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ONSOZ

Yag doku, bazi tiirlerde dogumdan hemen sonra termogeneziste aktif bir gorev
alsa da, gegen ylizyilin sonuna degin, viicuttaki fazla enerjiyi depo eden pasif bir
doku olarak bilinmekteydi. Yag dokudan, 1994’te Leptin hormonu iiretildigi
kesfedilmesi, zamanla fizyolojik ve fizyopatolojik siireglerde leptinin 6nemli
gorevler tstlendiginin tespit edilmesi, yag dokudan salgilanan yirmiyi askin bilesigin
bulunmasinin Oniinii agmistir. Genel olarak adipokin olarak adlandirilan bu
bilesiklerin birbirleri ile olasi iliskileri arastirilmaktadir. Giliniimiizde yag dokudan
koken alan hormon ya da bilesiklerin 6nemli gérevleri oldugu ortaya konmustur. Bu
giin yag doku, enerji depolamanin 6tesinde, salgiladigi pek ¢ok adipokin ile 6nemli

bir metabolik ve endokrin organ olarak, organlar sistemindeki yerini almistir.

Metabolik siireclere karisan adipokinlerin ¢ok olmasi, birbirleri ile olasi
iligkilerinin mekanistik verilere dayandirarak ¢oziimlenmesini zorlastirmaktadir. Bu
karmagik siireci ¢oziimlemek, beraberinde getirdigi hastaliklarin tedavileri igin
onemli ilerlemeler saglayacaktir. Bu ¢alismada bu biiyiik siirecin bir pargasi olmak
ve sonraki ¢aligmalar i¢in yeni bilgiler sunmak amaglanmis ve s6z konusu karmasik
mekanizmanin bir kisminin agiklanmasi ve diger ¢alismalar i¢in yeni bilgiler elde

edilmesi hedeflenmistir.

Bu ¢aligmada 6zenle ve igten destekleriyle yanimda olan Prof. Dr. Muharrem
BALKAYA ve Yrd. Dog. Dr. Aykut Goktiirk UNER’e , nazik yardimlarindan dolayi
ADU, Farmakoloji-Toksikoloji ~ Anabilim Dali  Yrd. Do¢. Dr. Murat
BOYACIOGLU’ na, Aras. Gor. Hande Sultan YALINKILIC’a, Hayvan Besleme ve
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OZET

Normal ve Obez Farelerde Plazma Apelin, insiilin ve Adiponektin Seviyeleri.

Obezite iliskili diyabetin fizyopatolojik mekanizmalarinda ¢ok sayida faktor
ise karigmaktadir. Ancak, bu faktorlerin birbirleriyle olan iligkileri tam olarak
bilinmemektedir. Obezite siirecinde 6zellikle insiilin direncine bagli mekanizmalarin
nasil sekillendiginin aydinlatilmasi obezite iligkili diyabetin tedavisinde O6nemli
katkilar saglayacaktir. Bu ¢alismanin amaci obez farelerde plazma apelin, insiilin ve
adiponektin konsantrasyonlarinin nasil degistiginin ve bu hormonlarin birbirleri ile
iliskisinin arastirilmasidir.

Calismada, 24 adet 6 haftalik erkek Swiss albino fare, kontrol ve obez olmak
tizere 2 gruba ayrildi. Obez gruptaki fareler yiiksek yagh (%28,2) yem ve kontrol
grubundaki fareler standart fare yemi ile 18 hafta boyunca ad libitum beslendi. Bu
siiregte hayvanlarin agirliklart haftada bir ve yem tiikketimleri ayda bir olgiilerek
kaydedildi.

Deney sonunda hayvanlardan anestezi altinda intrakardiyak yontemle kan
ornekleri alindi ve plazma apelin, insiilin ve adiponektin konsantrasyonlar1t ELISA
teknigi ile belirlendi. Deney sonunda obez gruptaki farelerin ortalama viicut agirligi,
kontrol grubuna gore %47 daha fazlaydi (P<0.001). Plazma apelin ve insiilin
konsantrasyonlar1 18 haftalik deneysel siiregten etkilenmezken (P>0.05), ortalama
adiponektin konsantrasyonu obez grupta kontrol grubuna gore daha disiikti
(P=0.05). Ancak, apelin, insiilin ve adiponektin degerleri arasinda giiglii bir iliski
oldugu bulundu (P<0.001). Ayrica, grup i¢i korelasyon analizleri apelin ile insiilin
arasinda hem kontrol (P<0.001) hem de obez (P<0.05) grupta iliskilerin 6nemli
oldugunu ortaya koydu.

Elde edilen bulgular, bu modelde obezitenin apelin ve insiilin degerleri
tizerine onemli bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Ancak, korelasyon analizleri
apelinin insiilin hormonu degisiklikleri {izerine diizenleyici etkilerinin olabilecegine
isaret etmektedir.

Anahtar Sozciikler: Apelin, insiilin, obezite, fare.



ABSTRACT

Plasma Apelin, Insulin, and Adiponectin Levels in Normal and Diet-Induced
Obese Mice

There are many factors involved in the physiopathological processes of
obesity-related diabetes, and their exact relationships are still not understood.
Explaining how insulin resistance develops during the obesity is important in terms
of effective treatment of obesity-related diabetes. This study aimed to investigate the
changes in plasma levels of apelin, insulin, and adiponectin and to investigate their
relationships with each other in case of a dietary induced obesity model.

Twenty four male Swiss albino mice all 6 week old males were randomly
divided into two groups obese and control. During 18 weeks of experiment, mice in
the obese group were fed a high-fat diet (28.2%) and those in control group were
given a standard diet. Body weights and food consumptions were recorded weekly
and monthly, respectively. At the end of the study, blood samples were obtained
under anesthesia via intra cardiac punction. Plasma apelin, insulin, and adiponectin
concentrations were determined by ELISA. At the end of the 18-weeks interventional
period, the mean body weights of the mice in obese group was 47% higher,
compared to those in control group (P<0.001). Plasma apelin and insulin levels
showed no difference (P>0.05), whereas the mean adiponectin level of obese mice
was lower than the mean of the controls mice (P=0.05). Despite the fact that plasma
apelin and insulin levels were not affected by diet-induced obesity, a strong positive
correlation was found between apelin, insulin, and adiponectin concentrations
(P<0.001). Moreover, correlation analysis in each group showed a significant
relationship between apelin and insulin concentrations both in control (P<0.001) and
obese (P<0.05) groups.

The data show, at least this obesity model, that obesity is not the major
determinant in terms of the rise of apelin and insulin. However, correlation analysis
indicates that apelin has beneficial effects on insulin variation.

Key Words: Apelin, insulin, obesity, mouse.



1. GIRIS

Hiicre sinyalizasyonundan sorumlu molekiillerin, fizyolojik etkilerinin neler
oldugu, nasil etkili olduklari, sorumlu olduklari siire¢lerin aydinlatilmasi igin
onemlidir. Noropeptid, polipeptid ve non-peptid molekiillerin, hiicre veya dokuda
etkisini gostermesi, hiicre membraninda veya hiicre igindeki kendilerine 6zgii
reseptorlere baglanmasi ile gergeklesir. Birgok reseptdre baglanan 6zgilin molekiiller
olarak bilinen, endojen ligandlar1 olmasina ragmen, bazi reseptorlerin ligandlar
yoktur. Bunlara, “oksiiz” (orphan) reseptorler denir. Teknolojinin hizla ilerlemesi,

Okstiz reseptorlerin, ligandlarinin, yeni molekiillerin bulunmasini hizlandirmaktadir.

O’Dowd ve arkadaglari, 1993 yilinda APJ reseptoriinii tanimlamistir.
Tatemoto ve arkadaslar1 1998 yilinda apelini kesfedinceye kadar “6ksiiz reseptor
olarak bilinen APJ’nin, apelin ile reseptor-ligand tanimlamasi yapilmistir (Tatemoto
ve ark. 1998). Apelinin kardiyovaskiiler kontrol, sivi homeokinezisi, hipotalamus-
hipofiz-adrenal yolak regiilasyonu gibi 6nemli fizyolojik siireglerde etkili oldugu
tespit edilmistir (O’Dowd ve ark. 1993; Tatemoto ve ark. 1998; O’Carroll ve ark.
2013).

Kahverengi yag doku, bazi tirlerde, dogumdan sonra termogeneziste
etkiliyken, genel olarak yag doku, gecen yilizyilin sonuna degin, fazla enerjiyi depo
eden, pasif bir doku olarak bilinmekteydi. Leptin hormonunun 1994’te yag dokudan
salgilandiginin kesfedilmesi ve bir¢ok fizyolojik siirecte dnemli gorevlerinin oldugu
belirlenmesi yag doku fiizerinde yapilan ¢alismalarin artmasina neden olmustur.
Yirminin {izerinde adipokin saptanmistir (Zhang ve ark. 1994; Unwin ve ark. 1997,
Gimble 2003; Ricquier 2005; Trayhurn ve ark. 2006; Rabe ve ark. 2008; Zou ve
Shao 2008). Yag doku giiniimiizde, hormon, sitokin ve protein salgilayan énemli bir
metabolik ve endokrin organ olarak tanimlanmaktadir (Trayhurn ve ark. 2006). Bu
nedenle, herhangi bir memeli tiirii igin yag dokusu miktarindaki degisiklikler 6nemli

metabolik, immiinolojik ve endokrin sorunlara neden olmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Adipokinler ya da adipositokinler adipositlerden veya yag dokusunun diger
hiicrelerinden yiiksek oranda salgilanan proteinler veya hormonlar olarak
bilinmektedir. Adipokinler kahverengi yag dokusuna gére beyaz yag dokusunda daha
¢ok sentezlenir. Kandaki adipokinlerin ¢ogu yag dokusundan kéken alir (Radin ve
ark. 2009). Adipokinlerin glikoz ve yag homeokinezisini de igeren, enerji
dengesinden inflamasyona kadar c¢ok cesitli biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu
bilinmektedir (Emral 2006; Guzik ve ark. 2006). Obezite ve obezite iliskili ya da
iliskisiz, insiilin direnci durumlarinda kan ve yag dokusundaki adipokin seviyeleri
degisir. Bu durum obezite ve insiilin direnci fizyopatolojisinde adipokinlerin etkili
oldugunu gostermektedir (Trayhurn ve ark. 2006). Enerji dengesi ile ilgili
fonksiyonlarmin yaninda, adipokinler, iireme, kardiyovaskiiler fonksiyonlar, sivi-
elektrolit dengesi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi gibi fizyolojik siire¢lerde de

gorev alirlar (Guzik ve ark. 2006).

Adipokinler fizyolojik etkilerine gore ii¢ ana baslik altinda siniflandirilabilir:

Ik grup ‘metabolik etkili adipokinler’ dir. Obezite, insiilin direnci ve kilo kayb:
gibi durumlarda bu adipokinlerin salgilanmalarinda 6nemli degismelerin olmasi
nedeniyle, arastirmalar bu adipokinler tizerine odaklanmustir. Apelin, adiponektin
leptin, rezistin ve visfatin bu gruptaki adipokinlere Ornektir. Apelinin insiilin
hormonu ve kardiyovaskiiler sistem iizerine onemli etkileri oldugu bilinmektedir.
Adiponektin ve rezistinin insiilin duyarliligi veya insiilin direncinde 6nemli roller
tistlendigi belirlenmistir. Leptin hipotalamus {izerinde 6nemli metabolik etkiler
gosterir. Visfatinin insiiline benzer sekilde karacigerden glikoz salgilanmasini
azaltarak kan glikoz miktarlarini disiirdiigii bildirilmektedir (Fukuhara ve ark.,
2005).

Ikinci grup adipokinler tiimdr nekroze edici faktor-alfa (TNF-a), bazi
interlokinler (IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10) ve interferon-gama (IFN-y) gibi sitokinleri
icerir. Yangisal siireclerde gorev almaktadirlar. Plazma seviyelerinin artmasi, obezite

durumlarinda orta derecede bir yanginin olustugunu gostermektedir. Cesitli diyet



uygulamalar1 ya da girisimler bu adipokinleri fizyolojik degerlerine geri

dondirmektedir.

Uciincii grup adipokinlerden monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) bir
kemokindir. Adipsin komplement sistemde goérev yapar. Plazminojen aktivator
inhibitér-1 (PAI-1) kanama-pihtilasma siireglerinde gorevlidir. Anjiyotensinojen ve
apelin kan basinci iizerine etkilidirler. Retinol baglayici protein-4 (RBP-4) ve
kolesteril ester transfer protein lipid metabolizmasinda gorev yaparlar, vazkiiler
endotelyal biiyiime faktor (VEGF) de anjiyogeneziste gorev almaktadir (Degawa-
Yamauchi ve ark. 2003; Guzik ve ark. 2003; Konturek ve ark. 2004; Pickup 2004,
Raji ve ark. 2004, Ryden ve ark. 2004; Fantuzzi 2005; Fukuhara ve ark. 2005;
Wellen 2005; Tilg ve Moschen 2006).

2.1. Apelin: Yapisi, Fonksiyonu ve insiilin Hormonu Uzerine Etkisi

Apelin, yag dokusundan koken alan hormon-sitokin ailesinin {iyesi bir
hormondur. Adimi kendi reseptorii olan APJ’den almaktadir. Tatemoto ve ark. (1998)
36 aminoasitli molekiiliin apelin reseptorii igin bir ligand oldugunu tanimladiklarinda
bu molekillii de apelin (Apelin = APJ'nin endojen ligandi) olarak

isimlendirmislerdir.

Adipokinlerle birlikte apelin de beyaz yag dokusunda sentezlenir. Onemli
metabolik etkilerinin olmasi, yag dokusunun pek ¢ok fizyolojik siirecte Onemli
gorevleri oldugunu destekler (O’Down ve ark. 1993; Tatemoto ve ark. 1998; Castan-
Laurell ve ark. 2012; O’Carroll ve ark. 2013). Apelinin merkezi sinir sistemi,
bobrekiistii bezi, dalak, kalp, akcigerler, mide-bagirsak sistemi, pankreas, bobrek,
testis, prostat, uterus, ovaryumlar, plasenta, meme bezleri, iskelet kaslar1 ve yag
dokusu gibi organ ve dokularda da sentezlendigi belirlenmistir (Falcao-Pires ve
Leite-Moreira 2005; Kleinz ve Davenport 2005; Masri ve ark. 2005).

APJ, G-proteinine bagli bir reseptordiir (Masri ve ark. 2005) ve alt tipi yoktur
(Pitkin ve ark. 2010a). Bu reseptore sadece apelin baglanmaktadir (Habata ve ark.



1999; Hosoya ve ark. 2000). Apelinin sentezlenmesinde oldugu gibi, apelin
reseptorleride merkezi sinir sisteminde ve bir¢ok periferal dokuda ekspresse
edilmektedir (Habata ve ark. 1999; Falcao-Pires ve Leite-Moreira 2005; Ladeiras-
Lopes ve ark. 2008; Castan-Laurell ve ark. 2011). Apelin kendi reseptoriine
baglandiktan sonra ilgili G-proteini aktive olur ve dokuya gore farkli hiicre igi
sinyalizasyon yollarmi aktive eder. Ornegin kardiyomiyositlerde fosfolipaz C,
diasilgliserol, protein kinaz C ve Na'/H* ve Na'/Ca™ degistirici proteinler aktive
edilir, hiicre ici Ca*™ artisina bagh olarak apelinin pozitif inotropik etkisi olusur. Bu
sinyalizasyon yollarinin disinda, G-proteinin aktive olmasindan sonra, ekstraseliiler
sinyal regiile kinaz (ERK), p70S6 kinaz, adenilat siklaz, AMP-aktive protein kinaz
ve fosfozitol-3-fosfokinaz/Act (PI3P/Act) gibi yollar da aktive edilebilir. Apelinin
damar gevsetici etkisi ise PI3P/Act, nitrik oksit (NO) ve siklik GMP (cGMP) yolu
tizerinden gergeklesir. PI3P/Act endotelyal NO sentazi aktive eder. Nitrik oksit
miktarinin artmasina bagl olarak guanilat siklazdan cGMP olusur ve tiim bu olaylar
damar diiz kasinda gevsemeye neden olur. Apelin ayrica AMPK yolu ile insiilin
aracili glikozun glikoz tasiyici protein-4 (GLUT4) ile kas hiicrelerine alinmasini
artirir. Apelin adenilat siklazi inhibe etmektedir ve p70S6K ve ERK’yi artirarak
hiicre proliferasyonu lizerine de etkileri olabilecegi tartisilmaktadir (Habata ve ark.
1999; Falcao-Pires ve Leite-Moreira 2005; Ladeiras-Lopes ve ark. 2008; Castan-
Laurell ve ark. 2011).

Apelinin insiilin hormonu iizerinde iyilestirici etkileri vardir. Insiilin direnci
sekillenmis obez farelerde insiilin miktarina bagl olarak apelin seviyelerinin arttig1
bildirilmistir. Benzer olarak in vitro hiicre kiiltiiriine insiilin ilavesi apelin
seviyelerini artirmaktadir. Buna karsin streptozotosin ile deneysel olarak
olusturulmus tip-1 diyabet modellerinde apelin degerlerinde insiilin eksikligine bagh
azalmalar goriilmektedir (Boucher ve ark. 2005; Sorhede ve ark 2005; Daviaud ve
ark. 2006). Periferal apelin uygulamalarmin farelerde kan glikozunu diizenledigi
(Long ve Zierath 2006; Dray ve ark, 2008; Yue ve ark. 2010; Attane ve ark. 2011) ve
yag dokusunda azalmaya neden oldugu (Higuchi ve ark. 2007; Yue ve ark. 2011)
bildirilmistir.  Apelin instilin  hormonunu iyilestirici etkisini PI3K-bagimh
fosfodiesteraz-3B ve cAMP yolu ile (Sorhede ve ark. 2005) kan glikoz

konsantrasyonlarini iyilestirici etkisini de glikozun iskelet kas1 hiicrelerine girmesini



artirarak gosterir (Dray ve ark. 2008). Apelin knock out (KO) farelerin insiilin
seviyelerinin yiiksek ve glikoz toleransinda bozulma oldugu, adiponektin
seviyelerinin azaldig1 ve yag dokusunda genel bir artma oldugu tespit edilmistir (Yue
ve ark, 2010; 2011). Farelerde yiiksek yagli besleme (YYB) sonrasinda apelin
uygulamalarinin kan glikoz ve insiilin miktarlarin1 azalttigi, glikoz ve insiilin
toleranslari ile lipid kullanimim artirdigi ve fazla apelin iireten transgenik farelerde

enerji harcamasinin arttig1 belirlenmistir (Yamamoto ve ark. 2011; Attane ve ark.

2012).

Apelinin arterlerde endotelyal NO aracili vazodilatator etkisiyle kan basincinda
azalmaya neden oldugu (Lee ve ark. 2000; 2005; Salcedo ve ark. 2007; Pitkin ve ark.
2010) kalp tizerine pozitif inotropik etkisi, ayrica anjiyogenesiz ve vaskiilarizasyon
stireglerinde 6nemli fonksiyonlarinin oldugu bildirilmektedir (Berry ve ark. 2004;
Dai ve ark. 2006; Farkasfalvi ve ark. 2007; Pitkin ve ark. 2010; Kasai ve ark. 2008;
Kunduzova ve ark. 2008).

Hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler ¢ekirdekleri {iizerinden
vazopressin hormonunu etkilemesi, apelinin susama ve su igme davranislari tizerine
etkileri ve dolayisiyla organizmanin sivi-elektrolit homeokinezisinde Onemli
gorevleri oldugunu gostermektedir (Lee ve ark 2000; Taheri ve ark. 2002; O’Carroll
ve Lolait 2003; De Mota ve ark. 2004; Reaux-Le Goazigo ve ark. 2004; Pitkin ve
ark. 2010).

Apelinin gastrointestinal sistem (Wang ve ark. 2004), iskelet sistemi (Xie ve
ark. 2006; 2007; Tang ve ark. 2007), sinir sistemi (Zeng ve ark. 2010; Kasai ve ark.
2011; Cheng ve ark. 2012), immun sistem (Edinger ve ark 1998; Choe ve ark. 1998;
Habata ve ark. 1999; Leeper ve ark. 2009) ve antioksidan aktivite (Zeng ve ark.
2010) tizerine etkileri oldugu da bildirilmektedir.



2.2. Adiponektin Hormonu: Yapisi ve Fonksiyonu

Adiposit kompleman-iligkili protein, Acrp30 ve AdipoQ olarak da
isimlendirilen adiponektin diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirligina sahip birgok
degisik formu bulunan (Waki ve ark. 2003), 244 amino asidinden olusan ve 30 kDa
agirliginda bir proteindir (Sherer ve ark. 1995). Saglikli erigkin insan ve farelerde
dolasan kanda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir, plazma proteinlerinin
%0.01 kadarim olusturur ve bu deger plazma leptin degerlerinin bin kati1 kadardir
(Whitehead ve ark. 2006). Adiponektin yag dokudan fazla miktarlarda iretilir ve
salgilanir ve 6zellikle antidiabetik, anti-inflamatuar, anti-oksidatif, anti-aterojenik ve
kardiyoprotektif 6zellikleriyle bilinir (Kern ve ark. 2003; Ohashi ve ark. 2012; Lee
ve Shao 2014). Ancak, obezite durumlarinda plazma degerleri 6nemli o6lcilide
azalmaktadir (Arita ve ark. 1999; Daniele ve ark. 2008; de Rosa ve ark. 2013).
Adiponektin ii¢ reseptorii (AdipoR1, AdipoR2 ve T-cadherin) vardir ve her
reseptorliniin  farkli sinyalizasyon yolaklarim1 aktive edebildigi varsayilmaktadir

(Yamauchi ve ark. 2003 ve 2007; Hug ve ark. 2004).

Adiponektin yag dokudan en ¢ok salgilanan iki adipokinden biridir. Obezite
gelistiginde, ozellikle insiilin direnci sekillendiginde, diger adipokinlerin aksine
adiponektin plazma seviyesi diiser (Arita ve ark. 1999; Kern ve ark. 2003). Bu
durum, adiponektinin o6zellikle resistin ile iligkisi insiilin direncinin sekillendigine
karar vermede giiclii bir belirteg olarak kullanilmasina olanak saglar (Lau ve

Muniandy 2010).

2.3. Insiilin Hormonu: Yapisi ve Fonksiyonu

Insiilin pankreas B-hiicrelerinden iiretilen ve salgilanan ve karbonhidrat,
protein ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli fonksiyonlara sahip olan
bir hormondur. Hiicrede etkilerini hiicre membranindaki heterotetramerik reseptorii
araciligiyla gergeklestirir. Ogiinlerden sonra kan glikoz diizeylerindeki artisa paralel
olarak artan bir sekilde kana verilen insiilin karacigerin glikoz sentezlemesini

baskilamak ve glikozun kas ve yag hiicrelerine girisini artirmak yoluyla kan glikoz



homeokinezisinin saglar. Insiilin karaciger ve kaslarda protein ve glikojen sentezini
ve biriktirilmesini kolaylastirmak ve karacigerde ve yag dokuda lipid sentezini ve
depolanmasimi desteklemek ve yag asidi oksidasyonunu, glikogenolizisi ve
glikoneogenezi 6nlemek yoluyla 6nemli bir¢ok anabolik stire¢leri de diizenler (Czech

ve ark. 2013, Ye 2013, Zhang ve Liu, 2014).

Insiilin sentezi ve aktivitesi ¢esitli faktorlerce etkilenir. Kronik yangisal
stirecler, degisik metabolik problemler ve yag doku orjinli hormon ve sitokinlerin
sentez ve salgilanmasindaki degisiklikler ve olusturdugu yangisal sonuclartyla
karakterize obezite gibi durumlar kisaca ‘insiilin direngliligi’ olarak bilinen insiilin
duyarli dokulara glikozun giriginin azalmasina neden olurlar. Boyle bir durumda
viicut dolasan instiline geregi gibi cevap veremez ve tip 2 diabet sekillenir (Czech ve

ark. 2013, Lee ve Lee 2013; Ye 2013, Zhang ve Liu, 2014).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Calisma Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
onaytyla gerceklestirildi (Ek 1). Calismada 6 haftalik yasta 24 adet erkek Swiss
albino fare kullanildi. Fareler 18 haftalik deney siirecinde 22 + 2 °C oda 1sisinda ve
ortam 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik olacak sekilde barindirildi. Orneklemdeki
fareler iki esit gruba ayrildi. Gruplardan biri (n = 12) %4 yag igeren fare yetistirme
yemiyle (kontrol grubu), diger grup (n = 12) obezite olusturmak i¢in %28,2 yag
iceren yemle ad modum ( Mito ve ark. 2004) beslendi. Yiiksek yagla beslenen
grupdaki hayvanlar deney siirecinde ideal kilolarinin yaklagik %30-50’si arasinda
artis sagladiginda obez olarak degerlendirildi (Mito ve ark. 2004; Flint ve ark. 2005).
Kontrol ve deney grubundaki hayvanlar yem faktorii disinda ayni ¢evre kosullarinda
tutuldu. Gruplara yem ve su ad libitum olarak verildi. Deney siiresince farelerin
haftalik viicut agirligi artiglart 6lgiildii. Aylik yem tiiketimleri ve deney sonunda

ayrica kiimiilatif yem tiiketimleri de belirlendi.

3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi, Islenmesi ve Hormon Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Deney sonunda antikoagiilan olarak %3.8 Na-sitrat igeren tiiplere her fareden
anestezi altinda intrakardiyak yontemle 1,5 ml kan alindi. Kanlar 3000 devirde 15
dakika santrifiij edildikten sonra plazmalar ayrildi ve Ornekler hormon
konsantrasyonlar1 belirleninceye kadar —80 °C’de saklandi. Apelin (Mouse Apelin
ELISA kit, Cusabio), insiilin (Mouse Insiilin ELISA kit, Cusabio) ve adiponektin
(Mouse Adiponectin ELISA kit, Boster Biological Technology) konsantrasyonlari

ELISA teknigi ile tiretici firma onerileri dogrultusunda belirlendi.



3.3. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin normal dagilim analizleri Shapiro-Wilk testi ile yapildi.
Viicut agirliklariin  deneysel siirecteki degisimleri zaman iginde tekrarlayan
Olctimler i¢in iki yOnlii varyans analizi ile degerlendirildi. Girigimin etkisinin
belirlendigi durumda istatistiksel farkliligin hangi gruptan kaynaklandig: post hoc
Tukey HSD testi ile saptandi. Kiimiilatif yem tiiketimi ile hormon analizleri igin
parametrik test varsayimlarini saglayan veriler Student T testi ile, parametrik test
varsayimlarini saglamayan veriler Mann-Whitney U testi ile ve degiskenler
arasindaki iligkiler Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi. P < 0.05 anlaml
kabul edildi. Verilerin analizi Statistical Package for the Social Sciences (SPSS for
Windows; version 15.0, seri no: 416al1604ed18748d3f27) paket programi ile
gerceklestirildi. Sonuglar ortalama =+ standart hata (SH) seklinde verildi.



4. BULGULAR

Sekil, resim ve tablolarda “K” olarak belirtilen grup normal yemle beslenen
ve normal kilodaki farelerin oldugu kontrol grubunu ve “O” olarak belirtilen grup
yiiksek yaglh besleme ile obezite olusturulan grubu ifade etmektedir. Tablolarda grup
ortalamalar1 ve standart hata kullanilmistir. Stitun ve ¢izgi grafiklerde ortalama deger
ve standart hata ¢ubuklar1 gosterilmistir. Normal ve obez farelere ait fiziksel durum
Resim 1°de goriilmektedir.

Resim 1. Swiss albino farelerin deney sonundaki fiziksel goriiniimleri.

K: Kontrol. Yiiksek yagla beslenen gruptaki farenin (O) genel nekropsi goriintiisiinde obeziteye bagh

agirt biiylime, abdominal yaglanma (AY) ve karacigerde belirgin dejenerasyon (DKC) dikkat
cekmektedir.
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4.1. Viicut Agirhg1 ve Yem Tiiketimi

Deneysel siirecle birlikte yiiksek yagla beslenen grupta baslayan yaglanma ve
obezite siirecinin ilerlemesine bagli olarak deneyin ikinci haftasindan itibaren gruplar
arasinda viicut agirh@ farki olusmaya basladi ve bu fark deney siirecinin 12.

haftasinda istatistiksel olarak onaylandi (P<0.001).

Sekil 1: Swiss albino farelerin deney siirecindeki viicut agirligi degisimleri.
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Degerler viicut agirliklarinin ortalamalarini ve standart hatayr gostermektedir (n = 12 grup). *: P<
0.001.

Deney sonunda kontrol grubuna goére obez grubun ortalama viicut agirliginin
yaklasik %47 fazla oldugu belirlendi. Mann-Whitney U testi kiimiilatif yem tiiketim
miktarlariin obez grupta kontrol grubuna gore biraz diisiik oldugunu gosterdi

(5.25+0.36 kg vs 6.51+0.65 kg) (P=0.06, Z = 2.021).

11



Sekil 2: Swiss albino farelerin deney siirecindeki kiimiilatif yem tiiketim miktarlari.
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P=0.06, Z = 2.021

4.2. Apelin, Insiilin ve Adiponektin Miktarlar1 ve Birbirleri ile iliskileri

Deney sonunda hayvanlardan aliman kanlardan elde edilen plazma

orneklerindeki apelin, insiilin ve adiponektin grup ortalamalar1 Tablo 1’de
Ozetlenmistir.

Tablo 1: Swiss albino farelerinde plazma apelin, insiilin ve adiponektin

konsantrasyonlari.
Grup-Degisken n Apelin [pg/ml] Insiilin [ng/ml] Adiponektin [ng/ml]
X+Sx X+Sx X+Sx
Kontrol 12 63.24+7.40 1.19+0.08 4.31+0.59
Obez 12 61.35+£10.08 1.06+0.07 2.77+0.45
P= 0.544 0.247 0.050
P (VA diizeltmeli) = 0.153 0.509 0.964

Degerler ortalama ve standart hatayr gostermektedir. “Mann-Whitney U testi’ne ait P degeridir. Diger
P degerleri Student T testinden elde edilen P degerleridir. VA: Viicut agirlig1.

Apelin ve insiilin miktarlar1 deneysel girisimden etkilenmezken, adiponektin

miktarlariin obez grupta azaldigi goriildi (P=0.05).
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Tablo 2 incelenen degiskenler arasindaki iligkileri gostermektedir.

Tablo 2: Swiss albino farelerinde apelin, insiilin ve adiponektin arasindaki iliskiler.

Apelin Insiilin Adiponektin
Degiskenler

[pg/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Apelin r= 1
[pg/mi] P=
Insiilin r= 0.640 1
[ng/ml] P= <0.001
Adiponektin | r= 0.587 0.771 1
[ng/ml] P= <0.01 <0.001
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5. TARTISMA

Obezite insiilin ve leptin direnci basta olmak {izere bir¢ok metabolik bozuklugu
da beraberinde getiren ve diinya ¢apinda siirekli artan kompleks bir metabolik
sendromdur. Obezite iligkili metabolik arastirmalarda uygun bir hayvan modeli
kullanmak, ilgili fizyopatolojik mekanizmalarin agiklanabilmesi agisindan onem
tasimaktadir. Obezite ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan hayvan modelleri monogenik
olarak bilinen ob/ob ve db/db gibi transgenik fare modelleridir (Matyskova ve ark.
2008). Ancak, monogenik deney hayvani modellemeleri insanlarda goriilen yaygin
obeziteyi temsil edecek 6zellikte degildir. Ciinkii insanlarda tek gen eksikligine bagh
goriilen obezite tim obezite olgularinin sadece ¢ok az bir kismini temsil etmektedir.
Farelerde YYB ile olusturulmus obezite modeli geg¢ sekillenen bir obezite modeli
olmakla birlikte sedanter yasam, hazir gidanin kolaylikla bulunabilmesi ve asiri
enerji igeren besin tiikketimine bagli sekillenen insan obezitesini temsil edebilecek en
uygun model olarak goriilmektedir (Houseknecht ve ark. 1998; Tschop ve Heiman,
2001). Deney hayvaninin tiirii ve irkinin yaninda kullanilan diyetteki yag orani ve
besleme siiresi bu obezite modelinde gerekli viicut agirlig1 artisinin saglanabilmesi

i¢in 6nemli olmaktadir.

Genellikle farenin irkina, inbreed (yakin akrabali) ve outbreed (uzak akrabali)
ozelligine bagl olarak, YYB ile en az 8 haftalik bir besleme dolagimda leptin artis
ve insiilin direnci ile sonuglanan obezite olugmaktadir (Buettner ve ark. 2007). Bu
asamadan sonra yag ve kas hiicrelerinde ve beyinde leptine karsi duyarsizlik
(insensitivite) olusur. Inbreed yetistirilen C57BL/6J, AKR/J ve DBA/2J gibi fare
modelleri ile yapilan ¢alismalar YYB ile olusturulmus obezite modeli i¢in en uygun
irkin C57BL/6J oldugunu gostermektedir. Buna karsin, diyet ile indiiklenmis obezite
modellerinde daha az tercih edilse de, ¢ok yakin akrabali yetistirilmeyen outbreed
fare irklart da kullanilmaktadir (Nagai ve ark. 2008). Ayrica, Wistar ve Sprague-
Dawley gibi outbred rat irklar1 da diyet ile indiiklenmis obezite ¢aligmalarinda
kullanilmaktadir (Buettner ve ark. 2007; Matyskova ve ark. 2008). Bu c¢alismada
outbreed bir fare ik olan Swiss albino fareler kullanilarak, 18 haftalik YYB
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doneminden sonra, daha onceki caligmalarla (Nagai ve ark. 2008) uyumlu olarak,
obezite kriterlerini saglayan yeterli bir kilo artisi saglanmistir. Inbreed (Trillou ve
ark. 2003; Mito ve ark. 2004; Matyskova ve ark. 2008; South ve Huang 2008) ve
outbreed (Kalaivanisailaja ve ark. 2003; Flint ve ark. 2005; Nagai ve ark. 2008) fare
irklart ile yapilan ¢alismalarda yiiksek yag iceren yemlerle besleme sonucunda 7 ile
21 hafta icinde kontrol gruplarina gore %40’tan fazla kilo artiglart saglandig
bildirilmektedir. Boyle durumlarda viicut yag miktar1 ile birlikte kan leptin
konsantrasyonlarinin da arttig1 bildirilmistir (Mito ve ark. 2004; Nagai ve ark. 2008;
South ve Huang 2008).

Bu calismada yiiksek yagli besin ile beslenen gruptaki hayvanlarda belirgin
viicut agirligr artigi goriilmiis ve bu grubun ortalama viicut agirligi degerleri 12.
haftadan itibaren kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.
Deney sonunda viicut agirliginin obez grupta, kontrole gore ortalama %47 daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Obezite igin diyet ile indiiklenmis outbreed fare
modelleri ¢ok tercih edilmese de, bu calismadaki viicut agirlik artisina iliskin elde
edilen bulgular ve nekropsi bulgulari outbreed fare irklarmin da obezite modelleri
icin kullanilabilecegini agik¢a gostermektedir. Veriler, inbreed fare irklari ile yapilan
caligmalarla uyumludur ve outbreed fare irki ¢alismalariyla da benzerlik
gostermektedir (Flint ve ark. 2005; Nagai ve ark. 2008).

Yiiksek yagli besleme ile olusturulmus obezite modellerinde bu galismayla
uyumlu veri ve sonuglar bildirilmektedir (Lin ve ark. 2005; South ve Huang 2008;
Lijnen ve ark. 2012). Ayrica, inbreed irklara gére outbreed irklar insan modellemede
daha uygundur. Bu c¢aligmada insiilin miktarlarinin gruplar arasinda farklilik
gostermemesi, outbreed irklarda insiilin direnci gelisebilmesi i¢in daha uzun siireli
bir besleme gerektigine ya da bu wrklarin genelde insiilin direnci geligmesine karsi

direncli olabilecegine isaret etmektedir.

Buna karsin adiponektin seviyelerinin obez grupta diismiis olmasi, obezite
iligkili yangisal bozukluklarin sekillendigini gostermektedir. Bu bulgu insiilin direnci
ile ilgili mekanizmalarin da baslamis olabilecegine isaret etmesi agisindan 6nemlidir

(Hotta ve ark. 2001; Ghoshal ve Bhattacharyya, 2015).
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Obezitede sekillenen tip-2 diyabet ile ilgili baz1 mekanizmalar 6ngoriilse de bu
konu tam olarak aydinlatilamamistir (Kahn ve ark. 2006). Obezite iliskili tip-2
diyabet durumlarinda leptin hormonunda artma goriiliirken, adiponektinde belirgin
bir diisiis olmaktadir. Bu iki faktoriin tip-2 diyabette insiilin direnci olusmasindaki
rolleri halen genis ¢apli olarak arastirilip tartisilmaktadir (Castan-Laurell ve ark.
2012). Obezite ve obezite iliskili insiilin direnci ile yag dokusundan salgilanan
faktorler arasindaki etkilesimlerin mekanizmalarinin  agiklanmasina  yoOnelik
aragtirmalar devam etmektedir. Konuyla ilgili yeni molekiillerin bulunmasi bu

mekanizmanin olduk¢a karmasik oldugunu gostermektedir.

Yag dokusundan salgilandigi son zamanlarda saptanan apelin hormonunun da
obezite iligkili insiilin direncine etkisi arastirilmaktadir (Cousin ve ark. 1999; Castan-
Laurell ve ark. 2012). Apelin hormonunun 2005 yilinda (Boucher ve ark. 2005) bir
adipokin olarak tanimlanmasindan sonra anti-diyabetik ya da metabolik etkilerinin
olabilecegi ongoriilmeye baslanmistir. Bu agidan diger onemli etkilerinin yaninda
apelinin yapilacak yeni ¢aligmalarla olasi anti-diyabetik etkisinin ortaya konulmasi,
diyabetin fizyopatolojik mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile daha etkili korunma ve
tedavi yontemlerinin Ongdriilmesi acisindan 6nemli olacaktir. Cesitli obezite
modellerinde yag artigina bagli olarak apelin miktarlarinin yag dokusunda ve kan
plazmasinda arttig1 bilinmektedir (Castan-Laurell ve ark.2005; Heinonen ve ark.
2005). Bununla birlikte obezitenin ya da yiiksek yagla beslemenin apelin artig1 ile
direkt iligkili olmadig1 da bildirilmektedir (Boucher ve ark 2005). Streptozotosin ile
olusturulmus diyabet modellerinde apelinin diisiik olmasi, a¢lik durumlarinda yag
dokusunda apelin miktarlarinin azalmasi ve tekrar beslemeden sonra apelinin normal
seviyelerine geri gelmesi apelinin insiilin ile iliskili oldugunu agik¢a gostermektedir
(Boucher ve ark. 2005). Ayrica, degisik tip obezite modellerinde apelinin
seviyelerinin obeziteye bagli olarak degismedigi, ancak obezite ile birlikte insiilin
seviyelerindeki degisimler oldugunda apelin seviyelerinin degistigi belirtilmektedir.
Bu nedenle, kan insiilin konsantrasyonundaki degisikliklerin apelin salinmasinda
onemli bir belirleyici oldugu diisiiniilmektedir (Boucher ve ark. 2005; Yue ve ark.
2010).
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Bu ¢aligmada apelin ve insiilin miktarlarinin obez grupta kontrol grubuna gore
degismemesi, 18 haftalik yiiksek yagli besleme sonucunda obez grupta insiilin
direnci sekillenmemis olabilecegine isaret etmektedir. Insiilin direncini gosterecek
olan insiilin ve glikoz tolerans testleri gibi testler yapilmadigindan, bu konuda net bir
bilgi sunulamamaktadir. Bununla birlikte apelin ve insiilin seviyeleri muhtemel bir
instilin direnci sekillenmedigini gostermektedir. Daha Onemlisi, ¢aligmada obez
grupta beklenen insiilin artis1 olmamasina ragmen, apelin ve insiilin hormonlarinin
birbiri ile giiglii korelasyon gostermesi, apelin ve insiilin seviyelerinin obezite
durumundan bagimsiz ve -diger c¢aligmalar ile uyumlu olarak (Boucher ve ark.
2005)- birbiri ile etkilesime girdigine isaret etmektedir. Bu durumu netlestirmek igin
apelin ve insiilin iliskisi obez ve kontrol gruplari i¢in ayr1 degerlendirildi ve hem
kontrol grubunda (r = 0.853, P < 0.001) hem de obez grupta (r = 0.587, P < 0.05)
apelin ve insiilin hormonu arasinda anlamli iligkiler saptandi. Bu durum bu iki
hormonun birbiri ile iligkisinin oldugunu ve bunun obeziteden bagimsiz oldugunu
cok daha belirgin olarak gostermektedir. Bu veriler, herhangi bir nedenden dolay1
instilin hormonu degisimine bagl olarak apelin hormonunun bu degisime cevap

verdigini ve bu cevabin insiilinin etkisi i¢in 6nemli olabilecegine isaret etmektedir.

Obezite durumlarinda yag dokusundan salinan hormon-sitokin yapil
maddelerin ¢ogunda artig goriiliirken dolasan kandaki adiponektin seviyeleri azalir
(Cousin ve ark. 1999; Castan-Laurell ve ark. 2012). Apelin liretmeyen transgenik
farelerde hiperinsiilinemi ve insiilin direnci olustugu ve adiponektin seviyelerinde
azalma oldugu bildirilmistir (Yue ve ark. 2010). Adiponektin yag dokusunda yiiksek
oranda salgilanir ve fizyolojik kosullarda dolagimdaki miktarlari yiikselir (Chandran
ve ark. 2003). Ayrica, adiponektin ile insiilin direnci arasinda ¢ok giiclii bir iliski
oldugu bildirilmektedir (Chandran ve ark. 2003; Diez ve Iglesias, 2003). Obeziteye
ve lipodistrofi gibi yag metabolizmasi bozukluklarina bagl insilin direnci
durumlarinda adiponektin seviyeleri diisiik olup, adiponektin uygulanmasi insiilin
direncini iyilestirir. Benzer sekilde, insiilin direncinin ortadan kaldirildigi durumlarda
adiponektin seviyeleri artar (Chandran ve ark. 2003; Diez ve Iglesias, 2003; Kinlaw
ve Marsh, 2004). Farelere in vivo apelin uygulanmasi plazma adiponektin
miktarlarinda yiikselmeye ve insiilin direncinde iyilesmeye neden olmaktadir. Bu

durum apelin ile adiponektin arasinda iliski oldugunu géstermektedir (Higuchi ve

17



ark. 2007). Bu calismada adiponektinin obeziteye bagli olarak azalmasi yukarida
belirtilen ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir. Obez grubun insiilin miktarlarinda
beklenenin aksine artis sekillenmemis olmasi, insiilin direncine bagh sekillenen
adiponektin miktarlarinin azalmasi ile ilgili ¢eliskili bir durum olusturmaktadir.
Hotta ve ark. (2001), adiponektin seviyelerinin obezitenin baslangicindan ve insiilin
direnci sekillenmesinden hemen o©nce azaldigimi bildirmektedir. Dolayistyla,
calismamizda adiponektin seviyelerinin obez grupta azalmasi, ancak insiilin
seviyelerinde degisiklik olmamasi insiilin direncinin heniiz sekillenmemis olduguna
ya da baglangi¢ asamasinda olduguna isaret etmektedir. Yapilan bir diger ¢alismada,
adiponektin artisinin yag dokusunun apelin uygulamasina bagli azalmasindan
kaynaklanan bir artis oldugu bildirilse de (Higuchi ve ark. 2007), bu ¢alismadan elde
dilen veriler apelin ile adiponektin arasinda apelin-insiilin benzeri pozitif bir iligkinin
oldugunu ve insiilin direnci ile ilgili fizyopatolojik mekanizmalar i¢in bunun 6nemli
olabilecegini gdstermektedir. Insiilin ve adiponektin seviyeleri arasinda belirlenen
pozitif iligki literatiir bilgisinden tamamen farklidir. Bu durum galismamizdaki
farelerde heniiz insiilin direncinin sekillenmemis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Sonug olarak bulgular apelin ile adiponektin arasinda yag dokusundan bagimsiz bir

iligki olabilecegine isaret etmektedir.

Apelin ve insiilin arasindaki giliglii korelasyon, apelinin insiilin hormonu
tizerine diizeltici etkilerinin olabilecegini ve apelinin normal insiilin fonksiyonu i¢in
gerekli olabilecegini ve apelinin obezite iliskili insiilin duyarliligindaki varyasyonlar
icin potansiyel 6neme sahip olabilecegini gostermektedir. Organizmay1 obeziteye
stiriikleyen siirecte hormon-sitokin benzeri pek cok faktdriin kan plazmasindaki
miktarlarinin nasil degistigi belli oranda bilinse de, bunlarin birbirleri ile
etkilesimleri ve obezite iliskili bozukluklarda nasil roller iistlendikleri net degildir.
Obezite ve sonucunda sekillenen insiilin ve leptin direnci gibi bozukluklarin
fizyopatolojik mekanizmalar1 bilinmemektedir. Obeziteye giden siiregte ise karisan

faktorlerin nasil degistiinin saptanmasi so6z konusu bozukluklarin molekiiler temelli

nedenlerinin de aydinlatilmasi yoniinde 6nemli ilerlemeler saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma deneysel olarak obezite olusturulan farelerde apelin ile insiilin
hormonlar1 arasinda obeziteden bagimsiz bir iliski oldugunu ve bunun insiilin
direncinin fizyopatolojik mekanizmalarinin aydinlatilmasinda 6nemli olabilecegini
gostermektedir. Arastirmadan elde edilen veriler apelinin insiilin direncinin
tedavisinde bir ilag olarak kullanilabilecegini 6nermektedir. Bununla birlikte konu ile

ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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