin
kan diizeylerinde bir azalmayi ve cksidasyondan korunmayi igerir, bu da indolaminin
aterogenezisin dnlenmesindeki roliinii destekler (Hoyos ve ark 2000, Sener ve ark
2004, Korkmaz ve ark 2009¢c, Sener ve ark 2009). Bu etkinin altinda yatan
mekanizmalar, kolesterol emiliminin engellenmesi, LDL-C reseptor aktivitesinin
arttiilmasi, kolesterol sentezinin inhibisyonu ve safra salgisi igine kolesterol
atlimimni igerir (Mullerwieland ve ark 1994, Chan ve Tang 1995, Bongiomno ve ark
2005). Klinik ortamda, obez ve diyabetik hastalarda terapétik amag, LDL-C ve
trigliserid diizeylerini diisiirmek ve HDL-C diizeylerini arttirmaktir. Melatoninin
dislipidemili diyabetik hastalarda hipolipidemik etkiye sahip oldugu (Hussain ve ark
2004, Ismail ve ark 2004, Al-Mahbashy ve ark 2006) ve peri-ve post-menopozal
kadinlarda total kolesterol konsantrasyonlarim1 degistirmeden plazma HDL-C
diizeylerini arttirdipy bildirilmistir (Al-Mahbashy ve ark 2006). Robeva ve ark
(2008) metabolik sendromiu hastalarda yiiksek bir melatonin: insiilin oraninin LDL-
kolesterol ile T-kolesterol arasinda negatif bir korelasyona sahip oldugunu, aksine

HDL kolesterol ile pozitif korelasyon gosterdigini rapor etmistir.

Klinik diyabet 6zelliklerinin gelismesinden sonra yararl etkilere sahip oldugu
bildirilmis olsa da, T2DM baslangicimin 6nlenmesinde ve ertelenmesinde pineal
melatoninin rolii tam olarak aydinlatilamamistir (Kadhim ve ark 2006, Agil ve ark
2012). Bu bilgilerden yola ¢ikarak, diyabet ve melatonin iligkisinin aydinlatilmasinda
daha ileri cahsmalara ihtiya¢ oldugu soylenebilir. Ozellikle klinik olarak belirgin
T2DM baslangici Oncesi, gen¢ hayvanlar veya insanlar (bebekler veya ergenler)
kullanarak, bu hastalifa karst oOnleyici yaklasimlann konu alan g¢alismalar

gerceklestirilmelidir.

1.1.3. Melatonin ve Oksidatif Stres Regiilasyonu

Genel olarak melatonin, hidroksil (OH), peroksil (LOO) ve / veya nitrik oksit
(NO) radikal temizleme veya siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz



(GSH-Px), katalaz ya da glutatyon rediktaz (GSH) gibi antioksidan enzimlerin
uyarilmas: gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla oksidatif stresi azaltir (Reiter ve ark
1997, Navarro-Alarcon ve ark 2013, Salido ve ark 2013, Oksay ve ark 2014).
Yaslanma siireclerini agiklamak igin onerilen bir teori, reakiif oksijen tiirleri ve
reaktif nitrojen tiirlerini ve tiirevlerini etken maddeler olarak gosterir (Hardeland
2011). Yaslanma siirecinde lipid peroksidasyonu iizerine yapilan bir galigmada,
Dimitrev ve Titov (2010), iki karsit egilimi tarif etmigtir: melatoninin anti-radikal
etkisine atfedilebilen yaslanma karsit: bir etki ve toksik aldehitlerin etkisine dayanan
yaslanma onleyici bir etki. Temel aragtirmalardan elde edilen bulgular, melatonin
uygulamasinin bazi hastaliklarin ilerlemesini diizeltmek ve baz1 yaglanma bulgulanni
engellemek igin faydali olabilecegini ve bu gézlemlerin klinik dnemini geligtirmek
icin daha fazla arastrmanin yapilmasi gerektigini gostermektedir (Baltaci ve ark
2003, Baltaci ve ark 2005). Bu nedenle, melatoninin yenidoganlarda oksidatif stres
biyobelirteclerini zayiflatmada olduk¢a etkili oldugu bildirilmistir (Uysal ve ark
2005, Reiter ve ark 2009).

Birgok calisma, melatoninin bir serbest radikal temizleyici gibi davrandigim
bildirmistir (Longoni ve ark 1998, Baltaci ve ark 2005, Baltaci ve ark 2012, Biger ve
ark 2012). Birincil insan kas hiicreleri iizerine in vitro bir ¢alismada, oksidatif stres,
insiilin sinyalini ve dolayisiyla glikoz alimim siddetle azaltirken, melatonin destegi
doku hasarimi azaltarak ortaya ¢ikan bozukluklari énlemistir (Sharma ve ark 2015).
Konar ve ark (2007) siganlarda yiiksek bir kadmiyum dozunun neden oldugu
oksidatif hasara karsi insiilin koruyucu etki bildiren melatonin ve diger
antioksidanlar (E, C vitaminleri ve Se) ile bir destek ¢aligmasi
gerceklestirmigtir. Venkataraman ve ark (2010), melatonin desteginin, polikloriu
bifeniller gibi norotoksik maddeler tarafindan {iretilen artms oksidatif stres ile iligkili
sinir hasarim 6nemli 6l¢iide tersine gevirdigini bulmustur. Spesifik olarak melatonin
takviyesi, toplam SOD, Zn /Cu'ya bagimli SOD (sitoplazmik Zn / Cu-5SOD), Mn
bagimlit SOD (mitokondriyal Mn-SOD) ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini artird: ve sozii edilen norotoksik maddelere maruz kalan eriskin
siganlarin beyin bolgelerindeki (serebral korteks, serebellum ve hipokampus) bu
enzimlerin mRNA’ sim da artirmistir (Venkataraman ve ark 2010). Melatonin
takviyesinin, GSH-Px aktivitesinin arttirilmasindan 6nceki bir adim olarak ZDF ve

ZL sicanlarinda plazma Se diizeylerini arttirdigi rapor edildi (Rodriguez ve ark



2008). Melatoninin, 6zellikle eritrosit GSH-Px diizeylerinde kontrollerle
karsilagtirildiginda belirgin bir diigiisle beraber (Dilek ve ark 2010), overcktomize
sicanlar ve ZDF siganlarin plazma ve eritrosit drneklerinde oksidatif stresi énledigi
rapor edilmistir (Agil ve ark 2012). Benzer sekilde Chang ve ark (2008), melatoninin
SOD oksidatif reaktivitesini korudugunu ve bu nedenle de periferik sinirlerde

oksidatif hasan tedavi etmek igin potansiyel bir ajan olarak kullamlabilecegini

dnermistir.

Rodriguez ve ark (2008), melatoninin yash disi farelerde lipid
peroksidasyonunu azaltip, GSH-Px ve GSH enzim aktivitelerini artirarak yagam
sliresinin uzatabilecegini 6nermiglerdir. Aym ¢aligmada, melatonin tedavisi ile kargi
etkilesime giren farelerde oksidasyona karg artmis bir mitokondriyal savunmasiziiga
dikkat cekilmistir. Aragtiricilar, melatoninin mitokondriyal solunum zincirini ve ATP
{iretimini farkli deneysel kosullar altinda iyilestirerek ve oksijen tiiketimini
konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak azaltarak, ADP agimhgmin artmasiyla O»
akisini inhibe ederek ve membran elektrokimyasal potansiyelini azaltarak ve bdylece
0O, ve H,O, iiretimini inhibe ederek, oksidatif stresin regiile edebilecegini ileri
stirmiistiir (Rodriguez ve ark 2008). Aym zamanda, melatonin oksidatif
fosforilasyon ve ATP sentezinin etkinligini korumakta ve solunum komplekslerinin
(esas olarak kompleksler I, IT ve IIT) aktivitesini artirmaktadir. Bu etkiler, melatonin
varlifina bagh olabilir ve melatonin ve triiodotironin Once belirtildigi gibi
mitokondriyal homeostazin fizyolojik diizenlenmesinde ortaklasa katildig1 hipotezini
destekler (Rodriguez ve ark 2008).

Anti-kanser maddeleri tarafindan iretilen oksidatif stres ile ilgili olarak bir
sigan ¢alismasinda, melatonin 6nemli dlglide serbest radikal tiriinlerini azaltarak ve
karacigerde antioksidan enzimlerin (GSH-Px, katalaz, GSH ve glutatyon S transferaz
“GST”) aktivitesini artirarak Kkaracier hasarim Onledigi rapor edilmigtir
(Subramanian ve ark 2007). Othman ve ark (2008) kemoterapétik ajan adriamisin ile
melatoninin birlikte verildiginde, yalmz adriamisin ile tedavi edilen siganlarla
karsilagtinldiginda, katalaz ve GSH-Px aktivitelerini normalize ettigi ve
tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerin ve protein karbonil seviyelerini diigiirdiigiinii

bildirmistir. Benzer sekilde Schaefer ve Hardeland (2009) bir melatonin metaboliti



olan asetil-5-metoksikiynuraminin, gii¢lii bir singlet oksijen tutucu antioksidan

etkisini bildirmisgtir.
1.1.4. Melatonin ve Kan Basinct Kontrolii

Sistemik kan basinci degiskendir ve insanlarda uyku swrasinda (%10-20)
azalma oldugu bilinmektedir. Kan basinci, uyandiktan sonra giin ortasina kadar
yiikselir ve daha sonra kademeli olarak giin boyunca azalir. Bununla birlikte, kan
basincinda da nokturnal diisiig hipertansif hastalarin, %30-35 inde olugmaz (Higashi
ve ark 2002, Scheer ve ark 2004). Bu koroner arter hastalik, obezite ve insiilin
direnciyle iligkilidir sonug olarak kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditeyi arttirr
(Korkmaz ve ark 2009a, Reiter ve ark 2009). Melatonin destegi sigan, tavsan ve
insanlarda hipertansiyonu iyilestirmistir (Higashi ve ark 2002, Scheer ve ark 2004,
Korkmaz ve ark 2009a, Reiter ve ark 2009). NO eksikligi olan hipertansif obez disi
tavsanlarda, melatonin destegi yiiksek kan basincim normal simrlara indirmistir
(Hussein ve ark 2007). Melatonin uygulamasi ile hipertansif kadinlarin kan basincim
da azaltmustir (Nava ve ark 2003). Melatoninin giinde 2.5 mg’lik dozu esansiyel
hipertansiyonlu erkeklerde kan basincimi normallestiriken, noktumal melatonin
takviyesi ile tip 1 diyabetes mellituslu (T1DM) kadinlarda da diyastolik kan basinci
tizerinde olumlu bir etki gostermistir (Scheer ve ark 2004). Bu nedenlerden dolay:
indolamin bir antihipertansif ilag olarak ileri stiriilmiistiir. Melatonin deste@i aym
zamanda gece kan basinci azalmayanlarda daha biiyiik bir etkiye sahiptir. 6 hafia
boyunca melatonin uygulamas1 {(10mg kg-1) kendiliginden hipertansif si¢anlarda,
bébrek transkripsiyon faktérlerinin azalmasi ve kan basincs azalmasiyla iligkili olarak
oksidatif stres ve interstisyel bébrek dokusunun inflamasyonunda azalma olusturdu
(Girouard ve ark 2004). Melatoninin, hayvanlarda norepinefrin konsantrasyonu ve
kalp P1/B2 reseptér oramm geri kazandirdifn ve mezenterik arter maksimum
gevsemesini iyilestirdigi rapor edilmistir (Girouard ve ark 2004). Ancak, bagka bir
arastirma grubu, yalnizca orta yasli erkek ZDF siganlarda (giinde 10 mg) melatonin
takviyesinin sistolik kan basincim (p=0,056) azaltabilecegini rapor etmistir (Navarro-
Alarcon ve ark 2014).

Siirekli is13a maruz kalan sicanlarda melatonin eksikligine bagh olarak
hipertansiyon gelistigi bilinmektedir (Navarro-Alarcon ve ark 2014). Bir ¢caligmada,
sicanlar melatonin (10 mg kg-1, 24 saat i¢in) ve kaptopril ile takviye edilmistir (100
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mg kg-1 H24 icin) ve siirekli 151ga maruz birakilmigtir; Yazarlar melatonin desteginin
sitrekli 151k kaynakli hipertansiyonda periferik vaskiller direnci azaltabilecegi

sonucuna varmslardir (Repova-Bednarova ve ark 2013).
1.2, Nesfatin-1

Nesfatin-1 hormon olarak ilk defa Oh-I ve Shimizu tarafindan 2006 yilinda
tanimlandi. Aymi ¢alismada, nesfatin-1'in, leptin salgilanmayan obez farelerde bile,
beslenme iizerinde baskilayic1 etkiye sahip oldugu gosterildi. Bu bulgu, leptin
yolagindan bagimsiz olarak galigan nesfatin-1in istah azaltict  etkinligini
gostermektedir (Oh-1 ve Shimizu 2006). Boylece, nesfatin-1’in leptin gen mutasyonu
olan obez bireylerdeki tedavisi, beslenmenin diizenlenmesi nesfatin-1 iligkisi

konusunda artan bir ilgiye yol agt1 (Xu ve ark 2003).

Hipotalamus, beslenme davraniginin  diizenlenmesi ve onunla iligkili
molekiillerin salgilanmasindan sorumlu alanlan igerir. Nesfatin-1 hipotalamus ve
beyin sapindan salgilanir ve salimimi aglik sirasinda azalir (Oh-I ve Shimizu 2006).
Nesfatin-1'in bu 6zellifi, nesfatin-1'in enerji homeostazinin diizenlenmesinde yer

aldifina isaret eder (Cowley ve Grove 2006).

Immiinohistokimyasal c¢aligmalar, nesfatin-1, esterlesmemis yag asidi/
cekirdek baglama 2 (NUCB2) onciisiiniin, hipofiz bezi, hipotalamus, beyin sapi, 6n
beyin ve orta beyin gekirdegi, merkezi amigdaloid ¢ekirdek, ventrolateral medulla ve
serebellum gibi birgok yerde lokalize oldugunu gostermistir (Oh-1 ve Shimizu
2006). Buna ek olarak, nesfatin-1, sicanlarda omurilikte torakolumbar sempatik ve
sakral parasempatik preganglionik néronlarda bulunur (Foo ve ark 2008, Stengel ve
Tache 2010). Nesfatin-1'in merkezi sinir sistemine ek olarak periferik dokularda
bulundugu da gosterilmigtir (Pan ve ark 2007). Spesifik olarak periferik yag dokusu,
gastrik mukoza, pankreasin beta hiicreleri ve testis dokusunda bulundugu rapor
edilmistir (Stengel ve Tache 2010). Nesfatin-1 sekresyon sonrasinda kan beyin
bariyerini her iki yénde de gegebilir. Nesfatin-1, intraventz enjeksiyondan sonra 20
dakika boyunca kan iginde dengelenir (Pan ve ark 2007, Garcia-Galiano ve ark
2010a, Stengel ve Tache 2010).

Cekirdek baglama 1 (NUCBI1), fare genomunda NUCB2 ile % 60 dizi
benzerligi paylasir. NUCB1 fonksiyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Son
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zamanlarda doku, hiicre ve subseliiler seviyelerdeki dagilimi, fonksiyonunu daha iyi
anlamamiz1 saglayacak bilgiler ortaya kondu (Oh-I ve Shimizu 2006). NUCBI,
endokrin hiicrelerde yaygin dagilima sahiptir ve subseliiler dagilimi golgi aparat ile
birlikte bulunmustur. Bu sonuglar bu molekiiliin hormon sekresyonunun

diizenlenmesinde rol oynayabilecedinin bir igareti olarak kabul edilebilir (Oh-I ve
Shimizu 2006).

Nesfatin-1, kalsiyum ve DNA baglayici protein NUCB2'den tiiretilen 82
amino asit (aa) uzunlugunda bir polipeptittir. Insanlar ve diger memeli tiirleri
arasinda % 85'den fazla bir homolojiye sahiptir ve hatta alt organizmalarla benzerlik
gosterir (Gonzalez ve ark 2009). NUCB2 plazma zarinda ve néroplazmada bulunur.
NUCB?2, posttranslasyonel degisiklikler igin birgok pargaya sahiptir. PC3/1 ve PC2
gibi 6zel prohormon doniistiiriicii enzimler NUCB2'yi nesfatin-1, nesfatin-2 ve
nesfatin-3 olusturmak iizere doniigtiiriirler (sirasiyla:1-82 aa, 85-163 aa ve 166-396
aa, sirasiyla) (Garcia-Galiano ve ark 2010a, Palasz ve ark 2012). Nesfatin-2 ve 3'nin
biyolojik etkinligi hakkinda heniiz kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Nesfatin-1 ii¢
boliimden olusur; N-terminali (N23), orta kisim (M30) ve C-terminali {C29). Orta
kistm nesfatin-1'in aktif bir pargas: olarak tanimlanmaktadir. Nesfatin-1'in fizyolojik
etkileri, 6zellikle de anoreksik bir etki i¢in anahtar rolii vardir (Yamada ve ark 2010,

Palasz ve ark 2012, Aydin 2013).

Insan NUCB?2 geni 55 kb uzunlugundadir ve 14 ekson ve 13 intron bélgesi
vardir. Transkripsiyonun baglatma bdlgesi, ¢eviri bolgesinin baglamasindan 246 bp
once gergeklesirr NUCB2 geni, 5889 bp uzunlugunda, norondan tiiretilen hiicre
dizisinde aktif promoter blgesine sahiptir. Nesfatin-1, NUCB2 geninin ekson-3 ve
5% arasinda kodlanmistir (Oh-1 ve Shimizu 2006, Yamada ve ark 2010).

1.2.1. Nesfatin-1'in Salg1 Alanlan

Nesfatin-1 ve oOnciisii, hipotalamik olan beyin sap ¢ekirdegi, supraoptik
cekirdek (SON), lateral ve hipotalamik olan pivot bezi, kavisii (ARC) ve
paraventrikiiler g¢ekirdekler (PVN) gibi merkezi sinir sisterninin birgok farkli
boliimiinde yer alir. Ayrica, nesfatin-1'in 6n beyin ve orta beyinde, merkezi
amigdaloid ¢ekirdekte, ventrolateral medulla, serebellumda ve ayrica sicanlarda

torakolumbar sempatik ve sakral parasempatik spinal kord pregangliyonik
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cekirdeklerinde yer aldigi gésterilmistir (Stengel ve Tache 2010, Goebel-Stengel ve
Wang 2013).

Bircok ¢aligma, nesfatin-1'in, yag dokusu, gastrik mukoza, endokrin pankreas
beta hiicreleri ve testis gibi merkezi sinr sistemi disinda periferik dokular tarafindan
da salindigim gostermigtir. Mide oksintik mukozasinda ifade seviyesi, beyinden 20
kat daha yiiksek bulunmugtur (Oh-I ve Shimizu 2006, Price ve ark 2007, Gonzalez ve
ark 2009, Stengel 2009, Garcia- Galiona 2010, Stengel ve Tache 2010, Goebel ve
Stengel ve Wang 2013).

1.2.2, Nesfatin-1 ve Beslenmenin Regiilasyonu

Simdiye kadar, nesfatin-1 yoluyla gida alim: inhibisyon mekanizmasi heniiz
netlesmedi. Beynin farkl yerlerinde nesfatin-1 enjeksiyonunu agiklamak igin
muhtemel mekanizmalar kullamlmistir (Cowley ve Grove 2006, Garcia-Galiano ve
ark 2010). Nesfatin-1, leptin-reseptor-mutant siganlarda besin alimim beynin bir
enjeksiyonu ile engelleyebilir (Oh-I ve Shimizu 2006, Stengel ve Tache 2010). Bu
nedenle, nesfatin-1'in, leptin yolagindan bagimsiz olarak, melatonin sistemi
aktivasyonu yoluyla gida alimini engelleyebilecegi kabul edilmektedir. Bu, nesfatin-
1 ile gida alimi inhibisyon mekanizmasi i¢in ilk agiklama sunmaktadir (Cowley ve

Grove 2006, Garcia-Galiano ve ark 2010a, Stengel ve Tache 2013).

Bu mekanizmamn agiklanmasi igin bir diger olasilik, nesfatin-1 tarafindan
oreksigenik bir maddenin dogrudan inhibisyonudur. In vitro ¢aligmalar, nesfatin-1'in,
noropeptit-Y (NPY) sekresyonundan sorumlu olan ARC gekirdeginde
hiperpolarizasyona neden oldugunu gostermistir. Bu, nesfatin-1'in gida alim
inhibisyon mekanizmas: i¢in ikinci agiklama olarak kabul edilmektedir (Cowley ve
Grove 2006, Garcia-Galiano ve ark 2010a, Stengel ve Tache 2010). Siganlarda
intraserebroventrikiiler (icv) nesfatin-1 enjeksiyonu, karanlikta gida alimim doza
bagimli olarak inhibe eder. Aym zamanda, periferal nesfatin-1 enjeksiyonu gida
alimim engelleyebilir (Cowley ve Grove 2006, Stengel ve Tache 2013). Nesfatin-1'in
bloke edilmesi gida alimum arttirir (Cowley ve Grove 2006). Nesfatin-1'in farklh
fizyolojik parametreler iizerindeki eylemlerinin mekanizmalanndaki bosluklan
agiklamak i¢in caligmalar devam etmektedir. Son zamanlarda NPY ve a-MSH, a-
MSH ile aktive edilmis ve sirasiyla indiiklenmis ve bloke edilmis sitosolik kalsiyum

iyonu yoluyla NPY tarafindan inhibe edilen PVN nesfatin-1 / NUCB2 néronlan
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iizerinde tartigmali bir etkisi oldugu gosterilmistir (Sedbazar ve ark 2014). Son
zamanlarda yapilan bir bagka aragtirmada, nesfatin-1 / NUCB2 protein seviyelerinin
dehidrasyon ile arttifn ©ne siiriilmektedir. Bu yiikselme, plazma sodyum

konsantrasyonu ve plazma ozmolaritesi ile pozitif korelasyon gosterir (Yoshimura ve
ark 2014).

Son zamanlarda nesfatin-1'in mide distansiyonuna duyarli néronlarin
aktivitesini ve mide hareketliligini amigdala'min merkezi ¢ekirdeginde melanokortin
yolu iizerinden diizenledigi gosterilmistir (Wang ve ark 2014). Dahasi, nesfatin-1,
PVN ve lateral hipotalamik alan (LHA) iizerindeki etkisiyle gastrik hareketliligi

diizenlemek igin bir inhibit6r nérotransmitter olarak tanimianmaktadir (Guo ve ark
2015).

1.2.3. Nesfatin-1 ve Sinir Sistemi

NUCB?2'yi ifade eden noronlar beynin birgok bélgesinde bulunur (Yamada ve
ark 2010). Parvoselliiler bolgedeki bazi néronlar {(pPVH) bir NUCB2 melanokortin
reseptorii eksprese eder ve a-MSH ve agouti'yve bagh protein (AgRP) liflerinden
sinyal alirlar. a-MSH, nesfatin-1'in ekspresyonunu ve salinmasim arttinr. Bir
¢alismada, pPVH'deki NUCB2 noronlarimin nesfatin-1 salimiyla anoreksiyaya neden
oldugu rapor edilmiy, ancak bahsedilen galigmada nesfatin-1’in bu olaydaki etki
mekanizmasi agiklanamamistir (Cowley ve Grove 2006, Garcia-Galiano ve ark
2010a).

Nesfatin-1'in merkezi salimmi, metabolik aktivitelerdeki degisikliklere
baghdir. 24 saatlik aghk siiresinden sonra, nesfatin-1'in transkripsiyonu ve
translasyonu PVH ve SON'da azaltihir. 24 saatlik ag birakma sonrasinda tekrar
beslenmenin bir sonucu olarak, nesfatin-1 iiretimi ve salgisi SON'da aktive edilir. a-
MSH ve serotonin 5-HT reseptor antagonisti gibi anoreksik ajanlarin periferal
enjeksiyonu, kemirgenlerde hipotalamustan salgilanan nesfatin-1 miktanm arttirir.
Orelojenik bir ghrel dozunun ¢evresel olarak uygulanmasi, nesfatin-1 salgilayan
néronlarin ARC c¢ekirdedi aktivitesinde bir artisa neden olur. Dahasi, bir tokluk
peptidi olan kolesistokininin periferik enjeksiyonu, pPVN ve NTS'de yer alan
nesfatin-1 salgilayan néronlarin aktivitesinde bir artisa neden olur. Bu bulgular,
nesfatin-1'in  tokluk sinyallerine giren beslenme peptidlerini etkiledigini

giostermektedir (Ramanjaneya ve Chen 2010). Aghgin leptin ve ghrelinin aracihik
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ettigi periferik metabolik sinyallerden etkilendigine inamlmaktadir. Ghrelin, POMC
noronlarimin aktivitesini diigiiriir ve AgRP néronlarinin ARC gekirdegi iizerindeki
etkisini artirir  (Oh-I ve Shimizu 2006). A¢ligin melanokortin yolaklari yoluyla
pPVH néronlarinin NUCB2 aktivitesini azalttiim dnerilmisti (Cowley ve Grove

2006, Garcia-Galiano ve ark 2010a, Yamada ve ark 2010).

Bir c¢alismada, siganlarda nesfatin-1'in bir icv enjeksiyonunun hem
bébreklerin sempatik etkinligini arttirdigt hem de kan basincinda bir artisa neden
oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, nesfatin-1'in bu etkiyi belirli bir noktaya kadar
doza bagh bir sekilde gergeklestirdigi bulunmustur. Ayni ¢alismada nesfatin-1 ile
melanokortin  yolu arasindaki iliski ve sempatik sistemin etkinlegtirilmesi
incelenmistir. Bu amagla melanokortin 3/4 reseptér antagonisti SHU9119
kullamlmistir. Bu uygulama neticesinde nesfatin-1'in kan basmcim yiikselten ve
sempatik sinir sistemini aktive eden etkileri ortadan kaldinlmistr. Bu nedenle,
nesfatin-1'in merkezi melanokortin sistemi yoluyla bébrekte sempatik sinir sistemi

aktivasyonunu gergeklestirdigi dlisiiniilmektedir (Tanida 2011).

1.2.4. Nesfatin-1 ve Stres

Stres kosullari altinda nesfatin-1'in stres tepkilerinin diizenlenmesinde rol
oynachg diisiiniilmektedir. Stres anoreksiyaya neden olur. Muhtemelen, nesfatin-1,
NUCB2 salgilayan néronlari pPVH'de aktive ederek bu etkiyi gosterir. Sonug olarak;
su dengesinin saglanmasindan sorumlu olan, magnoseliiler néronlar ve bu néronlarin
arka pituiter uzantilan oldugu bilinmektedir. Muhtemelen, bu alandaki NUCB2
noronlarimn  diizenleyici  fonksiyonlann su  dengesinden dolaylh  olarak
etkilenmektedir. Sasirtict bir sekilde mPVH, SON, ARH, lateral hipotalamus/zona
interca ve NTS'deki NUCB2 néronlan aglik veya melanokortinden etkilenmez. Bu

nedenle, gérevleri halen belirsizdir (Garcia-Galiano ve ark 2010a, Stengel ve Tache
2010, Yamada ve ark 2010).

Nesfatin-1'in merkezi seviyesi akut stresle arttirilabilir; Nesfatin-1'in kan
plazma seviyesi akut stresten etkilenmez (Goebel ve ark 2009, Yoshida ve ark 2010).
Son zamanlarda, kronik stresin nesfatin-1'in plazma seviyesini artirabilecegi

gosterilmistir (Yoshida ve ark 2010).
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Cesitli calismalar, nesfatin-1'in kaygi ve beslenme davramgi iizerinde
diizenleyici bir etki yaptigina isaret eder. Nesfatin-1'in merkezi uygulamasinin kaygi
davramislarim artirdifn gésterilmisgtir (Merali ve Cayer 2008). Bir baska calismada,
depresif durumlarda beslenme davramislarinda degisiklige bagl olarak serum
nesfatin-1 diizeyleri arasindaki fark arastinlmigtir. Nesfatin-1 diizeyleri depresyonlu
hastalarda kontrollerden daha yiiksek bulunmustur (Ari ve Ozturk 2011). Bu
calismalar, nesfatin-1'in anksiyete davraniglarinda beslenme davramslarina etkisinin

yani sira araci bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

1.2.5. Nesfatin-1 ve Endokrin Sistem

Beslenme davramsini etkileyen bircok madde, noroendokrin diizenleyici,
otonom kontrol, i¢ organ fonksiyonlari, uyku, duygu durum ve agn, beyindeki
nesfatin-1 ile iliskili alanlarda da salgilanir. Dolayisiyla nesfatin-1'in organizmanin
diger fonksiyonlanyla da iliskili oldugu s6ylenebilir. Beslenme yamnda, endokrin
dokulardaki nesfatin-1'in varhg hormon salimminda da rol oynayabilecegini
dilsiindiiriir. Midedeki varlifi ise besin aliminin dilzenlenmesinde ilave bir rol
oynayabilecegini gosterir. Dahasi, pankreastaki varligi nesfatin-1'in insilin ve
glukagon aracili glikoz metabolizmasinda da muhtemel bir roliine isaret edebilir.
Periferik dokulardaki nesfatin-1'in varhi, enerji homeostazi ve nodroendokrin ile
ilgili islevlerde ve ayrica hipotalamustaki anoreksik sinyalin diizenlenmesinde
ayriimaz bir diizenleyici rolii oldugu fikrini giiglendirir (Garcia-Galiano ve ark
2010a, Yamada ve ark 2010).

Aynica, nesfatin-1'in plazmada varh, bir hormon gérevine sahip oldugunun
kamitidir (Sedbazar ve ark 2014).

Ergenlik doneminde disi siganlarda NUCB2 ekspresyonu artar ve buna
paralel olarak liiteinlestirici hormon (LH) artisi gozlenir. Yetigkin sicanlarda
nesfatin-1 enjeksiyonu, LH seviyesinde bir fark olugturmaz. Bu sonuglar nesfatin-

1’in ergenlie gegiste bir role sahip oldugunu diisiindiiriir (Garcia-Galiano ve ark
2010b).

Nesfatin-1'in endokrin sistemdeki olas1 roliine gore, nesfatin-1'in serum
seviyelerinin azalmasi veya artmasi bir hastalik markeri olarak islev gorebilecegini

akla getirir. Bu noktadan hareketle, polikistik over sendromlu (PCOS) hastalarda
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serum nesfatin-1 seviyeleri tayin edildi {(Deniz ve ark 2012, Ademoglu ve ark 2014).
Ancak bu ¢aligmalardan birinde diisiik nesfatin-1 konsantrasyonunun polikistik over
sendromu (PCOS) gelisiminde rol oynayabilecegi ve digerinde ise tam tersi PCOS'ta
daha yiiksek nesfatin-1 diizeyinin rol oynayabilecegi sonucuna varildi (Deniz ve ark
2012, Ademoglu ve ark 2014). Bu fark galisma dizayni, hastalar ya da deneysel
durumla iliskili olabilir (Ademoglu ve ark 2014). Bu farkhliklarin genetik
varyasyonlara baglanabilecegi ve genetik analizle dogrulanacag sdylenebilir. Bu
nedenle de nesfatin-1 geni icin polimorfik odagin belirlenmesi, nesfatin-1'in gejsitli

hastaliklanin gelisimindeki roliiniin daha iyi anlasilmasini saglayabilir.

1.2.6. Nesfatin-1 ve Diyabet

Bir arastirma nesfatin-1'in  anti-hiperglisemik etkisini  gostermistir.
Hiperglisemik db/db farelerinde (leptin gen defekti olan fareler), nesfatin-1'in
intravensz uygulanmasi, kan sekeri seviyesini 6nemli derecede azaltmistir. Elde
edilen sonuglar, nesfatin-1'in anti-hiperglisemik etkisinin ¢evresel oldugunu; zaman,
doz ve insiiline bagimh olabilecegini gosterir. Zaten Nesfatin-1'in bu etkisinin
insiilline bagimli oldugu bildirildi, ¢iinkii streptozotosin aracili diyabet modelinde
Nesfatin-1 kan glikoz seviyesini diisiirmedi (Su ve Zhang 2010). Kan glikoz
seviyesinin diigiiriilmesi icin insiilin tamamlayicidir ( Su ve Zhang 2010). Bununla
birlikte, nesfatin-1'in kan glikoz seviyesinin diigiriilmesi {izerindeki hiicre igi
mekanizmasi hala bilinmemektedir. Bu arastirmada, nesfatin-1'in db/db farelerine icv
uygulanmas: sonucunda gida alimi engellendi, ancak yiiksek kan glikoz seviyesi
etkilenmedi, bu nedenle bu ¢alisma nesfatin-1'in anti-hiperglisemik etkisini kamtlad.
Nesfatin-1'in anoreksik ve antihiperglisemik etkileri sirasiyla beslenme ve glikoz
metabolizmas: iizerindeki etkilerle iligkilidir. Bu sonuglar, nesfatin-1'in viicudun
metabolik kontrol mekanizmalarinda onemli bir rol oynadifim gostermektedir.
Metabolik bozukluklarda, 6zellikle de tip 2 diyabet ve obezite tedavisinde, nesfatin-
1'in potansiyel bir terapstik madde olarak kullamlabilecegi diistiniilmektedir. Bu
nedenle nesfatin-1, bu alandaki ¢alismalarin hedefidir (Su ve Zhang 2010). Diger
¢alismalardan biri, nesfatin-1'in serbest asit kullanimini stimiile ederek T2DM’de bir
rol sekli oynadigini 6nermistir (Dong ve ark 2013). Bagka bir ¢aligmada, nesfatin-1,
beta hiicrelerinde glukagon salimmi i¢in yeni uyanci bir madde olarak tarif
edilmistir. Buna ek olarak arastiricilar, tip 2 diyabette pankreas adaciklarinda

nesfatin-1'in  ekspresyon seviyesinin azaldigim  gostermislerdir ki buy,
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hiperglukagonemiyi asmak i¢in telafi edici bir mekanizma olusturabilir (Riva ve ark
2011). Bununla birlikte, nesfatin-1'in glikoz ve enerji mekanizmasi {izerindeki kesin

fizyolojik ve fizyopatolojik etkileri halen bilinmemektedir.

1.2.7. Nesfatin-1 ve Bagisikhk Sistemi

Bir arastirma, subaraknoid kanama modelinde, nesfatin-1'in siganlarda anti-
apoptotik ve antiinflamatuar bir 6zellik tasidigimi gostermistir. Deney amagli bir
subaraknoid kanama gelistirilen siganlarda, antioksidan enzim diizeyleri azalirken
beyin TNF-q, interlskin-1p (IL-1B) ve interlokin-6 (IL-6) seviyeleri yiikselmigtir.
Plasebo alan gruba kiyasla, nesfatin-1 uygulanan grupta nérolojik bozukluklarda ve
oksidatif beyin hasarinda daha anlaml diizelme vardi. Ayrca, bazal arterin
morfolojik degisikliklerine gére, nesfatin-1 uygulanan grupta diizeime olmustur.
Nafarkomatoid kanamaya bagh plazma proinflamatuar sitokinindeki artis, nesfatin 1
uygulanan grupta bastinlmistir. Bu sonuglar, nesfatin-1'in oksidatif mekanizmalardan
kaynaklanan beyin hasarimin onlenmesinde pozitif etkilere sahip oldugunu

gostermektedir (Ozsaver ve Ergahin 2011).

Ilging olarak son zamanlarda, nesfatin-1'in azalms serum seviyesinin, anti-
inflamatuar aksiyonu ile sonuglanan obstruktif uyku apne sendromu (OSAS) ile
iliskili oldugu rapor edilmistir (Shen ve ark 2015). Ote yandan, amfizem tipi kronik
obstritktif akciger (KOAH) hastalarini inceleyen bir galismada, NUCB2 / nesfatin-
'in KOAH'ta sistemik inflamasyon ile iligkili yeni bir faktor olabilecegi ileri
siiriilmiigtiir (Leivo-Korpela 2014). Nesfatin-1" in iltihaplanma veya anti-inflamatuar
fonksiyonu igin onemli bir rol oynadigi onerilebilir. Bu nedenle, iltihaplanma

siirecleri icin nesfatin-1'in anlagilmas: daha fazla bilgiyi gerektirir.

1.2.8. Nesfatin-1 ve Kardiyovaskiiler Sistem

Beyin nesfatin-1 sinyalizasyonu stres kosullari altinda kardiyovaskiler
tepkinin diizenlenmesinde rol oynar; Ornegin, nesfatin-1'in intra-cerebro-spinal
enjeksiyonu arteriyel kan basincimi  yikseltir (Yosten ve Samson 2009).
Melanokortin ve oksitosin reseptor antagonistleri ile yapilan galigmalarda, nesfatin-
'in beslenme ve artmus kan basinc: iizerindeki etkileri ortadan kaldimlmustir.
PVN'de, oksitosin ile birlikte lokalize olan nesfatin-1, depolarizasyon vasitasiyla

oksitosin salintmim uyarir. Nesfatin-1'in oksitosin vasitasiyla melanokortin yolagim
y y
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aktive ettigi de bilinmektedir. Bu nedenle, hipertansif etkisinin merkezi oksitosin
veya melanokortin yolaklan ile iligkili oldugu diigiiniilmektedir. Bununla birlikte,
nesfatin-1'in bu iki sistemi aym anda mu, belirli bir diizende mi, yoksa bu iligkinin
diger bilesenleri iizerinde etkileyip etkilemedigine dair aynnuli  bilgi
bulunmamaktadir (Yosten ve Samson 2009, Garcia-Galiano 2010a, Ramanjenaya ve
Chen 2010).

intraventéz nesfatin-1 uygulamasinin, NO dretiminin inhibisyonu yoluyla
vazokonstriksiyona yol acarak yiiksek kan basincina neden oldugu gosterilmistir
(Yamawaki ve ark 2012). Son ¢aligmalardan birinde, kronik periferik nesfatin-1'in,
kronik restraint stresli sicanlarda endotel nitrik oksit sentazin plazma diizeyini
szellikle diistirdiigii gosterilmistir (Ayada ve ark 2015a). Bu sonuglara gore, kan
basinci {izerindeki kronik periferik nesfatin-1 etkisi endotel oksit sentaz ve NO ile

iliskili olabilir ve vazokonstriksiyon yoluyla da kan basincim yiikseltebilir.

1.2.9. Nesfatin-1 ve L-Tipi Kalsiyum (Ca *?) Kanallan

Sicanlarda hipotalamik sinir hiicresi kiiltiirii ile yapilan bir ¢alisma, nesfatin-
'in farmakolojik ozelliklerinin G proteinine bagli reseptorlere benzedigini
godstermigtir. Nesfatin-1'in intraseliiler Ca*? konsantrasyonunu arttirdigim gésteren bu
calismada, kalsiyum kanal alt birimlerinde spesifik inhibitorlerin kullaniimasi,
nesfatin-1 tarafindan aktive edilen kanallarin L, P ve Q tipi kalsiyum kanallan
oldugunu goéstermektedir. Bu ¢alisma, nesfatin-1'in hipotalamus ve beyin sapi
noronlarinda eksprese edildigini ve bu peptidin hipotalamik sinir hiicresi kiiltiiri
calismalarinda G proteini ile birlesmis reseptorlerle etkilesim sonucu kalsiyumun

hiicresel olarak alimini stimiile ettigini onermektedir (Brailoiu ve ark 2007).

Baska bir ¢alisma, nesfatin-1'in pankreas beta hiicrelerinde L-tipi Ca®
kanallarim1 aktive ederek insiilin sekresyonunu arttirdigim ortaya koymustur.
Kalsiyumdaki hiicre igi artis, protein kinaz A ve fosfolipaz A,'den bagimsiz olarak
meydana gelir. Bununla birlikte, bu etki ve voltaja bagli Ca*? kanallar arasindaki
iliski heniiz bilinmemektedir. Hiicre i¢i Ca*? seviyesinin artisi, glikoza baglidir.
Yemek sonras: plazma glikoz diizeyindeki artig ile nesfatin-1, pankreastaki beta
hiicrelerinde glikoz tarafindan uyanlan intraseliiler Ca*? seviyesini yiikseltir ve

bunun sonucu olarak insiilin salinima artar (Nakata ve Manaka 2011).

19



Bir bagka ¢alismada, kronik periferik nesfatin-1 uygulamasimin, 6zellikle
kronik stres kosullannda kalp L-tipi Ca*? kanallari alc alt birim proteininin
ekspresyon diizeyini artirabilecegi rapor edilmistir (Ayada ve ark 2015b). Eger
boyleyse nesfatin-1'in kalbe olan bu etkisinin kardiyomiyositlerin ciddi hasarina yol

agabilecegi sonug olarak s6ylenebilir.

1.2.10. Nesfatin-1'in Baghca Klinik Uygulamalan

Cofu obez insanda leptin direncinin varlifi bilinmektedir (Myers ve ark
2008). Intraperitoneal nesfatin-1 uygulamasimin, leptine direngli hayvan
modellerinde gida alimimi 6nemli olgiide engelleyebilecegi gosterilmistir. Ayrica
obez olmayan farelerde kronik periferik nesfatin-1 uygulamasiyla viicut agirhginda
belirgin bir azalma gériilmiistiir (Shimizu ve Oh-I 2009). Beslenmeyi baskilamaya
katkida bulunan leptinden bagimsiz sinyal sistemi merkezi ve gevresel nesfatin-1
uygulamasiyla indiiklenir (Oh-I ve Shimizu 2006, Shimizu ve ark 2007). Nesfatin-1
ve benzerleri leptine direngli obez insanlarda anti-obezite ilaglarimin olasi adaylar
arasinda yer alir. Dolayisiyla, nesfatin-1 obezite ile ilgili bozukluklarin tedavisinde
potansiyel bir hedef olabilir. Ayrica, deri alti ve burun igi yollar, deney farelerinin ve
sigan modellerinin kanitlarina dayal olarak nesfatin-1'in uygulanmasi igin &nerilen
yoldur (Shimizu ve ark 2009). Bununla birlikte, bu on klinik oncesi verilerin daha

fazla onaylanmasina ihtiyag vardir.

Pankreas beta hiicrelerinde nesfatin-1 uygulamasi sonucu L-tipi Ca™
kanallarinin aktivasyonu ile artmis insiilin sekresyonu, diabetes mellitus tedavisinde

nesfatin-1'in kullanimi igin umut vaad eder (Aydin ve ark 2009).

NUCB2 / nesfatin-1'in ergenlik baglangicim yonlendirmede merkezi bir role
sahip oldugu bildirilmistir. Hipotalamik NUCB2 ekspresyonundaki artis, pubertal
gecis boyunca bulunurken, mRNA diizeylerinin LHA, PVN, SON'da saptanabilir
yiikselmeleriyle birlikte toplam protein i¢eriginde {ic kat artig gozlenmistir (Garcia-
Galiano ve ark 2010b). Bu sonuglar NUCB2 / nesfatin-1'in kadin ergenlik

kontroliinde yer aldigim desteklemektedir.

Aydin ve ark (2009) yaptifn bir ¢alismada, epilepsi teshisi konmus olan
hastalarda, nesfatin-1'in tilkrilk ve serum diizeyleri, yakin zamanda epilepsi tamsi

alan hastalarda kontrollerden 160 kat daha fazla bulunmustur ve anti epileptik
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tedaviden sonra, 10 kat artis olmustur. Bu artis epileptik hastalarda nesfatin-1'in
salya ve serum diizeylerinde gozlenmistir. Bu nedenle yiiksek nesfatin-1 diizeylerinin
epilepsi patofizyolojisine katkida bulunabilecegi ve nesfatin-1'in hem epilepsi
tamisinda, hem de antiepileptik tedaviye yamitin izlenmesinde aday bir biyobelirteg
olabilecegi ileri siiriilmiigtir (Aydin ve ark 2011). Sonug¢ olarak, nesfatin-1,
epilepside bir biyobelirteg olarak umut vericidir. Bunun yaninda, nesfatin-1'in,
epileptik aktiviteye neden oldugu ve bilinmeyen bir mekanizma ile bagimsiz olarak
glutamat ve/veya gama aminobiitirik asit (GABA) yoluyla penisiline bagh epileptik
aktiviteyi arttirdigy gésterilmistir (Erken ve ark 2015).

Olumiu klinik etkilerinin yam sira, ¢aligmalar nesfatin-1'in olumsuz klinik
etkilerini de bildirmistir. Omegin; otonom sinir sistemi aktivitesini uyarmak igin
nesfatin-1'in yeni bir eylemi tanimlanmistir (Yosten ve Samson 2009). Nesfatin-1'in
icv enjeksiyonunun bobrek sempatik sinir aktivitesini uyardifim ve merkezi
melanokortin sistemi yoluyla kan basincini énemli dlgiide arttirdiim gostermistir
(Tanida ve Mori 2011). Yosten ve ark (2009) yaptig1 bir ¢calismada, nesfatin-1'in icv
uygulamasindan sonra ortalama arter basincinda belirgin artiglar gozlemlendi ve
nesfatin-1'in sempatik sinir aktivitesini stimiile etmek ve ortalama arter basincim
arttirmak icin merkezi melanokortin sistemi ile etkilesime girebilecegi 6ne siiriildii (
Yosten ve Samson 2009). Literatiirde goriildiigii gibi intraserebral olarak nesfatin-1
uygulamas: hipertansiyonu indiiklemektedir ve bu da merkezi kardiyovaskiiler
kontroldeki roliinii gostermektedir (Angelone ve ark 2013). Bugiin, hipertansiyonun
kardiyovaskiiler hastaliklarin en 6nemli risk faktérlerinden biri oldugu bilinmektedir
(Vané&ckova ve ark 2014). Bu aqidan, nesfatin-1'in kan basinc: iizerindeki arttirict

etkisi, ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar1 olan hastalar i¢in olumsuz bir faktordiir.

Bir doyma peptidi roli diginda, nesfatin-1, anksiyete ile ilgili cevaplarin
arabuluculugunda yer alabilir. Yakin tarihli bir ¢aligmada, nesfatin-1'in merkezi
uygulamasini takiben, kayg: davramsinda bir artis goriilmistiir. Ne var ki, nesfatin-1
ile anksiyete gibi stresle iligkili davramglar arasindaki iligki heniiz tam olarak

anlagilamamistir (Yoshida ve Maejima 2010).

Son zamanlarda nesfatin-1, T2DM hastalarinda (Liu ve ark 2014) ve
yaslanmada (Li ve ark 2014), enerji dengesi ve glikoz metabolizmasindaki dnemli

rolii nedeniyle tiroid fonksiyonu i¢in bir diizenleyici faktor olarak tanimlanmisgtir.
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Mevcut bilgilerin kisithhklar: ve daha fazla incelenmesi gereken konular

Hipotalamik peptid nesfatin-1'in anoreksijenik etkisi belirlenmis olsa da,
hipotalamik nesfatin-1'in anoreksijenik eyleminde yer alan nesfatin-1, kortikotropin
salici faktor, oksitosin ve melanokortin yolaklar arasinda yakin zamanda kurulan
capraz-iligki, daha da a¢ikhga kavugturulmahidir. Ek olarak, nesfatin-1'in biyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesine ve diger ndropeptidlerle etkilesimine katihmi hala

arastinlmaktadir (Stengel ve Tache 2010).

Buna ragmen nesfatin-1'in biyolojik etkileri ve dokulardaki endojen NUCB2 /
nesfatin-1'in ekspresyonu iizerine yogunlasan c¢aligmalarnn sayisimin  artmasina
rapmen, bu etkilere aracilik eden reseptorler hakkinda bilgi simrlidir. Bu nedenle,
NUCB2/nesfatin-1 sinyalizasyon sistemini anlamak igin temel bilegenler ile
beyindeki ve g¢evredeki olaylann diizenlenmesindeki molekiiler mekanizmalarin

aciklanmasi gerekir (Stengel ve Tache 2010).

Dolasan nesfatin-1'in kan-beyin bariyerini gegebilecegi ve leptinden bagimsiz
bir sekilde beslenme davramgmin merkezi diizenlemesine dahil olabilecegi
bilinmektedir. Bununla birlikte, dolasimdaki nesfatin-1'in genel dolasimdaki kaynag
hala bilinmemektedir (Pan ve ark 2007, Price ve ark 2007). Stengel ve ark (2009)
yaptig1 bir aragtirmada, nesfatin-1'in tek bir icv enjeksiyonunun, 24 saatlik kiimiilatif
gida alimimi modille etmemekle birlikte sicanlarda viicut agirhgim azalttif)
gosterilmistir. Bu bulgu, nesfatin-1'in enerji harcamasim artirmak i¢in merkezi bir
eyleme sahip oldugunu pésterirse de, eylem mekanizmas1 daha fazla incelenmeye

ihtiyag duyar (Stengel ve ark 2009).

1.3. Ghrelin

Obezite, TD2M, hiperlipidemi, hipertansiyon ve ateryoskleroza yol agmasi nedeniyle
diinyada en ciddi toplum sagligi problemidir. Bu nedenle besin alimunin ve enerji dengesinin
diizenlenmesindeki molekiiler mekanizmalann agiklanmasi kritik dnemdedir. Bu molekiiler
olaylann diizenlenmesinde rol oynayan bazi maddeler obezitenin dnlenmesine odaklanan
tedaviler icin yeni bilgilere ulasmamizi saglayabilir. Sigan mide ekstraktlarindan elde
edilen 28 amino asitlik bir peptid olarak 1999 yilinda kesfedilen ghrelin, boyle bir
maddenin adaylarindan biridir (Kojima ve ark 1999). Ghrelinin karakteristik yapisi,

orta zincirli ya§ asidi yan zincirinin Ser3'e sahip olmasidir ve bu yap:1 ghrelin
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fonksiyonu igin gereklidir. Ghrelin reseptdr agonistleri, bilyiime hormonu
salgilaticilar dnceden sentezlendifinden ghrelinin bazi fizyolojik reaksiyonlan
kolayca tahmin edilmistir (Bowers ve ark 1980, Bowers ve ark 1984, Cheng ve ark
1993, Patchett ve ark 1995). Sonug olarak, ghrelin aragtirmasi kisa siirede hizla
gelismis ve ghrelinin biiyiime hormonu (GH) salinimi ve istahin uyanlmasi ve yag
birikimi gibi ¢esitli fonksiyonlar ortaya ¢ikmustir. Bu yiizden, ghrelin sekresyonunun
anormalligi ¢esitli metabolik bozukluklara neden oldugundan ghrelin sekresyonunun
mekanizmalanim anlamak gerekir (Kojima ve ark 1999, Tschop ve ark 2000,
Nakazato ve ark 2001).

Son zamanlarda, ghrelinin acil modifikasyonunu katalize eden enzim kesfedilmig
ve ghrelin-O-acil transferaz (GOAT) olarak adlandimlmistir. GOAT'in kesfi, ghrelinin
biyosentezi ve sekresyon mekanizmalarim anlamamizi saglar, ¢iinkii GOAT dinamikleri
ghrelinin aktivitesini tayin eder (Yang ve ark 2008). Acil-modifikasyon (GOAT)
enzimi tarafindan peptid hormonunun (ghrelin) salimm regiilasyonu, memelilerdeki
tek sistem oldugundan GOAT'in yeni bir ilag tasanm hedefi haline gelebilecegi
soylenebilir. Boylece, ghrelinin sekresyon mekanizmalan, fizyolojik fonksiyonu,
yapisi, ghrelin reseptérii (biiylime hormonu salgi uyarici reseptoril; GHS-R ve
GOAT) son zamaniarda netlesmeye baslamigtir. Daha sonra, ghrelin hakkindaki
temel bilgilere dayanarak, obezitenin gelismesinde ve/veya korunmasinda ghrelinin

roliinii agiklia kavusturmamiz gerekmektedir.

1.3.1. Ghrelinin Yapisi

insan ghrelin geni 3p25-26 kromozomunda lokalizedir ve hem insan hem de
fare ghrelin genleri 5 ekzondan olusur (Smith ve ark 1997, Tanaka ve ark 2001,
Kanamoto ve ark 2004). Fonksiyonel ghrelin peptidi ekzon 1 ve 2'de kodlamr.
Yirmisekiz amino asit rezidiisinden olusan ve Ser3’ti olusturmak igin n-
oktanoillenen olgun ghrelin peptidinin bu dzelligi, peptid hormonlan arasinda olagan
bir durum degildir (Kojima ve ark 1999). Bu modifikasyon, memelilerde ilk bilinen
durumdur ve GH salimminin ve istahin uyarilmasi ve yag birikimi gibi ghrelinin
aktivitesi i¢in gereklidir (Kojima ve ark 1999, Tschop ve ark 2000, Nakazato ve ark
2001). Ghrelin bircok tiirde tanimlanmigtir ve ghrelinin amino asit sekanslan insan,
rat, fare, rhesus maymun, mogol kemirgeni, inek, domuz, ke¢i, koyun ve kdpek dahil

olmak iizere memeliler arasinda iyi korunmustur. Ozellikle, NH;-terminalindeki 10
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amino asit aymdir ve bu NH,-terminal bélgesinin ghrelin aktivitesi igin &nemli
oldugunu gosterir (Kaiya ve ark 2001, Tanaka ve ark 2001, Tomasetto ve ark 2001,

Kaiya ve ark 2002, Kaiya ve ark 2003a, 2003b, 2003c, Angeloni ve ark 2004, Ida ve
ark 2010).

Ghrelinin agillenmemis formu olan, des-agil ghrelin hem midede hem de
kanda dnemli seviyelerde mevcuttur (Hosoda ve ark 2000). Ancak des-agil ghrelin,
sicanlarda hem GHS-R'yi baglayamaz hem de GH-salimim aktivitesi sergileyemez
(Kojima ve Kangawa 2005). Genom veri tabani, GHS-R'ye benzeyen bagka bir G-
protein baglh reseptor (GPCR) ig¢ermediginden dolay: des-agil ghrelinin GPCR'in

bagimsiz mekanizmalari gibi davranmalan muhtemeldir.

1.3.2. Klasik Biiyiime Hormonu Sekretagog Reseptirii (GHSR)

Insan ghrelin reseptér geni, q26-27 pozisyonunda kromozom 3'te
tamimlanmstir (Howard ve ark 1996). Ghrelin reseptérii, GHS-R, yedi transmembran
domainine (7TM) sahip tipik bir GPCR'dir; Iki ayn mRNA olarak eksprese edilir
(Smith ve ark 1997). Ilki, GHS-R tip la, ghrelin reseptdrii rolii ile uyumlu baglanma
ve fonksiyonel 6zelliklere sahip 7TM GPCR'yi kodlar. Digeri GHS-R mRNA, tip 1§,
alternatif baglama ile diretilir. GHS-R geni iki ekzondan olusur; ilk ekzon TM1-TM5
kodlar ve ikinci ekzon TM6-TM7’yi kodlar. Tip 1, yalnizca ilk ekzondan tiiretilir ve
yedi olarak tahmin edilen TM domainlerinin sadece besini kodlar. Tip 1f reseptorl

bu nedenle tip la reseptoriiniin COOH-terminali kesilmis halidir ve fizyolojik olarak
inaktiftir.

GPCR'ler arasinda ghrelin reseptorii, motilin reseptériine en benzer olamdir,
28 amino asit peptid ghrelin ve 19 amino asit motilininin aym siraya getirilmesi,
bunlarin sekiz 6zdes amino asidi paylagigini gostermektedir (Feighner ve ark 1999,
Smith ve ark 2001). Ghrelin kesfinden sonra, motilinle ilgili peptid (MTLRP)
tanimlanmistir; MTLRP'nin amino asit dizisi, ghrelinkiyle aymdir (Tomasetto ve ark
2000). Ghrelin reseptorii, memeli, kug ve baliklarin ¢ogunu igeren incelenen tiim
omurgall tiirler arasinda iyi korunmustur. Bu siki koruma, ghrelinin ve reseptdriiniin

onemli fizyolojik fonksiyonlara hizmet ettigini diisiindiirmektedir.
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1.3.3. Ghrelin Reseptor Agonistleri

Cesitli  ghrelin  agonistleri ¢esitli  endikasyonlar igin  geligtirilme
asamasindadir. Omegin, bir son asama 2o agonisti, randomize, ¢ift-kor, 28 giinliik
ghrelin reseptorii TZP-102 ¢ahsmas1 diyabetik gastroparez semptomlarinda azalma
gostermigtir (Ejskjaer ve ark 2013). Ghrelin reseptorii agonistlerinin diger hedefleri
kanser, kaseksi, ameliyat sonrasi ileus ve opioid-indiiklii bagirsak fonksiyon
bozuklugunu kapsar (Depoorter 2009). Ghrelin analoglan BIM-28125 ve BIM-28131
uygulamasinin etkilerini aragtirmak amactyla konjestif kalp yetmezligi olan bir sigan
modeli kullanilan ¢alismada; plasebo ile tedavi edilen siganlar hi¢ yag kazanmazken
(ama sadece yagsiz kiitle), aktif bilesikler yag ve yagsiz kiitle kazammm
indiiklemistir (Palus ve ark 2011). Yeni bir galismada Lenk ve ark (2013) da
konjestif kalp yetmezligi bulunan sigan modelinde, aym analoglarin sicanlarin iskelet
kaslarinda 6nemli 6l¢iide miyostatin ekspresyonunu arttirdipini géstermistir. Saghkh
goniillii insan ¢aligmasinda, oral ghrelin agonisti ve GH sekretagog RC-1291, doz
simirlayici yan etkiler olmadan viicut afirhginda doz ile iligkili artiglar elde edilmesi
sonucunda, ayn: arastiricilar bunun RC-1291 kanserle iligkili kaseksi ve anoreksiya

icin etkili bir tedavi olabilecegini one siirmiiglerdir (Garcia ve Palvino 2007).

1.3.4. Ghrelin Reseptir Antagonistleri

Cesitli farmakolojik ajanlar ghrelin etkilerini ortadan kaldirmak igin
arastinlmaktadir. Ghrelin reseptér antagonistleri bu maddelere bir 6rnektir. Beck ve
ark (2004), ghrelin reseptdr antagonisti (D-Lys)-GHRP-6 min fa/fa obez Zucker
siganlara uygulanmasin kapsayan ¢alismalarinda; bahsedilen antagonistin siganlarda
gida alimim azalttifim tespit etmislerdir (Beck ve ark 2004). Dahas, bu antagonist,
ob/ob farelerde enerji aliminy, gastrik bosalma hizim ve viicut kilo alimim da
azaltmistir (Asakawa ve ark 2003).

Esler ve ark (2007), aym zamanda ghrelin antagonisti YIL-781’in, sadece
diyetle uyanlan obeziteye sahip bir fare modelinde yag kiitlesini azaltmasimin yam
sira, ayni zamanda glikoz ile uyarilan insiilin salinimim arttirarak direk olarak glikoz
homeostazini iyilestirdigini gostermiglerdir. Piperidin-ikameli kinazolinon tiirevleri,
optimize edilmis piperazin-bisamit analoglar ve karbohidrazid tiirevleri dahil olmak
{izere cesitli bilesikler ghrelin reseptr antagonistleri olarak tammlanmigtir (Solomou

ve Korbonits 2014). GHSR 1o antagonistlerinin bu simfi, tip 2 diyabet ve metabolik
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sendromda oldugu gibi obezite tedavisinde farmakolojik ajanlar haline
gelebilir, Bununla birlikte, obezite agisindan daha fazla uzun siireli donemler, insan

ve hayvan calismalarinda ghrelin antagonistlerinin yararh etkilerini arastirmak igin

gereklidir.

1.3.5. Ghrelin Reseptirii Ters Agonistleri

Ghrelin reseptér GHSR1 a yiiksek yapisal aktivitesine sahiptir (Delporte
2012). Bu ters ghrelin reseptérii agonistlerinin, bu yapisal aktiviteyi azaltarak
sismanlhigin tedavisinde yararh olabilecedi dne siiriilmiistiir (Solomou ve Korbonits
2014). Dahasi, plazma ghrelin diizeyleri diisiik oldugunda reseptoriin yapisal
etkinligi yemekler arasinda yiiksek olabilir hipotezi ortaya atilmistir; Bu nedenle, bu
ghrelin reseptorii antagonistleri, akut 6iin 6ncesi ghrelin sinyalini engellemek igin
kullamlabilir ise de, ters ghrelin agonistlerinin yiiksek yapisal aktiviteyi
engelleyebilecegi Onerilmistir (Solomou ve Korbonits 2014). Bilesik [D-ARG1 D-
Phe5, D-Trp7,9, Leull] P maddesi, diisiik seviyede-tesirli antagonisti, olarak
belirlense de ghrelin reseptérii iizerine yiiksek giiglii tam ters agonist olarak
tamimlanmistir (Holst ve ark 2006). Obezite tedavisinde ghrelin reseptérii ters
agonistlerinin faydali etkisini aragtirmak i¢in uzun siireli hayvan ve insan ¢aligmalan

gereklidir.

1.3.6. Ghrelin O-Asetiltransferaz (GOAT)

Agil ghrelinin yan zinciri, orta zincirli yagh asitlerinden (MCFA'lar) olusur
ve yeni kesfedilen GOAT enzimi tarafindan post-translasyonel olarak ghreline
baglanir (Yang ve ark 2008). Ghrelin agil modifikasyonunu katalize etmek igin, GOATIn
optimum sicakh@ 37-50 °C'dir ve optimum pH arab@n pH 7-8'dir (Ohgusu ve ark 2009).
Modifiye olmus MCFA'larin seviyesini degistirmeden agil modifiye ghrelin tiretimini
spesifik olarak artinir (Nishi ve ark 2005). Fareler ya MCFA'lan yada MCT'leri
aldiginda, yeni dogan ghrelin molekiillerine baglanan agil grubu, alinmis MCFA'lann
ya da MCT lerinkine kargihk gelir (Nishi ve ark 2005). Dahasi, dogal olmayan bir
ghrelin formu olan n-heptanoil (C7:0) ghrelin, n-heptanoik asit veya gliseril
triheptanoat alimint takiben farelerin midelerinde tiretilebilir (Nishi ve ark 2005). Bu
nedenle, aliman yajg asitlerinin dogrudan ghrelinin agil modifikasyonu igin

kullamildig: agiktir.
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1.3.7. Obestatin

Zhang ve ark (2005) lan beyin ventrikiilleri igine veya periferik olarak
enjekte edildiginde farelerde gida alimini inhibe etme yetenegi igin obestatin denilen
bir biyoinformatik teknik kullamlarak ghrelin peptid nciiliinden tiiretilen 23 amino
asit peptidi tammlamustir. Aynica, yazarlar, obestatinin periferik enjeksiyonunun
ghrelinin in vivo beslenmeye yonelik uyanci etkilere karsi oldugunu bildirmigtir.
Dolayisiyla, obestatinin bu kesfi bagirsak peptid alanina heyecan verici yeni

anlayiglar katabilecektir (Gourcerol ve ark 2006, Holst ve ark 2007, Yamamoto ve
ark 2007).

1.3.8. Ghrelin’in Dagilimi, Regiilasyonu ve Fizyolojisi

Ghrelin salgilayan orgamin ana kaynag midedir. Ghrelin, yetiskin oksintik
bezlerde endokrin hiicre popiilasyonunun yaklasik %20'sini olugturan X/A benzeri
hiicrelerde bulunur (Date ve ark 2000). Ghrelin-immiino-reaktif hiicreler duodenum,
jejunum, ileum ve kolonda da bulunur. Bagirsakta ghrelin konsantrasyonu
duodenumdan kolona giderek azalir. Hipotalamus ve pankreas ayn: zamanda ghrelin
{ireten organlardir ve ghrelin mRNA’s:1 diger dokularda da eksprese edilir (Date ve
ark 2002, Sato ve ark 2005).

Ghrelin yalmzca periferal dokulardan alinan aglik sinyalidir. Ghrelin'in
intravendz ve subkutan enjeksiyonu gida almim artirir. Benzer sekilde periferik
olarak enjekte edilen ghrelin, hipotalamik néronlan ve besin alimini uyarir (Hewson
ve Dickson 2000, Tschop ve ark 2000, Nakazato ve ark 2001). Periferal ghrelinin
kan beyin bariyerini gegme oraminin ¢ok diigiikk oldugu gosterildiginden, periferik
ghrelin dolayli bir yol izleyerek uygun hipotalamik bolgeyi aktive etmelidir. GHS-R,
sican nodoz ganglionunda vagal afferent néronlar {izerinde lokalize olur. Daha sonra
mideden ghrelin sinyalleri vagus siniri vasitasiyla beyne iletilir (Date ve ark 2002).
Buna ek olarak, vagotomi ghrelinin yiyecek alumim uyarma yetenegini engeller (Date
ve ark 2002). Spesifik bir afferent norotoksin olan kapsaisin, duyusal denervasyona
neden olmas! igin vagus sinir terminallerine uygulandiginda da benzer bir etki
gbzlemlenir. Yine, orgazmatik vagotomi veya atropin tedavisi ile aghga bagh plazma
ghrelin yilkselmesi tamamen ortadan kaldinlmistir. Dahasi, subdiyafragmatik
vagotomi veya atropin tedavisi ile aglia bagl plazma ghrelin yiikselmesi tamamen

ortadan kaldinlmistir (Williams ve ark 2003). Periferal ghrelin sinyalinin bir
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kismi vagus siniri vasitasiyla NTS'den hipotalamusun kavisli ¢ekirdegine ulagir
(Date ve ark 2006). Daha sonra ghrelin éncelikle midede aghk ve achga tepki olarak
iiretilir, kanda dolasir ve periferik bir sinyal olarak gérev yapar ve beslenmeyi tegvik
etmek igin merkezi sinir sisteminin kavisli ¢ekirdegini (vagus siniri araciliiyla)
bilgilendirir. intraserebroventrikiiler ghrelin enjeksiyonu da kiimiilatif yiyecek
alimini artinr ve viicut agiwrhiginda artisa sebep olan enerji titketimini azaltir,
Immiinohistokimyasal analizler, ghrelin igeren noronlann istahin diizenlenmesinde
rol alan hipotalamusta ARC de bulundugunu gostermektedir (Kojima ve ark
1999). Bu lokalizasyon, gida ahimu kontroliinde hipotalamik ghrelinin rolii
oldugunu diisiindiirmektedir. ARC'de, bu ghrelin igeren néronlar, oreksigenik
peptitlerin salinmasim uyarmak i¢in NPY ve agouti iliskili protein (AgRP) eksprese
eden néronlarin iizerine ve anoreksijenik peptidin salinmasim bastirmak igin
proopiomelanokortin néronlar tizerine efferent fiberler gonderirler (Cowley ve ark
2003). ARC aym: zamanda yag dokularinda firetilen bir istah baskilayic1 hormon olan
leptinin bir hedefidir (Flier 2004). NPY ve AgRP'nin istah uyaric: etkileri dogrudan
leptin tarafindan engellenir. Ghrelinin oreksijenik etkisinin en azindan bir kism, bu

kuvvetli istah uyaricilarim kodlayan genlerin agir1 regiilasyonu ile saglanir.

Ghrelinin bazi deneylerde insiilin sekresyonunu inhibe ettigi ve digerlerinde
insiilin salimmin uyardigs gosterilmistir (Adeghate ve Ponery 2002, Date ve ark
2002, Lee ve ark 2002, Reimer ve ark 2003). Hem plazma ghrelin hem de insiilin
seviyeleri kan sekeri seviyesinden etkilenir. Yiksek glikozda ghrelin salimmim
baskilar ve insiilin sahmmini uyanr (Date ve ark 2002). Ghrelinin, kiiltiirlenmis
adacik (islet) hiicrelerinden bagimsiz olarak insiilin salimmina neden olabilecek
yiiksek seviyelerde giukoz (8,3 mM) varliginda insiilin salimmm uyardify rapor
edilmistir (Date ve ark 2002). Buna karsilik, ghrelin, bazal glikoz seviyesi (2,8 mM)
baglaminda insiilin salinimu tizerinde hicbir etkiye sahip degildir. Insanlarda ghrelin
hiperglisemiye neden olur ve insiilin sekresyonunu azaltir (Broglio ve ark 2001).
Ghrelin fonksiyonunun antagonizmasi, farelerde yiiksek yagh diyete bagli obezitede
artan insiilin ihtiyacim karsilamak igin insiilin salimmim artirabilir (Dezaki ve ark
2006). Béylece, pankreatik adaciklardan orjinlenen ghrelin, glikozla uyanlan instilin

saliminin fizyolojik bir diizenleyicisidir.

Fonksiyonuna uygun olarak GOAT mRNA, temel ghrelin salgilayan doku
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olan mideyle simirhdir. Aghk ve tokluk, GOAT aktivitesini ghrelin seviyeleri olarak
diizenleyebilir (Cummings ve ark 2001). Diyet lipidleri, GOAT'n aktivasyonu igin
ve dolayisiyla yabani tip farelerde ghrelin asilasyonunda kritik 6neme sahiptir. Yani
%10 orta zincirli trigliserid iceren bir diyetle verilen GOAT yoksunu fareleri, yabani
tip farelere kiyasla daha diisiik yag kitlesi ile agiklanabilen daha diisiik viicut agirlig
sergilemistir (Kirchner ve ark 2009). Buna ek olarak, GOAT transgenik farelerin
sadece orta zincirli bir trigliserid takviyesi ile beslenmesi, bityilk miktarda agil

ghrelin tretmistir (Kirchner ve ark 2009).

1.3.9. Ghrelin ve Beslenmenin Diizenlenmesi

Mevcut kamitlar ghrelinin, saghkli bireylerde istahin ve enerji dengesi
diizenlenmesinde oldugu kadar, obezite ve yeme bozukluklaninda 6nemli bir rol
oynacigimi gostermektedir. Ghrelin etkileri, 6diil temelli yeme kontroliinii igeren
non-homeostatik oldugu kadar, (hipotalamus iizerinde esas olarak etkili hormonlarin
kontrolii aitinda) homeostatik de olabilir. Patolojik durumlarda, obezlerde oldugu
gibi ghrelin normalden daha diigiik olabilir veya Prader Willi sendromu, anoreksiya
nervosa, bulimia nervosa ve kageksi belirli tiirleri igin rapor edildigi gibi, normalden
daha yiiksek olabilir.

Gelecekte, bir klinik hedef olarak ghrelin kullammmi umut verici
goriniiyor. Bu ghrelin nétralizasyonunda oldugu gibi (6rnegin; asilar ve spiegelmers)
farmakoterapilerin (6rnegin, ghrelin uygulamasi, ghrelin agonistleri / antagonistleri /
ters agonistler, GOAT inhibitorleri gibi) kullammn igerebilir. lleri ¢aligsmalar ve
biiyilk klinik ¢alismalar, ghrelinin gelecekte klinik pratikte oynayabilecegi rolii

tamamen belirlemek igin gereklidir.

Ghrelin'in ilk taninmus etkisi, 6n hipofiz bezinin somatotrop hiicrelerinden
GH salimmimin  uyarilmasiydi. Ayrica, merkezi olarak veya vagal afferentler
vasitasiyla gorev alarak, ghrelin, oreksigenik peptidler NPY ve agouti ile ilgili
peptidi salgilayan hipotalamik arkuat néronlari aktive edebilir ve a-MSH salgilayan
anoreksijenik néronlan inhibe edebilir. Arkuat néronlar, ghrelinin oreksijenik
etkilerine katkida bulunabilen lateral hipotalamustaki oreksinin yam sira
paraventrikiiler, lateral hipotalamik ve diger ¢ekirdeklere yansir (Ogiso ve ark 2011).
Ghrelin, hipotalamik yolaklar izerinde hareket ederek oreksigenik etkilen

indiikleyebilen ilk bilinen periferik hormondur. Dahasi, sadece beyine enjekte
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edildiginde aktif olan en oreksigenik peptidlerin aksine periferal uygulamayla bile
aktiftir. Ghrelin, bu hormonlara kiyasla zit etkiler uyguladig igin, insiilin ve leptinin
periferal kargih@ olarak diigiiniiliir. Saghikh goniilliler tizerine yaplan bir ¢alisma
ghrelinin glikozla uyarilan insiilin sekresyonunu azaltarak, glikoz toleransinin
bozulmasina yol agtigim ortaya koymustur (Tong ve ark 2010). Ayrica, CODING
calismasimin sonuglari, dolagimdaki yiiksek ghrelinin, genel popiilasyonda daha
diisiik insiilin direnciyle iliskili oldugunu gostermistir (Amini ve ark 2012). Ek
olarak, Tong ve ark (2010), ekzojen olarak infiize edilen ghrelinin fizyolojik
konsantrasyonlarimin saglikh insanlarda insillin duyarlib@m etkilemeden insiilin
salimmuim azalthgim gostermislerdir ki, bu da ghrelin antagonizmasinin B-hiicre

fonksiyonunu iyilestirebilecegini gostermektedir.

Tschop ve ark (2000), periferik giinliik ghrelinin, farelerde ve sicanlarda yag
tiketimini azaltarak kilo alimina neden oldugunu gdstermigtir; bu, ghrelinin yag
dokusunda ve viicut agirliginda bir artisa neden olduguna bir delildir. Bu sonuglarla
uyumlu olarak, ghrelin'in ya§ oksidasyonundaki hz simirlayici basamag, karnitin
palmitoil transferaz-laifa, ekspresyonunu azaltirken, yag depolama enzimlerinin
mRNA ekspresyonunu arttirdit bulgulan da elde edilmistir (Theander-Carrillo ve
ark 2006). Bu sonuglar ghrelinin yag tiikketiminden karbohidratlara bir metabolik

gecis olusturdugunu, buna karsin enerji harcamasinin  etkilenmedigini de

diisiindiirmektedir .

Ghrelinin insanlarda besin tilketimi i¢in bir baglatici sinyal olarak gérev
yaptigi Onerilmistir. 24 saatlik periyot boyunca tekrarlanan plazma drneklerinde,
plazma ghrelin diizeylerinde belirgin bir preprandiyal yitkselme ve postprandiyal
diisiis elde edilmistir; bu durum; ghrelinin, yemek baslatmada fizyolojik bir etkiye

sahip olabilecegini gosterir (Cummings ve ark 2001).

Daha yakin zamanlarda, glukagon ve ghrelin arasinda 6nemli bir etkilegim
gosterildi. Glukagonun doyuma neden oldufu mekanizmalar tam olarak
anlagilamamistir ve hipotalamo-pitiiiter seviyede toplam ghrelinde glukagonun
indiikledigi azalmanin bu etkiden sorumlu olabilecegi 6ne siirilmiistir (Arafat ve ark
2013).
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GHSRI1 q, ventral segmental alan (VTA) ve niikleus akumbens (NAc) igeren
mezolimbik sistemin ¢esitli diigiimlerinde ifade edilir. Dopaminerjik VTA
néronlarinin % 50'den fazlas1 GHSR1 a 'y1 birlikte eksprese eder ve dopaminerjik
noronlarin aktivitesini diizenleyen GABA erjik VTA néronal alt popiilasyonlarinda
bulunur (Abizaid ve ark 2006). Ghrelinin afferent 6diil sinyallerinin
giiclendirilmesine yol acan, VTA'dan NAc'ye dopaminerjik iletimi arttirabilecegi 6ne
stiriilmiistiir. Sican modelini kullanan yakin tarihli bir arastirmada, ghrelin VTA
enjeksiyonlarinin, sukrozla indiiklenen ilerleyici oran operant kosullandirmas: ve
yem alimiyla Slgiilen gida motivasyonu/6diill davranisinda belirgin bir artig
olugturdugu ortaya konmustur. Dahasi, hem bir D1 benzeri hem de D2 reseptor
antagonisti ile NAc'ye dnceden muamele, ghrelinin 6diil etkisini tamamen bloke
ederek yeme aligkanh@ini bozmadan birakmigtir (Skibicka ve ark 2013). Bu sonuglar,
VTA'min NAc dopaminerjik projeksiyonlarina, NAc taki D1 benzeri ve D2
reseptorleri, gida 6diil davranisim kontrol eden ghrelin cevap veren devrelerin temel

ogeleridir.

Homeostatik beslenmenin oncelikle hipotalamusta etkili olan dolasimdaki
hormonlarin kontrolii altinda oldugu diisiiniilmektedir. Ghrelin'in besin alimini tegvik
edici mekanizmalar1 sadece homeostatik degil, aym zamanda bazi gidalann
ddiillendirici etkilerinin artmasimi da igermektedir, béylece zevkli gidayr "hedonik
besienme" elde etmek i¢in fazladan ¢aba sarf edilmektedir (Perell6 ve Zigman 2012).
Hedonik beslenme, beslenme ve kalorik yoksunlukta ortaya ¢ikar ve "homeostatik
olmayan" olarak tamimlanabilir. Ghrelin uygulamasim takiben fonksiyonel manyetik
rezonans goriintileme (fMRI), gida kiiplerinin tegvik degerini kodlayan, amigdala,
orbitofrontal korteks, anterior insula ve striatum gibi beynin bdlgelerinde gida
resimlerine noral tepki géstermigtir (Malik ve ark 2008). Ghrelinin, amigdala ve
orbitofrontal korteks yanit: iizerindeki etkileri kendine 6zgii aghk derecelendirmeleri
ile korele edilmistir (Malik ve ark 2008). Bu ¢alismanin sonuglan, ghrelin gibi
metabolik sinyallere gida ile ilgili ipuglarina verilen hedonik ve tesvik edici yamitlan

arttirarak gida titketimini lehte gésterebilecegini diigtindiirmektedir.

Birkag ¢alisma ghrelinin gidanin  tercihini tammlamadaki roliinii
arastirmugtir. Ghrelin, besin tercihini, kalorili igerie sahip olup olmadigina

bakilmaksizin, yagda zengin diyetler veya tatli yiyeceklere kaydirir. Ghrelin, vahsi
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tipli farelerde % 0,3 sakarin soliisyonu tercihini arttinrken, GHSR1 eksik farelerde
bir etkisi olmadi ve bu da ghrelin reseptor yolaginin bu fenomene aracihik etmek icin
gerekli oldugunu géstermistir (Disse ve ark 2010). Yagh ve tath gidalar igin tercihin
artinlmasina ek olarak ghrelin aynca 6dill temelli daha karmasik yeme
davramglarina da aracihk eder. Bazi ¢aligmalar, hayvanlarin keyif verici bir diyet
bulmak i¢in sartlandinidiklan ortamda harcadiklar zaman miktariny, diizenli yemek
ya da yiyecek tiikketmeyen farkli bir ortamda harcanan zamana kiyaslayan, kosullu
yer tercih testini kullanmistir. Kullanilan diger bir yontem, operant kosullandirmadir,
dmegin; yiksek ddiillendirici gidalar i¢in operant kosullu presieme. Calismalar hem
kosullu yer tercih testi hem de operant kosullandirma yontemini kullanarak, ghrelin,
ad lib beslenen farelere uygulandifinda yiiksek yagh bir diyetin ddiillendirici
degerini artirdifim gostermistir. Aksine, D-Lys ve ghrelin reseptérii-null fare ile
tedavi edilen vahgi tipli fareler normalde kalori kisitlamasi altinda yiiksek yagh

diyetle kosullandirilmis yer tercih testi gostermezler (Perello ve ark 2010, Finger ve
ark 2012).

Ayrica, GHSR1 antagonistlerinin kullanimi siikroz solusyonu igin operant
yanitini azaltmistir, ¢iinkii si¢anlarda sitkrozun almnin ve kendi kendine

verilmesinin, aynica farelerde sakarin aliminin da diigtiigii bulunmustur (Landgren ve
ark 2011).

1.3.10. Farmaketerapik Olarak Ghrelin Uygulamas)

Zayif ve obez saghkh goniilliilere ek olarak, ghrelin uygulama ¢aligmalan,
konjestif kalp yetmezligi, ¢esitli kanser tipleri, diyabet, pulmoner hastalik,
anoreksiya nervoza, son evre bobrek hastaligi, Cushing's sendromu, gastroparesis,
polikistikover sendromu, hipertiroidizm, hiperparatiroidizm, depresyon, akromegali,
ve GH eksikligini kapsayan gesitli hasta popiilasyonlarini igerir (Garin ve ark 2013).
Bu ¢alismalarin incelenmesiyle artmis enerji alimiyla sonuglanan, ghrelinin efektif
bir istah uyaricisi oldugu hakkinda kuvvetli kantlar oldugu fakat viicut
kompozisyonunda pozitif degisime neden olabilecegi yoniinde daha az kanitla ve
neredeyse kas giiclenmesi ve performansinda artisa dair higbir kamt olmadigi

sonucuna vardi {(Garin ve ark 2013).

Sadece az sayida calismalar simdiye kadar AN’li hastalarda ghrelin

uygulamasinin etkilerini inceledi. Broglio ve ark (2004) tarafindan 1ik ¢alisma sunu

32



inceledi, AN’li 9 kadin ve 7 saghkli kadina, ghrelin verildi; Sonuglar AN"de ghreline
bozulmus bir GH yamt: gosterdi. Besin alimi 6lgiilmemesine ragmen, achk yan etki
olarak diisiiniildii. Hotta ve ark (2009) tarafindan daha yeni bir pilot calisma
malniitrisyon kaynakli gastrointestinal fonksiyon bozuklugundan dolay: kendi gida
alimmi artiramayan viicut agirhdimi artirmaya motive simirh tip AN’li 5 hastada
ghrelinin istah, enerji alimi ve beslenme parametrelerine olan etkilerini aragtirdi.
Tedavi oncesi donemde bes hastanin giinliik enerji alm 825-1426 kcal arasinda
degismekteydi. Ghrelin inflizyonu sirasinda, dort hastada giinlik enerji alimi
istatistiksel olarak anlamli bir artig posterdi. On-muamele siiresi ile
kargilastirildifinda, ghrelin infiizyonu sirasinda giinliik enerji aliminda ortalama artig
yaklasik % 20 idi. Besin analizinde, tiim hastalarda protein, ii¢ hastada karbonhidrat,
bir hastada giinlik yag aliminda artig saptandi. Ghrelin uygulamas:1 epigastrik
rahatsiziik ve kabizhik gelistirmis ve aghik skorunda artis saglanustir. Bu galismalarin
sonuglar ghrelinin AN igin potansiyel yeni bir tedavi olabilecegini gostermekiedir
(Hotta ve ark 2009). Ancak Miljic ve ark (2006) tarafindan bir calisma ghrelin
uygulamasimin AN’li 25 gen¢ kadinda istah etkilemedigini bulmustur. Bu sonuglar

populasyon, tedavi siiresi ve dozdaki farkliliklan yansitiyor olabilir.

Diger caligmalarda gesitli kagektik kosullara ghrelin uygulamasinin etkisi
arastinldi. Nagaya ve ark (2004) ii¢ hafta iginde, konjestif kalp yetmezligi olan 10
hastaya intravendz insan sentetik ghrelini uyguladi. Hem yiyecek alim: ve hem de
viicut agirhginin arttifs tespit edilirken; dahasi, egzersiz kapasitesi, kas erimest ve sol
ventrikiil fonksiyonunun gelistigi de gdzlenmigtir. Nagaya ve ark (2005) tarafindan
bir agik etiketli pilot cahgmada KOAH'l1 yedi kagektik hastada ghrelinin kaseksi ve
fonksiyonel kapasiteyi artinp artirmadigim incelenmistir. Bu {i¢ haftalik ghrelin
tedavisinin ortalama viicut agirhg, gida alimi, yagsiz viicut kitlesi ve periferik ve
solunumsal kas giiciinde belirgin bir artisa neden oldugu tespit edilmistir; dahas:,
ghrelinin abartili sempatik sinir aktivitesini hafiflettigi gosterilmigtir. Wynne ve ark
(2005)'min yapug1 bir ¢alismada, hafif-orta siddette malnutrisyonu olan dokuz
periton diyalizi hastasina ghrelin subkutan olarak uygulanmistir. Sonuglar plasebo ile
karsilastirildifinda grubun mutlak enerji alim onemli bir artig gdstermistir; dahasi
ghrelin uygulamasi, her birey i¢in orantih enerji artigi olarak ifade edildiginde enerji
alimmnin hemen ikiye katlanmasiyla sonuclanmigtir. Diger bir ¢alismada kanser

kaseksi ortamda ghrelin uygulanmasimn etkileri arastinlmistir (Akamizu ve
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Kangawa 2011). Gerekli olan ghrelinin suprafizyolojik dozlarm kullanilmasina
ragmen, istah iizerindeki etkileri olumlu olmustur. Bu da istah-uyarici merkezleri
iizerine ghrelin etkilerinin kanser kaseksi ortaminda doymus olmadifim
gostermektedir (Akamizu ve Kangawa 2011). Bir randomize, plasebo kontrolii,
capraz klinik aragtirma kaseksili yedi kanser hastasinda ghrelinin istah uyarimim
gostermigtir (Neary ve ark 2004). Sonuglar tuz infiizyonuna kiyasla ghrelin
verilmesinin énemli 6l¢iide pida alimini ve yemek yemekten alinan zevki arttirdigini
gosterdi. Bununla birlikte kanser kageksisinde ghrelinin kullammu ile ilgili endiseler
bulunmaktadir. Ornegin; ghrelinin timor geligimini uyaran GH ve IGF-1 gibi
biiyiime faktdrlerini uyarmasi énemli bir sorundur (Akamizu ve Kangawa 2011).
Buna ek olarak ghrelinin kisa yarilanma 6mrii ve enjeksiyon yoluyla veriligi, bir

terap6tik madde olarak ghrelin kullaniminda ek sinirlamalardir.
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2. GEREC ve YONTEM

Bu projede canli hayvan kullanilmadi. Daha 6nce etik kurul onayi alinmig
(2015/47) “Pinealektomi ve Melatonin Uygulamasimin Sigan Beyin Dokusunda
Metallotionin, ZNT3, ZIP2 ve Cinko Diizeylerine Etkisi” konulu projeden elde
edilen kan 6rnekleri c¢alismada kullaniimak iizere alindi. Canli hayvan kullamilmayan
arastirma protokolii Selguk Universitesi Deneysel Tip Arasirma ve Uygulama
Merkezi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafindan (no:2015/87) onayland:. Toplam
36 adet sican kullamlan arastirmada gruplar su sekilde olusturuldu. Kontrol grubu

disinda (n=6) kalan diger biitiin gruplarda 10’ar adet sigan kullamldi.

Grup 1, Kontrol Grubu: Bu grubu olusturan hayvanlar standart sigan yemiyle

beslendi. Hayvaniar tizerinde herhangi bir uygulama yapilmadi.

Grup 2, Pinealektomi Grubu: Bu grubu olugturan sicanlara genel anestezi altinda

pinealektomi uyguland: ve hayvanlar standart sigan yemiyle beslendi.

Grup 3, Pinealektomi + Melatonin Uygulanan Grup: Genel anestezi altinda
pinealektomi uygulanan siganlara, pinealektomiden sonra bir ay siireyle deri

alti melatonin (5mg/kg/giin melatonin) uygulandi.

Grup 4, Melatonin Uygulanan Grup: Bu grubu olusturan siganiara deri alt

melatonin uygulandi (Dort hafta siireyle; Smg/kg/giin melatonin).

Deney hayvanlar ¢ahsmanin tamamlandifi zamana kadar Selguk Universitesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinde diger hayvanlardan ayn bir odada
tutuldu. Deney hayvanlan ¢alisma siiresince standart sicaklik ve 15tk ortaminda
(21x1 °C, 12 saat karanhk, 12 saat aydinhik) barnndinldilar. Hayvanlar Selguk
Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilen sigan
yem ve normal ¢esme suyuyla beslendiler. Hayvanlar giinlik temizlenen O6zel
kafeslerde tutuldu. Hayvanlarin yem tiiketimi yaklasik 100 gram agirlik basina 10
gram yem seklinde gergeklesti.
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2.1.Deneysel Uygulamalar
2.1.1.Melatonin Uygulamas)

Melatonin ticari olarak elde edildi (Sigma M-5250). Melatoninin siispansiyon
olarak hazirlanmasi su sekilde gergeklestirildi: Once melatonin (40 mg’1) 3ml saf
etanol iginde goziilerek stok solusyon hazirlandi. Hazirlanan stok solusyonun 1518a
maruz kalmamas: i¢in karanhkta ve agzi kapali bir gekilde buzlukta muhafaza
edilmistir. Kullanma zamaninda hazirlanan stok solusyondan 0.1 ml alinarak 1 ml
olacak sekilde iizerine sodium kloriir (0,9 ml NaCl) eklenerek 5 mg/kg/giin dozunda
sabah saat 10.da sicanlara subkutan olarak enjekte edilmigtir. Melatonin

enjeksiyonlar 28 giin siireyle ayn: saatlerde gergeklestirilmigtir.

2.1.2.Pinealektomi

Siganlara pinealektomi iglemleri genel anestezi altinda pgergeklestirildi.
Anestezi islemlerinde 60 mg/kg dozunda ketamine hydrochloride (Ketalar, Parke-
Davis) ve 5 mg/kg dozunda xylazine (Rompun, Bayer) kombinasyonu kullanildi.
Pinealektomi islemleri Kuszack ve Rodin’in (1997) tamimladig1 metoda uygun olarak
yapildu.

2.1.3.Kan alma islemleri

Dart hafia siiren uygulamalarin bitiminden sonra hayvanlar dekapite edilerek
kan drnekleri alindi. Alinacak kan drnekleri serumlan aynistirilarak -80 °C de analiz

zamanina kadar muhafaza edildi.

2.2. Biyokimyasal Islemler

2.2.1. Melatonin Analizi

Cusabio Melatonin Elisa test kiti (katalog no: CSB-E13433r) kullanilarak
gergeklestirildi. Kitin duyarhligi 12,5 pg/ml, giin-igi CV’si <%]135, giinler-arasi CV’si
< %15 idi. Tespit edilebilir araligi 12.5-500 pg/ml dir.

Elisa kit igerigi:
1. 96 kuvetten olusan mikrokiivet

2. Yikama solusyonu (20X)
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3. Standart stok

4. Antikor

5. HRP-konjugat

6. Substrat A

7. Substrat B

8.TMB substrat

9. Stop solusyon

Kit iceriginin hazirlanmas:

1. Yikama tamponu: Oda sicakhginda bekletilip gorliniir kristaller
¢oziildilkten sonra 15 ml yikama tamponu distile su ile 300 ml olacak sekilde

¢Ozdiiriiliip hazirlandi.

2. Standart hazir halde idi. 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 42 pg/ml, 12,5
pg/ml, 0 pg/ml olarak 6 standart kullamld.

Analizin yapilisi:
1. Biitiin kimyasallar ve numuneler analiz &ncesi oda sicakhifina getirildi.
2. Kor kiiveti bos birakildi.
3. Standartlar ve numunelerden 50 ul alinarak mikrokiivetlere aktanldi.

4, 50 ul HRP-konjuge ile kor kuveti hari¢ diger kiivetler muamele edildi. 50
pl antikor ilave edilerek 60 dakika 37°C’de inkube edildi.

5. Biotek ELx50 elisa yikayic1 ( Biotek Instruments, USA) ile 2 kez her bir
kiivete 200 pl olacak sekilde yikama tampon soluyonu ile yikand1. Aspire edildi.

6. 50 pl substrat A ve 50 pl substrat B her bir kiivete ilave edildi 15 dakika
37°C’de karanhkta inkiibe edildi.
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7. 50 pl stop solusyon ilave edildi. 450 nm de BMG-LABTECH marka
SPECTRO star Nano Elisa cihazinda (Germany) okutuldu. Degerler pg/ml olarak

hesaplandi.

2.2.2. Ghrelin Analizi

Cusabio Rat Elisa test kiti (katalog no: CSB-E09816r) kullamlarak
gerceklestirildi. Kitin duyarliligi 1,95 pg/ml ve tespit edilebilir aralifi 7.8-500 pg/ml
idi. Giin-i¢i CV’si <%S8, giinler-arasi CV’si < %10 idi.

Elisa kit icerigi:

1. 96 kuvetten olusan mikrokiivet
2. Yikama solusyonu (25X}
3. Standart stok

4. Biotin Antikor (100X)

5. HRP-avidin (100X)

6. HRP-avidin diluent

7. Biotin-Antikor diluent

8. Numune diluent

9. TMB substrat

10. Stop solusyon

Kit iceriginin hazirlanmasi:

1. Biotin-Antikor hazirlanmas:: Santrifiij edildikten sonra 100 kat dilusyon

yapildi, Bunun igin 10 pl biotin-antikor ve 990 pl biotin-antikor diluent kullanild.

2. HRP-avidin (1X): Santrifiij edildikten sonra 100 kat dilusyon yapild.
Bunun igin 10 ul HRP-avidin ve 990 pl HRP-avidin diluent kullamldu.
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3. Yikama tamponu (1X): Oda sicakhifinda bekletilip goriiniir kristaller
¢oziildiikten sonra 15 ml yikama tamponu distile su ile 500 ml olacak sekilde

¢ozdirilip hazirland:.

4, Standart sisesi 6000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Uzerine 1 ml
numune diluent ilave edildi. Stok standart konsantrasyonu 500 pg/ml olarak
hazirlandi. Seri dilusyonlarla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31.2
pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml, olarak 7 standart kullanildi.

Analizin yapihs::

1. 100 pl standartlar ve numuneler ahinarak mikrokiivetlere aktarildi. 2 saat
37 °C de inkiibe edildi.

2. Biotek ELx50 elisa yikayic1 ( Biotek Instruments, USA) ile 3 kez her bir
kiivete 200 pl olacak sekilde yikama tampon soluyonu ile yikandi. Aspire edildi.

3. 100 pl biotin-antikor (1X) her bir kiivete ilave edildi. 1 saat 37 °C de
inkiibe edildi.

4, Biotek ELx50 elisa yikayici ( Biotek Instruments, USA) ile 3 kez her bir
kiivete 200 ul olacak sekilde yikama tampon soluyonu ile yrikandi. Aspire edildi.

5. 100 ul HRP-avidin (1X) ile her bir kiivet muamele edildi. 1 saat 37 °C de
inkiibe edildi.

6. Biotek ELx50 elisa yikayici ile 5 kez her bir kiivete 200 pl olacak sekilde

yikama tampon soluyonu ile yikandi. Aspire edildi.

7. 90 pul TMB Substrat her bir kuvet muamele edildi. 30 dakika 37 °C de
karanlikta inkube edildi.

8. 50 ul stop solusyon ilave edildi. 450 nm de BMG-LABTECH marka
SPECTROstar Nano Elisa cihazinda (Germany) okutuldu. Degerler ng/ml olarak
hesaplandi.

39



2.2.3. Nesfatin-1 Analizi

Cusabio Rat Elisa test kiti (katalog no: CSB-E14378r) kullalarak
gerceklestirildi. Kitin duyarlih@ 3,9 pg/ml ve tespit edilebilir araligy 15.6-1000 pg/ml
idi. Giin-i¢i CV’si <%8, giinler-aras1 CV’si < %10 idi.

Elisa kit icerigi:

1. 96 kuvetten olusan mikrokiivet
2. Yikama solusyonu (25X)
3. Standart stok

4, Biotin Antikor (100X)

5. HRP-avidin (100X}

6. HRP-avidin diluent

7. Biotin-Antikor diluent

8. Numune diluent

9. TMB substrat

10. Stop solusyon

Kit iceriginin hazirlanmass:

1. Biotin-Antikor hazirlanmasi: Santrifiij edildikten sonra 100 kat dilusyon

yapildi. Bunun igin 10 pl biotin-antikor ve 990 pl biotin-antikor diluent kullamldu.

2. HRP-avidin (1X): Santrifiij edildikten sonra 100 kat dilusyon yapildi.
Bunun igin 10 pl HRP-avidin ve 990 pl HRP-avidin diluent kullanldi.

3. Yikama tamponu (1X): Oda sicakhginda bekletilip goriiniir kristaller
¢6ziildilkten sonra 20 m! yikama tamponu distile su ile 500 ml olacak sekilde

¢ozdiiriiliip hazirlandi.
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4. Standart sisesi 6000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Uzerine 1 ml
numune diluent ilave edildi. Stok standart konsantrasyonu 1000 pg/ml olarak
hazirlandi. Seri dilusyonlarla 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5
pg/ml, 31,2 pg/ml, 15.6 pg/ml, 0 pg/ml olarak 8 standart kullanild.

Analizin yapihs:

1. 100 ul standartlar ve numuneler alinarak mikrokiivetlere aktarildi. 2 saat
37 °C de inkiibe edildi.

2. Yikama iglemi yapilmadan kiivetler sadece aspire edildi.

3. 100 pl biotin-antikor (1X) her bir kiivete ilave edildi. 1 saat 37 °C de
inkiibe edildi.

4. Biotek ELx50 elisa yikayic1 { Biotek Instruments, USA) ile 3 kez her bir
kiivete 200 pl olacak sekilde yikama tampon soluyonu ile yikand1. Aspire edildi.

5. 100 ul HRP-avidin (1X) ile her bir kiivet muamele edildi. 1 saat 37 °C de
inkiibe edildi.

6. Biotek ELx50 elisa yikayici ile 5 kez her bir kiivete 200 pl olacak sekilde

yikama tampon soluyonu ile yikandi. Aspire edildi.

7. 90 ul TMB Substrat her bir kuvet muamele edildi. 30 dakika 37 °C de
karanlikta inkube edildi.

8. 50 ul stop solusyon ilave edildi. 450 nm de BMG-LABTECH marka
SPECTRO star Nano Elisa cihazinda (Germany) okutuldu. Degerler ng/ml olarak
hesaplandi.

2.3. Istatistik

Bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 22.0 bilgisayar paket programi
ile yapilarak, biitiin parametrelerin aritmetik ortalamalan ve standart sapmalan
hesaplandi. Verilerin homojenliginin belirlenmesi amaciyla “Shapiro-Wilk” festi
yapildi ve verilerin normal dagilim gostermedigi belirlendi. Gruplararasi

farklihklarin tespitinde Kruskal-Wallis H testi, farkhlifin hangi gruptan
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kaynaklandiginin belirlenmesi i¢cin ise Mann-Whitney U testi kullanldi. P<0,035
diizeyindeki farkhiliklar anlaml olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Cahsma Gruplarinin Serum Melatonin Diizeylerinin Karsilagtrimasi

Calismada en diigitk serum melatonin seviyeleri pinealektomi uygulanan grup
2’de elde edildi (P<0.01). Pinealektomi+melatonin uygulanan grubun (grup 3) serum
melatonin diizeyleri kontrol (grup 1) ve Pinealektomi (grup 2) gruplarindan daha
yiiksekti (P<0.01). Caligmamizda en yiiksek serum melatonin seviyeleri melatonin

uygulanan grupta (grup 4) elde edildi (P<0.01, Cizelge 1.).

3.2. Cahisma Gruplarinin Serum Ghrelin Diizeylerinin Karsilagtirilmasa

Calismada en diisiik serum ghrelin diizeyleri grup 1 (kontrol) ve grup 4
(melatonin uygulanan grup) de elde edildi (P<0.01). Px+melatonin grubunun (grup
3) serum ghrelin seviyeleri grup 1 ve 4’den yiiksek (P<0.01), Px (grup 2) grubundan
daha diisiiktii (P<0.01). Calismamizda en yiksek serum ghrelin seviyeleri Px
grubunda (grup 2) elde edildi (P<0.01, Cizelge 2.).

3.3. Calisma Gruplarinmn Serum Nesfatin-1 Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Calismada en diisiik serum Nesfatin-1 seviyeleri pinealektomi uygulanan
grup 2’de elde edildi (P<0.01). Px+melatonin uygulanan grubun (grup 3) serum
Nesfatin-1 diizeyleri kontrol (grup 1) ve Px+mel (grup 2) gruplarindan daha yiiksekti
(P<0.01). Calismamizda en yiiksek serum Nesfatin-1 seviyeleri melatonin uygulanan
grupta (grup 4) elde edildi (P<0.01, Cizelge 3.).
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Cizelge 1. Cahsmaya Katilan Gruplarin Serum Melatonin Duzeylerinin
Karsilastirilmasi.

Gruplar N Melatonin{pg/ml)
Kontrol 6 7.42+1.10°
Pinealektomi 10 3,1520,75"
Pinealektomi+melatonin 10 24,79+3,39"
Melatonin 10 183,97+26,15"

a,b,c,d: Aym siitunda farkli harf tagtyan gruplararasi ortalamalar arasindaki farklilik
énemhdir (P<0,05).

Cizelge 2. Cahismaya Katilan Gruplann Serum Ghrelin  Diizeylerinin
Karsilastiriimasi.

Gruplar N Ghrelin(ng/ml)
Kontrol 6 1,96+0,33¢
Pinealektomi 10 5,89+0,96"
Pinealektomi+melatonin 10 4,54+0,65"
Melatonin 10 1,74+0,50°

a,b,c,d: Aym siitunda farkh harf tasiyan gruplararas: ortalamalar arasindaki farkhilik
onemlidir (P<0,05).

Cizelge 3. Calismaya Katilan Gruplarin Serum Nesfatin-1 Diizeylerinin
Karsilastirilmas:.

Gruplar N Nesfatin-1 (ng/ml)
Kontro! 6 16,15£2.96°
Pinealektomi 10 2,64+0,92°
Pinealektomi+melatonin 10 24,70+2,94°
Melatonin 10 69,90+9,92*

a,b,c.d: Ayni siitunda farkli harf tasiyan gruplararasi ortalamalar arasindaki farkhlik
onemlidir (P<0,05).
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4. TARTISMA

4.1. Melatonin Bulgularinin Tartisilmasi

Melatonin hormonunun sentez ve salimminda baslica kaynak pineal bezdir.
Ancak pineal bez diginda da “sindirim sistemi, solunum sistemi, bobrek, bobrek ustii
bezleri, hiicresel bagisikhikla iligkili yapilar, tiroit bezi ve plasenta” melatonin
sentezi vardir (Baltact 2001). Bu nedenle, pineal bezi ¢ikartilan hayvanlarda
melatonin diizeyleri azalmasina ragmen, dolagimda &lgiilebilir diizeyde melatonin
hormonu bulunmaktadir. (Bediz ve ark 2002). Gergeklestirdigimiz ¢alismada en
diigiik serum melatonin seviyeleri pinealektomi uygulanan grup 2’de elde edildi.
Pinealektomi+melatonin uygulanan grubun (grup 3) serum melatonin diizeyleri
kontrol (grup 1) ve Pinealektomi (grup 2) gruplarindan daha yitksekti. Caliymamizda
en yiiksek serum melatonin seviyeleri ise melatonin uygulanan grupta (grup 4) elde
edildi. Melatonin seviyeleriyle ilgili elde ettigimiz bulgular gercekiestirdigimiz
calismada, hayvanlarda pinealektomi uygulamasimn  baganli  oldugunu
gdstermektedir (Baltac1 2001, Bediz ve ark 2002). Bu durum ¢ahsmamizda elde

ettigimiz diger bulgularin daha giivenilir sekilde tartigilabilmesini saglayacakur.

4.2. Ghrelin Bulgularinim Tartisilmasi

Pineal bez ve onun {iriinii olan melatonin ile beslenme davranislari arasindaki
iliskiyi arastiran raporlarin sonuglan uyumlu degildir. Baz: raporlar melatoninin
memelilerde gida alimini, yaglanmayi ve viicut agirhgim etkiledigini gostermektedir
(De Pedro ve ark 2008). Melatoninin Sibirya hamster (Bartness ve Wade 1985)
ve siganlarinda yag kiitlesi ve viicut agirhiginda azalmalara yol agtifn bildirilmistir
(Bojkova ve ark 2006). Aksine melatoninin Suriye hamsterinde yag§ kitlesini
(Bartness ve Wade 1984) ve rakunlarda viicut agirhgini artirdigs (Mustonen ve ark
2004) rapor edilmistir. Buna kargin Mustonen ve ark (2002) melatonin tedavisinden
sonra viicut agirhifginda herhangi bir degisiklik tespit etmemislerdir. Ancak gurasi
kesindir ki; melatonin beslenme davramslarinda rol oynamaktadir (Baltaci ve
Mogulkoc 2007). Gergeklestirdigimiz ¢ahsmada en yiksek serum ghrelin
seviyelerini Px grubunda (grup 2), en diigitk serum ghrelin diizeylerini ise grup 1
(kontrol) ve grup 4 (melatonin uygulanan grup) de elde ettik. Px+melatonin
grubunun (grup 3) serum ghrelin seviyeleri grup 1 ve 4’den yiiksek, Px (grup 2)
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grubundan daha diisiiktii. De Pedro ve ark (2008) baliklar iizerinde gergeklestirdikleri
galismalarinda kronik melatonin uygulamasinin dolagimdaki ghrelin seviyelerinde bir
baskilanma egilimi olusturdugunu tespit etmiglerdir. Melatonin sentezinde onciil
madde olan triptofan aminoasidinin 5 giin boyunca 1 g dozunda uygulanmasinin
kopeklerde besin alimmim artirdifi ancak ghrelin diizeylerinde bir degisiklik
olusturmadigi rapor edilmigtir (Fragua ve ark 2011). Hem karaciger sirozlu
hastalarda, hem de saghkli kontrollerinde aghkta yiikselen ghrelin seviyelerinin oral
melatonin veya triptofan amino asidi uygulamasindan sonra azaldig: gésterilmigtir
(Celinski ve ark 2009). Yukarida bulgulari sunulan az sayidaki raporlarin sonuglan
melatonin ile ghrelin arasinda bir iliskinin varlipim gésterir. Biz c¢aligmamizda
pinealektomize siganlarda artrms ghrelin diizeyleri elde ederken, pinealektomize
sicanlara melatonin uygulamasi artmig ghrelin diizeylerini pinealektomi grubuna
gore onemli dlgiide azaltti. Ancak yine de px+melatonin grubunun ghrelin seviyeleri
kontrolllerine oranla daha yilksek seviyedeydi. Ratlarda ecksojen melatonin
uygulamasimin plazma ghrelin seviyelerini azalttign1 bildiren Mustonen ve ark
(2001)’ nin raporu ¢ahigmamizda pinealektomi grubunda artan ghrelin diizeylerinin
melatonin  uygulanmasiyla azalmasi seklinde bulgumuzu desteklemektedir.
Calismamizdaki bulgularla iliskili olarak en azindan su sdylenebilir ki; pineal bez ile
ghrelin seviyeleri arasinda Snemli bir iligki vardir. Pineal bezin fonksiyonunun
ortadan kaldirilmasi ghrelin salimminda da degisiklikle sonu¢lanmaktadir. Melatonin
uygulamasi1 ve ghrelin iligkisini arastiran c¢aligmalarla mukayese edildiginde;
pinealektomi ve ghrelin iliskisini aragtiran ¢alismalar ¢ok daha azdir. Canpolat ve ark
(2006)"1 gergeklestirdikleri ¢alismalarinda pineal bezin ¢ikarilmasimin mide ghrelini
iizerini bir etkisinin olmadifim, ancak pinealektominin hipotalamustaki ghrelin
cevaplanni onemli dlgiide etkileyebilecegini rapor etmislerdir. Buradan yola gikarak
aym arasuiricillar pineal bezin hipotalamustaki ghrelin cevaplarinda &nemli
olabilecegini ileri siirmiislerdir (Canpolat ve ark 2006). Benzer bir bulgu Aydin ve
ark (2008) tarafindan da rapor edilmistir. Gergeklestirdigimiz ¢ahismada elde
ettifimiz ghrelin diizeyleriyle ilgili bulgular yukanda sonuglari sunulan raporlarla
kismen uyumludur. Literatirde c¢aligmamzi biitin  boyutlantyla bire bir
tartisabilecegimiz yayin sayist da olduk¢a simrhdir. Ancak ¢ahismamizin ghrelin
bulgulanyla ilgili olarak; pinealektominin siganlarda serum ghrelin diizeylerinde
onemli bir artiga yol agtifi, pinealektomize hayvanlara eksojen melatonin

uygulamasimin ghrelin diizeylerinde azalmaya yol agmasma ragmen kontrol
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degerlerine ulastiramadigi tespit edilmistir. Burada ilging olarak pinealektomi
yaptlmadan eksojen melatonin verilen siganlarda ghrelin seviyelerinde kontrol
grubunu olugturan hayvanlara gore herhangi bir degisiklik ortaya ¢ikmamgtir. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak, serum ghrelin seviyelerinin diizenlenmesinde pineal bezin

fonksiyonel olarak varligina ihtiya¢ oldugu sonug olarak sdylenebilir.

4.3. Nesfatin-1 Bulgularimin Tartisilmasi

Calismada en diisiik serum Nesfatin-1 seviyeleri pinealektomi uygulanan
grup 2°de elde edildi. Px+melatonin uygulanan grubun (grup 3) serum Nesfatin-1
diizeyleri kontrol (grup 1) ve Px+mel (grup 2) gruplarindan daha yiiksekii.
Calismamizda en yilksek serum Nesfatin-1 seviyeleri melatonin uygulanan grupta

(grup 4) elde edildi.

Nesfatin-1 yeni tammlanmis bir peptit olarak kabul edilebilir. Nesfatin-1'in
ilgi ceken en 6nemli etkisi leptinden bagimsiz olarak besin aliminda baskilanmaya
yol agic1 etkisidir (Kentish ve ark 2017). Hipotalamus ve beyin-omurilik sivisinda
tokluk molekiilii olarak bildirilen nesfatin-1 (Oh ve ark 2006), gesitli canl tiirlerinde
arkuat nukleus (ARC), paraventrikiiler nukleus (PVN), supraoptik ¢ekirdek (SON)
ile lateral hipotalamik alan da bulundugu bildirilmigtir (Oh ve ark 2006). Cesitli
deneyler, nesfatin-1'in gida alimi iizerindeki inhibe edici roliinii desteklemektedir
(Oh ve ark 2006, Su ve ark 2010) ve diyabetik farelerde glikoz diizenleyici etkileri
olabilecefini gostermektedir (Su ve ark 2010). Bahsedilen galismalar, nesfatin-1'in
metabolizmanin diizenlenisinde de rol oynadigim ortaya koymaktadir. Ilging olarak;
kurbaga pineal bezinde nesfatin-1 benzeri reaktivite tespit edilmesi (Senejani ve ark
2014) pineal bez ve onun {iriinii olan melatonin ile nesfatin-1 arasinda iligki
olabilecegini de akla getirmektedir. Nesfatin -1'in siganlarda gece besin alinmasim
azalttifr bilinmektedir, aymi zamanda nesfatin-1’in istahi baskilayic1 etkilerinde
serotoninin de rol oynayabilecegi ©ne siirilmektedir (Stengel ve Taché 2013).
Melatoninin serotoninden sentezlendigi ve gece yiiksek diizeyde bulunan ritmik bir
salgilanmasimin  olmas1 da (Baltaci ve ark 2003), Stengel ve Taché'nin
calismalanindaki bulgularla benzerlik gésterir. Bir ¢ok ¢alisma melatoninin beslenme
davramisinda etkili oldugunu ve dzellikle de bu etkinin istah alimini baskilayan leptin
iizerinden gergeklestigini 6nermektedir (Baltaci ve Mogulkoc 2007, Baltaci ve

Mogulkoc 2017, Gunduz 2002). Gergeklestirdigimiz ¢alismada bulgularimizi bire
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bir karsilastirabilecegimiz bir calismaya Med-line taramalarda rastlayamadik.
Ozellikle melatonin ve nesfatin-1 iligkisini konu alan kurbagalarda yapilmig ve
kurbaga pineal bezi ile nesfatin-1 arasindaki olasiya iligkiye dikkat ¢eken Senejani ve
ark (2014) gergeklestirdigi caligma disinda bu iligkiye dikkat ¢eken bir yaym
bulunmamaktadir. Biz calismamizda; pinealektomize siganlarda nesfatin-1 diizeyinde
onemli baskilanma tespit ederken, pinealektomize siganlarda melatonin destegiyle
kontrol hayvanlara oranla da artmig nesfatin-1 degerleri elde ettik. Ancak
calismamizda daha ilginci ¢aligmamizda en yiksek nesfatin-1 seviyelerini sadece
melatonin uygulamasi yaptigimiz grupta elde ettik. Caligmamizdaki bu bulgunun bu

konuda literatiirdeki ilk bulgu oldugunu styleyebiliriz.

Cahismamizda elde ettigimiz bulgulardan yola ¢ikarak ghrelin ve nesfatin-1
seviyelerinin ve dolayistyla fonksiyonlarinin diizenlenmesinde pineal bezin varhifina
ihtiyag oldugu, hatta pineal bezin bahsedilen hormonlarin beslenme davranislan

iizerinde kritik bir rol ocynayabilecepi sonug olarak sdylenebilir.



5. SONUC ve ONERILER

Calismamizin bulgulan bir biitiin olarak degerlendirildiginde;

1.Pinealektomi, besin ahmimin uyancist olan ghrelin hormon diizeylerinde
onemli artisa yol agmaktadir.

2 Pinealektomize si¢anlara melatonin uygulamasi bu artigt geriye
cevirmektedir.

3.Yine ¢aligmamizda pinealektomize siganlarda nesfatin-1 diizeyinde dnemli

baskilanma, pinealektomize sicanlara melatonin destegiyle de kontrol hayvanlara

oranla artmis nesfatin-1 degerleri elde ettik.

4. Ancak ¢alismamizda daha da onemlisi en yiiksek nesfatin-1 seviyelerini

sadece melatonin uygulamasi yaptigimiz grupta elde ettik.

5.Calismamizda elde ettiimiz bulgulardan yola ¢ikarak ghrelin ve nesfatin-1
seviyelerinin ve dolayisiyla fonksiyonlarinn diizenlenmesinde pineal bezin varlidina

ihtiyac oldugu sonug olarak soylenebilir.

6.Bundan sonraki ¢alismalar pineal bez ile ghrelin ve nesfatin-1 arasindaki
iliskinin gesitli doz ve siirelerle teyit edilmesi daha ayrintili bilgilere ulagsmamzi

saglayabilir.
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