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ORIGINAL ARTICLE

Evaluation of Dose-Dependent Effects of Nesfatin-1
in Pentyleneterazole Induced Seizures in Mice
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Department of Physiology, Van Yiiziincii Yil University Faculty of Medicine, Van, Turkey

Abstract

Objectives: It is well known that neuropeptides have powerful modulator effects on inhibitory and excitatory systems in the brain. Serum
nesfatin-1 levels are reported to be increased in epileptic patients and experimental models of epilepsy. However, the effects of nesfatin-1
administration on acute pentylenetetrazole (PTZ)-induced seizures are unknown. The aim of this study is to investigate the dose-dependent
effects of nesfatin-1 in PTZ-induced acute seizure model in mice.

Methods: Animals were divided into six groups: (1) Control, (2) PTZ, (3, 4, 5, 6) PTZ+Nesfatin-1 (1, 10, 20 veya 40 pg/kg, i.p). Physiological saline
(PS, 1 mL/kg, i.p) was administrated to the mice in the control group. Nesfatin-1 or PS was administered to the experimental groups. Thirty
minutes after injection of nesfatin-1 or SF, PTZ (80 mg/kg, i.p) was injected into all experimental groups to induce epileptic seizures. Latencies
of the first myoclonic jerk (FMJ), generalized clonic seizures (GCS), and tonic generalized extension (TGE), and duration of TGE were determined
after PTZ injection.

Results: No significant difference was found between the groups in terms of latencies of FMJ, GCS, TGE, and duration of TGE.

Conclusion: Nesfatin-1 did not show anti or pro-convulsant effects at all doses. In conclusion, our data demonstrated that nesfatin-1 adminis-
tration had no anti/pro-convulsant effect on PTZ (80 mg/kg) induced acute seizures in mice.
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Girig tir® Tim epilepsi tlrleri, sinir hiicrelerinin eksitator-inhi-
bitoér dengesinin, merkezi sinir sistemine yayilabilen hipe-
reksitabilitiye neden olan eksitasyona dogru kaymasindan
kaynaklanmaktadir.® N6ropeptitlerin nébetleri ve epilepsiyi
modiile etmede 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmekte-
dir.™ Noéropeptidler, klasik uyarici ve inhibe edici nérotrans-
miterlerin etkisini modiile ederek bu dengesizlige katkida
bulunabilirler™ Bunu nérotransmitterlerin; salinimlarinda
degisiklik yaparak, reseptodr seviyesinde etkilerini regiile
ederek ve dolayisiyla inhibisyon ve eksitasyon arasindaki
dengeyi etkileyerek yaparlar.® Bu 6zellikleri nedeniyle son
zamanlarda arastirmacilar noropeptitlerle epilepsi arasin-
daki iliskiyi aydinlatmaya odaklanmislardir. Bu nedenle, n6-
ropeptidler ve reseptorleri yeni antiepileptik ilaglar gelistir-
mek icin ilgi cekici hedefler olarak goriilmektedirler.!

Epilepsi diinya capinda 70 milyon insani etkileyen yaygin ve
kronik bir norolojik bozukluktur." Epilepsi hastalarinin ticte
birinde ilaca direncli nébetler gériilmektedir.? ilaca direncli
epilepsi artmis morbidite, mortalite ve diisiik yasam kalitesi
ile iliskilidir.”” Epilepsi hastaligi, toplumda kayda deger bir
ekonomik yike de neden olmaktadir.®!

Epilepsi, tekrarlayan, provoke edilmemis nobetler ile ka-
rakterizedir.” Bu nébetler, eksitasyon ve inhibisyon arasin-
daki hassas dengenin bozulmasi sebebiyle olusan beyinde
anormal ve eszamanli néronal aktiviteden kaynaklanmak-
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Farelerde PTZ ile indiiklenen Akut Nébet Modelinde

Nesfatin-1’in Doza Bagli Etkilerinin Degerlendirilmesi

0z

Amacg: Noropeptidlerin, beyinde inhibitor ve eksitator sistemler tizerine giicli modulator etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Serum nesfatin-1
dizeylerinin epileptik hastalarda ve deneysel epilepsi modellerinde arttigi bildirilmektedir. Bununla birlikte, nesfatin-1 uygulamasinin akut
pentilentetrazol (PTZ) indUkli nobetler Gizerindeki etkileri bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci, nesfatin-1'in farelerde PTZ-indkli akut no-
bet modelinde doza bagimli etkilerini arastirmaktir.

Gerec ve Yontem: Bu amacla yetiskin erkek fareler alti gruba dagitildi: (1) Kontrol, (2) PTZ, (3, 4, 5, 6) PTZ+Nesfatin-1 (1, 10, 20 veya 40 pg/kg,
i.p). Kontrol grubundaki farelere sadece serum fizyolojik (SF, 1 ml/kg, i.p) uygulandi. Deney gruplarina nesfatin-1 veya SF uygulandi. Nesfatin-1

veya SF enjeksiyonundan otuz dakika sonra, epileptik ndbetleri indiiklemek icin tim deney gruplarina PTZ (80 mg/kg, i.p) enjekte edildi. PTZ
enjeksiyonundan sonra ilk miyoklonik jerk (IMJK), jeneralize klonik nébetler (JKN) ve tonik jeneralize ekstensiyon (TJE) latanslari ve TJE siiresi

belirlendi.

Bulgular: Gruplar arasinda IMJK, JKN, TJE latanslari ve TJE siiresi bakimindan anlamli fark bulunmadi.

Sonug: Nesfatin-1, tim dozlarda antikonviilsan veya prokonviilsan etki géstermedi. Sonug olarak, verilerimiz nesfatin-1 uygulamasinin farel-
erde PTZ (80 mg/kg) ile indiiklenen akut ndbetler lizerinde anti / pro-konviilsan etkisi olmadigini géstermistir.

Anahtar sozclkler: Nébet; ndropeptid; pentilentetrazol; PTZ.

Nesfatin-1, (sikhkla NUCB2 olarak da adlandinlir®) periferik
dokular, merkezi ve periferik sinir sistemi tarafindan ser-
bestlenen 82 aminoasitli," yeni kesfedilmis bir peptiddir.
02 Merkezi olarak 6nbeyin, arkabeyin, beyin sapi ve spinal
korddaki bircok néronda ekspresse edilmektedir."® Hipota-
lamik yolaklarda, besin aliminin diizenlenmesinde ve enerji
homeoztazisinde rol oynamaktadir." Nesfatin-1'in, merkezi
sinir sistemine ek olarak periferik dokularda da bulunmakta-
dir." Nesfatin-1, kan-beyin bariyerini asabilen bir néropep-
tiddir."

Serum Nesfatin-1 seviyelerinde epilepsi hastalarinda™>'® ve
kemirgenlerle yapilan deneysel epilepsi calismalarinda™”
degisiklikler oldugu bildirilmistir. NUCB2/nesfatin-1 uygu-
lamasinin sicanlarda epileptik aktiviteye neden oldugu ve
penisilin kaynakli epileptik aktiviteyi artirdigi bildirilmistir.
08l Bu degisikliklere ragmen Nesfatin-1'in bu alanda ¢ok az
cahsiimis oldugu goérulmektedir® Yapilan bu calismada,
Nesfatin-1'in doza bagli bir bicimde akut PTZ indiikli n6-
betler Gzerine etkilerinin ortaya konmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar- Bu calismada 48 adet (2 aylik) erkek fare kulla-
nildi. Fareler Van Yiiziinci Yil Universitesi Deney Hayvanlari
biriminden satin alindi. Hayvanlar, standart sicaklik ve nem
kosullari altinda ve 12:12 1s1k/ karanlik periyodu altinda ba-
rindirildi. Fareler ad libitum olarak beslendi. Calisma prose-
diirleri Van Yiiziinct Y1l Universitesi Deney Hayvanlar Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (Tarih: 20.10.2017, Karar No:
2017/10).

Deney protokolii- Fareler randomize olarak alti gruba ay-
nldi (n=8): (1) Kontrol: SF (1 mL/kg, ip); (2) SF + PTZ: SF (1
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mL/kg, i.p) + PTZ (80 mg/kg, i.p), (3,4, 5, 6) Nesfatin-1 (1, 10,
20 veya 40 pg/kg, i.p) + PTZ (80 mg/kg, ip).

Doza bagimli etkilerinin tespiti amaciyla nesfatin-1, fark-
It gruplara 1 pg/kg,"® 10 pg/kg, 20 ug/kg veya 40 ug/kgi2®
olarak dort farkl dozda enjekte edildi. SF ya da nesfatin-1
enjeksiyonundan 30 dakika sonra tiim gruplara tek doz PTZ
(80 mg/kg, ip)?" enjeksiyonu yapildi. PTZ ve Nesfatin-1,
%0.9 serum fizyolojikte (SF) ¢6zuldii.l"”?2 PTZ enjeksiyonun-
dan sonra fareler gézlem kafeslerine alinarak 30 dk boyunca
gozlendi: ilk miyoklonik jerk (IMJK), jeneralize klonik nébet
(JKN) ve tonik jeneralize ekstensiyon (TJE) latanslari ve TJE
sureleri kayit altina alindi. Ekstra 30 dakika da mortalite icin
go6zlem yapildi.

istatistiksel analiz- Uzerinde durulan 6zellikler icin tanim-
layici istatistikler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifa-
de edildi. Bu 6zellikler bakimindan gruplari arasi anlamlilig
test etmede (gruplan karsilagtirmada) Kruskal Wallis testi
kullanildi. Sag kalim sayilari bakimindan gruplari karsilastir-
mada tek 6rnek ki-kare testi yapildi. Hesaplamalarda istatis-
tik anlamhilik diizeyi %5 olarak alindi ve hesaplamalar igin
SPSS istatistik paket programi kullanildi.

Bulgular

80 mg/kg, i.p PTZ enjeksiyonu siddetli ndbetlere yol acti.
Gruplar arasinda, IMJK, JKN, TJE latanslari ve TJE nébet siiresi
bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 1 ve 2).

Nesfatin-1, 10 ug/kg dozunda uygulandiginda iMJ, JKN,
TJE latans surelerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da
bir uzama egilimi s6z konusudur (Sekil 1). Gruplar arasinda
TJE ndbet sureleri bakimindan istatistiksel olarak anlam-
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Sekil 1. iIMJK (a), JKN (b), TJE (c) Latanslari. Veriler ortalama +
standart hata (SEM) olarak ifade edilmektedir (p>0.05).
[iIMJK: ilk miyoklonik jerk, JKN: jeneralize klonik nébet,
TJE: tonik jeneralize ekstensiyon, PTZ: pentilentetrazol,
N1: nesfatin-1 (1 pg/kg), N10: nesfatin-1 (10 pg/kg),
N20: nesfatin-1 (20 pg/kg), N40: nesfatin-1 (40 ug/kg)l.
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Sekil 2. TJE nobet sireleri. Veriler ortalamazstandart hata
(SEM) olarak ifade edildi (p>0.05). [TJE:tonik jeneralize
ekstensiyon, PTZ: pentilentetrazol, N1: nesfatin-1 (1 ug/
kg), N10: nesfatin-1 (10 ug/kg), N20: nesfatin-1 (20 pug/
kg), N40: nesfatin-1 (40 ug/kg)].

Effects of Nesfatin-1 on PTZ-induced Seizures

It bir sonu¢ bulunmadi (Sekil 2). Deney sonunda hayatta
kalan farelerin sayisi, PTZ grubunda 0, PTZ+N1 grubunda
2, PTZ+ N10 grubunda 2, PTZ+ N20 grubunda 3, PTZ+
N40 grubunda 1 idi. Bununla birlikte sag kalim sayilari
bakimindan PTZ, PTZ+N1, PTZ+ N10, PTZ+ N20 ve PTZ+
N40 gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir
(p>0.05).

Tartisma

Epileptik nobetler, uyarilma ve inhibisyon arasindaki has-
sas dengenin bozulmasindan kaynaklanan, anormal asiri
ve senkron noéronal aktiviteden kaynaklanmaktadir.®! N6-
ropeptitler, sinaptik iletimin modilasyonuna katilan sinyal
molekilleridir,® GABA ve glutamat nérotransmitterleri tize-
rinde (salinimlarini degistirerek veya reseptor diizeyinde
etkilerini diizenleyerek) giiclii moddlator etkileri mevcuttur
ve dolayisiyla inhibisyon ve eksitasyon arasindaki dengeyi
etkileyebilirler.® Ornegin néropeptid Y'nin, inhibe edici né-
rotransmisyonu artirdigi ve uyarici ndrotransmisyonu azalt-
t1g1; enkefalinlerin ise hipokampustaki inhibitor néronlar-
dan spontan GABA salimini inhibe ettigi ve uyarilabilirligin
artmasina neden oldugu bildirilmektedir.”

Nesfatin ve epilepsi ile ilgili yapilan calismalarda, epilepsi
hastalarinin serum ve tiikiirigiinde nesfatin-1 seviyesinde
artis oldugu bildirilmistir.™™ Hayvan calismalarinda akut
PTZ ile indiklenen ndbet modelinde ve PTZ kindling epi-
lepsi modelinde serum nesfatin-1 seviyelerinde artis oldu-
gu bildirilmistir."” Artmis nesfatin-1 dizeylerinin epilepsi
patofizyolojisine katkida bulunabilecegi 6nerilmektedir.™
NUCB2/nesfatin-1'in sicanlarda epileptik aktiviteye neden
oldugu ve penisilin kaynakh epileptik aktiviteyi artirdigi
bildirilmistir.'® Bir baska ¢alismada ise 45 mg/kg dozunda
PTZ enjeksiyonu ile olusturulan modelde nesfatin-1 en-
jeksiyonun etkileri arastiriimis ve nesfatin-1'in, fenitoin ile
sinerjik etkiye sahip oldugu, nobete bagh oksidatif beyin
hasarinda ek bir néroproteksiyon ile birlikte, anti-nobet
etkisini gliclendirdigi bildirilmistir.®! Bizim calismamizda
nesfatin-1 enjeksiyonu, PTZ ile indiklenen akut nobetler
Uzerine 4 farkli dozda, prokonvulsan veya antikonvulsan
etki olusturmadi. Calismamizda, Nesfatin-1, 10 pg/kg do-
zunda uygulandiginda iMJK, JKN ve TJE latans siirelerinde
bir uzama egilimi s6z konusudur fakat fark istatistiksel ola-
rak anlamli bulunmadi.

Sonug olarak nesfatin-1 PTZ indiiklenen akut nobetler tize-
rinde 4 farkl dozda pro veya antikonvulsan etkiye yol agma-
di. Verilerimiz nesfatin-1 uygulamasinin tim nébet model-
lerinde prokonviilsan etkiye sahip olmadigini, en azindan
80 mg/kg dozunda PTZ ile indiiklenen akut ndbetler tizerin-
de anti veya prokonvulsan etki gostermedigini ortaya koy-
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maktadir. Fakat bu hipotezi dogrulamak icin ek ¢alismalara
ihtiyac vardir.

Calismamiz akut esik dozda (80 mg/kg) PTZ indiikli nébet
modelinde nesfatin-1 uygulamasinin etkilerini arastiran ilk
calismadir. Nesfatin-1'in kan-beyin bariyerini gecebildigi bil-
dirilmektedir.'*?* Bu nedenle bu ¢alismada nesfatin-1 intra
peritoneal olarak enjekte edilmistir. Gelecek ¢alismalarda
tekrarlayan kronik nesfatin-1 uygulamalarinin PTZ induikli
ndbet/ epilepsi modellerinde eksitatér veya inhibitor etki
gosterip gostermedidi arastirlabilir.
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