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OZET

Metabolik sendrom (MetS) mekanizmasi tam olarak bilinmeyen; obezite,
insiilin direnci, proinflamatuar durum ve hormonlar ile baglantis1 olan komplike bir
hastaliktir. Dolayisiyla ¢alismada amaglarimiz; MetS olusturulmus siganlarm tireme
sistemi dokularinda ghrelin, obestatin (OBS) ve nesfatin-1 (NES) ekspresyonlarmin
nasil degistigini, serum degerleriyle aralarinda bir iliskinin olup olmadigini, ayrica
infertiliteyle iligkili diger hormonlarla da baglantilarmin olup olmadigini ortaya
koymaktir. Calisma; Sprague Dawley tiiri her iki cinsi igeren siganlardan
gerceklestirildi. MetS grubu sicanlar (standart sican yemi + igme sularma %10
fruktoz) 12 hafta ad libitum beslendi. Kontrol sicanlari; deney stiresince ad libitum
standart sican yemiyle beslendi. Biyokimyasal parametreler Konelab-60 otoanalizor;
infertilite hormonlar1 Immulite-2000°le 6l¢iildii. Serum, doku ghrelin, OBS ve NES
ELISA yontemiyle oOlgiiliirken, lireme sistemi dokularmm peptid hormonlarinin
immiinoreaktivitesi ABC yontemiyle 6l¢iildii. MetS gruplarinda aglik serum instilin,
glukoz, ALT, GGT, trigliserid, LDL-K, total kolesterol diizeyleri istatistiksel olarak
anlaml ytliksek iken; HDL-K miktarlarinin anlamli sekilde azaldigi tespit edilmistir.
Infertilite hormon degerlerindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli degildi.
MetS’li siganlar serum NES degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak artmusti.
Serum OBS ve ghrelin degerlerinde diislis gozlendi, fakat istatistiksel olarak anlamli
degildi. MetS’li hayvanlarin lireme organlarinin dokularinda ghrelin miktarlarinda da
azalma tespit edilirken, NES’in ayn1 dokularda ekspresyonunu artmisti. OBS’de de;
seminal bez hari¢ azalma tespit edildi. Hormonlarin tireme sistemi dokularindaki
ekspresyonu, immiinoreaktvite siddeti de doku hormon miktarlariyla paralellik
gostermekteydi. Yukaridaki sonucglara gore; MetS’le meydana gelen degisimler,
ireme sistemlerini olumsuz etkilediginden, degisen hormonlarin normal fizyolojik
siirlara ¢ekilmesinin onemli oldugu, sonuglarin lireme biyokimyasina 151k tutacagi
goriilmektedir

Anahtar kelimeler: Metabolik Sendrom, ghrelin, obestatin, nesfatin-1, infertilite
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF SERUM AND GONADAL GHRELIN, OBESTATIN,
NESFATIN-1 EXPRESSION IN RATS WITH FRUCTOSE-INDUCED
METABOLIC SYNDROME

Metabolic syndrome (MetS) is a complicated disease. The exact mechanism
is not known, but has been associated with obesity, insulin resistance,
proinflammatory status and hormonal level. The objective of this study is to show
how ghrelin, obestatin (OBS) and nesfatin-1 (NES) expressions change in the
reproductive system tissues of rats. Whether their expressions are correlated with
serum values and whether they are connected to other hormones associated with
infertility. The study included four groups of Sprague Dawley rats, male and female
— controls and male and female — MetS groups. The rats in the MetS group were fed
ad libitum (with standard rat pellets and a 10% fructose solution in their drinking
water) for 12 weeks. The control rats were fed ad libitum with standard rat pellets
over the same week period. Biochemical parameters were measured using Konelab-
60 equipment and infertility hormones in Immunlight-2000. Serum and tissue
ghrelin, OBS and NES values were determined by the ELISA method and the
immunoreactivity of the peptide hormones of reproductive system tissues were
quantified by the ABC method. Ac¢lik serum insulin, glucose, ALT, GGT,
triglyceride, LDL-C, and total cholesterol (TC) levels were found statistically
significantly higher and the HDL-C amount was found significantly lower in the
MetS groups. Changes in the infertility hormone values were not statistically
significant. NES amounts in the serum of the rats with MetS were observed to
increase significantly in comparison to those in the control group. Serum OBS and
ghrelin levels were lower, but the decrease did not have a statistical
significance.Amounts of ghrelin in the reproductive organ tissues of the animals with
MetS were found to have decreased, while NES expression in the same tissues
increased. Obestatin was also found to have decreased, but not in the seminal glands.
Expression of the hormones in the reproductive tissues and the intensity of
immunoreactivity were parallel to tissue hormone quantities. According to these
results, it is seen that as changes brought about by MetS have a negative impact on
reproductive systems, it is important to restore the altered hormones to the normal
physiological limits and these results will provide insights into reproductive
biochemistry.

Key words: Metabolic syndrome, ghrelin, obestatin, nesfatin-1, infertility
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1.GiRiS

Insiilin direnci sendromu, sendrom X, polimetabolik sendrom, &liimciil
dortlii, uygarlik sendromu gibi farkli isimlerle de ifade edilen metabolik sendrom
(MetS) diinyada giderek yayginlasan kardiyak ve metabolik komplikasyonlar: ile
yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan ve lireme organlar1 dahil tiim biyolojik
sistemleri etkileyen ciddi bir halk sagligi sorunudur (1-4). Genetik ve c¢evresel
faktorlerin etkilesimine bagli olarak ortaya c¢iktig1 diisliniilen MetS, aralarinda
abdominal obezite, insiilin direnci, glukoz intoleransi, dislipidemi, alkole bagl
olmayan karaciger yaglanmas1 [Non-Alcoholic Fatty Liver (NAFL)] ve
hipertansiyonun yer aldig1 kardiyometabolik risk belirleyicilerinin bilesiminden
olugmaktadir (1,4). Tiim bu faktorlerin bilinmesine ragmen MetS tanisinda kullanilan
kriterleri standardize etme ¢aligmalar1 heniiz tamamlanamamistir. Klinik uygulamada
kullanilabilecek ¢esitli tami kriterleri sekil 1’de verilmis olup 4 nolu kaynaktan
degistirilerek c¢izilmistir (4). Bugiin en yaygin olarak kullanilan kriter 1988 yilinda
Diinya Saghk Orgiitii (WHO) niin 6nerdigi kriterdir. WHO’ye gore MetS tanisi igin,
diyabet, bozulmus aclik glukozu, bozulmus glukoz toleransi veya insiilin direnci ile
birlikte, hipertansiyon (>130/85 mmHg), hiperlipidemi, santral obezite ve
mikroalbiiminiiriden en az ikisinin bir arada olmas1 zorunludur (4). Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)’de ulusal kolesterol egitim programi [National Cholesterol
Education Program (NCEP)] uzman paneli ise, 2001 yilinda yetigkinlerde yiiksek
kan kolesterolii tespiti, degerlendirme ve tedavisi raporunu [Adult Treatment Panel
111 (ATP III)] hazirlamis olup bu rapora gore, MetS tanist i¢cin sekilde belirtilen
kriterlerden {iciinlin varligmnin yeterli olabilecegini bildirmis ve bugiin bir¢ok klinik

tarafindan yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (4).

Metabolik diizenlemeyi detaylari ile diislindiiglimiizde; tireme fonksiyonunun
ortaya ¢ikis1 ve devam ettirilmesinin, uygun enerji rezervlerine bagli oldugu ve bu
karmagsik santral ve periferik sinyal agmin diizenlenmesinde, ghrelin, OBS ve
NES’in 6nemli roller iistlenmis olabilecegi ve bu sinyal agmin da MetS’den

etkilenecegi kagmilmazdir.



Insiilin Direnci: IFG, IGT, Tip 2 DM veya azalmis insiilin duyarliligt Insiilin Direnci: Plazma insiilin > 75. Persentil
Asagidakilerden herhangi 2’si Asagidakilerden herhangi 2’si
Obezite: BKO: Erkek > 0.9, Kadin > 0.85 Obezite: BC: Erkek > 94 cm, Kadin > 80 cm
ve/veya VKI> 30 kg/m? Dislipidemi: TG > 150 mg/dL
Dislipidemi: TG > 150 mg/dL HDL-K < 39 mg/dL
HDL-K: Erkek < 35 mg/dL, Kadin <39 mg/dL Kan Basincri: > 140/90 mmHg veya hipertansiyon tedavisi
Kan Basincr: > 140/90 mmHg Glukoz: IGT veya IFG (fakat diyabet degil) EGIR - 1998
Glukoz: IFG, IGT veya Tip 2 DM
Diger: Mikroalbiiminiiri WHO - 1998 insiilin Direnci: IGT veya IFG
Asagidakilerden herhangi 1’i
Obezite: VKI > 25 kg/m®

Dislipidemi: TG > 150 mg/dL

ve HDL-K: Erkek <40 mg/dL Kadin < 50 mg/dL
Kan Basinc1 >130/85 mmHg
Glukoz: IGT veya IFG (fakat diyabet degil)

Diger: Insiilin direncinin diger 6zellikleri AACE -2003

Asagidakilerden herhangi 2’si
Obezite: Obezite: Artmig BC (popiilasyona 6zgii)
Dislipidemi: TG > 150 mg/dL veya TG tedavisi
HDL-K: Erkek <40 mg/dL, Kadin < 50 mg/dL
veya HDL-K tedavisi
Kan Basmer:  SKB > 130 mmHg veya DKB > 85 mmHg

Asagidakilerden herhangi 3’ii
Obezite: BC: Erkek > 102 ¢m, Kadin > 88 cm
Dislipidemi: TG > 150 mg/dL veya TG tedavisi
HDL-K: Erkek < 40 mg/dL, Kadin < 50 mg/DI, HDL-K tedavisi
Kan Basmcr:  SKB > 130 mmHg veya DKB > 85 mmHg
veya hipertansiyon tedavisi
veya hipertansiyon tedavisi

Glukoz: > 100 mg/dL veya artmis glukoz igin tedavi AHA / NHLBI — 2005
Glukoz: > 100 me/dl. ve DM IDF - 2005

Sekil 1. Metabolik sendrom klinik tan1 kriterleri.
AACE: American Association of Clinical Endocrinology. AHA/NHLBI: American Heart Association and the National Heart, Lung and Blood Institute.
BC: Bel ¢evresi. BKO: Bel kal¢a orani. DKB: Diyastolik kan basinct. EGIR: European Group for the Study of Insulin Resistance. HDL-K: High density

lipoprotein cholesterol. 1IDF: International Diabetes Foundation. IFG: Bozulmus aclik glukozu (Impaired Fasting Glucose). IGT: Bozulmus glukoz
toleranst (Impaired Glucose Tolerance). NCEP ATP III: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III. SKB: Sistolik kan
basmner. TG: Trigliserid. VKI: Viicut kitle indeksi. WHO: World Health Organization..



1.1. Metabolik Sendrom

1.1.1. Metabolik Sendrom Terimi ve Tarihcesi

Ik kez 1923 yilinda hipertansiyon, hiperglisemi ve gut hastaliginin
birlikteligi olarak tanimlanan MetS’in 1940’11 yillarin sonunda santral obezite,
diyabet, ateroskleroz ve gutla baglantili oldugu bildirilmistir (5). Daha sonra Avrupa
Diyabet Calisma Birligi’nin [(European Association for the Study of Diabetes
(EASD)] 1965°teki yillik toplantisinda hipertansiyon, hiperglisemi ve obeziteden
olusan bir sendrom oldugu bildirilmistir (6). 1970’11 yillarda ise Alman arastirmacilar
ilk kez metabolik sendrom terimini kullanarak sendromun aterosklerozla iliskisini
incelemistir. Reaven 1988 yilinda hipertansiyon, glukoz toleransi, yliksek Trigliserid
(TG) ve yiksek dansiteli lipoprotein kolesterol’tin (HDL-K, High Density
Lipoprotein Cholesterol) azalmasi ile olusan bu kardiyovaskiiler risk faktorleri
grubunu “Sendrom X olarak tanimlamustir (7). Insiilin direnci ve kompansatuar
hiperinsiilineminin, MetS’yi olusturan kriterlerin altinda yatan en 6nemli mekanizma
oldugu ve dolayisiyla sendrom X’in kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in ciddi bir risk
faktorii olduguda bildirilmistir (8). Tarihsel siire¢ boyunca dismetabolik sendrom,
plurimetabolik sendrom, kardiyometabolik sendrom, dislipidemik sendrom,
prediyabet, dislipidemik hipertansiyon, hipertrigliseridemik bel ve oliimciil dortlii
olarak da adlandirilmis olan MetS (4, 9) i¢cin aralarinda hipertansiyon, dislipidemi,
NAFL hastaligi, polikistik over sendromu [Polycystic Ovary Syndrome (PCOS)],
uyku apnesi sendromu [Sleep Apnea Syndrome (SAS)], Alzheimer hastaligi, akciger,
prostat ve pankreas kanserlerinin de yer aldig1 bir¢cok klinik tablonun bu sendromun

klinik yansimalar1 oldugu kabul edilmistir (4, 10-12).

1.1.2. Metabolik Sendrom Prevalansi

Metabolik sendromun tiim diinyada kabul goren tek bir tanim1 olmadigindan,
MetS’nin yaygmlhigma iligkin veriler de farkliliklar gostermektedir. Finlandiya’da
yapilan 24-39 yas arasi kisileri kapsayan bir ¢alismada, Insiilin Direnci Avrupa
Calisma Grubu [European Study Group of Insulin Resistance (EGIR)] kriterlerine
gore MetS prevalanst % 9,8 iken, Uluslararas1 Diyabet Federasyonu [/nternational

Diabetes Federation (IDF)] kriterlerine gore MetS prevalanst % 14,3 olarak



saptanmistir (13). ABD’de 1988-1994 yillar1 arasinda, 20 yas istii yetigkinlerde
yapilan, Ulusal Saglik ve Beslenme Degerlendirme Arastirmasi [National Health and
Nutrition Examination Survey III (NHANES III)] ¢alismasmin sonuglari, Ulusal
Kolesterol Egitim Programi Eriskin Tedavi Paneli III [National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel 1II (NCEP ATP III)] kriterlerine gore
tanimlanan MetS prevalansmin % 23,9, WHO kriterlerine gore ise % 25,1 oldugunu

ortaya koymustur (14).

Ulkemizde Onat ve ark. (15) tarafindan NCEP ATP-III kriterleri kullanilarak
yapilan Tiirk Erigkinleri Kalp Hastaligt ve Risk Faktorleri Sikligi Taramasi
(TEKHARF) calismasma gore MetS prevalanst toplumumuzda, 30 yas ve tsti
erkeklerde % 28, kadinlarda % 45 olarak tespit edilmistir. Buna gore iilkemizde 30
yas iizerindeki 9,1 milyon yetiskinde (5,1 milyonu kadin) MetS oldugu tahmin
edilmektedir. MetS sikliginin, 1990 yilinda % 24,4 iken, 2000 yilinda % 36,2’ye
yiikseldigi goriilmiistiir (16). 2004 yilinda yapilan diger bir ¢alisma olan Tiirkiye
Metabolik Sendrom Siklig1 Arastirmast (METSAR) sonuglarina gore, 20 yas ve
iizerindeki erigkinlerde MetS siklig1 % 35 olarak saptanmustir. Bu arastirmada MetS
siklig1 kadinlarda (% 41,1) erkeklere (% 28,8) gore daha yiiksek bulunmustur (17).
Sanisoglu ve arkadaslarmin 2006 yilinda (18) MetS ve iligkili bozukluklari
arastirdiklar1 calismalarinda, iilkemizde MetS prevalansi erkeklerde % 10, kadinlarda

% 27 olarak tespit edilmistir.

1.1.3. Metabolik Sendromun Etiyolojisi

Metabolik sendromun gelisiminde en fazla suglanan faktorler, insiilin direnci
ve obezitedir (2-4, 19). MetS’de goriilen insiilin direncinde, patoloji postreseptor
diizeyde olup insiilinin reseptoriine baglanmasindan sonra hiicre i¢i yolaklardaki
bozukluklara bagl olarak gelismektedir. Obezite, sedanter yasam tarzi, sigara i¢imi,
diisiik dogum agirlig1 ve perinatal malniitrisyonun insiilin direnci gelisimi ile iligkili
oldugu diisiiniilmektedir. Adipoz dokudan salgilanan hormonlar, hipotalamus-
hipofiz-adrenal aks bozukluklari, asir1 yaglanma, genetik ve cevresel nedenler de
insiilin direnci gelismesinde rol alan diger faktorler arasinda sayilabilir (20). MetS’yi
olusturan patolojilerden olan dislipidemi, hiperglisemi, hipertansiyon ve obezitenin

temelinde insiilin direncinin 6nemli rolii bulunmaktadir (21).



Obezite MetS’nin gelisiminde temel bilesen olarak kabul edilse de, tiim obez
bireylerin bozulmus metabolik profil ve insiilin direncine sahip olmadig:
gosterilmistir (8, 10, 22). Farkli etnik gruplarda yapilan ¢alismalarda insiilin direnci
olan bireylerde MetS’nin farkli fenotiplerde oldugunun goriilmesi genetik mirasin
etkisinin arastirilmasma yol agmis ve insiilin direncinin sik goriildiigii bir
popiilasyonda yapilan calismada tip 2 diyabet siklig1 artmisken, hiperlipidemi ya da
hipertansiyon prevalansinin yiiksek olmamasi bu duruma 6rnek teskil etmistir (8, 10,
23). Abdominal veya visseral obezitenin hiperinsiilinemi, insiilin direnci, serbest yag
asidi (SYA) diizeylerinde artma, hipertansiyon, tromboza egilim; hipertrigliseridemi,
kii¢iik yogun LDL [Small Density Low Density Lipoprotein (SD-LDL)] partikiilleri
ve HDL-K’da azalma ile iliskili oldugu bildirilmektedir (4, 24).

1.1.4. Diyetle indiiklenerek Olusturulan Metabolik Sendrom Modelleri

Metabolik sendrom da birgok hastalik gibi genlerin ve cevresel etmenlerin
etkisi altinda gelismektedir (25, 26). Canlilarin genetigi ve genetik bilginin ifadesi ile
ortaya ¢ikan fenotipler uzun yillar degismedigine gére MetS nin gelismesinde giinlitk
fiziksel aktivitenin azalmasi (dolayisi ile daha az kalori harcanmasi) ve yiiksek
fruktoz iceren gidalarin (kola gibi) daha fazla tiiketilmesi cok 6nemli bir role sahiptir.
Diyetle indiiklenerek MetS olusturma modelleri soyledir: 1) Yiiksek yag icerikli
diyet [obezite ve diyabet olugmaktadir] (27); 2) Yiiksek yag icerikli diyet ve
karbonhidrat karisimi [obezite ve insiilin direnci gelismektedir] (28); 3) Diyete
% 8’lik tuz (NaCl) eklenmesi [hipertansiyon gelismektedir] (29, 30); 4) Diyete
% 60-70 siikroz eklenmesi [insiilin direnci ve hipergliseridemi gelismektedir] (31);
5) Diyete yiliksek doymus yag asidi, % 1’lik kolesterol, % 0,25’lik kolik asit
eklenmesi [aterosklerozis ve hiperkolesterolemi olusmaktadir] (32); 6) Diyete
% 0,1-1,25 kolesterol eklenmesi [aterosklerozis ve hiperkolesterolemi olugsmaktadir]
(33); 7) Diyete yliksek doymus yag asidi ve % 0,05-1 kolesterol eklenmesi
[aterosklerozis ve hiperkolesterolemi olusmaktadir] (34); 8) Diyete yiiksek doymus
yag asidi ve % 0,3’liik kolesterol eklenmesi [aterosklerozis ve hiperkolesterolemi
olugsmaktadir] (35); 9) Diyete, % 60-70 kaloriyi verebilecek fruktoz eklenmesi
[insiilin direnci ve hipertrigliseridemi gelismektedir] (36) ve 10) Diyete % 60 fruktoz
eklenmesi [hipertansiyon gelismektedir] (37) olarak sayilabilir. Fakat bu diyet



modelleri farkli hayvan gruplarinda farkli yanitlar olusturdugundan, hayvanin tiiriine
gore model belirlenmelidir (25, 26). Bu calismada kullanilan Sprague Dawley tiirii
sigan icin diyete % 60 fruktoz eklenmesi (25, 37) veya i¢me sularina % 10 fruktoz
eklenmesi uygundur (37). Anabilim Dali’mizda da daha once igme sularma % 10
fruktoz eklenerek deneysel MetS olusturulmustur (38-40). Fruktozla indiiklenerek

MetS olusturmanin mekanizmasi asagida aciklandig gibidir.

1.1.4.1. Fruktozla indiiklenmis Metabolik Sendrom ve Mekanizmasi

Insanlarda; fruktoz bazli bir yemek, glukoz bazli bir yemekle esdeger tokluk
seviyesine neden olmamaktadir (41). Sicanlarin igeceklerine fruktoz ve glukoz
katilarak verilmis ve farkli etkiler gézlenmis, bunun yaninda fruktozun akut olarak
insiilin  ve leptin salgilanmasmnimn stimulasyonunda ve ghrelin salmimmin
inhibisyonunda yeterli olmadig: rapor edilmistir (41). Fruktozun MetS’ye neden olan
mekanizmalar1 soyle siralanabilir: 1) Fruktoz hem insanlarda (42) hem de
kemirgenlerde (43) iirik asit konsantrasyonlarini artirmaktadir. Fruktoz bazli bir 6&iin
sonrasinda iirik asit miktar1 1-4 mg/dL’ye kadar ¢ikabilmektedir (44). Artan iirik asit
konsantrasyonlari;  hipertansiyon,  hiperinsiilinemi, insiilin  rezistanst  ve
hipertrigliseridemiye neden olmaktadir. Nakagawa ve arkadaslar1 {trik asit
konsantrasyonlar1 diisiiriildiigiinde, fruktozun indiikledigi MetS kriterlerinin yani
hipertansiyon, hiperinsiilinemi, insiilin rezistanst ve hipertrigliserideminin ortadan
kalktigin1 rapor etmis olup, yukarida ileri siiriilen mekanizmay:1 desteklemektedir
(45). 2) Glukoz tastyici-5 [Glucose Transporter-5 (GLUT-5)], ayn1 zamanda
fruktozun da hiicre i¢cine alinmasina aracilik eder ve bu tasinim insiilinden bagimsiz
olarak gergeklesir. Beyin ve pankreasin B hiicrelerinde GLUT-5 bulunmadigindan
fruktoz bu dokularda hiicre i¢ine almamamaktadir. Dolayisi ile fruktozdan zengin bir
diyetle beslenirken, beyinde GLUT-5 olmamas1 nedeni ile doygunluk hissi olusmaz.
Doygunluk hissi ortadan kalktig1 i¢in de daha fazla gida alinimina bagli olarak MetS
gelismektedir (46). 3) Karacigerde fruktoz’u substrat olarak kullanan iki enzim
bulunmaktadir. Bunlardan biri hekzokinaz diger ise fruktokinazdir. Hekzokinazin
fruktoza affinitesi glukoza olan affinitesinin yaklasik olarak 1/20’sidir. Toklukta ya
da siikroz iceren gida maddelerinden zengin beslendikten sonra heksokinaz glukozla

doyuruldugu icin fruktoz fruktokinaz ile reaksiyona girer(47) ve bdylece glikolizin



diizenlenmesinde en Onemli basamak olan fosfofruktokinaz-1 basamagi atlanmis
olur. Boylece alinan biitiin fruktoz hizli bir sekilde asetil KoA’ya metabolize edilir.
Toklukta, hiicre enerjiden zengin oldugu i¢in asetil KoA TCA siklusuna girmek
yerine yag asidi sentezine kayar. Bu mekanizmayla fruktoz aym1 zamanda uzun
zincirli yag asitlerine de karbon atomu saglar. Dolayisiyla fruktoz triagilgliserol
miktarim artirarak MetS’ye neden olmaktadir (48). Fruktoz hepatosit, adiposit ve
intestinal epitelyum hiicreleri dahil diger hiicrelere girer, tamami fruktokinaz
tarafindan ATP kullanilarak metabolize edilmektedir. Glukoz metabolizmasmdan
farkli olarak fruktoz, ATP tiiketiminde diizenleyici mekanizmasi olmadigindan bu
yolla da MetS’ye yol acmaktadir (46). 5) Fruktozun bazal metabolik hizi
yavaglatarak da MetS’ye yol acabilecegi ileri siiriilmiistiir (49). 6) Fruktozun ince
barsak ve bobreklerde NaCl emilimini arttirarak hipertansiyona neden olmasi

MetS’ye yol agar (50).
1.1.5. Metabolik Sendromun Fizyolojik ve Biyokimyasal Etkileri

MetS, biyolojik sistemlerde iireme fonksiyonunu da kapsayan birgcok
biyokimyasal olay1 etkilemektedir. MetS, kaslarda glukoz kullanimini azaltirken yag
asidi alimimmi arttirmaktadir. Karacigerde TG miktarlarni, ¢ok diisiik yogunluklu
lipoprotein [Very Low-Density Lipoprotein (VLDL)] doniisiimlerini ve kan
dolasimimna salmimlarmi artirmaktadir. Ayrica yine bu dokuda glukoz salmimi
artmakta ve glukozun yag asitlerine doniisiimii hizlanmaktadir. Dolasimda MetS’ye
bagl olarak leptin miktarlar1 artarken adiponektin diizeyleri diismektedir. MetS’ nin
neden oldugu fizyolojik ve biyokimyasal etkiler sekil 2’de verilmistir (51).
Kisaca MetS, anormal adipoz doku fonksiyonlarina, karaciger yaglanmasina, kalp
hastaliklarina, anormal gastrointestinal aktivitelere, sistemik inflamasyona, pankreas
hormonlarinin  salininmma, mide hormonlarmin aktivitelerine, kronik diyabet

komplikasyonlar1 gibi bir¢ok fizyolojik ve biyokimyasal olaylara etki etmektedir.

Sekil 2 tiim bu karmasik olaylarin tamamimi 6zetlemektedir.
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Sekil 2. Metabolik sendromun fizyolojik ve biyokimyasal etkileri (51 nolu kaynaktan degistirilerek

¢izilmistir).

1.1.5.1. Metabolik Sendromun Ureme Fizyolojisi Uzerine Etkileri

Son yillarda MetS ve testikiiler fonksiyon arasindaki etkilesimin varligina
dair kanitlar artmaktadir. MetS, 6zellikle obezitede total testosteron (TT) ve seks
hormon baglayici globulin [Sex Hormone Binding Globulin (SHBG)] diizeylerini

azaltarak spermatogenez lizerinde olumsuz etkiler yapmakta ve hipogonadizm ile



olusan MetS, esas patofizyolojik mekanizmalarindan biri olan insiilin rezistansini
daha da arttirmaktadir (52, 53). Kadinlarda obezite ve sub-fertilite arasidaki iliski,
ovulasyon sikligmin azalmasi, 6zellikle de viicut kitle indeksinin (VKI) [Body Mass
Index (BMI)] > 25 kg/m* olmast ile yakindan iliskilidir (52). Gergekten de bel/kalca
oraninda 0,1 tinitelik bir artig, siklus basina konsepsiyon oranint % 30 azaltmaktadir
(53). Yukarida belirtildigi gibi bu sendromun fizyopatolojik mekanizmalar1 tam
olarak ac¢iklanamamasina ragmen, biyoaktif yapidaki peptidlerle 6zelikle de ghrelin,
leptin ve resistin ile MetS ve testikiiler disfonksiyon arasindaki iligkiyi gosteren bazi
arastirmalar mevcuttur (54). Ancak ghrelin, obestatin (OBS) ve nesfatin-1 (NES)’in
hipotalamus-hipofiz ve gonadal aks iizerinde nasil bir etkilesim ig¢inde oldugunu
gosteren bir ¢alisma yoktur. Bu arastirma Ozellikle MetS olusturulmus sicanlarin
genital sistemlerinde (seminal bez, testis, ovaryum ve uterus) ghrelin, OBS ve NES

ekspresyonlarinin nasil degistigini ortaya koymak i¢in planlanmistir.

1.2. Ghrelin

Kojima ve arkadaslar1 Aralik 1999°da sican midesinden ghrelin adini
verdikleri bir hormon izole ettiklerini diinyaya duyurdular (55). Ghrelin adi; Hint-
Avrupa dilindeki biiylime manasma gelen “ghre” kelimesi ve ayrica biiyiime
hormonu [Growth Hormone (GH)] salinimi1 aktivitesinden dolay1 da sonuna “relin”
eki eklenerek (ghre + relin = ghrelin) tiiretilmistir (55). Ghrelin’in molekiiler agirlig
yaklagik 3315 dalton ve yarilanma Omrii ise 15-20 dakikadir. Dolagimdaki
miktarlarinin sican ve insan serumda oktanile ghrelin (OGH) (agile ghrelin: 8 karbon
yag asitli ghrelin) i¢in 10-20 fmol/mL (32.61-65.2 pg/mL), desacile ghrelin (DGH)
icin 90-130 fmol/mL (300-430 pg/mL) ve total ghrelin (8 karbonlu yag asitli ve
desagile) icin 100-150 fmol/mL (326-489 pg/mL) arasinda degistigi bildirilmistir
(56,57). Hormonun amino asit (aa) diziliminden hesaplanan molekiiler agirlig ile jel
iizerinde gozlemlenen molekiiler agirligi birbirinden farkli bulunmustur (56). Bu
farkliligin temel nedeni; posttranslasyon modifikasyon esnasinda N-terminal
ucundaki ii¢iincli serin aa’ya bir yag asidi eklenmesinden kaynaklanmaktadir. Bugiin
itibar1 ile bilinen posttranslasyon modifikasyon ile yag asidi baglanan tek peptid

yapili hormon ghrelin’dir (56, 57).



1.2.1. Ghrelin Formlari

Preproghrelin’in (117 aa) posttraslasyonel modifikasyonuyla ghrelin (28 aa)
olusur. Lipopeptid yapida bir hormon olan ghrelin (57), aa sekansina bir yag asidinin
baglanmasina gore 4 farkli formda olabilir. Biyolojik sivi ve dokularda N-terminal
bolgesindeki 3. serin aa’ya baglanan yag asidinin tipine gore; n-oktanoil gruplu acile
ghrelin (C 8:0), n-dekanoil gruplu acile ghrelin (C10:0), n-desenoil gruplu agile
ghrelin (C10:1) ve yag asidi baglanmayan (sadece 28 aa’dan olusan) desagile ghrelin
olarak isimlendirilir (58-60) (Sekil 3, Sekil 4).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarin hemen hepsinde oktanil grup baglanan
OGH ve DGH veya total ghrelin miktarlarina bakilmistir. Son zamanlarda 10 karbon
baglanan yag asitli agile ghrelin’ler de arastirmalara dahil edilmistir (58-60). Bu
arastirma planlandiginda 10 karbon baglanan yag asitli ghrelin’ler i¢in herhangi bir
Ol¢lim yontemi yoktu. Dolayist ile bu calismada n-oktanoil gruplu (C 8:0) OGH ve
DGH formlarmin arastirilmasi tez kapsamia dahil edilmistir. Fakat artik diger
OGH’lerin de bir¢cok hayvan tiirlerinde arastirilmasi yapilmaya baslanmistir (6rnegin
teleos baligl). On karbonlu yag asidi bagli ghrelin’lerin biyolojik ve fizyolojik
fonksiyonlarmin da oktanoil yag asidi igeren ghrelin’ler ile ayn1 oldugu bildirilmistir.
Yani ghrelin reseptoriinii [Ghrelin Hormone Secretor Receptor la (GHS-R1a)]
benzer sekilde aktive ettigi rapor edilmektedir (58-61). Bundan baska 10 karbon yag
asidi bagli ghrelin’lerin, 8 karbon yag asidi bagli ghrelin’ler gibi beslenmeyi stimiile
ettigi ve GH’y1 salgilattigi1 yani ayn1 derecede fonksiyon gordiigi bildirilmistir (61).

Sekil 3. Sigan desagile ghrelin amino asit dizilimi. A: Alanin, E: Glutamik Asit, F: Fenilalanin,
G: Glisin, H: Histidin, K: Lizin, L: Losin, P: Prolin, Q: Glutamin, R: Arjinin, S: Serin.
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Sekil 4.  Sican agillenmis ghrelin amino asit dizilimi.
Yag asidi (8 karbonlu: n-oktanoil, 10 karbonlu: n-dekanoil, 10 karbonlu-1 ¢ift bagl: n-
desenoil). A: Alanin, E: Glutamik Asit, F: Fenilalanin, G: Glisin, H: Histidin, K: Lizin, L:
Lasin, P: Prolin, Q: Glutamin, R: Arjinin, S: Serin.

Ghrelin’in 3. amino asidi olan serin kalintisinin daha uzun alifatik zincirlerle,
doymamis veya dallanmis oktanoil gruplar1 ile agilasyonu ghrelin aktivitesini
degistirmez, ancak asetil gruplar1 gibi daha kisa hidrofobik gruplarin baglanmasi
peptidin aktivitesini azaltmaktadir (56, 61). Dolasimda DGH agillenmis forma gore
cok daha yiiksek oranlarda bulunmaktadir (57, 62-63). Ancak bu formun in vivo
olarak siganlarda ve insanlarda biliylime hormonu salgilatmaya yeterli olmadigi
bildirilmistir (56, 57). Ghrelin’in yapist 6zellikle de a¢il modifikasyon bdlgeleri
evrimsel siire¢ igerisinde vertebrata tiirlerinde iyi derecede korunmustur (56). insan
ve siganlarin ghrelin aa dizilimleri arasinda % 92.86 oraninda benzerlik

bulunmaktadir (56) (Sekil 5).

Sican ghrelin amino asiti dizilim farka. Insan ghrelin amino asiti dizilim fark1.

Sekil 5. Insan ve sican’da ghrelin aminoasit dizilim farklari. A: Alanin, K: Lizin, R: Arjinin, V: Valin.

1.2.2. Ghrelin Reseptorii

Ghrelin hormonunun kesfedilmesinden 6nce, 1996 yilinda reseptorii [Growth
Hormone Secretagogue Receptor (GHS-R)] tanimlanmig ve G protein ailesine ait
oldugu bildirilmistir (64-66). Ghrelin reseptorii 3q26.2 geninde kodlanmis, 4 ekson
ve 3 intron bdlgeden ibarettir (65-67). GHS-R, la ve 1b olarak adlandirilan iki
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izoformu bulunmaktadir (67). GHS-Rla, 336 aa ve 7 transmembran bdlgeden
olusmaktadir. Ghrelin, GHS-R 1a tipi reseptore baglanir. Bu reseptér (GHS-R 1a)
domuz, insan, kopek, sican ve farelerde % 93 ile % 99 arasinda homoloji
gostermektedir (67). GHS-R 1b, 289 aa, 5 transmembran bolgeden olusmaktadir.
GHS-R reseptoriiniin, hipotalamus, hipofiz, beyin, bobrek, pankreas, kalp, mide ve
bagirsak dokularinda bulundugu gosterilmistir (66, 67). GHS-R’nin bu kadar yaygin

dagilim1 ghrelin’in ¢ok 6nemli biyolojik fonksiyonlar iistlendigini gostermektedir.

1.2.3. Ghrelin’in Biyokimyasal ve Fizyolojik Etkileri

Ghrelin; GH’nin salinimin1 artirmakta, gida alinimini stimiile etmekte ve
enerjinin dengesini diizenlemektedir. Prolaktin ve adenokortikotropik hormon
[Adrenocorticotropic Hormone (ACTH)] saliniminin stimiilasyonunu saglamaktadir.
Kan glukozu ve insiilin sekresyonunu regiile etmektedir. Ogrenmeyi artirmakta ve
hafizay1 giiclendirmektedir. Kronik kalp rahatsizlig1 olanlarda kardiyak performansi

iyilestirmektedir (56, 57, 67).

Ureme fonksiyonu ndroendokrinal diizenlemenin kontrolii altindadir. Ghrelin
laktasyon, gebelik ve reprodiiktif fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol olmaktadir.
Ureme sisteminde ghrelin ilk olarak testislerde bulunmustur. Gonadal fonksiyonlarin
enerji dengesini saglayarak reprodiiktif fonksiyonlar1 dogrudan etkilemektedir.
Ghrelin ve reseptoriiniin (GHSR1a) gonadlarda sentezlenmesi gonadlar iizerinde
onemli bir role sahip oldugu bildirilmis ve yapilan arastirmalar MetS’nin ghrelin
sentez miktarlarinda degisiklige yol actig1 da gosterilmistir (63). MetS icin 6n kosul
olan bel ¢evresi (BC) ile ghrelin miktarlar1 arasinda negatif iliski bulunmaktadir.
(68). Oulu Project Elucidating Risk of Atherosclerosis (OPERA) kapsaminda yapilan
kesitsel kohort c¢alismasi, plazma ghrelin konsantrasyonlarmin MetS’nin birkag
komponenti ve kiimelenen metabolik komponentlerle iligkili oldugunu
gostermektedir (69). Diger yandan MetS’deki diisiik ghrelin diizeylerinin obezite ile
iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (70, 71). insiilin direnci MetS’nin altinda yatan ana
fizyolojik etkendir (7). Insiilin direnci ve aglik insiilin konsantrasyonuyla diisiik
ghrelin konsantrasyonu arasinda bagimsiz bir iligski vardir (72). Yapilan ¢alismalarda
ghrelin’in insiilin karsit1 hormonlar olan GH, kortizol, epinefrin ve muhtemelen de

glukagon salinimmi uyardig: belirtilmektedir (73). Insanlara akut olarak ghrelin
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verilmesi plazma glukoz seviyesini arttrmakta ve insiilin salmimini inhibe
etmektedir (74-77). Ghrelin’in hiperglisemik etkisi yalnizca endokrin etkileriyle
degil, ayn1 zamanda hepatositler iizerindeki direkt etkisiyle glikojen sentezi ve
glukoneogenezi ayarlayarak (76), hepatik glukoz {lretimini stimiile etmesiyle
olmaktadir (77). Ghrelin erkekte testikiiler fonksiyonda 6dnemli rollere sahiptir (78-
80). Fakat MetS ghrelin sentezini azaltmaktadir (70, 71). Dolayist ile tezin bu
kisminda amaclarimizdan biri MetS olusturulmus siganlarin serum ve ilireme sistemi
dokularinda ghrelin ekspresyonlarmin nasil degistigini incelemek oldugundan, tireme
sistemi ile ilgili ghrelin arastirmalarmi insan ve hayvan caligmalar1 basliklar1 altinda

anlatmakta fayda bulunmaktadir.

1.2.3.1. insan Ureme Sisteminde Ghrelin Ekspresyonlar

GHS-R1a reseptoriiniin ve ghrelin’in hiicresel lokalizasyonu poliklonal
antikorlar kullanilarak immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir (81). Ovaryan
interstisyel hilus hiicrelerinde ghrelin kuvvetli boyanmasina karsin ¢ok erken gelisim
doneminde korpus letumda [Corpus Luteum (CL)] tespit edilememistir (82). Diger
yandan erken ve ge¢c donem CL’de spesifik ghrelin immiinoreaktivitesi gozlenirken,
luteal dokunun gerileme doneminde peptidin ekspresyonu ortadan kalkmaktadir.
GHS-R1a proteininin doku dagilimi; oositler, somatik folikiil hiicreleri, geng, erken
donem ve son donem CL’nin gerilemesinde ve interstisyel hilus hiicrelerinde olmak
iizere cok yaygmlik gostermektedir (81-83). GHS-Rla peptidi saglikli antral
folikiillerin teka tabakasinda ve graniiloza hiicrelerinde folikiiler gelisim ile paralellik
gostermektedir (82). Ghrelin ve reseptoriiniin varligi, hem fizyolojik hem de
patofizyolojik kosullarda ovaryan fonksiyonda O©nemli bir diizenleyici rol
istlenmektedir (83). GHSR1a’nin metaplastik ve neoplastik dokulardaki varlig1 ve
ovaryumun epitelyum diizeylerinde immiinohistokimyasal olarak tespit edilmistir
(84). Fallopian tiip epitelyumundaki siliat hiicrelerinde de kuvvetli GHSR1a
ekspresyonu mevcuttur. Endometrium ve endoservik kisimlar ise GHSRla
bakimindan immiinoreaktif olarak negatiftir. Normal dokularda oldugu gibi kist
ylizeyi epitelyumu da GHS-R1a’y1 sentezlemektedir (83). Benzer sekilde fallopian
tip epitelyumunun seréz tiimorlerinde GHSRIla sentezlenirken, ser6z Kkist

adenokarsinomunda yiiksek diferansiye numunelerinde GHSR1a goriilmiistiir (83).
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Ghrelin insan testis dokularinda ve kismen de leydig ve sertoli hiicrelerinde
bulunmakta olup, germ hiicrelerinde tespit edilmemistir. Insan testisinde ghrelin’in
leydig hiicreleri tarafindan ekspresyonu hiicre diferansiyasyonunun derecesi ile
yakindan iligkilidir (83, 84). Bundan baska normozoospermia, obstriiktif azospermia
veya varikoseldeki testesteron diizeyleri ile ters iliski gostermektedir (85). Insan ve
rodentlerdeki bulgularin tersine koyun testislerinde ghrelin’in gii¢clii bir sekilde
immiinohistokimyasal olarak boyanmasi, sadece leydig ve sertoli hiicrelerinde degil
spermatojenik siklusun mitoz ve mayotik profaz sathalarindaki germ hiicrelerinde

artmis ghrelin immiinoreaktivitelerinin gosterilmesi ile tespit edilmistir (86).

1.2.3.2. Hayvan Ureme Sisteminde Ghrelin Ekspresyonlari

Erigkin sican ovaryumunda ghrelin mRNA ekspresyonu ve peptidin kendisi
mevcuttur (87). Sigcan ovaryumunda ghrelin gen ekspresyonunun fizyolojik
regililasyonu Ostrus siklusunun farkli donemlerinde arastirilmis ve ghrelin mRNA
seviyeleri siklusun fazi ile baglantili bulunmustur. Buna gore Ostrus baginda en diisiik
ekspresyon, Ostrus orta fazinda ise en yiikksek ekspresyon gozlenmistir. Siklik
ekspresyonda oldugu gibi luteal donemde ghrelin’in pik seviyelerine rastlanmistir.
Boylece ghrelin mRNA seviyeleri, CL fonksiyonel fazina girdiginde en yiiksek
seviyeye ulagsmakta, CL formasyonu ve regresyonu fazinda ise daha diisiik seviyelere
inmektedir (88). Bu bulgular steroidojenik luteal hiicrelerin sitoplazmasinda yogun
ve spesifik ghrelin immiinoreaktivitesi ile uyumluluk géstermektedir. Onceki siklusta
CL’ye gerileyen non-apoptotik hiicrelere ek olarak interstisyel alandaki ghrelin
immiinoreaktivitesi tespit edilmistir. Corpus luteum’da ghrelin ekspresyon profili
progesteron (P4, yapisinda dort cift bag var) sekresyonu ile paralellik gostermekte,
buna ek olarak CL’de fonksiyonel aktivitenin pik gosterdigi durumla ghrelin
ekspresyonunun profili ayni olmaktadir. Bu veriler luteal gelisim regiilasyonunda
veya fonksiyonunda ghrelin’in 6nemli bir rolii oldugunu gdstermektedir (87, 88).
Ghrelin mRNA’s1 sican ovaryumlarina tek doz Gonadotropin Releasing Hormone
(GnRH) verilmesi durumunda Ostrus Oncesi sathada sabit kalirken, diostrus—I
ve  didstrus—2  ovaryum  sikluslarinda  ise  artmaktadir.  Muhtemelen
ovulasyonun oOnlenmesi once yeni CL’nin inhibe olmasmma ve buna bagh

olarak  ghrelin  ekspresyonunun  diismesine yol acmaktadir (88).
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Lutinlestirici hormon [Luteinizing hormone (LH)] seviyesindeki diisiis Gonadotropin
Releasing Hormone (GnRH) antagonisti verilmesinden sonra ovaryan ghrelin
mRNA’smin diisiisine neden olmaktadir (88). Ovaryan ghrelin ekspresyonu
gebelikle kayda deger bir sekilde degismektedir. Ornegin, erken gebelik déneminde
ghrelin mRNA’s1 yiiksek, gebeligin ge¢ doneminde ise diismektedir. Sicanlarda
luteal fonksiyon gebeligin ilk haftasinda gebeligin devamini saglamakta bu da LH ve
prolaktin ile modiile edilmektedir. Fakat gebeligin ge¢ donemlerinde insan plasental
laktojen [Human Placental Lactogen (hPL)] ve CL’de iiretilen Ostrojen ve
progesteron gebeligin devamimdan sorumludur. Fonksiyonel CL’de maksimal olarak
ghrelin eksprese ederken, CL’nin fonksiyonel gerilemesi ile de ghrelin seviyesi
diismektedir. GHS-R1a geninin sican testislerindeki ekspresyonu postnatal gelisim
esnasinda stabil diizeyde bulunmustur (89). Buna karsin GHS-Rla mRNA’s1 ise
ergenlikte pik degerlerdeyken prepubertal donemde diizeyi tespit edilememektedir
(90). Buna gore pubertal gelisim esnasinda sigan testisindeki GHS-R1la geninin
katlanmasinda meydana gelen kayma biyolojik olarak aktif olan Tipla reseptor
formuna egilimi artirir, bu da seksiiel maturasyon ile ilgili ghrelin sensitivitesinde

gozle goriiliir degisikliklere neden olmaktadir (90, 91).

Sican testislerinde immiinohistokimyasal veya insitu  hibridizasyon
yontemleri ile yapilan lokasyon analizlerine dayanilarak; germ hiicreleri, somatik
sertoli hiicreleri ve leydig hiicrelerindeki spesifik ekspresyonlar1 ile GHS-R1la’nin
ekspresyonu rapor edilmistir (91). GHS-R geninin testikiiler ekspresyonu hormonal
diizenlenme ile ger¢eklesmektedir. GHS-R1a mRNA seviyeleri ghrelin ve hipofizden
salinan Folikiil uyaricit hormon (Follicle Stimulating Hormone, FSH) aracilig1 ile doz
bagimli olarak stimiile edilmektedir. Boylece hem ghrelin ekspresyonu hem de
testikiiler ghrelin duyarhiligi hormonal sinyaller ile regiile edilmektedir. Ghrelin
stimiile edilmis testesteron sekresyonunu doz bagimli olarak inhibe etmektedir.
Ghrelin’in tiibiiler kok hiicre (stem cell) mRNA’s1 iizerine olan etkileri
spermatogenezis ve ayni zamanda leydig hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde
rol almaktadir (89-91). Ghrelin’in testikiiler ekspresyonunda ana uyaric1 hipofizer
LH’dir. Buna gore ghrelin’in, gonadotropik stimiilasyona cevap olarak testikiiler
testosteronun kendi kendine smirlamasma katilabilen LH’nin steroidojenik

aktivitesinin dengelenmesinde lokal diizenleyici gorevi bulunmaktadir (90). In vitro
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sartlarda ghrelin doz bagimh olarak leydig hiicreleri tarafindan Human Chorionic
Gonadotropin (hCG) ve Cyclic Adenosine Monophosphate (CAMP)’1n stimiile ettigi
testesteronu inhibe eder. Testesteron sekresyonundaki ghrelin’in bu inhibitdr etkisi,
hCG’nin stimiile ettigi steroidojenik yolakta anahtar rolii olan mRNA seviyelerinde

de diisiis ile karakterizedir (88-91).

1.2.4. Ureme Aksi Uzerinde Ghrelin’in Rolii

Ureme aks1 iizerinde ghrelin’in rolii tam olarak ortaya konmamissa da
dolasimdaki ghrelin’in lireme sistemi aksimni enerji dengesini diizenleyerek kontrol
ettigi diisiiniilmektedir (91, 92). Ghrelin’in hipotalamik-hipofizel-gonodal iireme
aksma etkileri sekil 6’da sematik olarak gosterilmistir. Ghrelin, gonadotropin ve
prolaktin sekresyonunda onemli bir role sahip olup, santral olarak ghrelin verilmesi
ovarektomize disi sicanlarda pulsatil LH sekresyonunu baskilamaktadir. Ayrica 3
nmol ghrelin’in intraserebroventrikiiler (ICV) olarak verilmesi disi si¢anlarin
siklusunda LH sekresyonunu Ostrus siklusu (prodstrus, ostrus, metdstrus) boyunca
inhibe etmistir (91). Benzer sekilde ovarektomize disi sicanlarin hipotalamusundan
GnRH sekresyonu ghrelin salmimi ile kayda deger bir sekilde inhibe edilmektedir.
Fakat bu bilgilerin aksine hipofiz dokularinda in vitro olarak bazal LH ve FSH’nin
ghrelin’in dozuna bagli olarak stimiile edildigi gosterilmis ve Ostrus siklusunun
safhalarinda da teyit edilmistir (89-92). Yine aksine olarak in vitro GnRH’1n stimiile
ettigi LH sekresyonunun siklusun safthasma bakilmaksizin ghrelin tarafindan inhibe
edildigi bildirilmistir (92). Oysa ki uyarilan FSH sekresyonunun ghrelin tarafindan
sadece Ostrus sathasinda inhibe edildigi bilinmektedir (91). Giinlik OGH
enjeksiyonunun erkek si¢anlarda puberte siiresince disi sicanlara benzer bir sekilde
LH konsantrasyonlarini diisiirdiigii tespit edilmistir (88). Kronik OGH veya DGH
infiizyonu dolasimdaki LH ve FSH seviyesinde 6nemli bir diislise sebep olmaktadir.
Son zamanlarda in vitro olarak yapilan bir ¢alismada da ghrelin fare embriyosunun
preimplantasyonunu inhibe ettigini bildirmistir. Bagka bir caligmada kronik ghrelin
uygulamasinin gebeligin ilk yarisinda embriyo gelisimini engelledigi bildirilmistir
(92). Uzun siire testosteron replasmani dolasimdaki ghrelin seviyelerini normal
seviyelere getirmistir (91). Bu da ghrelin ve seks streoidleri arasinda karsilikl

etkilesimde bulundugunu gostermektedir. Yani ghrelin androjen sekresyonunu
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diizenlerken androjenler de ghrelin sekresyonunu ayarlamaktadir (88-92). Bu

etkilesim de ghrelin’in {ireme sistemi ve enerji dengesinde onemli rolii oldugunu

gostermektedir. Enerji dengesinin diizenlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen ve bu tez

calismasma dahil edilen bir diger hormon da OBS’dir. Dolayis: ile tezin genel

bilgilerinin bu kisminda OBS hakkinda giincel bilgiler verilecektir.

Mide ghrelin sekresyonu

Lokal ghrelin sekresyonu
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Sekil 6. Ghrelin’in hipotalamik-hipofizer-iireme aksina etkileri.

1.3. Obestatin

Bu peptid ghrelin geninin bir iiriiniidiir. 117 amino asitlik preproghrelin’in

posttranslasyonel modifikasyonu sonunda ortaya ¢ikan molekiiler agirligr 2516.3

olan 23 aminoasitlik bir hormondur (93). OBS aa dizilimi Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Sigan obestatin amino asit dizilimi. A: Alanin, D: Aspartik asit, F: Fenilalanin, G: Glisin,
K: Lizin, L: Losin, N: Asparajin, P: Prolin, Q: Glutamin, R: Arjinin, S: Serin, Y: Tirozin,
V: Valin.

Insan ve siganlarin OBS aa dizilimleri arasmda % 86.96 oraninda benzerlik
bulunmaktadir (Sekil 8). Biyolojik aktivitesi i¢in karboksi terminalinde amidasyona
ihtiya¢ gostermektedir (94, 95). Zhang ve arkadaslari tarafindan ilk kez mideden
izole edilmistir (93). Farelere periferal veya ICV olarak OBS verilmesi besin
almimini azaltmaktadir (96). 24 saat a¢ kalan farelerde ghrelin diizeyleri yiikselirken
obestatin diizeyleri ise azalmaktadir. OBS’nin sigan plazmasmdaki miktar1 yaklagik
olarak 0,32 ng/mL, yarilanma dmriiniin ise yaklasik 2 dakika oldugu (96) ve kan
beyin bariyerini gecemedigi bilinmektedir (97). Insanlarda dolasimdaki miktarlar:
5- 268 ng/mL oldugu bildirilmistir. Insan serumunda OBS konsantrasyonlarmmn bu
kadar farklilik gostermesi, Olciim yontemlerinin tam gilivenilir olmadigini

diistindiirmektedir.

Sican obestatin amino asiti dizilim fark. Insan obestatin amino asiti dizilim fark.

Sekil 8. Insan ve sigan’da obestatin aminoasit dizilim farklar1. A: Alanin, G: Glisin, Q: Glutamin,

R: Arjinin, S: Serin, V: Valin.

1.3.1. Obestatin Reseptorii

Obestatin reseptorii ile ilgili arastirmalarda ilk olarak GHS-R ailesinden
GPR39’un biiyiime hormonu sekresyonunu uyardigi i¢cin OBS’nin reseptorii (97)
oldugu ileri siiriilmesine ragmen, Holst ve arkadaslart GPR39 eksprese eden iki farkl

hiicrede OBS’nin baglanmadigin1 ve bdylece GPR39’un obestatin reseptori

18



olamayacagmi bildirmislerdir (98). Holst ve arkadaslarmin gozlemlerinden baska pek
cok calismada da OBS’nin  hipotalamusta GPR39’a baglanmadigi veya
aktivasyonunu saglamadigi rapor edilmistir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda
OBS’nin HIT-T15 ve INS-1 beta hiicrelerinde Glukagon Benzeri Peptid-1
Reseptoriine [Glucagon Like Peptide 1 Receptor (GLP-1R)] baglandigin1 ve  GLP-
IR antagonisti olan eksendin (9-39) formu verildiginde de OBS’nin etkilerinin
ortadan kalktig1r rapor edilmistir (98). Fakat Unniappan ve arkadaslar1 OBS’nin,
INS—-1 beta hiicrelerine ve GLP-1R eksprese edebilen insan embriyonik bdbrek
hiicrelerine baglanamadigini bildirmislerdir (99). Dolayisiyla OBS’nin reseptorii tam
olarak saptanamadigindan enerji dengesinin diizenlenmesinde nasil bir rolii oldugu

heniiz tam olarak bilinememektedir.

1.3.2. Obestatinin Biyokimyasal ve Fizyolojik Etkileri

Obestatin insiilin biyosentezinin diizenlenmesine yardimci olmaktadir.
Ornegin, 10 nm OBS glukoz bagiml insiilin sekresyonunu inhibe etmektedir (97,
100). Intravendz (1V) olarak verilen OBS si¢anlarda vagus bagimli1 bir mekanizmayla
pankreatik peptid salgisii stimiile etmektedir (97). Son zamanlarda Qader ve ark.
sican ve fare adacik hiicrelerinde OGH ve OBS’nin glukagon sekresyonunun
stimiilasyonu ile somatostatin ve pankreatik polipeptid [ Pancreatic Polypeptide (PP)]
inhibisyonunda oldugu gibi benzer etkilere sahip oldugunu bildirmisledir (101). IV
veya ICV verilen OBS’nin plazma GH, prolaktin, ACTH ve tiroid stimiile edici
hormon [ Thyroid-Stimulating Hormone (TSH)] salinimlar1 tizerine herhangi bir etkisi
bulunmamaktadir (97). Baz1 calismalarda OBS’nin su alimini inhibe ettigini
bildirilmistir (97, 102). Buna karsin OBS’nin su alimi inhibisyonunda yeterli
olmadigini bildiren farkli calismalar da literatiirde yer almaktadir (97). OBS’nin
gastrik motilite {izerine etkileri de geliskilidir. Insanlarda kan OBS diizeyleri sistolik
kan basinci ile negatif iligki gostermektedir (97). OBS tedavisiyle yavas géz hareketi
[Non-Rapid Eye Movement (NREM)], azalmis uyku ve -elektroensefalograf’ta
[Electroencephalograph (EEG)] yavas dalga izlenmistir (103). Ayrica OBS’nin
hafizay1 kuvvetlendirdigi de bulunmustur (104). Bazi ¢alismalar OBS’nin
anoreksijenik oldugunu bildirirken, bazilar1 da bdyle bir etkisinin bulunmadigini

rapor etmislerdir (97, 104). Sonu¢ olarak OBS’nin istah {izerine etkileri biiyiik
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tartigmalara neden olmus, arastirmalarda OBS’nin yalniz basma besin alinimi ve
viicut agirligi tizerine bir etkisinin olmadigi (104) ve kolesistokinin (CCK) salinimini
degistirmedigi ve ghrelin’le indiiklenmis besin alimini azaltmadig: bildirilmistir (97).
Baglangicta OBS’nin enerji dengesinin kontroliinde ghrelin’le igbirligi iginde
olabilecegi One siiriilmiis fakat daha sonra yapilan arastrmalarda OBS’nin enerji
dengesi, besin aliimi, viicut agirligi, viicut kompozisyonu, enerji harcanmasi veya
enerji dengesiyle iliskili hipotalamik merkezlerle arasinda bir iliskinin olmadig1 rapor
edilmistir (97, 104). OBS; bel ¢evresi, bel/kalca orani, aclik insiilin diizeyleri ve
instilin rezistanst  [Homeostasis Model Assessment For Insulin Resistance
(HOMA-IR)] ile negatif iligkili iken, insiilin sensitivite indeksi ile pozitif iligkilidir
(97). OBS’nin genel olarak, hafizay1 giiclendirdigi, anksiyeteyi tetikledigi, uykuyu
inhibe ettigi, hiicre proliferasyonunu arttirdigi, pankreasin adacik hiicre
stimiilasyonunu ve glukagon sekresyonunu arttirdig1 rapor edilmistir (104). Plazma
OBS diizeylerinin bozulmus glukoz toleransi olanlarda, tip 2 diyabetlilerde, insiilin
rezistansinda, kronik atrofik gastritte, iilseratif kolitte, karaciger yaglanmasinda,
hemodiyalizde ve oral skuamoz hiicreli kanserde azaldig1 buna karsin, anoreksia ve

epilepsi hataliklarinda kandaki diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (97,104).

1.3.3. insan ve Hayvan Dokularinda Obestatin Dagihmlan

Obestatin yanak epitelyumu, duodenum, jejenum, kolon, ince ve kalin
bagirsaklar, dalak, meme bezi ile fetal ve eriskin pankreas adaciklarinin
sitoplazmalarinda tespit edilmistir (97, 104). Sigan midesinin oksintik mukozasinin
cerrahi olarak ¢ikarildig1 calismalarda dolasimdaki ghrelin ve OBS diizeylerinin
% 50-80 oraninda azaldig1 goriilmiis, buna dayanarak mide oksintik mukozasinin
ghrelin ve OBS ekspresyonlarini en yogun gerceklestigi doku oldugu bildirilmistir
(104). Tiikiiriik bezinde ve testislerin Leydig hiicrelerinde de OBS sentezledigi rapor
edilmistir (97). OBS’nin ghrelin’in eksprese edildigi endokrin dokularda iiretildigi
bildirilmistir (104). Bu da bize ovaryum dokularinda da OBS sentezinin mevcut
olabilecegini gostermektedir. MetS’ye bagli olarak testis ve ovaryumlarda OBS

ekspresyonlarinin nasil degistigi bu tez tamamlanmadan 6nce bilinmemekteydi.
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1.3.4. Ureme Aksi Uzerinde Obestatin’in Muhtemel Rolii

Ureme aks1 iizerinde OBS’nin rolii heniiz bilinmemektedir. OBS hakkinda
mevcut bilgiler celigkili olmasina ragmen bu tez ¢alismasinda bizim hipotezimiz
dolasimdaki OBS’nin tipki ghrelin gibi lireme sistemi aksinda enerji dengesini
diizenleyerek kontrol ettigi yOniindedir. Bu tezi destekleyen bazi ¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin ovarektomize disi siganlara ghrelin’in santral olarak
verilmesi, pulsatil LH sekresyonunu baskilamaktadir. OBS’nin de ghrelin’e zit etki
ettigini (tlim deneysel bulgular boyle olmasa da) diistindiiglimiizde (97), OBS’nin LH
sekresyonunu arttirmasi teorik olarak beklenmektedir. Yine kronik OGH veya DGH
infiizyonu dolasimdaki LH ve FSH seviyesinde 6nemli bir diislise sebep olmaktadir.
Bu durumda yine OBS’nin LH ve FSH seviyesinde teorik olarak bir artisa neden
olmas1 beklenmektedir. Ayrica ghrelin ve seks streoidleri arasinda karsilikli etkilesim
bulunmasi, OBS ve seks streoidleri arasinda bir etkilesim olabilecegini
diistindiirmektedir. Fakat bugiin itibar1 ile literatiirde bu kapsamda OBS ile 1ilgili
heniiz veri bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi sonunda LH, FSH ve OBS arasinda
bir baglantinin olup olmadigi ve MetS ile diizeylerinin nasil degistiginin giin 151gmna
cikmasi beklenmektedir. Enerji dengesinin diizenlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen
ve leptin benzeri fonksiyonu oldugu ileri siiriilen bir diger hormon da NES olup bu
tez caligmasina dahil edilmistir. Dolayisi ile tezin genel bilgilerinin bu kisminda son

olarak NES hakkinda giincel bilgileri verilecektir.

1.4. Nesfatin

Ohi ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda kesfedilen ve yeni bir doygunluk
molekiilii olan NES, 82 aminoasitten olusmaktadir ve molekiil agirligi 9700
daltondur (105). NES’in aa dizilimi sekil 9°da gdsterilmistir. Insan ve siganlarm NES
aa dizilimler1 arasmda % 86.59 oraninda benzerlik bulunmaktadir (Sekil 10).
Dolasimdaki miktarlar1 hem insan hem de hayvanlarda 0-5 ng/mL arasinda
degismektedir. Dolasimdaki yarilanma 6mrii 9-10 dakikadir. NES, Nucleobindin 11
(NUCB2) geni tarafindan kodlanmaktadir. Yapilan tiim hayvan deneyi
calismalarinda NES’in doygunluk hissi verdigi rapor edilmistir (105, 106).

Doygunluk hissi vermesi ve yag miktarlarini da etkilemesi sebebiyle bu yeni peptide
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nesfatin adi takilmistir (105). NES leptin benzeri fizyolojik etkiler gostermektedir
(107).

NH, v P | D V D K T K V H N V D P V E

H K V R T R L D E L COOH

Sekil 9. Sican nesfatin-1 amino asit dizilimi. A: Alanin, D: Aspartik asit, E: Glutamik Asit,
F: Fenilalanin, G: Glisin, H: Histidin, I: Izoldsin, K: Lizin, L: Losin, N: Asparajin,
P: Prolin, Q: Glutamin, R: Arjinin, S: Serin, T: Treonin, V: Valin, Y: Tirozin.

1.4.1. Nesfatin Formlar

Nesfatin—1, NUCB2 tarafindan kodlanan ii¢ iiriiniinden biridir (108). Diger
nesfatin formlar1 ise nesfatin-2 ve nesfatin-3’diir. NUCB2/nesfatin 24 aa’lik bir
sinyal peptid ve 396 aa’dan meydana gelmektedir. NUCB2/Nesfatin prohormon
konvertaz enzimi tarafindan posttranlasyonel olarak N-terminal bdliimii, NES ve iki
C-terminal peptid olan, nesfatin—2 ve nesfatin-3 olmak {izere {i¢ parcaya
ayrilmaktadir. NUCB2/nesfatinin ayirici bir proteolitik isleme yoluyla, birka¢ aktif
peptidi ortaya ¢ikaran bir prekiirsorii oldugunu gostermektedir (108-113). Ayrica
NES, N-terminal segment (1-23), mid segment (23-53) ve C-terminal segment
olmak iizere li¢ kisimdan ibarettir (108-110). Parantez i¢indeki rakamlar aa sayilarini
gostermektedir. NES’in doz bagimli besin alinimimi kisitlamasindan mid segment
sorumlu olup, bu kismin aa dizilimi Alfa-Melanocyte-Stimulating Hormone (a-MSH)
ve Agouti-Related Peptide (AgRP) ile benzerlik gostermektedir. Fakat NUCB2 diger
bir adiyla nuclear EF-hand acidic (NEFA)’dan koken alan diger nesfatinlerin
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(Nesfatin-2 ve Nesfatin-3), anoreksijenik aktivitesi bulunmamaktadir (108-113). Bu

sebeple bugiine kadar yapilan arastirmalarda NES {izerine odaklanilmstir.

Sican obestatin amino asiti dizilim farki. Insan obestatin amino asiti dizilim farki.

Sekil 10. Insan ve sigan’da nesfatin—1 aminoasit dizilim farklar1 (109).

1.4.2. Nesfatin Reseptorii

Nesfatin-1’in heniiz yapis1 bilinmeyen G proteiniyle eslesmis bir reseptorle
gorev yaptig1 diisiiniilmektedir (11, 109). Bu olas1 reseptor, kalsiyum kanallar1
araciligiyla, protein kinazlar1 aktive ederek Ca™*’un igeri almimmni saglar ve boylece
intraselliiler Ca™ konsantrasyonlarinda bir artisa neden olmaktadir (109-114). Ancak
nesfatin reseptoriiniin/reseptorlerinin klonlanmasinin bugiine kadar basarilamamais
olmas1 da bir o kadar dikkat cekicidir (110). Bu durum, reseptdriin bazi 6zgiil
ozelliklerini  yansitiyor olabilir; Ornegin, heniiz bilinmeyen bir etkilesim

partner(ler)iyle hetero-dimerize olma gerekliligi boyle bir 6zellik olabilir (110).

1.4.3. Nesfatin-1’in Biyokimyasal ve Fizyolojik Etkileri

Nesfatin-1’in ICV enjeksiyonu doza bagimli olarak besin alimini azaltmistir
(109-113). Antikor enjeksiyonuyla NES nétralize edildiginde ise istahin uyarildigi
gozlenmistir. Tip 2 DM hastalarmin serumlarinda NES azalmistir (115). NES

diizeylerindeki azalisin obeziteden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Buna karsin
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tip 1 ve tip 2 DM hastalarinda VKI ile plazma NES diizeyleri arasinda bir iliski
olmadig1 da bildirilmistir (115). Bu nedenle daha sonra tip 2 DM hastalarinda azalan
NES diizeylerinin insiilin direncinden kaynaklanmis olabilecegi ileri siirtilmiistiir.
Gonzalez ve arkadaglar1 fare ve sicanlarda pankreasta insiilin salgilayan beta
hiicrelerinde prepronesfatinin NES ile birlikte bulundugunu ve bu nedenle
prepronesfatin tiirevlerinin insiilin salgilanmasi1 ve glukoz metabolizmasinda
potansiyel bir rolii oldugunu belirtmislerdir (116). Tip 2 DM hastalarinda azalan
plazma nesfatini bu hastalardaki hiperfajiden sorumlu tutulmaktadir. Azalan ghrelin
diizeylerinin de tip 2 DM’deki hiperfajiye katki saglayabilecegi belirtilmistir (115).
Yapilan bir diger ¢alismada hiperglisemik hayvanlara IV uygulanan NES’in
antihiperglisemik etki gosterdigi bulunmus ve diger antihiperglisemik ajanlarla
karsilastirildiginda nesfatinin insiiline yardimci yeni bir sinif olabilecegi ifade
edilmistir (117). Yapilan bir calismada periferal NES konsantrasyonlar1 ile VKI,
viicut yag orani ve kan glukozu arasinda negatif iliski oldugu gosterilmistir. VKI
yiiksek olanlar ile nonobez hastalar kiyaslandiginda; aglik NES diizeyleri VKI
yiiksek olanlarda anlamli olarak diisiik bulunmustur (118). Kisa siireli a¢higin
pubertal siganlarin hipotalamusunda NUCB2 mRNA ve protein diizeylerinde azalma
ile sonuglandig1 da rapor edilmistir (108). Ghrelin, OBS ve NES’in biyokimyasal ve
fizyolojik 6zellikleri tablo halinde (Tablo 1) 6zetlenmistir (113).

1.4.4. insan ve Hayvan Dokularinda Nesfatin—1 Dagihmlan

Sigan hipotalamusunda NES ic¢in belirgin immiinoreaktivite (IR)
gozlenmistir. Yetigkin  ve puberte donemindeki sicanlarin  immiinohistokimya
(IHK) analizleri, digerlerinin yam swa lateral hipotalamik alan (LHA),
paraventrikiiler niikleus (PVN), zona incerta (ZI) ve supraoptik niikleus (SON) da
dahil olmak {izere anahtar hipotalamus c¢ekirdeklerinde yogun bir sekilde varligi
gosterilmistir  (109-112). NES’in, gastrik mukoza bezlerinin orta ve alt
segmentlerinde, ayrica siganlarda duodenumun mukoza alt1 tabakasinda IR’si
bulunmustur. NES iR’si, yakin zamanda, insan ve sican B adacik hiicrelerinde
bildirilmis, ancak endokrin pankreasin diger hiicre tiplerinde bildirilmemistir. Son
zamanlarda NES’in insan, sican ve fare testisinde ve sican ovaryumlarinda da

ekspresyonu gosterilmistir (110).
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1.4.5. Ureme Aksi Uzerinde Nesfatin-1’in Rolii

Pubertal hayvanlardaki ekspresyon analizlerinde ge¢ infantil donem ve
peripubertal donem arasindaki ge¢is boyunca NUCB2 mRNA seviyeleri LHA, PVN
ve SON da anlamli sekilde arttigi, toplam prepronesfatin igeriginin ise yaklasik 3 kat
arttig1 bildirilmistir (110). Gonadotropin salgismin baskilanmasi ve/veya ergenligin
baslamasi ile eslesen negatif enerji dengesi durumlar1 da NUCB2 ekspresyonlarinda
Olciilebilir diizeyde degisikliklere neden olmaktadir. NUCB2/N sinyal iletiminin

ergenlikte gonadotropik aks aktivasyonunda rolii bulunmaktadir.

NUCB2/nesfatin-1’in ergenlikte gonadotropik aksm kontroliindeki pozitif
rolii ad libitum beslenen pubertal disilerde NES’in ICV enjeksiyonuyla FSH
diizeylerinde daha az olmak tizere, LH diizeylerinde hafif ama saptanabilir bir artis
sergiledigi rapor edilmistir. Eriskin disi sicanlara eksojen NES verilmesi, aglik ve
tokluk serum gonadotropin seviyelerinde diisiise neden olmustur. NUCB2, {ireme
fonksiyonunun merkezi kontroliinde de rol oynamaktadir (106, 110). Ayrica NES’in
disilerin puberte maturasyonunun diizenleyicisi olan oksitosinin salgilanmasini
uyardigr da gosterilmistir (119). Enerji durumu ile zorunlu viicut fonksiyonlari
arasindaki siki bagin yansimasi olarak istah diizenleyici mekanizmalar ve cesitli
norendokrin sistemler arasinda karsilikli etkilesimler bulunmaktadir. Yapilan bir¢ok
calisma ghrelin’in biyolojik fonksiyonlarmin hipofizal gonadal aks ve lireme sistemi
iizerinde farkli seviyelerde oldugunu gostermistir. Testislerde ghrelin doz bagimli
olarak cAMP olusumunu azaltarak hem LH hem de hCG sekresyonunu inhibe
etmektedir (120). Ayrica korpora lutea’daki ghrelin ve progesteron ekspresyonlarmin
pik seviyeleri paralellik gdstermektedir (121). Bu da sicanlarda luteal gelisim ve

fonksiyonlarinda ghrelin’in 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (121).
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Tablo 1. Ghrelin, obestatin ve nesfatin-1’in metabolik 6zellikleri.

Fonksiyon = Ghrelin OBS NES  Fonksiyon Ghrelin OBS NES Fonksiyon Ghrelin OBS NES Fonksiyon = Ghrelin OBS NES
. Kalp
Glukoz + ? - Anksiyete + - ? . . + ? ? AP + +/- ?
notropisl
Insiilin +/- ? +  Susuzluk 0] - - VD + ? ? PHP + + ?
. Arteryel
AHH + (4] ? KAGI + ? ? — ? — HHP ? ? ?
basing
ADH " ~ 2 pB ? ? o Tmor =, ? ? YHP o+ 2
biiyiimesi
Kortizol + ? o  Ilmmin ? ? 2 PLB/FB + ? ? PR +i— 2 ?
sistem
YO - ° 2  RPEH % + 2 GT " ? ? REM _ +0
Uykusu
Hafiza n n 9 Intestinal n 9 9 GHB n 3 3 Kemik n 9 9
mukoza olusumu
Istah, GA + - - PA + ? ? ISK. 1) + ? IR - ? +
Yag doku + ? ? KM +/- ? ? KHC + (4] ? Kilo + ? ?

ADH: Antidiuretic hormone, AHH: Adenohipofiz hormonlari, AP: Adiposit proliferasyonu, GA: Gastrik asit, GHB: Gastrik hareket ve bogsalma, GT: Gastrik turnover,
HHP: Hepatik hiicre proliferasyonu, IR: Is1 regiilasyonu, ISK: Iris sifinkter kontraksiyonu, KAGI: Koroner aterosklerozun ghrelinle iliskisi, KHC: Kardiyomiyosit
hiicre canliligi, KM: Karbohidrat metabolizmasi, PA: Parasempatik aktivite, PB: Psikiyatrik bozukluk, PHP: Pankreatik hiicre proliferasyonu, PLB/FB: Plasental ve
fetal biiyiime, PR: Proliferasyon, RPEH: Retinal pigment epitel hiicreleri, VD: Vazodilatasyon, YHP: Yumurta hiicresi proliferasyonu, YO: Yag oksidasyonu.
+: Arttirir, —: Azaltir, @: Etkisiz, +/—: Fizyolojik kosullara bagli olarak hem arttirir hem de azaltir, ?: Etki sekli bilinmiyor.
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MetS’nin iki major komponenti olan obezite ve insiilin rezistansinin insan ve
hayvan calismalarinda oosit kalitesini, gebe kalma oranlarini ve iiremeyi olumsuz
etkiledigi belirtilmistir. Ayrica MetS’ nin progresyonunda ghrelin’in etkilerinin major
belirleyicisi olarak kabul edilen leptin gibi, NES’in de benzer bir mekanizmayla

MetS gelisiminde 6nemli bir roliiniin olabilecegi asikardir.

Tim bu veriler 15183iInda metabolik diizenlemeyi detaylar1 ile yeniden
disiindiigiimiizde; tireme fonksiyonunun ortaya ¢ikis1 ve devam ettirilmesinin, uygun
enerji rezervlerine baglh oldugu ve bu karmasik santral ve periferik sinyal aginin
diizenlenmesinde, ghrelin, OBS ve NES’in 6nemli roller listelenmis olabilecegi ve bu
karmagik santral ve periferik sinyal agimin da MetS’den etkilenecegi kagmilmazdir.
Fakat MetS’de ghrelin, OBS ve NES’in nasil degistigi ve lireme aks1 lizerine nasil

etki ettigine dair deneysel veriler bulunmamaktadir. Dolayisi bu tezde amaclarimiz;

1) MetS olusturulmus siganlarin tireme sistemi dokularinda ghrelin, OBS ve

NES seviyelerinin nasil degistigini,

2) Bu siganlarm serumlarinda OGH, DGH, OBS ve NES derisimlerinin nasil

degistigini ve aralarinda bir iligkinin olup olmadigini,

3) Yine bu peptidlerin, FSH, LH, P4, TT ve E, ile aralarinda iligkilerinin olup

olmadigini ortaya ¢ikarmaktir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Deney Hayvanlan ve Diyet Protokolii

Calisma Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 13.08.2009 tarih ve
50 sayili karariyla etik kurul onayr alindiktan sonra Firat Universitesi Deneysel
Aragtirmalar Birimi’nde (FUDAM) yiiriitiildii. Deneyde 32 adet bes haftalik Sprague
Dawley tiirii sican kullanildi. Metabolik sendrom gelisip gelismedigini kontrol etmek
amaciyla gruplardan rastgele bir sigan secilip sakrifiye edileceginden deney
tamamlandiginda her bir grupta 6’sar sigan kalacagi diisiiniilmiis olup, ¢alismamiz
her bir grupta 8 rat olacak sekilde 4 grup iizerinde yapilmistir. Siganlar cinsiyetlerine
dikkat edilerek; erkek kontrol (EK) (n:8), erkek metabolik sendrom (EMetS) (n:8),
disi kontrol (DK) (n:8) ve disi metabolik sendrom (DMetS) (n:8) olmak {izere
rastgele 4 gruba ayrildi. Bir haftalik uyum siiresinin sonunda VKI’yi tespit etmek
amaciyla siganlarin boy ve kilolar1 ol¢iildii. Biitiin gruplardaki sicanlar 8 mm’lik
standart sican pellet yemiyle ad libitum olarak beslendi. Yem icerigi tablo 2’de
verilmistir. Bu c¢alismada metabolik sendrom olusturmak i¢in MetS grubundaki
siganlarin su ihtiyaglari; % 10’luk fruktoz cozeltisi ile ad libitum olarak karsilandi
(37). Sicanlarda MetS gelisimini tespit edebilmek igin 2 haftalik periyotlarda VKI

degerleri 6l¢iildi.

2.2. Sicanlarda Metabolik Sendrom Kriterleri ve Viicut Kitle indeksi

Metabolik sendrom kriterleri arasinda; obezite (6zellikle abdominal obezite)
artan aglik serum glukoz (ASG) seviyesi, hipertansiyon, artan serum TG seviyeleri,
ve azalan HDL-K diizeyleri énemli yer tutmaktadir. Insiilin rezistans1 da bu farkli

metabolik degisimlere baglidir ancak patolojisi tam olarak aydinlatilamamastir.

Obezitenin tespiti i¢cin VKI &l¢iimii kullanilmaktadir. Sicanlarda VKI su
formiille belirlenir; VKI = viicut agirhgi (g) / boy uzunlugu® (cm?). Viicut agrhgmi
tespit etmek icin her bir sican daras1 alinmis kapakli plastik bir kapta tartildi. Boy
uzunlugunu tespit etmek icin burun ucundan aniise kadar olan mesafe olgiildii.
Saglikli sicanlar icin VKI = 0.72 g/cm’ iken obez sicanlarda VKI degeri
VKI > 1.00 g/cm” olarak belirlendi (122).
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Tablo 2. Sican pellet yemi bilesimi (40).

Parametre Miktar

Su (en fazla) % 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en fazla) %7

Ham kiil (en fazla) % 8

HCI’de ¢oziinmeyen kiil (en fazla) %2

NaCl (en fazla) % 1

Mineral karmasi * % 1.25
Vitamin karmasi * % 1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

*Mineral karmas1: Kalsiyum (% 1 — 2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (% 0.5 — 0.7), Mangan (10 mg/kg),
Cinko (4 mg/kg).

*Vitamin karmasi: Vitamin A (300 IU/kg), Vitamin D3 (1000 IU/kg), Vitamin E (60 mg/kg),
Vitamin B2 (4 mg/kg)

2.3. Orneklerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Sicanlar 12 haftalik diyet programinin sonunda steril techizatlar kullanilarak
sakrifiye edildi. Elde edilen kanlarin yaris1 i¢i bos olan, diger yarisi ise iginde 500
Kallikrein Inhibitor Unit (KIU) aprotinin bulunan diiz biyokimya tiiplerine alindi
(123). Biyokimyasal parametreler aprotininsiz serum Ornekleri kullanilarak analiz
edildi. Hormon (ghrelin, OBS ve NES) analizlerinde kullanilmak iizere aprotininli
tiiplere alinan kanlar oda 1sisinda 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatantlar ependorf tiiplerine alindiktan sonra (ghrelin’ler i¢in) iizerine 1/10
oraninda IN’lik HCI eklendi (123, 124). Bu serumlar analiz edilinceye kadar
-20°C’de derin dondurucuda saklandi. Doku érnekleri; IHK boyamalar1 ve hormon
diizeylerinin tespiti i¢in 2 gruba ayrildi. IHK boyamalarinda kullanilacak olan doku
ornekleri derhal % 10’luk formaldehit i¢cine alindi. Hormon diizeylerinin analizinde
kullanilacak olan doku Ornekleri ise, proteazlarin hormonlar1 denatiire etmesini
onlemek i¢in sakrifikasyonu takiben kaynar su banyosunda 5 dakika bekletildi (56,
57). Daha sonra, 50 mg tartilan doku 6rnekleri, igerisine 5 mL % 5 w/v (weight-in-
volume) fosfat tampon ¢o6zeltisi Phosphate Buffer Saline (PBS) konarak hazirlanan
diiz biyokimya tiiplerine alindi. Bir cam baget kullanilarak PBS icerisindeki doku
ornekleri ezildi. Daha sonra bu karisim +4°C’de 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
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edildi. Elde edilen siipernatantlar i¢inde 500 KIU aprotinin bulunan ependorf tiiplere

alind1. Hormonlar analiz edilinceye kadar -20°C’de derin dondurucuda saklandu.

2.4. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

Laboratuar analizleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi’nde; Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal1 ve Tibbi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarlar1 ile Kegioren Egitim
ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda yapildi. Calismada kullanilan;
aletler, cihazlar, kimyasallar ve sarf malzemeler tablo halinde sunuldu (Tablo 3,

Tablo 4, Tablo 5).

2.5. Biyokimyasal Parametrelerin Analizi

Diyetle indiiklenmis metabolik sendromun bazi biyokimyasal parametrelere
olan etkileri arastirildi. Sakrifikasyonu takiben alinan aprotininsiz serum Grnekleri
soguk zincir ile Keg¢idren Egitim ve Arastrma Hastanesi (Ankara) Biyokimya
Laboratuvari’na gonderildi. Burada; ASG, TG, HDL-K, total kolesterol [Total
Cholesterol (TK)], total protein (TP), alanin aminotransferaz [alanine
aminotransferase (ALT)], aspartat aminotransferaz [aspartate aminotransferase
(AST)] ve gamma glutamiltransferaz [gamma glutamyltransferase (GGT)] seviyeleri
Konelab 60 marka otoanalizér ile, aglik serum insiilin (ASI), &strodiol (E,), FSH,
LH, progesteron [Progesterone (P4)] ve TT seviyeleri ise Immulite-2000 otoanalizor
ile kit prosediirine uygun olarak oOlciildii. Otoanalizorde Olgiilemeyen diisiik
yogunluklu kolesterol [Low-Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-K)] ve ¢ok diisiik
yogunluklu kolesterol [Very Low-Density Lipoprotein Cholesterol (VLDL-K)]
diizeyleri ise matematiksel olarak hesaplandi (125). Bu amagla kullanilan Friedewald

formiilii Sekil 11°de sematik olarak gosterilmistir.
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Tablo 3. Analiz islemlerinde kullanilan aletler ve cihazlar.

Sira Alet/ cihaz Marka / model Sira Alet / cihaz Marka / model

Leica RM 2255 Microsystems nussloch
GmbH, Almanya

1 - Konelab 60
2 - Immulite 2006,

1. Buzdolabi Argelik 5092NF Ankara, Tirkiye 10. Mikrotom

Calkalayic

2. (orbital shaker) Oxoid Itd. RS911, Basingstok Hants, Ingiltere 11. Otoanalizor EMA Diagnostic Products Corporation,
Los. Angeles, Amerika Birlesik
Devletleri

3. Derin dondurucu  Argelik 2573D, Tiirkiye 12. Otomatik pipet I - Biohit proline 100 pl

2 - Biohit proline 1000 pl

ELX800, BioTek Instruments, Amerika Birlesik

4. ELISA okuyucu 13. Parafin takip cihazi ~ Shandon Cryotome SME 77200101 ingiltere

Devletleri
. EUSAykena  EXO BT e Amela Sy e, Themo lenn Copraion, ot
6. Etiiv Niive FN400, Tiirkiye 15. Santrifij Hettich Universal K2S, Tuttlingen, Almanya
7. ﬁ;ﬁlgrfz; Olympus DP71 16.  Subanyosu Niive BM402, Tiirkiye
8. Mikrodalga 1sitict ~ Argelik MD 820, Tiirkiye 17. Vorteks Niive MN110, Tiirkiye
9. Mikroskop Olympus BX51 18.
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Tablo 4. Analiz islemlerinde kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri.

Sira A‘let/ Marka / model
cihaz

Sira Alet/ cihaz Marka / model

Aprotinin  Bayer Tiirk Kimya San

Mavi pipet Isolab laborgerite

(Trasylol) LTD. Sti., istanbul, Tiirkiye ucu GmbH, Almanya
. . . Isolab laborgerite
7 I?er_l.ey Borosilikat cam tiip 12 x 75 5. Sar1 pipet ucu GmbH, Almanya
tupu mm
ETPP 0004 Eppendorf Bayer Tiirk Kimya
3. Ependorf tubes (polypropylene), 6. Polizinli lam San LTD. $ti.,
tiip ISOLAB Laborgerate Istanbul, Tirkiye

GmbH, Almanya

Tablo 5. Analiz islemlerinde kullanilan hormon kitleri.

Hormon Kiti Yontem  Katalog No Uretici Firma Minimal Ol¢iim
Simirlar

OGH (si¢an) ELISA A05117 SPIbio 1-3.5 (pg/mL)

DGH (si¢an) ELISA A05118 SPIbio 6 — 8 (pg/mL)
Phoenix

OBS (si¢an) ELISA EK031-90 Pharmaceuticals 0—100 (ng/mL)

NES (sigan) ELISA EIA-NES-1 RayBiotech 147 — (pg/mL)

Ghrelin doku (sigan) [HK H-031-31 Phoenix Pharmaceuticals

Obestatin doku (si¢an) [HK H-031-90 Phoenix Pharmaceuticals

Nesfatin-1 doku (sigan) [HK H-003-22 Phoenix Pharmaceuticals

AEC kromojen [HK TA-125-HA Lab Vision Corporation

Biotinylated Goat Anti-Mouse  [HK TM-125-BN @b Vision (Thermo Fisher
Scientific)

Streptavidin peroxidase [HK TS-125-HR La.b V¥51or1 (Thermo Fisher
Scientific)

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay. THK: Immiinohistokimya.

e VLDL-K
o LDL-K

Trigliserid / 5
TK - (HDL-K + VLDL-K)

Sekil 11. Friedewald formiilii (125). HDL-K: High-density lipoprotein cholesterol.
LDL-K: Low-Density lipoprotein cholesterol. TK: Total cholesterol. VLDL-

K: Very low-density lipoprotein cholesterol.
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2.6. Enzim-Bagh Immiin Assay Yonteminin Prensibi

Enzim-baglh immiin assay [Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)]
yontemi, serum ve doku homojenatlarinda arastirilan maddelerin (antijen) spesifik
antikor molekiilleri ile kompleks olusturmalar1 prensibine baghdir. Benzer amagla
kullanilan radioimmunoassay (RIA) yonteminden farkli olarak ELISA ydnteminde
radyoaktif isaretleyiciler yerine spesifik enzimler kullanilmaktadir (126). Alkalen
fosfataz ve Horse Radish Peroxidase (HRP) calismalarda yaygin olarak kullanilan
enzimlerdir. ELISA ile RIA yontemleri karsilastirildiginda; radyoaktivite tehlikesi
olmamasi, otomasyona uygun olusu ve ¢alisma siiresinin daha kisa olusu ELISA
yontemini daha dstiin hale getirmektedir. ELISA yOntemi; insan, hayvan ve
bitkilerde hastaliklarin teshisi [6rn: Human Immunodeficiency Virus (HIV), Hepatit],
besinlerdeki alerjenlerin tespiti, doping maddeleri ile uyusturucular gibi kullanimi
0zel izne bagli olan ilaglarin ve hormonlarin [6rn: Triiodothyronine, Thyroxine, TSH,
LH] dolanimdaki diizeylerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Analiz
asamas1 antijenin pleyt ylizeyine (Sorbent) absorbe edilmesiyle baslamaktadir.
Antijenin  spesifik  (6zgiil) antikoru ile reaksiyona girmesi immunasyon
saglanmaktadir. Bu kompleks antikor (primer antikor) kismindan enzim baglanmis
ikinci bir antikor (sekonder antikor) ile reaksiyona sokulmaktadir (Enzyme-Linked).
Substrat renkli iiriin olusturacak sekilde mevcut kompleks icerisindeki enzim ile
reaksiyona girmektedir. Son iirlin renklidir. Elde edilen bu renkli iiriin kompleksi
ELISA sayacinda okutularak konsantrasyon hesaplanir (4ssay) (126).

2.6.1. Hormon analizleri

Serum ve dokularda hormon (OGH, DGH, OBS ve NES) diizeyleri ELISA
yontemiyle analiz edildi. Bu amagla 6nceden hazirlanarak -20 °C’de derin
dondurucuda saklanan serum ve doku siipernatantlar1 kullanildi. Hormon
diizeylerinin tespit islemleri 1ilgili kataloglarda belirtilen prosediirlere gore
tamamlandi. Doku hormonlarimin tayininde serum kitleri kullanildigindan; doku
siipernatantlarinda da bu kitlerin kullanilip kullanilamayacagi daha Onceden
tanimlanan yonteme gore (linerite, intra-inter assay vs) test edildi (127). Olgiimler
hazirlik, analiz ve hesaplama olmak iizere {i¢c asamada yapildi. OGH (1/5) ve DGH
(1/10) diliie edilerek ¢alisildi. Hesaplamalar yapilirken OGH i¢in elde edilen degerler
5, DGH degerleri ise 10 ile carpildi. Tiim analizler ayn1 deney serisinde yapildi.

33



1) Biitiin ¢ozeltiler, kit igerisinde mevcut olan reaktifler kullanilarak, tiretici firmanin
onerdigi prosediirlere gore analiz Oncesinde taze olarak hazirlandi. 2) Pipetleme
asamasinda her bir reaktif ve numune i¢in daha 6nce kullanilmamis yeni bir pipet
ucu kullanildi. 3) Biitiin ayiraglar ve numuneler analiz asamasi dncesinde oda 1sisina
getirildi. 4) Olgiim yapilmadan once pipet uglar1 Slgiimii yapilacak ¢ozeltilerle
hafifce 1slatildi. 5) Kuyucuklara ayni sira ile pipetleme yapildi. 6) Birbirine eklenen
cozeltiler iyice karigmalar1 i¢in birkag kez yavasca pipetlenerek karistirildi.
Miktarlarini tayin ettigimiz hormonlarin ELISA prosediirleri asagida detaylar1 ile
bahsedilmektedir.

2.6.1.1. Ghrelin Analizleri

Ghrelinin bu ¢alismada oktanile ve desacgile olmak iizere iki farkli formu
olciildii. Olgiim prosediirleri detaylari ile asagida verilmektedir.

Oktanile (Acylated) Ghrelin Assay

A-Hazirhk

A.l. Cozeltilerin Hazirlanisi

A.1.1. Tampon Cozeltileri ve Numunelerin Hazirlanigi

1. Kit igerisindeki liyofilize halde bulunan tampon ¢ozeltisi (EI4 buffer)
sisesi acildi ve icerisine 50 mL distile su katildi Bes dakika
beklendikten sonra ¢dzeltinin iyice karigsmasi i¢in yavasca calkalandi.

2. Kit icerisindeki yikama tamponu ¢ozeltisi (Wash buffer) sisesi acild1 ve
icerisine 400 mL distile su ve 200 pL Tween-20 ¢ozeltisi katild1 ve
manyetik bir karistirici ile ¢ozelti hazirland1.

3. Biitiin numuneler EIA tamponu ile 1/5 oraninda diliie edildi.

A.1.2. Standart Cozeltileri ve Diliientlerin Hazirlanist

1. Bos deney tiipleri [oktanile ghrelin standart tiipii (OGST)] sirasiyla
OGST1, OGST2, OGST3, OGST4, OGSTS, OGST6, OGST7, OGSTS
olacak seklinde etiketlendi.

2. Kit igerisindeki liyofilize halde bulunan agile ghrelin standart sisesi
acild1 ve icerisine 1 mL distile su katildi. Bes dakika beklendikten sonra
¢Ozeltinin iyice karismasi i¢in yavasca calkalandu.

3. Ik tiipe (OGST1) hazirlanan 1 mL standart ¢ozelti eklendi.

4. Diger tiiplere 500 uLL EIA tamponu konuldu.
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7.

OGST1’den alinan 500 pL ¢ozelti OGST2’ye eklendi ve karistirildi
(toplam ¢ozelti miktari: 1000 pL).
OGST2’den alinan 500 pL ¢ozelti OGST3’e eklendi ve karistirildi
(toplam ¢ozelti miktari: 1000 pL).

Bu sekilde 8 tiipten olusan diliisyon serisi hazirland1.

A.1.3. Kalite Kontrol Cozeltilerinin (Quality Control) Hazirlanist

1.

2.

Kit icerisindeki liyofilize halde bulunan kalite kontrol (QC) siselerinden
QC-1 agildt ve igerisine 1 mL distile su katildi. Bes dakika
beklendikten sonra ¢dzeltinin iyice karigsmasi i¢in yavasca calkalandi.

Ayn1 metotla kalite kontrol-2 (QC-2) ¢ozeltisi de hazirlandi.

A.1.4. Anti-Acile Ghrelin Tracer Cozeltisi ve Ellman’s Ayiwraci Hazirlanigsi

1.

Kit icerisindeki liyofilize halde bulunan [Acetylcholinesterase-Tracer
(AChE-T)] sisesi acild1 ve igerisine 10 mL EIA tamponu katildi. Bes
dakika beklendikten sonra ¢oOzeltinin iyice karigsmasi i¢in yavasga
calkaland:.

Ellman’s ayiwract (Ellman’s reagent) kullanimindan 5 dakika Once
hazirlandi. Kit icerisindeki liyofilize halde bulunan Ellman’s ayirag
sisesi acild1 ve igerisine 49 mL distile su ve 1 mL yikama tamponu

cozeltisi katildi. Cozeltinin iyice karigmasi i¢in yavasea ¢alkalandi.

A.2. Pleytin Hazirlanigt

I.

Pleyt paketinden c¢ikarildi. Kullanilacak kuyucuklar belirlendi.
Etiketlemede; analiz asamasinda kullanilacak reaktifler ile serum ve
doku numuneleri i¢in spesifik simgeler [kor (K), Non Spesific Binding
(NSB), standart (S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8), Quality Control (QC1,
QC2), Numune (N1, N2, ... N68)] kullanild1 (Sekil 12).

Kullanilacak biitiin kuyucuklar 5 kez 300 pL yikama tamponu ile

calkaland1 ve kurulandi.
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ELISA

B

K S2 N6 N 14 N22 N30 N38 N 46 N 62
C

K S3 N7 N 15 N23 N31 N 39 N63
D

K S4 QC2 N8 N16 N 24 N32 N 40 N 64
E

K S5 N9 N17 N 25 N33 N 41 N 49 N 65
F

K S6 N10 N18 N 26 N34 N 42 N 66
G

K NSB s7 N11 N19 N27 N35 N43 N51 N 67
H

Sekil 12. Oktanile ghrelin analizi i¢in ELISA pleyti kuyucuk diizeni.

36




B-Analiz

1. Pleytteki kor kuyucuklar1 bos birakildi.
2. NSB kuyucuklarma 100 pL EIA tamponu konuldu.
3. Standart kuyucuklarina 100 pL 1lgili standart ¢ézeltisinden konuldu.

4. QCI ve QC2 kuyucuklarma 100 pL ilgili kalite kontrol ¢ozeltilerinden

konuldu.
5. Numune kuyucuklarma 100 pL ilgili numune diliientlerinden konuldu.
6. Kor haricindeki tiim kuyucuklara 100 uL. AChE-T ¢dzeltisi konuldu.

7. Pleytin iizeri parafilm ile kapatilarak oda 1sisinda 3 saat inkiibasyona

birakild..

8. Biitiin kuyucuklar ELISA yikayicida 5 kez 300 pL yikama tamponu ile
yikandu.

9. Calkalayic1 (Orbital shaker) (350 rpm) ile oda 1sismda 5 dakika
calkaland:.

ELISA yikayicida 5 kez 300 pL yikama tamponu ile yikandi (Sekil 13).

C-Hesaplama
1. Duplike galisilan; K, NSB, QC, standart ve numunelerin absorbans
degerlerinin ortalamalar1 belirlendi.

2. Pleytin ilk kolonundaki Ellman’s ayiwraci i¢in okunan absorbans

degerleri (kor degerleri) diger degerlerden ¢ikarildi.
3. Elde edilen sonuglardan standart grafigi hazirlandi.

Numunelerin belirlenen absorbans degerleri standart grafigine yerlestirilerek

konsantrasyonlar1 tespit edildi.

Numuneler 1/5 oraninda diliie edildigi i¢in son degerler 5 ile ¢arpildi ve

serum diizeyleri pg/mL, doku diizeyleri ise pg/mg doku olarak belirlendi.
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E/A Tamponu
Standart
Kontrol
Tracer

Yikama

Ellman’s Reagent

CISI———-->

Standart Hazirlama

50 mL Distile su

I mL Distile su

I mL Distile su

10 mL E/A Tamponu

1 mL Konsantre yikama tamponu 400 mL
Distile su 20 pL. Tween®20

49 mL Distile su, 1 mL Konsantre yikama

tamponu

Stok E/A Tampon

Sekil 13. Oktanile ghrelin deneyinin kisa sematik 6zeti.

Calisma

Ornekleri 1:5 E/A Tamponu ile sulandir.

Pleyti 5 kez 300 pnL.’de yika.

100 pL Standart, 6rnek ve kontrol koy.

100 puL Tracer koy, 3 saat oda 1s1sinda bekle.

5 kez 300 pL’de yika.

200 pL. Ellman’s ayiraci koy, karanlikta inkiibe et.
405-414 nm’de okut.

Desacile Ghrelin Deneyinin Kisa Sematik Ozeti

Desagile ghrelin dl¢iimiimiin genel hazirlik ve reagent’larin hazirlanmasi
OGH o6lgiimiiniin prosediirii ile benzer oldugundan DGH deneyi burada sadece

sematik olarak verilmistir (Sekil 14). Numuneler hazirlik asamasinda 1/10 oraninda
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diliie edildigi icin son degerler 10 ile c¢arpildi ve serum diizeyleri pg/mL, doku

diizeyleri ise pg/mg doku olarak belirlendi.

E/A Tampon sme———== 50 mL Distile su

Standart sm==————==— | mL Distile su

Kontrol sme—=———=—— | mL Distile su

Tracer sme———==— 10 mL E/A Tampon

Yikama sme—=———=— | MI Konsantre yikama tamponu 400 mL

Distile su 20 pL. Tween®20

Ellman’s ayiract  oocee———_ 49 mL Distile su, 1 mL Konsantre yikama

tamponu

Standart Hazirlama

500 500 500 500 500 500 500

Stok E/A Tampon

Sekil 14. Desacile ghrelin deneyinin kisa sematik 6zeti.

Calisma

=——>  Ornekleri 1:10 E/A Tamponu ile sulandur.
=——>  Pleyti 5 kez 300 puL’de yika.

=——> 100 pL Standart 6rnek ve kontrol koy.

=——> 100 pL Tracer koy, 3 saat oda 1sisinda bekle.
=———>  5kez 300 uL’de yika.

=——> 200 pL Ellman’s ayirac1 koy, karanlikta inkiibe et.
=——>  405-414 nm’de okut.
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2.6.1.2. Obestatin Analizleri

A-Hazirlik
A.l. Cozeltilerin Hazirlanisi
A.1.1. Tampon Cozeltileri ve Numunelerin Hazirlanigi

1. Kit icerisindeki konsantre tampon ¢ozelti (20 X Assay buffer) sisesi
acild1 ve igerisine 950 mL distile su katilarak hazirlandi. Sisenin
icindeki kristaller kaybolana kadar yaklasik 20 dakika karigtirildi.

2. Biitiin numuneler 4ssay tamponu ile 1/5 oraninda diliie edildi.

3. 12 mL Assay tamponu icerisine 12 plL Streptavidin-Hrorse Radish
Peroxidase (SA-HRP) ¢ozeltisi (kullanilmadan hemen 6nce 4000 rpm
de 5 saniye santrifiij edildi) konuldu ve vortekslendi.

A.1.2. Standart Cozeltisi ve Diliientlerin Hazirlanist

1. Kit igerisindeki obestatin standart sisesi agild1 ve icerisine 1 mL Assay
tamponu katildi. Cozeltinin iyice karigsmasi i¢in oda 1sisinda 10 dakika
bekletildi. Kullanimindan hemen 6nce vorteks ile karistirilarak santrifiij
edildi.

2. Tipler [obestatin standart tiipii (OST)] swrasiyla OST1, OST2, OSTS3,
OST4, OST 5 seklinde yazilarak hazirlandi ve her birine 900 uL Assay
buffer konuldu.

3. Birinci tiipe (OST1) 100 pL standart ¢ozelti eklendi ve karistirildi.
Tablo 1°den aliman 100 pL ¢ozelti OST2’ye eklendi ve karistirildi. Bu
sekilde 5 tiipten olusan diliisyon serisi hazirlandi.

A.1.3. Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanigt

1. Kit igerisindeki pozitif kontrol ¢ozelti [Positive Control (PC)] sisesi
acild1 ve icerisine 200 pL Assay tamponu katildi. Cozeltinin tamamen
cOziinmesi i¢in 5 dakika beklendikten sonra iyice karistirildi.

A.1.4. Antikor Cozeltilerinin Hazirlanist

1. Kit igerisindeki primer antikor [Primirary Antiserum (PA)] sisesi agild1

ve igerisine 5 mL Assay tamponu katildi. Cozeltinin tamamen

cOziinmesi i¢in 5 dakika beklendikten sonra iyice karistirildi.
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2.

Kit icerisindeki sekonder antikor [Biotinylated Peptide (BP)] sisesi
acild1 ve igerisine 5 mL Assay tamponu katildi. Cozeltinin tamamen

coziinmesi i¢in 5 dakika beklendikten sonra 1yice karistirildi.

A.2. Pleytin Hazirlanigt

I.

Pleyt paketinden c¢ikarildi. Kullanilacak kuyucuklar belirlendi.
Etiketlemede; analiz asamasinda kullanilacak reaktifler ile serum ve
doku numuneleri i¢in spesifik simgeler [kor (Kr), Standart (Stla, Stlb,
St2a, St2b, St3a, St3b, Stda, St4b, St5a, St5b), Positive Control (PC),
Numune (Nul, Nu2, ... Nu80)] kullanild.

B-Analiz

© =N bk

10.

11.

12.

13.

Pleytteki kor kuyucuklar1 bos birakildi.

TB kuyucuklarina duplike olarak 50 uLL Assay tamponu konuldu.
Standart kuyucuklarina duplike olarak 50 pl standart cozeltileri
(S5 > Sla, S1b; S4 > S2a, S2b; S3 > S3a, S3b; S2 > S4a, S4b;
S1 > S5a, S5b) konuldu.

PC kuyucuklarina ¢ift olarak 50 pL pozitif kontrol ¢ozeltisi konuldu.
Numune kuyucuklarina 50 pL ilgili numune diliientlerinden konuldu.
Kor haricindeki tiim kuyucuklara 25 plL PA ¢ozeltisi konuldu.

Kor haricindeki tiim kuyucuklara 25 plL BP ¢6zeltisi konuldu.

Pleytin {iizeri kit icerisinde mevcut olan pleyt asetati ile kapatilarak
calkalayic1 (350 rpm) ile oda 1s1sinda 2 saat inkiibasyona birakild.

Pleyt asetat1 ¢ikarilarak kuyucuklarin iizeri agildi ve kuyucuklardaki
cozeltiler dokiildii.

Biitiin kuyucuklar 350 pLL Assay tamponu ile yikandi ve Assay tamponu
dokiildii. Daha sonra pleyt ters ¢evrilerek lekeler kurulandi. Bu islemler
3 kez daha tekrarland.

Biitiin kuyucuklara taze olarak hazirlanan 100 pL S4-HRP c¢ozeltisi
konuldu.

Pleytin iizeri kit i¢erisinde mevcut olan bir pleyt asetati ile kapatilarak,
calkalayici (350 rpm) ile oda 1sisinda 1 saat inkiibasyona birakild1.

Pleyt asetati1 ¢ikarilarak kuyucuklarin tizeri agild.

41



14. Biitiin kuyucuklar 350 pLL Assay tamponu ile yikandi ve Assay tamponu
dokiildii. Daha sonra pleyt ters ¢evrilerek lekeler kurulandi. Bu islemler
3 kez daha tekrarlandu.

15. Biitiin kuyucuklara 100 pL substrat [TMB Substrate (TMB-S)] ¢ozeltisi
konuldu.

16. Substrat ¢ozeltisi eklendikten hemen sonra 1siktan korumak i¢in pleyt
asetatiyla sikica sarildi. Calkalayici (350 rpm) ile oda 1sisinda 1 saat
inkiibasyona birakildi.

17. Pleyt asetat1 ¢ikarilarak kuyucuklarin iizeri acildi. Reaksiyonu
durdurmak i¢in biitiin kuyucuklara 100 pL 2N HCIl konuldu.
Reaksiyonun tamamen durmasi i¢in 20 dakika beklendi.

18. Pleytteki  kuyucuklarin 450 nm deki absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak, ELISA cihazinda okutuldu (Sekil 15).

C-Hesaplama

1. Duplike ¢alisilan; QC, standart ve numunelerin absorbans degerlerinin
ortalamalar1 belirlendi.

2. Semi-log grafik kagidina (X eksenine standart peptidin bilinen
konsantrasyon noktalari, Y eksenine ELISA okuyucuda okunan
degerler isaretlenerek) standart grafigi ¢izildi.

3. Numunelerin belirlenen absorbans degerleri standart grafigine

yerlestirilerek absorbanslara karsilik gelen konsantrasyon degerleri

tespit edildi.

Serum diizeyleri ng/mL, doku diizeyleri ise ng/mg doku olarak belirlendi.

Obestatin Deneyinin Kisa Sematik Ozeti

Assay tamponu 20X = e 950 mL Distile suda ¢oz.

Standart (Stok) o & e 1X Assay tamponu = 900 pL.
Antibody m—— 5 mL 1X Assay tamponu.

Biotin m—— S mL 1X Assay tamponu.

Pozitif kontrol m——— 200 pL.1X 1X Assay tamponu.
SA-HRP T 12 uL SA-HRPyi, 12 mL 1X Assay

tamponu.
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Standart Hazirlama

Stok 1X Assay Buffer

Sekil 15. Obestatin deneyinin kisa sematik 6zeti.

Calisma:

=——— 50 uL standart (5 standart) 6rnek ve kontrol (1 kontrol) koy.
=——> 25 uL Antibody koy.

=——> 25 uL Biotin koy.

=——> 2 saat oda 1sisinda beklet (Shaker’'da)

=—> 4kez 350 pL 1X A4ssay tamponu ile yika.

= 100 uL SA4-HRP koy.

=—— 1 saat oda isisinda galkalayicida (Orbital shaker) beklet.

D —— 4 kez y1ka.
=——"> 100 TMB koy (reaksiyon renklendi mi?).

=——~ 1 saat oda 1s1sinda beklet.
=——>"> 100 uL 2 N HCI koy.
= 450 nm’de okut.

2.6.1.3. Nesfatin-1 Analizleri
A-Hazirhk
A.1. Cozeltilerin Hazirlanigt

A.1.1. Tampon Cozeltileri ve Numunelerin Hazirlanist
Konsantre tampon ¢ozeltisine (Wash Buffer Concentrate: 20 mL) 400 mL
distile su katilarak, yikama tamponu (Wash buffer) ¢cozeltisi hazirlandu.
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A. A.1.2. Standartlar ve Diliientlerin Hazirlanisi

1.

7.

Bos deney tiipleri [nesfatin-1 standart tiipii (NST)] srasiyla NSTI,
NST2, NST3, NST4, NSTS5, NST6, NST7, NST8 olacak seklinde
etiketlendi.

NSTI’e 10 pL Nesfatin standart peptid kondu ve iizerine 990 uL
Biotinylated nesfatin ¢0zeltisi katilarak, Nesfatin standart ¢ozeltisi
hazirlandi (toplam ¢6zelti miktar:: 1000 pL).

NST2’ye 450 uL Biotinylated nesfatin ¢ozeltisi kondu ve iizerine 50 puL
nesfatin standart ¢ozeltisi katilarak, Nesfatin standart stok ¢ozeltisi
hazirlandi (toplam ¢6zelti miktart: 500 pL).

Diger deney tiiplerinin (NST3, NST4, NSTS5, NST6, NST7, NST8) her
birine 450 pL biotinylated nesfatin ¢Ozeltisi konarak diliisyon serisi
olusturuldu (toplam ¢6zelti miktarlari: 450 pL).

NST3’e 50 pL nesfatin standart stok ¢ozeltisi kondu (toplam c¢ozelti
miktart: 500 pL).

NST3’de hazirlanan bu karisimdan 50 pL alimarak NST4’e kondu
(toplam ¢ozelti miktari: 500 pL).

Bu sekilde toplam 5 tiipten olusan diliisyon serisi hazirland1.

A.1.3. Pozitif Kontrol Cozeltilerinin Hazirlanigt

I.

Kit icerisindeki Positive Control sisesi agild1 ve igerisine 103 uL Assay
diluent B ve 2 uL biotinylated nesfatin (10 kez dillie edilmis) cozeltisi

konarak, pozitif kontrol ¢6zeltisi hazirland.

A.1.4. Antikorlar ve Streptavidin Peroksidaz Cozeltilerinin Hazirlanigt

I.

Assay diluent B sisesi acilarak distile su ile 5 kat diliie edilerek,
1 x assay diluent B hazirlandi.

Anti-Nesfatin Polyclonal Antibody sisesi agilarak igerisine 50 pL
1 x assay diluent B katildi. Elde edilen karisim birka¢ kez yavasca
pipetlenerek Anti-Nesfatin Antibody Stok ¢ozeltisi hazirlandi.
Anti-nesfatin antibody stok ¢Ozeltisi 1 x assay diluent B ile 100 kez
diliie edilerek, Anti-Nesfatin Antibody ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.
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Biotinylated Nesfatin Peptide sisesi agilarak icerisine; serum Ornekleri
icin 5 mL assay diluent A, doku O6rnekleri i¢in 5 mL / x assay diluent B
katilarak, Biotinylated Nesfatin ¢ozeltileri hazirland.

HRP-Streptavidin Concentrate sisesi agild1 ve 2 uL. HRP-Streptavidin
Concentrate igerisine 198 upl. I x Assay diluent B konarak,
100 x HRP-Streptavidin ¢ozeltisi hazirlandi.

100 uL 7100 x HRP-Streptavidin bir tiipe alindi. Uzerine 10 mL
1 x assay diluent B katilarak diliie edildi. Bu sekilde 10 000 x HRP-

Streptavidin ¢dzeltisi hazirland.

A.2. Pleytin Hazirlanigi:

1.

Pleyt paketinden c¢ikarildi. Kullanilacak kuyucuklar belirlendi.
Etiketlemede; analiz asamasinda kullanilacak reaktifler ile serum ve
doku numuneleri i¢in spesifik simgeler [Kor (K), Standart (S1, S2, S3,
S4, S5, S6), Positive Control (PC), Numune (N1, N2, ... N80)]
kullanilda.

Kullanilacak biitiin kuyucuklar 5 kez 300 uL. wash buffer ile ¢alkaland1

ve kurulandi.

B-Analiz

I.
2.

Biitiin kuyucuklara 100 pL Anti-nesfatin antibody kondu.

Pleytin iizeri kit igerisinde mevcut olan bir pleyt asetati ile kapatilarak,
oda 1sisinda 1.5 saat inkiibasyona birakild.

Cozeltiler dokiildii ve biitiin kuyucuklara 200 pL yikama tamponu
konduktan sonra kuyucuklar yikandi. Bu islem toplam 5 kez yapildi.
Yikama tamponu dokiildii ve kor haricindeki ilgili kuyucuklara,
standart ¢ozeltisi, pozitif kontrol ¢ozeltisi ve numune diliientlerinden
100 pL konuldu.

Pleytin iizeri kit i¢erisinde mevcut olan bir pleyt asetati ile kapatilarak,
oda 1sisinda 2.5 saat inkiibasyona birakildi.

Cozeltiler dokiildii ve biitiin kuyucuklara 200 plL yikama tamponu
konduktan sonra kuyucuklar yikandi. Bu islem toplam 4 kez yapildi.
Yikama tamponu dokiildi ve biitiin kuyucuklara 100 uL 70 000 x HRP-
Streptavidin kondu.
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8. Pleytin lizeri kit i¢cerisinde mevcut olan bir pleyt asetat1 ile kapatilarak,
oda 1sisinda 45 dakika inkiibasyona birakild1.

9. Cozeltiler dokiildii ve biitiin kuyucuklara 200 pL yikama tamponu
konduktan sonra kuyucuklar yikandi. Bu islem toplam 5 kez yapildi.

10. Wash buffer dokildii ve biitiin kuyucuklara 100 pl. 7TMB One-Step
Substrate Reagent kondu.

11. Karanlikta, oda 1s1sinda 30 dakika inkiibasyona birakildi.

12. Reaksiyonu durdurmak icin biitiin kuyucuklara 50 pL reaksiyon
durdurucu ¢ozeltisi (Stop Solution) eklendi.

13. Pleytteki  kuyucuklarin 450 nm deki absorbans degerleri
spektrofotometrik olarak, ELISA cihazinda okutuldu (Tablo 6).

C-Hesaplama

1. Standartlar, kontroller ve orneklerin ortalama degerlerini hesaplandi.
Sonuclardan kor degerleri ¢ikarildi.

2. Standart konsantrasyonlar1 X eksenine, absorbans degerleri Y eksenine
yerlestirilerek standart grafigi hazirlandi.

3. Standart grafiginde absorbanslara karsilik gelen konsantrasyon

degerleri tespit edildi. Serum diizeyleri ng/mL, doku diizeyleri ise

ng/mg doku olarak belirlendi (Sekil 16).

Nesfatin — 1 Deneyinin Kisa Sematik Ozeti

Assay tamponu 20X  ses=——— 400 mL Distile suda ¢oz.

Standart (Stok) pe e 1X Assay tamponu = 1000 ng/mL
Antibody ne——— 5 mL 1X Assay tamponu

Biotin B 5 mL 1X Assay tamponu

Pozitif Kontrol me——— 200 pL1X Assay tamponu

HRP o= 12 uL HRP’yi, 12 mL 1X Assay

tamponu
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Standart Hazirlama

“10ng/mL "7 _10ng/mL _

:100 ng/mL'_T _ ;
/500 uL | _ =/500 uL

Stok 1X Assay tamponu
Sekil 16. Nesfatin-1 deneyinin kisa sematik 6zeti.
Calisma:
=——> 100 pL standart (5 standart) 6rnek ve kontrol (1 kontrol) koy.
=——> 100 uL Anti-Nesfatin Antibody koy 1,5 saat oda 1si1sinda beklet.
=——> 200 pL yikama tamponu ile 5 kez yika.
=——> 100 pL standart, pozitif kontrol ve numune diliientleri koyuldu ve 2,5
saat oda 1s1sinda beklet.
=——> 4kez 200 pL yikama tamponu ile yika.
=——— Kuyucuklara 100 pL 10000 x HRP-Stravidin koyup, 45 dakika
inkiibe et.
=——~ 200 pL yikama tamponu ile 5 kez yika.
=——>> 100 uL TMB koy oda 1s1sinda 30 dakika bekle.
=——~ 50 pL reaksiyon durdurucu ¢ozelti ekle.
=———> 450 nm’de okut.

Deney asamasinda kullanilan ¢ozeltiler taze olarak hazirlandi. Kromojen
cozeltisi  (3-Amino-9-Ethyl Carbazole: AEC) kullanimindan yaklasik 15 saniye

once hazirlandi.
2.7. Immiinohistokimyasal Analizler

2.7.1. Immiinohistokimyasal Yéntemin flkesi

Dokulardaki spesifik maddeler (antijen) ilk kez 1940°lh yillarda
immiinohistokimyasal olarak tespit edilmeye baslanmistir (126). IHK; immiinolojik,

histolojik, biyokimyasal ve anatomik tekniklerin kombine edilmesiyle gelistirilmistir.
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Yontemin en Onemli Ozelligi, dokulardaki antijen varhigint c¢ok kiiciik

konsantrasyonlarda bile gorsel olarak tespit edebilmesine dayanmaktadir.

2.7.2. Deneylerin Yapihsi

Sakrifikasyon isleminden sonra % 10’luk formaldehit ¢ozeltisine alinan doku
orneklerindeki; Ghrelin, OBS ve NES ekspresyonlari; spesifik kitler kullanilarak,
Hsu ve arkadaslarinin 6nerdigi (128) sekilde (Avidin-Biotin-peroxidase Complex:
ABC yontemi) immiinohistokimyasal yontemle belirlendi. Bu amagla doku ornekleri

kullanildi. IHK boyama; hazirlik ve analiz olmak iizere iki basamakta yapildi.

2.7.2.1. Dokularin Immiinohistokimyasal Yéntemle Boyanmasi

A-Hazirlik

1. % 10’luk formaldehit i¢indeki doku drnekleri parafinizasyon islemiyle
doku bloklarina alindi.

2. Parafin bloklardan elde edilen kesitler (4pm) polizinli lamlara alindi.

3. Deparafinizasyon igsleminin ilk basamagi i¢in etiivde (+80 °C) 20 dakika
bekletildi.

4. Deparafinizasyon isleminin ikinci basamagi i¢in 20 dakika saf ksilol
serilerinden gecirildi (4 x 5°).

5. Ksiloliin dokudan uzaklastirilmast i¢in 15 dakika alkol serilerinden
(%995 > %96 > %90 > %80 > % 70) gecirildi (5 x 3°).

6. Alkoliin dokudan uzaklastirilmasi icin 10 dakika distile suda yikand:.

7. Endojen peroksidazlar1 inaktive etmek icin 10 dakika metanolde
hazirlanan % 3’lilk H,0O, i¢inde bekletildi (2 x 57).

B-Analiz

1. 15 dakika mikrodalga 1siticidda (750 mw) % 10’luk sitrat tamponu
(Citrate buffer, pH: 6.0) icinde inkiibe edildi.

2. Kesitleri tampon sicakligina getirmek icin 20 dakika oda i1sisinda
bekletildi.

3. 5 dakika PBS (0.01 M, pH: 7.4) tampon ¢o6zeltisinde bekletildi.

4. 10 dakika Horse Radish Peroxidase Blocking ile inkiibe edildi.
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10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

30 dakika spesifik primer doku antikoru (ghrelin / OBS / NES) ile su
banyosunda (+38 °C) inkiibe edildi.

5 dakika PBS’de bekletildi.

Primer antikorun sekonder antikorla reaksiyonunu ger¢eklestirmek i¢in
10 dakika su banyosunda (+38 °C) Biotinylated Goat Anti-Mouse ile
inkiibe edildi.

5 dakika PBS’de bekletildi.

10 dakika su banyosunda (+38 °C) Streptavidin Peroxidase ile inkiibe
edildi.

5 dakika PBS’de bekletildi.

Sekonder antikorun renkli isaretleyici (kromojen) ile reaksiyonunu
gergeklestirmek igin 10 dakika su banyosunda (+38 °C) AEC
chromogen ile inkiibe edildi.

1 — 2 dakika distile suda yikandu.

Kesitlerin suyu siiziildii (tamamen kurutmamaya dikkat edildi).
Kontrast boyama i¢in 2 dakika Mayer Hematoksilen ile boyandi.

1 — 2 dakika distile suda yikandi.

Kesitlerin suyu siiziildii (tamamen kurutmamaya dikkat edildi).

[HK olarak boyanan kesitler lamel kapatilarak daimi preparat haline
getirildi.

Isik mikroskobu kullanilarak ve 1siktan korumak amaciyla miimkiin

oldugunca hizl bir sekilde dokularm IHK fotograflar1 ¢ekildi.

IHK boyamalar esnasinda pozitif kontrol olarak tiikiiriik bezleri, negatif

kontrol olarak ise PBS kullanildi (122). Elde edilen boyanmalarm {HK

degerlendirilmesi pozitif (+1, +2, +3) ve negatif (—) degerlerle sayisal olarak yapildi

(126).

2.8. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizlerin yapilmasinda SPSS 10.00 paket programu kullanildi.

Calisma parametreleri ortalama + standard sapma (Standart Deviation: SD) olarak

sunuldu. Istatistiksel analizler sonucunda elde edilen; OGH, DGH, OBS ve NES

diizeyleri ile bu analiz parametrelerinin MetS ve kontrol gruplar: arasindaki degisim
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ylizde degerleri virgiilden sonra iki basamak igeren yuvalanmis rakamlar olarak
hesaplandi. Gruplar arasi verilerin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi,
tekrarlayan Ol¢limlerin istatistiksel anlamliliginin belirlenmesinde ise Wilcoxon rank
testi uygulandi. Parametreler arasindaki iligskiler ise Pearson’s testi uygulanarak

degerlendirildi. P < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Calismaya bes haftalik 32 adet (16 erkek, 16 disi) Sprague Dawley tiirii sigan
dahil edildi. Diyet programi siiresince kontrol ve MetS gruplarindaki siganlarda 6liim
saptanmadi. Kontrol ve MetS gruplarindan erkek sicanlarm 12. haftadaki

gortiniimleri Sekil 17°de gosterilmistir.

Sekil 17. 12. hafta sonunda erkek sicanlarm 6rnek goriiniimleri. MetS: Metabolik
Sendrom.
3.1. Viicut Kitle indeksi Degisimleri

Viicut kitle indeksi, diyet programi baslangicindan itibaren 2 haftalik
periyotlar seklinde kaydedildi. Bazal, 2. hafta, 4. hafta, 6. hafta, 8. hafta, 10. hafta ve
12. hafta VKI dlciimleri tablo 6°da verilmistir.
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Tablo 6. Deney siirecinde sicanlarin viicut kitle indeksi degisimleri (Mann-Whitney
U testi, Wilcoxon rank testi).

VKi (g/cmz)

GRUP

Bazal 2. hafta 4. hafta 6. hafta 8. hafta 10. hafta 12. hafta
EK
(n: 8) 0.55+0.2 0.56 £ 0.3 0.59+0.4 0.63+0.2 0.65+0.3 0.67+0.3 0.72 +0.3*
EMetS a,b
(n: 8) 0.57+0.1 0.59+0.2 0.63+0.3 0.69+0.2 0.76 £ 0.4 0.88 +0.3 1.00 £ 0.2*
DK
(n:8) 0.54+0.1 0.55+0.2 0.59+0.3 0.60+0.2 0.64+0.2 0.68 +0.2 0.74 +0.3?
DMetS ab
(n:8) 0.56+0.2 0.56 £ 0.3 0.62+0.2 0.69 £ 0.3 0.78 £0.3 0.91+0.3 1.02 +£0.2%

DK: Disi kontrol. DMetS: Disi metabolik sendrom. EK: Erkek kontrol. EMetS: Erkek metabolik
sendrom. VKI: Viicut kitle indeksi.

“p < 0.05, bazal degerle karsilastirildiginda.
’» <0.01, kendi kontrolleri ile karsilastirldiginda.

Bazal VKI degerleri incelendiginde; EK grubunda 0.55 + 0.2 g/cm’, EMetS
grubunda 0.57 + 0.1 g/cm®, DK grubunda 0.54 + 0.1 g/cm” DMetS grubunda 0.56 +
0.2 g/em’ olup, kontrol ve MetS gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p > 0.05). 12 haftalik diyet programmnim sonunda VKI diizeyleri; EK grubunda
0.72 + 0.3 g/cm’, EMetS grubunda 1.00 + 0.2 g/cm’, olup gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlaml idi (p < 0.01). Disilerde 12 haftalik diyet programimnin
sonunda VKI diizeyi DK grubunda 0.74 + 0.3 g/cm’, DMetS grubunda 1.02 + 0.2
g/cm’ olup, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p < 0.01)
saptand1. Erkek ve disi gruplarindaki siganlarm VKI degerleri bazal ve 12. hafta sonu
itibariyle karsilastirildiginda; EK bazal - EK 12. hafta, EMetS bazal > EMetS 12.
hafta, DK bazal - DK 12. hafta, DMetS bazal &> DMetS 12. hafta aralarindaki
farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p < 0.05) belirlendi. Sicanlarin bazal ve

12. hafta sonundaki VKI diizeyleri grafiksel olarak ifade edildi (Sekil 18).
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Sekil 18. Sicanlarin diyet 6ncesi ve sonrasi viicut kitle indeksi (Mann-Whitney U
testi, Wilcoxon rank testi).

EK: Erkek kontrol. EMetS: Erkek metabolik sendrom. DK: Disi kontrol. DMetS: Disi
metabolik sendrom.

*p < 0.05, bazal degerleri ile karsilastirildiginda
#p < 0.01, kontrol gruplart ile karsilastirildiginda

3.2. Biyokimyasal Parametreler

Erkek MetS grubunda; ASG, LDL-K, TK, TP, ALT, GGT, TT (p < 0.01),
ASI ve TG (p < 0.05) diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde arttig1 belirlendi. MetS grubunda HDL-K diizeylerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi (p < 0.01) saptandi. MetS grubunda;
VLDL-K, E,, FSH ve P, diizeylerinin arttigi, AST diizeylerinin ise azaldigi
belirlendi. VLDL-K, E,, FSH, P4 ve AST degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli
olmadig: tespit edildi. LH diizeylerinin kontrol ve MetS gruplar1 arasinda kayda
deger bir degisim gostermedigi saptandi. MetS ve kontrol gruplarindaki siganlarda

saptanan biyokimyasal 6l¢timler Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. Biyokimyasal parametrelerin serum diizeyleri (Mann-Whitney U testi).

Parametre EK (n:8) EMetS (n:8) DK (n:8) DMetS (n:8)
ASG (mg/dL) 93.13 +6.85 185.63+11.40 " 96.38 +9.83 198.25 +13.83 *
ASI (ulU/mL) 0.24 +0.07 0.88 +0.08 * 0.33+0.07 0.72+0.27 *
TG (mg/dL) 124.25+7.19 132.75+£7.78 * 128.25 + 8.31 142.00+7.31 *
HDL-K (mg/dL) 43.63+5.40 31.63+5.68 " 41.50 +3.74 34.25+5.70 %
LDL-K (mg/dL) 87.38 £ 6.23 130.88 +7.79 * 93.88 + 6.33 137.63 +8.53 *
VLDL-K (mg/dL) 24.63+3.50 27.88+5.00 24.88 +6.29 30.00 + 6.89 *
TK (mg/dL) 152.13 £9.03 195.88 +17.07 * 164.13 £5.57 202.63 +10.20 *
TP (mg/dL) 6.51+0.42 7.19+0.26" 5.97+1.84 6.80 +2.82
ALT (IU/L) 51.13 £3.27 64.25+3.06 " 50.38 +3.07 61.13+3.56"
AST (IU/L) 219.75 +9.60 205.75 + 13.64 222.88+6.10 228.13 + 8.56
GGT (IU/L) 436+ 0.35 5.06+0.25" 4.27+0.59 5.05+1.04"

E, (pg/mL) 21.37+2.54 27.76 £ 13.56 25.06 +9.04 30.07 +8.72
FSH (mIU/mL) 0.14 +0.07 0.32+0.05 0.23 +0.02 0.14 +0.06

LH (mlU/mL) 0.10 £ 0.00 0.10+0.09 0.10 +0.03 0.12 +0.04

P, (ng/mL) 1.53+0.77 2.51+1.35 17.75 +7.87 12.47 +1.24

TT (ng/dL) 86.86 + 48.55 291.86+101.01* 1.00 + 0.00 1.00 + 0.00

ALT: Alanin aminotransferaz. ASG: Aglik serum glukoz. ASI: A¢lik serum insiilin. AST: Aspartat aminotransferaz. DK: Disi kontrol. DMetS: Disi metabolik
sendrom. E,: Ostrodiol. EK: Erkek kontrol. EMetS: Erkek metabolik sendrom. FSH: Folikiil stimiile edici hormon. GGT: Gamma glutamiltransferaz.
HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol. LDL-K: Diisiik yogunluklu kolesterol. LH: Liiteinize edici hormon. P4: Progesteron. TG: Trigliserid. TK: Total kolesterol.
TP: Total protein. TT: Total testosteron. VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu kolesterol. *: p < 0.05. A, p < 0.01, kontrolleri ile karsilastirildiginda.
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Disilerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS grubunda ASG, TG,
LDL-K, TK, TP, ALT, GGT (p< 0.01) ve VLDL-K (p < 0.05) diizeylerinin
istatistiksel olarak anlaml sekilde arttig1 tespit edildi. MetS grubunda ASI ve HDLK
diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi
(p <0.01) saptand1. MetS grubunda; AST, E, ve LH diizeylerinin arttigi, FSH ve P4
diizeylerinin ise azaldigi tespit edildi. AST, E,, LH, FSH ve P4 degisimlerinin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi. Disilerde TT diizeyleri ise hem DK

hem de DMetS gruplarinda 6lciilemedi.

3.3. Hormonal Parametreler

Hormon analizlerinde kullanilan kitlerin 6lgtim karakteristikleri birbirinden

bagimsiz 3’er deneyin ortalama degerlerinden olusturulmustur (Tablo 8).

Tablo 8. Kitlerin doku siipernatantlarindaki hormonlar1 6l¢iim karakteristikleri.

Parametre gl/zré-é)ssay ?Cljt{alr)-Assay OGA)eri kazanim Olgiim Aralig1  Sensitivite
OGH <9 <% 12 98.3 2-400°% 2,08
DGH <10 <%13 97.6 0.5-500°% 058

OBS <7 <%11 105 0-50*% 0.0*
NES <8 <% 14 93.7 0.10-50 * 0.10%

CV: Degisim katsayis1 (Coefficient of variation). ¥: pg/mL. *: ng/mL.

3.3.1. Serum Ghrelin, Obestatin ve Nesfatin-1 Diizeyleri

Erkek siganlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda MetS grubunda serum
OGH, DGH ve OBS diizeylerinin azaldigi, N diizeylerinin ise arttig1 tespit edildi.
NES diizeylerindeki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p < 0.05), buna karsin
OGH, DGH ve OBS degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p > 0.05)

saptandi.

Disi siganlarda MetS grubunda serum OGH, DGH ve OBS diizeylerinin
azaldigi, NES diizeylerinin ise arttif1 belirlendi. MetS grubunda hormon
diizeylerinde belirlenen degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi.
Erkek ve disi siganlarin serum hormon (OGH, DGH, OBS ve NES) diizeyleri tablo
ve grafik olarak sunulmustur (Tablo 9, Sekil 19).
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Tablo 9. Sicanlarda; ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 diizeyleri (Mann-Whitney U testi).

ERKEK DiSi
Lokalizasyon = Parametre Parametre Lokalizasyon
EK (n:8) EMetS (n:8) DK (n:8) DMetS (n:8)
OGH 13.70 +1.78 13.09 + 1.81 15.69 +4.04 13.68 £2.78 OGH
DGH 200.62 +£26.12 155.44 +£22.13 573.07+201.00  536.11 4+ 165.03 DGH
Serum Serum
OBS 1.18£0.57 1.08 £0.32 1.83 £0.68 1.08 £0.30 OBS
NES 4.29+1.24 5.57+€1.12* 1.20+0.14 1.85+0.24 NES
OGH 25.80+13.17 13.88+3.02% 18.97 +4.23 15.16 £2.87 OGH
DGH 41.07+11.08 20.79 +£11.07 * 43.64 £10.76 27.31+£11.38* DGH
Seminal bez . Ovaryum
OBS 3.26+1.07 5.00+2.76 8.17+4.74 2.26+0.67 OBS
NES 3.02+0.85 13.24£4.95 * 1.82 £1.08 27.22+891"* NES
OGH 15.69 £3.38 13.32 £2.68 23.65 +6.60 20.30 + 8.60 OGH
DGH 21.89 +4.86 15.14+1.99 % 79.75+£27.17 52.00+13.10 DGH
Testis Uterus
OBS 9.19+3.28 8.30+3.24 7.99 £1.89 1.78 £0.47 OBS
NES 1.79 £ 1.09 14.18 +4.34 " 1.20 £0.48 22.56+8.54" NES

DGH: Desagile ghrelin (pg/mL). MetS: Metabolik sendrom. NES: Nesfatin-1 (ng/mL). OBS: Obestatin (ng/mL). OGH: Oktanile ghrelin (pg/mL).

* p<0.05.% p<0.0l.
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Sekil 19. Serum ghrelin, obestatin ve nesfatin-1diizeyleri. A, B: Erkek. C, D: Disi. (Mann-Whitney U testi).
*: p <0.05, EK ile karsilastirildigida.

57




3.3.2. Doku Ghrelin, Obestatin ve Nesfatin-1 Ekspresyonlar

Erkek (seminal bez, testis) ve disi (ovaryum ve uterus) dokularinda OGH,
DGH, OBS ve NES ekspresyonlar1 ELISA ve IHK yontemleriyle analiz edilmis olup,
bulgular bu siralama ile sunulmustur. ELISA yontemiyle 6l¢iilen doku OGH, DGH,
OBS ve NES diizeyleri tablo ve grafik halinde sunulmustur (Tablo 9, Sekil 20, Sekil
21).

Erkek genital sistem organlarindan seminal bezde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MetS grubunda; OGH (p < 0.01) ve DGH (p < 0.05) diizeylerinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi, OBS (p < 0.01) ve NES (p < 0.05)
diizeylerinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 saptandi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MetS grubunda erkek genital sistem organlarindan testiste; NES
diizeylerinin arttigi, OGH, DGH ve OBS diizeylerinin ise azaldig1 belirlendi. NES ve
DGH diizeylerindeki degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p < 0.01),
OGH ve OBS diizeylerindeki degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p > 0.05) saptand1. Disi genital sistem organlarindan ovaryumda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MetS grubunda; OGH, DGH ve OBS diizeylerinin azaldigi, NES
diizeylerinin ise arttig1 belirlendi. Ovaryumda MetS grubunda OGH ve OBS
diizeylerindeki degisikliklerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p > 0.05) buna
karsin DGH (p < 0.05) ve NES (p < 0.01) diizeylerindeki degisikliklerin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptandi. Disi genital sistem organlarindan uterusta kontrol
grubu ile karsilastirildiginda MetS grubunda; OGH, DGH ve OBS diizeylerinin
azaldigi, NES diizeylerinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 (p < 0.01)
belirlendi. Uterusta MetS grubunda OGH, DGH ve OBS diizeylerindeki azalmalarin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p > 0.05) saptandi. Erkek (seminal bez, testis)
ve disi (ovaryum, uterus) genital sistem organlarinda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda MetS grubunda; OGH, DGH, OBS ve NES diizeylerindeki
degisim oranlar1 hesaplandi (Tablo 10).

Erkek (seminal bez, testis) ve disi (ovaryum, uterus) genital sistem

dokularinda immiinohistokimyasal yontemle saptanan; Ghrelin, OBS ve NES
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Sekil 20. Erkek siganlarda doku ghrelin, obestatin ve nesfatin-1diizeyleri. EK: Erkek kontrol. EMetS: Erkek metabolik sendrom.

(Mann-Whitney U testi). *p < 0.05, “p < 0.01, kontrolleri ile karsilastirildiginda.
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Sekil 21. Disi siganlarda doku ghrelin, obestatin ve nesfatin-1diizeyleri. DK: Disi kontrol. DMetS: Disi metabolik sendrom. (Mann-Whitney U testi).

* p<0.05, *p <0.01, DK ile karsilastirldigida.
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ekspresyonlarmi gosteren IHK fotograflar1 sekil 22 — 25°de, immiinoreaktivite
dagilimlar1 ise Tablo 11°de gosterilmistir. IHK’sal analizlerde tiim hiicre
niikleuslarinin kontrast boyama (Mayer Hematoksilen) ile mavi renge boyandigi
tespit edildi. Ghrelin, OBS ve NES eksprese eden hiicrelerde; ekspresyonlarn hiicre
sitoplazmasinda oldugu, epitel hiicrelerin apikal kisimlarinda yogunlastigi ve
hormonlarin ekspresyon oranlarma bagli olarak hiicrelerin spesifik boliimlerinin
kirmizidan kahverengiye kadar degisen renklerde boyandigi belirlendi.

Tablo 10. MetS grubu; ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyon degisim
oranlarm (Mann-Whitney U testi).

Doku hormon degisim orani (%)
Parametre

Seminal bez Testis Ovaryum Uterus
Oktanile Ghrelin —46.20" ~15.11 —20.08 ~14.16
Desagile Ghrelin —4938 % -30.84 " —37.42 % —34.80
Obestatin +53.37"* -9.68 ~72.33 ~-71.72
. +338.41 * +692.18 % +1395.60 * +1780 %
fatin-1
Nesfatin (~4 kat) (~7 kat) (~14 kat) (~20 kat)

+: Artis. — Azalis. *: p < 0.05. % p < 0.01, kontrolleri ile karsilastirildiginda.

Dokular [HK’sal boyanma yogunluklarma gore istatistiksel olarak
degerlendirildi. Erkek ve disi genital dokularmndaki ghrelin IHK boyanmalari
karsilastirildiginda boyanma yogunluklarmin istatistiksel olarak kontrol grubunda;
seminal bez, testis ve ovaryumda +2, uterusta +1, MetS grubunda tiim dokularda +1
oldugu saptandi. Ob IHK boyanma yogunluklarmm ise istatistiksel olarak hem
kontrol hem de MetS grubunda analiz edilen tiim genital dokularda +1 oldugu
belirlendi. N IHK boyanma yogunluklarinin kontrol grubunda istatistiksel olarak
erkek genital dokularinda +3, disi genital dokularinda +2, MetS grubunda ise her iki
cinsiyete ait tiim genital dokularda +3 oldugu saptandi (Tablo 12).
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Sekil 22. Seminal bezde; ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyonlarinin immiinohistokimyasi
Al, B1, C1: Negatif boyama. A2: Kontrol ghrelin pozitif. B2: Kontrol obestatin pozitif. C2: Kontrol nesfatin-1pozitif. A3: MetS ghrelin pozitif. B3:
MetS obestatin pozitif. C3: MetS nesfatin-1pozitif. Biiylitme x 400.
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Sekil 23. Testiste; ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyonlariin immiinohistokimyasi.
Al, BI, CI: Negatif boyama. A2: Kontrol ghrelin pozitif. B2: Kontrol obestatin pozitif. C2: Kontrol nesfatin-1pozitif. A3: MetS ghrelin pozitif. B3:
MetS obestatin pozitif. C3: MetS nesfatin-1pozitif. Biyiitme x 400.
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Sekil 24. Ovaryumda; ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyonlarinin immiinohistokimyasi.

Al, BI, CI: Negatif boyama. A2: Kontrol ghrelin pozitif. B2: Kontrol obestatin pozitif. C2: Kontrol nesfatin-1pozitif. A3: MetS ghrelin pozitif. B3:
MetS obestatin pozitif. C3: MetS nesfatin-1pozitif. Biyiitme x 400.
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Sekil 25. Uterusta; ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyonlarinin immiinohistokimyasi.

Al, B1, CI: Negatif boyama. A2: Kontrol ghrelin pozitif. B2: Kontrol obestatin pozitif. C2: Kontrol nesfatin-1pozitif. A3: MetS ghrelin pozitif. B3:
MetS obestatin pozitif. C3: MetS nesfatin-1pozitif. Biyiitme x 400.
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Tablo 11. Sicanda; ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyonlarmin dagilimi.

Parametre

Seminal bez

Testis

Ovaryum

Uterus

Ghrelin

Obestatin

Nesfatin-1

Salg1 bezi epitelinde apikalde

immiin pozitiflik.

Salg1 bezi epitelinde apikalde

zaylf immiin pozitiflik.

Salg1 bezi epitelinde apikalde
kuvvetli immiin pozitiflik

Seminifer tiibiillerdeki
spermatitlerde (sperm kuyrugu). hiicrelerinde immiin pozitiflik.

Corpus luteum: Theca

Seminifer tiibiillerdeki epitel doku Corpus luteum: Granulosa
ve spermatit hiicrelerinde (sperm  hiicrelerinde zayif immiin
kuyrugu) zayif immiin pozitiflik.  pozitiflik.

Seminifer tiibiillerdeki sertoli
hiicreleri ve spermatositlerde

Corpus luteum: Granulosa
hiicrelerinde kuvvetli immiin

(sperm kuyrugu) kuvvetli immiin  pozitiflik.

pozitiflik.

Endometriyum stroma tabakasi ve
uterin bez epitel hiicrelerinde

immiin pozitiflik.

Endometriyum stroma tabakasi
hiicrelerinde zayif immiin

pozitiflik.

Endometriyum stroma tabakasi1 ve
uterin bez epitel hiicrelerinde
kuvvetli immiin pozitiflik.

Tablo 12. Ghrelin, obestatin ve nesfatin-1 ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal degerlendirmesi.

Seminal bez Testis Ovaryum Uterus
Parametre

Kontrol MetS Kontrol MetS Kontrol MetS Kontrol  MetS
Negatif — — — —
Ghrelin +2 +1 +2 +1 +2 +1 +1 +1
Obestatin +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
Nesfatin-1 +3 +3 +3 +3 +2 +3 +2 +3

MetS: Metabolik sendrom. +: pozitif immiinohistokimyasal reaksiyon. —: negatif immiinohistokimyasal reaksiyon.
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3.4. iliski Analizleri

Kontrol ve MetS grubu sicanlardan elde edilen serumlar ile erkek ve disi
genital sistem dokularda g¢alisilan parametrelerde pek c¢ok degisim saptandi. Bu
parametreler arasindaki iligski Pearson’s testi analizleri ile arastirildi. Kontrol ve MetS
gruplarinda saptanan iliskiler tiirlerine gore; pozitif ve negatif iliski tablolar1 halinde

sunuldu (Tablo 13 — 20).

Tablo 13. Kontrol grubu viicut kitle indeksi pozitif iligkileri (Pearson’s testi).

iliski R p iliski r P

AVKipya— QALT +0.922  0.001 Q@VKipya— QVKI; paga ~ +0.869  0.005
AVKI,, haa— S VKIy, haia +0.765  0.027 QVKipya— @VKiy hara ~ +0.834  0.010
AVKI, haa— @ VK4, haia +0.776  0.024 QVKipya— 9VKig nara ~ +0.764  0.027
AVKI, para— @HDL-K +0.755  0.030 QVKI, paa— $Ser DGH  +0.709  0.049
AVKIy, hara— @ ASI +0.825  0.022 QVKIy pata— QAST +0.726  0.042
AVKiy hara— Ov DGH +0.829  0.021 QVKIy hata— QHDL-K ~ +0.846  0.008
AVKls haa— S VLDL-K +0.716  0.046 QVKIy paa— $TK +0.788  0.020
AVKi g, hata— SHDL-K +0.744  0.034 QVKIy pata— $FSH +0.868 0.011
AVKi 3 haa— SFSH +0.920  0.009 QVKIg paa— PLDL-K ~ +0.800  0.017
AVKi 3 haa— Sb DGH +0.799  0.031 QVKIp; haa— G Ser DGH  +0.756  0.049

ALT: Alanin aminotransferaz. ASI: Achk serum insiilin. AST: Aspartat aminotransferaz.
DGH: Desagile ghrelin. FSH: Folikiil stimiile edici hormon. HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol.
LDL-K: Diisiik yogunluklu kolesterol. Ov: Ovaryum. Sb: Seminal bez. Ser: Serum. TK: Total
kolesterol. VKI: Viicut kitle indeksi. VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu kolesterol. J: Erkek. Q: Disi.
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Tablo 14. Kontrol grubu viicut kitle indeksi negatif iligkileri (Pearson’s testi).

iliski R p iliski R P
AVKigaa— 3 VK hata —0.740  0.036 QVKipgya— $GGT —0.719  0.044
AVKipau— 9Py —0.871  0.011 QVKipya— TG —0.781  0.022
AVKIy, papa— TG —0.756  0.030 QVKIy hapa— PGGT —0.794  0.019
dVKliy, pana— Ov OBS —0.818 0.024 QVKig papa— SLDL-K ~ —0.885  0.004
dVKIy, paa— Uterus NES —0.796  0.032 QVKIg papa— PVLDL-K ~ —0.854  0.007
AVKiy papa— TG —0.877 0.004 QVKIg papa— @Ser OGH ~ —0.739  0.036
AVKliy pana— @ Ser OGH —0.711  0.048 -

3VKlg hatia— 3 VKlio hatia -0.772 0.025

AVKlig, haa— SLH —0.825  0.022

AVKig. pata— & Ser OBS —0.786  0.036

AVKi 3 haa— @ TK —0.804 0.016

AVKis haa— GALT —0.787  0.020

AVKis haa— AST —0.707  0.050

dVKIy, paa— Uterus OBS —0.800 0.031

ALT: Alanin aminotransferaz. AST: Aspartat aminotransferaz. GGT: Gamma glutamiltransferaz.
LDL-K: Diisiik yogunluklu kolesterol. LH: Liiteinize edici hormon. NES: Nesfatin-1. OBS: Obestatin.
OGH: Oktanile ghrelin. Ov: Ovaryum. P,: Progesteron. Ser: Serum. TG: Trigliserid. TK: Total
kolesterol. VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu kolesterol. VKI: Viicut kitle indeksi. J: Erkek. Q: Disi.
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Tablo 15. Kontrol grubu biyokimyasal parametrelerin pozitif iliskileri (Pearson’s

testi).

iliski R p iliski r P
JASI - QE, +0.852  0.031 QASG - QE, +0.794  0.033
dTG - JLDL-K +0.792  0.019 @HDL-K — QTK +0.840  0.009
dTG-3TK +0.770  0.025 QTP — JGGT +0.874  0.005
dTK - JLDL-K +0.753  0.031 QALT — QTK +0.750  0.032
dTP - QTK +0.807 0.015 QAST — QHDL-K +0.779  0.023
dTP - QAST +0.734  0.038 QAST — QTK +0.955  0.000
JE,—dLH +0.943  0.001 QE, — JAST +0.879  0.009
dSer OGH — JALT +0.819  0.024 QE, — QFSH +0.777  0.040
JdSer OGH — @ Ser OBS +0.842  0.017 QE, - 4TT +0.769  0.043
dSer OBS — JHDL-K +0.767  0.044 QFSH — QAST +0.770  0.043
Sb DGH — JFSH +0.915  0.011 QFSH - 9TK +0.830  0.021
Sb OBS — QFSH +0.883  0.020 Q@Ser OGH - TG +0.750  0.032
Sb NES — JALT +0.841 0.018 @Ser OBS — JALT +0.738  0.036
Sb NES — @ Ser OBS +0.928  0.003 @Ser NES— dVLDL-K  +0.838 0.019
Sb NES — Q@ Ser NES +0.947  0.004 QSer NES — QP +0.871  0.024
Testis OGH — Testis OBS +0.855 0.014 Ov OGH - 3P, +0.824  0.023
Testis DGH — QTG +0.834  0.020 Uterus OGH — QASG +0.762  0.047
Testis OBS — JP, +0.787  0.036 Uterus OGH — AST +0.907  0.005
Testis NES — QASG +0.841 0.018 Uterus OGH — QE, +0.919  0.003
Testis NES — JAST 40934 0002 e OGHTUIENs 0843 0017
Testis NES — QE, +0.907  0.005 Uterus DGH — AST +0.830  0.021
Testis NES — &TT +0.829  0.021 Uterus NES — JAST +0.793  0.033
Testis NES — Uterus OGH +0.905 0.005 Uterus NES — &TT +0.803 0.030
Testis NES — Uterus NES +0.827 0.022 -

ALT: Alanin aminotransferaz. ASG: Ag¢hk serum glukoz. ASI: Aclik serum insiilin. AST: Aspartat
aminotransferaz. DGH: Desagile ghrelin. E;: Ostrodiol. FSH: Folikiil stimiile edici hormon.
GGT: Gamma glutamiltransferaz. HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol. LDL-K: Diisiik yogunluklu
kolesterol. LH: Liiteinize edici hormon. NES: Nesfatin-1. OBS: Obestatin. OGH: Oktanile ghrelin.
Ov: Ovaryum. P4 Progesteron. Sb: Seminal bez. Ser: Serum. TG: Trigliserid. TK: Total kolesterol.
TP: Total protein. TT: Total testosteron. 3 Erkek. Q: Disi
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Tablo 16. Kontrol grubu biyokimyasal parametrelerin negatif iliskileri (Pearson’s

testi).

iliski R p iliski r P

JASG - 3ASI —0.911 0.012 QASI - QTG —0.931  0.002
JASG - QVLDL-K —0.825 0.012 QHDL-K — QGGT —0.902  0.002
JASG - QF, —0.792  0.034 QLDL-K - QVLDL-K ~ —0.718 0.045
dTG-3HDL-K —0.789  0.020 QLDL-K — QTP —0.796 0.018
JHDL-K — QFSH —0.850 0.015 QALT — QAST —0.796 0.018
JVLDL-K — QGGT —0.808 0.015 QALT — QP4 —0.922  0.003
JGGT - QLDL-K —0.717  0.045 ?Ser OGH- QLDL-K ~ —0.818 0.014
4P, - SALT —0.897  0.006 PSer OGH-OvDGH  —0.759 0.048
dSer DGH - TG —0.815 0.025 QSer DGH — QASG —0.805 0.016
JdSer NES - TG —0.949  0.004 @Ser DGH - 3Ser OBS  —0.829  0.021
Sb OGH - TT —0.772  0.042 QSer NES — QASG —0.893  0.007
Sb OGH — Uterus OBS —0.876  0.010 QSer NES — 4P, —0.844  0.035
Sb OGH — Ov NES —0.763  0.046 Ov OGH - ALT —0.814  0.026
Sb DGH — Uterus OBS —0.934  0.002 Ov OBS - dGGT —0.771  0.042
Sb OBS — dHDL-K —0.859  0.029 Uterus OGH — ASG —0.767 0.044
Sb NES - 4P, —0.855 0.014 Uterus DGH — ASG —0.834  0.020
Testis DGH — @ ASI —0.833  0.020 Uterus OBS — JFSH —0.899 0.015

ALT: Alanin aminotransferaz. ASG: Ag¢hik serum glukoz. ASI: Aclik serum insiilin. AST: Aspartat
aminotransferaz. DGH: Desagile ghrelin. E;: Ostrodiol. FSH: Folikiil stimiile edici hormon.
GGT: Gamma glutamiltransferaz. HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol. LDL-K: Diisiik yogunluklu
kolesterol. NES: Nesfatin-1. OBS: Obestatin. OGH: Oktanile ghrelin. Ov: Ovaryum P,: Progesteron.
Sb: Seminal bez. Ser: Serum. TG: Trigliserid. TP:Total protein. TT: Total testosteron. VLDL-K: Cok
diisiik yogunluklu kolesterol. &': Erkek. Q: Disi.
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Tablo 17. MetS grubu viicut kitle indeksi pozitif iliskileri (Pearson’s testi).

iliski R p iliski r P
AVKipg— ITK 10758 0.029  9VKigyu— QASG 10.820 0.013
AVKIy pata— QASG 10712 0.048  QVKDs para— AVKijo e +0.806  0.016
VK yata— JEa 10.897 0.006  QVK papa— OTK 10797 0018
AVKiy pata— OTG 10779 0.023  QVKi pana— Testis DGH  +0.784  0.037
AVKig pata— QHDL-K +0.828 0.011 gggiﬁ, hara — Uterus +0.718  0.045
AVKig rata— 9 Ea 10764 0.046  QVKg pa— JLDL-K  +0.840  0.009
AVKiy pata— FASG +0.853 0.007  9QVKig pa— QVLDL-K  +0.831 0.011
AVKiy pata— I VLDL-K 10749 0032 9VKiy mne— CASI +0.870 0.011
AVKiy pata— TK 10.866  0.005  QVKii para— OPs 10.902  0.006
AVKiy pata— 3Ser OBS +0.831  0.021 -

AVKiy» pata— QLDL-K +0.830 0011

AVKiy paa— TP 10770 0.025

ASG: Aclik serum glukoz. ASI: Aglik serum insiilin. DGH: Desagile ghrelin. E,: Ostrodiol.
HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol. LDL-K: Diisiik yogunluklu kolesterol. OBS: Obestatin.
OGH: Oktanile ghrelin. P4: Progesteron. Ser: Serum: TG: Trigliserid. TK: Total kolesterol. TP: Total
protein. VKI: Viicut kitle indeksi. VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu kolesterol. J: Erkek. Q: Disi.
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Tablo 18. MetS grubu viicut kitle indeksi negatif iliskileri (Pearson’s testi).

iliski R p iliski r P

dVKligya— 3TG —0.747  0.033 QVKipya — QVKig hapa ~ —0.713  0.047
AVKI, para— TK -0.979 0.018 QVKipgu— QAST —0.778  0.023
AVKiy, papa— SGGT —0.783  0.022 QVKIy pania — QVKI 0, pasia —0.781  0.022
AVKIy, paa— Testis OGH —0.832 0.020 QVKI, hasa— S Py —0.924  0.003
AVKIy haa — S VKlg, haia —0.710  0.048 QVKIy. hapa— SGGT —0.810 0.015
AVKiy haa — QHDL-K —0.882  0.004 QVKIy hapa— 9Ser OGH ~ —0.795  0.018
dVKliy, pana— Uterus OGH —0.842  0.009 QVKIy hapa— @Ser DGH ~ —0.741  0.035
3'VKle, haa— S TP —-0.726  0.042 QVKls, hata— S ASI -0.911  0.004
AVKi g hata— S TG —0.814 0.014 QVKI g, paa— $GGT —0.913  0.002
AVKi g hata— 3Py —0.869 0.011 QVKI 0, pata— PLH —0.805  0.029
AVKli g paa— STT —0.887  0.008 QVKi o nata— SOOGH ~ —0.857 0.014
AVKliy, hara— Sb OBS —0.848  0.016 QVKip papa— $PHDL-K ~ —0.737  0.037
AVKly, para— Ov NES —0.782  0.038 QVKI . pata— PEs —0.838  0.019

ASI: Aglik serum insiilin. AST: Aspartat aminotransferaz. DGH: Desagile ghrelin. E,: Ostrodiol.
GGT: Gamma glutamiltransferaz. HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol. LH: Liiteinize edici
hormon. NES: Nesfatin-1. OBS: Obestatin. OGH: Oktanile ghrelin. Ov: Ovaryum. P,: Progesteron.
Sb: Seminal bez. Ser: Serum. TG: Trigliserid. TK: Total kolesterol. TP: Total protein. TT: Total
testosteron. VKI: Viicut kitle indeksi. ': Erkek. Q: Disi.
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Tablo 19. MetS grubu biyokimyasal parametrelerin pozitif iligkileri (Pearson’s testi).
iliski R p iliski r p
JASI— QAST +0.801 0.030 QTP - SALT +0.729 0.040
3VLDL-K — QASG +0.821 0.013 QGGT - 4TP +0.752  0.031
4 Py— SASI +0.829 0.021 Q P,— JdFSH +0.973  0.000
3 Py— QAST +0.755 0.050 QSer DGH — Testis OBS ~ +0.765  0.045
3TT - 3TG +0.925 0.003 QSer OBS — QLH +0.905 0.005
&'Ser OGH — QTK +0.975 0.000 QSer OBS — Testis NES ~ +0.827 0.022
J&'Ser OBS — 4TK +0.885 0.008 QSer OBS — Sb OGH +0.862 0.013
Sb OGH - QLH +0.988 0.000 QSer NES — YHDL-K +0.720 0.044
Sb OGH — Testis NES +0.824  0.023 QSer NES — QFSH +0.886  0.008
Sb DGH - $HDL-K +0.813  0.026 Q@ Ser NES — d'Ser NES +0.949 0.001
Sb OBS — QALT +0.868 0.011 Ov OGH - JALT +0.796  0.032
Sb NES — &'Ser DGH +0.875 0.010 Ov OGH - Ov NES +0.789  0.035
Sb NES — &'Ser OBS +0.767 0.044 Ov OBS — QFSH +0.980 0.000
Testis OBS — G ASI +0.795 0.032 Ov OBS — @Ser NES +0.874 0.010
Testis OBS — 3GGT +0.787 0.036 Ov NES - Sb OBS +0.760  0.047
Testis NES — QVLDL-K +0.785  0.036 82‘?;;‘5 DGH - §Ser +0.822  0.023
Testis NES — QFSH +0.755  0.050 gg;‘s OBS — dSer +0.852  0.015
Testis NES — QLH +0.857 0.014 —

ALT: Alanin aminotransferaz. ASG: Aglik serum glukoz. ASI: Aclik serum insiilin. AST: Aspartat

aminotransferaz. DGH: Desacile ghrelin. FSH: Folikiil stimiile edici hormon. GGT: Gamma

glutamiltransferaz. HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol. LH: Liiteinize edici hormon.

NES: Nesfatin-1. OBS: Obestatin. OGH: Oktanile ghrelin. Ov: Ovaryum. P,: Progesteron.
Sb: Seminal bez. Ser: Serum: TG: Trigliserid. TK: Total kolesterol. TP: Total protein. TT: Total

testosteron. VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu kolesterol. &' Erkek. Q: Disi.
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Tablo 20. MetS grubu biyokimyasal parametrelerin negatif iligkileri (Pearson’s

testi).

iliski R p iliski r p

JASI - QGGT —0.879  0.009 QASG — QAST —0.782  0.022
JHDL-K — 3VLDL-K —0.802 0.017 QE,- JFSH —0.837 0.019
JALT — SAST —0.735 0.038 QFSH - QTG —0.833  0.020
JGGT -QASG —0.711  0.048 QLH - 4TG —0.764  0.045
JE,—- QTK —0.783  0.037 QP,— QE, —0.886  0.008
JE,- 3GGT —0.782  0.038 @Ser DGH — QALT —0.771  0.025
4P, — ITK —0.821 0.024 @Ser DGH - JVLDL-K  -0.752 0.031
4P, — QGGT —0.865 0.012 @Ser DGH - JE, —0.772  0.042
JSer NES — QSer DGH —0.764  0.045 Q@Ser DGH — @Ser NES ~ —0.758  0.029
Sb OBS — QLDL-K —0.848  0.016 @Ser OBS - 4TG —0.785 0.021
Sb OBS — TP —0.755  0.050 QSer NES — QTG —0.816 0.014
Testis OGH — Ov OGH —0.898  0.006 Ov NES — QLDL-K —0.949  0.001
Testis OBS — Uterus NES —0.783  0.037 Ov OBS - TG —0.832  0.020
Testis OBS — S TP —0.864 0.012 Uterus OGH-OvDGH  -0.821 0.024
Testis NES — Uterus OBS —0.778  0.040 Uterus DGH - SLDL-K  —0.823  0.012

ALT: Alanin aminotransferaz. ASG: Aglik serum glukoz. ASI: Aclik serum insiilin. AST: Aspartat
aminotransferaz. DGH: Desagile ghrelin. E;: Ostrodiol. FSH: Folikiil stimiile edici hormon.
GGT: Gamma glutamiltransferaz. HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol. LDL-K: Diisiik yogunluklu
kolesterol. LH: Liiteinize edici hormon. NES: Nesfatin-1. OBS: Obestatin. OGH: Oktanile ghrelin.
Ov: Ovaryum. P4 Progesteron. Sb: Seminal bez. Ser: Serum. TG: Trigliserid. TK: Total kolesterol.
TP: Total protein. VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu kolesterol. &': Erkek. Q: Disi.
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4. TARTISMA

Metabolik sendrom ve lireme fonksiyonu arasinda baglanti olduguna dair
bilimsel veriler giin gecgtikge artmaktadir (4, 5, 10, 129). MetS tanisinin kriterleri
arasinda yer alan VKI’nin artmasi yani obezite gelismesi ve insulin direncinin de
obezite ile birlikte seyretmesi dolasimdaki glukoz derigimlerinin artmasina neden
olmaktadir (1-4). Tim bu degisen biyokimyasal olaylara bagli olarak SHBG
seviyeleri azalmakta ve sonugta spermatogenez olumsuz etkilenmektedir (129).
Kadinlarda, obezite ve sub-fertilite arasindaki iliski ovulasyon sikliginin azalmasi ve
ozellikle de VKI >25 kg/m® olmasi ile yakindan iliskilidir (52). Bel/kalga oraninda
0,1 fnitelik bir artisin, siklus basina konsepsiyon oranmi %30 azalttigi
bildirilmektedir (52, 53). Organizmalarda MetS’ye bagh olarak de§isen enerji
dengesi, viicutta fizyolojik homeostasinin saglanmasi i¢in enerji dengesini
diizenleyen hormonlarin diizeylerinde de degisimlere neden olmaktadwr (130-132).
Dolayis1 ile bu tezde fruktoz diyeti ile MetS olusturduktan sonra, enerji dengesinde
rolii olan, OGH, DGH, OBS ve NES’in iireme sistemi dokular1 ve dolasimdaki
degisimlerinin nasil oldugunu arastirdik.

Calismamizda diyet baslangicindan 12 hafta sonra ATP III kriterlerine gore
(artmis ASG, VKI ve TG) MetS olustu (4). Siganlarm igme sularma %10’luk fruktoz
eklenmesi 12 haftalik stirede MetS’ye neden oldugundan, sicanlarda deneysel olarak
MetS olusturacak arastiricilar icin bu protokolun birincil tercih olacagini
disinmekteyiz. MetS olusturmada bir¢ok deneysel model bulunmasmna ragmen
(6rnegin; %60’lik fruktozun sican yemine eklenerek MetS olusturulmasi) s6z konusu
metotlar arastirma maliyetlerini arttirmaktadir (25, 37). Bu ¢alismadan da anlasildig:
gibi %10’luk fruktozun igme suyuna eklenmesi daha avantajli olmaktadir (37-40).
Diinya genelinde genel olarak fruktozla MetS olusturmada Sprague Dawley veya
Wistar albino tiirii siganlar tercih edilmektedir (25). Standart sican yemine %60
fruktoz eklenmesi ile 6 — 8 hafta arasinda MetS olustugu bildirilmektedir (25).
Calismamizda siganlarin igme sularma % 10’luk fruktoz ekledigimizde (37) ATP III
kistaslarindan ii¢ tanesini 12 hafta sonunda elde edebildik. MetS modelimizin 4 hafta
daha uzun siirmesinin ana nedenlerinin; standart sican yem igerigi, yeme %60
fruktoz ekleme (25) yerine igme sularma %10 fruktoz eklenmesi (37) veya kistas

aldigimiz {iglii parametrenin kendisinden kaynaklanmis olabilecegini diistinmekteyiz.
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Artmis ASG, VKI ve LDL-K iicliisii kistas1 yerine baska bir iiclii kistas alsaydik;
ornegin hipertansiyon, artmis ASG ve artnus VKI muhtemelen MetS olusturulmasi
icin 8 hafta yeterli olabilirdi (25). Siganlarin tansiyonlarmi 6l¢gmek cok zor
oldugundan standart analizlerin yapilabilmesi i¢in tansiyon 6lgmeyi tercih etmedik.
Bu sebeple iilkemizde gelecekte yapilacak MetS deneylerinde bu verinin gz oniine
almmasmin 6nem arz ettigini diistinmekteyiz (38-40).

Burada fruktozla MetS olusmasmin ana mekanizmasmi ise soyle
aciklayabiliriz; fruktozu beyne tastyan GLUT 5 reseptorii beyinde bulunmadigindan,
beynin doygunluk merkezi uyarilamamakta ve buna bagli olarak hayvanlar siirekli
yem yemekte, bu durum ise kilo artigina yani obeziteye yol agmaktadir (46). Obezite
insiilin direncine, insiilin direnci de dolasimda glukoz birikimine yol agmakta ve
sonugta tiim bu mekanistik olaylar lipit profilini degistirerek MetS olusturmaktadir
(1-4).

Glukoz degerlerimiz deneyin baslangicinda ve deney sonunda 93-96 mg/dL
arasinda degisirken MetS olusturdugumuzda bu degerlerin 185-198 mg/dL’ye kadar
yiikseldigi saptandi. Ayrica deney sonunda MetS’ye bagh olarak siganlarm VKI
degerlerinin de arttig1 gdzlemlendi. VKI degerlerinin artmasi obezitenin gelismesi
manasina gelmektedir. Sahin ve arkadaslar1 siganlarda VKI degerlerinin 0.72 (g/cm®)
olmasinin normal oldugunu, 1.0 (g/cm®) iizerine ¢ikmasmin ise siganlarda obezite
gelisimine yol actigini rapor etmislerdir (122). Obezite insiilin direncine neden
olmakta, insulin direncinin gelismesi de dolasimda hem glukoz hem de insiilin
miktarlariin artmasina neden olmaktadir (1-4). Ayrica bilindigi gibi hiperglisemi
serin kinaz kaskatlarin1 aktive etmektedir (133). Bu kinazlar (tirozin kinaz aktivitesi
olan) insiilin reseptdr substrat (IRS) ve proteinlerinin fosforilasyonuna yol
agmaktadr. IRS-1 ve IRS-2 serin fosfarilasyonunda vyiikselmeye ve tirozin
fosforilasyonunda azalmaya neden olmaktadir (134). Sonugta fosfotidilinisitol-3
(IP3) gibi sinyal molekiillerinde aktivite azalmas: insiilin etkisinin azalmasina,
insiilin etkisinin azalmasi da insiilin direncinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(134). Bu tez calismasinda gdzlemledigimiz ASI ve ASG verileri daha 6nceki
bulgular1 teyit etmektedir.

Calismamizda MetS’nin karaciger enzim profili lizerine etkisinin olup

olmadig1r da arastirildi. AST seviyeleri istatistiksel olarak kayda deger sekilde
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MetS’den etkilenmez iken, ALT ve GGT seviyelerinin MetS’le birlikte istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde arttigir saptandi. MetS’de ortak laboratuar bulgularinda
ALT [Serum Glutamic Oxaloacetic Transaminase (SGOT)], AST [Serum Glutamic
Pyruvate Transaminase (SGPT)] ve GGT enzimlerinin arttigi bildirilmistir (135).
Artma genellikle orta diizeylerde olmakta, normalin 2—3 katin1 gegmemektedir. MetS
ALT smir degerleri erkekler i¢in 31 TU/L ve kadinlar i¢in 18 IU/L olarak rapor
edilmistir. (136). Diger yandan sigara ve alkol tiiketiminin VKI ve bel ¢evresindeki
artiglara paralel olarak aminotransferazlar1 baskiladigi bildirilmistir (137, 138).
Dolayisiyla MetS hastalarinda sigara ve alkol tiikketimi ALT, AST ve GGT
diizeylerini baskilayacagindan hem MetS hem de ilgili diger hastaliklarin
insidanslarmi1  degistirebilir.  Fruktozun inflamasyona neden oldugu rapor
edildiginden (139-141), bu enzimlerin artisinin ana sebeplerinin; obeziteye baglh
karaciger yaglanmasi ya da fruktozun neden oldugu inflamasyon oldugunu
disinmekteyiz. Serum AST diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
olusmamasinin ana sebebi; AST ekspresyonu yapan organlarin (karacigere ek olarak;
kalp, bobrek, kas, beyin, akciger) MetS’den esit oranda hasar gormemesine bagli
olarak dolasimdaki AST seviyesi dengeleme olasiligidir. Oysaki ALT nin ana sentez
yeri karaciger oldugundan, karacigerde olusabilecek en ufak hasar dolasima ALT
salmimina neden olmaktadir. Diger bir anlatimla ALT miktar1 karaciger hasarinin
dogrudan gostergesidir. Ayrica ALT, AST’ye gore daha dayanikli olup, daha yavas
yikilmaktadir (142). Bu yiizden Olciilen dolasim ALT miktar1 yiiksek olabilir. Bu
calismada MetS’ye baglhh GGT artisin1 s0yle agiklamaktayiz; bu enzim karaciger
hastaliklarinda oldukga spesifik ve duyarli bir enzimdir. Hepatobiliyer fonksiyon
bozuklugunu cok 1yi yansitmaktadir. Gama glutamil transpeptidaz karaciger ve
bobrekte yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Hepatoseliiler hasarlanmalarda,
safra yolu GGT diizeyleri yiikselmektedir (142). Yani MetS’ye bagl olarak
enterohepatik hasar olusmakta ve dolasima GGT salinimi artmaktadir.

Bu calismada MetS’ye bagl olarak lipid profilinin nasil degistigi de
arastirildi. Calismada MetS grubunda kontrol gruplarina gére, TG, VLDL-K, LDL-K
ve TK derigsimleri istatistiksel olarak anlamli yiiksek, HDL-K diizeyleri ise kayda
deger sekilde diisiik bulundu. Modi ver ark. yaptiklar1 bir ¢calismada fruktoza bagl
olarak hiperinsiilinemi ve hiperlipidemi gelistigini ve lipid profillerinde (HDL-K
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hari¢) bir yiikselise neden oldugunu rapor etmislerdir (143). Bizim goézlemledigiz
lipid profili sonuclar1 da bu verilerle uyumluluk géstermektedir. TK, TG, VLDL-K
ve LDL-K artisinin muhtemel nedeni s0yle olabilir; adiposit, intestinal epitelyum ve
karaciger dokusunda hiicre i¢ine alinan fruktoz, fruktoz 1-fosfata doniismekte (46) ve
aldolazlar tarafindan da triozlara ¢evrilmektedir. Bu yol {lizerinden de yag asidi
sentezine gider ki boylece fruktoz ayni zamanda uzun zincirli yag asitlerine de
karbon atomu saglamis olur. Dolayisiyla fruktoz, lipit (triagilgliserol) seviyelerini bu
yolla artirmaktadir. Lipit diizeylerinin artisi da MetS’ye neden olmaktadir (46).
HDL-K seviyesindeki azalma MetS’nin neden oldugu oksidatif stresi ortadan
kaldirirken, kullanima bagl olarak miktar1 azalmis olabilir. Ornegin paraoksonaz
HDL’ye bagl bir proteindir (144). Bu tez ¢alismasina konu olan ghrelin hormonu da
dolasimda HDL-K’ya bagli olarak tasmnmaktadir (145). Yani organizmalardaki hem
ghrelin hormonu hem de paraoksonaz enzimi endojenik antioksidant molekiillerdir
(144, 146). MetS gibi agir bir fizyolojik stresten uzaklagsmak icin endojenik
antioksidantlarin kullanimi ka¢milmazdir. Nitekim HDL-K ve ghrelin miktarlarinda
paralel bir diisiis gézlenmistir. Tartismanimn ilerleyen kisimlarinda (TP ve {ireme
hormonlarindan sonra) bu mekanizma yeniden gozden gecirilecektir.

Bu calismada MetS’ye baglh olarak TP miktarlarinda bir artis gézlemlendi.
Yaptigimiz genis literatiir taramasinda MetS’de TP diizeylerinin nasil degistigi
konusunda bir ¢aligmaya rastlayamadik. Serum proteinlerindeki patolojik durumlar
genellikle albumin azalmasi veya globulinlerin artis1 seklindedir. Calismamizda
siganlar standart sican yemine ek olarak icme sularinda %10 fruktozla beslendiler.
Yani aglik ve proteinden fakir beslenmeye maruz kalmadilar ve deney siiresince
siganlarimizda MetS haricinde herhangi bir sistemik rahatsizlik gézlenmedi. Dolayis1
ile buradaki TP artisinin MetS’ye bagli oldugu ve pozitif enerji dengesinden veya
bozulmus lipit (artmis kolesterol, LDL-K vb.) metabolizmasindan veya fruktozun
neden oldugu inflamasyondan kaynaklandigini diisiinmekteyiz = (139-141).
Inflamasyonun CRP ve immunoglobulinlerin artigina neden oldugu bilinmektedir
(147).

Calismada hipofizden salgilanan ve menstrual siklusu yoneten FSH ve LH
miktarlarmin nasil degistigi de arastirildi. FSH miktarlarinin erkeklerde MetS ile

birlikte arttigi, disilerde ise azaldigi saptandi. LH diizeyleri MetS’li disilerde
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artarken, erkek sicanlarda kayda deger bir degisiklik olmamistir. MetS ile insiilin
hormonu arasinda bir iliski bulunmaktadir (1-4). Insiilin glukozun hiicre i¢ine almnimi
saglamaktadir. MetS’de insuline kars1 bir direng olusmaktadir (2,4).

Pankreas bu olayin iistesinden gelebilmek icin, bu ¢calismada da rapor edildigi
gibi, daha fazla insiilin salgilamaktadir. Bu yiiksek dozda insiilin yumurtaliklar:
etkileyerek ovulasyonu engeller ve sonugta, androjen diizeylerinde (testosteronlar)
artiy meydana gelir. LH iiretimi ve etkisinin fazlalig1 yoluyla da aromatazlarin
aktiviteleri inhibe olabilir.

Aromatazlarin  inhibiyonu, androstendion ve testosteronunun viicut
periferlerinde veya ovaryumlarda Ostrojenlere donlisememesi manasia gelmektedir.
Bu durumda androjen derisimi artmakta ve artan testosteron da burada disi MetS’li
sicanlarda gozlemledigimiz gibi FSH salgisin1 baskilamaktadir (148). Ayrica azalan
FSH diizeyleri ile granulosa hiicrelerinde testosteron ve androstendiondan, ostrol ile
E,’nin olugmast i¢in sart olan FSH etkili aromataz aktivitesi inhibe olmaktadir.
Dolayisiyla azalan FSH diizeyleriyle de TT diizeylerinin artmasi1 beklenmistir. Fakat
bizim ¢aligmamizda disi TT seviyelerinde bir degisiklik meydana gelmememistir.

Bu calismada FSH ve LH iizerine etkisi olan ghrelin’lerin dolasimdaki
seviyelerinin MetS’de nasil degistigini de inceledik. MetS ile hem oktanile hem de
desagile ghrelin’in kayda deger bir sekilde azaldigmi rapor ettik. Yapilan bir
calismada ghrelin’in  santral olarak verilmesi pulsatii LH sekresyonunun
ovarektomize disi sicanlarda baskiladigi bildirilmistir (89). Ayrica 3  nmol
ghrelin’in ICV olarak verilmesi disi siganlarin siklusunda LH sekresyonunu
Ostrus  siklusu  (proestrus, estrus, metesterus) boyunca  inhibe  ettigi
gozlemlenmistir (88). Giinlilk oktanile ghrelin enjeksiyonunun erkek siganlarda
puberte siiresince disi siganlara benzer bir sekilde LH konsantrasyonlarni
disiirdiigii tespit edilmistir.

MetS ile dolagimdaki ghrelin  derisimleri diismekte  ve bunun
sonucu  olarak da tUreme aksi iizerindeki baskisi azalmaktadir. Bu
durumda da bu ¢aligmada gozlemledigimiz gibi disi siganlarda LH artisina neden
olmaktadir. Kronik oktanile veya desacile ghrelin inflizyonu dolagimdaki LH
ve FSH seviyesinde onemli bir diisiise sebep olmaktadir (88-90). LH diizeyinin

artisginin, MetS’nin  ghrelin  seviyesini  diisiirmesiyle baglantili  oldugunu
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diisinmekteyiz. Ghrelin’in lireme aksi1 lizerinde ¢ok Onemli role sahip oldugu
goriilmektedir. Ornegin ghrelin, in vitro olarak yapilan bir calismada fare
embriyosunun preimplantasyonunu inhibe etmistir.

Bagka bir calismada da kronik ghrelin uygulamasinin gebeligin ilk yarisinda
embriyo gelisimini engelledigi bildirilmistir. Calismamizda MetS grubunda erkek
siganlarda TT seviyesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini kaydettik.
TT artisinin muhtemel sebebi; MetS’a veya obeziteye bagli olarak dolasimda ghrelin
diizeylerinin azalmasi olabilir (122). Ciinkii uzun siire testosteron replasmani
dolasimdaki ghrelin seviyelerini normal seviyelere getirmistir. Bu etkilesim ghrelin
ve seks streoidleri arasinda karsilikli interaksiyon bulundugunu gostermektedir. Yani
ghrelin’in androjen sekresyonunu module ettigi gibi androjen de ghrelin
sekresyonunu module etmektedir.

Calismamizda MetS olusturulmus siganlarin iireme sistemi dokularinda
ghrelin ekspresyonlarinin nasil degistigini de arastirdik. Seminal bez, testis, uterus
ve ovaryumlarda hem oktanile hem de des-acile ghrelin ekspresyonlarmin
immunohistokimyasal olarak dokularda ve ELISA ile supernatanlarinda MetS’ye
bagl olarak azaldigini tespit ettik. Sigan testislerinde immiinohistokimyasal ve insitu
hibridizasyon yontemleri ile yapilan lokasyon analizleri sonucunda germ hiicreleri,
somatik sertoli hiicreleri ve leydig hiicrelerinde ghrelin ve spesifik reseptoriiniin
(GHS-R1a) ekspresyonu rapor edilmis olup, bizim bulgularimizla uyumluk
gostermektedir (88-90). Ancak MetS ile birlikte bu dokulardaki ghrelin
ekspresyonlar1 baskilanmaktadir. Dolayis1 ile MetS dogrudan {ireme sistemini
etkilemektedir. Ayrica GHS-R1a mRNA seviyelerinin doz bagiml olarak ghrelin ve
pituiter FSH aracilig1 ile stimiile edildigi de bildirilmistir. Boylece sadece ghrelin
ekspresyonu degil ayn1 zamanda ghrelinin testikiiler duyarlilig1 da hormonal sinyaller
ile diizenlenmektedir. Ghrelin testesteron sekresyonunu doz bagimli olarak inhibe
etmektedir. Ghrelin’in tubuler kok hiicre mRNA’s1 lizerine etki ettigi i¢in hem
spermatogenezis hem de leydig hiicre proliferasyonunu diizenlenmesinde rolii oldugu
ileri stiriilmektedir (89,90). Ghrelin’in testikiiler ekpresyonunda ana uyarict hipofizer
LH’dir. Buna gore; ghrelin’in gonadotropik stimiilasyona cevap olarak testikiiler
testesteronun kendi kendine sinirlamasma katilabilen LH’nin  steroidojenik

aktivitesinin dengelenmesinde lokal diizenleyici gorevi de bulunmaktadir. n vitro
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sartlarda ghrelin’in doz bagiml olarak leydig hiicreleri tarafindan hCG ve CAMP’1n
stimiile ettigi testosteronu inhibe ettigi bildirilmistir (88). Testosteron sekresyonunda
ghrelin’in bu inhibitor etkisini hCG’nin stimiile ettigi steroidojenik yolakla da
baglantis1 bulunmaktadir. Ghrelin’in MetS’ye bagli olarak derisiminin diisme
sebeplerinden birisisi; MetS’de glukoz miktarinin yiikselmesi olabilir. Ciinkii glukoz
ile ghrelin arasinda ters iliski oldugu bildirilmistir (149). Ghrelin’in MetS’ye bagh
olarak miktarinin azalmasmnin bir diger nedeni; MetS’nin getirdigi metabolik yiikii
ortadan kaldirmak icin antioksidan olarak kullanilma olasiligidir (146). Ghrelin
viicudun Onemli antioksidan molekiillerinden biridir (146). Bilindigi gibi MetS
olusturmada kullanilan fruktoz inflamasyona yol ac¢maktadwr (140, 141).
Ghrelin’lerin anti-influmatuvar 06zellikleri bulundugundan, inflamasyonu ortadan
kaldirmak i¢in biyokimyasal yolaklarda kullanildig1 i¢in azalmis olabilir (150). Biz
bu ¢aligmada iireme sistemlerindeki ghrelin ekspresyonlarini analiz ettigimizde OGH
ve DGH diizeylerinde azalma tespit ettik. Ghrelin’in bircok organ ve dokuda
sentezlendigi disliniildiigiinde, MetS organizmanin tiim sistemlerindeki ghrelin
ekspresyonlarina etki etmis olabilir. Bu sebeple ghrelin havuzuna yeterince ghrelin
salinamadigindan dolasimdaki miktarlar1 diisik bulunmus olabilir. Ureme aksi
iizerinde siki bir denetimi olan ghrelin, enerji diizenlenmesini saglamak i¢in
biyokimyasal ve fizyolojik homeostasis nedeni ile de azalmis olabilir (88-90).

Bu ¢aligmada MetS olusturulmus sicanlarm tireme sistemi dokularinda OBS
ekspresyonlarinin nasil degistigini de arastirdik. MetS ile seminal bez dokusunda
OBS sentezi artarken testis, ovaryum ve uterus dokularmda ise OBS diizeyleri
ghrelin gibi diisiis sergilemistir. Ghrelin ve OBS tek bir genin {iriinii oldugundan
aslinda teorik olarak paralel diisiis veya da paralel artis beklenebilir. Fakat yapilan
bircok ¢alismada deneysel veriler bu teoriyi desteklememektedir (93, 95, 97). Bu
calismada seminal bezde neden artis olurken diger dokularda diisiis olmustur mevcut
verilerimizle bu sorunun cevabini bulamiyoruz.

Obestatin’in  enerji dengesinin kontroliinde ghrelin’le isbirligi i¢inde
olabilecegi one siiriilmektedir. Ancak yapilan arastirmalarda OBS’nin enerji dengesi,
besin almimi, viicut agirligi, viicut kompozisyonu, enerji harcanmasi veya enerji
dengesiyle iligkili hipotalamik merkezlerle arasinda bir iliskinin olmadig1 rapor

edilmektedir (97). OBS ve ASI diizeyleri arasinda bir iliski mevcuttur (100). Bu
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iligki bu caligmada da gozlemlendi. Yani OBS diiserken insiilin miktar1 artmaktadir.
Plazma OBS diizeylerinin; bozulmus glukoz toleransi olanlarda ve tip 2 DM’lilerde,
inslilin  direnci  gelisimine bagli olarak azaldigi bildirilmisticr  (101,104).
Calismamizda MetS ile birlikte insiilin direnci gelisti. Dolayisi ile genel olarak
gozlemledigimiz azalmis OBS bulgular1 ile bu sonuglar uyumluluk gostermektedir.

Biz bu c¢alismada seminal bez, testis, uterus ve ovaryumlarda OBS
sentezlendigini immiinohistokimyasal olarak ve ELISA yOntemleri ile gosterdik.
Daha 6nce OBS; yanak epitelyumu, duodenum, jejenum, kolon, pankreas, ince ve
kalin bagirsaklar, dalak, meme bezi ve fetal ve eriskin pankreas adaciklarinin
sitoplazmalarinda tespit edilmistir (97, 104). Tiikiiriik bezindeki glandular hiicreler
ile testislerdeki leydig hiicrelerinin OBS sentezledigi rapor edilmistir (122). OBS’nin
ghrelin’in iretildigi endokrin dokularda {retildigi bildirilmis olup, treme
sistemlerinde varligmi gostermemiz de bu bilgiyi teyit etmektedir. Ayrica ghrelin ve
seks streoidleri arasinda karsilikli etkilesim bulunmasi, OBS ve seks streoidleri
arasinda bir etkilesim bulundugunu gostermektedir (148). Ureme sistemlerinde enerji
dengesinin diizenlenmesinde OBS ghrelin’le birlikte karsilikli etkilesim gdstererek
otokirin, parakirin ve endokrinal olarak gorev yapmaktadirlar.

Bu caligmada enerji homeostasisinde rol aldigi bilinen ve gonadal dokularda
sentezi daha Onceden gosterilmis olan NES diizeyleri de degerlendirildi. Kontrol
grubuyla kiyasladigimizda MetS’li grupta; serum NES diizeylerini yiiksek bulundu.
NES diizeylerindeki degisikliklerin cinsiyetler arasinda istatistiksel olarak farkli
oldugu da (erkek; p < 0.05, disi; p > 0.05) rapor edildi. Yaptigimiz genis literatiir
taramasinda MetS’de NES diizeyleriyle ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlayamadik.
Calismamizda MetS’de yilikselen NES diizeyleri, leptin’de oldugu gibi muhtemel bir
nesfatin direncinin varligmi disiindiirmektedir. Cilinkii NES’in azalmasi istah
stimiilasyonuna ve dolayistyla obeziteye neden olmaktadir (106, 111). Diger yandan
MetS ile artan NES diizeyleri ortaya ¢ikan insiilin resistansmna karsi gelismis bir
savunma sistemi de olabilir. Ciinkii NES’in antihiperglisemik etkili oldugu daha
onceden rapor edilmistir (117).

Bu calismada seminal bez, testis, uterus ve ovaryumlarin NES sentezlendigi
immiinohistokimyasal ve ELISA yontemleri ile tespit edildi. Literatiirde MetS’li

sicanlarin tireme sistemlerinde NES diizeyleriyle ilgili bir calisma bulunmamaktadir.
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Bu calismada seminal bezin salgi bezlerinin epitellerinin apikal bolgelerinde,
testislerin ~ seminifer tiibiillerindeki sertoli hiicreleri ve spermatositlerde,
ovaryumlarda corpus [uteum’un granulosa lutein hiicrelerinde ve uterusun
endometriyum stroma tabakasi ve uterin bez epitel hiicrlerinde NES sentezi oldugu
ve MetS ile sentezlerinin arttig1 tespit edildi. Insan, sican ve fare testisinde, ayrica
sigan ovaryumlarmda NUCB2 mRNA’s1 ve leydig hiicrelerinde de NES
immiinoreaktivitesi gosterilmistir (110). Bu bulgular bizim ¢alismamizdaki testis ve
ovaryum dokularmm NES immiinoreaktiv lokalizasyonu ile uyumluluk
gostermektedir. NES’in bu dokulardaki varliginin gosterilmesi bu dokular iizerinde
endokrin ve/veya direkt parakrin etkilerinin varligma isaret etmektedir. MetS’de
NES’in doku ve serum diizeyleri yliksek bulundu. Garcia-Galiano ve arkadaslari
NUCB2/nesfatin-1’in pubertenin baslamasima katkida bulundugunu 6ne siirmiistiir
(110). Dolayisiyla obez kiz ¢ocuklarinin menarsa normal kilodaki kiz ¢ocuklarina
kiyasla daha erken yasta ulasmalarinda (113) yiiksek NES diizeylerinin etkili
olabilecegi ileri siiriilmektedir. Ayni1 zamanda artan obezitenin anovulatuvar
sikluslarin sikliginda artisla ile birlikte oldugu ve obez kadinlarda artan sayida atretik
folikiiller bulundugu da gosterilmistir(117). NUCB2/nesfatin-1’in  hipotalamo-
hipofizer diizeyde iireme fonksiyonu iizerindeki uyarici etkisine iligkin kanitlar,
MetS’de yiiksek LH diizeyleri ile iliskili olabilir (117). Garcia-Galiano ve arkadaglar1
ad libitum beslenen pubertal disilere NES’in ICV enjeksiyonunun FSH ve LH
diizeylerinde artisa neden oldugunu bildirmislerdir. 48 saatlik a¢liktan sonra, NES’e
gonadotropin yanitinin daha da arttig1 gozlenmistir (110). Dolayisiyla siireklilik
arzeden bir LH yliksekligi anovulasyona neden olabilir. Ciinkii ovulasyonun
gergeklesmesi i¢cin LH pikinin gerekli oldugu bilinmektedir. Bu alanda yeterli
calisma olmadigindan NES’in ovaryan steroidogeneze ve leydig hiicrelerinde
iiretilen testosteron iizerine etkilerinin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Bu
sebeple MetS’de artan NES diizeylerinin folikiiler atreziye ve spermatogeneze ne
gibi etkilerinin oldugu heniiz bilinmemektedir. Hipofizektominin NES sentezini
azalttigi, LH ekspresyonunun ise testislerin NES ekpresyonu arttirdigi bildirilmistir
(117). NES sican testislerinde testosteron sekresyonunu arttirmaktadir. Ancak uterus
dokusu ve seminal bez’de NES diizeylerindeki artisin biyokimyasal acidan lireme

sistemini nasil etkiledigi bilinmediginden, santral ve periferal sinyallerle hipotalamo-
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hipofizer gonadal aks lizerine etkili yeni bir olast metabolik diizenleyici olarak
nitelendirilebilecegi 6ne siiriilen NES’in (110) etkilerinin agiklanmasi i¢in ileri
diizeyde ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

VKI MetS’nin en énemli kriterlerinden biridir. Dolayisiyla bu ¢alismada VKI
degerleri ile ¢alisilan diger parametreler arasindaki muhtemel iligkileri de arastirildi.
Calismamizda sicanlarin VKI degerleri ile ghrelin, OBS ve NES degerleri arasinda
iligkiler bulundugu belirlendi (iliski tablolar1 sonuglar kismindadir). Ghrelin eksprese
eden dokularda (bobrek haricindeki) ekspresyonlar obeziteyle ters iliskilidir (151).
Cesur ve ark. tarafindan 1 aylik bebeklerde OGH ve VKI arasinda negatif iliski
bulundugu bildirilmistir (152). Yenidogan ve obezlerde OGH ve DGH’nin
birbirleriyle pozitif, ASI ve VKI ile ters iliskili (-0,566, p<0.0001) olduklar
bildirilmistir (153). Li ve arkadaslar1 tarafindan Cinli ¢ocuk ve genclerde serum ve
tiikiiriik bezi ghrelin diizeyleri ile VKI arasinda pozitif iliski oldugu rapor edilmistir
(154). Uygulanan analiz yontemleri VKI ile hormon diizeyleri arasindaki muhtemel
iliskilerin yOniinii belirlemektedir. Bobrek transplantasyonunda tek degiskenli
analizlerde obestatin ile VKI arasinda kuvvetli negatif iliski (p<0.0001; r: -0.52), ¢ok
degiskenli analizlerde ise pozitif iliski oldugu gosterilmistir ((B=-0.53; p=0.01) (97).
Mafra ve ark. hemodiyaliz hastalarinda OBS ve ghrelin etkilesimini incelediklerinde
DGH ile OBS arasinda kuvvetli pozitif iligki (r =+0.56, p = 0.0001) tespit etmelerine
karsin, VKI ile OBS arasinda negatif iliski (r = -0.40, p = 0.007) bulundugunu rapor
etmislerdir (155). Denizve ark. PCOS’ta VKI ile NES arasinda negatif iliski
bulundugunu saptamiglardir (156). Zhang ve ark. heniiz yeni tip 2 DM tanis1 almis
hastalar ile bozulmus glukoz toleransi olanlarda basit regresyon analizleri sonucunda
VKI ile NES arasinda pozitif iliski bulundugunu tespit etmislerdir (157).

MetS’de insiilin direnci gelisimine bagh olarak serum glukoz diizeyleri
artmakta ve lipit profili bozulmaktadir. Chock ve ark. 1479 hastanin kayitlarindan
Framingham risk skoru yontemini kullanarak retrospektif olarak yaptiklar1 ¢calisma
neticesinde VKI ile TT arasinda negatif iliski bulundugunu rapor etmislerdir (158).
40 yas ve tlizerindeki erkeklerde TT serum diizeylerinin arastirildig: bir calismada TT
ve VKI arasinda negatif bir iliski oldugu bildirilmistir (159). Bu bulgular ¢alisma
sonuglarimizla dogrulanmistir. Egwurugwu ve ark. VKI’nin P, ve E, ile kuvvetli

(% 96), ayrica TT, LH, Prolaktin ve sperm motilitesiyle de iliskili oldugunu rapor
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etmiglerdir (160). Bu sonuglar bizim bulgularimizla da ortiismektedir. Bel ¢evresi ve
VKI 6lgiimlerinin artan AST ve ALT ile pozitif iliskili oldugu orta yash Cinlilerde
yapilan bir calismada bildirilmistir. Ayrica serum aminotransferaz artiglarinin tip 2
DM ve MetS ile iliskili oldugu da vurgulanmistir. Bu ¢alismada fiziksel aktivitenin
ALT ve AST diizeylerini azaltarak kilo kaybina yol agtig1 bildirilmistir (161).

Bu calismamizdan elde edilen verilerin evrensel bilime katkilar1 kisaca soyle
Ozetlenebilir; 1) MetS olusturulmus gruplarda; ASG, LDL-K, TK, TP, ALT, GGT,
TT, ASI ve TG diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak
arttig1 tespit edilirken, HDL-K diizeylerinin ise azaldigi saptandi. 2) MetS’li
siganlarin serumlarinda OBS (azalma anlamli degil) ve ghrelin miktarlarinda kontrol
grubu degerleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
NES diizeylerinde ise anlamli bir artis gozlendi. 3) Bu c¢alismayla ile kez MetS
olusturulmus sicanlarin  ilireme sistemi dokularinda kontrol dokular1 ile
karsilastirildigina; seminal bez dokularinda OGH %46.20, DGH 9%49.38; testis
dokularinda OGH 9%15.11; DGH %30.84 ve OBS %?9.68; ovaryum dokularinda
OGH %?20.08; DGH %37.42 ve OBS %72.33; uterus dokularinda OGH %14.16;
DGH %34.80 ve OBS 9%77.72 azaldig1 rapor edilirken, seminal bez dokularinda
OBS %53.37 ve NES 4 kat; testis dokularinda NES 7 kat; ovaryum dokularinda NES
14 kat, uterus dokularinda NES 20 kat arttig1 rapor edildi. 4) Seminal bezlerde
ghrelin, OBS ve NES, epitel hiicrelerin apikal kisimlarinda, testis dokularinda
seminifer tiibiillerdeki spermatitlerde, ovaryum dokularinda Corpus Luteum’un theca
ve granulolsa hiicrelerinde, uterus dokularinda ise endometriyum stroma tabakasi ve
uterin bez epitel hiicrelerinde lokalize oldugu kayit edildi. 5) Ureme organlarinda
lokal olarak iiretilen ghrelin, OBS ve NES’in gonadal aksin ¢ok Onemli
kompanentleri olabilecegi ve bdylece lokal olarak iiretilen bu hormonlarm enerji
homostasisini saglayarak, FSH ve LH salmiminida kontrol altinda tutarak,
puberte  baslangict  ve gonadal fonksiyonlarin  diizenlenmesinde roller
istlenmis  olabilecegi  disiliniilmektedir. Sonu¢ olarak bu verilerin 15181
altinda, diyebiliriz ki; ghrelin, OBS ve NES ’in sicanlarin iireme sistemi
dokularinda lokal olarak sentezlendigi ve MetS’le gerek lokal sentezlerinin gerekse

serum seviyelerinin degistigi ve lireme aksinda rolleri oldugu goriilmektedir.
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Gelecekte lireme aksi lizerinde rolleri olan diger peptid yapili hormonlarin
(6rnegin kispeptinin) MetS’le nasil degistiginin arastirilmasmin iireme fizyolojisinin
acikliga kavusturulmasinda yeni 1siklar tutacagi ve tireme aks1 bozukluklarinin tedavi
edilmesinde  etkin  terapotiklerin  gelistirilmesine  yardimci  olabilecegini

diisiinmekteyiz.
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