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KISALTMALAR, SIMGE ve FORMULLER DiZIiNi

Kisaltmalar

WAT Beyaz yag dokusu

BAT Kahverengi yag dokusu
NPY Noropeptid Y

AGRP Agouti gen ilgili peptid
TG Trigliserid

NE Norepinefrin

LepR Leptin reseptor
Formaller

NaCl Sodyum klortr
NazHPO4 Disodyum hidrojen fosfat
NaH2PO4 Sodyum dihidrojen fosfat
NaOH Sodyum hidroksit

KCI Potasyum klorir



1. OZET

Retroperitoneal Yag Dokusu Denervasyonunu Takiben Diyetle Obez Yapilmis

Sicanlarda Leptin Sentezi ve Serum Seviyelerinin incelenmesi

Leptin baglica beyaz yag dokusunda sentezlenen ve enerji dengesini diizenleyen
bir hormondur. Sentezi bircok faktoriin yani sira sempatik sinir sistemi tarafindan da
duzenlenir. Calismamizda, yuksek yagli ve standart diyetle beslenen siganlarda iki
tarafli retroperitoneal yag dokusu denervasyonunun, retroperitoneal ve epididimal yag
dokusunda leptin ekspresyonuna ve serum leptin konsantrasyonuna etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Calismamizda, her birinde 8 adet 100-150 g ve 3-5 haftalik
Sprague Dawley 1rki sican bulunan 4 grup olusturuldu: I. Grup: Retroperitonel yag
dokusu iki tarafli denervasyon yapildi ve yiiksek yagli yem ile beslendi (YD+), Il. Grup:
Denervasyon yapilmadi ve yiiksek yagli yem ile beslendi (YD-), . Grup:
Retroperitonel yag dokusu iki tarafli denervasyon yapildi ve standart yem ile beslendi
(SD+), IV. Grup: Denervasyon yapilmadi ve standart yem ile beslendi (SD-) kontrol
grubu olarak kabul edildi. 10 haftalik programi sonunda siganlardan serum ve doku
numuneleri toplandi. Serum numunelerinde, glukoz, trigliserit, insulin ve leptin
seviyeleri Olculdl. Retroperitonel ve epididimal yag dokusunda leptin mRNA seviyesi
RT-PCR ile belirlendi. Yiiksek yagl diyet kullanan ve denerve edilen gruplarin serum
leptin seviyelerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu belirlendi (p=0.038). Yagh
diyet denervasyon ile birlikte gen ekspresyon sonuglarinda ciddi bir degisiklik
bulunmadi (p=0.31). Sonug olarak, denerve edilmis siganlarda, diyete bagli olarak leptin
ekspresyonlarinda fark bulunmadigi, serum leptin seviyelerinde farkliliklar oldugu
goriildii. Gozlenen degisikliklerin diyetin diger yag dokularina olan etkisinden

kaynaklanabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Sozcikler: Adipokin, Denervasyon, Obezite, Sempatik Sinir Sistemi,
Yiiksek Yagh Diyet.



2. SUMMARY

The Investigation of Leptin Synthesis and Serum Levels in Diet Induced Obese

Rats Subsequent to Retroperitoneal Adipose Tissue Denervation

Leptin is a hormone synthesized mainly in white adipose tissue and that regulates
the energy balance. Synthesis of leptin is regulated by the sympathetic nervous system
as well as a number of other factors. In our study, we aim to investigate the effects of
retroperitoneal fat tissue denervation (both sides) on mRNA expression of leptin in the
fat tissue and in the serum concentrations in rats fed with standard and high fat diet. In
our study, there will be four experimental groups each containing 8 Sprauge Dawley
rats weighing 100-150 g and aging 3-5 weeks: |. Group: Denervated of both
retroperitoneal tissue and fed high fat rat diet (YD+), Il. Group: Not Denervated and fed
with high fat rat diet (YD-), Ill. Group: Denervated of both retroperitoneal tissue and
fed standart fat rat diet (SD+), IV. Group: Not Denervated and fed with standart rat diet
(SD-) (control group). At the end of 10 week period, the animals tissue and serum
samples were collected. In serum samples measured glucose, triglyceride, insulin and
leptin levels. Furthermore, in retroperitonel ve epididimal tissue samples leptin mMRNA
levels were determined by using RT-PCR. Serum leptin levels were determined to be
higher in high-fat diet and denervated group compared to the control group (p=0.038).
Denervation with high fat diet did not altered gene expressions (p=0.31). In conclusion,
the denervated rats, there was no difference in the leptin expression. On the other hand,
serum leptin levels showed significant changes. The observed changes, were

considered to be caused by dietary effects to other fat tissues.

Key Words: Adipokine, Denervation, Obesity, Sempatic Nerve System, High Fat
Diet.



3. GIRIS ve AMAC

Arastirmacilar tarafindan 21. ylizyilin en 6nemli saglik problemlerinden birinin
obezite oldugunu ifade edilmektedir (1). Obezite viicuttaki yag dokusu hacminin
artmasindan dolay1 saglik problemlerinin arttig1 ve beklenen yasam siiresinin azaldigi
medikal bir durum olarak tanimlanmaktadir (2). Viicuda besinler yoluyla alinan enerji,
viicudun harcadigi enerjiden daha fazla oldugunda, artan enerji yag dokusunda trigliserit
olarak depolanir ve obezite ortaya ¢ikar (3). Obezite 6zellikle kalp hastaliklari, tip 2
diyabet ve kanserin ortaya c¢ikma riskini artirmaktadir (2-5). Bazi endokrin ve
psikiyatrik hastaliklarin obeziteye neden oldugu bilinmesine ragmen, obezitenin en
yaygin nedenleri diyetle fazla kalori alinmasi, fiziksel aktivitenin azalmasi ve genetik

yatkinlik olarak bilinmektedir (6).

Ik kez Friedman ve ark. ob geni tarafindan kodlanan leptin adm verdikleri, bir
proteinin adipositlerden sekrete edildigini tespit etmislerdir. Leptin 16 kDa agirliginda
ve 167 amino asitten olusan bir proteindir. Leptinin merkezi sinir sistemindeki etkisi ile
adipoz doku buyiimesini kontrol ettigi sonucuna varilmistir. Leptin hipotalamusu
etkileyerek istahi baskilar ve enerji sarfiyatini artirir. Yapilan gesitli caligmalarla leptin
reseptorlerinin karacigerde, iskelet kasinda, kalpte, bobrek ve pankreas gibi onemli
organlarda da bulundugu tespit edilmistir. Leptin baslica adipoz dokuda sentezlenir.
Miktar1 viicuttaki yag kitlesi ile orantili olarak artar. Adipoz doku disinda overlerde,
bagirsaklarda ve karacigerde de az miktarda sentezlenmektedir. Leptinin sadece olgun
adipositlerden sentezlendigi ve olgun olmayanlarda sentezlenmedigi tespit edilmistir.
Adipositler leptin reseptorlerini de eksprese ettigi icin bu hormonun otokrin ve parakrin
etkilerinin de oldugu soOylenmektedir. Ayn1 zamanda leptin hematopoiezis,
anjiogenezisi, uyardig1 immun cevabi diizenledigi, sempatik sinir sistemini etkiledigi ve
kemik iligini baskiladigi bilinmektedir. Bunlara ilaveten hiperleptinemi kan basincini
etkilemektedir (7).

Obezite arastirmalarinda diyetle indiiklenmis modeller, insanlarda gorilen
obezitenin genellikle diyet kaynakli olmasindan dolayi, transgenik deney hayvanlari ve
kimyasal ajanlarla indiiklenmis obezite gibi diger modellere gore ¢cok daha fazla tercih
edilmektedir. Ozellikle rodentlerde diyetle indiiklenmis obezite spesifik besinlerin

obezite gelisimindeki rollerini gdstermede oldukca bilgi verici olmaktadir. Toplam



kalorinin %30-60’nin yaglardan saglandigi yuksek yag icerikli diyetler rodentlerde
instlin direnci ve hipergliseminin eslik ettigi obezitenin gelisiminde siklikla
kullanilmaktadir. Yiiksek karbohidrat igerikli diyetle (ylksek sukroz igerigi),
hipertriglisemik, insulin direnci ve kilo kazanimi ile karakterize obezite temin
edilmektedir. Yuksek yag icerikli diyetle beslenen hayvanlarda obezite, yiksek
karbohidrat icerikli yemle beslenenlere gore daha belirgin olmaktadir (7).

Sinir sistemi enerji metabolizmasinin kontroliinde énemli rol oynar. Ozellikle
enerji aliimi ve kullanimi sinir sistemi tarafindan sikica kontrol edilir. Birgok dokuda
oldugu gibi yag dokusunun da metabolik ve sekretuvar fonksiyonlari otonom sinir
sistemi tarafindan kontrol altindadir. Otonom sinir sisteminin yag dokusu tizerindeki
etkilerini incelemek icin sinir liflerinin devre dis1 birakildigi denervasyon deneyleri
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda denervasyonun insiilin aracilikli glukoz alinimu,
hiicre proliferasyonunu, Adipokin salgilanmasi ve bazi enzim seviyelerini degistirdigi

bulunmustur (8).

Bu calismada, iki tarafli retroperitoneal yag dokusu denerve edilmis si¢anlarda
hem retroperitoneal hemde epididimal yag dokularinda meydana gelen leptin
ekspresyonu ve serum konsantrasyonlarindaki denervasyona ve diyete bagh

degisikliklerin incelenmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Yag Dokusunun Yapisi

Yag dokusu ¢esitli hiicre tiplerinden olusan gevsek bag dokusu tiirtidiir. Doku
olgun yag hiicreleri ve stroma-vaskiler fraksiyon olarak adlandirilan preadiposit,
makrofaj, endotel hiicresi, fibroblast ve 16kositler gibi hiicrelerden olusur. Yag dokusu
klasik olarak, fazla enerjinin depolandigi, viicuda yalitim saglayan ve dolgu ozelligi
olan bir dokunun otesinde, bugilin bir¢ok organi etkileyen hormonlarm, biylme
faktorlerinin, matriks proteinlerinin, enzimlerin ve sitokinlerin salgilandig: bir endokrin
organ olarak kabul edilmektedir. Yag dokusunun biyoaktif molekiilleri salgilayan ana
birimleri adipositler ve fibroblastlardir. Yag dokusundan salgilanan endokrin, parakrin
ve otokrin etkiye sahip bu biyoaktif molekuller adipokinler veya adipositokinler olarak
adlandirilmaktadir. Bu faktorler, viicut yag kiitlesinin dlzenlemesinde, adiposit
farklilasmasinda, vaskilerizasyon ve kan akisinin diizenlemesinde, karbohidrat, lipit ve
kolesterol metabolizmasinda ve bagisiklik sistemi fonksiyonlarinda rol oynamaktadir.
Bu kadar farkli gorevleri olan adipokinler obezite ve obezite ile iliskili olan hastaliklarin
(insulin direnci, diyabet, kalp-damar hastaliklar1 gibi) gelisiminde 6énemli roller oynar
(9).

Normal agirliktaki bir insanda yag dokusu viicut agirhiginin erkeklerde %15-20°
sini, kadinlarda ise %20-25’ini olusturmaktadir. Memelilerin ¢ogunda beyaz yag dokusu
(White Adipose Tissue - WAT) ve kahverengi yag dokusu (Brown Adipose Tissue -
BAT) olarak adlandirilan, birbirlerinden renk, dagilim, damarlanma ve metabolik

aktivite agilarindan farklilik gdsteren, iki ayr1 yag dokusu bulunmaktadir (10).
4.1.1. Yag Dokusunun Cesitleri, Vicutta Yerlesimi ve Ozellikleri

Yag dokusu anatomik yerlesimlerine gore; subkutan ve visseral yag dokusu olarak
siniflandirilmaktadir. Insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik %80’ yiizeysel ve
derin subkutan yag dokusudur. Subkutan yag dokusu boyun, sirt, bel, karmn, gluteal,
femoral ve meme boélgesinde bulunur. Yag dokusunun yaklasik %20’si ise visseral yag
olarak mide, barsak, gobek, pankreas, aort, kalp, bobrek ve i¢ ilireme organlar
cevresinde bulunmaktadir. Ayrica kas i¢inde ve kas ¢evresinde az miktarda bulunan yag

dokusu da visseral yag dokusuna dahil edilmektedir (11).



Visseral ve subkutan yag dokusu islevsel farkliliklar gostermektedir. Visseral
adipoz doku hem sistemik hemde lokal inflamatuar olaylar: etkiler. Ornegin, visseral
adipoz dokuda, anjiotensinojen icin genler, kompleman faktorler ve yag asidi baglayici
protein 4, subkutan yag dokusuna gore daha fazla eksprese edilir. Visseral ve subkutan
adipoz doku, otonom sinir sistemi tarafindan her bir yag deposu icin farkli motor
noronlar ile birlikte néroendokrin geri bildirim kontrolii altinda innerve edilir (12, 13).
Viseral yag dokusu subkutan yag dokusuna gore daha fazla kan teminini saglayan

zengin damar ag1 ve yogun sinir innervasyonu ile karakterize edilmistir (4).

Adipoz dokusunda bulunan hicreler (adipositler), adipoz dokusunun tipine gore,
hlicre hacminin biiyiik bir kismini olusturan tek bir yag damlasi igerirken, bazilar1 da
cok sayida kiiclik yag damlaciklart icermektedir. WAT tek ve biiyiik bir yag damlasi
iceren, tek damlacikli hiicre tipinden olusmaktadir. BAT’nin ise tipik olarak cok
damlacikli hiicrelerden olustugu gozlenmektedir. Beyaz ve kahverengi yag dokusunun
renklerindeki farklilik, igcerdikleri damar ve mitokondri miktarindan kaynaklanmaktadir.
BAT’de zengin bir damar ag1 ve bol miktarda mitokondri bu dokunun diger yag
dokularindan farkli olmasina sebep olmaktadir. WAT nin damarlanmasi, BAT ye gore
daha azdir ancak WAT’nin her bir hiicresi en azindan bir kapillerle baglanti
kurmaktadir (10).

Insanlarda WAT, birgok organ cevresinde ve deri altinda genis olarak yerlesirken,
kalp, epikardium, perikardium, genis kan damarlari, biiyiik lenf nodiilleri ve beyinde
paraselliiler bolgede kiigiik depo alanlari seklinde bulunmaktadir. BAT ise bobreklerin,
adrenal bezlerin, aortun c¢evresinde, kirek kemiklerinin arasinda ve boyunun icinde
bulunmaktadir (10). Yag dokusunun enerji ve yagda eriyen vitaminleri depolama

yaninda, fiziksel koruma ve 1s1 liretimi gibi islevleri vardir (14).

Beyaz yag dokusunun fonksiyonlar1 {i¢ baslik altinda simiflandirilmaktadir.
Birincisi serbest yag asitlerini trigliserit olarak depolama, Ikincisi depolamis oldugu
trigliseritleri gliserol ve serbest yag asitlerine katabolize etme, Ucgiinciisii ise adipokin
olarak bilinen 6zel biyolojik fonksiyonlar1 olan proteinleri, sitokinleri ve hormonlari
salgilamaktir (15). Adipoz doku diyetle alinan fazla enerjinin trigliserit seklinde
depolamas1 disinda enerji metabolizmasinin kontroliinde de ana faktér oldugu

bilinmektedir. Adipoz doku leptin, adiponektin, rezistin, serpin, lipokalin-2, PAI-1,



retinol baglayici protein (RBP4), Zn a-2 glycoprotein, vaspin, visfatin, omentin, apelin,
chemerin gibi adipokinleri salgiladig1 gibi, anjiotensinojen, TNF-a, IL-6, ve MCP-1 gibi
sitokinleride salgilamaktadir (4, 5, 16-18). Bu molekiller instlin direnci, hipertansiyon,
kanser gibi hastaliklarin patolojisinde dnemli rol oynarlar. Yapilan ¢alismalarda, viicuda
dagilimlart farkli yag dokularinin adipokin salgilama profillerinin de farkli oldugu
gosterilmistir (4, 16-19).

Adipositler ve adipoz doku, glukoz metabolizmasinda (leptin, adiponektin,
resistin), lipid metabolizmasinda (kolesterol ester transfer protein), inflamasyonda
(TNF-a, IL-6), koagulasyonda (PAI-1), kan basinci diizenlenmesinde (leptin,
anjiotensinojen, anjiotensin 1), beslenmede (leptin) rollere sahiptir. Boylece kas,
karaciger, damar ve beyin gibi pek c¢ok organ ve dokunun fonksiyonunda ve
metabolizmasinda etkilidir (20-22). Adipoz dokunun bazi metabolik etkileri Sekil 1°de

gosterilmistir.

!

Adiponektin

PAI'l
NGF
VEGF

Sekil 1. Adipoz dokunun bazi metabolik etkileri (Yiiksel’den, 22)



4.2. Yag Dokusu, Sinir Sistemi ve Denervasyon

Noral kokenli faktorler, enerji homeostazisi kontroliinde énemli rol oynamaktadir.
Gercekten de, merkezi ve otonomik sinir sistemleri tim vicut enerjisini farkli bilesenler
ile diizenlemektedir, bu bilesenler: enerji alimi, harcanmasi ve depolanmasidir. Cesitli
dokular veya organin metabolik ya da salgilama faaliyetleri gercekten de otonom sinir
sisteminin kontrolii altindadir. Bu bilgilerin karaciger, pankreas ve adrenal bezler i¢in
gegerliliginin yani sira, kaslar i¢in de dogru oldugunu gosteren veriler vardir. Adipoz
dokularin metabolik ve salgilama kapasitesi de belirgin bir sekilde otonom sinir sistemi
tarafindan kontrol edilir. Beyaz yag dokusu ve beyin arasindaki sinirsel iligki Sekil 2’de

gosterilmistir (23).

~ DUYUSAL OTONOM SINIiR
INNERVASYON SISTEMI

Sekil 2. Beyaz yag dokusu ve beyin arasindaki sinirsel iligki (Bastard’dan, 23)

Bircok gozlem acikga gostermistir ki beyaz yag dokusu otonom sinir sisteminin
sempatik kismi tarafindan innerve edilmektedir. Baslangigta beyaz yag dokusundaki
kan damarlar ile yakin iliskili Katekolaminerjik sinir liflerinin yag dokusunu innerve
ettigi bildirilmistir ancak 1980-1990’11 yillarda beyaz yag dokusunun dogrudan innerve

edildigini gosteren ndroanatomikal kanitlar ortaya ¢ikmistir (24-29). Aralikli olmasina



ragmen, sempatik sonlanmalar en passant tipte norepinefrin salgilanmasina miisaade
eder. Daha sonra yapilan ¢alismalarda, beyaz yag dokusunun merkezi sinir sisteminin
bir pargasi olan sempatik sinir sistemi hilicre gruplarindan giris aldig1 gésterilmistir. Son
donemlerde beyaz yag dokusunu innerve eden sempatik tellerin karaciger gibi
metabolik organlar1 da etkiledigi ve periferal metabolizmanin kontroliinii

diizenleyebilecegi ifade edilmistir (23).

Sempatik sinir sisteminin klasik ve esas ndrotransmitteri norepinefrindir, ancak bu
sinirler norepinefrin kadar noropeptid Y’nin de aralarinda bulundugu nérotransmitterleri
igerir ve salgilar (30, 31). Noropeptid Y adipositlerde bulunan farki reseptdr alt tiplerini
aktiflestirerek lipolizi kontrol eder (30-35). Yag hiicreleri farkli noradrenerjik reseptor
alt tiplerini eksprese eder (36). Beyaz yag dokusunda adipositlerin lipolitik aktivitesinin
lipoliz uyaric1 B-adrenerjik reseptor ve lipoliz inhibe edici o-2 adrenerjik reseptor
arasindaki dengeye bagli oldugu gosterilmistir (37, 38). Bu dengeye bagli olarak
sempatik tondaki lipolizde bir artisa veya azalisa sebep olabilir (23).

Organlarin ve dokularin birgogu hem sempatik sinir sistemi hemde parasempatik
sinir sistemi tarafindan uyarilir. Beyaz yag dokusunun ¢ok uzun zamandan beri
parasempatik sinirlerce uyarilmadigi disiiniilmektedir. Ratlarda yapilan son
nOroanatomikal ¢aligmalar beyaz yag dokusunun parasempatik sinirlerce uyarildigini
gostermistir.  Ancak celiskili sonuglar da vardir (13). Beyaz yag dokusunun
parasempatik sistemi tarafindan uyarilmasi oldukga tartismali ve siipheli bir konu olarak
kalmistir (39-41).

Yag dokusu genel bir terim olarak kullanilmasina ragmen, yag pedleri orjinleri
anatomik karakteristikleri ve fonksiyonlar1 yoniinden ¢ok farklidir. Gergekten de hem
anatomik innervasyon (fiberlerin yogunlugu veya sublokalizasyonlar1) hemde say1 ve

reseptorlerin norotransmitter afinitesi yag depolari arasinda oldukca farklidir (23).

Beyinden yag dokusuna gelip dokunun metabolik ve sekretuvar fonksiyonlarini
diizenleyen sinyaller kadar, yag dokusundan beyine ulasan beslenme davranis1 ve enerji
dengesinin diizenlenmesini saglayan sinyaller de vardir. Ilk olarak 1950’li yillarda
Kennedy viicut yag depolari ile orantili Uretilen sinyallerin beyini etkileyerek yiyecek
alimimin1 ve/veya enerji harcanmasini kontrol ettigini ileri stirmistiir (42). Bu sinyaller

arasinda ilk aday insiilin olmustur. Insiilin salgilanmas1 viicut yag kitlesi ile orantili



olarak artar ve merkezi sinir sistemini etkileyerek yiyecek alimimi azaltir. Ancak bu
hormon yag dokusundan degil pankrastan salgilanir (43). 1994 yilinda Friedman ve
arkadaglar1 yag dokusundan salgilanan 167 amino asitlik leptini kesfetmis (44) ve
reseptorlerinin varligini merkezi sinir sisteminde gostermistir (45). Leptin dogrudan
viicut yag depolariyla orantili salgilanir ve sonug¢ olarak viicut agirligi ile plazma
konsantrasyonu artar, aclik ve zayiflik da plazma konsantrasyonu azalmaya sebep olur
(22, 46).

Benzer sekilde beyaz yag dokusunda en bol sentezlenen protein olan adiponektin
de beyin omurilik sivisinda bulunur (47, 48) ve reseptoru de yiyecek alimini ve enerji
harcanmasini diizenleyen hipotalamus noronlar1 da bulunur (47-49). Adiponektinin IVC
(intraventrikuler) enjeksiyonu enerji tuketimini arttirir yiyecek alinimi baskilar (47, 50,
51). Nesfatin ve visfatin gibi adipokinlerin de beyin vasitasiyla yiyecek alimini ve enerji
tiiketimi tizerine etkisi vardir. Ayrica yag dokusundan beyine ulasan uyar1 sinirlerinde

varligi gosterilmistir (23, 52, 54).

Yag dokusundaki sinirlerin denervasyonu ile ilgili g¢esitli yOntemler
bulunmaktadir. Bunlar cerrahi denervasyon, psodorabies viriis aracilikli denervasyon,
6-hydroxydopamine ve capsaicin kimyasali ile denervasyondur. Denervasyon
sonucunda capsaicin ile denervasyonun cerrahi denervasyona nazaran kalsitonin gen
iliskili peptitteki diisiisii daha az sagladig ifade edilmektedir (55). Bu durum capsaicin
ile denervasyonun cerrahi denervasyona gore daha etkisiz bir denervasyon yontemi
oldugunu ortaya g¢ikarmaktadir. Kreier ve arkadaslarmin siganlarda psoddrabies viriis
yontemi ile yapmis oldugu denervasyon calismasinda sicanlarda viriis enfeksiyonu
ortaya ¢iktigi ifade edilmektedir (13). 6-hydroxydopamine ile tek dozda yapilan
denervasyonda ise Harris ve arkadaslar1 dokulardaki norepinefrin doniisiimlerini
incelemis ve norepinefrin miktarindaki azalmayr denervasyonun basarist icin
kullanilabilecegini ifade etmislerdir (55). Benzer sekilde diger arastirmacilarda
kimyasal ajanlarla olusturulan denervasyon islemlerinin basarisi i¢in norepinefrin

6l¢iimiiniin yeterli olabilecegini ifade etmislerdir (56).
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4.3. Obezite

Obezite asir1 pozitif enerji dengesinden kaynaklanip, enerji aliminin enerji
tiketiminden fazla oldugu durumda ortaya ¢ikmaktadir. Obezite gelismis tilkelerde en
stk goriilen metabolik hastaliklardan biridir. Obezite bir¢ok hastalikla 6rnegin Tip 2
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve Kkanser ile iliskilidir. Bu hastaliklarin
yayginlasmasinda bir risk faktordiir. Obeziteye bagli olan morbidite ve mortalite,
kiiresel saglik ve refah sistemleri iizerinde ¢ok biiyiik bir etkiye sahiptir. Obezite
arttik¢a ulusal ekonomilere yiikii de artmaktadir. Bu nedenle, diinya ¢apinda epidemik
obezitenin azalma stratejilerinin gelistirilmesi 6nemli arasgtirma hedeflerindendir. Diyet
ve yasam tarzinda degisiklikler teorik olarak bu duruma yardimci olabilirler, ancak bu
uygulamalarla elde edilen kilo kayiplar1 yiiksek oranda metabolizma fonksiyonlari ile
siirhdir. Boylece farmakolojik arastirmalar obezite tedavisinde gerekli bir mevzudur.
Buna ragmen halen obezite tedavisi i¢in sunulan ilaglarin sayist oldukga azdir ve

fonksiyon mekanizmalari agisindan yeterli bilgi mevcut degildir (57).

Bazi endokrin ve psikiyatrik hastaliklarin obeziteye neden oldugu bilinmesine
ragmen obezitenin en yaygin nedenleri diyetle fazla kalori alinmasi, fiziksel aktivitenin

azalmasi ve genetik yatkinlik olarak bilinmektedir (6).
4.4. Leptin

1953°de Kennedy tarafindan yag dokusundan bir endokrin faktér salindigi ve bu
faktoriin enerji alimim diizenledigi fikri ortaya konulmustur (42). Ilk kez 1994’de
Friedman ve arkadaglar1 Ob geni tarafindan kodlanan pepdit yapisinda, leptin adi
verilen bu bilesigin yag hiicrelerinden fiiretilip salgilandigini tespit etmislerdir. Leptin
kelimesi yunanca “LEPTOS” kelimesinden koken almakta olup zayif
anlamindadir (44).

Leptin baslica beyaz yag dokusundan salgilanmasina ragmen az miktarda da
mide, plasenta, meme epitelyumu, isklet kasi, bagirsak, karaciger ve beyinde de
uretilmektedir ve merkezi sinir sisteminde hipotalamusu etkileyerek enerji alimi ve

tiketimini diizenlemektedir (44).

Insanlarda, leptin salmimmi pulsatil bir sirkillasyon gostermektedir. Leptin
konsantrasyonu glnlik bir ritme sahiptir. Uyku paternlerinden etkilenen leptin, gece

yarist ve sabahin erken saatleri arasinda en yiiksek diizeyde iken, 6gleden sonra en
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diislik duzeydedir. Leptin mRNA’nin yag hiicrelerindeki yarilanma omrii yaklasik 2 saat
gibi kisa bir siireye sahiptir (58). Leptin paterni, obez ve zayif bireylerde benzerlik
gosterse de, obez bireylerin daha fazla yag oranina sahip olmasindan dolayr daha
yuksek leptin konsantrasyonuna sahiptir. Ayrica, ayn1 yas ve viicut agirlik indeksine
sahip bireyler incelendiginde, kadinlarda leptin konsantrasyonunun erkeklerden daha
fazla oranda oldugu bulunmustur. Kadinlarda menstrual siklusun luteal fazinda daha
yuksek olabilir, fakat menapozda leptin sirkilasyonunda azalma goriildigi
belirtilmistir. Ileri diizeyde ac¢hk durumunun, kilo kaybindan o6nce leptin
konsantrasyonunda hizli bir azalmaya neden oldugu bilinmektedir ve bdylece, adaptif

mekanizma tetiklenerek, enerji korunmus olur (59).
4.4.1. Leptin Geni ve Peptid Yapisi

Leptin, 7. kromozom (zerinde bulunan Ob geninden eksprese olup, 16 kD
molekiil agirligmma ve 167 amino asitten olusan bir  peptid yapisina sahiptir.
Memelilerde Lep geni dizisi olduk¢a korunmustur ve leptin ortologlar1 amfibiler,
sliringenler ve baliklarda olmasina ragmen primer amino asit dizilislerinde 6nemli
farkliliklar goriilmektedir. Leptin fonksiyonu hem memelilerde hem de memeli
olmayanlarda yiiksek Olgiide korunmaktadir ¢linkii leptin anahtar ikinci ve Ggunci
yapilarin korunmasi igin disiilfit kdpriilerinin olusumunu saglamaktadir. Leptin, Kkristal
yapisina gore, l6semi Onleyici faktori, kirpiksi norotrofik faktor (CNTF) ve insan

blyiime hormonu dahil olmak Gzere uzun-zincirli sarmal sitokinlerin ailesine aittir (60).

Farelerde 6.kromozomda bulunan Ob geni, insanlarda 7g31.3 gen bdlgesinde
olup, li¢ ekson ve iki intron igerir. Baslangicta 167 aminoasitten olusan leptinin 21
aminoasitlik sinyal kismi1 ayrildiktan sonra 146 aminoasitlik boliimii fonksiyonel protein
olarak salinir. Yapisal olarak hematopoetik sitokinlere benzeyen leptin, 4o sarmal yapar
ve sistein (Cys) 96 ile Cys 146 aminoasitleri arasinda disiilfit bagi ile bu yap1
saglamlastirilir. Leptin mRNA'nin yag hiicrelerindeki yarilanma omrii yaklagik 2 saat

gibi kisa bir stredir (61).
4.4.2. Leptinin Sentezi

Leptin baslica beyaz yag dokusunda sentezlenip dolasima salgilanmaktadir.
Dolasimdaki leptinin seviyesi yag dokusu Kitlesi ile dogru orantilidir ve beyne enerji

depolarinin  durumunu hakkinda bilgi verir. Leptin ekspresyonu ve dolasimdaki
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seviyeleri sirkadiyen bir ritim gosterir ve bu ritim beslenme durumuna gore
degismektedir. A¢lik durumunda dolasimda leptin seviyesi diistikken, tokluk (beslenme

zamani) ve obezite durumlarinda seviyesi ylkselmektedir (60).

Leptin ekspresyonu ve salgilanmasi inflamatuvar sitokinler, glikokortikoitler ve

instlin gibi birgok faktor ile duzenlenmektedir (62).
4.4.3. Leptinin Aktiflesmesi ve Etki Mekanizmasi

Kan beyin bariyeri ve kan BOS (beyin omurilik sivisi) bariyerini kolaylagsmis
diftizyon ile asan leptin, reseptérine (LepR) baglandiginda dimerizasyon saglar ve
reseptore bagl janus kinazlar (JAK), reseptoriin sitoplazmik kisminda olan tirozini (YY)
fosforile eder. Janus kinazlar sinyal tasiyan ve transkripsiyonu aktive eden proteinleri
(Signal Transducers and Activators of Transcription Protein -STAT), fosforilleyerek
aktiflestirir. Aktiflesen bu proteinler reseptorden ayrilip birbirleri ile dimer yaparak
transkripsiyonel regulatorleri aktive edecek hale gelirler ve ¢ekirdege tasinarak DNA’ya
baglanir. Sonug¢ olarak leptin hedef genlerinin transkripsiyonu saglanir (58, 63, 64).

Leptinin aktiflesme mekanizmas1 Sekil 3’de gosterilmistir.
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Leptinin merkezi sinir sistemindeki etkisi ile adipoz doku blyiimesini kontrol
ettigi sonucuna varilmigtir. Leptin hipotalamusa etkileyerek istahi baskilar ve enerji
sarfiyatin1 artirir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarla leptin reseptorlerinin karacigerde, iskelet
kasinda, kalpte, bobrek ve pankreas gibi O6nemli organlarda da bulundugu tespit
edilmistir. Adipositler leptin reseptorlerini de eksprese ettigi i¢in bu hormonun otokrin
ve parakrin etkilerinin de oldugu sdylenmektedir. Ayni zamanda leptin hematopoiezis,
anjiogenezisi, uyardig1 immun cevabi diizenledigi, sempatik sinir sistemini etkiledigi ve
kemik 1iligini baskiladigi bilinmektedir. Bunlara ilaveten hiperleptinemi kan basincini

hem hayvanlarda hemde insanlarda etkilemektedir (7, 23).

Beyinde leptinin enerji homeostazisini diizenledigi kesfedildikten sonra, LepRb’i
eksprese eden ndronlarin dagilimi, hipotalamusu leptinin fonksiyonu igin ana hedef
olarak ortaya koymustur. Bu gozlem, hipotalamik lezyon olusumuna bagl sabitlenen

agir obezite tablosu ile uyumludur (58).

Leptin, anoreksijenik faktorler olarak bilinen, kokain ve amfetaminle regule

edilen transkript (CART) ve proopimelanokortin (POMC) hormonunun ekspresyonunu
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indUkler ve oreksijenik noropeptitler olan, noropeptit Y(NPY), Agouti gen ilgili peptid
(AGRP) ve orexin hormonunun inhibisyonunda rol almaktadir (65).

Obezite etiyolojisinde periferal iki farkli dokudan salgilanan insiilin ve leptin
beyin sinyal getirici yolu olustururken, NPY ve AGRP beyinden sinyal goétlriict yolu
olusturmaktadir. Aclik, leptin diizeyini diisiirlirken, asir1 beslenme leptin diizeyini
arttirmaktadir. Bdylece aglik durumunda leptin diisiikliigii, arkut niikleusta NPY ve
AGRP néron grubunun aktiflesmesini saglar. NPY ve AGRP salgilanmasi ile kuvvetli
bir aclik hissi olusur ve bu his kisinin beslenmesini saglar. Ayrica, artan AGRP
paraventrikiler nikleusta a-MSH’mn melanokortin reseptorlerine baglanmasini engeller
ve dolayisiyla istah diisiiriici yolagin ¢alismasi engellenir. Sonugta kilo alimi olur, yag
deposu artar. Asir1 kalorili bir 6giin sonrasinda ise leptin artarak arkut niikkleusta POMC
sentezini uyarir. POMC posttranslasyonel olarak parcalanarak adrenokortikotropin
(ACTH) ve a-MSH gibi peptid yapilari olusturur. o-MSH santral melanokortin
reseptorlerinden MC3/4-R iizerinde agonistik etki ile istah1 azaltip enerji harcanmasini
arttirir.  AGRP  noéron grubu aktif olmadigi i¢in melanokortin  mekanizmasini

baskilayamaz ve dolayisiyla istahin azalmasi gerceklesir (61).

Hipotalamustaki igtah1 ve viicut 1sisin1 diizenleyen diger bir néromodilator olan
melanosit uyarict hormone (MSH) istahi azaltarak etki gosterir. Leptin santral MSH
seviyesini artirarak bir bagka yoldan da istahin azalmasi yoniinde etki gosterir. Leptin ve
insulin arkuat nlkleus’tan salgilanan ¢ok kuvvetli bir istah uyaricisi olan NPY’yi
baskilayarak gida alimina engel olur. Aym1 zamanda paraventrikiiler niikleus’tan

kortikotropin salgilatict hormon (CRH) salinimini uyararak yine gida alimina engel olur
(66).

4.4.4. Leptinin Reseptorleri

LepR ilk kez 1995 yilinda Tartaglia ve ark. tarafindan bir ekspresyon-kolonlama
stratejisi ile fare koroid pleksusundan izole edilmistir (59). Farkli leptin reseptor
izoformlarmin olusmasinda da db gen ekspresyonu sirasinda alternatif birlestirme
(alternative splicing), bu isleve neden olabilecegi tahmin edilmistir. LepR
ekspresyonunun ¢oklu birlesme (splice) varyantlari ile, en az alt1 farkli leptin reseptorii
izoformu kodlanmasi bulunmustur. Leptin reseptorleri interlokin 6 (IL-6), leukemia

inhibe edici faktor, granulosit-koloni uyar: faktorii ve glikoprotein 130°u igeren sitokin-
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1 ailesinde yer almaktadir. Leptin reseptor izoformlari amino uclarinda ortak bir hiicre
dis1 ligand-baglama domaine sahiptirler halbuki karboksil uclarinda bu o&zellik
degismektedir. Bes izoform (LepRa, LepRb,LepRc,LepRd ve LepRf) transmembran
domaine sahipken, LepRe izofomu sadece hiicre dis1 domaini igermektedir (67). Leptin

reseptorleri ve hiicre domainleri Sekil 4’de gosterilmistir.

ObRa  ObRb ObRc ObRd ObRe  ObRf

Hiicre dist

Hiicre 161

Sekil 4. Leptin reseptor forrmlari ve hiicre domainlari (Marroqui’den, 68)
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Kullamilan Hayvanlar

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezinden
temin edilen Sprague-Dawley irki 32 adet erkek 3-5 haftalik 100-150 g siganlar
kullanildi. Yapilan deneylerin tiimii Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulunun 2013/29 protokol numarali etik kurulu onayi ile yapildi.
5.1.2. Kullanmilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeleri tiretici

firmalar ile birlikte Tablo 1’de listelenmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Etlv

Vorteks

ELISA pleyti

Real Time PCR Cihaz
Santrifij

Magnetik karistiric
Otomatik pipet,10-100 puL
Otomatik pipet,100-1000 pL
Otomatik pipet,1-5 mL
Mikro dalga firin

pH metre

El Homojenizatori

Saf su cihazi

Hassas analitik terazi

Deney tupleri

Mikropleyt okuyucu
Sogutmali santrifiij

Steril DNAaz, RNAaz free pipet uglar

Thermocycler

Gallenkamp

Nuve, NM 110
Bioscience

Roche Light Cycler 480 Il
Eppendorf

Ikamag RH

Eppendorf Research
Eppendorf Research
Eppendorf Research
Altus ALMD 171

Hanna Instruments
OMNI-Tissue Master 125
Agquatron 4 AD

Metler Toledo AB 204-S
SH & GLASS

VERSA max

Allegra 64R Centrifuge
Greiner

PE Biosystem
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Calkalayict Nive SL 35

Nanodrop Thermo
ELISA yikayicisi Biotek
Derin dondurucu Thermo -86 °C
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5.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve liretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo

2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler ve Uretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici firma
Etidyum bromir Sigma

Dietil pirokarbonat (DEPC) Sigma
Sodyum bikarbonat (NaHCOs3) Merck
Sodyum karbonat (Na>CO3) Lancaster
Sulfurik asit (H2SO4) Carlo Erba
Ksantin Sigma
Etilem diamin tetra asetik asit (EDTA) Carlo Erbo Reagent
Nitro blue tetrazolium (NBT) Sigma

Sigir Serum Albumin (BSA) Sigma
Amonyum silfat (NH4)2S0, Merck

Bakir kloriir (CuCly) Lancaster
Ksantin oksidaz Sigma

Sigan yemi Research diet
Etanol Sigma

Triton X-100 Merck
Potasyum klorir (KCI) Merck
Fosforik Asit (H3sPO,) Merck
Asetik asit (CH;COOH) Merck
Tris-HCI AppliChem
Coomassie Brillant Blue G-250 Serva
Hidroklorik asit (HCI) Merck
Hidrojen peroksit (H20.) Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO.) Merck
Sodyum Kloriir (NACI) Merck
Tiyobarbiturik asit (TBA) Sigma
Izoprpil alkol Sigma
Kloroform Merck
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat Merck

(NazHPO4 2H20)

19



5.1.4. Kullanilan Ticari Kitler

Calismada kullanilan kitler ve iretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo 3’de

sunulmustur.

Tablo 3. Kullanilan kitler ve tiretici firmalar

Kullanilan Kiteler Uretici firma

Mouse and rat leptin ELISA Kiti Biovendor- Cat.no RD291001200R
Rat NE ELISA Kkiti Sun Red- Cat.no 201-11-0515

Rat insulin ELISA Kiti SPI bio- Cat.no A05105

TRIi pure RNA izolasyon Kiti Roche- Cat.no 11667165001
cDNA sentez kiti Roche- Cat.no 04896866001

DNA Master SYBR Green | Roche- Cat.no 12239264001

5.2. Yontem

Calismamizda kullanilan siganlar, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Calisma
baglamadan 6nce, deney hayvanlart ayni yerde deneyler igin viicut agirliklarina gore
dengeli bir sekilde ayarlanarak 4 farkli grup olusturuldu ve 24 saatlik adaptasyon
sliresince standart yem ile beslendi. Calismada kullanilan tiim yemler (D12450J ve
D12492) Research Diyetten satin alind1.

5.2.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlar standart sican yemi (D12450J) ile 24 saat stireyle beslendi. Yem ve su ad
libitum olarak verildi. Adaptasyon siresi bittikten sonra siganlar rastgele her grupta 8

adet sigan olacak sekilde 4 gruba ayrildi ve tartim islemleri gerceklestirildi.

I. Grup: Retroperitoneal yag dokusu iki tarafli denerve edildi ve yiiksek yag igerikli
sican yemi ile beslendi (YD +).

Il. Grup: Sadece batinlar agilip dikildi ve yiiksek yag igerikli sican yemi ile beslendi
(YD-).

I11. Grup: Retroperitoneal yag dokusu iki tarafli denerve edildi ve standart sican yemi
ile beslendi (SD+).
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IV. Grup: Sadece batinlar1 acilip dikildi ve standart sican yemi ile beslenmeye devam

edildi (SD -) (kontrol grubu). Tim gruplara su ve yem ad libitum olarak verildi.

Butlin hayvanlara batin kapatilmadan once tek doz penisilin seyreltilerek batin igi
uygulandi. Toplam 70 giinliik beslenme periyodunun sonunda, sigcanlarin tartimi
gerceklestirildi ve 12 saatlik yemsiz bir periyod gegirdikten sonra sabah saatlerinde
dekapitasyon ile kanlari alinarak sakrifiye edildi. Kanlarin santrifiijlenmesiyle elde
edilen serumlar ependorflara konularak -20 °C saklandi. Siganlar kan alindiktan sonra
batindan agilip her iki tarafta olan retroperitoneal yag dokusunun timu ve epididimalin
bir kism1 ¢ikarilip hemen DNAaz, RNAaz igermeyen steril ependorflara konarak 6lgiim

yapilana kadar -80 °C sakland.

Beslenme periyodunda kullanilan D12492 ve D12450J yemlerin igerigi Tablo

4’de ve Tablo 5’de sunulmustur.

Tablo 4. Yiiksek yag icerikli sigan yeminin igerigi

D12492 kodlu Yiiksek yagh sican yemi icerigi % g % K. kalori
Protein 26.2 20
Karbohidrat 26.3 20

Yag 34.9 60

Toplam kilo kalori/g 5.24 100

Tablo 5. Standart sigan yeminin igerigi

D12450J kodlu standart sican yemi icerigi %g % K. kalori
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70

Yag 4.3 10

Toplam kilo kalori/g 3.85 100

5.3. Serumda Glukoz ve Trigliserit Olgimii

Serum numunelerin aclik glukoz ve TG seviyeleri Karadeniz Teknik Universitesi
(KTU) Farabi Hastanesi rutin tibbi biyokimya laboratuvarinda Roche Hitachi Cobas
8000 oto analizoriinde 6l¢iilmiistiir.
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5.4. Serum Leptin Olguimii

Serum leptin 6lgimunde Mouse ve Rat leptin Enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) ticari kiti (katalog no RD291001200R, Biovendor) kullanilmistir.
Serumda leptin 6lglimii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir. Elde edilen standart
grafigi Sekil 5’de gosterilmistir.

1.4 -

1.2 A

y =0.0011x + 0.0584
R*=0.9971

Absorbans (450 nm)

0 200 400 600 800 1000 1200

Knosantrasyon (ng/mL)

Sekil 5. Leptin standart grafigi.

5.5. Serum Insiilin Ol¢iimii

Serum insulin 6l¢giiminde Rat instlin ELISA ticari kiti (katalog no A05105, SPI
Bio) kullanilmistir. Serumda insiilin 6l¢iimii kit protokoliine uygun sekilde yapilmistir.

Elde edilen standart grafigi Sekil 6’da gosterilmistir.
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100 -

90 - y = -17.2In(x) + 47.744
80 - R2 =0.9889

B/B , (%)

0 2 4 6 8 10 12
konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 6. insiilin standart grafigi (405 nm)

5.6. Dokuda Norepinefrin (NE) Ol¢iimii
5.6.1. Norepinefrin Ol¢iimiinde Kullanilan PBS Cézeltisinin Hazirlanmasi

e PBS (Fosfat Tamponu), 10 mM, pH 7.4:
8.02 g NaCl, 0.18 g KCI, 0.863 g Na2HPO4, 0.471 g NaH2PO4 tartilarak 900
mL saf suda ¢6ziildii. pH’s1t 1 M NaOH ile 7.4’e ayarlanarak saf su ile son hacim 1

L’ye tamamlandi.
5.6.2. Homojenizasyon Asamasi

Yag dokusunun yaklasik 150 mg’lik kismi 500 plL soguk homojenizasyon
cozeltisi (PBS) igine konularak biitiin 6rnekler ayn1 zamanda sivi azot’ta (-196 °C)
yaklagik 45 saniye donduruldu, ardindan 2-8 °C’da ¢oziindiikten sonra tekrar 500 pL
PBS eklenerek her numune el homojenizator ile 6000 rpm’de 30 saniye homojenize
edildi. Daha sonra 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi siipernatant1 ayirarak alt faz
kullanildi.
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Denervasyon markiri olarak kullanilan norepinefrin, retroperitoneal yag dokusu
numunelerinde Rat norepinefrin ELISA ticari kiti (katalog no 201-11-0515, Sun Red)

kullanilmistir. Dokuda NE 6l¢uimi kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Elde edilen

standart grafigi Sekil 7’de gosterilmistir.

14 -

y =0.0957x + 0.044
R?=10.999

0.6

Absorbans (450 nm)

0.2

0 \
0 5

10

Konsantrasyon (ng/mL)

15

Sekil 7. Norepinefrin standart grafigi

5.7. Yag Dokusundan Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu TRipure total RNA izolasyon Kiti (Katalog no:11667165001,

Roche) kullanilarak yapildi. Kit prosedurii modifiye edilerek sirasiyla asagidaki islemler

yapildi:

1. 140-160 mg arasinda tartilan yag dokularinin RNAaz ve DNAaz’s1z ependorflarina

konulduktan sonra tizerine 0.8 mL denatiirasyon ¢dzeltisi (TRipure) eklendi.

2. Ornekler el homojenizatorii ile 6000 rpm’de 15 saniye homojenize edildi.

3. Homojenize edilen numuneler 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. 12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifuj edildi.

5. Santrifiij edildikten sonra tiiplerin {ist kisminda olusan beyaz tabaka atild1 ardindan

ayni tiipiin dibine dokunmadan ortadaki faz yeni bir tiipe alindi.
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6. Uzerine 100 pL kloroform ilave edildi ve elle karistirildi.
7. 3 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
8. 12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifuj edildi.

9. Olusan iki fazin {ist kism1 yeni bir tiipe aktarildi ve {izerine esit miktarda izopropil

alkol ilave edildi (alt faz atildi).

10. 10 dk 25 °C’de inkube edildi.

11. 12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

12. SUpernatan tamamen atildi.

13. 0.5 mL %75’lik etanol ilave edildi.

14. 7500 g’de 5 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

15. SUpernatan tamamen atildi.

16. Ependorflar kapaklar1 a¢ik olarak oda sicakliginda kurutuldu.

17. Tiiplerin i¢inde kalmis olan RNA’larin iizerine 50 L RNAaz’s1z su (DEPC) eklendi
ve 10 dk 55 °C’de thermomixer’de inkiibe edildi.

Elde edilen RNA oOrnekleri DEPC’li suda seyreltilerek 260/280 nm’de
konsantrasyonlar1 ve absorbans oranlar1 nanodrop kullanilarak belirlendi (Elde edilen
RNA’nin saflig1 260/280 absorbans oranina baglidir ve iyi bir RNA izolasyonu i¢in bu
oranin 1.6-1.9 arasinda olmas1 gerekir). Daha sonra Reverse Transcription ile cDNA
elde edildi.

5.8. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile RNA’dan cDNA Elde
Edilmesi ve Cogaltilmasi

Ekstraksiyon sonunda elde edilen total RNA, komplementer DNA (cDNA) sentezi
icin kalip olarak kullanildi. Bu amagla ticari cDNA sentez kiti (katalog no
04896866001, Roche) kullanildi. Kit prosediiriine uygun olarak cDNA sentez iglemi
yapildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri RT-PCR isleminde kullanildi.
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5.9. RT-PCR

RT-PCR’da olusan {iriin miktar1 reaksiyon boyunca olusan iiriin miktarlartyla
orantili olarak artan floresans boyanin verdigi sinyalin izlenmesiyle belirlenir. RT-
PCR’da ilgili genlerin ekspresyonlarini belirlemek icin SYBR Green boyasi kullanildi.
RT-PCR islemi Roche LightCycler 480 II marka cihazda (Roche, Germany) DNA
master SYBR green | gRT-PCR Kkiti (katalog no 12239264001, Roche) prosediri
dogrultusunda yapildi.

Sonuglarin hesaplanmasinda her bir 6rnegin hedef genine (Leptin) o Ornegin
referans genini (GAPDH) orantilayarak relatif kantifikasyon yapildi. Kontrol grubuna
gore artis ve azalislar belirlendi. Sonuglar Arbitrary unit olarak ifade edildi.

Calismamizda kullandigimiz primerler Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer Adi Primer dizisi

Meri primer 5’-AAA ACC CTC ATC AAG ACCATT G-3°
Leptin
Geri primer 5°-TCT CCA GGT CAT GAG CTATCT G-3°

Iler primer 5’-ACA TGG TGA AGG CCG GTGT-3’
GAPDH
Geri primer 5’-CAT TCT CAG CCT TGA CTG TGC-3°

c¢DNA’lar1 olusturulan her bir drnek i¢in Tablo 7°deki gibi pipetlemeler yapildi.
RT-PCR protokolu Light Cycler 480 II cihazinda Tablo 8’de verildigi gibi uygulandi.
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Tablo 7. Orneklerin RT-PCR i¢in hazirlanmasi

Enzimler icin eklenecek reaktifler Bir ornek igin 64 Ornek igin
hacim (uL) hacim (uL)

RNaz’s1z su 12.8 819.2

MgCl (25 mM) 1.2 76.8

10 uM ileri primer (500 nM son kon.) 1 64

10 uM geri primer (500 nM son kon.) 1 64

DNA master SYBR Green 10x (mix vial 1) 2 128

cDNA (her 6rnek icin) 2 -

Tablo 8. RT-PCR Protokolii

Program Dongu Analiz Modu

On inkiibasyon 1 -

Amplifikasyon 45 Kantifikasyon

Erime Egrisi 1 Erime Egrileri

Sogutma 1 -

Hedef Sicakhik Elde Etme Sure (s:dak:sn) Sicakhik Artis Hizi
(°C) Modu (°C/sn)

On inkiibasyon

95 - 00:08:00 4.4

Amplifikasyon

95 - 00:00:10 4.4

58 - 00:00:07 2.2

72 Single 00:00:08 4.4

Erime Egrisi

95 - 00:00:05 2.0

65 - 00:01:00 2.0

97 Devamli

Soguma

40 - 00:00:10 2.0
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Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz RT-PCR sonuglarina gore kullandigimiz
primerlerin ¢alismamiza uygun oldugu ve yan iiriin olusturmadigr gozlemlendi. Buna
iliskin Ornek leptin erime noktas1i grafigi Sekil 8’de gosterilmistir. RT-PCR
calismasinda leptin ve GAPDH’a ait amplifikasyon grafigi Sekil 9°da gosterilmistir.

Melting Peaks
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Sekil 8. Leptin i¢in erime noktas1 grafigi
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80.0]
55,04 7
2 5001 T — -
-

2 450
.

§ 400
3 50} / %
§ 00 Al B

§ =0 / /

§ a0, /

i 1504 ' /

100 S P

5.0{— = pret?

|
’I
.0

X

0:09:18 0:16:46 0:27:26 0:38.06 0:48:45 0:59:26
Time (h:mm:ss)

Sekil 9. Amplifikasyon egrileri A: GAPDH, B: leptin
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5.10. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Elde edilen sonuglar ortalama ve standart sapma olarak verildi. Grup
ortalamalarinin karsilastirllmasi i¢in Kruskal Wallis testi, Post-Hoc olarak da Mann-
Whitney U testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Morfolojik Bulgular

iki grup denervasyon iglemi yapilmis ve iki grup sadece batin agilip ve kapanmis
seklinde toplam 4 gruba ayrilarak gruplarina uygun sigan yemleri ile 70 giin boyunca
beslendi. Denervasyon islemi yapilmadan once gorintileri Sekil 10°da ve deney

sonundaki denerve edilmis sinir lifleri Sekil 11°de gdsterilmistir.

Sekil 10. Denervasyon 0ncesi retroperitoneal yag dokusu ve sinir lifleri

S

Sekil 11. Retroperitoneal yag dokusu ve denerve edilmis sinir lifleri
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6.2. Deney Gruplarmin Kilo Artis1 ve Son Agirhik Olciimii Sonuglar

Calismamizda uyguladigimiz beslenme periyodu sonucu gruplarin baslangig

agirlik, son agirlik ve toplam agirlik artisi ortalamalari Tablo 9’da verilmistir. Ayrica

zamana bagli agirlik artisi’da Sekil 12°de gosterilmistir. Gruplar arasinda son agirlik

sonuglarinda anlamli fark (p=0.007), agirlik artisi ise anlamli fark bulunmadi (p=0.08).

Tablo 9. Deney gruplarinin Kilo artis1 ve son agirlik sonuglari

Gruplar Kullanilan Yem Baslangi¢ Son Agirhik Toplam Agirhik
Agirhik Ort (g) Ort () artis1 Ort ()
YD + Yiiksek yagli yem 125.0+13.80  436.25+ 49.51 280.62 + 27.86
YD - Yiiksek yagl yem 128.6 + 14.74 454.00 + 32.542 291.31+20.73
SD + Standart yem 123.5+16.00 419.75 + 29.99 269.75 £20.81
SD - Standart yem 127.7 + 10.68 392.25 +37.71 260.00 £ 20.08

4:YD- grubu SD- grubuna gdre p=0.007 diizeyinde farklidur.
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Sekil 12. Deney gruplarinin zamana bagli kilo artislar

6.3. Serum Glukoz, TG ve Insiilin Olciimii Sonuglar:

Serum numunelerinin aglik glukoz ve TG seviyeleri 6lcumi Karadeniz Teknik
Universitesi (KTU) Farabi Hastanesi rutin tibbi biyokimya laboratuvarinda ve serum
instlin 6lciml SPI Bio firmasmin Rat insiilin ELISA ticari kiti ile yapildi. 70 gunlik
peryodu sonunda yiiksek yagli uygulanan ve denerve edilmis gruplarla, standart diyet ve
denerve edilmemis guruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p>0.05). Gruplarin glukoz, TG ve insiilin degerleri Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 10. Deney gruplarimin serum glukoz, TG ve insiilin sonuglari

Gruplar Glukoz (mg/dL) Trigliserid (mg/mL) Insiilin (ng/mL)
YD + 107.14 + 16.85 80.62 + 40.34 0.46 + 0.53
YD - 104.00 + 22.29 93.37 + 28.62 0.39:0.36
SD + 95.25 +19.79 113.75 £+ 47.55 0.58 £ 0.45
SD - 112.42 + 20.37 97.75 + 58.58 0.74+0.72

6.4. Retroperitoneal Yag Dokusunda Norepinefrin Ol¢iimi Sonuclar

Retroperitoneal dokularindan aldigimiz numuneler Sun Red firmasmin Rat
norepinefrin ELISA ticari kiti ile 6l¢iildii. Denervasyon markirt olan NE’in, denerve
edilmis gruplarda ciddi bir disiisi gozlendi ve diger gruplara gore anlamli fark
belirlendi (p=0.037). Sonuglar Sekil 13’de gosterilmistir.

250
200 ¥
150

100

50

NE (ng/mL) /Retroperitoneal Doku (g)

YD + YD - SD + SD -

Sekil 13. Deney gruplarinin retroperitoneal yag dokusu norepinefrin sonuglari

*: SD+ grubu SD- grubuna gére p= 0.005 dizeyinde farklidir.
**: YD+ grubu SD- grubuna gore p= 0.007 duzeyinde farklidir.
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Tablo 11. Deney gruplarimin retroperitoneal yag dokusu NE sonuglari

Gruplar NE (ng/mL) / Retroperitoneal doku (g)
YD + 126.85 + 34.82 °
YD - 142.95 + 73.45
SD + 125.54+37.30 2
SD - 188.96 + 28.21

2. SD+ grubu SD- grubuna gére p= 0.005 diizeyinde farklidir.
®: YD+ grubu SD- grubuna gore p= 0.007 diizeyinde farklidir.

6.5. Retroperitoneal Yag Doku Agirhk Ol¢iimii Sonuglari

Butin gruplardaki hayvanlar sakrifiye edildikten sonra retroperitoneal yag

dokular1 tartildi ve gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p=0.033). Gruplarin

retroperitoneal yag dokular1 agirlik ortalamalar1 Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. Deney gruplarmin retroperitoneal yag dokularinin agirlik sonuglar

Gruplar  Sag Retroperitoneal doku ort (g)*

Sol Retroperitoneal doku ort (g)

YD + 5.04 + 2.02
YD- 4.96+1.78
SD + 484 +151
SD - 3.09+0.96

516+ 1.6°
491+ 1.71°
459 + 1518

3.05+ 0.97

L. Sag retroperitoneal yag dokusunda istatistiksel degerlendirme yapilmamustir.

o

: SD+ grubu SD- gurubuna gére p=0.038 diizeyinde farklidir.
: YD- grubu SD- gurubuna gére p= 0.05 diizeyinde farklidur.

C: YD+ grubu SD- gurubuna gore p= 0.004 diizeyinde farklidir.



6.6. Serum Leptin Ol¢iimii Sonuglar

Serum numunelerinde leptin Biovendor firmasinin ticari ELISA kiti ile olgiildii.
Yapilan istatistiksel analizler sonucu, yiiksek yagli diyet kullanan ve denerve edilen
grubunda leptin seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksel oldugu

belirlendi (p=0.04). Sonuglar Sekil 14’de gosterilmistir.

12

10

Le ptin (ng/mL)

YD + YD - SD + SD -

Sekil 14. Deney gruplarinin leptin 6lgima sonuglari
*: YD- grubu SD- grubuna goére p= 0.01 diizeyde farklidir.

Leptin degerleri agirlik (g) basina da analiz edildiginde gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark bulundu (p=0.038). Gruplarin son agirlik ortalamalar1 ile

birlikte leptin/agirlik degerleri Tablo13’de verilmistir.

35



Tablo 13. Deney gruplarmin leptin/agirlik sonuglar

Gruplar Leptin (ng/mL)  Agirhk ort (g) Leptin (ng/mL) / Agirhk (9)
YD + 3.72+2.44 436.25 + 49.51 6.87 £+ 2.42
YD - 6.55+3.92° 454.00 + 32.54 14.81 + 9.942
SD + 477+2.78°  419.75+29.99 11.16 + 5.94°
SD - 2.24+1.29 392.25 +37.71 5.65 + 3.44

*: SD+ grup ile SD- grup arasinda fark bulunamadi (p=0.05).

a

o

o

: YD- grubu SD- grubuna gére p=0.02 diizeyde farklidur.
: SD+ grubu SD- grubuna gére p=0.04 diizeyde farklidir.
: YD- grup SD- gruba gore p=0.01 diizeyinde farklidir.

6.7. Retroperitoneal ve Epididimal Yag Dokularinda Gen Ekspresyon Sonug¢lari

Retroperitoneal ve epididmal yag dokularindaki leptin gen ekspresyonu degerleri

ile birlikte Tablo 14‘de gosterilmistir. Gruplar arasinda retroperitoneal (p=0.31) ve

epididmal (p=0.18) gen ekspresyon ag¢isindan her hangi bir anlamli fark bulunmadi.

Sonuglar Tablo 14°de listelenmistir.

Tablo 14. Deney gruplarimin retroperitoneal ve epididmal gen ekspresyon sonuglari

Gruplar Retroperitoneal yag dokusu Epididmal yag dokusu
(Arbitrary unit) (Arbitrary unit)
YD + 1.09+0.12 1.14+0.11
YD - 1.08 £ 0.13 1.04 £ 0.08
SD + 1.14 £ 0.09 1.04 +0.08
SD - 116 +0.11 1.09+0.12
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7. TARTISMA ve SONUC

Yasadigimiz ¢agin en onemli hastaliklarindan biri olan obezite, Diinya Saglik
Orglitii tarafindan, sagligi bozacak ol¢iide yag dokularinda anormal veya asir1 yag
birikmesi olarak tanimlanmustir (69). Diyetle alinan enerji miktarinin, metabolizma ve
fiziksel aktivite ile tiiketilen enerji miktarint astig1 ve fazlalik enerjinin yag olarak
depolanmasina bagli olarak, viicuttaki yag kitlesinin, yagsiz viicut kitlesine oranla
arttig1 durumlarda obezite ortaya ¢ikar (70). Obezitenin gortilme sikligi diinyada her yas
grubunda gittikge artmaktadir. Cocukluk donemindeki obezite, ileri yaslarda diyabet,
hipertansiyon, hiperlipidemi, ateroskleroz, ortopedik problemler ve psikososyal
bozukluklarin gelisiminde rol oynamaktadir (71). Obezite olusumundaki en énemli risk
faktorleri, fiziksel aktivitede azalma, degisen beslenme aliskanliklari, yas, cinsiyet,
egitim diizeyi, dogum sayis1 ve genetik faktorlerdir (72). Obezitenin tedavisinde, diyet,
egzersiz, beslenme davranislarinda degisikler, ilaglar ve cerrahi yoOntemler

kullanilmaktadir.

Obezitenin biyokimyasal ve molekiiler temelini aydinlatabilmek i¢in zayif ve
sisman hayvanlarin yag dokularimi karsilastiran birgok in vivo ve in vitro ¢alismalar
yapilmistir. Genel olarak, diyetle olusturulan ve transgenik obez modeller calismalarda
siklikla kullanilmislardir. Yag dokusunda 6zel bir genin fonksiyonunu belirlemek icin
kullanilan transgenik hayvan modelleri adipoz dokunun metabolizmasini, salgi
fonksiyonunu ve adipogenezin transkripsiyonel regulasyonunun incelenmesinde ve
analiz edilmesinde 6nemli katkilar saglamistir (7). Ancak insanlarda gorilen obezitenin
genetik bozukluklardan daha ¢ok, diyet kaynakli olmasindan dolayl, diyetle
indiiklenmis obez hayvan modelleri bu alandaki ¢alismalarda daha ¢ok tercih edilmistir.
Spesifik besinlerin obezitenin gelisimindeki roliinii gostermek icgin c¢esitli diyet
protokolleri kullanilmistir.  Yiiksek yagli diyetin (diyetin kalorisinin %30-60 yag
kaynakl1) kullanilan yagin ¢esidine bagli olarak, rodentlerde obezite, insulin direnci ve
hiperglisemi gelisimine neden oldugu gosterilmistir. Yuksek karbohidrat igerikli
diyetlerde, TG seviyeleri yiiksek, insiilin direngli modeller olusturulabilmektedir.
Ancak yiiksek yaglh diyet kullanan hayvanlarda, yiiksek karbohidratlh diyet kullananlara
gore obezite derecesi daha yiiksek olmaktadir (1, 21).
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Merkezi ve otonom sinir sistemi yiyecek alinimi, enerji harcanmasi ve
depolanmas1 gibi fonksiyonlar1 diizenleyerek enerji metabolizmasini kontrol eder. Yag
dokusunun metabolik, sekretuar ve plasticiy gibi 6zellikleri otonom sinir sistemi
tarafindan sikica kontrol edilir. Ozellikle sempatik sinir sistemi lipoliz ve beyaz yag
depolarinin  boyutlariin  diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Parasempatik
innervasyonun beyaz yag dokusu fonksiyonu hakkinda, hatta parasempatik sinir
sisteminin yag dokusunda ki varligi hakkinda, ciddi tartismalar vardir. Beyaz yag
dokusunda parasempatik sinir sisteminin klasik noérokimyasal maddelerinin (VIP,
noronal nitrik oksid sentaz, VAchT) ve fonksiyonel nikotinik reseptorlerin varlig
gosterilmigtir.  Ancak, parasempatik sinir sisteminin beyaz yag dokusundaki
fonksiyonlar1 ortaya konulamamustir. Yag dokusu ve beyin arasindaki bir sinirsel
feedback mekanizma ile enerji homeostazisinin ve viicut yag kitlesinin diizenlenmesinin
yani sira, lireme ve immiinolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir.
Bu feedback mekanizma g¢oklu metabolik sendromlarin (obezite ve tip II diyabet)

patolojisini de etkileyebilmektedir (13, 23).

Sempatik sinir sisteminin denervasyonun basarisint gdstermek igin, doku
norepinefrin miktar1 6lgilmektedir (8). Sempatik uyarinin azalmasina bagh olarak yag
dokusundaki norepinefrin miktar1 azalmaktadir. Retroperitoneal yag dokusunda
yaptigimiz norepinefrin dl¢limlerinde standart yem kullanan gruplarda denervasyonun
net bir sekilde norepinefrin miktarini azalttigini gordiik (Sekil 13, p=0.005). Yuksek
yagl diyet kullanan gruplarda denervasyona bagli olarak NE miktarinda azalma
olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (Sekil 13, p>0.05).
Bu sonug, alinan fazla kalorinin doku metabolizmasinda olusturdugu degisiklige bagh

olabilir.

Calismamizda sinir lifleri denerve edilmemis hayvanlar karsilagtirildiginda,
yiiksek yagli yem tiiketen hayvanlarin standart yem tiiketen hayvanlara gore daha fazla
kilo aldig1 gozlendi (Tablo 9 ve Sekil 12, p=0.007). Denervasyon yapilmis hayvanlarda
ise agirliklart yoniinden herhangi bir fark gozlenmedi. Ancak, her iki grupta (YD-,YD+)
standart yem tiiketen denervasyon yapilmamis hayvanlara (SD-) gore daha yiksek
agirhik ortalamalarma sahip oldugu bulundu. Genel olarak standart yem tiketen
hayvanlarda denervasyonun belirgin bir kilo artisina sebep oldugu, yiiksek yaglh yem

tiketen hayvanlarda ise denervasyona bagli bir fark olusmadigi goriildii. Bu sonug,
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yiiksek yagli yem tiiketimine bagli beslenme davranis1 degisikliginin bir sonucu olabilir.
Yag dokusundan salgilanan bazi faktorlerin (leptin, adiponektin, nesfatin ve visfatin,
gibi) enerji tiiketimi ve istahi diizenledigi bilinmektedir (60). Zamana bagli agirlik
degisiklikleri incelendiginde, SD- grup ile diger gruplarin arasinda ilk 15 giinden sonra
net bir sekilde gozlenen bir kilo artis1 farkliligi bulunmaktadir (Sekil 12). YD- ve YD+
gruplarda alman fazla kalorinin bir sonucu olan bu degisikligin, SD+ grupta da
gbzlenmesi, denervasyonun  yiyecek  tliketimini  artirabilece§i  yOniinde

degerlendirilmistir.

Yag kiitlesi, yag hiicrelerinin sayisi ve boyutlarinin diizenlenmesi ile kontrol
edilir. Birgok galigsma, sempatik sinir sisteminin yag hiicrelerinin proliferasyonu ve
farklilasmasini kontrol ettigini gostermistir. Yag hiicresi apopitozu (zerine etkisi daha
azdir (23). Sempatik aktivasyon beyaz yag dokusunun gelisimini baskilar (73, 74).
Sempatik sinir sistemi denerve edilmis deney hayvanlarinda, beyaz yag dokusunun
hiicre proliferasyonuna bagli olarak boyutlarinin arttigi gosterilmistir (23). Bizde
caligmamizda, denervasyon yaptigimiz retroperitoneal yag dokularni, SD- gruptaki
hayvanlarin retroperitoneal yag dokularina oranla daha yiiksek oldugunu bulduk (Tablo
12, p=0.038). Denervasyona bagli dokudaki norepinefrin miktarindaki azalis, yag
dokularinda hipertrofiye neden olmaktadir. Norepinefrin, adiposit oncil hiicrelerinin
proliferasyonunu in vitro ¢alismalarda inhibe eder (75), in vivo beyaz yag dokusunun
cerrahi ve farmakolojik (6 OH-DA uygulamasi) denervasyonu hem ratlarda hem de
Sibirya hamstirlarinda beyaz yag dokusundaki preadiposit ve adipositlerin sayisini ciddi
anlamda arttirir (76-78).

Beyaz yag dokusunun iki ana metabolik yolu vardir. Birincisi, TG’lerin sentez ve
depolanmasi, ikincisi bunlarin serbest yag asitleri ve gliserole yikilmasidir (79).
Adipositlerde lipit depolarinin artmasi iki yolla gerceklestirilir; birincisi dolagimdaki
lipoproteinlerle birlikte bulunan TG’lerin direk alinimi, ikincisi ise lipogenik yollarca
sentezi (TG’lerin glukozdan de novo sentezi). Bu anabolik yollar ¢ok buyik olcude
insiilinin kontrolii altindadir (23).Yag dokusunda lipolitik yollar {i¢ ana faktor tarafindan
kontrol edilir: adiposit TG lipaz, hormon duyarl lipaz ve perilipin A (79) . Beyaz yag
hiicresinde hem serbest yag asitleri hemde gliserol diger organlara yakit saglamak igin
kana verilir. Katekolaminler ve 6zellikle norepinefrin lipolizin kontrollnd, diizenleyen

ana hormonlardir. Ancak insiilinin anti lipolitik etkisi katekolaminlerden daha baskindir
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ve insiilin seviyesi diistigii zaman bu hormonlar etkilidir (23). Deney gruplarinda
yaptigimiz serum glukoz, TG ve insiilin dl¢limlerinde gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklar bulunamamistir (Tablo10, p>0.05). Yiiksek yagh diyet
kullanimina bagli olusan insulin direnci ve dislipidemi birgok ¢alismada gosterilmistir.
Ancak, elde ettigimiz sonuglarla uyumlu ¢alismalarda vardir (80). Bu farklilikta
kullanilan yag kaynagi farkliligi kadar, diyetin uygulama siiresi ve hayvan tiirii de etkili
olabilir. Bu haliyle sonuglar degerlendirildiginde, yukarida bahsedildigi gibi insiilinin
baskin antilipolitik etkisinin bir sonucu olarak, TG ve glukoz miktarlarinda

denervasyona baglh degisiklikler gozlenmemistir.

Beyaz yag dokusunda bazi bilesiklerin sentez ve salgilanmasi diger bir¢ok
faktoriin yani sira, katekolaminler yolu ile sempatik sinir sistemince de kontrol edilir.
Leptin sentezi ve salgilanmasinin kontrolii en ¢ok calisilanlardan biridir. Bir¢ok ¢alisma
B-adrenoreseptdr uyarilmasinin leptin salgilanmasimi azalttigini gstermistir. insan yag
dokusunda bu azalma postranslasiyonel mekanizmalarla gergeklesir. Tersine rat yag
dokusunda izoproterenol (B-reseptdr agonisti) bazal leptin sekresyonunu etkilemez
ancak insiilince uyarilmis leptin biyosentezini kisa donemde baskilar (81, 82). Aym
zamanda 3T3L1 yag hicreli primer sempatik ndronlarin varhiginda kiiltiire edildiginde
leptin sekresyonu azalmistir (83). Bu sonuglar goz oniine alinarak, katekolaminlerin
soguga maruz kalma ve aclik donemlerinde gozlenen plazma leptin seviyesindeki kisa
donemli azalmaya aracilik edebilecegi ileri siirlilmistir (84). Calismamizda,
denervasyon yapilmamis gruplarda yiiksek yaglh diyet kullanimmna bagli olarak
hayvanlarda serum leptin seviyesi artmistir (Sekil 14, p=0.04). Leptinin kandaki miktar1
viicuttaki yag kitlesi ile dogru orantilidir. Yagli diyet kullanan gruplardaki serum leptin
seviyesindeki artiglar artan viicut agirliginin bir sonucudur (7). Standart yem kullanan
gruplarda, denervasyona bagli leptin miktar1 artmigtir. Katekolaminlerin plazma leptin
seviyesinde azalmaya sebep oldugu daha onceki calismalarda gosterilmistir. Bu artis
denervasyon sonucu yag dokusunda azalan NE seviyelerine bagli olabilir. YD+ grupta
SD- gruptan daha ytksek serum leptin seviyesine sahip olmasina ragmen YD- gruptan
daha diisiik serum leptin seviyesine sahiptir. Bu degisiklik YD+ grubun ortalama
agirh@inin YD- gruptan daha az olmasinin bir sonucu olabilir (Tablo 9). Ayrica serum

leptin seviyesini belirleyen diger faktorlerin (Subkutan yag dokusu miktari, insiilin,

40



TNF-0, gibi) denervasyona verdigi cevabin bir sonucu olarak da bu degisiklikler

sekillenmis olabilir.

Retroperitoneal yag dokusunda denervasyonun leptin sentezine etkisini incelemek
igin yaptigimiz ekspresyon calismalarinda, bu dokuda gruplar arasinda anlamli farklar
bulunamamistir (Tablo 14). Serum 6rneklerinde gozlenen degisikliklerin retroperitoneal
yag dokusundaki ekspresyon profillerinde gozlenmemesi, leptinin baslica subkutan yag
dokuda sentezlenmesi ve visseral yag dokularinda sentezinin daha az olmasina baglh

olabilir.

Farkli yag dokularmin denervasyonu, farkli metabolik ve sekratuvar sonuglar
dogurmaktadir. Bu farklilik, beyaz yag dokularindaki metabolik ve sekratuvar
heterojenitenin esasen innervasyonlarina bagli oldugu iddiasini1 giiclendirmektedir (23).
Ancak vyine de, yag dokular1 merkezi sinir sistemi {izerinden birbiri ile
haberlesmektedir. Harisin yaptig1 bir ¢alismada, visseral yag dokularmin bazilarinda
meydana getirilen sempatik denervasyonun diger denerve edilmemis yag dokularin
tarafindan algilandigi ve doku boyutlar1 ile bazi proteinlerin sentezinde farkliliklar
ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Dogrudan birbirleri ile iletisimi olmayan bu dokularin
noronal temelli mekanizmalarla birbirlerini algiladiklar1 ve farkli metabolik cevaplar
olusturduklart diigiiniilmektedir (8). Retroperitonel yag dokusu denervasyonunun
epididimal yag dokusunda leptin ekspresyonuna etkisini inceledigimiz c¢alismada,
gruplar arasinda herhangi bir fark bulunamamistir (Tablo 14). Bunda yukarida
bahsettigimiz gibi, leptinin visseral yag dokularinda sentezinin daha az olmasiin yan

sira, ¢ift tarafli gergeklestirilen denervasyonunda etkisi olabilir.

Sonug olarak, iki tarafli retroperitoneal yag dokusu denerve edilmis si¢anlarda,
yag dokularindaki leptin ekspresyonlarinda fark bulunmadigi, retroperitonel dokuda
agirhik artis1 oldugu ve serum leptin seviyelerinde diyete bagl farkliliklar bulundugu
goriildii. Gozlenen degisikliklerin diyetin diger yag dokularina olan etkisinden

kaynaklanabilecegi kanaatine varildi.
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