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OZET

Apelin, G-protein kenetli APJ reseptorii i¢in ligand olarak bilinen peptit yapili
bir hormondur. Apelin ve APJ, merkezi sinir sistemi (hipotalamusda dahil) ve bir¢ok
periferal dokuda sentezlenmektedir. APJ’nin 6zellikle hipotalamus ve tiroid bezinde
yogun olarak ifade ediliyor olmasi, apelinin hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi ve enerji
metabolizmast {izerine rollerinin olabilecegini diislindiirmektedir. Bu ¢alismada,
kronik intraserebroventrikiiler (icv) farkli iki doz apelin-13 uygulamasinin
hipotalamus-hipofiz-tiroid aks1 ve enerji metabolizmasi tizerine etkilerini belirlemek
amaciyla tasarlanmistir.

Calismada 40 adet Sprague Dawley cinsi erkek sican kullanildi ve siganlar 4
gruba ayrildi (n=10). Kontrol grubundaki sicanlara herhangi bir islem uygulanmadi.
Uygulama grubundaki siganlara 7 giin siireyle 1 ve 10 nmol apelin-13 (10 pl/saat),
sham grubundakilere ise apelin ¢oziiciisii intraserebroventrikiiler (icv) olarak infiize
edildi. 7. giin sonunda hayvanlar dekapite edilerek beyin, kan, beyaz ve kahverengi
yag dokular1 toplandi. Hipotalamus dokusundan TRH, beyaz ve kahverengi yag
dokularadan eslesme bozucu protein 1 (UCP1), kas dokudan UCP3 mRNA diizeyleri
RT-PZR ile, serum 6rneklerinden TSH, T3 ve T4 diizeyleri ELISA ile belirlendi.

Hipotalamus TRH mRNA seviyelerinde gruplar arasinda farklilik
belirlenmedi. Serum TSH seviyesi kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda anlamh
seviyede artarken (p<0.05, p<0.01), sham ve apelin gruplar1 arasinda anlamli bir
farklilik gézlenmedi. Kontrol grubuna kiyasla sham ve apelin uygulanan gruplarda
serum T3, T4 seviyeleri diisiik bulundu (p<0.05, p<0.01 ve p<0.001). Sham grubuna
gore sadece yiiksek doz apelin-13 uygulamasi T3 ve T4 seviyelerini anlamli sekilde
azaltt1 (p<0.05). Apelin-13 uygulamasi doz bagimli olarak beyaz ve kahverengi yag
doku UCP1 ve kas doku UCP3 mRNA ifadesini azaltti (p<0.05).

Sonuglarimiz merkezi yiiksek doz apelin-13 uygulamasinin serum T3 ve T4
seviyesini baskiladigini ve doz bagimli olarak yag doku UCP1 ve kas doku UCP3
mRNA ifadelerini azalttigini gdstermektedir. Bu sonuglar apelin-13’ilin hipotalamus-
hipofiz-tiroid aksini kismen inhibe ederek enerji kullanimini azaltici etki gosterdigini
ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Apelin, tiroid hormonlari, eslesme bozucu protein, enerji

metabolizmasi
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ABSTRACT
The Effects of Intracerebroventricularly Administered Apelin-13 on
Hypothalamus-Hypophysis-Thyroid Axis in Rats

Apelin is a peptide hormone called as the ligand for the G protein-coupled
APJ receptor. Apelins and their receptors are expressed in the central nervous
system, including the hypothalamus and numerous other peripheral tissues. Since
APJ is expressed particularly intense in the hypothalamus and thyroid gland, Apelin
is thought to play many roles on hypothalamus-pituitary-thyroid axis and energy
metabolism. The present study was designed to investigate the effects of chronic
intracerebroventricular (icv) administration of two different doses of apelin-13 on
hypothalamus-hypophysis-thyroid axis and energy metabolism.

In this study, fourty Sprague Dawley male rats were used, and were divided
randomly into 4 groups (n=10 in each). No operation was applied to the rats in the
control group. Rats in the experimental groups, apelin-13 at 1 and 10 nmol doses,
and rats in sham group, the same amount of artificial cerebrospinal fluid was injected
icv for seven days (10 ul/h). After seven days, animals were decapitated and their
brain, blood, white and brown adipose tissues were taken. TRH mRNA levels in
hypothalamus, uncoupling protein 1 (UCP1) mRNA levels in white and brown
adipose tissues, UCP3 mRNA levels in muscle tissue of the groups were determined
by RT-PCR method. Serum T3 and T4 levels were measured by using ELISA
method.

The levels of hypothalamic TRH mRNA were not different between the
groups. While serum TSH levels significantly increased compared to control group
(p<0.05, p<0.01) levels, no difference was observed between sham and apelin
groups. Serum T3 and T4 levels were significantly lower in sham and apelin treated
groups compared with the control group (p<0.05, p<0.01 ve p<0.001). According to
the sham group, only high dose apelin-13 administration was significantly decreased
in serum T3 and T4 levels. Apelin-13 administration dose-dependently reduced
UCP1 mRNA expression in white and brown adipose tissue and UCP3 mRNA
expression in muscle tissue.

Our results showed that the infusion of high doses of apelin-13 caused

decreases serum T3 and T4 levels in the rats. In addition to, the UCP3 mRNA levels
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in the muscle tissue and UCP1 mRNA levels in the adipose tissues were significantly
decreased by both doses of apelin-13. These results suggested that apelin-13 caused a
decrease of energy expenditure by partially inhibiting hypothalamus-hypophysis-
thyroid axis.

Keywords: Apelin, thyroid hormone, uncoupling protein, energy metabolism
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1. GIRIS

Yag doku organizmanin en biliyliik enerji kaynagi olarak isimlendirilir ve
enerjinin bu dokuda depo edilmesi ve serbestlenmesi farkli hormonal sinyaller ile
kontrol edilir. Yag doku hiicrelerinden sentezlenen ve salgilanan proteinlerin
(adipokinler) otokrin, parakrin ve endokrin etkileri oldugu gosterilmistir (1,2). Bu
nedenla yag doku sadece enerji depo etmekle kalmayip, ayn1 zamanda 6nemli bir
endokrin organ gibi birgok hormonun sentezini gergeklestiren 6zel bir dokudur (3).

Apelin, adipoz doku ailesinin bir lyesidir ve etkilerini reseptorii APJ
tizerinden ortaya koymaktadir (4). Yapilan ¢alismalar, apelinin kalp-damar sistemi
(5), gida alim1 (6), sivi homeostazi (7), enerji metabolizmasi (8,9) ve néroendokrin
fonksiyonlar (7,10) tizerine etkilerinin oldugunu, ayrica apoptozun baskilanmasinda
gorev aldigimi (11,12) ve bagisiklik sistemi iizerinde olumlu etkiler gosterdigini
(13,14) belirtmektedir.

Apelin reseptoriiniin kalp, damar, yag doku ve tiroid bezi gibi periferik
dokularin yani sira oOzellikle enerji metabolizmasi ve beslenme davranisindan
sorumlu paraventrikiiler g¢ekirdek (PVN) ve supraoptik c¢ekirdek (SON) gibi
hipotalamus boélgelerinde ve hipofiz bezinde dagilim gdsterdigi rapor edilmistir
(15,16). Biitiin bu bilgiler enerji metabolizmasinda kilit rol oynayan hipotalamus-
hipofiz-tiroid  aks1  lizerine apelinin  birtakim  roller  {stlenebilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica yag ve kas dokularda APJ’nin varligmin bildiriliyor
olmasi, apelinin enerji metabolizmasi1 ilizerine etkilerini bu dokular araciligr ile
gerceklestirebilecegini akla getirmektedir. Mevcut ¢alismalar apelinin bu dokularda
yer alan ve enerji kullanimimin birer gostergesi olarak kabul edilen eslesme bozucu
proteinler (uncoupling protein; UCP) iizerine birtakim etkilere sahip oldugunu
bildirmektedir (17,18) .

Bu calisma enerji dengesinin diizenlenmesinde rol aldigi ileri siiriilen apelin-
13°1in, erkek siganlarda intraserebroventrikiiler (icv) uygulama sonrasi hipotalamus-
hipofiz-tiroid aks1 ve enerji kullanimimin gostergesi olarak kabul edilen yag doku
UCP1 ve kas doku UCP3 mRNA ifadeleri lizerine muhtemel etkilerini belirlemek

amaciyla yapild.



2.  GENEL BILGILER

2.1. Apelin

Tatemoto ve ark. tarafindan kesfedilen apelin, APJ reseptoriine baglanarak
etkilerini gosterir (4). Beyaz yag doku, bobrek, akciger ve kalp gibi birgok periferal
dokunun yani sira, 6zellikle hipotalamus, talamus, frontal korteks, hipokampus ve
spinal kord gibi merkezi sinir sistemi bolgelerinde apelinin varligi gosterilmistir
(15,16). Farelerde preproapelin sentezinin beyinde yiiksek, kalpte orta dereceli,
bobrek, akciger, testis, dalak, yumurtalik ve kasta ise diisiik diizeyde gerceklestigini
rapor edilmistir (15).

Insanda apelin kodlayan APLN geni, kromozomun Xq25-26.1 lokusu
tizerinde bulunur ve ~6 kb acik okuma gercevesi i¢inde bir introna sahiptir. Sigan ve
fare de apelin kodlayan gen Apln olarak adlandirilir ve sirastyla kromozom
iizerindeki yerleri Xq35 ve XA3.2 dir (19). Insan ve sigir APLN komplementer DNA
(cDNA) dizileri, bir hidrofobik N-terminal bdlgesi ihtiva eder ve 77 amino asite
sahip preproprotein olarak kodlanir (4). Sigir, insan, sigan ve fare apelin
preproprotein yapist %76-95 birbirlerinin homologudur (5,20). Bu 6ncii protein daha
sonra bazi bdllimlerinden pargalanarak farkli aminoasit sayisina sahip apelin
fragmanlarin1 (apelin-10, apelin-11, apelin-12, apelin-13, apelin-15, apelin-17,
apelin-19 ve apelin-36 gibi) olusturur (Sekil 2.1) (21,22). Apelin fragmanlar1 farkli
etkinliklere sahiptir ve kisa aminoasit dizilimine sahip fragmanlar uzun formlara
kiyasla APJ i¢in daha giiclii bir aktivatordiir. Apelin reseptoriiniin aktivasyonunu
saglayan apelin formlari en az 12 C ug¢ kalintist igerir (15,23,24). Son 12 C ug
aminoasit formu en kisa aktif siradir, bundan daha kisa peptidler (apelin-10 ve

apelin-11) ise inaktiftir (24,25).



Sekil 2.1. Olgun siganlarda apelin izoformlarinin aminoasit dizisi. (A: Apelin-13, B:
Apelin-17, C: Apelin-36 izoformu) (22)

Apelinin biyolojik aktivitesi ve reseptdre baglanmasinda preproapelinin C
ucu biiyiik 6nem tasimaktadir. Apelin formlarinin N u¢ kismi ise, peptidin reseptore
baglanmasinda anahtar rol oynamaktadir (4,25). Apelin-13 N-terminali piroglutamat
rezidulerine sahip oldugundan, biyolojik aktivitesi diger apelin formlarina oranla
daha yiiksektir. Apelin-36 bu 06zellige sahip olmadigindan Apelin-13’e gore daha
kisith bir biyolojik aktiviteye sahiptir (4,26).

2.1.1. Apelin reseptorii; APJ

APJ ilk olarak anjiyotensin II tip I reseptdriine yakin kimligiyle, G-protein
kenetli reseptor olarak tespit edildi (27). 1998 yilinda endojen ligandi olan apelinin
s1igir mide 6zsuyunda tanimlanmasina kadar olan siirede orfam reseptdr olarak anildi
(4).

APJ’nin protein yapist yedi hidrofobik gecirgen zar bolgesi ihtiva eder ve
tipik bir G-protein kenetli reseptdr yapisindadir (27). APJ’yi kodlayan APLNR geni
intronsuzdur. Insanlarda APLNR geni kromozomun 11q12 bélgesinde yer alir ve 380
aminoasitten olusan APJ’yi kodlar. Fare ve sigan da ise bu gen (Aplnr olarak
adlandirilir) sirastyla kromozomun 2E1 ve 3q24 bolgelerinde lokalizedir ve 377
aminoasitli bir protein kodlar. APJ’nin aminoasit sekans homolojisi insan ve farede

%92, insan ve siganda %90, fare ve sigan arasinda ise %96 benzerlik gosterir (28,29).



Apelinin, APJ ifade eden hiicrelerde forskolinle indiiklenmis siklik adenozin
monofosfat (CAMP) yapimini inhibitér G proteinlerine baglanarak inhibe ettigi
gosterilmistir (20). Pertusis toksininin apelinin etkilerini bloke etmesi de bu goriisii
desteklemektedir (25,30).

Yapilan ¢alismalar APJ’nin merkezi sinir sisteminin bir¢ok yerinde (kaudat
cekirdek, korpus kollozum, hipokampus, substantia nigra, subtalamik niikleus,
medulla ve spinal kord) varligimi bildirmektedir (15,31,32). Ayrica insanda APJ
mRNA’sinin hipotalamusun PVN ve SON’da dahil olmak iizere diger merkezi
alanlarda yaygin olarak ifade edildigi bildirilmistir (22). Bu g¢alismalarin belirgin
0zelligi APJ’nin yaygin bir merkezi dagilima sahip oldugunu gdstermis olmasidir.
Beyin bolgelerinin cogunda APJ’nin fizyolojik fonksiyonu tam anlamiyla
bilinmemektedir.

Insanlarda APJ’nin periferal dagilimmi inceleyen Edinger ve ark. ince
bagirsak, kolon mukozasi ve yumurtalikta diisiik, dalakta ise yiliksek diizeyde APJ
mRNA’sinin bulundugunu rapor etmektedir (32). Medhurst ve ark. dalak ve
plasentada APJ mRNA ifadesinin yiiksek diizeyde oldugunu, buna karsin akciger,
mide ve bagirsakta ise daha diisik diizeyde APJ mRNA’sinin goézlendigini
bildirmistir (15). Ayrica APJ’nin varligi ventrikiiler kardiyomiyositlerde,
intramiyokardiyal endotelyal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gosterilmistir (23).

Sican ve fareler iizerinde yapilan arastirmalarda, merkezi ve periferal birgok
dokuda APJ’nin varligi belirlenmistir (10,33). Siganlarin hipotalamus (6zellikle PVN
ve SON alanlar1) ve hipofiz bezinde apelin/APJ varlig1 bildirilmektedir (22). Lee ve
ark. bobrek, kal ve testis gibi periferal dokularin yani sira korteks, striatum ve
hipokampus gibi merkezi dokularda APJ mRNA’sinin ifade edildigini bildirmektedir
(16). Cayabyap ve ark. sicanlarin bobrek, hipofiz bezi, over dokusu ve iskelet
kaslarinda APJ mRNA’smin varligin1 gostermistir (14).

2.1.2. Apelinin etkileri
Son zamanlarda apelin/APJ birlikteliginin fizyolojik 6nemi agiklanmaya

calisilmis olmasina karsin, apelinerjik sistemin ¢ok sayida fizyolojik fonksiyonu tam

olarak nasil etkiledigi kesfedilmeyi beklemektedir (22). APJ ve apelinin kesfinden bu



yana homeostatik siireclerde merkezi ve periferal roller istlenebilecegi yapilan
calismalar ile vurgulanmaktadir. Bu calismalarda apelinerjik sistemin Ozellikle
kardiyovaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesi basta olmak {izere anjiyogenez, sivi
homeostasisi, enerji metabolizmasi ile stres duyarli hipotalamus-hipofiz eksen
tizerine noroendokrin modiilator olarak gorevler iistlenebilecegi gosterilmistir (25).
Bu bulgular apelinerjik sistemin bahsi gegen diizenleyici sistemler igerisinde bir

patofizyolojik faktor olabilecegini akla getirmektedir.

2.1.2.1. Kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri

Insan, sican ve farelerin kalp ve damar yapilarinda apelin ve APJ nin varlig1
gosterilmis ve apelinin merkezi ve periferal kardiyovaskiiler etkileri acikliga
kavusturulmustur. Insanlarda periferal apelinin safen venlerde vazodilatér,
endotelyumu ¢ikartilan arter ve venlerde ise vazokonstriksiyon yaptigi rapor
edilmistir (34,35). Hayvan modellerinde gerceklestirilen deneyler, damar tonusu
diizenlenmesinde apelinin ¢evresel rolii hakkinda ¢eliskili sonuglar ortaya
koymaktadir (5). Yapilan calismalarda periferal apelin uygulamasi sonrasinda
ortalama arter basincinin diistiigii gézlenmistir (24,36,37). Lee ve ark. intravendz (iv)
apelin uygulamasinin hem sistolik hemde diyastolik kan basincini diisiirdiiglinii rapor
etmektedir (16). Ortaya ¢ikan bu hipotansif etkinin nitrik oksit araciligiyla
gerceklestigi bildirilmektedir (24). Buna karsin normal siganlarda iv uygulanan
apelin-13’tin doz bagimli olarak kan basincini arttirdigi belirtilmektedir (38). Bu
sonuclar arasindaki farkliliklar deneysel calismada kullanilan hayvan veya farkli
apelin formlarinin fizyolojik rollerindeki durumu ortaya koymaktadir.

Merkezi uygulanan apelin-13 ortalama kan basincini arttirmistir (38,39).
Anestezi altindaki sicanlara icv apelin-13 enjeksiyonu ortalama kan basinci veya
kalp hiz1 iizerine bir etki gostermezken (36), bilinci acik siganlara yapilan ayni
uygulama kan basmcimi ve kalp hizint arttirmistir (40). Apelin-13’iin merkezi
uygulamasi sonrast PVN’de c-Fos diizeyinin artmasi, bu etkinin PVN kaynakl
olabilecegini diisiindiirmektedir (22). Buna ek olarak sicanlarda rostral ventrolateral
medulla ve soliter niikleusa direk olarak uygulanan apelin-13’{in arter kan basincini

arttirdig1 gosterilmistir (39).



Apelinerjik sistem kalp fonksiyonunda da 6nemli birtakim rollere sahiptir.
Apelin inflizyonunun insan ve sigan kalplerinde doz bagimli inotropik etki gosterdigi
belirtilmistir (35,41). Farelerde, apelin verilmesinin hipertrofiye neden olmadan
miyokard kasilmasini arttirdig1 ve kalp yiikiini azalttigi gosterilmistir (42). Kuba ve
ark. apelin nakavt farelerde kalp basincinin asir1 derecede bozuldugunu ve kalbin
saglikli bir sekilde isleyisinde apelin ve APJ’nin 6nemli rollere sahip oldugunu
vurgulamaktadir (43). Ayrica temel olarak hipertansif hastalarda dolasimdaki apelin-
12 diizeyinin azaldig1 belirlenmistir (44). Biitiin bu ¢alismalar apelin/APJ sisteminin

kalp fizyolojisinde dnemli roller iistlendiginin birer kanit1 niteligindedir.

2.1.2.2. Anjiyogenez iizerine etkileri

Apelin anjiyojenik bir faktor (45,46) ve endotel hiicrelerinin mitojenik bir
elemanidir (47). Apelin kemirgenlerde kan damarlarinin olusumunda (48) ve kurbaga
kalbinin normal gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir (49,50). Yapilan g¢alismalar ile
farelerde retinal damar gelisimi (51) ve hipoksinin neden oldugu retinal anjiyogenez
icin apelinin gerekli oldugu gosterilmistir (52). Ayrica apelinerjik sistemin timor
anjiyogenezinde rol oynadigi bildirilmistir. Beyin tiimoérlerinde, apelin ve APJ’nin
mikrovaskiiler proliferasyonda diizenleyici roller stlendigi (45) ve apelinin asirt
ifadesi sonras1 kanser hiicre serilerinde ¢ogalmanin uyarildig: bildirilmektedir (53).

Anjiyogenezde apelinin patofizyolojik rolii karaciger dokusunda rapor
edilmistir. Buna gore apelinerjik sistem portal hipertansif sicanlarda porto
kollateralizasyonu ve splanknik neovaskiilarizasyonda rol oynar (54). Bununla
birlikte apelinin, damar yenilenmesi, endotel proliferasyon ve damar cap1
diizenlemesinde gorev almasi, apelinin iskemi sonrast tedavilerde yararh
olabilecegini diisindiirmektedir (55,56). Bu bulgular apelinin anjiyojenez i¢in ¢ok
onemli bir faktor oldugunu ve apelin/APJ ifadesinin uyarilmasiyla tiimor veya iskemi

sonrasi iyilesmede tedavi edici potansiyelinin olabilecegini gdstermektedir.



2.1.2.3. Gida alim iizerine etkileri

Insan ve kemirgenlerde hipotalamusun PVN ve SON’larinda APJ mRNA
ifadesinin gergeklestigi gosterilmistir (22,57,58). Bu ¢ekirdeklerde APJ’nin varligi
gida aliminda apelinin bir takim roller tistlenebilecegini diisiindiirmektedir.

Sunter ve ark. iv apelin uygulamasimin gida alimimi etkilemedigini, buna
karsin merkezi apelin uygulamasinin gida alimini azalttigini belirtmektedir (6).
Taheri ve ark. siganlarda icv apelin-13 uygulamasmin gida tiiketimini
degistirmedigini gostermistir (59). Higuchi ve ark. ise uzun siireli periferal apelin-13
uygulamasinin gida alimini etkilemedigini, fakat buna ragmen viicut agirliginin
azaldigini rapor etmislerdir (17). Lv ve ark. apelin-13’iin, beyinde APJ reseptorii ve
kortikotropin reseptor aktivasyonuyla yiyecek alimini diizenledigini bildirmektedir
(60). Yapilan c¢alismalar ile apelinin gida alimi {izerindeki muhtemel etkisi
aydinlatilmaya calisilmis olunsa da, mevcut literatiirlerde ekzojen apelin uygulamasi

sonrasi elde edilen sonuglar birbiri ile tam olarak ortiismemektedir.

2.1.2.4. Si1vi homeostaz1 iizerine etkileri

S1vi homeostasisin kontroliinde gorevli beyin bolgelerinde APJ mMRNA’sinin
tespiti, apelinin viicut sivi dengesi diizenlenmesinde bir takim roller oynayabilecegi
hipotezine yol agmistir. Hipotalamusun PVN ve SON alanlarinda sentezlenen
vazopresin arka hipofize tasinarak buradan sistemik dolagima geger. Vazopresinin
baskin endokrin fonksiyonu renal toplayici kanal hiicrelerinde gegirgenligi arttirarak
bu sekilde viicutta su tutulmasini saglamaktir (7).

Yapilan ¢ok sayida ¢aligma apelinin igme davranisi iizerine etkili bir peptit
oldugunu belirtmektedir. Susuz birakilmayan hayvanlarda apelinin iv ve icv
enjeksiyonu sonrast su tiikketimi onemli diizeyde artmustir (59). Fakat bu verilerin
tersine Clarke ve ark. icv apelin enjeksiyonu sonrasi hayvanlarin su tiiketiminde
azalma belirlemis (61), farkli birkag calismada ise ayni uygulama sonrasi su
tilketiminde herhangi bir farkliligin olmadigini rapor edilmistir (36,40). Reaux-Le
ve ark. 24 ve 48 saatlik dehidrasyondan sonra magnoseliiler hiicrelerdeki apelin

yogunlugunun arttifini, buna karsin ayni hiicrelerdeki vazopresin seviyesinde ise



onemli diislis gozlendigini gostermistir (62). Ayrica ayni ¢alismada dehidrasyondaki
hayvanlara vazopresin-1 reseptér antagonistinin merkezi uygulanmasi apelin
diizeyinin azalmasina neden olmustur (62). Tobin ve ark. disi siganlarda apelinin
dogrudan magnoseliller SON néronlarma uygulanmasinin vazopresin hiicre
govdelerini aktive ettigini, izole SON ndronlarna apelin uygulamasinin ise
somatodendritik vazopresin salinimini inhibe ettigini bildirmektedir (10). Bu veriler
aksonal ve dendritik vazopresin serbestlesmesinde apelinin rolii  oldugunu
gostermektedir. Diger bir calismada ise emzirme donemindeki siganlara uygulanan
icv apelin enjeksiyonunun vazopresinerjik noron aktivitesini baskiladigi
gosterilmistir (63). Azizi ve ark. insanda plazma ozmolalite artigina paralel olarak,
plazma apelin konsantrasyonundaki azalmaya vazopresin seviyesindeki artisin eslik
ettigini belirtmiglerdir (64). Ayrica iv apelin uygulamasinin plazma vazopresin
diizeyini arttirdigi rapor edilmistir (65). Bu nedenle, bugiine kadarki veriler
apelin/APJ ikilisinin sivi homeostazinin diizenlenmesinde aktif fizyolojik roller

oynadi@ini gostermesine karsin bu tepkilerin niteligi kesin degildir.

2.1.2.5. Metabolizma iizerine etkileri

Yapilan bir dizi ¢alisma apelinin enerji metabolizmasinda 6nemli bir yere
sahip olabilecegini ve Ozellikle obezitenin patofizyolojisinde adiposit kdkenli bu
peptidin rol oynayabilecegini belirtmektedir. Apelin ve APJ insan, fare ve sigan yag
dokularinda tespit edilmis olup, hem apelinin hem de APJ’nin obezite ile birlikte
adipoz dokuda ve plazmada artis gosterdigi rapor edilmistir (8,23,66). Krist ve ark.
obezite tedavisi gormiis insanlarda subkutan adipoz doku ve dolasimdaki apelin
diizeyinin distiigiini bildirmistir (67). Ancak plazma apelin diizeyinin sadece obez
insanlarda ve insiilin direncinin de olustugu hayvan modellerinde arttig
bildirilmektedir (8,9). Kotanidou ve ark. diyabetli obez bireylerde serum apelin
diizeyinin diisiik oldugunu gostermistir (68). Diger bir c¢alismada insiilinin
adipositlerdeki apelin tiretimini tesvik ettigi in vitro olarak belirlenmistir (69). Wei
ve ark. fare 3T3-L1 adiposit kiiltiiriine uyguladiklar insiilinin doz bagimli olarak
apelin sentezini arttirdigin1 ortaya koymustur (70). Farelerde aglik durumunda

plazma apelin seviyesinin diisiisii ve beslenme sonrasi tekrardan apelin seviyesinin



diizenlenmesi (8,66), insiilinin apelin gen ifadesini ve apelin salgilanmasini
diizenleyen bir faktor oldugu diislincesini giiclendirmektedir.

Apelinin metabolik sendrom hastaliklarinda bir takim olumlu etkilere sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir. Periferal apelin uygulamasinin iskelet kasinda ve
adipoz dokuda glikoz kullanimini arttirdigi ve buna bagli olarak plazma glikoz
diizeyini diistirdigii bildirilmistir (71). Yue ve ark. apelin nakavt farelerde insiilin
duyarhiliginin azaldigini, glikoz intoleransi ve hiperinsiilineminin gelistigini gézlemis
ve bu hayvanlara apelin uygulamasinin insiilin duyarhiligini arttirdigin1 rapor
etmiglerdir (72). Attane ve ark. obez ve insiilin direnci olan farelerde, uzun siireli
periferal apelin uygulamasinin yag kitlesi ve kan trigliserid diizeyini azalttigini,
ayrica hiperinsiilemi gelisimini onledigini bildirmistir (73). Diger bir ¢alismada ise
apelin uygulamasinin insiiline direncli 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde glikoz
kullaniminda artisa neden oldugu gosterilmistir (74). Yapilan galismalar apelinin
glikoz kullanimini tesfik ettigini gostermis olsa da apelin ve tip 2 diyabet arasindaki
iliski hala tam olarak aydinlatilmamistir. Insiilin direncli, tip 2 diyabetik ve morbit
obez bireyler ile yapilan bircok c¢alismada plazma apelin seviyesi yiiksek
bulunmustur (75-77). Buna karsin yapilan bir ¢alismada tanisi yeni konulan tip 2
diyabet hastalarindaki plazma apelin diizeyi diisiik bulunmustur (78). Tip 2 diyabetli
hastalarda ve obez kisilerdeki yiiksek apelin diizeyinin ancak diisiik kalorili beslenme

ile tersine gevrilebilecegi diistiniilmektedir (9).

2.1.2.6. Diger etkileri

Apelinin ilk olarak mide o6zsuyundan izole edilmesi bu peptidin
gastrointestinal sistemde birtakim roller iistlenebilecegini diisiindiirmektedir (79-81).
Wang ve ark. in vitro bir ¢alisma ile apelinin gastrik hiicre ¢ogalmasini arttirdigini ve
kolesistokinin salgilanmasini uyardigini gostermislerdir (79). Ohno ve ark. apelin-
12°nin siganlarda gastrik asit sekresyonunu doz bagimli olarak arttirdigini rapor
etmislerdir (82). Farelere icv apelin-13 uygulanmasinin doz bagimli mide bosalmasi
ve bagirsak gecisi lizerinde inhibitor etki yaptigi, intraperitonal (ip) uygulanmasinin

ise mide bosalmasina etki etmedigi gosterilmistir (60).
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Apelinerjik sistemin damar diiz kasi {izerinde etkisinin olabilecegi
diistiniilmektedir. Hus-Citharel ve ark. sican bobrek glomeriillerinde yiiksek diizeyde
APJ mRNA ifadesinin oldugunu bildirmislerdir (83). Ayni ¢alismada APJ,
glomeriiler filtrasyon endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde tespit edilmis ve
apelinin vaskiiler diiz kas iizerinde dogrudan reseptor aracili vazokonstriksiyon etki
gosterdigi bildirilmistir (83). Bu sonuglar apelinin bobrekteki glomerular damar agi
tizerine kompleks etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Apelinin anne siitiinde tespit edilmis olmasi1 ve dalaktaki sitokin iiretimini
azaltmasi nedeniyle bu peptidin immiin sistemde birtakim roller {istlenebilecegi
akillara getirmektedir (20,84,85). Yapilan birkag ¢alisma insan bagisiklik yetmezligi
viriisiiniin (HIV) hiicre igerisine girmesinde APJ’nin bir ko-reseptdr olarak goérev
yaptigint (13,32,86) ve bu eylemin apelin tarafindan engellendigini bildirmektedir
(87). Puffer ve ark. merkezi sinir sisteminin baz1 hiicrelerindeki (CD4 pozitif/CD4
negatif, CD4; yardime1 T hiicreleri, monositler, makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi
bagisiklikta 6onemli hiicre gruplarinin yiizeyinde bulunan bir glikoprotein) HIV-1
enfeksiyonu ve patogenezinde APJ’nin belirleyici olabilecegini belirtmektedir (88).
Buna karsin Zhou ve ark. ise CD4 varligina bakilmaksizin HIV’in merkezi sinir
sistemindeki hiicreleri enfekte edebildigini rapor etmistir (89). Kemirgenlerde
yapilan diger calismalarda apelin ve APJ’nin merkezi sinir sisteminde
antinosisepsiyon (agriya diisiik hassasiyet) (90,91), depresif davranig gelistirme (92),
noron koruyucu (93) ve pasif kaginmanin Ogrenilmesinde kolaylik (94) gibi
siireclerde olasi roller iistlenebilecegini belirtilmektedir.

Apelin ve APJ’nin osteoblast hiicrelerinde hiicre canliliginin devaminda ve
hiicre ¢ogalmasinda rol aldigi rapor edilmistir (11,12,95). Wattanachanya ve ark.
apelinin fare primer osteoblast hiicrelerinde ¢ogalmay1 ve apoptoz baskilanmasinm
doz bagimli olarak etkiledigini gostermislerdir (96). Yine ayni ¢alismada apelin
nakavt farelerde kemik kiitlede bir artisin gézlenebilecegi dile getirilmektedir (96).
Ayrica diger bir ¢aligmada ise osteoartrik hastalarin sinovyal sivilarinda apelinin
tespit edilmesi ve bu hastalarin plazmasindaki apelin seviyesinin yiiksek olmasi
nedeniyle, apelinin osteoartritin patofizyolojisinde potansiyel bir role sahip oldugu

bildirilmistir (97).
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2.2. Hipotalamus

Merkezi sinir sisteminin mediobasal bolgesinde, hipofiz bezinin dorsalinde ve
talamusun ventralinde yer alan hipotalamus, memelilerde beyinin ¢ok kiiciik bir
parcasini olusturmasina ragmen (insanda 1400 gr olan beynin yaklasik 4 gr’ini)
merkezi sinir sistemi icerisinde dnemli fizyolojik rollere sahiptir.

Hipotalamustan ¢ikan sinyaller periferal dokular ve diger beyin bolgelerinde
uygun noroendokrin cevabin olusmasimi saglar. Yem tiiketimi, sivi alimi ve
diizenlenmesi, enerji harcanmasi, kan basinci, lireme, viicut sicakligi ve uykunun
diizenlenmesi gibi bir¢ok yasamsal siire¢ hipotalamus tarafindan kontrol edilir.
Hipotalamustan c¢ikan sinyaller ¢evre dokular ve diger beyin bdlgelerinde uygun

noroendokrin cevabin olusmasini uyarir (98).

2.2.1. Hipotalamus cekirdekleri

Hipotalamus periventrikiiler alan, medial alan ve lateral alan olmak iizere ii¢
bolgeye ayrilmistir. Periventrikiiler alan; PVN, arkuat c¢ekirdek (ARC),
suprakiazmatik c¢ekirdek ve periventrikiiler ¢ekirdek olarak isimlendirilen dort farkli
hiicre kiimesi icerir. Medial hipotalamik alan; medial preoptik cekirdek, anterior
hipotalamus, dorsomedial ¢ekirdek, ventromedial ¢ekirdek ve mamiler ¢ekirdekten
olusur. Lateral hipotalamik alan ise preoptik alani igerir (Sekil 2.2). Magnoseliiler ve
parvoseliilar norosekretuvar sistemler hipotalamik noérosekretuvar hiicre gruplarini

olusurlar ve bunlar hipotalamus boyunca dagilim gosterir (99).



12

= | Dorsal
ParaventrikGler hiplfoattael?muk hipotalamik
alan alan

cekirdek

Preoptik inenr\ Posterior
cekirdek_fenoioray hipotalamik

Anterior
hipotalamik
alan Dorsomedial
¢ekirdek
'entromedial
Supraoptik gekirdek
¢ekirdek ,
A Mamillar
Optik sinir / | s cisim
Optik kiazma
¥ ~ hipofiz

Sekil 2.2. Hipotalamik niikleuslarin yerlesimi (100)

2.2.2. Hipotalamusun serbestletici ve baskilayic1 hormonlari

Hipotalamustan; tirotropin serbestlestirici hormon (TRH; PVN’nin medial
parvoseliilar alt iinitesinin medyalinde), kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH;
medial parvoseliilar alt iinitesinin lateralinde), biiyiime hormonu serbestlestirici
hormon (GHRH; ARC’nin lateral bolgesinde), somatostatin (PVN’de), gonadotropin
serbestlestirici hormon (GnRH; preoptik alanin medyalinde), dopamin (ARC’nin
medyalinde) ve gonadotropin inhibe edici hormon (GnIH, dorsomedial ¢ekirdeklerin
icinde) salgilanmaktadir. Bu hormonlar 6n hipofiz bezindeki hormon salgisinm
diizenler (Tablo 2.1). Magnoseliiler norosekretuvar sistemin noronal hiicreleri ise
vazopressin ve oksitosin salgilar ve bu hormonlar arka hipofize tasindiktan sonra

sistemik dolasima geger (99,101).
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Tablo 2.1. On hipofiz bezinin salgisin1 kontrol eden serbestletici ve baskilayic

hipotalamus hormonlari (7)

Hormon On hipofiz bezindeki birincil etkisi
Tirotropin Serbestlestirici Hormon Tirotroplardan TSH salgilanmasin
(TRH) uyarir

Gonadotropin Serbestlestirici Hormon Gonadotroplarddan LH ve FSH

(GnRH) salgilanmasini uyarir

Kortikotropin Serbestlestirici Hormon Kortikotroplardan ACTH salgilanmasini

(CRH) uyarir
Biiylime Hormonu Serbestlestirici Somatotroplardan biiylime hormonu
Hormon (GHRH) salgilanmasini uyarir

Biiylime Hormonu Baskilayict Hormon ~ Somatotroplardan biiylime hormonu

(Somatostatin) salgilanmasini baskilar
Prolaktin Baskilayict Hormon (PIH) Laktotroplardan prolaktin salgilanmasini
baskilar

(TSH: Tiroid uyarict hormon, LH: Luteinlestirici hormon, FSH: Folikiil uyarici
hormon, ACTH: Adrenokortikotropik hormon)

2.2.3. Hipotalamik TRH néronlari

Hipotalamik TRH noéronlar1 PVN’de bulunan néronal perikaryadan
(norosekretuar noronlar) kaynaklanir ve medyan eminensin dis tabakasinda ytliksek
yogunluklu akson terminalleri mevcuttur (102). Medyan eminensin dis tabakasindaki
bu aksonal yogunlugun tahribati, 6n hipofizden tiroid uyarici hormon (TSH)
saliniminin azalmasina neden olur. Hipotalamustan TRH biyosentezi ger¢eklestikten
sonra, sentezlenen peptid hipofizden TSH sentezini ve salinimin1 uyarmak {izere
akson terminalleri boyunca medyan eminense tasinir ve buradan da hipofizyal portal
sistem Kkapilleri igerisine serbestlenir (103,104). TSH dolasimdaki tiroid hormon
diizeyinin 6nemli bir diizenleyicisidir (105).

TRH noéronlart hem dolasimdan hem de beynin diger bolgelerinden gelen

sinyalleri alan “tirotropik alan” igerisinde yer alir. PVN ig¢erisinde TRH noronlarina
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en Onemli afferent baglantilar1 beyin sapindan katekolamin ndronlart ve
hipotalamusun ARC noéronlar1 saglar. ARC’de firetilen noropeptitler aglik, hastalik
ve tiroid ekseninde rol oynarken, katekolaminler soguk maruziyeti sirasinda TRH
gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemlidir (106). PVN’ye ek olarak TRH néronlari
hipotalamusun diger bolgelerinde (6n hipotalamusun preoptik alani, SON, ARC,
dorsomedial premmamilar g¢ekirdek, bazolateral ve prefornikal hipotalamus) de

bulunur (107).

2.2.4. Tirotropin serbestlestirici hormon

TRH biiyiik bir 6ncii protein olan prepro-TRH’nin (ppTRH) konvertaz
enzimleri (prohormon doniistiiriicii enzimler 1, 2 ve 3; PC1-3) ile doniistiiriilmesi
sonrast tiiretilen tripeptid amid (pro-Glu-His-Pro-NH2) yapisinda bir peptitdir (108).
Insan ppTRH 242 aminoasitten meydana gelir ve TRH icin projenitdr dizisinin alti
kopyasini olusturur. Sigan ppTRH 255, fare ppTRH ise 256 aminoasitten olusur ve
her ikisi de insandan farkli olarak TRH i¢in bes projenitor diziye sahiptir. Sigan, fare
ve insan proTRH salgisini tetikleyen sinyallere yanit olarak TRH molekiillerin yeterli
iretimini saglamak i¢in projenitdr sekansin (Gln-His-Pro-Gly) birden ¢ok kopyasi
bulunur (109,110). TRH direkt olarak 6n hipofiz bezideki hiicreleri etkileyerek, TSH
sekresyonunu artirir. Serumdaki tiroid hormon diizeyindeki azalma PVN’de TRH ve

prohormon doniistiiriicli enzim sentezini uyarir (111,112).

2.3. Hipofiz

Hipofiz bezi biiylime, enerji metabolizmasi, iireme, stres ve diger fizyolojik
stireglerde anahtar rol oynayan bir diizenleyici, hipotalamus ve periferal organlar
arasinda fizyolojik sinyal alisverisinin gergeklestigi bir araci organdir. Insanlarda
yaklasik 1 cm ¢apinda ve 0.5-1 gr agirligindaki hipofiz bezi, beyin tabaninda bulunan
ve sella turcica adi verilen kemik bir kovuk igine yerlesmis, diaphragma sellae
adindaki duranin kivrimiyla kaphidir. Hipofiz ve hipotalamus arasindaki fonksiyonel
ve anatomik baglant1 infundibular sap iizerinden medyan eminens araciligi ile

gerceklesir. Bu yap1 hipotalamik faktorlerin hipofiz bezine ulagimim saglar (113).
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Hipofiz bezi anatomik ve fonksiyonel olarak iki loba ayrilir: adenohipofiz (6n

hipofiz) ve norohipofiz (arka hipofiz) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Hipotalamus ve hipofiz arasindaki anatomik ve fonksiyonel iliski (114)

2.3.1. Adenohipofiz

Adenohipofiz anatomik ve fizyolojik olarak ii¢ bolgeye ayrilmigtir:
1. Pars tuberalis (pars infundibular olarakda bilinir) alt hipofizyel sapin dis bolgesini
cevreleyen ve birkag kat hiicre tabakasindan olusan dis kismidir. Bu kisim tuberalin
olarak adlandirilan bir faktor araciligiyla prolaktin salgilanmasini uyarir (115). Pars
tuberalis lizerinde bulunan melatonin reseptorleri, bu alanin fotoperyodik

islevsellikte etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (116).
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2. Pars intermedia (ara lob olarak da bilinir) arka hipofiz ve 6n hipofiz arasindaki
alanda lokalize olmustur. Insanlarda bu alan fazla gelismemistir ve Rathke kesesinin
korelmis arka uzantis1 seklindedir. Bunun aksine ara lob daha diisiik omurgalilarda
melanotrop hiicreleri icerir ve endorfinlerde dahil olmak iizere melanosit stimiile
edici hormon gibi birtakim biyoaktif molekiilleri salgilar, melanin {iretimini ve
dagilimini diizenlerler (117).

3. Pars distalis, adenohipofizin %80’lik kismini olusturur ve 6n lob olarak
adlandirihir. Bu alan fonksiyonel olarak farkli hiicre gruplarii bilinyesinde
bulundurur. On lob icerisindeki bu hiicre gruplar sitokinler ve biiyiime faktorlerinide
igerisine alan birgok hormonun yapimini gergeklestirir (Tablo 2.2). Hormon salgisi
biiytik ol¢iide kandaki faktorler tarafindan diizenlenir (113). Hipotalamustaki 6zel
noronlarda meydana getirilen hipotalamusun serbestlestirici ve baskilayici
hormonlar1 hipotalamus-hipofiz portal sistem aracilifiyla 6n hipofize tasimnir.
Hipotalamustan salgilanan bu hormonlarin iglevi 6n hipofiz bezindeki hormonlarin
yapimint ve salgisini kontrol etmektir (7). Biitiin bu diizenleyici mekanizmalar

hipofiz bezinin homeostatik siire¢lerde aktif roller tistlenmesini saglar.

Tablo 2.2. On hipofizde yer alan hiicre gruplari ve salgiladiklar1 hormonlar (7)

Hiicre grubu Hormon % Hiicre miktar:
Laktotroplar PIH 15
Gonadotroplar LH, FSH 10
Tirotroplar TSH 5
Somatotroplar GH 40-50
Kortikotroplar ACTH 15-20

(PIH: Prolaktin inhibe edici hormon, LH: Luteinlestirici hormon, TSH: Tiroid uyarici
hormon, GH: Biiyiime hormonu, ACTH: Adrenokortikotropik hormon)

2.3.2. Norohipofiz

Norohipofiz olarak bilinen arka hipofiz bezi, asil olarak oOzellesmis glia

hiicreleri olan pituisit hiicrelerden meydana gelir. Bu hiicreler hipotalamusun SON ve
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PVN bolgelerinden arka hipofize kadar uzanan terminal sinir sonlanmalarini
(magnoseliiler noronlar) ¢evreleyerek bu yapilara destek doku gorevi {listlenir ve
ayrica norohipofiziyal hormon iiretiminin diizenlenmesine katki saglar (118).
Hipotalamustaki magnoseliiler ndronlarda sentezlenen antidiiiretik hormon

(vazopressin) ve oksitosin sinir yolagi boyunca tasinarak arka hipofize ulasir.

2.3.3. Tiroid uyarict hormon

Tiroid bezinden triiyodotironin (T3) ve tiroksin (T4) salgilanmasini
diizenleyen TSH, o6n hipofizin tirotrop hiicrelerinde sentezlenir ve 28-30 kDa
agirliginda glikoprotein yapisinda bir hormondur. Diger glikoproteinlerde (6rnegin
LH ve FSH) oldugu gibi TSH’da birer a ve B alt iliniteden olusur ve bu yapilar
hormonun 6zgiin biyolojik 6zelligini kazandiran yapilardir. insanlarda a-alt iinite ve
B-alt {inite sirastyla 6. ve 1. kromozomlar iizerinde bulunan genler tarafindan
kodlanir (119). TSH tiroid bezinin endokrin fonksiyonunu G-protein kenetli TSHR
reseptodrii iizerinden kontrol eder. Insanlardaki TSHR geni kromozomun 14q31
bolgesi tizerinde bulunur ve tiroid bezinin yani sira lenfositler, adipositler,
fibroblastlar, noronal hiicreler ve astrositler de dahil olmak iizere bir¢ok alanda

TSHR ifadesi tespit edilmistir (120).

2.4. Tiroid bezi

Olgun insan ve kemirgenlerde tiroid bezi trakeanin yanlarinda yer alan iki uzun
oval lobdan olusur ve yetiskin bir insandaki agirlig1 yaklasik 15-20 gr kadardir. Bu
loblar krikoid kikirdagin hemen altinda isthmusla orta hatta birlesir (Sekil 2.4).
Tiroid bezi boyun bolgesi kaslarinin altinda gémiilii haldedir ve zengin damarlanma

yapisina sahiptir (121).
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Sekil 2.4. Tiroid bezinin konumu

Mikroskobik olarak tiroid bezi fibréz bag doku kapsiilii ile cevrili, zengin
vaskiiler interfollikiiler bag dokular1 tarafindan desteklenen ve igerisi kolloid adi
verilen s1v1 ile dolu follikiillerden olusur (Sekil 2.5) (121). Kolloidin ana bileseni,
tiroid hormonlarini igeren ve 660.000 dalton agirliginda biiyiik bir glikoprotein olan
tiroglobulindir. Follikiiller farkli hatlara sahip, biiyiik kiiresel ¢ekirdekler igeren ve
oldukga acik bir sitoplazmasi bulunan kiibik hiicrelerle doselidir (122). Ayrica tiroid
bezi icerisinde, follikiil hiicreleri arasinda yerlesim gosteren ve kalsitonin salgilayan
parafollikiiler hiicrelerde bulunur (123). Memelilerdeki tiroid bezlerinin mikroskobik

yapist ayni olmasina ragmen, bezin konumu ve dokusu farklilik gésterebilir (121).

Sekil 2.5. Tiroid bezinin mikroskobik goriiniimii (7)
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2.4.1. Tiroid hormonlari

Tiroid bezindeki folikiiler hiicreler tirozin aminoasidin onciiliigiinde T3 ve T4
hormonlarini sentezler. Tiroid bezinden sentezlenen bu hormonlar biyolojik olarak
aktiftirler ve salgilanan tiroid hormonlarinin yaklasik %93’ T4 ve geriye kalani ise
T3 formundadir (7). Bununla birlikte salgilanan T4’{in tamamina yakin1 dokularda
T3’e donlismektedir. Bu iki hormonun islevleri nitelik olarak ayni1 olmasina ragmen
T4’¢ kiyasla T3 dort kat daha giigliidiir. Arica tiroid bezi az miktarda ve biyolojik
olarak inaktif olan revers-T3 (RT3), monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin
(DIT) salgilar (7,122).

2.4.2. Tiroid hormonlarimin biyosentezi

2.4.2.1. lyodiir iyonlarimn tutulmasi ve konsantre edilmesi

Tiroid hormonlarinin yapiminda ilk asama, dolasimdaki iyodiirlerin tiroidin
bez hiicrelerine ve follikiillere taginmasidir. Kandaki bir iyodiir iyonu ve iki sodyum
iyonu bazolateral zardan Na'/I simporter yoluyla hiicre igerisine aktif tasima ile
almir. Iyodiiriin hiicredeki yogunlasmasimi saglayan bu olaya iyot tutulmasi denir
(Sekil 2.6) (124). Normal sartlarda tiroid bezindeki iyot miktar1 kandakine kiyasla 30
kat daha fazladir. Tiroid bezinin en aktif oldugu durumlarda bu oran 250 kata kadar
yiikselebilir. Iyodiir tutulmasinin hizin etkileyen en énemli faktér TSH diizeyidir
(7,124). TSH tiroid hiicrelerindeki iyodiir pompasinin aktivitesini uyarirken,
hipofizektomi 6nemli 6lglide azalir. Buna ek olarak follikiil hiicresi i¢indeki iyot ve
iyodiir diizeyi azaldiginda iyot tutulmasinin hizi artar, iyot diizeyi arttiginda ise
tutulma hizi azalir. Iyodiir, pendrin adi verilen kloriir-iyodiir iyonu zit tasiyict
molekiilii tarafindan tiroid hiicrelerinin apikal zarindan follikiil i¢ine dogru tasinir.
Tiroidin epitel hiicreleri ayrica, iyodiir iyonunu baglayici tirozin aminoasidini i¢eren

tiroglobulinide follikiil icene salgilar (7).
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Sekil 2.6. Tiroid bezi tarafindan iyodiir konsantrasyonunun mekanizmasi (114)
(Iyodiir kimyasal ve elektriksel gradiente karsi aktif tasima ile follikiiler hiicre
sitozoliine tasinir. iki sodyum iyonu ve bir iyodiir iyonunu simporter tasima ile
intraseliiler alana gecer. Bu tasima silirecinde enerji harcanir. Tasima icin gerekli
enerji, sodyumu hiicre digina pompalayan, daha diisiik hiicre i¢i sodyum
konsantrasyonuna neden olan ve sodyumun tekrardan hiicre igine kolayca
difiizyonunu sagliyan Na'/K* ATPaz pompasindan gelir. Iyodiir kolloid alana iyot

kanalindan gegerek ulagir.)



21

2.4.2.2. lyodiiriin iyoda doniismesi ve organifikasyon

Hiicre i¢indeki iyodiir iyonlar1 tirozin aminoasidiyle birlesebilme yetenegine
sahip olan okside iyoda (1° veya I3) doniisiir. Bu doniisiim tiroperoksidaz enzimi
araciligiyla ve hidrojen peroksit (H2O,) varliginda gergeklesir. Bu olay igin gerekli
olan H,0,, nikotinamid adenin diniikleotid fosfata bagimli sitokrom C rediiktaz
tarafindan olusturulur (125,126). Peroksidaz ya hiicrenin apikal zarina yerlesik
haldedir yada ona bagli olarak bulunur. Peroksidaz sistemi bloke edilirse veya
kalitsal yoklugunun oldugu durumlarda tiroid hormonlarinin sentezi hizi sifira diiser.
Aktif forma doniisen iyot tiroglobilin molekiilleri igerisindeki tirozinler ile bag kurar.
Tirozin 6nce MIT’a ve daha sonra DIT’a iyotlanir. Bu isleme organifikasyon
denilmektedir (127).

2.4.2.3. Eslesme reaksiyonu ve tiroglobulinin depolanmasi

Eslesme reaksiyonunun ana iirlinleri biyolojik olarak aktif T3 ve T4
molekiilleridir. Iki DIT molekiiliiniin birlesmesiyle T4, bir MIT ve bir DIT
molekiillerinin birlesmesiyle de T3 meydana gelir (Sekil 2.7). Ayrica bir MIT ve bir
DIT’1n birlesmesiyle az miktarda ve inaktif oldugu diisiiniilen RT3 olusur (7).
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Sekil 2.7. Tiroid hormon sentezinin biyokimyasi (114)

Endokrin bezler igerisinde biiyilk miktarlarda hormon depo edebilme
yeteneginden dolay1 tiroid bezi essizdir. Sentezlenen tiroid hormonlar tiroglobuline
bagli halde follikiil i¢erisinde depo edilir. Her bir tiroglobulin molekiilii 30 kadar T4
molekiilii ve az sayida T3 molekiilii bulundurur. Bu sekilde tiroid hormonlari

folikiilde, viicudun normal tiroid hormonu ihtiyacin1 2-3 ay boyunca karsilamaya
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yetecek diizeyde depo edilir. Bu yiizden tiroid hormon sentezi durdugu zaman,

yetersizlik belirtileri birkag ay goziikkmez (7).

2.4.2.4. Tiroid hormonlarinin serbestlenmesi ve kanda tasinmasi

Tiroid bezinde depo edilen T3 ve T4 molekiilleri dncelikle tiroglobulinden
ayrilir ve sonra kana serbestlenir. Bu olay su sekilde gergeklesir: Tiroid hiicrelerinin
apikal yiizeyi kolloidin ufak bir boliimiinii i¢ine alan yalanci ayaklar uzatir. Bunlar
tiroid hiicresinin apeksinden igeri dogru pinositotik vezikiilleri olusturur. Sonrasinda
hiicre sitoplazmasi igerisindeki lizozomlar pinositotik vezikiiller ile birlesir ve
kolloidle karismis lizozomal sindirim enzimlerini igeren sindirim vezikiillerini
meydana getirir. Bu enzimlerden proteazlar tiroglobulin molekiiliinii sindirir ve
tiroglobulinden T3 ile T4’lin serbestlenmesini saglar. Serbest kalan bu molekiiller
tiroid hiicresinin tabanindan kapiller aga difiizyonla gecer. Boylece tiroid hormonlari
kana serbestlenmis olur (7).

Kana serbestlenen tiroid hormonlarinin %99’undan fazlas1 karacigerde
yapilan proteinlere baglanarak dolasimda taginir. Serbestlesen tiroid hormonlarinin
yaklagik 2/3’{in tiroksin baglayici globiilin tarafindan tasinir ve bu proteinin T4’e
afinitesi oldukc¢a yiiksektir. Geriye kalan kisim ise tiroksin baglayict prealbiimin
(transtretin) ve albiimin tarafindan dokulara taginir (7,122).

Plazma proteinlerinin tiroid hormonlarina (6zellikle T4’e) afinitesi oldukca
yiiksektir. Bu nedenle plazma proteinlerince baglanan tiroid hormonlari doku
hiicrelerine oldukc¢a yavas bir sekilde gecer. Kandaki T4’iin yaris1 yaklasik 6 giinde
bir hiicrelere serbestlenirken, tasiyict proteinlerin T3’e olan afinitesinin azlig1

nedeniyle T3’lin yaris1 yaklasik bir giin i¢inde hiicrelere serbestlenir (7).

2.4.3. Tiroid hormon reseptorleri

Tiroid hormon reseptdr (TR) izoformlari, niikleer reseptdr siiper ailesine ait
ligand ile modiile edilmis transkripsiyon faktorlerinin bir tyesidir (128). Bu
reseptorler ya DNA iplikciklerine bagli olarak yada onlarin hemen yakininda

bulunur. Bilinen biitiin TR izoformlar1 (TRal, TRP1, TRP2 ve TRP3) iki gen
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riiniiniin transkripsiyonu ve alternatif birlestirilmesi ile meydana gelir. TR
izoformlarinin sentezi ve diizenlenmesi doku tiplerine gore degisiklik gosterebilir
(129-131). Sigcanlardaki immunositokimyasal ¢alismalar TR izoformlarinin
hipotalamus dahil beynin bir¢ok bdlgesinde ve periferik dokularda varligim
gostermistir (132). TR olgun siganlarin PVN (TRP2 ifadesi yiiksek seviyede), ARC
ve medyan eminensinde yiiksek diizeyde ifade edilmektedir (129,133). TRp2
tirotroplar, PVN’deki TRH noronlari, gelismekte olan kulak ve retinada smirh
diizeyde ifade edilmesine ragmen TRal ve TRP1 izoformlar1 daha genis yayilim
gostermektedir (128). Yapilan bir ¢alismada fare hipotalamusunda direk olarak TR 1
siRNA’smin bloklanmasinin hem T3 bagimli hemde T3 bagimsiz aktivasyonda TRH
transkripsiyonunu diizenledigi gosterilmistir. Bunun tersine TRP2 siRNA’sinin
bloklanmasi1 sadece T3’iin yoklugunda transkripsiyonu etkiler (134). Bir bagska
calismada ise TRP2 ifade etmeyen farelerdeki bazal pp-TRH diizeyinin hipotiroidli
normal farelerdeki gibi olduk¢a yiiksek oldugu, bu farelere uygulanan hipotiroidi
veya T3 tedavisinin TRH diizeyinde 6nemli degisime neden olmadig1 belirlenmistir
(135). Bunun tersine, TRP2 ifade etmeyen farelerde aghiga yanit olarak pp-TRH
MRNA ifadesinin inhibisyonu belirlenmistir. Bu sonuglar TRH ifadesinde T3
bagimli negatif geri bildirim diizenlenmesinden sorumlu kilit reseptér formunun

TRP2 oldugunu gostermektedir (135).

2.4.4. Hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi ve diizenlenmesi

Tiroid hormonlarinin sentezlenmesi ve dolasimdaki seviyesi hipotalamus-
hipofiz-tiroid aksi tarafindan diizenlenir. Hipotalamik TRH néronlar1 esas olarak
PVN’de bulunan néronal perikaryadan (ndrosekretuar noronlar) kaynaklanir ve
medyen eminensin dis tabakasinda yiiksek yogunluklu akson terminalleri mevcuttur
(102). Buna ek olarak TRH noéronlart hipotalamusun diger bélgelerinde (6n
hipotalamusun preoptik alani, SON, ARC, dorsomedial premmamilar c¢ekirdek,
bazolateral ve prefornikal hipotalamus) de dagilim gosterir (107). Hipotalamustan
TRH biyosentezi gergeklestikten sonra, sentezlenen peptid hipofizden TSH sentezini
ve salinimini uyarmak iizere akson terminalleri boyunca medyen eminense taginir ve

buradan da hipofizyal portal sistem kapilleri igerisine serbestlenir (103,104). On
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hipofize ulagan TRH hipofiz hiicre zarindaki TRH reseptorlerine baglanarak
fosfolipaz ikinci haberci sistemini aktive eder. Tirotrop hiicrelerinde sentezlenen
TSH bu aktivasyonla birlikte dolasima katilir ve dolasimdaki TSH tiroid bezindeki
TSHR reseptoriine baglanarak tiroid hormonlarinin (T3 ve T4) yapimimi ve
salgilanmasini diizenler (121). TSH’nin tiroid hiicrelerindeki sinyal iletimine cAMP
aracilik eder. TSH tiroid fonksiyonlarimin uyarilmasmin yani sira iyot alimi,
organifikasyon, iyodotironin metabolizmasi ve tiroid biiylimesi gibi rollere sahiptir.

Hipotalamus-hipofiz-tiroid aksmin diizenlenmesi dolasimdaki tiroid hormon
miktarma baglidir ve klasik geri bildirim mekanizmasi ile ¢alisir (Sekil 2.8) (7).
Viicut sivilarinda tiroid hormonlarinin artmasi, 6n hipofizden TSH salgisin1 azaltir.
Tiroid hormonlarinin salgi hiz1 normalin yaklasik iki kati kadar arttigt zaman, 6n
hipofizdeki TSH salgis1 hemen hemen sifira diiser. On hipofiz ile hipotalamus
arasindaki baglanti engellense bile, bu olusan baskilayict geribildirim etkinligini
devam ettirir. Bu durum dolasimda artan tiroid hormon miktarinin dogrudan &n
hipofizden TSH salinimini baskiladigin1 gosterir. Ayrica 6n hipofizdeki TSH

salgisin1 hipotalamusta sentezlenen somatostatin ve dopaminde ihibe eder (114).
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Sekil 2.8. Hipotalamus-hipofiz-tiroid aksinin geribildirim diizenlenmesi (114)
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2.4.5. Tiroid hormonlarmmin enerji metabolizmasindaki etkileri

Hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi enerji metabolizmas1 basta olmak iizere,
metabolizma hizi, biliylime ve gelisme gibi siireglerin saglikli bir sekilde devam
edebilmesinde kilit rol oynar (136,137). Enerji metabolizmasinin bozulmasi kiside
obezite ve diyabet gibi Onemli saglik sorunlarini da beraberinde getirir. Tiroid
hormonlarinin enerji homeostazindaki énemini tiroid disfonksiyonu olan hastalarda
Ozetlemek mimkiindiir. Hipertiroidi hastalarda tiroid bezi asir1 miktarlarda tiroid
hormonu iiretir ve dolagimda artan tiroid hormon miktar1 kisideki metabolizma
hizinin artmasina neden olur. Hipertiroidi hastalarinin yaklagik %85’inde artan gida
alimina ragmen kilo kayb1 goriliir (138). Bunun aksine hipotiroidizmli hastalarda,
metabolizma hizinin azalmasi ve azaltilmis gida alimina ragmen agirlik artist
gerceklesir (136). Tipik olarak, bu etkilerin ¢ogu basta beyaz ve kahverengi yag
dokular olmak iizere karaciger, kalp ve iskelet kasi gibi metabolik olarak aktif

dokularda tiroid hormonun dogrudan eylemleri ile iliskilendirilir (139,140).

2.5. Eslesme bozucu proteinler ve tiroid hormonlari ile iliskisi

Mitokondriyal tasiyict proteinler ailesinden olan UCP’ler mitokondrinin i¢
zarinda sentezlenir (141). Bu proteinler mitokondriyal zarin fonksiyonunda ve
hiicresel enerji diizenlenmesinde rol alir (142,143). Yag asitleri ve glukoz tarafindan
aktivitesi artan UCP’ler, piirin niikleotidleri tarafindan inhibe edilir (144,145).
UCP’ler mitokondrinin zarlar aras1 alanindaki protonlart mitokondri matriksi
icerisine tasiyarak, mitokondriyal proton gradiyentini azaltir ve sonug¢ olarak
oksidatif fosforilasyon araciligi ile ATP tiretimini kismen engellemis olur (146,147).
Protonlar UCP’ler iizerinden matriks igerisine gecerken depolanan enerji 1s1 olarak
aciga cikar (Sekil 2.9).

Farkli viicut dokularinda dagilim gosteren bu protein grubunun 5 {iyesi vardir.
Kahverengi yag dokuya 6zgii UCP1, viicut sicakliginin korunmasinda (titremesiz
termogenez) ve yag dokusu igerisinde depolanmis enerjinin kullanilmasinda gorev
alir (148,149). UCP2; dalak, pankreas adacik hiicreleri, akciger, mide, beyaz yag
doku, beyin ve periferal noronlarin arka kok gangliyonlarinda ifade edilir (148-152).
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UCP3 oncelikle iskelet kasinda olmak iizere az miktarda sinir hiicrelerinde tespit
edilmistir (149,152,153). Yapilan ¢alismalar ile UCP4 ve UCP5’in merkezi Sinir
sisteminde yiiksek diizeyde bulundugu, ayrica UCP5’in testis dokusunda varligi
belirtilmistir (154-156).

Dis zar " .o 0o

Hiicre ici

" Zarlar aras: alan 0
- - "

ATP sentaz RV /

Mitokondri

Sekil 2.9. Mitokondriyal enerji diizenlenmesi ve UCP’lerin rolii (157) (UCP’ler
zarlar arasi alandaki protonlar1 kendi tizerlerinden mitokondriyal matrikse tasiyarak
proton gradyanini azaltir. Bu siirecte proton gradyani igerisinde biriken enerji 1s1

olarak agiga ¢ikar. ETZ: Elektron tasima zinciri)

Tiroid hormonlar1 dokularda enerji kullanimini arttirirken, ayni zamanda
titremesiz termogenez ile viicut sicakliginin diizenlenmesinde de rol oynar (158).
Memelilerin kahverengi yag dokularinda tiroid hormon reseptdrlerinin (TRal ve
TRP1) bol miktarda bulunmasi, tiroid hormonlarinin kahverengi yag dokusunu
dogrudan hedef aldiginm1 gostermektedir (140,159). Dolagimdaki T3 kahverengi yag
dokuda TRP1 reseptoriine baglanarak UCP1 diizeyini arttirir (140,160). Lee ve ark.
insan adiposit kiiltiirline T3 uygulamasinin UCP1 mRNA ifadesini doz bagimli
olarak arttirdigi gostermistir (161). Bir diger ¢alismada, insiilin geninde mutasyon
olan hastalarda tiroidektomi sonrasi L-T4 tedavisinin abdominal ve supraskapular

kahverengi yag dokudaki UCP1 mRNA ifadesinde artisa neden oldugu rapor
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edilmektedir (162). Buna ¢k olarak tiroid hormonlari ile UCP3 arasindaki muhtemel
iligki de aydinlatilmaya g¢aligilmistir. Sprague ve ark. hipertroidili sicanlardaki kas
UCP3 diizeyinin normal ve hipotroidili si¢anlara kiyasla daha yiiksek oldugunu rapor
etmistir (163). UCP1 ve UCP3 ifadelerindeki artis enerji kullaniminin bir gostergesi
olarak kabul edilir (142,164). Biitiin bu sonuglar tiroid hormonlarmin UCP1 ve
UCP3 iizerinden enerji kullanimini gergeklestirdigini gosterir (Sekil 2.10).

Hipotalamus
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Sekil 2.10. Tiroid hormonlarinin kahverengi yag doku 1s1 olusumundaki roli (136)
(Norepinefrinin (NE) B3-adrenoreseptore (B3-AR) baglanmasiyla cAMP seviyesinde
artis meydana gelir ve bu protein kinaz A (PKA) ve hormon duyarli lipaz (HSL)
araciliklt lipolizi hizlica aktive eder. Serbest yag asitlerinden (FFA) aktive olan
asetil-CoA’lar karnitin palmitoiltransferaz la (CPTla) araciligi ile mitokondriye
alinir, yag asitlerinin B-oksidasyonu sitrik asit dongiisii ile saglanir. Oksidatif
fosforilasyon siiresince i¢ mitokondriyal zarin lizerinde bir proton gradyan1 meydana
gelir. I¢ zar {izerinde bulunan UCP1 zarlar aras1 alandaki protonlar1 kendi {izerinden
matriks igerisine tasir ve proton gradyami igerisinde biriken enerji bu siiregte 1s1
olarak aciga ¢ikar. Tiroid hormonlari cAMP araciligiyla NE’nin etkinligini arttirir ve
ayrica UCP1 transkripsiyonunu ve protein dmriimii arttirarak 1s1 olusumuna katkida

bulunur. SSS: Sempatik sinir sistemi, D2: Deiyodinaz 2)
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3.  GEREC VE YONTEM

Calisma, Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi (INU-DETAM), Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dals,
In6nii Universitesi Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Birimi, inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarlarinda gerceklestirildi. indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu tarafinca onaylanan
(Protokol no: 2013/A-57; EK.) calismadaki biitlin uygulamalar etik Kkurul
protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi.

3.1. Deney hayvanlari

Calismada, ortalama agirliklar1 200-250 gr olan Sprague Dawley cinsi toplam
40 adet erkek sican kullanildi. Hayvanlarin en yliksek agirlik ortalamasi farki 4.6 gr,
standart sapmasi 3.2 gr, tip 1 hata (a) 0.05 ve tip 2 hata (B) (Gli¢=0.81) oldugunda
her bir grupta en az 10 hayvanin olmasi1 gerektigi gii¢ analizi ile belirlendi.

Deneye baslamadan once biitiin hayvanlarin agirliklar belirlendi. Hayvanlar
viicut agirlik ortalamalar1 birbirlerine en yakin olacak sekilde; kontrol grubu, sham
kontrol grubu, diisiik doz apelin-13 uygulanan grup (APLN-1 nmol) ve yiiksek doz
apelin-13 uygulanan grubu (APLN-10 nmol) olmak iizere dort gruba ayrildi (n=10).
Deney siiresince hayvanlar 21+1 °C sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik ortamda
tutuldu. Sicanlar ad libitum olarak standart sigan yemi ile beslendiler ve normal

musluk suyu igtiler.

3.2. Hazirhk

3.2.1. Yapay beyin omurilik sivisinin hazirlanmasi

Yapay beyin omurilik sivisi (yBOS) hazirlamak amaciyla igerigi Tablo 3.1°de
belirtilen bilesikler tartildi ve 500 ml steril distile su icerisinde iki farkli soliisyon (A
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ve B sollisyonu) hazirlandi. A ve B soliisyonlart 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak
yBOS elde edildi (165).

Tablo 3.1. Yapay beyin omurilik sivisinin igerigi (165)

A soliisyonu B soliisyonu
Bilesik Miktar () Bilesik Miktar (g)
NaCl 8.66 Na;HPO, . 7H,0 0.214
KCI 0.224 NaH,PO4. H,O 0.027
CaCl; . 2H,0 0.206
MgCl, . 6H,0 0.163

Deneyde kullanilan apelin-13 Sigma-Aldrich Inc.’den (ABD, Katalog No:
A6469) temin edildi. Apelin-13, hazirlanan yBOS igerisinde ¢oziildii ve deneysel
calismada kullanilacak olan iki farkli konsantrasyonu (diisiik doz; 1 nmol ve yiiksek

doz; 10 nmol) hazirlandi.

3.2.2. Ozmotik pompalarin hazirlanmasi

Caligmada 10 pl/saat/hafta icv infiizyon yapma ozelligine sahip mini ozmotik
pompalar (Alzet 2ML1, ABD) kullanildi. Ozmotik pompalar, pompa seti igerisinde
bulunan ucu kiint igne yardimiyla (sham kontrol grubu i¢in yBOS, deney gruplari
i¢in ise 1 ve 10 nmol apelin-13) dolduruldu ve infiizyon kitine baglanacak olan metal

kaniillii kapak parcasi yerlestirildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Ozmotik mini pompalarin doldurulmast

3.2.3. Beyin infiizyon Kkitinin hazirlanmasi

Calismada sigan lateral ventrikiiliine inflizyon yapacak sekilde tasarlanan
beyin inflizyon kitleri (Alzet Brain Infusion Kit-1, ABD) kullanild1 (Sekil 3.2). Kit
tizerindeki kaniil hava kabarcig1 kalmayacak bi¢imde infiize edilecek madde (sham
kontrol igin yBOS, deney gruplari igin 1 ve 10 nmol apelin-13) ile dolduruldu. igerisi
stv1 ile doldurulmus olan kit ve kaniil, kaniiliin serbest ucundan ozmotik pompaya

bagland1 ve kullanima hazir hale getirildi.

Sekil 3.2. Beyin inflizyon kitinin goriinlisii
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3.2.4. Stereotaksi

3.2.4.1. Koordinatlarin belirlenmesi

Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sigan beyin
atlasina gore belirlendi (166). Lateral ventrikiil giris noktasi, referans nokta olarak
secilen bregmadan 1.40 mm lateral ve 0.8 mm posteriyor (kaudal) gidilerek tespit
edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Sican beyin atlasina gore lateral ventrikiil koordinatlar1 (166)

3.2.4.2. Hayvanlarin hazirlanmasi

Sicanlar intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG,
Avustralya), 8 mg/kg ksilazin (Bioveta PLC, Cek Cumhuriyeti) ile anestezi altina
alind1 (167). Siganlarin anestezi altina girigleri parmak kistirma yanitlari ve fizyolojik
yanitin izlenmesi sonunda saptandi ve spontan hareketleri kaybolan sicanlarin kafa

derileri tiras edilerek operasyona hazir hale getirildi.
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3.2.4.3. Hayvanlarin stereotaksik cihaza yerlestirilmesi ve 0zmotik pompalarin

yerlestirilmesi

Hayvanlar stereotaksik cihaza kulaklarindan ve agiz kismindan kafasinin
yiizeyi yere paralel olacak sekilde sabitlendi (Small Animal Stereotaxic System, ASI
Instruments, ABD). Kafa derisi %10 povidon iyodin siiriilerek dezenfekte edildi ve
deri bir bistiiri ile kesilerek kemik yapiya ulasildi. Kemik yiizey temizlenerek

bregmanin agik bir sekilde goriilmesi saglandi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Bregma referans noktasinin belirlenmesi

Referans noktasi olarak kabul edilen bregmadan itibaren sican beyin atlasinda
onceden belirlenen koordinatlara gore (lateral 1.40, posteriyor 0.8 mm) kafatasinin
delinecek kismi belirlendi. Belirlenen nokta matkap ile duraya zarar vermeden
delindi. Kalic1 kaniil, beyin inflizyon kiti iizerindeki plastik tutma bolgesinden
stereotaksik cihaza takilmig olan 6zel tutacagina yerlestirildi ve agilan delikten lateral
ventrikiile indirildi. Kaniil dis yapistiricist kullanilarak hayvanin kafatasina
sabitlendi. Beyin inflizyon kitine bagli olan ozmotik pompa siganlarin ense derisinin

altina yerlestirildi. Islem sonrasi insizyon bolgesi 3.0 ipek (Dogsan Tibbi Malzeme



34

Sanayi A.S. Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bolgesine %10 povidon iyodin

stirildi (Sekil 3.5). Hayvanlar deneysel islem sonrasinda kafeslere alindi.

Sekil 3.5. Deneysel uygulama ve basamaklari (A; Stereotaksik cihaza hayvanlarin
yerlestirilmesi ve kafa tasmin acilmasi, B; beyin inflizyon kitinin kafa tasina
sabitlenmesi, C; ozmotik mini popmpalarin ense derisi altina yerlestirilmesi ve D;

insizyon bolgesinin dikilerek dezenfekte edilmesi)

3.3. Deneyin sonlandirilmasi ve dokularin toplanmasi

Uygulamadan yedi giin sonra hayvanlar dekapite edilerek; kan, hipotalamus,
kas (biseps kast), interskapular beyaz ve kahverengi yag dokulari toplandi. Toplanan
kan ornekleri 4500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.
Hipotalamus, kas ve yag doku o6rnekleri, igerisinde RNA koruyucu soliisyon bulunan
ependorf tlipler igerisine konuldu. Biitiin dokular analizler yapilincaya kadar -80

°C’de saklandi.
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Dekapitasyon sonrast siganlarin ense derisi altina yerlestirilen ozmotik
pompalar ¢ikartildi, pompa igerisinde kalan ¢ozelti miktar1 Olgiilerek ozmotik

pompalarin diizgiin bir sekilde ¢alisip ¢alismadig: kontrol edildi.
3.4. Analizlerin yapilmasi
3.4.1. Serum TSH diizeyinin belirlenmesi

Serum TSH seviyesini belirlemek i¢cin TSH ELISA kiti (USCN Life, Cin;
Katalog no: E0463r) kullanildi. Deneye baslamadan once kit iginde bulunan 20
mlU/ml konsantrasyona sahip standart Sekil 3.6°da belirtildigi gibi seyreltilerek

hazirlandi. Referans standartin seyreltildigi distile su sifir (pg/ml veya ng/ml) olarak
kullanildi.

500l 500pl 500u 500pul 500u 500ul

mmmmmm

Stok
standart [*
\_/ ./ .

miu/mL 20.0 10.0 5.00 2.50 1.25 0.62 0.31 0

Sekil 3.6. TSH kit standartinin seri diliisyonlari

Kit igerisindeki soliisyonlar ve Ornekler oda sicakligina gelinceye kadar
beklendi. Tiim reaktifler pipetlenmeden Once iyice karistirildi ve serum
orneklerindeki TSH diizeyi asagidaki basamaklar takip edilerek belirlendi.

- 50 pl standart, kor veya ornek kuyucuklarina eklendi.

- Biitiin kuyucuklara 50 pl Ayrag-1 reaktifi eklendi ve plakanin kapagi
kapatilarak 37 °C’de karistiriciya yerlestirilerek 1 saat inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonrasi otomatik plaka yikayici kullamlarak herbir kuyucuk

yaklagik 400 pl yikama soliisyonu konularak 3 defa yikandi. Her yikama
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sonrast kuyucuklar igerisindeki yitkama soliisyonu tamamen bosaltild1 ve son
yikama sonrasi plaka temiz bir kagit havlu tizerine ters ¢evrilerek kurutuldu.
Biitiin kuyucuklara 100 pl Ayirag-2 reaktifi eklendi ve plakanin kapagi
kapatilarak 37 °C’de karistiriciya yerlestirilerek 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi 3. basamaktaki gibi her bir kuyucuk 5 defa yikandu.

Her kuyucuga 90 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve plaka kapagi kapatilarak
karanlik bir ortamda inkiibe edildi (37 °C’de 15-30 dakika).

Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 50 ul durdurma ¢ozeltisi eklendi ve
plaka hafifce calkaland.

Son olarak plaka 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu. Sonuglar
mlU/ml olarak ifade edildi.

Serum T3 ve T4 diizeylerinin belirlenmesi

Serum orneklerindeki serbest T3 ve T4 seviyeleri, T3 ve T4 ELISA Kkitleri

(Elabscience, Cin; Katalog no: E-EL-R1097 ve E-EL-R0390) kullanilarak belirlendi.

Her iki kit igerisindeki stok soliisyonlar Sekil 3.7°de gosterildigi gibi distile su ile

seyreltilerek hazirlandi. Referans standartin seyreltildigi distile su sifir (pg/ml veya

ng/ml) olarak kullanildi.

500 pl 500l 500pul 500ul S500ul 500 ul

Fi/\“/\/\/\

Referans §f -~ ——
standart [ga.
3
2 3 4

= 1 2 - 5 6 7 8 tiip
100 50 25 125 625 3125 1563 0 pg/ml
1 2 3 4 5 6 ¥ 8 tiip

T4 100 50 25 125 625 3125 1563 0 ng/ml

Sekil 3.7. T3 ve T4 standartlarinin diliite serilerinin hazirlanmasi
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Ornekler ve reaktifler oda sicakhigma gelinceye kadar beklendi. Tiim

reaktifler pipetlenmeden Once iyice karistirildi ve serum Ornekleri vortekslendi.

Orneklerdeki T3 ve T4 diizeyi asagidaki basamaklar takip edilerek belirlendi.

50 ul standart, kor veya ornek kuyucuklarina eklendi. Kor kuyucuguna
standartin seyreltildigi distile su ilave edildi. Sonrasinda biitiin kuyucuklara
50 pl biyotinile edilmis algilama reaktifi eklendi ve plakanin kapag:
kapatilarak 37 °C’de karistiriciya yerlestirilerek 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi otomatik plaka yikayici kullanilarak her bir kuyucuk
yaklagik 350 pl yikama soliisyonu konularak 3 defa yikandi. Her yikama
sonrast kuyucuklar igerisindeki yikama soliisyonu tamamen bosaltild1 ve son
yikama sonrasi plaka temiz bir kagit havlu iizerine ters ¢evrilerek kurutuldu.
Biitiin kuyucuklara 100 pl HRP konjugat calisma soliisyonu eklendi ve
plakanin kapagi kapatilarak 37 °C’de karistiriciya yerlestirilerek 30 dakika
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi 2. basamaktaki gibi her bir kuyucuk 5 defa yikandu.

Her kuyucuga 90 ul substrat ¢ozeltisi eklendi ve plaka kapagi kapatilarak 37
°C’de 15 dakika etiiv i¢erisinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi ve
plaka hafif¢e ¢alkalandi.

Son olarak plaka 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu.

3.4.3. RT-PZR ile hipotalamik TRH mRNA diizeyinin belirlenmesi

3.4.3.1. Beyin dokusu homejenizasyonu ve total RNA saflastirilmasi

Beyin dokusu TRH mRNA seviyelerinin tespiti i¢in gruplardan alinan doku

ornekleri steril sartlarda buz {izerinde kiigiik parcalar halinde kesilerek RNA saklama

¢ozeltisi icine konuldu ve bu dokulardan High Pure RNA Tissue kiti (Roche, ABD;

Lot no: 10156400) kullanilarak toplam RNA saflastirilmasi yapildi. Protokole goére

once 25 mg doku tartildi, lizerine 350 pl lysis buffer eklendi ve homojenizatorde

13.500 rpm hizda yaklasik 1 dakika homojenize edildi. Daha sonra homojenatin

tizerine hacminin yaris1 kadar etanol eklendi, vortekslendi ve sonra 13.000xg’de
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santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolonun altindaki koleksiyon tiipii dokiildii ve
tekrar takilarak isleme devam edildi. Bundan sonra kolona 100 pul DNase eklendi ve
15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 500 pl Wash buffer I
eklendi ve 8.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda tiiplere 500 pul Wash
buffer 1l eklendi ve tekrardan 8.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
karigimin tizerine 300 ul Wash buffer II eklendi ve 13.000xg’de 2 dakika santrifiij
edildi. Bu asamdan sonra koleksiyon tiipli atildi ve kolon steril bir ependorf tiipe
alindi. Son olarak kolona 100 pl Eliisyon buffer eklendi ve 8.000xg’de 1 dakika
santrifiij edildi ve santrifiij sonrast tiipte toplanan sivi total RNA olarak elde edildi.

High Pure RNA Kit protokolii ile hipotalamus dokusundan saflastirilan
toplam RNA’larda herhangi bir yikimin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
ornekler, % 1 agaroz jelinde ve 1 X TBE (tris-borik asit-EDTA) tamponu ile 100
mV’de elektroforez islemine tabi tutuldu. RNA goriintiilemesi UVP marka
ChemiDoc-1t2 sistemi ile ultraviyole 1sik altinda gergeklestirildi. Saflastirilan
RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarinin varligt ve herhangi bir yikimin
olmadig gorildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Beyin doku orneklerinden saflastirilan RNA’larin agaroz jel (%]l)

elektroforez goriintiisii

Ayrica dokulardan saflastirilan RNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizleri

yapilarak, érneklerin saf RNA icerdigi tespit edildi. Orneklerin RNA’lar1 miktar ve
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saflik tayini i¢in spektrofotometre cihazi (BioTek, ABD) ile Gen5 programlari
kullanilarak 260 ve 280 nm UV spektrumda 6l¢iildi. RNA miktar1 ng/pul cinsinden
hesaplandi ve 260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA 6rnekleri cDNA sentezinde
kullanildi.

3.4.3.2. cDNA sentez protokolii

cDNA sentezi i¢in Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kiti (Roche,
ABD; Lot n0:14585924) kullanildi. cDNA sentezi kit protokoliine gore yapildi.
Kisaca 100 pl’lik PZR tiiptine 220 ng toplam RNA, 1 ul OligodT18 (50 pmol/ul), 1
pl Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) ve toplam hacim 13 pl olacak sekilde
bidistile su eklendi ve karistirildi. Daha sonra 65 °C’de 10 dakika PZR makinesinde
isitildi. Bu karisimin tizerine 4 ul Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction
Buffer, 0,5 ul Protector RNase Inhibitor, 2 ul Deoxynucleotide Mix (her niikleotid
icin 10 mM konsantrasyonda), 0,5 pl Transcriptor Reverse Transcriptase enzimi
eklendi ve boylece toplam hacim 20 pl oldu. Karistirilan numuneler PZR
makinesinde 25 °C’de 10 dakika, 55 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika 1sitild
daha sonra -20 °C’de analize kadar saklandi.

3.4.3.3. RT-PZR protokolii

Orneklerin mRNA analizleri Roche Light Cycler 96 RT-PZR cihazi, Fast
Start Essential DNA Probes Master Kit (Roche, ABD; Lot no: 10048800) ve Real
Time Ready Assay (B-Actin; Lot no: 90015222, TRH; Lot no: 90015384) hidroliz
problu primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10 pl toplam hacimde hazirlandi.
Bunun i¢in 5 pl Master Mix, 0,5 ul Real Time Ready Mix, 2 ul PCR kalitesinde su
ve 2,5 ul cDNA olacak sekilde hazirlandi. Calismada her 6rnek i¢in 3 tekrar yapildi.
PZR sartlar1 firmanin 6nerdigi sekilde yapildi; ilk denaturasyon 95°C’de 10 dakika,
ikinci denaturasyon 95°C’de 10 saniye, baglanma 60°C’de 30 saniye ve
polimerizasyon 72°C’de 1 saniye olarak olusturuldu ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo
3.2’de dizilimleri ve biiytikliikleri verilen primerler TRH gen ifadelerinin analizinde

kullanildi.
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Tablo 3.2. Primer dizilimleri

Gen adi  Gen dizisi (Forward, reverse) Sekans no* Uriin
biiyiikliigii**
B-Aktin  F: CTGGCTCCTAGCACCATGA NM_031144.3 76 bp
R: TAGAGCCACCAATCCACACA
TRH F: AGCTCAGCATCTTGGAAAGC NM_013046.3 76 bp

R: CCAGCAGCAACCAAGGTC

(* NCBI Referans sekans numarasi, ** Beklenen Primer PCR iiriin (amplifikasyon

tiriinit) buyiiklugii)

Her bir 6rnekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen ¢cDNA’lar, B-aktin ve
TRH genlerine 6zgii primerler kullanilarak gercek zamanli PZR ile ¢ogaltild1 (Sekil
3.9) ve TRH gen ifadesindeki degisimler f—aktin genine oranla belirlendi.

Fluorescence

0.800 B-aktin
i

negat@rol

L e — —

3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42,00 45.00 43.00 51.00 54.00
Cycle

Sekil 3.9. Hidroliz prob kimyasi kullanilarak B-aktin ve TRH mRNA’larindan
sentezlenen cDNA’larin gercek zamanli PZR ile c¢ogaltimi sirasindaki olusan

cogalim egrileri

B-aktin ve TRH ¢cDNA’lar1 kullanilarak yapilan gergek zamanli PZR sonrasi

agaroz jelinde 6rnekler kosturularak primer baglanmasinin 6zgiilliigii kontrol edildi.
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Analiz sonucunda her iki gen i¢in de tek ve istenilen boyda bir DNA band1 olustugu

goriildii (Sekil 3.10).

B-Actin (+)
B-Actin (-)
TRH (+)
TRH ()
Marker

1
)
~
S
T
=

Sekil 3.10. B-aktin ve TRH cDNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel (%2)
elektroforez goriintiisii (DNA standarti olarak 50 bp DNA Marker kullanildi. Bioron,

Almanya; Katalog no: 304007)

3.4.4. RT-PZR ile yag ve kas dokularindaki UCP1 ve UCP3 mRNA diizeyinin

belirlenmesi
3.4.4.1. Dokularm homojenizasyonu ve total RNA saflastirilmasi

Kas ve yag dokularindan RNA izolasyonu i¢in PureLink RNA Mini Kit
(Invitrogen, ABD; Katalog no: 12183018A) kullanildi.

Kit igerisindeki lizis soliisyonundan 1 ml ve 2-merkaptoetanol’dan 10 pl
falkon tiipine alinip kanistirilarak lizis tampon cozeltisi elde edildi. Kas ve yag
dokulari, doku ile esit miktarda homojenizatér boncugu ve hazirladigimiz ¢ézeltiden

600 pl alarak kilitli ependorf tiiplere birakildi. Homojenizatdrde 3 dakika 8. hizda
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pargalama islemi yapildi. Ornekler 12.000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. RNA igeren
stvi fazin hepsi yeni bir ependorfa alinarak tizerine 500 pl %70’lik etanol eklendi ve
vortekslendi. Orneklerden 700 ul almarak kit icerisindeki kolonlara aktarildi ve
12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi. Kalan 6rneklerde kolonlara aktarilarak ayni
sekilde santrifiij islemi tekrarlandi. Santrifiij sonras1 toplama tiipiiniin altinda biriken
stvi bosaltildi. Yikama iglemleri kitin igindeki Wash I ve Wash 1II soliisyonlari ile
yapildi. Orneklere 700 pl Wash I soliisyonu eklenerek 12.000xg’de 15 saniye
santrifiij edildi. Toplam tiipii degistirildi. Orneklere 500 pl Wash II soliisyonu
eklenerek 12.000xg’de 15 saniye santrifiij edildi ve bu islem iki defa tekrarlandi.
Tiiplin altindaki sivi bosaltilarak hicbir sey eklenmeden 12.000xg’de 2 dakika
santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni ependorf tiiplere birakildi, {izerine 30 pl
RNase icermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dakika bekletildi ve 12.000xg’de 2
dakika santrifiij edildi. Bu islemler sonrasi dokulardaki toplam RNA izolasyonu
tamamlanmis oldu.

Dokulardaki RNA miktar1 Qubit RNA Assay Kit (Invitrogen, ABD)
kullanilarak belirlendi. RNA miktar1 pg/ml olarak 6l¢iildii. cDNA sentezi icin RNA
miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart alindi.

cDNA icin her bir gruptaki 6rneklerden RNA havuzu hazirlandi.

3.4.4.2. cDNA sentez protokolii

cDNA sentezi High-Capacity cDNA Reverse Trancription kiti (AB Applied
Biosystems, ABD) kullanilarak gergeklestirildi cDNA sentezi i¢in havuz yapilan
RNA orneklerinden 10 pl kullanildi. Sentez i¢in 10 ul RNA 6rnegi, 2 ul 10XRT
Random Primer, 2 pl 10XRT buffer, 0.8 pl 25XdNTP mix, 4.2 pl niikkleaz igermeyen
su ve en son olarak 1 pl MultiScribe Reverse Transcriptase enzimi kullanildi (Tablo
3.3). Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi. 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120
dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de oo olacak sekilde cihazda bekletildi (Tablo 3.4).
Olusan cDNA o6rnekleri -20 °C’de saklandi.
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Tablo 3.3. cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim (pl) Katalog no
10XRT Tamponu 2.0 4319981
25XdNTP karigimi (100 mM) 0.8 4367381
MultiScribe revers transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,O 4.2

RNA 06rnegi 10

Reaksiyon toplami 20.0

Tablo 3.4. cDNA sentezi igin uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25°C 37°C 85 °C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika o©

3.4.4.3. RT-PZR ile cDNA amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varhginda RT-PZR ile amplifiye edildi. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH), UCP 2-5 genlerinin belirlenmesi i¢in asagidaki Tablo 3.5’de verilen
primerler kullanildi. RT-PZR analizleri sonucunda gen ifadelerindeki farkliliklarin
hesaplanmasinda 22T metodu kullanildi. RT-PZR ¢ tekrarl  olarak
gerceklestirildi. RT-PZR plate hazirlanirken cDNA 6rneklerinde her bir kuyucuga 2
ul kondu. Buz iizerinde her bir 6rnek igin 5 pl TagMan Master Mix, 2.5 ul niikkleaz
igermeyen su ve 0.5 ul primer hibridizasyon probu olacak sekilde 6rnek sayisina gore
hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara birakildi ve vortekslendi. Platedeki cDNA

orneklerinin tiizerine 8 pl hazirlanan karigimdan birakilarak plate iizeri optik

yapistirict filmle kapatildi (Tablo 3.6). Plate drneklerin tamamen dibe ¢okmesi ve
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olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini plate spin cihazinda 1 dakika

santrifiij edildi.

Tablo 3.5. RT-PZR’de kullanilan primerler

Primerler Katalog numarasr™
GAPDH Rn01775763_g1
UCP1 Rn-00562126-m1
UCP3 Rn00565874_m1

(*TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD)

Tablo 3.6. RT-PZR i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesik Miktar (ul)
cDNA 2.0

Primer 0.5
TagMan Mix 5.0
Niikleaz igermeyen H,O 2.5

Toplam 10.0

Gen ifade seviyeleri, Applied Biosystems 7500 RT-PZR sistemi ile dl¢iildii.
Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Sicaklik kosullar:
50 °C’de 2 dakika, 95 °C’de 10 dakika X 40 sikliis, 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de
1 dakika olacak sekilde ayarlandi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Uygulanan RT-PZR programi (RT-PZR X 40 dongii)

PZR 1. Adim 2.Adim 3.Adim 4.Adim

Sicaklik 50 °C 95°C 95 °C 60 °C
Zaman 2 dakika 10 dakika 15 saniye 1 dakika
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3.5. listatistiksel analizler

Verilerin istatistiksel analizlei IBM SPSS statistics version 22.0 for Windows
paket programi kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi. Beyin dokusundaki gen ifadesi
degisimi ve kan doku hormon seviyeleri Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu
karsilagtirmalarda Dunn testi, ya§ ve kas doku orneklerindeki mRNA degisim
diizeylerinin belirlenmesinde ise bagimsiz orneklerde Student’s t testi kullanildi.
Beyin dokusu gen ifade diizeyi, kan doku TSH, T3 ve T4 diizeyleri ortanca (en
kiiciik-en biiyiik), yag ve kas dokulardaki mRNA degisim diizeyleri ortalama =+
standart sapma (SD) olarak verildi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri anlamli kabul
edildi.
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Merkezi apelin-13 infiizyonu sonrasi gruplarin hipotalamik TRH mRNA ifade

miktar1, serum TSH, T3 ve T4 hormon diizeyleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Merkezi apelin-13 infiizyonunun hipotalamik TRH mRNA ifadesi, serum

TSH, T3 ve T4 hormon diizeyleri iizerine etkisi

Kontrol Sham APLN-1 nmol APLN-10 nmol Sig. (p)
TRH/f-aktin mRNA
0,02 (0,002-0,049) | 0,022 (0,009-0.04) | 0,019 (0,0024-0,027) | 0,034 (0,0084-0,10) | 0,399
orani
TSH (mIU/ml) 3,5(1,48-4.4) 4,49 (2,22-8.98) ! 5,68 (3,23-19,07)b 517 (3_.76-7_.69)b 0,01
Serbest T3 (pg/ml) 4,03 (3,3-4,18) 2,97 (2,46-3.96) : 3,05 (2:23-3:44)l:J 2,5(2,35-2,77) d <0,001
Serbest T4 (ng/ml) 2,92(2,711-3.22 2,53 (2.3-2.8) ? 2,29(1,94-2.88) ¢ 2,21(1,88-2.72) cd <0,001

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak verildi. *p<0.05, ® p<0.01 ve ¢ p<0.001
kontrol grubuna kiyasla diger gruplar, d p<0.05 sham grubuna kiyasla diger gruplar.
Sham grubu n=8, diger gruplar n=10)

4.1. icv apelin-13 uygulanmasinin hipotalamik TRH mRNA seviyesi iizerine

etkileri

Apelin-13’tin farkli iki dozunun (1 ve 10 nmol) uygulamasi sonrasinda
hayvanlarin hipotalamus dokusundaki TRH mRNA ifadelerinde meydana gelen
degisimler Sekil 4.1°de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla sham grubunda
bulunan hayvanlarin hipotalamik TRH mMRNA ifadeleri arasinda anlamli bir
farkliligin olmadig1 belirlendi. Apelin-13 uygulanan gruplar hem kontrol hemde
sham grubuna kiyasla hipotalamusdaki TRH mRNA ifadesinde istatistiksel agidan
anlamli bir farklilik olusturmadi. Ozellikle yiiksek doz apelin-13 uygulanan
hayvanlardaki TRH mRNA diizeyi gozle goriiliir bir sekilde artis sergilese de bu artis

istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 4.1. Apelin-13 infiizyonundan sonra gruplarin TRH mRNA ifadelerindeki
degisimler (Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilastirmalarda Dunn
testi kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.
Sham grubu n=8, diger gruplar n=10)

4.2. 1cv apelin-13 uygulanmasinin serum TSH seviyesi iizerine etkileri

Icv apelin-13 uygulamasi sonrasinda gruplarin serum TSH diizeyleri Sekil
4.2’de gosterilmistir. Buna gore Kontrol grubuna kiyasla sham ve apelin-13
gruplarinda yer alan hayvanlarin serum TSH seviyeleri 6nemli diizeyde artt1 (p<0.05
ve p<0.01). Sham grubuna kiyasla apelin-13’{in uygulanan iki farkli konsantrasyonu
gruplarin serum TSH diizeylerinde istatistiksel agidan anlamli bir farklilik meydana

getirmedi.
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Sekil 4.2. Apelin-13 infiizyonunun gruplarin serum TSH seviyesi {izerine etkileri
(Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilastirmalarda Dunn testi
kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiiciikk-en biiyiik) olarak ifade edildi.
? p<0.05 ve b p<0.01 kontrole gore diger gruplar. Sham grubu n=8, diger gruplar
n=10)

4.3. icv apelin-13 uygulanmasinin serum T3 ve T4 seviyeleri iizerine etkileri

Yiiksek doz apelin-13 ve diisiik doz apelin-13 uygulanan hayvanlarin serum
T3 ve T4 seviyelerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°de
verilmistir. Sham ve apelin-13 gruplarinda serum T3 ve T4 seviyeleri kontrol
grubuna gore 6nemli diizeyde diisiik bulundu (p<0.05, p<0.01, p<0.001) ve bu
azalma apelin-13 uygulanan gruplarda doz bagimli olarak artis gosterdi. Sham
grubuna kiyasla 1 nmol apelin-13 uygulanan grupta serum T3 ve T4 seviyelerindeki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmazken, 10 nmol apelin-13 uygulamasinin

serum T3 ve T4 diizeylerini anlaml diizeyde azalttig1 belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.3. Apelin-13 inflizyonunun gruplarin serum T3 seviyesi lizerine etkileri
(Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilagtirmalarda Dunn testi
kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiiciikk-en biiyiik) olarak ifade edildi.
2 p<0.05, ® p<0.01 ve © p<0.001 kontrole gdre diger gruplar, ¢ p<0.05 sham grubuna
gore diger gruplar. Sham grubu n=8, diger gruplar n=10)
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Sekil 4.4. Apelin-13 inflizyonunun gruplarin serum T4 seviyesi iizerine etkileri
(Verilerin analizi Kruskal Wallis H testi ve ¢oklu karsilastirmalarda Dunn testi
kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiiciikk-en biiyiik) olarak ifade edildi.
?p<0.05 ve ° p<0.001 kontrole gore diger gruplar, ¢ p<0.05 sham grubuna gore diger
gruplar. Sham grubu n=8, diger gruplar n=10)

4.4. icv apelin-13 uygulanmasimn yag doku UCP1 ve kas doku UCP3 mRNA

seviyeleri iizerine etkileri

Apelin-13 uygulamasinin beyaz ve kahverengi yag dokulardaki UCP1 mRNA
seviyeleri tizerine etkileri Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da, kas dokusundaki UCP3 mRNA
seviyesi tizerine etkileri ise Sekil 4.7’de verilmistir.

Beyaz yag dokusundaki UCP1 mRNA seviyesi kontrol grubuna kiyasla sham
ve apelin-13 gruplarinda anlamli sekilde azaldi (p<0.05). Ayrica sham grubuna
kiyasla apelin-13 uygulanan gruplardaki UCP1 mRNA seviyesi Sekil 4.5’de

goriildiigii lizere doz bagimli olarak anlamli diizeyde baskilandi (p<0.05).
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Sekil 4.5. Apelin-13 inflizyonunun gruplarin beyaz yag doku UCP1 mRNA ifadesi
tizerine etkileri (Verilerin analizi Student’t testi kullanilarak yapildi. Degerler
ortalama + SD olarak ifade edildi. ® p<0.05 kontrole gore diger gruplar, ® p<0.05
sham grubuna gore diger gruplar. Sham grubu n=8, diger gruplar n=10)

Yapilan istatistiksel analizler sonucu, kontrol ve sham gruplarindaki
hayvanlarin kahverengi yag doku UCP1 ve kas doku UCP3 mRNA seviyelerindeki
meydana gelen degisimler anlamli olarak bulunmadi (Sekil 4.6, Sekil 4.7). Ancak
kontrol ve sham gruplar1 ile apelin-13 uygulanan gruplar kiyaslandiginda, apelin-13
uygulamasinin doz bagimli olarak hem kahverengi yag doku UCP1 hemde kas doku
UCP3 mRNA seviyelerini dnemli diizeyde azalttig1 belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.6. Apelin-13 infiizyonunun gruplarin kahverengi yag doku UCP1 mRNA
ifadesi tlizerine etkileri (Verilerin analizi Student’t testi kullanilarak yapildi. Degerler
ortalama = SD olarak ifade edildi. * p<0.05 kontrole gére diger gruplar, b p<0.05

sham grubuna gore diger gruplar. Sham grubu n=8, diger gruplar n=10)
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Sekil 4.7. Apelin-13 infiizyonunun gruplarin kas yag doku UCP3 mRNA ifadesi
tizerine etkileri (Verilerin analizi Student’t testi kullanilarak yapildi. Degerler
ortalama = SD olarak ifade edildi. * p<0.05 kontrole gére diger gruplar, b p<0.05

sham grubuna gore diger gruplar. Sham grubu n=8, diger gruplar n=10)
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5.  TARTISMA

5.1. Merkezi apelin-13 uygulamasimin hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi iizerine
etkisi

Besin alimi ve enerji kullanim1 beyindeki (hipotalamusun benzer niikleuslar)
merkezi effektorler tarafindan kontrol edilmekte ve cevreden gelen endokrin ve
sinirsel sinyaller ile metabolik bir siire¢ i¢inde diizenlenmektedir (168). Apelin ve
APJ’nin merkezi olarak hipotalamusun SON, PVN ve ARC gibi alanlarda ve hipofiz
bezinde sekresyonu gosterilmistir (169). Beynin bu boélimleri enerji kullanimi ve
beslenme davranisinin merkezi kontrol noktalaridir (170-172). Apelinin bu alanlarda
varligimin gosterilmesi gida alimi, enerjinin diizenlenmesi ve endokrinolojik
sinyallerin olugmasinda apelinin rollerinin oldugunu disiindiirmektedir (1,76).
Ayrica peptidin periferde yag doku, kas doku ve tiroid bezindeki lokalizasyonu (23),
apelinin beslenme ve enerji kullanimi {izerinde etkili olabilecegi diisiincesini daha
giclii kilmaktadir. Yapilan ¢alismalar obezlerde ve insiilin direnci olan hastalarda
serum apelin diizeyinin yiiksek oldugunu bildirmektedir (1,67). Baskilanmis apelin
sentezi ve diisiik serum apelin konsantrasyonu, agirlik kaybi ve gelismis insiilin
hassasligr ile iliskilendirilmektedir (67). Daha Once yapmis oldugumuz farkli
caligmalarda, sicanlara uzun siirelin icv ve ip apelin-13 uygulamasmin yem
tilketimini arttirarak kilo artigina neden oldugunu gostermistik (173,174). Bagka bir
caligmada ise kronik icv apelin-13 infiizyonunun gida alimin1 arttirarak kilo artigina
neden oldugunu rapor etmislerdir (26). Fiyolojik yolak c¢ok agik olmasa da
calismalardan elde edilen veriler apelinin, obezite gelisimine (beslenme giidiisii ve
viicut agirhgin arttirarak) katki sagladigini isaret etmektedir. Giinliik alinan enerjinin
harcanan enerjiden fazla olmasi durumunda, harcanamayan enerji viicutta yag olarak
depolanmakta ve obezite basta olmak iizere birgok metabolik hastaliga neden
olmaktadir (175,176). Bu yiizden alinan ve yakilan enerjinin homeostazi ¢ok
onemlidir. Mevcut caligmalarin sonuglar1 dikkate alindigi zaman, apelinin enerji
metabolizmasinin  bozulmasindan kaynaklanan obezite ve diger metabolik

hastaliklarin gelisim siireclerinde etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir (1,8).
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Apelin reseptoriiniin  hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi1 {izerinde yer alan
dokularda yiiksek diizeyde ifade ediliyor olmasi, bir adipokin olan apelinin enerji
dengesi lizerinde roller iistlendigi goriisiinii destekler niteliktedir. Ancak simdiye
kadar apelinin tiroid aksi {izerine etkisini belirlemeye yonelik kapsamli bir ¢alismaya
rastlanamamistir.  Yapilan bir calismada, saglikli bireyler ile hipotiroidi olan
kisilerdeki serum apelin seviyeleri karsilastirilmis ve sonug olarak iki grup arasinda
anlamli bir farkliligin bulunmadigi belirlenmistir (177). Ayrica ayni ¢alisma viicut
kitle indeksi ile apelin seviyesinin pozitif korelasyon gosterdigi bildirmektedir (177).

Calismamiza benzer sekilde uygulanan bir¢ok hormonun tiroid aksi {izerine
etkileri belirlenmigtir. Cusin ve ark. icv leptin uygulamasiin serum TSH ve T4
seviyelerinde azalmaya neden oldugunu, T3 seviyesinde ise herhangi anlamli bir
degisimin gozlenmedigini rapor etmislerdir (178). Mahmoudi ve ark. kronik merkezi
ghrelin enjeksiyonu sonrast plazma TSH, T3 ve T4 seviyelerinin doz bagimli olarak
azaldigin1 gostermislerdir (179). Bir baska ¢alismada ise icv ghrelin uygulamasinin
T3 ve T4 seviyesini azaltmasina karsin leptin uygulamasinin bu hormon diizeylerini
anlamli sekilde arttirdigr tespit edilmistir (180). Calismamiz sonucunda yiiksek doz
apelin-13 uygulamasinin hipotalamustaki TRH mRNA ifadesini arttirdigin1 ancak bu
artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigini belirledik. Serum TSH seviyesi kontrol
grubuna kiyasla diger gruplarda anlamli diizeyde artis gosterirken, sham grubuna
kiyasla apelin-13 uygulanan gruplardaki serum TSH seviyesinde kismen artmasina
ragmen bu artis istatistiksel agidan anlamli degildi. Merkezi apelin-13 uygulamasinin
tiroid hormonlar1 (T3 ve T4) lizerine baskilayici yonde etki gosterdigini, ancak bu
etkinin yiiksek doz apelin-13 uygulanan grupta anlamh diizeyde ger¢eklestigini
saptadik. Bu calismadan elde ettigimiz veriler, icv apelin-13 uygulamasinin
hipotalamus-hipofiz-tiroid aks1 iizerine merkezi diizeyde etki gostermedigini,
periferal etkisinin ise uygulanan doza bagl olarak ortaya koydugunu gostermektedir.
Mevcut literatiir bilgileride dikkate alindiginda, apelinin tiroid hormon diizeyini
dolayli yollardan baskilayarak enerji kullanimini azaltici etki gosterebilecegini

bizlere gostermektedir.
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5.2. Merkezi apelin-13 uygulamasinin yag doku UCP1 ve kas doku UCP3
MRNA ifadeleri iizerine etkileri

Apelin, mitokondriyal fonksiyonu etkileyerek enerji kullanimini tesvik eder
(181). Attane ve ark. uzun siireli apelin-13 uygulamasinin kas dokusunda
mitokondriyal biyogenezi ve oksidatif kapasiteyi arttirdigini rapor etmislerdir (73).
Higuchi ve ark. kronik ip apelin-13 uygulamasmin gida alimini etkilemeden viicut
agirhi@, beyaz yag doku, serum trigliserid ve insiilin diizeylerini azalttigim
bildirmistir (17). Ayrica aynmi calismada apelin uygulamasmin periferal enerji
harcanmasinin belirteci olarak kabul edilen kahverengi yag doku UCP1 ve kas doku
UCP3 mRNA ifade diizeylerinde artisa neden oldugu rapor edilmistir (17). Bir bagka
calismada apelin-13’iin hipotalamik alana mikroenjeksiyonu sonras1 kahverengi yag
doku UCP1 mRNA ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (18). Buna karsin Yamamoto
ve ark. normal farelere kiyasla apelin geni transfer edilen farelerde iskelet kast UCP3
MRNA ifadesinin anlamli sekilde baskilandigini gostermislerdir (182). Mevcut az
sayidaki literatiir apelinin UCP1 ve UCP3 iizerine etkisini agiklamada yetersizdir. Bu
caligmalardan elde edilen sonuglarin farkli olmasi, deneysel calismada kullanilan
yontemlerden kaynaklaniyor olabilir.

Tiroild hormonlart enerji dengesi, lipit metabolizmas: ve kardiyovaskiiler
fonksiyonlar tizerine birtakim etkilere sahiptir (183). Tiroid hormonlar1 beyaz ve
kahverengi yag doku, iskelet kasi1 ve kalp gibi periferal dokulardaki bu etkinligini
adrenerjik sinir sistemini modiile ederek veya dogrudan bu dokularda ilgili genlerin
ifadelerini diizenleyerek gerceklestirir (184). Yapilan c¢alismalar hipotalamus-
hipofiz-tiroid aks1 igerisinde yer alan hormonlarin mitokondriyal DNA
transkripsiyonunu, mitokondriyal biyogenezi ve dolayisiyla ATP {iretimini
diizenledigini gostermektedir (185,186). Mutvei ve ark. siganlara T3 uygulamasinin
mitokondriyal RNA miktarini yaklasik 8 kat arttirdigini rapor etmislerdir (187). Lee
ve ark. insan adiposit kiltiirtine T3 uygulamasinin UCP1 mRNA diizeyini doz
bagimli olarak arttirdig1 bildirmislerdir (161). Diger bir ¢caligmada ise insiilin geninde
mutasyon olan hastalarda tiroidektomi sonrasi L-T4 tedavisinin abdominal ve
supraskapular kahverengi yag dokulardaki UCP1 mRNA seviyesinde artisa neden

oldugu gosterilmistir (162). Bianco ve ark. tiroidektomi edilen siganlara T3
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uygulamasinin kahverengi yag dokuda UCP1 mRNA seviyesini arttirdigini ortaya
koymuslardir (188). Wang ve ark. 3T3-L1 adiposit hiicrelerine uyguladiklart T3’iin
ozellikle TRP reseptoriine bagli olarak UCPI mRNA seviyesini arttirdiini
bildirmisleridir (189). Mevcut bilgiler yag dokudaki UCPI1 ifadesinin tiroid
hormonlari araciligryla diizenlendigini gostermektedir.

Tiroid hormonlarmin yag dokudaki islevine benzer sekilde kas dokudaki
UCP3 ifadesini diizenleyebildigini ortaya koymaktadir (190). Lanni ve ark.
siganlardaki hipotiroidi durumum hipertiroidiye gegiste kastaki UCP3 mRNA
ifadesinin giiglii bir sekilde artis gosterdigini rapor etmislerdir (191). de Lange ve
ark. iv T3 uygulamasinin kas dokudaki UCP3 mRNA diizeyinde artisa neden
oldugunu gostermislerdir (192). Barbe ve ark. T3’iin insan iskelet kasi ve yag
dokularinda UCP2 ve UCP3 mRNA ifadelerini arttirdigin1 in vitro ve in vivo olarak
gostermistir (193). Ayrica kemirgenlere T3 uygulamasinin kalp ve iskelet kasinda
UCP2 ve UCP3 mRNA seviyelerinde artisa neden olduguda bildirilmektedir (194-
196). Biitiin bu sonuglar dolagimdaki tiroid hormon diizeyinin yag doku UCP1 ve kas
doku UCP3 ifadeleri ile giiglii bir iliski i¢cinde oldugunu ortaya koymaktadir.

Bu calismayla, icv apelin-13 uygulamasinin doz bagimli olarak beyaz ve
kahverengi yag doku UCP1 ve kas doku UCP3 mRNA ifadelerini baskiladigini
ortaya koyduk. Beyaz yag dokudaki UCP1 diizeyinin artmasi kahverengi yag
gelisiminin bir gostergesi olarak kabul edilir. Kahverengi yag dokudaki UCP1
diizeyindeki artis ise yag dokuda depo edilen enerjinin harcanmasini gésteren 6nemli
bir belirtectir. Ayn1 sekilde bu iki yag dokudaki UCP1 diizeylerindeki azalma enerji
kullaniminin engellendigini gosterir. Ayrica kas doku UCP3 diizeyindeki artis, kas
doku tarafindan kullanilan glikoz miktarindaki artis ile iligkilidir. Daha 6nce yapmis
oldugumuz ¢alismalarda hem merkezi hemde periferal apelin-13 uygulamasinin doz
bagimli olarak hayvanlarin yem tiiketimini ve viicut agirhi@ini arttirdigini
belirlemistik (173,174). Ayrica periferal uygulanan apelin-13’in  beyaz ve
kahverengi yag doku UCP1 ve kas doku UCP3 mRNA ifadelerini anlamli sekilde
baskiladigini tespit etmistik (173). Biitiin bu sonuglar apelin-13 uygulamasinin
hayvanlardaki yag doku UCP1 ve kas doku UCP3 diizeylerini baskilayarak enerji
kullanimin1 azaltabilecegini, ayrica hayvanlardaki yem tiiketimini arttirarak kilo

artisgtna  neden olabilecegini gostermektedir. Calisma sonuglarimiz  dikkate
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alindiginda, merkezi apelin-13 uygulamasiin yag doku UCP1 ve kas doku UCP3
mMRNA ifadelerini baskilayarak hayvanlarin enerji kullanimini azaltabilecegini ve
bununda T3 ve T4 diizeylerinde azalmaya neden olabilecegini diisiinmekteyiz.
Merkezi uygulanan apelin-13’iin yag ve kas doku iizerine olan bu etkisi iki farkli
sekilde gerceklesmis olabilir. Birinci olarak icv uygulanan apelin-13’iin
hipotalamusun gida aliminda ve enerji homeostazinda goérevli bolgeleri uyararak
veya baskilayarak ortaya koyabilecegidir. Ikinci olarak ise merkezi uygulanan
apelin-13’tin kan beyin bariyerini gegerek etkisini dogrudan yag ve kas dokular
lizerine gerceklestirmis olabilecegidir. Ancak Onceki yapmis oldugumuz calisma
sonuclarimizi dikkate aldigimizda (173,174), icv apelin-13 uygulamasinin gida

alimin arttirarak enerji metabolizmasi iizerine etki gosterdigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Merkezi apelin uygulamasinin TRH mRNA ve TSH seviyeleri {izerine
anlamli etki gostermemesi, serum T3 ve T4 seviyelerinde ise doz bagimli olarak
azalmaya neden olmasi, apelinin tiroid aksi lizerine merkezi bir etkisinin olmadigini
ve tiroid hormon sentezini kismen etkileyebilecegini gostermektedir. Ayrica apelin-
13’in doz bagimli olarak yag doku UCP1 ve kas doku UCP3 mRNA ifadelerini
baskiliyor olmasi, apelinin enerji kullanimini azaltabilecegini ortaya koymaktadir.
Yapmis oldugumuz bu c¢alismada apelin-13 uygulamasimin yag ve kas dokudaki
UCP’ler araciligr ile kullanilan enerji miktarin1 azaltarak tiroid hormon diizeyleri
tizerine etki gosterdigini diistinmekteyiz.

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile apelinin hipotalamus-hipofiz-tiroid aks1 ve
enerji kullanimi {izerine etkilerini kismen aydinlatmis olduk. Apelin ve enerji
metabolizmasi iizerine yapilacak olan yeni arastirmalar, hala ¢ok az bir kismi
aydinlatilmis olan bu alana 6nemli katkilar saglayacaktir. Ayrica yeni ¢alismalarin

klinige uyarlanabilir olmas1 insan saglig i¢in olduk¢a dnemli bir husustur.
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