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OZET

Retroperitoneal Yag Dokusu Denervasyonunu Takiben Diyetle Obez Yapilmis

Sicanlarda Adiponektin Gen Ekspresyonu ve Serum Seviyelerinin Incelenmesi

Adiponektin baglica beyaz yag dokusu hiicrelerinde sentezlenen ve antidiyabetik,
antiaterojenik ve antiinflamatuar etkiler gosteren bir adipokindir. Yag dokusunun
metabolik ve sekratuvar Ozellikleri birgok faktdriin yanisira sempatik sinir sistemi
tarafindan da diizenlenir. Caligmamizda, yliksek yagli ve standart diyetle beslenen
siganlarda iki tarafli retroperitoneal yag dokusu denervasyonunun, retroperitoneal ve
epididimal yag dokusunda adiponektin ekspresyonuna ve serum adiponektin
konsantrasyonuna etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Caligmamizda, her bir grupta 8
adet 100-150 g agirhginda ve 3-5 haftalik Sprague Dawley irki sigan bulunan 4 grup
olusturuldu: I. Grup: Retroperitonel yag dokusu iki tarafli denervasyon yapildi ve yiiksek
yagl yem ile beslendi (YD+), II. Grup: Denervasyon yapilmad: ve yiiksek yagl yem ile
beslendi (YD-), III. Grup: Retroperitonel yag dokusu iki tarafli denervasyon yapildi ve
standart yem ile beslendi (SD+), IV. Grup: Denervasyon yapilmadi ve standart yem ile
beslendi (SD-) ve kontrol grubu olarak kabul edildi. 10 haftalik diyet programi sonunda
sicanlardan serum ve doku numuneleri toplandi. Serum numunelerinde glukoz, trigliserit,
insiilin ve adiponektin seviyeleri dlgiildii. Retroperitonel ve epididimal yag dokusunda
adiponektin mRNA seviyesi RT-PCR ile belirlendi. YD+ grubun serum adiponektin
seviyelerinin kontrol grubuna gore yliksek oldugu belirlendi (p=0.010). Retroperitoneal
yag dokusundaki adiponektin gen ekspresyonunun Ol¢iimii sonucunda, YD+ grubunda
adiponektin seviyesi yiiksek bulundu (p=0.023). Epididimal yag dokusu adiponektin gen
ekspresyonunun Ol¢iimii sonucunda, YD- grubunda adiponektin seviyesi daha diisiik
bulundu (p=0.021). Sonu¢ olarak, denerve edilmis si¢anlarda, diyete bagli olarak
adiponektin ekspresyonlarinda ve serum adiponektin seviyelerinde farkliliklar oldugu
goriildii. Iki tarafli denervasyonun ve diyetin adiponektin seviyelerine ve sentezine farkli

etkileri olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Sozciikler: Adiponektin, Denervasyon, Obezite, Sempatik Sinir Sistemi, Yiiksek

Yagh Diyet



SUMMARY

The Investigation of Adiponectin Gene Expressions and Serum Levels in Diet

Induced Obese Rats Subsequent to Retroperitoneal Adipose Tissue Denervation

Adiponectin is a adipokine which is synthesized mainly in the white adipose tissue
and shows anti-diabetic, anti-atherogenic and anti-inflammatory effects. Besides a number
of other factors, the metabolic and secretory properties of adipose tissue is regulated by
these sympathetic nervous system. In our study, we aimed to investigate the effects of
retroperitoneal fat tissue denervation (both sides) on mRNA expression of adiponectin in
the retroperitoneal and epididymal fat tissues and adiponectin concentrations in the serum
in rats fed with standard and high fat diet. In our study, there were four experimental
groups each containing 8 Sprauge Dawley rats weighing 100-150 g and aging 3-5 weeks: L.
Group: Denervated of both retroperitoneal tissue and fed high fat rat diet (YD+), II. Group:
Not denervated and fed with high fat rat diet (YD-), IIl. Group: Denervated of both
retroperitoneal tissue and fed standard 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 glucose, triglyceride, insulin
and adiponectin levels were measured. Furthermore, in retroperitonel and epididymal
tissue samples adiponectin mRNA levels were determined by using RT-PCR. Serum
adiponectin levels were determined to be higher in high-fat diet and denervated group
compared to the control group (p=0.010). In the retroperitoneal adipose tissue in YD+
group gene expression of adiponectin was found to be increased (p=0.023). In the
epididymal adipose tissue in YD- group gene expression of adiponectin significantly lower
(p=0.021). In conclusion, in the denervated rats depending on diet, it was shown that there
were differences in the adiponectin expressions and serum adiponectin levels. It was
considered that bilateral denervation and diet could have different effects on the

adiponektin levels and synthesis.

Key Words: Adiponectin, Denervation, Obesity, Semphatic Nerve System, High Fat Diet



3. GIRIS ve AMAC

Diinya saglik orgiitiine gore beden kitle indeksi (BK1)<25-29.9 ise fazla kilolu ve
BKI>30 ise obezite ile sagligi bozabilecek anormal ve fazla yag birikimi olarak
tanimlanmistir. 2014 yilinda yaklasik olarak 1.9 milyar yetiskinin asir1 kilolu oldugu ve
bunlardan 600 milyonun iizerinde kisinin de obez oldugu belirlenmistir. 2014 yilinda
diinya niifusunun %13’ obez ve %39’u asir1 kilolu olup bu oran 1980 ve 2014 yillart
arasindaki obezite prevalansinin iki katindan daha fazladir. Obezite ve fazla kilo aliminin
ana sebebi, alinan kalori ve tliketilen kalori arasindaki enerji dengesinin bozulmasidir.
Global olarak yiiksek yagli yogun kalorili yiyecekler ve fiziksel inaktivitenin artmasindan
dolayidir. Fazla kilo ve obezite diyabetin %44, iskemi kalp hastaliklarinin %23 ve belirli

kanser tiirlerinde %7-41 oranlarinda goriilmesine sebep olmaktadir (1).

Adiponektin  Acrp30, AdipoQ, apM1 veya GBP28 olarak da bilinmektedir.
Adiponektinin agirligt insanda yaklastk 30 kDa iken, farelerde ise 28 kDa’dur.
Adiponektinin insan plazma seviyesi 5-30 pg/mL’ye kadar ulasabilir (2). Plazma
konsantrasyonu BKI ile negatif iligkilidir. Obezite ile miktar1 azalir. Adiponektinin
AdipoR1 ve AdipoR2 olmak iizere iki temel reseptorii vardir. AdipoR1 cogunlukla
kaslarda sentezlenirken, AdipoR2 sentezi ise karacigerde gerceklesmektedir (3).
Adiponektinin glukoz alimma ve [ oksidasyona etkisi 5’ adenozin monofosfat aktive
edilmis protein kinaz (AMPK) araciligiyla olur. Iskelet kasinda AMPK nin aktivasyonu
adiponektin tarafindan uyarilmaktadir. Adiponektin, AMPK aktivasyonuna ek olarak
miyositlerde Asetil-CoA karboksilaz (ACC), yag asidi oksidasyonunu, glukoz alimi ve
laktat tretimini uyarir. Adiponektin ayrica ACC fosforilasyonunu ve Kkaracigerde

glukoneogenezde rol alan molekiillerin miktarinda azalmay1 uyarmaktadir (4).

Insanlarda yapilan calismalar, yagli diyet miktari ile viicut agirhigi artisi arasinda
pozitif iliski oldugunu gdstermektedir. Insanlarda gosterilen bu iliski hayvan ¢aligmalari ile
desteklenmistir. Bu yiizden transgenik deney hayvanlar1 ve kimyasal ajanlarla indiiklenmis
obezite modelleri daha az tercih edilmektedir. Genel olarak total enerjinin %30’undan
fazlasinin yag icerdigi diyetler obezite gesimine neden olmaktadir. Yiiksek yagl diyetle
indiiklenen hayvan modelleri insulin direnci, dislipidemi ve obezite olusturmak ig¢in
kullanilan en etkili yontemlerdir (5-7). Yiiksek karbohidrathi beslenme (fruktozun diyet

kaynagi olan siikroz ile beslenme) de obeziteye neden olur. Siikroz, bozulmus glukoz



toleransiyla beraber plazmada artmis insiilin, leptin, trigliserit, glukoz ve serbest yag
asitleri ile sicanlarda lipogenezi indiikler. Yiiksek siikrozla beslenme sicanlarda karaciger

yaglanmasinin gelismesine neden olmaktadir (8).

Sempatik sinir sistemi (SNS), beyaz yag dokusunun metabolik ve sekratuvar
fonksiyonlarini diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir. Beyaz yag dokusundaki gomiilii
sinirlerin elektriksel uyarimi, serbest yag asitlerinin salinimini artirmaktadir. Beyaz yag
dokusunun adrenerjik reseptorleri de yag hiicrelerinin lipolizini diizenlemede onemli rol
oynamaktadir. insan ve kemirgenlerde B-adrenoreseptdrlerin aktivasyonu siklik adenozin
monofosfati (cCAMP’yi) uyarmakta ve hormon duyarl lipazi (HSL) etkinlestirirken, aktif a-
adrenoreseptorler ise, cCAMP’yi ve lipolizi inhibe etmektedir. Adiponektin sentezi sempatik
sinir sistemi ile tarafindan baskilanmaktadir (9). Delporte ve arkadaslar1 B-adrenoreseptor
agonistlerinin Gs protein bagimli PKA yolu aktivasyonu araciligiyla WAT ve 3T3-L1 yag

hiicrelerinde adiponektin gen ekspresyonunu azalttigini gostermistir (10).

Otonom sinir sisteminin yag dokusu fiizerindeki etkilerini incelemek igin sinir
liflerinin devre dis1 birakildigi denervasyon deneyleri kullanilmaktadir. Yapilan
calismalarda retroperitonal ve inguinal yag pedlerindeki cerrahi denervasyonda yag hiicresi
metabolizmasinda Olgiilebilir degisim olmaksizin, hiicre proliferasyonundan dolay1 yag
depolarinin genisledigi sonucuna varilmistir. Bu sonuclar SNS’nin, lipolize ek olarak yag

dokusunun biiyiimesini kontrol ettigini gostermektedir (9).

Bu ¢aligmada, iki tarafli retroperitoneal yag dokusu denerve edilmis siganlarda hem
retroperitoneal hem de epididimal yag dokularinda denervasyona ve diyete bagli meydana
gelen adiponektin gen ekspresyonu ve serum adiponektin konsantrasyonlarindaki

degisikliklerin incelenmesi amaglanmastir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Yag Dokusu

Yag dokusu gevsek bir bag dokusudur (11). Insanlarda farkli fonksiyonlara sahip iki
tip yag dokusu vardir: beyaz ve kahverengi yag dokusu. Beyaz yag dokusu (WAT) temel
olarak enerji depolanmasi ve mobilizasyonunda bulunur. WAT viicudun g¢esitli
bolgelerinde yerlesmistir, metabolik hastaliklarla iliskili yag birikiminin artmasi ve
genislemesinde muazzam bir kapasitesi vardir. Kahverengi yag dokusu (BAT) enerji

tilketiminde 6zellesmistir, termogenik bir organdir ve yaglar1 yakarak 1s1 tiretir (12).

Yag dokusu olgun yag hiicrelerinin yaninda, stroma vaskiiler fraksiyon olarak
adlandirilan, makrofajlar, fibroblastlar, kan hiicreleri, endotel hiicreleri ve yag hiicresi
onciil hiicrelerinden meydana gelmektedir (13). Yag depolarinin normal diizeydeki ve
obezite durumundaki genislemesi yag hiicreleri sayisinin ve hacminin artmasinin bir
sonucu olarak gerceklesmektedir. [n vivo ortamda olgun yag hiicreleri béliinmedigi igin,
yag hiicreleri miktarinin artmasit ve yag hiicrelerinin rejenerasyonu yag hiicreleri

onciillerinin olgun yag hiicrelerine farklilagmasi ile gergeklesmektedir (12).

Yag dokusunun tipine gore bazi yag dokularinda bulunan hiicreler hiicre hacminin
biiyiik bir kismini olusturan tek bir yag damlasi igerirken, bazilari ise ¢ok sayida kiigiik yag
damlaciklar1 icermektedir. WAT tek ve biiyiik bir yag damlasi iceren, tek damlacikli hiicre
tipinden olusmaktadir. BAT ise tipik olarak cok damlacikli hiicrelerden olugmaktadir.
WAT ve BAT n renklerindeki farklilik ise, igerdikleri damar ve mitokondri miktarindan
kaynaklanmaktadir. BAT ayrica zengin bir damar agina sahiptir, bu 6zelligi bu dokuyu
digerlerinden ayirir. WAT 1in damarlanmasi, BAT’a gore daha azdir ancak WAT 1n her bir

hiicresi en azindan bir kapilerle baglanti kurmaktadir (14).

Insanlarda WAT, bircok organ g¢evresinde ve deri altinda genis olarak yerlesirken,
kalp, epikardium, perikardium, genis kan damarlari, biiyiik lenf nodiilleri ve beyinde
paraselliiler bolgede kiigiik depo alanlar1 seklinde bulunmaktadir. BAT ise bdbreklerin,
adrenal bezlerin, aortun c¢evresinde, kiirek kemiklerinin arasinda ve boyun iginde

bulunmaktadir (14).



4.1.1. Beyaz Yag Dokusunun Fonksiyonlari

WAT i baslica li¢ fonksiyonu vardir: serbest yag asitlerini trigliserit (TG) olarak
depolama, depolamis oldugu TG’leri gliserol ve serbest yag asitlerine katabolize etme ve son
olarak da, 6zel biyolojik fonksiyonlar1 olan adipokin adi verilen proteinleri, hormonlar1 ve

sitokinleri salgilamaktir (15).

WAT’taki TG formu yiyecek eksikligi doneminde kullanilmak {izere fazla enerjinin
depolanmis halidir. Yaglarin olusumunda TG’lerin alim1 kadar lipogenez isleminde ve fazla
enerjinin diger organlardaki hiicrelerde kullanilmasi i¢in lipoliz isleminde de gerekli lipid

formundaki seklidir (12).

WAT tan salgilanan faktorler listelendiginde, aslinda WAT metabolizmay: etkileyen
cok sayida peptidleri (hormonlari, biiytime faktdrleri ve sitokinleri), proteinleri (enzimleri,
ekstraseliiler matriks bilesenleri) ve lipidleri (yag asitleri ve tiirevli Uriinleri) lirettigi igin
endokrin organ olarak diisiinlilmesine sebep olmustur. Bu faktorlerin ¢cogu otokrin/parakrin
mekanizmalar aracilifi ile WAT arasinda lokal olarak rol oynarlar, fakat bir kismi da
beyin, iskelet kasi, karaciger, pankreas ve kalp gibi uzak dokularin fonksiyonunu
sistematik olarak etkileyerek rol oynarlar. WAT tan salgilanan leptin, adiponektin, retinol
baglayici protein-4 (RBP-4), rezistin, tiimor nekroz faktor-o (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6)
gibi molekiillerin metabolizma homeostazisi iizerine etkisi ve rolleri konusunda pek ¢ok
calisma yapilmustir. Bunlardan leptin ve adiponektin neredeyse sadece yag hiicrelerinden
salgilandig1 tanimlanan iki proteindir. Diger proteinler yag pedleri arasindan, diger

dokulardan ve hiicre tiplerinden salgilanir (16).

Buna ek olarak, farkli yag depolarin salgilama kapasiteleri arasinda hatta ayn
tirdeki bireyler arasindaki viicut dagilimi acisindan bolgesel farkliliklar oldugu
bildirilmistir (12). Genellikle WAT i anatomik yerlesime gore iki temel depoda
bulundugu diisliniiliir: derinin altina yerlesen (subkutan) yag doku ve bagirsaklarin,
bobreklerin ¢evresinde ve siganlarda gonadlarin ¢evresinde bulunan (visseral) yag doku.
Ayrica kas i¢inde ve kas g¢evresinde az miktarda bulunan yag dokusu da visseral yag
dokusuna dahil edilmektedir (15). Visseral ve subkutan yag dokusu islevsel olarak
farkliliklar gostermektedirler. Son zamanlardaki visseral ve subkutan yag dokusunu
karsilastiran nicel analizler visseral yag dokusunun subkutan yag dokusundan daha fazla

salgilama kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (16). Visseral yag dokusu hem sistemik



hem de lokal inflamatuar olaylari etkiler. Ornegin, visseral yag dokusunda, anjiotansinojen
icin genler, kompleman faktorler ve yag asidi baglayici protein 4, subkutan yag dokusuna
gore daha fazla eksprese edilir. Visseral ve subkutan yag doku, otonom sinir sistemi
tarafindan her bir yag deposu i¢in farkli motor noéronlar ile birlikte néroendokrin geri
bildirim kontrolii altinda innerve edilir (17, 18). Visseral yag dokusu subkutan yag
dokusuna gore daha fazla kan teminini saglayan zengin damar agi ve yogun sinir

innervasyonu ile karakterize edilmistir (19).

Normal agirliktaki bir insanda yag dokular1 viicut agirliginin erkeklerde %15-20’sini,
kadinlarda ise %20-25’ini olusturmaktadir Insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik
%80’1 ylizeysel ve derin subkutan yag dokusu ve kalan %20’si ise visseral yag dokusudur

(14).

Obezite durumunda fazla yag birikiminin subkutan veya visseral depolarda olup
olmamas1 obezite iligkili hastaliklarin (insiilin direnci, diyabet, kalp-damar hastaliklar

gibi) gelismesine ¢ok farkli etkiler yapar (12).
4.2. Yag Dokusu ve Sinir Sistemi

Enerji homeostazinin kontrolii i¢in sinir kokenli faktorler 6nemli bir rol oynar.
Merkezi ve otonom sinir sistemleri tiim viicut enerjisinin alim, tiikketim ve depolama gibi
farkli bilesenlerini diizenleyerek biitiin viicut enerjisinin diizenlenmesinde rol oynar.
Aslinda cesitli doku veya organlarin metabolik ve salgilama faktorleri otonom sinir
sistemleri kontrolii altindadir. Bu durumun karaciger, pankreas ve bobrekiistii bezleri igin
ve ayni zamanda kaslar i¢in de gegerli oldugunu gosteren veriler vardir (20). Ayrica yag
dokularinin metabolik ve salgilama kapasiteleri otonom sinir sistemi tarafindan kontrol
edilir. Bircok calismanin destekledigi WAT ve beyin arasinda bir yanda duyusal sinir
lifleri diger yaninda metabolitler ve hormonal sinyalleri i¢eren otonom sinir sistemi geri
bildirimi vardir. Beyaz yag dokusu ve beyin arasindaki sinirsel iliski Sekil 1’de

gosterilmistir (21).
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Sekil 1. Beyaz yag dokusu ve beyin arasindaki sinirsel iliski (Pénicaud’tan, 21)

Yapilan ¢aligmalarda WAT’1n otonom sinir sisteminin sempatik uglarindaki sinir
lifleriyle donatildigin1  gdstermistir. Bu  katekolaminerjik liflerin baslangicta kan
damarlariyla yakin ilisgkide oldugu bunun da WAT’taki kan akimima sempatik sinir
sisteminin dahil olmasmma neden oldugu bildirilmistir. Daha sonraki arastirmalarda
sempatik uclarin birgok yerinden “en passant” tipte norepinefrin salgilanmasina izin

verildigi gortilmiistiir (21).

Sempatik sinir sisteminin asil ndrotransmitteri norepinefrindir ancak noéropeptid Y
gibi ndrotransmitterleri de icerir ve salgilar. Yag hiicreleri de farkli reseptdr alt tiplerini

aktiflestirerek lipolizi kontrol ederler (21).

Lipolitik yolaklar temel olarak trigliserit lipaz, hormon duyarl lipaz ve perilipin A

molekiillerinin kontrolii altindadir (21). Lipolizin en genel ve gii¢lii inhibitorii pankreas 3



hiicrelerinden {iretilen insiilindir. Insiilin cAMP’yi hidrolizleyen ve PKA aktivitesini
azaltan fosfodiesteraz 3B aktivasyonu vasitasiyla lipolizi inhibe etmektedir. Insiilin
konsantrasyonu yemek sonrasi artar ve insiilin indiiklii lipoliz inhibisyonu insanlarda yag
hiicrelerini artirir (22). Bu diizenleme yemek sonrasinda insiilinin substrat alimi ve
depolamasinin yaninda yag hiicrelerindeki trigliseritlerin hidrolizini de sinirlandirdigr i¢in
onemlidir. ilging sekilde insiilinin antilipolitik etkisi visseral yag dokusundan ¢ok insiilin
reseptor substrat-1 iligkili fosfotidilinositol 3-kinaz yolu vasitasiyla insiilinin
otofosforilasyon ve sinyal iletimi arttigindan dolay1 subkutan yag dokusunda daha fazladir

(14).

Ayrica katekolaminler ve 6zellikle norepinefrin (NE) lipolizin kontroliinde bulunan
baslica hormonlardir. Buna ragmen, insiilinin antilipolitik etkisi daha baskindir ve bu
yiizden katekolaminler insiilin seviyesi diisiik oldugu zaman etkilerini gdsterebilirler.
Sonug olarak sempatik sinir sistemi yag doku lipolizi i¢in temel tetikleyicidir. Lipoliz
tizerine etkilerinin iyi bilinmesinden baska, SNS anabolik yollarin diizenlenmesinde de bir
rol oynar. Dolayisiyla, sempatik sinirlerin uyarilmasinin WAT ta glukoz alimi, tiiketimi ve
lipogenez lizerine temel etkisi olmadig1 gosterilmistir. Oysaki, parasempatik sinir sistemi
(PNS) innervasyonunun WAT’ta insiilin duyarliligini arttirdigini gésteren kanitlar vardir.
Beyaz yag dokusunun parasempatik sistemi tarafindan uyarilmas: oldukca tartigmali ve

stipheli bir konu olarak kalmistir (20-23).

Pek cok doku ve organ hem SNS hem de PNS tarafindan innerve edilir. Uzun bir
stiredir, WAT larin parasempatik sinirleri icermedigi diisiiniilmiistlir. Son ndroanatomikal
calismalar, sicanlarda WAT’ta parasempatik innervasyon oldugunu gdstermistir.
Vagatominin insiilin-bagimli glukoz ve serbest yag asiti alimini azalttigin1 géstermesinden
beri parasempatik innlervasyonunun fizyolojik bir rolii oldugu diisiiniilmiistiir. PNS’nin bu
rolii ayrica beyaz yag hiicrelerinde fonksiyonel nikotinik reseptdrlerin varliginin ve ayni
zamanda nikotin uyarist altinda bu hiicrelerin artmis bir insiilin duyarlilig1 gostermesiyle

de agiklanabilir. Buna ragmen, WAT’in PNS innervasyonu olduk¢a tartigsmalidir (21).

4.2.1. Yag Dokusu innervasyonu ve Denervasyonu

Yag kiitlesi yag hiicrelerinin hacim ve miktarinin diizenlenmesi gibi iki prosesin
sonucu olusur. Aslinda otonom sinir sistemi ilk olarak enerji depolanmasi ve yikiminin

diizenlenmesinde bulunur. SNS’nin beyaz yag hiicrelerinin apopitozunda, ¢ogalmanin,



farklilasmanin ve daha az bir genislemenin kontroliinde bulundugunu gosteren bir¢ok
calisma vardir. Sempatik aktivasyon ile WAT i gelisimi inhibe olabilmektedir (20).
WAT’ta B-adrenerjik reseptorler lipoliz uyarict etki gosterirken, a-2 adrenerjik reseptorler
lipolizi inhibe edici etki gostererek yag hiicrelerinin lipolitik aktivitesini belirlerler. Genel
bir B-adrenoreseptdr bloklayicist olan propranolol ile dnciil yag hiicrelerinin muamele
edilmesi, genellikle poliferasyonun NE inhibisyonunu engeller. Bu veriler beyaz yag
hiicresi proliferasyonunun kontroliinde sempatik sinirlerden salgilanan NE’nin rolii oldugu

kanitlarim1 destekler niteliktedir (24).

Yag dokusu genel bir tanim olarak kullanilmasina ragmen, yag pedleri kdkeninden,
anatomik oOzelliklerinden ve fonksiyonlar1 agisindan oldukca farklidir. Aslinda yag
depolarinin ndrotransmitter reseptorlerinin hem otonom innervasyonu (fiber yogunlugu
veya alt-lokasyonu) hem de sayis1 ve afinitesi heterojendir. Ilk olarak inguinal ve
epididimal pedlerin nispeten ayrilmis bir sempatik innervasyonu vardir. Sempatik
sinirlerde bu periferal viserotrofik ayrima ek olarak, viserotrofik spinal kord veya beyin
arasinda merkezi olarak bulunabilir. Ayrica, innervasyonun bu heterojenitesi beslenme
duruma gore degisebilir. ikinci olarak, SNS’nin aktivitesinin bir indeksi olarak NE
turnover sayisi alinir ve 6zel yapinin uyarilima bagli olabilecegi tasvir edilir. Tiim bunlarla
beraber, bu son veriler subkutan yag pedleriyle karsilastirildiginda visseral yag pedlerinde
daha yiiksek bir lipoliz oldugunu gostermektedir. Uciincii olarak, bu reseptdrlerin tiiriine,
cinsiyete ve yag depolarina bagl olan farkli alt siniflarinin dagilimlar ile desteklenir.
Boylece, kadinlarda Ornegin, a, ve B; ve Pp-adrenereseptdrlerinin sayisinin omental,
abdominal ve femoral yag dokular1 arasinda epinefrin veya norepinefrine lipolitik bir

cevabin sonucu olarak cesitlendigi gosterilmistir (21).

Otonom sinir sisteminin yag dokusu iizerindeki etkilerini incelemek ig¢in sinir
liflerinin devre dis1 birakildig1 denervasyon deneyleri kullanilmaktadir. /n vivo ortamda
beyaz yag dokusunun cerrahi veya farmakolojik olarak sican ve Sibirya hamsterlerindeki
denervasyonu, onciil yag hiicrelerinin ve yag hiicrelerinin sayisinin 6nemli miktarda
artmasmi tetikler. Yapilan ilk c¢alisma tek tarafli retroperitoneal yag pedinin
denervasyonundan bir hafta sonra olgun yag hiicrelerin miktarinda bir degisim olmaksizin
DNA iceriginin bilyiik oranda arttigin1 gdstermistir. ilaveten, beyaz yag hiicrelerinin
farklilasmasinin erken bir belirteci olan insan tip IV kollajen 2 zinciri (A2COLg) geninin

miktar1 denerve edilmis pedlerde yiikselmistir. Bir ay sonra, olgun yag hiicrelerinin miktari
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denerve edilmis pedlerde 6nemli 6l¢iide artmistir. Denerve edilmis yag pedlerine gore,
sonuglar her zaman ayn1 olmayabilir, bu da WAT pedlerinin heterojenitesinin temel olarak
innervasyona bagli oldugu diisiincesini kuvvetlendirir. Heterojen yapiyi, beyaz yag
dokusundaki onciil yag hiicrelerinin sayisi, beyaz yag hiicrelerinin boyutu veya kahverengi
yag hiicreleri olusturur. Biitiin bunlar, in vivo ortamda SNS innervasyonunun yag hiicresi

gelisiminin modiilatorii olarak hareket ettigini gostermektedir (21).
4.2.2. Otonom Sinir Sisteminin Beyaz Yag Dokusunun Salgilar1 Uzerine Etkisi

Beyaz yag dokusunun yag depolama ve enerji salinimi fonksiyonlarinin haricinde bir
endokrin organ oldugu bir gercektir. Ayrica leptin, adiponektin, inflamasyon ve
bagisiklikta yer alan proteinler gibi bir¢ok faktorleri sentezleyerek ve salgilayarak diger
fizyolojik fonksiyonlarinin bir kismim1 gergeklestirir. Bu bilesiklerin  bazilarinin
salgilanmas1 ve sentezi katekolaminlerin araciligi ile SNS’nin bir rol oynadigi birgok
faktorlerin kontrolii altindadir. Muhtemelen leptin bunlar arasinda iizerinde en ¢ok ¢aligsma
yapilandir. B-adrenoreseptorlerin uyarilmasinin leptin salinimini azalttigin1 gosteren birgok
calisma vardir. Ayrica adiponektin de [P-adrenoreseptorler tarafindan negatif olarak
diizenlenir. Aksine, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin salgilanmasi B-adrenerjik uyarilar
altinda artar. Tiim bu veriler, B-adrenoreseptor aktivasyonu ile proinflamasyon sitokinlerin
artmasimin ve adiponektinin azalmasinin katekolamin—indiiklii inslilin direncinin

patogenezine katki saglayabilecegini gostermektedir (21).

Caligmalarda B-adrenoreseptor agonistlerinin Gs protein bagimli PKA bagimli yolun
aktivasyonu araciligryla WAT ve 3T3-L1 yag hiicrelerinde adiponektin gen ekspresyonunu
azalttigin1 gosterilmistir. Son donemde yapilan c¢alismalar, katekolaminlerin insulin
duyarlhiligin1 harap ettigini ve sempatik sinir sisteminin aktivitesinin artmasiyla insulin
direncine sebep oldugunu kanitlamaktadir. Adiponektinin insulin duyarlastiric1 etkisi tam
olarak bilinememesine ragmen Yamauchi ve arkadaslar1 adiponektin tedavisinden sonra
kaslarda yag asiti transferi, yanma ve enerji kaybinin arttigini gostermistir. Bu siireg
kaslarda trigliserit konsantrasyonunun ve serumda serbest yag asitlerinin azalmasina neden
olur. Bu degisiklerin sonunda kaslarda insulin sinyalizasyonu artar. Bu veriler adiponektin
seviyesinin azalmasi ile serum serbest yag asitlerini artirabilir ve insulin duyarli dokularda
insulin sinyalleri harap olabilir.ilging sekilde katekolaminlerin neden oldugu insulin

direncinde de her iki etki gozlenebilmistir. Yapilan bir¢ok calismada [ adrenerjik
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uyarilarin serum serbest yag asitleri konsantrasyonunun artmasina neden oldugu ve insulin
reseptOr substratlart gibi insulin hareketi i¢in gerekli sinyal molekiillerini inhibe ettigini
gostermistir. Oyle goriililyor ki, adiponektin ekspresyonunun azalmasi serbest yag asitleri
seviyesinin artmasma katki saglar ve kronik katekolamin tedavi sonrasinda insulin
sinyalleri bozulmasi1 miimkiindiir. Fakat  adrenerjik aktivasyonun lipoliz ve insulin sinyal

molekiilleri tizerine dogrudan etki gdstermesinden daha ¢ok katkiya benzemektedir (25).
4.3. Obezite ve Metabolik etkileri

Obezite temel bir halk sagligi problemidir ve obeziteye bagli 6liimler tip 2 diyabet,
ateroskleroz gibi metabolik disfonksiyon sonucu meydana gelir. Kronik patolojinin
gelismesi ile beyaz yag dokusunun kronik inflamasyonu arasinda kuvvetli bir iligki vardir
WAT’taki hipertrofik yag hiicreleri, depolanan fazla enerjinin verimli sekilde
kullanilmasini azaltir, bu da yag dokusu disfonksiyonu, dislipidemisi ve insiilin direncine
sebep olur (26, 27). Yag depolarindaki artmis doku inflamasyonu yag hiicrelerinden
sitokinlerin, kemokinlerin ve proinflamatuar doymus yag asitlerinin salinimina neden olur,
monositleri M1-polarize makrofajlara dontstiiriir. Boylece yag doku yataklar1 arasindaki
cevrede inflamasyon artar. Aktive makrofajlar tarafindan iiretilen proinflamatuar faktorler
yag hiicrelerinde karsilikli olarak hareket ederler, bdylece yag dokusundaki doku
inflamasyonu ve disfonksiyonu devam eder (28). Obezite siklikla adipokin salgilanmasinda
disregiilasyona neden olur (29, 30). Adipokinler a¢ligin ve toklugun, yag dagiliminin,
insiilin duyarliliginin ve insiilin salgilanmasinin, enerji tiikketiminin, inflamasyonun, kan
basincinin, homeostazinin ve endotelyal fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadig1 i¢in, adipokinler obezitenin ve obezite ile ilgili hastaliklarin gelecekteki tedavisi

i¢in umut verici bir adaydir (30, 31).

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 (32).
4.3.1. Obezite ve Metabolik Hastaliklarda Adipokinlerin Rolii

Yag dokusu yag asitlerini, diger lipidleri ve metabolitleri salgilamasinin yani sira,
600’den fazla biyoaktif faktorleri (adipokinleri) salgilar (33). Yag doku seviyesinde,
adipokinler adipogenezin, yag dokuya immdiin hiicre gociinii, yag hiicresi metabolizmasi ve

fonksiyonunun diizenlenmesine katki saglar (30, 34, 35). Biitiin viicut seviyesinde,
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adipokinler beyin, karaciger, kas, damar diizeni, kalp ve pankreatik B-hiicrelerini igeren

hedef organlarda farkli biyolojik siirecleri ayarlar ve diizenler (34).

Adipokin salgi durumu yag doku fonksiyonunu yansitir ve obezitenin metabolik ve
kardiyovaskiiler ek hastaliklarin1 olusturan bireysel risklerin belirlenmesinde 6nemli
goriilmektedir. Yag doku inflamasyonu ve disfonksiyonu gelistiginde, adipokin
salgilanmas1 diyabetojenik, proinflamatuar ve aterojenik duruma dogru onemli 6l¢iide

degisir (30, 36).

Hipertrofik yag dokuda adipokin iiretimi bozulur bu da obezite ile iligkli inflamasyon
ile sonuglanir (37). Ornegin, adiponektinin dolasimdaki seviyesi obez kisilerde ve obez
yapilmis deneysel hayvanlarda stirekli olarak azalir. Adiponektinin diyabet, dislipidemi ve
ateroskleroz durumlarinda koruyucu bir rol oynadig1 ve obez kisilerde, C-reaktif protein
(CRP) ve TNF-a gibi sitokinleri igeren dolasimdaki inflamatuar belirteglerle plazma
adiponektin konsantrasyonunun ters iligkili oldugu bildirilmistir (38-41). Bu bulgular
dogrultusunda, adiponektinin dogrudan anti-inflamatuar aktivitesi gdsterilmistir.
Adiponektin makrofajlarin kopiik hiicrelere doniisiimiinii inhibe eder ve makrofaj go¢iinii
ve kemokin iretimini azaltir (40-42). Adiponektin ayrica bir anti-inflamatuar M2
fenotipine karsit makrofaj tipini uyarir ve toll benzeri reseptor (TLR) sinyaline karsi

makrofojlar1 duyarsizlastirir (43, 44).
4.4. Adiponektin

Adiponektin 1995 yilinda kesfedilen ve uzun bir siiredir ¢ok yaygin bir sekilde
caligilan yag hiicresi tiirevli sekretuvar bir proteindir. /n vitro olarak doku kiiltiirii
sistemlerinde ve in vivo olarak kemirgen modellerinin genetik uygulamasiyla karakterize
edilmistir. Ayrica klinik calismalarda bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmistir (45). Bu
protein baglangicta Acrp30 olarak biliniyordu, fakat yaygin ismi olan adiponektin iizerine
bir konsensiis saglanincaya kadar adipoQ, apM1 and GBP28 gibi isimler de kullanilmistir
(46, 47). Cok farkli fonksiyonlara sahip olmasi bu adipokine katki saglamistir. Bu
molekiiliin hiicresel ve sistemik fizyolojide pek ¢ok roliiniin oldugu bilinmesine ragmen,
literatiirde adiponektinin genellikle birgok farkli hiicre tipi ilizerinde insiilin duyarliligs,
anti-inflamatuar ve anti-apoptotik olaylar1 olusturdugu ortak bir goriistiir (45). Bu durum

Sekil 2°de belirtilmistir.
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Enerji titketiminde merkezi etkiler
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Sekil 2. Adiponektinin periferal dokularda insiilin duyarlilig1 ve metabolizma {izerindeki
temel mekanizmasi (Turer’den, 45)

Adiponektinin bu faydali metabolik etkileri gdstermesi adipokinler igerisinde yag
hiicresi kokenli sekratuvar molekiilleriyle iliskilendirildiginde onu en sasirtict ve oldukca
nadir adipokin yapmaktadir. Bu olagandis1 6zelliklere sahip olmasma ragmen, yag
hiicrelerinden salgilanan adiponektin olumsuz metabolik sartlar altinda genellikle

downregiile olur bu da plazmadaki seviyesinde azalmayla sonuglanir (45).
4.4.1. Adiponektinin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Insanlarda adiponektin geni kromozom 3q27’de lokalize ve 244 aminoasitten
olusmustur (48). Adiponektin globiiler bir C- terminal domaini ve kollajen6z N-terminal
domainden olusan 30 kDa agirligina sahip bir proteindir (49). Kollajen domaini,
adiponektinin salgilanmadan once trimer, hekzamer ve yiiksek molekiil agirlikli
kompleksler olusturmasina imkan saglar. Sistein rezidiileri kollajenéz bolgede yiiksek
molekiil agirlikli komplekslerin olusmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bu yapilar
proteinin biyolojik olarak en aktif formlarmi temsil eder (50-52). Globiiler form
adiponektinin dolasimdaki halinin % 1°lik kismini olusturur ve biyolojik fonksiyonlari
gergeklestiren kisim olan multimerik formlart mekanizmasi daha énemlidir. In vitro ve in

vivo calismalarda total adiponektinden ¢cok HMW biyolojik aktif formu metabolik ve
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kardiyovaskiiler hastaliklarin  Onlenmesi i¢in antiaterojenik, antiinflamutuar ve

antidiyabetik etkiyi gosterebilir (3). Adiponektinin sentez ve etkilesimleri Sekil 3’te

gosterilmistir.
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Sekil 3. Adiponektin sentezi ve etkilesimleri (Caselli’den, 3)

Adiponektin molekiilleri yag dokusu hiicreleri tarafindan iiretilir, sonra post-
translasyonel modifikasyonlarla adiponektinin globuler, trimer (LMW), hekzamer (MMW)
ve ylksek molekiil agirlikli (HMW) izoformlar1 halinde periferal dolasima salgilanir.
Adiponektin mekanizmasi harekete gecer. Kas ve karaciger gibi hedef dokularda AdipoR1
ve AdipoR2 reseptorlerine baglanir (3). AdipoR1 reseptorii globiiler adiponektin icin

yiiksek afinitelidir ve trimer, hekzamer ve multimer formlarina karsi ¢ok diisiik afiniteli
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reseptordiir. AdipoR2 reseptoril ise globiiler ve diger formlarina kars1 orta derecede afinite

gosteren reseptordiir (53, 54).

Adiponektin  metabolik  fonksiyonlarmin  pek c¢ogunu AMPK araciligiyla
gergeklestirir. Adiponektin AMPK fosforilasyonunu ve aktivitesini kasta ve karacigerde in
vivo ve in vitro olarak uyarir. Kasta, AMPK’nin aktivasyonu yag asidi oksidasyonu ve
glukoz transportu iizerine adiponektinin etki edebilmesi i¢in gereklidir ve artmig AMP
seviyeleri ile iligkilidir.  Karacigerde, #AMPK aktivasyonu fosfoenolpiruvat
karboksikinaz’in, glukoz 6 fosfataz’in ekspresyonunun ve hepatik glukoz iiretiminin
inhibisyonuna etki etmesi icin gereklidir. Ayrica karacigerde AMPK’y1 aktive etmek i¢in
adiponektinin etkisini bir dominant-negatif AMPK kullanarak bloklama adiponektinin
glukoz diisiiriici etkisini ortadan kaldirir (55). Biyolojik etkisi bilinmemesine ragmen
adiponektin izole edilmis adipositlerde AMPK’y1 aktive eder. Bu nedenle, AMPK yolagi

adiponektinin metabolik ve insulin duyarlastirict fonksiyonlari i¢in 6nemlidir (56).
4.4.2. Adiponektinin Reseptorleri

Adiponektin fizyolojik faaliyetleri adiponektin reseptorleri 1 ve 2 (AdipoR1 ve
AdipoR2) gibi pek cok reseptorler vasitasiyla gerceklesir (57). Bu reseptorlerin yedi
transmembran bolgeden olustugu fakat bunlarin 6zellikle de zit polariteye sahip olduklar
icin G-protein—coupled reseptorlerden fonksiyon olarak farkli oldugu tahmin edilmektedir.
Tekli ve ikili reseptor genleri nakavt edilmis farelerin adiponektin reseptorleri igin
reseptOrler arasinda dnemli farkliliklar oldugu one siiriilmiistiir (58). Her iki reseptorde
0zellikle monosit ve makrofajlarda her zaman sentezlenir (59-61). AdipoR1 cogunlukla
iskelet kaslarinda sentezlenir (59) fakat ayrica endotel hiicreler, kardiyomiyositler ve
pankreatik-f3 hiicrelerde de eksprese edilir (62, 63). AdipoR2 ise ¢cogunlukla karacigerde
eksprese edilir (58) ve kismen de endotelyal hiicreler (61) ve kardiyomiyositlerde (64)
ekspreslenir. Kas ve yag dokusunda hiperglisemik hiperinsiilinemik durumlarda ise her iki

reseptoriin ekpsresyonu da anlamli miktarda azalir (65).

Adiponektin reseptorlerine ek olarak bir glikozil-fosfotidilinositol (GPI) olan T-
cadherin de adiponektin i¢in potansiyel bir reseptor olarak diisiinilmektedir (66). Bu
reseptOr kas ve karacigerde etkin sekilde sentezlenmez fakat vaskiiler endotel ve diiz kas

hiicrelerinde ekpreslenir (65). Adiponektine baglanmasina ragmen, intraseliiler sinyal
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domaini olmadigi i¢in tek basmna bir sinyal reseptorii degildir. Yine de, T-cadherin

adiponektininkardiyoprotektif 6zelliklerini uygulayabilmesi i¢in gereklidir (66).

AdipoR1 ve AdipoR2 adiponektinin 6nde gelen metabolik etkilerini APPL1 (adaptor
protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing 1)
vasitasiyla diizenler. APPLI1 insiilin sinyal molekiilleriyle etkileserek adiponektin ve
kandaki insiilin bulunusu arasinda bir molekiiler bagi gosterir. Yapilan ¢alisma ile
adiponektin reseptorlerinin karacigerde peroksizom proliferator aktive edilmis reseptor alfa
(PPAR-a) sinyal yolu ve AMPK ile siki iligkili olugu agikg¢a gosterilmistir. AMPK, PPAR-
a ve p38 mitojen aktive edilmis protein kinaz (MAPK) sinyal yollar1 adiponektinin
molekiiler sinyalini saglarlar (65). Insiilin duyarhiliginda iyilesmeye aracilik eden
adiponektin reseptdrii heniiz belirlenememistir (67). Ayrica, bazi hiicre tiplerinde, adaptor
protein APPL1 adiponektin reseptorleriyle etkileserek adiponektin sinyalinde bir azalmaya

neden olur (68).
4.4.3. Adiponektinin Salgilanmasi

Adiponektin baglica beyaz yag dokusundan ve Ozellikle olgun yag hiicrelerinde
uretilir. Ayrica epikardiyal yag dokusu adiponektin ekpresler. Adiponektinin plazma
seviyesi toplam viicut yagindan c¢ok visseral yag miktariyla yakin iliskilir. Bu durum
Ozellikle visseral obezite, metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarla yakin iligkide
oldugunu gosterir. Karaciger, kardiyomiyositler, kalin bagirsak, tiikriik bezleri, plasenta ve

hipofiz bezinde ise diisiik seviyelerde eksprese edilmektedir (61).

Adiponektin plazma proteinlerinin yaklasik %0.01-0.05’ini olusturur, bu yiizden bir
plazma faktoriidiir. Adiponektin ¢ok kararli bir proteindir, dolasimdayken minimal yikim
gosterir, fakat siirpriz bir sekilde bulundugu formuna ve sartlara bagli olarak yaklasik 45-
75 dakikalik bir yarilanma 0mrii vardir (69). Dolasimdaki adiponektinin temizlenmesinin
primer bolgesi karacigerdir, fakat 6zellikle pankreatik (3 hiicreleri, kalp ve bobrek gibi bazi
hiicre tipleri de adiponektini kuvvetlice baglar (70). Adiponektin yag dokusundan
salgilanmasina ragmen, dolasimdaki seviyesi visseral yag hiicrelerinin sayisinin artmasiyla
celiskili bicimde azalir (71, 72). Buna ragmen, alt ekstremitenin ve govdeye ait
yaglanmanin yiiksek derecesi daha yiliksek adiponektin konsantrasyonuyla iliskilidir. Bu
ylizden, yag depolarimin yerlesimi, farklt bir sekilde dolasimdaki adiponektin

konsantrasyonunu etkiler. Farkli etnik gruplar arasinda adiponektin seviyelerinde
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farkliliklar varken, govdesel ve alt ekstremite yaglanmasinin artmasi ve yiiksek
adiponektin seviyesi (ve yliksek insiilin duyarlilifl) arasindaki iliskinin korundugu

konusunda bir yonelim vardir (73).

18



5. GEREC ve YONTEM

5.1. GEREC

5.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve {iretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Uretici firma

Amonyum siilfat (NH4),SO,
Asetik asit (CH;COOH)

Bakar II kloriir (CuCl,)

Coomassie Brillant Blue G-250
Dietil prikarbonat (DEPC)

Etanol (C,Hs;OH)

Etidyum bromiir (C,;H,,BrN3)
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)
Fosforik Asit (H;PO,)

Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroklorik asit (HCI)

Izopropil alkol (C;H;OH)
Kloroform

Ksantin

Ksantin oksidaz

Nitro blue tetrazolium (NBT)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
Potasyum kloriir (KCI)

Sican yemi

Sigir Serum Albumin (BSA)
Sodyum bifosfat (Na,HPO, 2H,0)
Sodyum bikarbonat (NaHCO3)
Sodyum karbonat (Na,COj3 )
Sodyum kloriir (NACI)

Siilfiirik asit (H,SOy4)
Tiyobarbitiirik asit (TBA)
Tris-HCI

Triton X-100

Merck
Merck
Lancaster
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Carlo Erbo Reagent
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Research diet
Merck
AppliChem
Merck
Lancaster
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
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5.1.2. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeleri lretici

firmalari ile birlikte Tablo2’de listelenmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanmilan Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma

Etiiv Gallenkamp

Vorteks Niive, NM 110

ELISA pleyti Bioscience

Real Time PCR Cihaz Roche Light Cycler 480 11
Santrifiij Eppendorf

Magnetik karistirict Ikamag RH

Otomatik pipet,10-100 pL Eppendorf Research
Otomatik pipet,100-1000 pL Eppendorf Research
Otomatik pipet,1-5 mL Eppendorf Research
Mikrodalga firm Altus ALMD 171

pH metre Hanna Instruments

El homojenizatorii OMNI-Tissue Master 125
Saf su cihazi Aquatron 4 AD

Hassas analitik terazi Metler Toledo AB 204-S
Deney tiipleri SH&GLASS

Mikropleyt okuyucu VERSA max

Sogutmali santrifiyj Allegra 64R Centrifuge
Steril DNAaz, RNAaz free pipet uglari Greiner

Thermocycler PE Biosystem
Calkalayict Niive SL 35

Nanodrop Thermo

ELISA yikayicist Biotek

Derin dondurucu Thermo -86 °C

5.1.3. Kullanilan Hayvanlar

Calismamizda TUBITAK tarafindan desteklenen 114S147 nolu projede kullanilan
hayvanlardan alinan Ornekler kullanilmistir. Yine aymi projeden {iretilen ve Taghi
AHMADI RENDI'nin vyiiksek lisans tezinde bulunan ve bu tez calismasinda da
faydalanilacak veriler kaynak belirtilerek kullanilmistir (74). Projede KTU Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilen Sprague-Dawley 1rki 32 adet

erkek 3-5 haftalik 100-150 g agirliginda siganlar kullanildi. Yapilan deneylerin tiimii
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Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2013/29 protokol
(Ek 1. Etik Kurul Onay1 ) numarali etik kurulu onayi ile yapildi.

5.1.4. Kullanilan Ticari Kitler

Calismada kullanilan kitler ve tiretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kitler ve uiretici firmalar

Kullanilan kitler Uretici firma

Rat Adiponectin ELISA kiti Sun Red - Cat. n0201-11-0759
Rat NE ELISA kiti Sun Red - Cat. no 201-11-0515
Rat insulin ELISA kiti SPI bio - Cat. no A05105

TRI pure RNA izolasyon kiti Roche - Cat. no 11667165001
Transcriptor First Strand cDNA synthesis kiti Roche - Cat. no 04896866001
DNA Master SYBR Green | Roche - Cat. no 12239264001

5.2. Yontem

Calismamizda kullanilan sicanlar, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Caligma baglamadan
once, deney hayvanlar1 ayni1 yerde deneyler icin viicut agirliklarina gore dengeli bir sekilde
ayarlanarak 4 farkli grup olusturuldu ve 24 saatlik adaptasyon siiresince standart yem ile
beslendi. Calismada kullanilan tiim yemler (D12450J ve D12492) Research Diyet’ten satin

alindi.

5.2.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlar standart sican yemi (D12450]) 24 saat siireyle beslendi. Yem ve su ad
libitum olarak verildi. Adaptasyon siiresi bittikten sonra siganlar rastgele her grupta 8 adet

sigan olacak sekilde 4 gruba ayrildi ve tartim islemleri gergeklestirildi.

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

II. Grup: Sadece batinlar1 acilip dikildi ve yiliksek yag icerikli sican yemi ile
beslendi (YD-).
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III. Grup: Retroperitoneal yag dokusu iki tarafli denerve edildi ve standart sigan

yemi ile beslendi (SD+).

IV. Grup: Sadece batinlar1 acilip dikildi ve standart sican yemi ile beslemeye devam

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

Biitiin hayvanlara batin kapatilmadan 6nce tek doz penisilin seyreltilerek batin igi
uygulandi. Toplam 70 giinlik beslenme periyodunun sonunda, si¢anlarin tartimi
gerceklestirildi ve 12 saatlik yemsiz bir periyod gecirdikten sonra sabah saatlerinde
dekapitasyon ile kanlar1 alinarak sakrifiye edildi. Kanlarin santrifiijlenmesiyle elde edilen
serumlar ependorflara konularak -20°C’de saklandi. Sicanlar kan alindiktan sonra batindan
acilip her iki tarafta olan retroperitoneal yag dokusunun timii ve epididimalin bir kismi
cikarilip hemen DNAaz, RNAaz icermeyen steril ependorflara konularak 6l¢iim yapilana

kadar -80°C’de saklandi.

Beslenme periyodunda kullanilan D12492 ve D12450J yemlerinin igerigi Tablo 4’te

ve Tablo 5’de sunulmustur.

Tablo 4. Yiiksek yag icerikli sican 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 S. Standart sican 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
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5.3. Serumda Glukoz ve Trigliserit Ol¢iimii

Serum numunelerin aglik glukoz ve TG seviyeleri Karadeniz Teknik Universitesi
(KTU) Farabi Hastanesi rutin tibbi biyokimya laboratuvarinda Roche Hitachi Cobas 8000

oto analizorlinde Olgiilmiistiir.

5.4. Serumda Adiponektin Ol¢iimii

Serum adiponektin 6l¢iimiinde SunRed firmasimin 201-11-0759 katalog nolu sigan
adiponektin ELISA kiti kullanilmistir. Serumda adiponektin 6l¢iimii kit protokoliine uygun
sekilde yapilmistir. Elde edilen standart grafigi Sekil 4’de gosterilmistir.

y =0,5137In(x) - 0,6235
R2=0,9767

Absorbans(450 nm)
(=)
(o))

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4. Adiponektin standart grafigi

5.5. Serumda Insiilin Ol¢iimii

Serum insiilin dl¢limiinde Rat insiilin ELISA kiti (katalog noA05105, SPI Bio)
kullanildi. Serumda insiilin 6l¢iimii kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Elde edilen

standart grafigi Sekil 5’te gosterilmistir.
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Sekil 5. Insiilin standart grafigi (405 nm) (Ahmadi Rendi’den, 73)

5.6. Dokuda Norepinefrin (NE) Ol¢iimii

5.6.1. Norepinefrin Olciimiinde Kullanilan PBS Cézeltisinin Hazirlanmasi

PBS (Fosfat Tamponu), 10 mM, pH 7.4:

8.02 g Na(l, 0.18 g KCl, 0.863 g Na,HPOy, 0.471 g NaH,PO, tartilarak 900 mL saf
suda ¢oziildi. pH’st 1M NaOH ile 7.4’¢ ayarlanarak saf su ile son hacim 1L’ye

tamamlandi.

5.6.2. Homojenizasyon Asamasi

Yag dokusunun yaklasik 150 mg’lik kismi ependorfta olan 500 pL soguk
homojenizasyon ¢ozeltisi (PBS) i¢cine konuldu. Biitiin 6rnekler ayn1 zamanda s1v1 azot’ta (-
196 °C) yaklasik 45 saniye donduruldu, ardindan 2- 8 °C’de ¢6ziindiikten sonra tekrar 500
pL PBS eklenerek her numune el homojenizatorii ile 6000 rpm’de 30 saniye homojenize

edildi. Daha sonra 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi, siipernatani ayirarak alt faz

kullanildi.
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Denervasyon markorii olarak kullanilan NE, retroperitoneal yag dokusu
numunelerinde Rat norepinefrin enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kkiti
(katalog no 201-11-0515, Sun Red) ile 6lgiildii. Dokuda NE 6l¢iimii kit protokoliine uygun
sekilde yapildi. Elde edilen standart grafigi Sekil 6’da gosterilmistir.

1.4 -

y =0.0957x + 0.044
R?=10.999

Absorbans (450 nm)

O T T 1
0 5 10 15

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 6. Norepinefrin standart grafigi (Ahmadi Rendi’den, 73)

5.7. Yag Dokularindan Total RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu TRIpure total RNA izolasyon kiti (Katalog no: 11667165001,
Roche) kullanilarak yapildi. Kit prosediirii modifiye edilerek sirasiyla asagidaki islemler
yapildi:

1. 140-160 mg arasinda tartilan yag dokularmin RNAaz ve DNAaz’siz
ependorflarma konulduktan sonra iizerine 0.8 mL denatiirasyon ¢dzeltisi (TRIpure Roche)

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 santrifiij edildi.

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

ayini tliplin dibine dokunmadan ortadaki faz yeni bir tiipe alinda.
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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 santrifiij edildi.

9. Olusan iki fazin {ist kism1 yeni bir tiipe aktarild1 ve lizerine esit miktarda izopropil

alkol ilave edildi (alt faz atildi).
10. 10 dk 25°C’de inkiibe edildi.
11. 12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.
12. Siipernatan tamamen atildu.
13. 0.5 mL %75’lik etanol ilave edildi.
14. 7500 g’de 5 dk +4 °C’de santrifiij edildi.
15. Siipernatan tamamen atildu.
16. Ependorflar kapaklar1 a¢ik olarak oda sicakliginda kurutuldu.

17. Tiplerin i¢inde kalmis olan RNA’larin {izerine 50 pL RNAaz’s1z su (DEPC’li su)
eklendi ve 10 dk 55 °C’de termomikserde inkiibe edildi.

Elde edilen RNA ornekleri DEPC’li suda seyreltilerek 260/280 nm’de
konsantrasyonlari ve absorbans oranlari nanodrop kullanilarak belirlendi (Elde edilen
RNA’nin saflig1 260/280 absorbans oranina baghdir ve iyi bir RNA izolasyonu i¢in bu
oranin 1.6-1.9 arasinda olmas1 gerekir). Daha sonra Reverse Transkriptaz 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
i¢cin kalip olarak kullanildi. Bu amagla ticari cDNA sentez kiti (Transcriptor First Strand
cDNA synthesis kit, katalog no04896866001, Roche) kullanildi. Kit prosediiriine uygun
olarak cDNA sentez islemi yapildi. Elde edilen cDNA o6rnekleri RT-PCR yapilmak i¢in
kullanildi.
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5.9.RT- PCR

RT-PCR’da olusan iiriin miktar1 reaksiyon boyunca olusan {iriin miktarlariyla orantil
olarak artan floresans boyanin verdigi sinyalin izlenmesiyle belirlenir. RT- PCR’da ilgili
genlerin ekspresyonlarini belirlemek i¢cin SYBR Green boyasi kullanildi. RT-PCR islemi
Roche Light Cycler 480 II marka cihazda (Roche, Germany) DNA master SYBR green I
gRT-PCR kiti (katalog no 12239264001, Roche) prosediirii dogrultusunda yapildi.

Sonuglarin hesaplanmasinda her bir 6rnegin hedef genin Cp degerinin (Adiponektin)
o Ornegin referans geninin (GAPDH) Cp degerine 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 Ad1 Primer dizisi

Ileri primer 5’-TCA TTC CTG TCT GTA CGA GTG C-3’
Adiponektin

Geri primer 5’-CAT CCA ACC TGC ACA AGT TTC-3’

lleri primer 5’-ACA TGG TGA AGG CCG GTG T-3

GAPDH
Geri primer 5’-CAT TCT CAG CCT TGA CTG TGC-3’

5.9.1. Real Time PCR Protokolii

1- Amplifikasyonun (Biiyiitme) baslangicinda, reaksiyon karisimi denatiire cDNA’y1,

primerleri ve SYBR Green boyasini igerir.

2- Primerlerin yapismasi (Annealing): Bu asamada primerlerin ortamda bulunan
hedef DNA komponenti ile birlesmesi ve tekrar ayrigmasi olayr sonrasinda, ¢ok az boya
molekiilii ¢ift zincire baglanabilir. DNA’ya baglanma sonucunda uyarima bagli olarak

SYBR Green molekiillerinin 15181 yaymasinda 6nemli bir artis olur.

3- Uzama (Elongasyon) siirecinde, daha ¢ok boya yeni sentezlenen DNA’ya

baglanir. Yeni sentezlenen ¢ift sarmal yapili DNA molekiiliinlin yapisina boya katilarak
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zaman icerisinde floresans miktarinda artisa neden olur. Gelecek 1sitma dongiisii igin DNA

denatlirasyonuna bagli olarak boya molekiilleri salinirlar ve floresans 1g1ma sinyali diiser.

Tablo 7. Oreklerin RT-PCR i¢in hazirlanmasi

Enzimler icin eklenecek reaktifler

Bir 6rnek icin 64 Ornek icin

hacim (pL) hacim (pL)
RNaz’s1z su 12.8 819.2
MgCl, (25 mM) 1.2 76.8
10 uM ileri primer (500 nM final) 1 64
10 uM geri primer (500 nM final) 1 64
DNA master SYBR Green 10x (mix vial 1) 2 128
cDNA (her drnek i¢in) 2 -
Tablo 8. RT-PCR Protokolii

Program Déngii Analiz Modu

On inkiibasyon 1 -

Amplifikasyon 45 Kantifikasyon

Erime Egrisi 1 Erime Egrileri

Sogutma 1 -

Hedef Sicakhik (°C) Elde EtmeModu  Siire (hh:mm:ss) Sicakhik Artis Hiz1 (°C/s)

On inkiibasyon

95 -
Amplifikasyon

95 -
58 -
72 Single
Erime Egrisi

95 -
65 -
97

Soguma

40 ;

00:08:00

00:00:10
00:00:07
00:00:08

00:00:05

00:01:00

Devamli

00:00:10

4.4

4.4

2.2

4.4

2.0

2.0

2.0
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Her PCR dongiisiiniin uzama basamaginin sonunda floresans 1sik siddeti Slgiimii
amplifiye olmus DNA’nin miktarindaki artis1t monitérden izleyebilmek igin yapilir. Sadece
istenen PCR f{iriiniiniin amplifiye oldugundan emin olmak icin erime egrisi analizi
PCR’dan sonra yapilabilir. Erime egrisi analizinde reaksiyon karigimi yavasca 95°C’ye
kadar 1sitarak cift zincirli DNA eritilir ve SYBR Green I floresansindaki siirekli azalig
tespit edilir. Flouresans 1s1k siddetindeki bu azalis erime piki olarak monitdrden
gortlebilir. Her bir erime piki DNA {iriin partikiiliiniin karakteristik erime sicakligini (Tm)
gosterir. Erime sicakligi (Tm), ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya doniisiimiiniin

%350’sinin tamamlandig sicakliktir.

cDNA’lar1 olusturulan her bir 6rnek icin Tablo 7’°deki gibi pipetlemeler yapildiktan
sonra Light Cycler 480 II (Roche, Germany) cihazinda Tablo 8’deki program esliginde
Real Time PCR yapildi.

Yaptigimiz c¢aligmada elde ettigimiz RT-PCR sonuglarina gore kullandigimiz
primerlerin ¢alismamiza uygun oldugu ve yan iriin olusturmadigi goézlemlendi. Buna

iliskin 6rnek adiponektin erime noktasi grafigi Sekil 7°de gosterilmistir.

Melting Peaks

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

66 63 70 72 74 76 78 80 82 84 8 88 90 ) 94
Temperature (*C)

Sekil 7. Adiponektin i¢in erime noktas1 grafigi
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RT-PCR ¢aligmasinda adiponektin ve GAPDH’a ait amplifikasyon grafigi Sekil 8’de
gosterilmistir.

Fluorescence History
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0:03:18 0:16:46 0:27:26 0:383.06
Time (h:mm:ss)

04846 05326
Sekil 8. Amplifikasyon egrileri. A: GAPDH, B: Adiponektin

5.10. Kullamlan istatistiksel Yontemler

Elde edilen sonuglar ortalama ve standart sapma olarak verildi. Grup ortalamalarinin
karsilastirilmast icin Kruskal Wallis testi, Post-Hoc olarak da Mann-Whitney U testi
kullan1ld1.p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Morfolojik Bulgular

Iki grup denervasyon islemi yapilmis ve iki grup sadece batin agilip ve kapanmis
seklinde toplam 4 gruba ayrilarak gruplarina uygun sican yemleri ile 70 giin boyunca
beslendi. Beslenme programi baslangicinda retroperitoneal yag dokularinin denerve

edilmeyen sinir lifleri Sekil 9’da denerve edilen sinir lifi Sekil 10’ da gosterilmistir.

Sekil 10. Denerve olmus sinir lifi

6.2. Calisma Gruplarinin Kilo Artisi ve Son Agirlik Ol¢iimii Sonuglar

Calisgmamizda uyguladigimiz beslenme periyodu sonucu gruplarin baslangic agirlik,

son agirlik ve toplam agirlik artig1 ortalamalar1 Tablo 9’da verilmistir.

31



Tablo 9. Deney gruplarin kilo artist ve son agirlik sonuglari

Gruplar Kullanilan Yem Baslangi¢ Son Agirhik Toplam Agirhk
Agirlik Ort (g) Ort (g) artis1 Ort (g)

YD+ Yiksek yaglhh yem 125+ 13.8 436.3+£49.5 280.6 £27.9

YD - Yiksek yagliyem  128.6 + 14.7 454 £32.6° 291.3+20.8

SD + Standart yem 123.5+ 16 419.8+30 269.8 £20.8

SD - Standart yem 127.7+10.7 392.3+ 38 260.8 £20.1

(Ahmadi Rendi’den,73)
a. YD- grubu SD- grubuna gére p=0.007 diizeyinde farklidir.

6.3. Serum Glukoz, TG ve Insiilin Ol¢iimii Sonuclar

Serum numunelerin aglik glukoz ve TG seviyeleri Ol¢limii Karadeniz Teknik
Universitesi (KTU) Farabi Hastanesi rutin tibbi biyokimya laboratuvarinda ve serum
insiilin Ol¢iimii SPI Bio firmasmin Rat insiilin ELISA ticari kiti ile yapilmistir. 70 giinliik
periyodun sonunda yiiksek yagli uygulanan ve denerve edilmis gruplarla, standart diyet ve
denerve edilmemis gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Gruplarin glukoz, TG ve insiilin degerleri Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Deney gruplarinin serum glukoz, TG ve insiilin sonuglar1

Gruplar Glukoz (mg/dL) Trigliserit (mg/dL) insiilin(ng/mL)
YD + 107.14 £16.85 80.62 +40.34 0.46 +£0.53
YD - 104 £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

(Ahmadi Rendi’den, 73)

6.4. Retroperitoneal Yag Dokusunda Norepinefrin Ol¢iimii Sonuclar:

Denervasyon markorii olan NE’nin, denerve edilmis gruplarda ciddi bir diisiisii

gozlendi ve diger gruplara gore anlamli fark belirlendi (p=0.037). Sonuglar Tablo 11°de

gosterilmistir.
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Tablo 11. Deney gruplariin retroperitoneal yag dokusundaki norepinefrin sonuglari

Gruplar NE (ng/mL) / Retroperitoneal doku (g)
YD+ 126.85 + 34.82°

YD- 142.95 +73.45

SD+ 125.54 +37.30°

SD- 188.96 +28.21

(Ahmadi Rendi’den,73)
a. SD+ grubu SD- grubuna gore p= 0.005 diizeyinde farklidir.
b.YD+ grubu SD- grubuna gore p= 0.007 diizeyinde farklidir.

6.5. Retroperitoneal Yag Dokusunun Agirhk Ol¢iimii Sonuclar

Biitiin gruplardaki hayvanlar sakrifiye edildikten sonra retroperitoneal yag dokulari
tartild1 ve gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p=0.033). Gruplarin retroperitoneal yag

dokular1 agirlik ortalamalar1 Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. Deney gruplarinin retroperitoneal yag dokulariin agirlik sonuglari

Gruplar Sag Retroperitoneal doku Sol Retroperitoneal doku
ort. ()" ort. (g)
YD+ 5.04+2.02 516+ 1.6°
YD- 4.96+1.78 491+1.71°
SD+ 4.84 +£1.51 4.59 £1.51°
SD- 3.09 £0.96 3.05+0.97

(Ahmadi Rendi’den, 73)
1. Sag retroperitoneal yag dokusunda istatistiksel degerlendirme yapilmamustir.

a. SD+ grubu SD- gurubuna gore p=0.038 diizeyinde farklidir.
b. YD- grubu SD- gurubuna gore p=0.05 diizeyinde farklidir.
c. YD+ grubu SD- grubuna gore p=0.004 diizeyinde farklidur.

6.6. Serum Adiponektin Ol¢iimii Sonuclar

Serum adiponektin 6l¢timiinde SunRed firmasinin 201-11-0759 katalog nolu sican
adiponektin ELISA kiti kullanilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu, yiiksek yagl
diyet kullanan ve denerve edilen grubunda adiponektin seviyelerinin kontrol grubuna gore

anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (p=0.01). Sonuglar Sekil 11°de gosterilmistir.
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Sekil 11. Deney gruplarinin serum adiponektin 6l¢iimii sonuglari
*. YD+ grubu YD- grubuna gore p=0.038 diizeyinde farklidir.
**_SD+ grubu SD- grubundan p=0.009 diizeyinde farklidir.
Adiponektin ile BKI arasinda negatif bir iliski oldugundan serum adiponektin miktar
viicut agirligl basina da ifade edilerek degerlendirildi. Adiponektin degerleri viicut agirlig
(g) basmma da analiz edildiginde gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulundu

(p=0.010). Gruplarin son agirlik ortalamalari ile birlikte adiponektin/viicut agirligi

degerleri Tablo13’te verilmistir.

Tablo 13. Deney gruplariin adiponektin /viicut agirlig1 sonuglari

Gruplar Adiponektin Agirhik ort. Adiponektin (mg/L) /
(mg/L) (g) Viicut Agirhgi (g)*1000
YD+ 9.93+1.29*° 436.25+49.51 24 £ 54
YD- 8.51+0.84 454 +32.54 20+ 4.8
SD+ 9.75+0.72°¢ 419.75+29.99 22+43
SD- 8.27+1.10 392.25+37.71 21+2.8

a. YD+ grubu SD- grubuna gore p=0.014 diizeyinde farklidir.
b. YD+ grubu YD- grubuna gdre p=0.038 diizeyinde farklidir.
c. SD+ grubu SD- grubuna gére p=0.009 diizeyinde farklidir.
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6.7. Retroperitoneal ve Epididimal Yag Dokularinda Gen Ekspresyon Sonuclari

Retroperitoneal ve epididimal yag dokularindaki adiponektin gen ekspresyonu
degerleri ile birlikte Tablo 14°de gosterilmistir. Gruplar arasinda retroperitoneal (p=0.023)
ve epididimal (p=0.035) gen ekspresyon agisindan fark bulundu. Sonuglar Tablo 14’te

listelenmistir.

Tablo 14. Deney gruplarin retroperitoneal ve epididimal yag dokusundaki gen ekspresyon

sonugclari
Gruplar Retroperitoneal yag dokusu Epididimal yag dokusu
(Arbitrary unit) (Arbitrary unit)
YD+ 0.93 +0.06* 1.12+0.12
YD- 0.91 £ 0.06" 0.99 £ 0.09°
SD+ 0.86 + 0.06 1.02 +0.09°
SD- 0.87 £0.07 1.11+£0.05

a.YD+ grubu SD+ grubuna gdre p=0.040 diizeyinde farklidir.
b. YD- grubu SD- grubuna gére p=0.029 diizeyinde farklidir.
¢. YD- grubu SD- grubuna gére p=0.021 diizeyinde farklidir.
d. SD+ grubu SD- grubuna gore p=0.038 diizeyinde farklidir.
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7. TARTISMA ve SONUC

Obezite diinya ¢apinda yaygin bir sosyal problemdir (75). Obezite yag hiicrelerinin
boyut ve sayilariin artmasiyla yakindan iliskilidir (76). Viicuttaki fazla miktardaki yag
birikimi tip 2 diyabet, hipertansiyon ve dislipidemiyi igeren c¢esitli metabolik risk
faktorleriyle baglantili olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin gelismesinde Onemli rol
oynamaktadir. Obezitede 6zellikle visseral yag birikimi kronik diisiik diizeyli inflamasyona
sebep olarak metabolik rahatsizliklarin baglamasina ve gelisimine katki saglamaktadir. Yag
dokusunun aktif bir endokrin organ oldugu ve adipokin olarak bilinen ¢esitli molekiilleri
salgiladigr bilinmektedir. Obezitede yag dokusundaki artis adipokin profillerini
etkilemektedir ve bu adipokinlerin faydali etkileri inhibe olmaktadir (75).

Obezitenin metabolik etkilerini arastirabilmek icin in vivo ve in vitro ¢alismalar
yapilmistir. Hayvan ¢aligmalarinda obez farelerde genisleyen yag hiicreleri gézlemlenmis
ve tip 2 diyabet ve insililin direnci ile benzer durumlara neden olmustur (77). Bu
caligmalarda obezitenin genellikle diyet kaynakli oldugu diisiiniilerek farkli beslenme
modelleri ile obezite olusturulmustur. Yiiksek yagl diyet ile beslenen siganlarda obezite,
insiilin direnci, hiperglisemi gelisimine neden oldugu bilinmektedir. Yiiksek karbohidrath
diyetlerle de TG seviyeleri yiiksek ve insiilin direngli modeller olusturabilmektedir. Her iki
diyette obeziteye sebep olmaktadir fakat yiliksek yagli diyetin obezite olusumu {izerine

etkisi daha belirgindir (4).

WAT, merkezi ve otonom sinir sistemi gibi ¢esitli innervasyonlara sahiptir. SNS
innervasyonunun lipolizi baslatmada ve yag hiicreleri proliferasyonunu diizenlemede
oldukca onemli rolii vardir. Bilinen iki fonksiyonu olarak lipit mobilizasyonunu baglatmasi
ve yag hiicre sayisinin inhibisyonuyla WAT biiylimesinin inhibitorii olmasidir. Artan yag
hiicresi proliferasyonu ve ardindan gelen hiperseliilarite obezitenin en karakteristik
ozelligidir. SNS denervasyonunun in vivo yag hiicreleri proliferasyonunu artirabildigi ve
NE vasitasiyla oOnciil yag hiicrelerinin in vitro proliferasyonunu azaltabildigini

desteklemektedir (78).

Otonom sinir sisteminin yag dokusu iizerindeki etkilerini incelemek igin sinir
liflerinin devre dis1 birakildigi denervasyon deneyleri kullanilmaktadir. Sempatik sinir
sisteminin denervasyonun basarisin1 gostermek ic¢in, doku NE miktar1 6l¢iilmektedir (9).

Sempatik uyarinin azalmasina bagli olarak yag dokusundaki NE miktar1 azalmaktadir.
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Retroperitoneal yag dokusunda yaptigimiz NE Ol¢limlerinde standart yem kullanan
gruplarda denervasyonun net bir sekilde norepinefrin miktarin1 azalttigi goriilmistiir
(p=0.005, Tablo11). Yiiksek yaglh diyet kullanan gruplarda denervasyona bagli olarak NE
miktarinda azalma olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir
(Tablo 11, p>0.05). Harris’in 6 hidroksi dopamin kullanarak yaptig1 tek tarafli denervasyon
calismasinda, 4 haftanin sonunda denerve edilmis yag pedlerinde kontralaterel pedlere gore
norepinefrin miktarinda ciddi bir artisin oldugu, bunun denerve edilmis pedlerdeki
genislemenin (hiicre sayisindaki artig) bir sonucu oldugu ifade edilmistir (9). Ayrica,
yiiksek yagli diyet kullanan hayvanlarda norepinefrin miktarindaki disiisiin daha az
olmasi, alinan fazla kalorinin doku metabolizmasinda olusturdugu degisiklige bagli da
olabilir. Frasson ve arkadaslar1 beyaz yag dokusunda denervasyonun glukoz kullanimi ve
gliseroneogenez enzimlerinin sentezini etkilediklerini gostermislerdir (79). Yiiksek yagh
diyet kullanan grupta artmis metabolik ylike bagli olarak da norepinefrin miktarinda

degismeler gozlenmis olabilir.

Calismamizda sinir lifleri denerve edilmemis hayvanlar karsilastirildiginda, yiiksek
yagli yem tiiketen hayvanlarin standart yem tiiketen hayvanlara gore daha fazla kilo aldig1
gozlendi (p=0.007, Tablo 9). Denervasyon yapilmis hayvanlarda ise agirliklar1 yoniinden
herhangi bir fark goézlenmedi. Ancak, her iki grupta (YD+,YD-) standart yem tiiketen
denervasyon yapilmamis hayvanlara (SD-) gore daha yiliksek agirlik ortalamalarina sahip
oldugu goriildii. Genel olarak standart yem tiiketen hayvanlarda denervasyonun belirgin bir
kilo artigina sebep oldugu, yiiksek yagli yem tiiketen hayvanlarda ise denervasyona bagl
bir fark olugsmadig goriildii. Bu sonug, yiiksek yagli yem tiiketimine bagli beslenme
davranis1 degisikliginin bir sonucu olabilir. Yag dokusundan salgilan bazi faktdrlerin
(Ieptin, adiponektin, nesfatin ve visfatin, gibi) enerji tiiketimi ve istahi1 diizenledigi
bilinmektedir (80). YD+ ve YD- gruplarda alinan fazla kalorinin bir sonucuna olan
degisiklik, SD+ grupta da gozlenmesi, retroperitoneal yag dokularindaki artisa bagh

olabilir.

Yag kiitlesi, yag hiicrelerinin sayist ve boyutlarinin diizenlenmesi ile kontrol edilir.
Bircok c¢aligma, sempatik sinir sisteminin yag hiicrelerinin proliferasyonu ve
farklilasmasini kontrol ettigini gostermistir. Yag hiicresi apoptozu iizerine etkisi daha azdir
(21). Sempatik aktivasyon beyaz yag dokusunun gelisimini baskilar (81). Sempatik sinir

sistemi denerve edilmis deney hayvanlarinda, beyaz yag dokusunun hiicre
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proliferasyonuna bagli olarak boyutlarinin arttig1 gdsterilmistir (21). Biz de ¢calismamizda,
denervasyon yaptigimiz retroperitoneal yag dokularini, SD- gruptaki hayvanlarin
retroperitoneal yag dokularina oranla daha agir oldugunu bulduk (p=0.038, Tablo 12).
Denervasyona bagli dokudaki NE miktarindaki azalis, yag dokularinda hipertrofiye neden
olmaktadir. NE Onciil yag hiicrelerinin proliferasyonunu in vitro ¢aligmalarda inhibe eder.
In vivo beyaz yag dokusunun cerrahi ve farmakolojik (6 OH-DA uygulamasi)
denervasyonu hem ratlarda hem de Sibirya hamstirlarinda beyaz yag dokusundaki onciil

yag hiicreleri ve yag hiicrelerinin sayisini ciddi anlamda arttirir (82).

Beyaz yag dokusunun iki ana metabolik yolu vardir. Birincisi, TG’lerin sentez ve
depolanmasi, ikincisi bunlarin serbest yag asitleri ve gliserole yikilmasidir (82). Yag
dokusunda lipit depolarinin artmas1 iki yolla gerceklestirilir; birincisi dolasimdaki
lipoproteinlerle birlikte bulunan TG’lerin direkt alinimi, ikincisi ise lipogenik yollarca
sentezi (TG’lerin glukozdan de novo sentezi). Bu anabolik yollar ¢ok biiyiikk olgiide
instiilinin kontrolii altindadir (20).Yag dokusunda lipolitik yollar ii¢ ana faktor tarafindan
kontrol edilir: adiposit TG lipaz, hormon duyarli lipaz ve perilipin A (83). Beyaz yag
hiicresinde hem serbest yag asitleri hem de gliserol diger organlara yakit saglamak i¢in
kana verilir. Katekolaminler ve o6zellikle NE lipolizin kontroliinii, diizenleyen ana
hormonlardir. Ancak insiilinin antilipolitik etkisi katakolaminlerden daha baskindir ve
instilin seviyesi diistiigii zaman bu hormonlar etkilidir (21). Deney gruplarinda yaptigimiz
serum glukoz, TG ve insiilin 6l¢limlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamamistir (p>0.05, Tablo 10). Yiiksek yaglh diyet kullanimina bagli olusan insulin
direnci ve dislipidemi bir¢ok ¢alismada gdsterilmistir. Ancak, elde etti§imiz sonuglarla
uyumlu calismalarda vardir (84). Bu farklilikta kullanilan yag kaynagi farkliligi kadar,
diyetin uygulama siiresi ve hayvan tirii de etkili olabilir. Bu haliyle sonuglar
degerlendirildiginde, yukarida bahsedildigi gibi insiilinin baskin antilipolitik etkisinin bir
sonucu olarak, TG ve glukoz miktarlarinda denervasyona bagl degisiklikler gozlenmemis

olabilir.

Beyaz yag dokusunda bazi bilesiklerin sentez ve salgilanmasi, diger bir¢ok faktoriin
yani sira, katekolaminler yolu ile sempatik sinir sistemince de kontrol edilir. Adiponektin
sentezi sempatik sinir sistemi tarafindan baskilanmaktadir (21). Biz de g¢alismamizda,
serum adiponektin miktarin1 denerve edilmis gruplarda, inhibisyonun kalkmasina bagh

olarak daha yiiksek bulduk (p<0.05, Tablo 13). B-adrenoreseptor agonistleri araciligiyla
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diyabet (db/db) farelerin kronik tedavisinde plazmadaki adiponektin seviyeleri artmis ve
insiilin seviyesi azalmigstir. Fakat diger taraftan yag dokusundaki adiponektin reseptdrleri
degismemistir (85). Katekolaminlerin insulin duyarliigini azaltigi ve sempatik sinir
sisteminin aktivitesinin artmasiyla insulin direncinin olustugu bilinmektedir. Adiponektinin
insulin duyarliligim1 artiran bir adipokindir. Miktarinin artmas1 kaslarda yag asiti
transferini, oksidasyonunu ve enerji kaybini artinr. Bu siire¢ kaslarda trigliserit
konsantrasyonunun ve serum serbest yag asitlerinin azalmasina neden olur. Bu degisiklerin
sonunda kaslarda insulin sinyalizasyonu artar. Yapilan bircok calismada, B-adrenerjik
uyarilarin serum serbest yag asitleri konsantrasyonunun artmasina sebep oldugu ve insulin
reseptOr substratlar1 gibi insulin sinyalizasyonu i¢in gerekli molekiillerin inhibe edildigi
gosterilmistir. B-adrenerjik aktivasyonun lipoliz ve insulin sinyal molekiilleri {izerine
dogrudan etkisin yanisira, insiilin duyarhiligini artiran adiponektin miktarin1 azaltarak

dolayli olarakta insiilin direncini artirmaktadir (25).

Adiponektin sentezi ise denervasyondan bagimsiz olarak retroperitoneal yag
dokusunda artmistir. Her ne kadar obezite ile birlikte adiponektin miktar1 azalsa da, yag

dokularin1 metabolik farkliliklar1 farkli sonuclar1 dogurabilmektedir (86).

Adiponektin sentezinin epididimal yag dokusunda yiliksek yagli diyet kullanimina
bagl azaldigi, standart yem tiiketen grupta denervasyona bagli azaldigi goriildii (Tablo 13).
Farkli yag dokularinin denervasyonu, farkli metabolik ve sekratuar sonuglar
dogurmaktadir. Bu farklilik, beyaz yag dokularindaki metabolik ve sekratuar
heterojenitenin esasen innervasyonlarina bagli oldugu iddiasini giiglendirmektedir (21).
Ancak yine de, yag dokular1 merkezi sinir sistemi lizerinden birbiri ile haberlesmektedir.
Harisin yaptig1 bir calismada, visseral yag dokularinin bazilarinda meydana getirilen
sempatik denervasyonun diger denerve edilmemis yag dokularindan tarafindan algilandigi
ve doku boyutlar1 ile baz1 proteinlerin sentezinde farkliliklar ortaya ¢iktigi gosterilmistir.
Dogrudan birbirleri ile iletisimi olmayan bu dokularin néronal temelli mekanizmalarla bir

birlerini algiladiklar1 ve farkli metabolik cevaplar olusturduklar diisiiniilmektedir (9).

Sonug olarak, iki tarafli retroperitoneal yag dokusu denerve edilmis siganlarda, yag
dokularindaki adiponektin ekspresyonunda, retroperitoneal yag dokusunun agirliginda ve

serum adiponektin seviyelerinde diyete bagh farkliliklar bulundugu goriildi. Gozlenen
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degisikliklerin diyetin diger yag dokularina olan etkisinden kaynaklanabilecegi kanaatine

varildi.
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