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OZET

Ratlarda Deneysel Olarak Olusturulan Kemik Defektlerinde Tyilesme Uzerine
Obezite ve Leptinin Etkisi

Amag: Deneysel olarak gerceklestirdigimiz bu calismanin amaci, leptinin ve
obezitenin kemik iyilesmesi tizerine etkilerini, rat kalvaryalarinda olusturulan kritik

kemik defekti modeli ile degerlendirmektir.

Materyal ve Metod: Calismamizda 3 ve 12 haftalik olmak iizere Spraque
Dawley cinsi 40 adet erkek rat kullanildi. 3 haftalik ratlar, obez diyet uygulama (ODU),
obez diyet kontrol (ODK) ve 12 haftalik ratlar normal diyet uygulama (NDU), normal
diyet kontrol (NDK) olarak 2 esit gruba rastgele ayrildi. 8 hafta boyunca yiiksek yagl
diyet(YYD) uygulanarak obezite gruplarmin beden Kitle indekslerinde (BKI) artis
saglandi. Cerrahi islem esnasinda deneklere %2’lik Ksilazin (10 mg/kg) (Xylazinbio,
Bioveta, Cek Cumbhuriyeti) ve %10’luk Ketamin HCI (50 mg/kg) (Ketalar®, Pfizer,
New York, ABD) anestezisi uygulandi ve kalvarya iizerinde 5 mm’lik defektler
olusturuldu. Dort giin boyunca kontrol gruplarina 0.5 ml serum fizyolojik, uygulama
gruplarina ise 60 pg/kg leptin intraperitonal olarak verildi. Ameliyattan sonra, kemik
olusumunu 14 giin beklendi ve histolojik degerlendirmeyi yapmak igin ratlar %100 CO-
ile sakrifiye edildi.

Bulgular: Yeni kemik olusum yiizeylerinde osteoblast ve osteoklast aktivitesi
incelendi. Osteoblast aktivitesinin en az NDK ve ODK gruplarinda oldugu goriiliirken,
NDU grubunda artmaya basladigi, ODU grubunda ise en iist diizeyde oldugu belirlendi
(p<0.05). Osteoklast aktivitesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p>0.05). Fibroz doku kalinhigi ve yeni damar olusumunun en az NDK ve ODK
gruplarinda oldugu goriilirken, NDU grubunda artmaya bagladigi, ODU grubunda ise
en ileri diizeyde oldugu belirlendi (p <0.05).

Sonuc: Calismamizdan elde ettigimiz bulgulara gore leptin uygulamasinin erken
donem kemik iyilesmesi lizerine olumlu etkisi oldugu ancak obezitenin tek basina

kemik iyilesmesini etkilemedigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kemik iyilesmesi, leptin, obezite



ABSTRACT

The Effect of Obesity and Leptin on Healing of the Experimental Bone Defects in
Rats
Aim: The aim of this experimental study was to evaluate the effects of leptin

and obesity on bone healing with critical bone defect model in rat calvaria.

Materials and Methods: In our study, 40 Sprague Dawley male rats, 3 and 12
weeks old were used. 3 weeks old rats were randomly divided into 2 equal groups
within themselves as obese diet application (ODU), obese diet control (ODK) and 12
weeks old rats were divided into 2 equal groups as normal diet application (NDU),
normal diet control (NDK). The body mass indexes of obesity groups were increased by
applying high-fat diet for 8 weeks. During the surgical procedure, subjects were
anesthetized with 2% Xylazine (10 mg / kg) (Xylazinbio, Bioveta, Czech Republic) and
10% Ketamine HCI (50 mg / kg) (Ketalar®, Pfizer, New York, USA) and defects were
created 5 mm on calvaria. For 4 days, 0.5 ml saline were administered intraperitoneally
to the control groups and 60 ng / kg leptin were administered intraperitoneally to the
application groups. After the surgery, we waited the bone formation for 14 days and the

rats were sacrificed with 100% CO- in order to perform histological evaluation.

Results: Osteoblast and osteoclast activity were investigated on new bone
formation surfaces. Osteoblast activity was found to be the least in the NDK and ODK
groups, however, it was observed that it started to increase in the NDU group and the
highest in the ODU group (p <0.05). There was no statistically significant difference in
terms of osteoclast activity (p>0.05). Fibrous tissue thickness and new vessel formation
were found to be the least in the NDK and ODK groups, however, it was determined
that the NDU group started to increase and that it was the most advanced level in the
ODU group (p <0.05).

Conclusion: According to the results of our study, leptin administration had a
positive effect on bone healing at early stage, but only obesity did not affect bone

healing.

Keywords: Bone healing, leptin, obesity,
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1. GIRIS

Maksillofasiyal cerrahi alani kapsaminda kraniyofasiyal kiriklar ve kemik
defektleri yaygin goriilen saglik sorunlarini teskil ederek gilinlimiizde onemli saglik
harcamalarina yol agarlar. Olusan kemik defektlerinde basarili bir sekilde kemik
rejenerasyonunun gergeklesebilmesi igin, kemik defektlerinin olusmasini takip eden
osteogenez ve vaskiilarizasyon siireclerinin dogru bir sekilde gerceklesmesi gerekir.
Ayrica kemigin yeniden sekillenme siirecinde yas, daha Once gecirilen hastaliklar,
sigara kullamimi, farmakolojik ajanlar, diyabet ve diyet gibi ¢esitli lokal ve sistemik
faktorler etkilidir® 2.

Doku kayiplarinin giderilmesinde temel yaklasim oncelikle kaybedilen dokunun
viicudun kendi onarim mekanizmalari ile onarilmasimin saglanmasidir. Tedavide ilk
secenek viicudun doku onarim ve yenilenme mekanizmalarinin iyilestirilmesi olmalidir.
Kemik doku kayiplarindaki defektin onarilmasinda da ayni temel prensipler gegerlidir.
Kaybedilen kemik doku miktarinin biiytikliigi, yeri, ¢evre dokularin ve bireyin sistemik
durumuna gore kemik greftleri, kemik flepleri, biyolojik veya sentetik materyaller
kullanilabilmektedir. Kullanilan her yontemin kendine ait avantajlar1 ve dezavantajlar
bulunmakla beraber kemik kayiplarinin giderilmesine yonelik yapilan cerrahi
uygulamalarda en sik karsilasilan sorunlar genellikle kullanilan materyalin
rezorbsiyonu, enfeksiyon, doku reaksiyonlar1 ve dondr sahada olusabilecek
morbidetelerdir. Sistemik rahatsizliklarin varliginda bu komplikasyonlar durumu daha
da siddetlendirebilmektedir® .

Obezite; hipertansiyon, dislipidemi, tip 2 diyabet, koroner kalp hastalig1 ve bazi
kanserlerin olusumu gibi birgok kronik hastaliga yol agabilen 6nemli bir saglik
sorunudur®. Adiposit ve osteoblast hiicreleri ortak bir pluripotent mezensimal hiicreden

tiremektedir ve obeziteye sahip kisilerde kok hiicre farklilasmasinin adiposit hiicre



artis1  yoniinde etki gosterip osteoblastik aktivitenin azalmasma yol agabildigi
bildirilmistir*. Giiniimiizde hizla artan bu saglik probleminin kemik dokuda
gerceklestirilen iglemler lizerine olumsuz etkileri hala tartigmali olmakla beraber yeni
yapilan ¢aligmalarda kemik kiriklarinin iyilesme periyodunda obezitenin kemik mineral
dansitesi izerinde anlaml1 bir etkisi olmadig gériilmiistiir®.

Leptin, baglica beyaz yag dokusu tarafindan salgilanan, obez (Ob) geni
tarafindan kodlanan, peptid yapili bir hormondur. Ozellikle enerji tiiketimini ve yiyecek
alimmi diizenlemesiyle taninmaktadir®. Bu etkilerinin yaninda, eriskin osteoblast ve
kondrositlerinde leptin reseptorleri gosterilerek; leptinin, kemik biiylimesi ve
gelismesinde uyarici bir rolii oldugu bildirilmistir’. Ayrica leptin, kemik olusumu
tizerine etkisini sadece sistemik bir hormon olarak degil, endokondral kemiklesmede
anjiogenezi diizenleyerek lokal bir faktdr olarak da gosterir®. Kemik olusumunda bu
denli etkili olan leptinin bu noktadan yola ¢ikarak biiyiik kemik defektlerinde de etkili
olabilecegi diisiiniilebilir.

Bu deneysel ¢alismada, sistemik olarak uygulanan leptinin hem osteoblastlar
hem de anjiogenez iizerine olan etkileriyle obezitenin kemik iyilesmesi iizerine olan
etkisinin histolojik olarak arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla rat kalvaryalarinda
olusturulan 5 mm c¢apimdaki kritik kalvarya defektinde 14 giinliik iyilesme periyodu

sonunda olusan kemik yiizeyleri incelenerek aradaki farkliliklar ortaya konmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik

Kemik, mineralize bir doku olup insan yasami boyunca modelling ve
remodelling olarak bilinen iki temel siiregle degisen, esnek ve canli bir dokudur®.
Kemik dokusunun viicutta;, viicuda mekanik olarak destek saglama, onemli hayati
organlar1 koruma, kalsiyum ve fosfat homeostazini koruma olmak iizere ii¢ ana islevi
vardir®,

Kemik dokusunda bulunan hiicreler; osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve
smir hiicreleri (lining hiicreleri) olmak iizere toplamda dért gesittir!® 11, Kemik dokusu,
osteoklastlar tarafindan gerceklestirilen kemik rezorpsiyonu ve osteoblastlar tarafindan
gergeklestirilen kemik olusumu gibi birbirini takip eden uyumlu siireclerle siirekli
olarak yeniden sekillendirilir. Osteosit hiicreleri ise kemik yeniden sekillenirken
mekano sensdr gorevi goriir ve bu islemin yonetilmesinde &nemli bir rol oynar!?™°,
Sinir hiicrelerinin iglevi tam olarak belli olmamakla beraber kemik rezorpsiyonu ile
kemik olusumu arasindaki baglantida énemli bir rol oynadig goriilmektedir’®. Ayrica
kandaki kalsiyum orani diistiiglinde, kana acil olarak kemikten kalsiyum salinimi
yapilmasinda gorev alirlar. Kemigin remodellingini tetikleyebilecek hormonlar1 ve
faktorleri tantyan reseptorleri vardirt’.

Kemigin yeniden sekillenmesi esnasinda, eski kemigin yeni kemik ile degisim
siireci lic asamadan olusan bir dongii seklinde gerceklesir ve olduk¢a karmasik bir
sliregtir: 1) osteoklastlar tarafindan kemik rezorbsiyonunun baslatilmasi, 2) resorpsiyon
siirecinden yeni kemik olusumuna gegis, 3) osteoblastlar tarafindan kemik olusumu®® 1°,
Bu siireg, temel cok hiicreli birim olarak adlandirilan gecici anatomik yapiy1 olusturan
osteoklastlarin, osteoblastlarin, osteositlerin ve sinir hiicrelerinin koordineli bir sekilde

20, 21

etkilesimleriyle gerceklesir . Kemik olusumu ve rezorpsiyon arasinda denge



gereklidir ve bu denge hormonlar, sitokinler, kemokinler ve biyomekanik stimiilasyon
dahil olmak {izere gesitli lokal ve sistemik faktorler ile saglanir??24,

2.1.1. Kemik Doku Tipleri

Kemik dokusu; yapisina, matriksin diizenlenmesine, maturasyon ve gelisimsel
kokene dayanarak cesitli yollarla siniflandirilabilir.

2.1.1.1. Dokunun Yapisina Gore

Kompakt kemik (yogun kemik, kortikal kemik): Kompakt kemik; fildisi
renginde, bosluksuz yogun yapida bir dokudur. Birgok kemigin dis yiizeyinde bulunan
kabugudur ve merkezde bulunan trabekiiler kemigi ¢evreler. Kompakt kemik Havers
sistemlerinden olusur. Havers kanallar1 bir tiir tiinelle g¢evrili merkezi bir vaskiiler
kanaldan olusur ve igerisinde kilcal damarlar, arterioller, veniiller, sinirler ve lenfatikleri
icerebilir?®.

Siingerimsi kemik (trabekiiler kemik): Cok sayida bosluk icerdigi ve yapisi
stinger seklinde kavitelerden olustugu i¢in siingerimsi kemik olarak adlandirilmistir.
Mediiller boslugun i¢inde yer alir ve stres ¢izgileri boyunca uzanan kemik
trabekdilleriyle baglantilidir. Kompakt kemigin aksine, trabekiillerin incelmesi nedeniyle
siingerimsi kemikte osteonlar genellikle yoktur. Siingerimsi kemik ayni zamanda
yeniden sekillenme i¢in ¢ok daha genis yiizey alami igermesi nedeniyle kompakt
kemikten metabolik olarak daha fazla aktiftir®.

2.1.1.2. Matriksin Diizenlenmesine Gore

Lamellar kemik (sekonder kemik dokusu): Lameller kemik, lamel iginde
diizenlenmis kollajen liflere sahip olgun kemiktir. Lamellerin birbirine paralel olarak
diizenlendigi siingerimsi kemigin aksine kompakt kemikte lameller, Havers kanali

olarak adlandirilan bir vaskiiler kanal etrafinda es merkezli olarak diizenlenir®.



Orgiilii kemik (birincil kemik dokusu): Orgiilii kemik, kollajen liflerinin
diizensiz rastgele dizildigi ve lamellar kemikten daha az miktarda mineral madde ve
daha yiiksek oranda osteosit igerigine sahip, olgunlasmamis kemiktir. Orgiilii kemik
gecicidir ve sonunda lameller kemige doniistiiriiliir. Bu tip kemikler, erigkinlerde
kafatasinin diiz kemiklerinin suturalar etrafinda ve dis soketleri gibi viicudun birkag
yerinde goriiliirken, viicudun baska bolgelerinde goriildiigiinde patolojik bir doku olarak
degerlendirilir?®.

2.1.1.3. Maturasyon Derecesine Gore

Olgunlasmamis kemik (primer kemik dokusu): Olgunlagsmamis kemik o6rgiili
kemiktir?®.

Olgun kemik (sekonder kemik dokusu): Olgun kemik karakteristik olarak
lamellar kemiktir. Yetiskinlerde hemen hemen tiim kemikler lameller kemiklerdir®>.

2.1.1.4. Gelisimsel Kokene Gore

Intramembranéz kemik (mezenkimal kemik): Intramembranéz kemiklesme
esnasinda mezenkimal hiicre yogunlagmasi gozlenir ve mezenkimal hiicreler dogrudan
osteoblastlara farklilasirlar. Intramembrandz kemiklesme yassi kemiklerde gozlenmekte
olup frontal, parietal, oksipital, temporal, mandibula ve maksilla gibi bazi
kraniyofasiyal kemiklerde ve klavikulalarin lateral kisimlarinda goriiliir. Bu hiicreler
kemik dokusunu olusturacak organik matriksi sentezlerler. Bu doku oldukg¢a vaskiiler
bir yapiya sahiptir. Vaskiilarite sayesinde osteoid dokusuna kalsiyum ve fosfor iyonlari
taginir. Osteoblastlarin salgiladig: alkalen fosfataz araciligiyla iyonlarmn kalsiyum fosfat
molekiillerine doniismesiyle kalsifikasyon saglanir®.

Intrakartilajinéz kemik (kikirdak kemigi, endokondral kemik): Endokondral
kemiklesme esnasinda mezenkimal hiicreler dogrudan kemik ve kemik iligi ile yer

degistirecek olan kikirdak modelinin sentezi i¢in yogunlasir ve kondroblastlara



farklilagirlar®. Endokondral kemiklesme siireci uzun kemikler, kafatasinin bazal kismi,
vertebra, kaburga ve klavikulalarin medial kisminda gergeklesir. Goriilen iki tip
kemiklesme paterni arasindaki en Onemli fark endokondral kemiklesme sirasinda
kikirdak bir sablonun varligidir®,

2.1.2. Kemigin Molekiiler Yapis1

Kemik dokusu hiicre dig1 bir ag veya matriks tarafindan ¢evrelenmis seyrek
hiicrelerden olusur. Kemik matriksi, sert ve esnek bir protein ve mineral karigimidir. Bir
tir kemik hiicresi olan osteoblastlar, proteinleri matrikse salgilarlar ve bu durum
gerilme mukavemetini saglar. Kemik matriksinin ana proteini, kuru kemik agirliginin
neredeyse iicte birini olusturan kollajendir. Kemigin agirliginin geri kalaniin ¢ogunu
matriks mineralleri olusturur. Bunlar baslica kalsiyum, fosfat ve kalsiyum karbonattir.
Protein agmna gomiilii mineraller sertlik ve basing dayanimi saglamaktadir. Kemik
hiicreleri canli kalir ve viicuttaki diger hiicreler gibi, kanla beslenmelidir. Besinlerin
dagilimi ve kemik igerisindeki atiklarin uzaklastirilmast i¢in kan damarlarinin
gegebilecegi genislikteki sert, kompakt yiizeyler "kanallar" tarafindan delinir. Bu kanal
sistemi kemik yiizeyinin igerisine girdiginde kan damarlarinin kemik boyunca hiicrelere
ulagmasina izin verir. Kemik hiicreleri kalsifiye matriksin halkalar1 iginde gémiiliidiir ve
hepsi i¢i bos bir kanali gevreler. Osteon denilen bu yapi birimleri, kompakt kemikte
paralel olarak ilerler, ancak siingerimsi kemikte daha gevsek ve daha az sirali bir ag
olustururlar?®.

2.1.3. Kemik Matriksi

Kemik, inorganik tuzlar ve organik matriks ile meydana gelir?®. Organik matriks,
kollajen proteinler (% 90), agirlikli olarak tip I kollajen ve osteokalsin, osteonektin,
osteopontin, fibronektin ve kemik sialoprotein Il, kemik morfogenetik proteinler(KMP)

ve bilyiime faktdrleri dahil olmak {izere kollajen olmayan proteinler igerir?’. Ayrica



ekstraselliiler matriks igerisinde dekorin, biglikan, lumikan, osteoaderin ve serik
proteinleri iceren kiiciik 16sinden zengin proteoglikanlar da vardir?®. Inorganik kemik
malzemesi agirlikli olarak fosfat ve kalsiyum iyonlarindan olusur. Bununla birlikte,
onemli miktarlarda bikarbonat, sodyum, potasyum, sitrat, magnezyum, karbonat, flor,

11 Kalsiyum ve fosfat iyonlari,

¢inko, baryum ve stronsiyum da mevcuttur'®
Cai1o(PO4)s(OH)2 kimyasal formiili ile temsil edilen hidroksiapatit kristallerini
olusturur. Kollajen ile birlikte, kollajen olmayan matriks proteinleri, hidroksiapatit
birikimi igin bir iskele olusturur ve bu tiir bir iliski, kemik dokusunun tipik sertligi ve
direncinden sorumludur?®. Kemik matriksi, mekanik destek saglayan ve kemik
homeostazinda 6nemli rol oynayan karmasik ve organize bir iskelet olusturur®,

2.1.4. Kemik Hiicreleri

2.1.4.1. Osteoblast Hiicreleri

Osteoblastlar, kemik hiicrelerinin toplamda % 4-6'sin1 olusturan, kemik yiizeyi
boyunca yer alan ve kemik olusumunda oOnemli goérevi oldugu bilinen kiiboidal
hiicrelerdir?’. Bu hiicreler, bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum igerir ve
belirgin sayida golgi cisimciginin yani sira ¢esitli salgi vezikiilleri igeren protein
sentezleyen hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini gosterir?” 3L,

Osteoblastlar, normal mineralize kemik olusum siirecinde kalsifiye hale gelen
organik kemik matriksinin ana boliimiinii iretir ve salgilar. Ayrica osteoblastlar
osteokalsin, sialoprotein ve osteopontin, proteoglikanlar, belirli hormon reseptorleri,
sitokinler, biiylime faktorleri, kemik matriks proteinleri dahil olmak tizere kemik
olusumu ile iliskili birgok molekiilii sentezleyebilmektedir®?. Osteoblastlardan
sentezlenen Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1), kemik dokusunda bulunan bir

kemokin olup osteoblastlarin kemik dokuyu olusturmalar1 sirasinda 6nemli bir rol

oynamaktadir®,



Osteoblast gelisiminin dort olgunlasma asamasi vardir; preosteoblast, osteoblast,
osteosit ve sinir hiicresi. Preosteoblast, osteoblastlarin onciisii olarak kabul edilir®*.

2.1.4.2. Simir Hiicreleri (Lining Hiicreleri)

Sinir hiicreleri, kemik rezorpsiyonu ve kemik olusumunun meydana gelmedigi
kemik yiizeylerini Orten sessiz diiz sekilli osteoblastlardir. Bu hiicreler ince ve diiz
niikleer bir profil sergiler; sitoplazmasi kemik yilizeyi boyunca uzanir ve graniillii
endoplazmik retikulum, golgi cisimcigi gibi birkag sitoplazmik organel gosterir®>.

Sinir hiicreleri osteositlere uzanan sitoplazmik cikintilar gdsterir®™> . Sinir
hiicrelerinin salg1 aktivitesi kemigin fizyolojik durumuna baglidir. Bu hiicreler kendi
salg1 aktivitelerini yeniden olusturabilir, boyutlarini arttirabilir ve kiibik bir goériiniim
benimseyebilirl’. Sinir hiicrelerinin islevleri tam olarak anlasilamamistir, ancak bu
hiicreler, kemikte rezorpsiyonun meydana gelmemesi gerektiginde osteoklastlar ile
kemik matriksi arasindaki direkt etkilesimi Onler ve osteoklast farklilagmasina neden
olur?.

2.1.4.3. Osteosit

Toplam kemik hiicrelerinin % 90-95'ini olusturan osteositler®’, 25 yila varan
yasam &mriine sahip en bol ve uzun omiirlii hiicrelerdir®. Kemik olusumu ve kemik
rezorpsiyonu sirasinda kendi fonksiyonlar1 ile tanimlanan osteoblastlar ve
osteoklastlardan farkli olarak, osteositler morfolojileri ve konumlari ile tanimlanmustir.
Osteositler mineralize kemik matriksi ile cevrili lakuna i¢inde yer alirlar ve burada
dendritik morfoloji gosterirler®” 3% 40, Osteositler, mezensimal hiicrelerinden kaynakl
osteoblastlarin farklilagsmasiyla olusur. Bu siiregte dort taninabilir evre belirtilmistir;
osteoid-osteosit, preosteosit, gen¢ osteosit ve olgun osteosit®. Bu kemik olusum
dongiistiniin  sonunda, osteoblastlarin bir alt popiilasyonu olan osteositler kemik

matriksine dahil edilirler. Graniillii endoplazmik retikulum ve golgi cisimcigi gibi



organellerin sayis1 azalir ve protein sentezi ve sekresyonunda bir azalmaya karsilik
gelen niikleustan sitoplazmaya gecis orani artar. Osteoblast / osteosit gegisi sirasinda,
osteositler kemik matriksine yerlestirilmeden Once sitoplazmik siire¢ ortaya ¢ikmaya
baslar?’. Osteosit hiicre gdvdesi lakuna iginde yer alirken, sitoplazmik siiregler kanalcik
denilen lakuna boslugundan ¢ikan kiigiik tiinellerden gegerek osteosit lakuno-kanalikiil
sistemini olusturur®. Osteosit lakuno kanalikiil sistemi, vaskiiler yolla oksijen ve
besinleri osteositlere ulastirir®®. Hiicre-hiicre iletisimi, osteositler ve kanallar arasinda
akan interstisyel siviyla da saglanir®?, Lakiino-kanalikiiler sistem ve osteositlerin
birbirine baglandig1 ag sistemi ile birlikte mekanik basinglart ve yiikleri tespit etme
kapasitesine sahip olmasi ve bdylece kemigin giinliik mekanik kuvvetlere
adaptasyonuna yardimci olmalar1 nedeniyle mekanosensorler olarak islev goriir®’.
Osteositler, osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin diizenlenmesi ve kemigin yeniden
sekillenmesinde orkestra sefi gibi davranirlar®® *3, Osteosit apoptozu osteoklastik kemik
rezorpsiyonuna kemotaktik sinyal olarak kabul edilmistir***’,

2.1.4.4. Osteoklast

Osteoklastlar, Howship'in lakuna veya rezorpsiyon ¢ukurlar1 olarak adlandirilan
kemik yiizeylerinde bulunan biiyiik, ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir®®. Osteoklastlar, cesitli
faktorlerin etkisi altinda hematopoetik kok hiicrelerin mononiikleer hiicrelerinden koken
alip terminal olarak farklilasmis hiicrelerdir. Bu faktorler arasinda osteoprogenitor
mezenkimal hiicreler ve osteoblastlar*® tarafindan salgilanan makrofaj koloni uyarici
faktor (M-CSF); osteoblastlar, osteositler ve stromal hiicreler tarafindan salgilanan
RANK ligand1 yer almaktadir®®,

Osteoklastlarin fonksiyonlar1 kemik liflerinin ve mineralize dokunun yikimi ve

rezorpsiyonunu igerir. Osteoklastlar bir monosit kok hiicre soyundan tiiretildigi igin,

dolasimdaki makrofajlara benzer fagositoz yeteneklerine sahiptir. Osteoklastlar



olgunlasir ve baska kemik yiizeylerine goc eder. lgili bdlgeye ulastiklarinda tartarat
direngli asit fosfataz gibi aktif enzimler mineral substratina kars1 salgilanir®,

Ruffled smirin  korunmasi (osteoklast plazmalarmin parmaks1 uzantilari)
osteoklast aktivitesi i¢cin dnemlidir. Bu yapi, lizozomal ve endozomal bilesenlerin yogun
trafigine bagli olarak olugmaktadir. Ruffled sinirda, lakuna rezorbsiyonunun
asitlenmesini ve dolayisiyla hidroksiapatit kristallerinin ¢dziinmesini miimkiin kilan bir
vakuolar tip H* ATPaz (V-ATPase) bulunmaktadir®® *° 0, Bu bolgede tartarat-direngli
asit fosfataz (TRAP), katepsin K ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) gibi protonlar
ve enzimler, kemigin ¢oziindiigii Howship lakunasina nakledilir’®>*. Bu ¢dziinme
tirtinleri daha sonra ruffled sinir boyunca endositozlanir ve plazma membranindaki
fonksiyonel salgi alanina nakledilir** *°.

2.1.5. Kemik Homeostazim Diizenleyen Lokal ve Sistemik Faktorler

Kemik remodeling siireci osteoblastlarin, osteositlerin, osteoklastlarin ve sinir
hiicrelerinin birbiriyle uyumlu hareket etmesiyle elde edilen olduk¢a karmasik bir
dongiidiir’’. Bu hiicrelerin olusumu, proliferasyonu, farklilasmasi ve aktivitesi lokal ve
sistemik faktorlerle kontrol edilir?® 22, Lokal faktorler, kemik rezorpsiyonu sirasinda
aciga ¢ikan kemik matriksi faktorlerinin yam sira kemik hiicreleri tarafindan iiretilen
biiylime faktorleri, sitokinler ve prostaglandinler gibi otokrin ve parakrin
molekiillerdir®” %8, Kemik homeostazinin korunmasinda énemli olan sistemik faktorler
arasinda paratiroid hormon (PTH), kalsitonin, 1,25-dihidroksivitamin D3 (kalsitriol),
glukokortikoidler, androjenler ve dstrojenler bulunur®®%%. PTH'ye benzer sekilde, PTH
reseptoriine de baglanan PTH ile iliskili proteinin (PTHrP) de kemigin yeniden
sekillenmesini etkiledigi bildirilmistir®.

Ostrojen kemik dokusu homeostaz1 igin énemli rol oynar. Menopozda &strojen

seviyesindeki azalma, kemik kaybmin ve osteoporozun ana nedenidir®®. Ostrojenin
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kemik dokusu iizerinde etki mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamistir. Bununla
birlikte bircok calisma, dstrojenin, osteoblast ve osteosit apoptozu inhibe ederek®°° ve
asir1 kemik emilimini &nleyerek kemik homeostazini korudugunu gostermistir. Ostrojen

osteoklast olusumunu ve aktivitesini baskiladig1 gibi osteoklast apoptozu indiikler®* >

67,68
2.1.6. Kemik Remodelling Siireci
Kemik remodelling siireci, yeniden sekillendirilmesi gereken kemik bosluklari
icerisinde gergeklesir. Bu bosluklarda, temel ¢ok hiicreli birimler olarak adlandirilan
gecici anatomik yapilarin olusumu vardir. Bu yapilar; osteoklast, kan damarlar1 ve

osteoblastlar1 igerir'® ©,

Kemik yeniden sekillendirme kompartmanini olusturan
hiicrelerin (muhtemelen smir hiicreleri), temel ¢ok hiicreli birimlerin {izerini bir hiicre
ortiisii ile kaplandig1 6ne siiriilmiistiir®®. Kemik yeniden sekillendirme kompartmaninin
kemik yilizeyi tizerindeki sinir hiicrelerine bagli oldugu goriilmekte olup kemik
matriksinin icerisine yerlestirilmis osteositler ile iletisim halindedir®® 2L,

Kemik remodelling dongiisii, osteoklastlar tarafindan olusturulan kemik
rezorbsiyonu ile baslayan bir baslangi¢ faziyla baslar, bunu osteoblastlar tarafindan bir
kemik olusumu asamasi izler ve bu iki faz arasinda bir gegis fazi vardir. Dongii
osteositlerin ve sinir hiicrelerinin koordineli eylemleriyle tamamlanir’® 72,

Kemik formasyonu ve kemik rezorpsiyonu kemik yiizeyinde rastlantisal olarak
meydana gelmez, eski kemigin yeni kemikle yer degistirdigi turnover mekanizmasinin
bir pargast olarak koordine edilirler. Normal yetiskin iskeletinde, kemik olusumu,
cogunlukla, kemik erimesinin gerceklestigi yerlerde meydana gelir. Yeniden modelleme

alanindaki hiicresel aktivitenin bu temel prensibi Aktivasyon-Resorpsiyon olusum

dizisidir’®.
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Osteoklastlar ve osteoblastlarin yani sira, kemik remodeling dongiisii sirasinda
osteositlerin kilit rol oynadig1 gdsterilmistir’. Osteositler, kemik remodelling siirecinde
orkestra sefleri gibi hareket ederler, osteoblast ve osteoklast aktivitelerini etkileyen
faktorler olustururlar®’. Mekanik etkiler osteositi uyarirken, prostaglandin E2 (PGE2),
prostasiklin (PGI2) ve nitrik oksit (NO)">" gibi kemik iizerinde anabolik etki yapan
faktorler iretilir. Ayrica mekanik etkinin azalmasi anabolik faktorleri azaltir ve osteosit
aktivitesini inhibe eden sklerostin, Dickkopf WNT sinyal yolu inhibitérii 1 (DKK-1)'i ’®
9 ve lokal osteoklastogenezi uyaran spesifik faktorleri iiretmek igin osteositleri uyarir®.

2.1.7. Kirik Iyilesmesi

Kirik iyilesmesi ii¢ asamada gerceklesmektedir®’;

1-Inflamatuar Siirec

2-Onarim Siireci

3-Remodelling Siireci

Inflamatuar siiregte; dncelikle kanama ve piht1 olusumu gozlenir. Cogunlukla
periosteal ve endosteal damarlardan olmak iizere kirik uglarindan kanama meydana
gelir. Kirik uglar1 arasinda bir ptht1 olusur®. Piht1 olusumunu takiben inflamatuar
hiicreler (makrofajlar, monositler, lenfositler ve polimorfoniikleer hiicreler) ve
fibroblastlar prostaglandinler araciligiyla ¢evre dokulardan kemige infiltre olmaktadir®?,
Meydana gelen sislik ile periosteumda gevseme meydana gelir. Kirik bdlgede
kanlanmanin bozulmasi, oksijenlenmenin azalmasma ve osteositlerin canliligini
kaybetmesine yol agarak nekroz gelismesine neden olur®?. inflamatuar hiicre gocii
sonucunda graniilasyon dokusu olugmakta ve ¢evre dokulardan vaskiiler doku biiyliimesi
olmaktadir. Bunun sonucunda da kirik bdlgesine mezenkimal hiicrelerin  gogii
goriilmektedir. Bu donemde baglica besin ve oksijen kaynagi, hasar sonucu agiga ¢ikan

kanselloz kemik ve kas yiizeylerinden olmaktadir®. Graniilasyon dokusu 3-4 giin
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boyunca organize olmaya devam eder ve osteoblastlar da bu doku igerisinde
tiretilmektedir. Es zamanli olarak, lokal olarak salinan faktorler de revaskiilarize alani
anjiyogenez igin uyarir®,

Onarim siireci gegici kallus olusumu ile baslar. Organize pihti, kollajen iireten
fibroblastlari, kondroblastlari ve osteoblastlari matriksin alt yiizeyinde bulundurur.
Olusan doku ilk basta kikirdak ve fibrokartilaj adi verilen bag dokusunun bir
karigimidir. Bu doku 2-6 hafta boyunca kendi icerisinde organize olmaya devam ederek
kemige doniigiir ve olusan dokuya kallus ismi verilir. Kirik boyunca iyilesme kirik
uclarinda baslar. Subperiosteumdan baslayarak kirik ucglarinda ossifikasyon goriiliir.
Baslangigta nispeten olgunlagsmamis ve daha az kararli 6rgii kemik {iretilir. 6-12 hafta
siiresince gegici kallus boyunca bulunan kirik bosluklarinda kopriiye benzer
ossifikasyon alanlart olusur. Ayni zamanda yapisal olarak daha saglam lamellar kemik
seklinde matiirasyon goriiliir ve kirik hatt: birlestirilir®.

Kemik remodelling siireci; sert kallusun yeni kortikal veya trabekiiler kemigin
yer degistirdigi bir siire¢ ile karakterizedir. Yeni kemik sekresyonu yapan osteoblastlar
ile kemik yilizeyinin rezorpsiyonunu saglayan osteoklastlar bu evrede 6nemli bir rol
oynar. Osteoklastlar 6zellikle matriksin demineralize edilmesi ve kollajen gibi organik
bilesenlerin  indirgenmesi  i¢in asit ve proteinazlar1 rezorpsiyon alanina
pompalamaktadir. Osteoblastlar, osteoklast davranisini etkileyen, kemik olusum ve
rezorpsiyon koordinasyonundan sorumlu sitokinleri salgilar®385,

Iyilesen kirik bolgesi cevresine uygulanan kuvvetlerde ilk iki yila kadar uyum
stireci devam etmektedir. Farkli kemiklerde remodelling siireci de farkli olmaktadir ve
cocuklar yetigkinlere gore 6zellikle de yashlara kiyasla belirgin bir sekilde remodelling

kabiliyetine sahiptir®.
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2.2. Obezite

2.2.1. Obezitenin Tanim

Obezite, kalori alim1 ve harcanmasi arasindaki farkla ortaya c¢ikan, viicutta
harcanan enerjiden daha ¢ok besin alindiginda goriilen ve viicutta asir1 yag birikimi ile
gelisen ¢ok yonlii bir hastaliktir. Obezitenin olusumunda; genetik, nérolojik, endokrin,
sosyoekonomik, psikolojik faktorler ile birlikte fiziksel aktivite azlig1 ve cinsiyet de
etkili olmaktadir®. Obezite, basta kardiovaskiiler ve endokrin sistem olmak iizere
viicudun tiim organ ve sistemlerini etkileyerek ¢esitli bozukluklara ve hatta 6liimlere yol
acabilen 6nemli bir saglik problemidir®’.

Diinya Saghgi Orgiitine (WHO) goére diinya capinda obezite 1975'ten beri
neredeyse Ui¢ katina ¢ikmistir. 2016 yilinda 18 yas ve ustii 1.9 milyardan fazla yetiskin
asir1 kilolu olup 650 milyondan fazlasi da obezdi. 2016 yilinda 5 yasin altindaki 41
milyon ¢ocuk asir1 kilolu veya obezdi. 2016 yilinda 5-19 yas arasindaki 340 milyondan
fazla ¢ocuk ve ergen fazla kilolu veya obezdi. Obezitenin bu denli yaygin bir hastalik
olusu ve bircok morbiteyle iligkili olmasi {izerinde dikkat edilmesi gereken bir durum
olarak karsimiza ¢ikmasina neden olur.

Obezite tanisinda kullanilan bir¢ok yontem olmasina ragmen, giiniimiizde tanida
en ¢ok kullanilan ydntemler beden kitle indeksi (BKI) ve bel gevresi dl¢iimiidiir. BKI
kilogram olarak viicut agirlifinin metrekare olarak boya boliinmesi ile hesaplanir.
WHO, yetiskinlerde BKI icin saglikli arahigm 18.5-24.9 arasinda oldugunu
belirtmektedir. Asir1 kilolular i¢in viicut kitle indeksi olarak 25-29.9 aralig1 tanimlanir
ve 30 veya daha yiiksek viicut kitle indeksi i¢in ise obezite tanimlamasi yapilir.
WHO’ya gbre obezite siniflamas1 Tablo 2.1°de gosterilmistir®’.

Beden Kitle Indeksi = Viicut agirlig1 (kg) / Boy (m?)

14



Yetiskinlerde BKI araliklari, kisilerin yaslarna bakilmaksizin erkekler ve
kadinlar i¢in aynidir. Klinik ve arastirma amacli obezite li¢ kategoriye ayrilir: smif |
(30-34.9), smuf II (35-39.9) ve smuf III (> 40)%. Asir1 obezitenin artmasiyla
arastirmacilar ve klinisyenler, simif III'i siiper obezite (BMI 50-59) ve siiper-siiper

obezite (BKI> 60) olmak iizere ikiye ayirdilar®®.

Tablo 2.1. Beden kitle indeksine gore obezitenin siniflamasi®’

SINIFLANDIRMA BKi(kg/m?)
Zayif <18.5
Normal kilolu 18.5-24.9
Fazla kilolu 25-29.9
Obezite <30
Obezite (smif 1) 30-34.9
Obezite (smif 2) 35-39.9
Morbid (asir1) Obezite (smif 3) >40

2.2.2. Obezitenin Simiflandirilmasi ve Ol¢iim Yéntemleri

Obez bireyler sadece asir1 yag kiitlesi bakimindan degil, ayn1 zamanda farkl
viicut bolgelerindeki bolgesel yag dagilimi bakimindan da farklidir. Yagin viicudun
etrafinda periferik olarak tahsis edildigi, android-elma tip obezite (erkeklerde) ve jinoid-
armut tip obezitede (kadinlarda) yag dagilimi arasinda ayrim yapmak 6nemlidir®.

Jinoid Tip Obezite: Gluteal ve femur iizerinde yag toplanmasi jinoid tip, kadin
tipi, periferik tip, armut tipi veya femoral obezite olarak tanimlanmaktadir. Bu obezite
tipi yag hiicre sayisindaki artis ile gelisen obezite modelidir. Hiperplastik obezite tipi

olarak bilinir®L,
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Android Tip Obezite: Her iki cinste de karin bolgesinde yag toplanmasi;
android tip, erkek tipi, santral, abdominal, elma tipi veya visseral obezite olarak
tanimlanmaktadir. Android obezitede ise yag hiicreleri biiylimustiir. Yani hipertrofik bir
obezite tipidir®.

Obezite Olciim Yontemleri

Antropometrik Ol¢iimler®?

1. Viicut Kitle indeksi

2. Viicut Yag Orani

3. Bel-Kalga Orani

4. Deri Kalinliklar1 Olgiimii

Laboratuvar Yéntemleri ile Yapilan Ol¢iimler®?

1. izotop ve kimyasal diliisyon yontemi (viicut suyu, viicut potasyumu)

2. Viicut yogunlugu ve hacmi (su alt1 6l¢limii, pletismografik yontem)

3. [lletkenlik (total viicut elektriksel gecirgenlik, biyoelektrik impedans analizi)

4. Goriintiileme yontemleri (ultrasonografi, bilgisayarli tomografi, manyetik

rezonans, dual enerji x 15101 absorpsiyometresi)

2.2.3. Obezitenin Patolojisi ve Etiyolojisi

Obezitenin etiyolojisi multifaktoriyeldir. Genetik, hormonal ve c¢evresel
faktorleri iceren karmasik bir etkilesim sonucu ortaya cikar®®. Viicut agirligi, hem
cevresel hem de merkezi faktorleri igeren ¢ok yonlii bir sistem tarafindan diizenlenir.
Obezitenin sekonder patolojik nedenleri diger tedaviler baglamadan 6nce endokrinolog
tarafindan dislanmasi gereken ilaglar ve ndroendokrin hastaliklar1 (hipotalamik, hipofiz,

tiroid ve adrenal) igerir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. Obezite Etyolojisi®®

Cevresel sebepler

Diyet faktorleri

Fiziksel aktivite eksikligi
Yasam tarzi faktorleri
Noroendokrin obezite
Hipotalamik obezite

Travma

Tiimorler

Inflamasyon

Cerrahi

Artan intrakraniyal basing
Cushing sendromu

Hipotiroidi

Polikistik Over Sendromu
Biiylime hormonu eksikligi
Hipogonadizm

Insiilinoma ve hiperinsiilinemi
Psodohipoparatiroidizm
[laclar

Antipsikotikler
Antidepresanlar
Antikonviilsanlar

Steroidler

Adrenerjik antagonistler
Serotonin antagonistleri

Oral hipoglisemik ajanlar
Genetik ve konjenital bozukluklar
Prader-Willi sendromu
Bardet-Biedl sendromu

Leptin eksikligi

Albright kalitsal distrofisi
Alstrom-Hallgren sendromu
Cohen sendromu

Carpenter sendromu
Beckwith-Wiedemann sendromu
Psodohipoparatiroidizm tipi 1a
Hamilelik ve menopoz

Yeme bozukluklar1 ve psikolojik nedenler
Bulimia nevroza

Stres

Anormal yeme aliskanliklar
Depresyon, giiven eksikligi ve benlik saygisi
Sosyal faktorler
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2.2.4. Obezite Tle iliskili Komorbiditeler

Obezite ile iliskili kronik komorbiditeler, fiziksel veya psikolojik semptomlar ve
fonksiyonel sinirlamalar ile iligkilidir, bu da yasam kalitesi lizerinde onemli negatif
etkiye ve mortaliteye sahip olabilir. Obezite ile iliskili en ¢ok bilinen hastaliklar insiilin
direnci, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliktir ve riskleri BKI ile orantilidir. Asiri
kilolu ve obezite ile iliskili diger taninmis komplikasyonlar arasinda obstriiktif uyku
apnesi, alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaligi, osteoartrit, polikistik over
sendromu ve mortalite artis1 sayilabilir®.

2.2.5. Deneysel Olarak Olusturulan Obezite Modelleri

Obezite insidansi diinya capinda siirekli artig egiliminde olup obeziteyle iliskili
birgok ciddi saglik problemine yol agmaktadir®. Bu durum insandakine benzer obezite
ve komorbiditelerinin zelliklerini paylasan hayvan modellerinin deneysel olarak
benzerinin olusturulup yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir®-
9%

RAT OBEZITE MODELLERI

2.2.5.1. Monogenik Mutasyonlar

Leptin Reseptor Eksikligi Olan Ratlar: Zucker Yagh Rat (ZYR) ve
Koletsky Rat

1961'de L.M. Zucker ve T.F. Zucker obezite arastirmasinda yeni fikirlere yon
veren kromozom 5 {izerinde bulunan, yag tizerine etkili (fa) gende otozomal resesif
mutasyonunu  bildirmislerdir®®. Daha sonra fa geni leptin reseptdr geni olarak
gosterilmistir'®.

Lep®/ Lep® faresine benzer sekilde olusturulan leptin direngli obezite rat modeli
leptin reseptoriinde mutasyonlar vardir. Obez Zucker (fa / fa veya yagh rat) ve Koletsky

rat, leptin reseptdriiniin hiicre dis1 alaninin mutasyona ugramis formlarini tasir. Bu
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modeller hiperfaji ve enerji tiiketiminin azalmasina benzer bir fenotip gelistirerek
morbid obeziteye yol agarlar® %,

Wistar Yagh Rat (WYR)

1981'de lkeda ve ark. baska bir obezite rat modeli olan Wistar yagl rat1 (WYR)
bildirmistir!®?. WYR, fa geninin ZYR'den zayif glukoz toleransi sergileyen Wistar
Kyoto ratlaria aktarilmasiyla tiiretilmistir'®. Zucker (fa / fa) ratma benzer sekilde,
WYR, insiilin direnci, hiperinsiilinemi ve hiperlipidemi gibi obezite ve komorbiditeler
gelistirir. Insiilin direnci, beyinde ve cevresel organlarda (karaciger) azalan insiilin
baglanmas ile iliskilidir®’.

Otsuka Long Evans Tokushima Yagh (OLETF) Rati

Otsuka Long Evans Tokushima Yaglhh (OLETF) ratlar1 hafif bir obezite
modelidirl%%1% OLETF ratlarinda dogumdan birkag hafta sonra hiperfaji baslar ve artan
viicut agirligi sonunda obezite meydana gelmektedir®®. OLETF ratlari, obezite ve
diyabet arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir!®? 105,

2.2.5.2. Diyete Bagh Obezite

2.2.5.2.1. Yiiksek Yagh Diyet

Leptin eksikligi olmayan model olarak obezite arastirmasinda siklikla yiiksek
yagh bir diyet (YYD) kullanilmaktadir. Yag agisindan zengin olan diyetler, sadece
insanlarda obeziteyi tesvik etmekle kalmaz, ayn1 zamanda hayvanlar1 da obez yapar'%-
108 Rodent 19112 diyetindeki yag seviyesi ile viicut agirlig1 veya yag kazanci arasinda
pozitif bir iligki bulunmustur. YYD tiiketen ratlar, minimum miktarda yag i¢eren diyet
tiketenlere oranla daha hizli kilo alirlar. 1949'da farelerin, ilk kez, yari sivi,
lezzetlendirilebilen bir diyet ile ad libitum (serbest) olarak beslenmesiyle obezite

indiiklendi'!®. Daha sonra 1953 yilinda, Fenton & Dowling, obeziteyi indiiklemek igin

stitten kesilmis farelerde toplam enerjinin % 50'sinde yag iceren YYD’ler kullandilar ve
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elde ettikleri sonucu besinsel obezite olarak adlandirdilar!'4, ancak model daha sonra
obezite diyeti olarak yeniden adlandirildi®.

2.2.5.2.2. Kafeterya Diyetiyle indiiklenmis Obezite

Farelere, insandakine benzer bati diyetini (kafeterya diyeti) taklit eden lezzetli
bir diyet uygulandiginda obez olurlar''®118, Kafeterya diyetine bagl obezite, esas olarak
artan yag tikketiminin kismen harcandigi hiperfajiden ve kahverengi yagin sempatik
aktivasyonu nedeniyle diyetle indiiklenen termogenezden kaynaklanmaktadir. Kafeterya
diyetlerinde obezite olusumu, artan yeme sikliginin yani sira ortalama yemek
biiyiikliigiindeki artisa da baglhdir'?’.

2.2.5.2.3. Dogum Sonrasi Kiiciik Kafeslerde Yetistirme ve Asir1 Beslenmeye
Bagh Obezite

Kafes boyutunun manipiilasyonu ile farelerde ve ratlarda dogum sonrasi asiri
beslenme, obezite modeli olarak kullanilmistir ayrica kiiciikk kafes boyutunun biiyiik
kafes boyutuna oranla obezitenin gelismesinde daha etkin oldugu gériilmiistiir'!®-12L,
Erken asir1 beslenilmeye baslanilmasi, onemli 6l¢iide daha yiiksek viicut agirligina
sahip yetiskin hayvanlara yol acar ve bu durum artmis adipozite, erken leptin direnci,
hiperinsiilinemi ve glukoz intoleransi ile iligkilidir. Siitten kesildikten sonra YYD
uygulanildiginda yavrudaki etki giiclendirilebilir. Anneden bagimsiz olarak rat
yavrularmin asir1 beslenmesi, erigskinlik doneminde obez olma egiliminin artmasina da
yol agmaktadir!??,

2.2.5.2.4. Annenin Asir1 Beslenmesi ve Yiiksek Yagh Diyetlere Maruziyeti

Intrauterin ve perinatal gevre, enerji dengesinin yasam boyu kontroliinde énemli
bir rol oynar. Hamilelik esnasinda uygulanan diyette enerji aliminin ve tiiketiminin

kontroliiniin ¢ocuklarin ileriki donem metabolizmasini etkileyebilecegi bilinmektedir.

Hamile ratlar1 beslemek igin uygulanan YYD bir diyetin yavrular tizerinde belirgin bir
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etkisi bulunmaktadir'?>1?, Diyetle indiiklenen obezitedeki anne ratlarin yavrular1 diger
hayvanlarin yavrularindan daha agir ve daha obezdir. Benzer sekilde, insanlarda
annelerin YYD ile beslenmesi yavrularin yetiskin yasaminda belirgin bir sekilde artan
obezite riskine yol agar!?2-1%,

2.2.5.3. Cerrahi ve Kimyasal Obezite Modelleri

2.2.5.3.1. Ventromedial Hipotalamusun Lezyonu

Kemirgenlerde indiikklenen obezite modellerinden biri olan mediobazal
hipotalamusun ventromedial / arkuat bolgesinin cerrahi lezyonlari; hiperfajiye, viicut
agirh@inda artisa ve adipoziteye neden olur. Ventromedial hipotalamusun lezyonuyla
indiiklenmis obezitenin ortaya ¢ikma nedenleri hala belirsizken, sempatik ve
parasempatik sinir sistemlerindeki bir degisiklik sendroma katkida bulunur. Bu
degisiklikler azalmis aktivite ve enerji harcamalar ile iliskilidir. Hiperfaji muhtemelen
POMC néronlarinin ve hipotalamik arkuat ¢ekirdekte beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF) iireten noronlarin tahrip edilmesinden kaynaklanmaktadir!?’-1%,

2.2.5.3.2. Hipotalamik Paraventrikiiler Niikleusun Lezyonu (PVN Lezyon)

Ventromedial hipotalamusun lezyonlarmna benzer sekilde, hipotalamik
paraventrikiiler niikleusun lezyonlar1 da obeziteye neden olur. Obezite esas olarak artan
yeme isteginden kaynaklanir. PVN lezyonlu ratlarda obezite sonunda insiilin direnci ve
hiperinsiilinemi meydana gelir®® 130 131,

2.2.5.3.3. Arkuat Niikleusun Lezyonu (ARC Lezyonu)

ARC lezyonunun anatomik sekli ve yeri nedeniyle segici bir cerrahi lezyonunun
yapilmas1 zordur. Simdiye kadar yapilan ¢ogu lezyon, ventromedial alan dahil olmak
lizere tlim mediobasal hipotalamusu kapsamistir. Alternatif olarak, ilk 10 postnatal giin

icinde neonatal ratlara tekrarlanan monosodyum glutamat kullanimi, PVN'ye yansiyan

ARC ndronlarmin nispeten segici yikimina yol a¢gmustir. Monosodyum glutamat
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lezyonlu ratlar hiperfajiktir ve daha sonra insiilin direnci ve hiperinsiilinemi ile obezite
gelistirir™?.  ARC néronlari, ayni zamanda, altin tiyoglukozun lokal olarak
uygulanmasiyla da yok edilebilir ve bu da benzer bir obezite fenotipine neden olur!3*
135

2.2.5.3.4. Ovariektomi

Kadinlarda gonadektomi, yemek yemedeki artigla birlikte viicut agirliginda artisa
neden olur. Disi ratlarda ve farelerde ovariektomi (OVX), menopozda ortaya ¢ikan
artmis kadin obezitesinin bir modeli olarak kullanilmistir. Ostradiol eksikliginden otiirii,
OVX ratlar1 ve fareleri, Ostrusta yemekte dongiisel diisiis sergilemezler. Bu siklik etki,
OVX hayvanlarinda ostradiol replasmani ile restore edilebilir. OVX ratlarinda, diyetin
diger gilinlerinde, Gstradiol eksikligine bagli olarak bir tonik disinhibisyona igaret eden
yemek yeme ihtiyacinda artis goriilir. OVX sonrast yeme artisinin altinda yatan
mekanizmalar net degildir; dongiisel etki muhtemelen kolesistokinin (CCK), Glukagon
Benzeri Peptid-1 (GLP-1), glukagon gibi yeme ihtiyacinin denetleyicileri {izerindeki
ostradiol etkisinden kaynaklanir!3¢-139,

2.2.5.3.5. Kahverengi Adipoz Doku (KAD) Ablasyonu

Kahverengi adipoz doku (KAD), enerji tiikketiminin kontroliinde énemli bir rol
oynar. KAD, enerjiyi 1s1 olarak dagitan protein 1'i (UCP-1) ifade eder. KAD ablasyonu
olan transgenik fareler, belirgin bir sekilde obezdir ve enerji tiikketiminde azalmaya
sahiptirl4® 41, Bu farelerde KAD"in ablasyonu, UCP-1 eksprese eden hiicrelerde difteri
toksini A'nin eksprese edilmesiyle saglanmakta ve bu da KAD'm yaklagik % 70'inin
ablasyonuna yol ag¢maktadir. Obez fenotip, YYD ile Dbeslenen farelerde

gelistirilmistir'4°.
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2.3. Leptin

Leptin, 167 amino asit igeren protein yapisinda bir hormondur, molekiil agirlig
16 kDa’dur. Yapist IL-6 ve IL-11 ile benzerlik gosterir. Biyolojik aktiviteden N-
terminal bolgesi sorumludur’?, Leptin, ob geni tarafindan kodlanir. Ob geni, farelerde 6
no’lu kromozomda, insanlarda 7. kromozomun uzun kolundadir}*3. Leptin, baslica
adipositlerde sentezlenirken, plasentada ve midenin epitelyum hiicrelerinde, iskelet kasi,
hipofiz ve meme bezinde de sentezlendigi bilinmektedir.

Leptin sekresyonunu; adipoz dokudan, asir1 yeme, obezite, insiilin,
glukokortikoidler, akut enfeksiyon ve proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1); iskelet
kasindan, glukoz, glukozamin, lipidler; plasentada, insiilin, glukokortikoidler, hipoksi;
midede beslenme ve kolesistokinin artirir. Aclik, soguk, [-adrenerjik agonist,
testosteron ise adipoz dokudan leptin sekresyonunu azaltir'®,

Leptinin atilimi1 baslica bobrekler yoluyla olur®. Leptin kanda serbest ve
proteine bagli olarak iki formda bulunmaktadir. Serbest form, leptinin aktivitesinden
sorumludur. Yapilan tibbi ¢alismalarda, obez insanlarda leptinin biiyiik oranda serbest
sekilde bulundugu ve serbest leptin seviyelerinde artis oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
obezite olusumunda asil sorunun “leptin eksikligi degil, leptin direncidir” hipotezini
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destekleyen kanitlardan biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir™. Fizyolojik sartlarda

adipositlerde eksprese edilen leptin miktari, hiicrelerin yag igerigi ile korelasyon

gosterir*’. Leptin salinimi sirkadiyen ritim gosterir ve cesitli faktdrlerle diizenlenir'®,
Leptin direncinde, obez bireylerin ¢ogunda goriilen bu durum leptinin etkisiyle

celismektedir. Leptin rezistansi; 1) Leptinin kan beyin bariyerinden geg¢isinin bozulmasi

ve ii) Leptin reseptorlerinin bozulmasi olarak siiflandirilabilir. 16 kDA molekiil

agirhiginda olan leptinin kan beyin bariyerini gegmesi kolay degildir. Uzun siire agliktan
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sonra ortaya c¢ikan triagilgliseroller, leptinin kan beyin bariyerinden ge¢isini inhibe
ederler 14,

2.3.1. Leptin Geni

Leptin geni ilk defa 1994 tarihinde farelerde bulunmustur'®. Leptin gen
mutasyonu ilk defa Pakistan asilli bir ailede 8 yasinda bir kiz ve 2 yasinda bir erkek
kuzende saptanmistir. Bu hastalarda obezite 3-4 aylikken baslamis olup siddetli
hiperfaji gelisimi goriilmustiir. S6z konusu hastalarin serum leptin seviyelerinde sifira
yakin degerler saptanmistir. Aglik kan sekerlerinin normal ancak insiilin diizeyleri ve
TSH diizeylerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir'®:.

2.3.2. Leptinin Etki Mekanizmasi

Leptin, metabolik etkilerini, santral sinir sistemi ve periferik dokularda bulunan
kendine 6zgii reseptorleri sayesinde gergeklestirir®?,

Leptin kemik Kkitlesini hipotalamus iizerinden farkli iki mekanizma ile kontrol
eder. Birinci olarak, hipotalamusun gold-thioglucose duyarli nd&ronlarindaki
reseptOrlerine baglanarak sempatik sistemi aktive eder. Bu da osteoblastlarin
cogalmasmi ve farklilasmasini kontrol eder. Boylelikle kemik olusumu artar'® 154,
Leptin, osteoblastlarin sempatik stimulasyonu ile osteoblastlardaki niikeer faktor kapa
beta ligandi (RANKL) ekspresyonunu arttirir, sonugta kemik rezorbsiyonu da artmis
olur™. Ikinci olarak; leptin, arkuat niikleus néronlarindaki pro opiomelanokortin
(POMC) iizerindeki reseptorlerine baglanarak hipotalamik CART (Cocaine and
Amfetamin Regulated Transcript) ekspresyonunu arttirir ve bilinmeyen bir mekanizma
ile RANKL ekspresyonunu azaltarak kemik rezobsiyonunu inhibe eder®3,

Hipotalamus iizerinde gerceklesen bu iki etki mekanizmasima ek olarak leptin,
direkt osteoblastlar {izerindeki reseptdrlerine baglanir, bdylece osteoblastlarin

biiyiimesini ve kemik mineralizasyonunu da arttirir!®®,
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan, calismanin gerek¢e, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
incelenmis olup 30/03/2018-4 tarih ve sayili oturumunda, 62 no’lu karar ile tez projesi
olarak onaylanmistir ve Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma  Projeler
Koordinatorliiginin ~~ TDH-2018-6724  proje  numarasi  ile  desteklenerek
gerceklestirilmistir. Deneysel ¢alismalarimiz Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinde yapilmistir.

Calismamizda denek olarak, Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden temin edilen Sprague Dawley 1rk1 40 adet erkek rat kullanildi. Denekler
12 saat aydinlik / 12 saat karanlik siklusu uygulanarak ortam sicakligi 24-26°C olacak
sekilde paslanmaz tel kapaklar1 olan plastik kafesler igerisinde, {izeri hava alabilecek
sekilde tutuldu. Caligsma siiresince kafesler 3 giinde bir diizenli olarak temizlendi.

3.1. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Denekler yas ve agirlik olarak siniflandirilarak, obez diyet grubu (OD) ve
normal diyet (ND) grubu olmak iizere 2 ayr1 gruba ayrildi. Ug haftalik 40-60 gr.
agirligina sahip toplamda 20 adet sprauge dawley cinsi rat OD grubuna dahil edildi.
ND grubuna ise 12 haftalik 250-300 gr agirliga sahip 20 adet Sprauge Dawley cinsi rat
dahil edildi.

Deneklerin ¢aligmaya dahil edilme yaslarinin farkli olmasinin nedeni; OD
grubundaki ratlarin 8 haftalik YYD diyet ile beslenerek deneye baslanildiginda 12
haftalik yastaki deneklerle yas¢ca ayni olmasini saglamakti. Bunu gerceklestirmekteki
amacimiz deneklerin deney baslangiglarindaki yaslarinin ayni olmasini saglayarak
calismamizi standart hale getirmekti ve OD gruptaki deneklerin ND grubundaki

deneklere oranla kilo artiglarindaki farkin belirlenebilmesiydi.
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Secilen obezite ve normal gruplardaki toplam 40 denek ortama uyum saglamasi
amaciyla 1 hafta boyunca standart pelet yem ve su ile ad libitum (serbest) beslendi. Bir
haftanin sonunda ise denekler rastgele her grupta 10 adet rat olacak sekilde kendi
aralarinda uygulama ve kontrol olmak iizere 2 gruba ayrild1.

Uygulama gruplar1 olarak obez diyet uygulama (ODU) ve normal diyet
uygulama (NDU) gruplari olusturuldu. Kontrol gruplari olarak da obez diyet kontrol
(ODK) ve normal diyet kontrol (NDK) gruplar1 olusturuldu. Normal diyet gruplarina %
8 yag icerigine sahip pelet yem uygulamasi gerceklestirildi (Tablo 3.1). Obezite
gruplarinin olusturulmasi i¢in 8 hafta boyunca YYD (D12492, research diets, New
Brunswick, NJ USA) uygulamasi yapildi (Sekil 3.1). Pelet yem seklinde hazirlanmig
olan rodent diyet yemi % 35 oraninda yag igcermektedir. Yiiksek yagl rodent diyet
yemi, toplam kalorinin % 60’1n1 yag igeriginden saglamaktadir (Tablo 3.2). Calisma
siresince haftalik olarak hayvanlarin agirliklart ve yedikleri yem hassas tartida
Olciilerek kayit altina alinmistir.

Deneklerin gruplara gore dagilimi: ( Ntoplam=40)

1. Normal Diyet Kontrol (NDK) grubu (n=10)

2. Obez Diyet Kontrol (ODK) grubu (n=10)

3. Normal Diyet Uygulama (NDU) grubu (n=10)

4. Obez Diyet Uygulama (ODU) grubu (n=10)

3.2. Obezite Gruplarinin Olusturulmasi

3 haftalik 40-60 gr. agirhigina sahip toplamda 20 adet rat obezite grubuna dahil
edildi. Denekler ortama uyum saglamas1 amaciyla 1 hafta boyunca standart pelet yem
ve su ile ad libitum (serbest) beslendi. Bir haftanin sonunda ise denekler rastgele her
grupta 10 rat olacak sekilde kendi aralarinda da uygulama ve kontrol olmak tizere 2

gruba ayrildi. Ikinci haftadan itibaren ratlarda kilo alimini ve yag birikimini indiiklemek
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i¢in 8 hafta boyunca YYD’e ad libitum (serbest) erisim izni verildi (Sekil 3.2). Ratlarin

viiciit, agirliklar ve boylari haftada bir kez olmak tizere takip edilerek kaydedildi.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan standart pelet yemin kalori icerigi ve enerji yogunlugu

Protein; % 26

Yag; % 8
Karbonhidrat; % 66

Enerji yogunlugu; 3.77 kecal / g

<
&
"
OpenSource
| M DIETS’

| sz D12492 |/
!B', Rodent Diet With 60 kcal% Fat

With Blue Dye

Lot: 18091103 1/2" Pellet:

JHN A Standard Packed 1x 12.5 kg
Expires: Mar 31, 2019 TotalNetWt: 12.5 kg

RESEARCH:

DIETS®

wWWW.R€Searthpiets.com

Sekil 3.1. Calismamizda kullandigimiz pelet D12492 rodent diyet yemi
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Sekil 3.2. Ratlarda kilo alimin1 ve yag birikimini indiiklemek i¢in YYD’e ad libitum

(serbest) erisim saglanmasi

Tablo 3.2. Calismada kullanilan YYD’in kalori igerigi ve enerji yogunlugu

Protein; % 20
Yag; % 60
Karbonhidrat; % 20
Enerji yogunlugu; 5.21 kcal / ¢
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Toplam 9 hafta boyunca siiren bu takip sonucunda her iki gruptaki deneklerin
BKI hesaplamalar1 yapilarak obez olup olmadiklar1 degerlendirildi. Boyun
hesaplanmas Fisler ve ark. ** bildirdigi iizere; burun ucundan kuyruk baslangicina olan
mesafenin 6l¢iimii ile yapildi. Deneklerin agirliklar1 haftalik olarak hassas tartilarda
oleiildii. Olgiilen agirlik ve boy parametreleri BKI formiilii kullanilarak hesaplandi ve
BKI sonuglar1 5 kg/m?den biiyiik olan deneklerin obez oldugu kabul edildi.

3.3. Cerrahi Yontem

Cerrahi iglemler Oncesi, sterilizasyona dikkat edilerek kullanilacak olan cerrahi
malzemeler prosediirlerin gerceklestirilecegi masaya 6zenle yerlestirildi (Sekil 3.3).

Deney hayvanlarma % 2’lik Ksilazin (10 mg/kg) (Xylazinbio, Bioveta, Cek
Cumbhuriyeti) ve % 10’luk Ketamin HCI (50 mg/kg) (Ketalar®, Pfizer, New York,
ABD) anestezisi intraperitonal olarak verildi (Sekil 3.4). Anestezi derinligi, goz kapagi
refleksinin kaybolmasi ve enjeksiyon yapilmayan taraftaki ayagin ¢imdiklenmesiyle
olusan tepkiye gore degerlendirildi. Ayaginda tepki goriilen deneklerde anestezinin
derinlesmesi icin beklenerek tekrar test yapildi. Tepki vermeye devam eden hayvanlara

ek anestezi verildi.
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Sekil 3.3. Cerrahi islem 6ncesi hazirlik safhasi
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Sekil 3.4. Intraperitonal anestezi uygulamasinin gergeklestirilmesi

Ratlarda kafa derisi enseden alina kadar tirag edildi. Cerrahi islem uygulanacak
alanin antisepsi islemi % 10’luk povidon iyot soliisyonu (Dermosept®, Baticonol, ALG
fla¢ Sanayi, Tiirkiye) ile gergeklestirildi.

Orta hatta 20 no’lu bisturi yardimiyla 20 mm longitiidinal bir cilt insizyonu

yapildi ve periost elevatorii ile periost kaldirildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. 20 mm longitiidinal bir cilt insizyonun gergeklestirilmesi

Periostun kaldirilmasini takiben ekartor yardimi ile frontoparietal bolge islem
icin ulagilabilir hale getirilerek olusturulacak kemik defektinin yeri belirlendi (Sekil

3.6).

Sekil 3.6. Orta hatta deri insizyonunu takiben frontoparietal bolgenin ekartasyonu
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Deneklerde kritik kalvaryal defekti olusturabilmek i¢in 5 mm. i¢ ¢apa sahip

trephan frezler kullanildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Kalvaryal defektlerin olusturulmasinda kullanilan trephan frezler

Defektler, irrigasyon uygulamasi altinda tur motoru kullanilarak olusturuldu

(Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Defektlerin olusturulmasi esnasinda kullanilan tur motoru

Deneklerde kaviteler, bregma noktasi referans alinarak parietal kemiklerde
olusturuldu (Sekil 3.9). Sogutma ve a¢iga ¢ikan kemik dokularini uzaklastirmak
amactyla steril sodyum kloriirle irrigasyon yapildi. Kavite agilirken dura materin zarar

gormemesine dikkat edildi.
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Sekil 3.9. Bregma noktasi referans alinarak parietal kemiklerde trephan frez yardimiyla
5 mm c¢apinda kavitelerin olusturulmasi

4/0 Vicryl ile periost; 3/0 Vicryl ile de cilt insizyonu siiture edildi (Sekil 3.10 ve
3.11). Uygulama grubundaki deneklere 4 giin boyunca 60 ng/kg/giin (Leptin, rat
recombinant, Biovision, ABD) leptin intraperitonal olarak uygulandi (Sekil 3.13). Ayn1
sekilde kontrol grubundaki deneklere 4 giin boyunca 0.5 ml steril serum fizyolojik

intraperitonal olarak uygulandi.

Sekil 3.10. Periost siiturasyonu Sekil 3.11. Cilt siiturasyonu
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Cerrahi islemi takiben denekler 14. giiniin sonunda 6zel kafesler icerisinde %

100 CO:z ile sakrifiye edildi (Sekil 3.12).

Sekil 3.12. Deneklerin 6zel kafesler igerisinde % 100 CO- ile sakrifiye edilmesi

3.4. Leptinin Hazirlanmasi

-20 °C de korunan liyofilize steril toz haldeki (soguk zinciri korunarak) 1 mg
leptin (Leptin, rat recombinant, Biovision, ABD) basma 1 ml steril distile su olacak
sekilde sulandirilma islemi gergeklestirildi. Sulandirilma islemini takiben steril 50 ml
fosfat tampon ¢6zeltisi (Phosphate buffered saline tablet, Sigma-Aldirich, ABD) i¢inde
seyreltildi. Tlgili {iriniin kullanim talimatlarinda belirtildigi iizere 1 hafta boyunca +4°C'

de saklanarak uygulamalar gergeklestirildi.
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Rat Leptin
4368-1
Lot 3BO3LY!
Infom’
pack

Sekil 3.13. Calismamizda kullandigimiz Rat Leptin Recombinant proteini

Steril fosfat tampon hazirlanmasi: Atatiirk Universitesi Farmakoloji A.D.
laboratuarinda iiretici firmanin (Phosphate buffered saline tablet, Sigma-Aldirich, ABD)
belirttigi lizere bir tabletin dortte biri kullanilarak steril distile su ile 50 ml fosfat tampon

¢ozeltisi hazirlandi (Sekil 3.14). Hazirlanan fosfat tampon ¢ozeltisi daha sonra +4°C’de

saklandi.

Sekil 3.14. Steril fosfat tampon hazirlanmasi esnasinda kullanilan tabletler

3.5. Ratlarin Bakimi ve Deneyin Sonlandirilmasi

Denekler kontrol edilip yara bakimi yapildiktan sonra kafeslere yerlestirildi.
Postoperatif donemde deney hayvanlarina analjezik olarak Marcaine % 0.5 enjeksiyon
soliisyonu (AstraZeneca, Tiirkiye) yara yerine topikal olarak uyguland: ve antibakteriyel

olarak Genta 160 mg 1 ampiil (ibrahim Etem Ulagay Ila¢ Sanayi, Tiirkiye) 3-6 mg/kg
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tek doz olarak intramuskiiler yontemle uygulandi. OD gruplar1 YYD ile beslenmeye
devam ederken, ND gruplar: standart pelet yem ile beslendi. Deneklerin suya erisiminde
kisitlamaya gidilmedi. Kontrol gruplarina, cerrahi uygulanan giinden baslamak tizere 4
giin boyunca her giin aymi saatte (18:00), giinde bir kez intraperitonal olarak 0.5 ml
serum fizyolojik uygulandi. Uygulama gruplarina, cerrahi uygulanan giinden baslamak
tizere 4 giin boyunca her giin ayni saatte (18:00), giinde bir kez intraperitonal olarak 60
ug/kg leptin uygulamasi yapildi.

Defekt olusumunu takiben 2. haftanin sonunda 6zel Otenazi kafesi igerisinde
denekler % 100 CO2 uygulamasi ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen deneklerin parietal
kemikleri defekt bolgesini de igine alacak sekilde ¢ikarildi ve histopatolojik inceleme

i¢in % 10’luk formalin igerisine konuldu (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Sakrifiye edilen deneklerin parietal kemikleri defekt bolgesini de igine
alacak sekilde ¢ikarilmasi ve histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formalin igine
konulmasi.
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3.6. Histolojik Inceleme

3.6.1. Doku Takip Asamasi

Tablo 3.3. Parafin takip protokolii

ISLEM MADDE SURE
TESPIT %210 formalin 1 hafta

DEKALSIFIKASYON  HCl soliisyonu (Sigma 3 giin

Aldirich)

DEHIDRATASYON %750 alkol Y5 saat
%60 alkol 5 saat
%70 alkol 5 saat
%80 alkol 5 saat
%095 alkol 1 saat
%095 alkol 1 saat

SEFFAFLASTIRMA Alkol: ksilen 5 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat

INFILTRASYON Ksilen-parafin Y saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

GOMME Parafin
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Tablo 3.4. Hemotoksilen eozin boyama protokolii

Islem Kullanilan Madde Siire
DEPARAFINIZASYON 60 °C ETUV 1 gece
DEPARAFINIZASYON KSILEN 5 dakika
KSILEN 5 dakika
KSILEN 5 dakika
REHIDRATASYON %100 ALKOL 5 dakika
%96 ALKOL 5 dakika
%80 ALKOL 5 dakika
%70 ALKOL 5 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
BOYAMA HEMATOKSILEN 10 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
DIFERANSIYASYON  ASIT-ALKOL 1 saniye
YIKAMA AKARSU 5 dakika
BOYAMA EOZIN 2 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
% 80 ALKOL 1 saniye
%96 ALKOL 1 saniye
% 96 ALKOL 1 saniye
KSILEN 1 saat
KAPAMA ENTELLAN
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Tablo 3.5. Masson trichrome boyama protokolii

Islem Kullanilan Madde Siire
DEPARAFINIZASYON 60 °C ETUV 1 gece
DEPARAFINIZASYON  KSILEN 1 saat
KSILEN 30 dakika
KSILEN 30 dakika
REHIDRATASYON %100 ALKOL 5 dakika
%96 ALKOL 5 dakika
%80 ALKOL 5 dakika
%70 ALKOL 5 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
BOYAMA HEMATOKSILEN 20 dakika
YIKAMA AKARSU 1 dakika
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
BOYAMA PONCEAU ASIT FUKSIN 5 dakika
YIKAMA AKARSU 5 dakika
ASIT-SU
METILEN MAVISI 1 dakika
% 80 ALKOL 1 saniye
%96 ALKOL 1 saniye
% 96 ALKOL 1 saniye
KSILEN 1 saat
KAPAMA ENTELLAN
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3.7. Istatiksel Analiz

Verilerin 6n analizde normal dagilima uygun olup olmadiklar1 Kolmogorov
Smirnov testi ve grafiksel olarak degerlendirildi. Normal dagilim gdsteren verilerde
gruplar arasi farkliliklar tek yonlii varyans analizi ile (ANOVA) analiz edildi. Farklilig1
olusturan gruplar DUNCAN coklu karsilastirma testi ile belirlendi. Normal dagilim
gostermeyen verilerde gruplar arasi farkliliklar Kruskal-Wallis testi ile; farkliligi
olusturan gruplar Mann-Whitney U testi ile belirlenmistir (p <0.05). Verilerin
analizinde IBM SPSS Statistics 20 yazilim programi ( Armonk, NY: IBM Corp.)

kullanilmistir.
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4.1. Klinik Bulgular

4. BULGULAR

OD ve ND uygulanan kontrol gruplarinda diizenli olarak BKi ve kilo artisi

gozlenmistir. OD ve ND ile beslenen uygulama gruplarinda ise leptin verilmesini

takiben kontrol gruplariyla kiyaslandiginda BKi ve kilo artisinin daha az oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.1-4).

330
320
310
300
290
280
270
260
250

240

1. Hafta

2. Hafta

3. Hafta

m NDK
mNDU

Sekil 4.1.

NDK ve NDU gruplarinin haftalik ortalama kilo degisimi (gram cinsi)

53

5,2

51

5

4,9

4,8

4,7
4,6 -

4,5 -

4,4 -

1. Hafta

2. Hafta

3. Hafta

B NDK
m NDU

Sekil 4.2. NDK ve NDU gruplarinin haftalik ortalama BKI degisimi (kg/m?)
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Sekil 4.3. ODK ve ODU gruplarinin haftalik ortalama kilo degisimi (gram cinsi)
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Sekil 4.4. ODK ve ODU gruplarinin haftalik ortalama BKI degisimi (kg/m?)
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4.2. Histolojik Bulgular

Osteoblast ve osteoklast aktivitesinin belirlenmesi her denegin; mikroskop
(Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan) x40’luk biiyiitme altinda rastgele
secilen 1i¢ alanindaki olusumlar incelenerek gergeklestirilmistir. Belirledigimiz

158

skorlama yontemini Friedman ve ark.’nin™° yaptig1 skorlamaya benzer olarak

gerceklestirdik. Friedman ve ark.1®

skorlama yaparken olusan kemik yiizelerini; yok (-
), zayif (+), orta (++), ileri diizey (+++) kemiklesme olarak smiflandirmistir. Biz de
Friedman ve ark. benzer sekilde 6rneklerin incelenmesi sonucu ortaya ¢ikan osteoblast
aktivitesinin sayisal degerlendirmesini su sekilde gergeklestirdik: yok (-), 1-5(+), 6-
10(++), 11 > (+++). Osteoklast aktivitesinin sayisal degerlendirmesi ise su sekildedir:
yok (-), 1-2(#), 3-4(++), 5 > (+++).

Ortaya ¢ikan sonuglara gore gruplar arasinda osteoblast aktivitesinin en az NDK
ve ODK gruplarinda oldugu goriiliirtken, NDU grubunda artmaya basladigi, ODU
grubunda ise en st diizeyde oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.5-8).

Elde edilen bulgulara gore gruplar arasinda osteoblast, fibroz doku kalinligi, yeni
damar olusumu yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilirken (p<0.05),

osteoklast aktivitesi yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir

(p>0.05).
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Tablo 4.1. Gruplarda histolojik inceleme sonucu ortaya ¢ikan osteoblast ve osteoklast
aktiviteleri

Osteoblast Osteoklast
NDK 1 ++ -
NDK 2 - +
NDK 3 + +
NDK 4 + +
NDK 5 + ++
NDK 6 - +
NDK 7 + +
NDK 8 + +
NDK 9 + +
NDK 10 + +
ODK 1 ++ +
ODK 2 + ++
ODK 3 + +
ODK 4 + -
ODK 5 + +
ODK 6 + +
ODK 7 + ++
ODK 8 + -
ODK 9 c +
ODK 10 + -
NDU 1 + +
NDU 2 ++ +
NDU 3 ++ +
NDU 4 ++ +
NDU 5 + +
NDU 6 + +
NDU 7 ++ ++
NDU 8 ++ +
NDU 9 ++ +
NDU 10 ++ +
OobhbuU1 +++ +
OoDU 2 +++ +
OobuU 3 +++ +
OoDU 4 ++ +
OobU 5 ++ +
ODU 6 +++ -
obU7 +++ +
ODU 8 +++ +
ODU 9 ++ +
OoDU 10 ++ +

Mikroskop (Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan) altinda x40’luk biiylitme sonucunda
rastgele secilen {i¢ alandaki osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin belirlenmesi esnasinda degerlendirme:
osteoblast aktivitesi; yok (-), 1-5(+), 6-10(++), 11 > (+++) ve osteoklast aktivitesi; yok (-), 1-2(+), 3-
4(++), 5> (+++)
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Elde edilen bulgulara gore gruplar arasinda osteoblast aktivitesi ydniinden
istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilirken (p<0.05), osteoklast aktivitesi

yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Gruplar arasi osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin istatiksel olarak
degerlendirilmesi

Osteoblast Osteoklast
NDK 1.00+0.142 1.00+0.142
ODK 1.00+0.142 0.90+0.232
NDU 1.70+0.15P 1.10+0.10?
ODU 2.60+0.16° 0.90+0.102

Ayni siitundaki farkli harfler (*°) gruplar arasi farkliligi gostermektedir (p <0.05).

Fibroz doku kalinligi ve yeni damar olusumunun belirlenmesi esnasinda; her
ornegin mikroskop (Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan) x40’luk biiyiitme
altinda rastgele secilen {i¢c alanindaki olusumlar incelenmistir. Orneklerin incelenmesi
sonucu ortaya ¢ikan yeni damar olusumlarinin sayisal degerlendirmesi su sekildedir;
yok (), 1-3(+), 4-7(++), 7 > (+++). Fibroz doku kalinligi ise um cinsinden 6l¢iildi. Her
denek icin 3 farkli bolgenin fibréoz doku kalinhiginin 6l¢iimii gergeklestirilerek
ortalamasi hesaplandi. Fibroz doku kalinlig1 ve yeni damar olusumunun en az NDK ve
ODK gruplarinda oldugu goriiliirken, NDU grubunda artmaya bagladigi, ODU grubunda

ise en ileri diizeyde oldugu belirlendi (Tablo 4.3) (Sekil 4.9-12).

Tablo 4.3. Gruplarda histolojik inceleme sonucu goriilen fibroz doku kalinliklari ve
yeni damar olusumlari

Fibréz doku kalinligi(um) Yeni damar olusumu

NDK 1 94

NDK 2 88 +
NDK 3 116 +
NDK 4 78 +
NDK 5 93 +
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NDK 6 102 ++

NDK 7 96

NDK 8 109

NDK 9 84 -
NDK 10 107 +
ODK 1 91 +
ODK 2 118 +
ODK 3 89 +
ODK 4 98 -
ODK 5 73 +
ODK 6 121 +
ODK 7 96 +
ODK 8 86 +
ODK 9 92 +
ODK 10 105 +
NDU 1 152 ++
NDU 2 123 ++
NDU 3 134 +
NDU 4 116 ++
NDU 5 145 +
NDU 6 133 ++
NDU 7 98 +
NDU 8 129 ++
NDU 9 131 ++
NDU 10 142 ++
ODU 1 149 +++
ODU 2 151 ++
ODU 3 147 +++
OoDuU 4 139 ++
ODU 5 166 +++
ODU 6 182 +++
OoDU 7 163 +++
ODU 8 137 ++
ODU9 144 +++
ODU 10 153 +++

Mikroskop (Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan) altinda x40’luk bilyiitme sonucunda
rastgele segilen li¢ alandaki yeni damar olusumunun belirlenmesi esnasinda degerlendirme seklimiz; yeni
damar olusumu; yok (), 1-3(+), 4-7(++), 7 > (+++)
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Fibroz doku kalinligi ve yeni damar olusumu yoniinden gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edildi (p <0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Gruplar arasinda fibréz doku kalinliklari ve yeni damar olusumlarinin
istatiksel olarak incelenmesi

Fibréz doku kalinligr (um) Yeni damar olusumu

NDK grubu 96.70+3.75° 1.00:£0.142
ODK grubu 96.90+4.602 0.90+0.10?
NDU grubu 130.30+4.88° 1.70+0.15°
ODU grubu 153.10+4.35°¢ 2.70+0.15°

Aynut stitundaki farkli harfler (a,b,c) gruplar arasi farkliligi gostermektedir (p <0.05).

Sekil 4.5. NDK grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu hafif diizeyde osteoblast
aktivitesi (ok). x10 (Hemotoksilen Eozin)

48



.(,\-;x 4 i - b
~ L - .
-~ - - . ¢$’J '\?‘_ ,- T e

Sekil 4.6. ODK grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu hafif diizeyde osteoblast
aktivitesi (ok). x10 (Hemotoksilen Eozin)

Sekil 4.7. NDU grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu orta iistii diizeyde
osteoblast aktivitesi (0k). x10 (Hemotoksilen Eozin)

49



]

Sekil 4.8. ODU grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu ileri diizeyde osteoblast
aktivitesi (ok). x10 (Hemotoksilen Eozin)

Sekil 4.9. NDK grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu hafif diizeyde fibroz
doku kalinlig1 ve yeni damar olusumu (0k). x10 (Masson Trichrome)
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Sekil 4.10. ODK grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu hafif diizeyde fibroz
doku kalinlig1 ve yeni damar olusumu (0k). X10 (Masson trichrome)

Sekil 4.11. NDU grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu orta diizeyde fibroz
doku kalinlig1 ve yeni damar olusumu (0k). Xx10 (Masson trichrome)
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Sekil 4.12. ODU grubu. Gruplar arasinda degerlendirme sonucu ileri diizeyde fibroz
doku kalinlig1 ve yeni damar olusumu (0k). Xx10 (Masson trichrome)
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5. TARTISMA

Kemik dokusu, wviicuttaki diger dokulardan farkli olarak benzersiz bir
rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Saglikli bir kemikte rezorbsiyon ve rejenerasyon
dengededir. Kemik kiriklarinda ve osteotomi cerrahisi sonrasinda biitlinligii bozulan
kemik, kendini remodele edip tamir edebilmektedir®. Kemik defektleri, konjenital ve
travma nedeniyle olmakla birlikte tiimor eksizyonu ve dejeneratif hastaliklar sonras1 da
olusabilmektedir’®, Tiim bu nedenlere bagli olarak meydana gelmis kemik
defektlerinde daha iyi sekilde ve kisa siirede gerceklesebilecek bir kemik iyilesmesi
istenmektedir. Bu nedenle kemik iyilesmesini olumlu veya olumsuz yonde
etkileyebilecek faktorlerin arastirilmast calisilmaya deger bir konudur. Biz de
calismamizda, deneysel olarak olusturdugumuz kemik defektlerinde, kemik iyilesmesi
tizerine etkileri yoniiyle leptin ve obeziteyi degerlendirmeyi amagladik.

Literatiirde kemik defektlerindeki iyilesmeyi degerlendirmek amaciyla farkl

defekt modelleri iizerinde ¢alismalar yapilmigstir'®® 161,

Bu c¢aligmalarda defekt
modelinin oldugu kadar, tercih edilen deney hayvanmin ve defekt boyutunun 6nemi
biiyiiktiir.

Histing ve ark.!®2 deney hayvanlarindan rat ve farelerin, haversian kanal
sistemine sahip olmamalar1 sonucu kemik defekt modeli olarak eksik sayilmalarina
ragmen, boyutsal olarak kiiciik ve diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle avantajh
laboratuvar hayvanlart olduklarini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda oda sicakligi, nem,
yem standardizasyonunun saglanabilmesi yoniiyle de laboratuvar hayvanlarinin
kullanimlar1 ¢alismalarda kolaylik saglamaktadir.

Femur kemik defekt modeli, deneysel ¢alismalarda sik kullanilan bir modeldir.

Osteoindiiktif veya osteokondiiktif materyallerin ya da farkli maddelerin salinim-
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perfiizyon tekniklerinin denenmesi planlandiginda kullanimi uygun uzun kemik
modelidirt®3 164,

Radiusta olusturulan kemik defekt alanina istenilen osteojenik ajanin
yerlestirilmesi miimkiindiir'®, Distraksiyon ya da mekanik/fonksiyonel testlerin
uygulanabilmesi bu modelin avantajlar1 arasindadir. Esther ve ark.1®? belirttigi iizere, bu
kemik defekti modelinin, anatomik nedenlerle ratlarda pek kullanighi olmamasindan
kaynakli deneysel ¢aligsmalardaki uygulama siklig1 az olmustur.

Zigoma kemik defekti modeli ¢ok sik kullanilan bir model olmamakla birlikte;
fasiyal bolge defektlerinin incelendigi ¢alismalarda alternatif bir modeldir®?,

Kalvaryal defektler, literatiirde ilk kez 1889°da kopek kafatasi {izerinde
demineralize sigir kemik matriksi arastirilirken kullanilmistir. Kalvaryal kemik defekti
modeli, fasiyal bolge kemikleriyle embriyolojik ag¢idan benzestigi i¢in oldukga
kullanighdir.  Bu  modeldeki  kemik  iyilesmesi intramembrandéz  olarak
gerceklesmektedir!®,

Calismamizda, kritik boyuttaki kemik defektini ratlarin kalvarya kemiklerinde
olusturduk. Kalvarya kemiginin embriyolojik acidan intramembrandz gelisime sahip
olmasi bizim bu modeli tercih etmemizde énemli bir rol oynadi.

Anatomik olarak kalvarya kemiginin i¢ kisminda periost yerine dura mater
olmasi nedeniyle kemigin iyilesmesi viicudun diger bolgelerindeki kemiklerden farklilik
gostermektedir. Kalvaryal defektlerde dura materin zarar gdrmesi iyilesmeyi olumsuz

166, Cutting ve ark.'®” kalvarianin kanlanmasinm, orta

yonde etkileyebilmektedir
meningeal arter ve onun dallan tarafindan saglandigini belirtmislerdir. Bu yiizden yeni
kemigin yapimi sadece defekt kenarlarindan degil aynm1 zamanda dura materden de

koken aldig1 sonucuna varilabilir. Bu nedenle calismada olusturdugumuz defektlerin

hazirlanmasinda dura materin zarar gdrmemesine olabildigince 6zen gdsterildi.
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Schmitz ve Hollinger 1986’da deney hayvaniin 6émrii boyunca kendiliginden
iyilesemeyecek boyutta en kiiglik kemik i¢i defektini ‘kritik boyutta defekt’ olarak
tamimlamislardir’®®, Bu boyuttaki defekt kendi haline birakildiginda kemik yerine fibroz
bag doku ile iyilesmektedir.

Ratlarin kalvarya kemiginde olusturulan kritik kemik defekt boyutu literatiirde
farkliliklar gostermekte, bu konuda standardize edilmis bir 6l¢iim bulunmamaktadir.
Kritik kemik defekt boyutu, canlinin biyolojik durumuna veya yapilan cerrahiye bagh
olarak degismektedirt®®1", Yapilan calismalarda ratlardaki kritik kemik defekti boyutu
4 ile 8 mm’lik caplar arasinda degismektedir!®® 172-174,

Vajgel ve ark.}”™ yapmis olduklar sistematik bir derlemede 61 calismay1 analiz
etmislerdir. Calismalarda en yaygin kullanilan ¢aplarin sirasiyla; 22 ¢aligmayla 5 mm ve
21 calismayla 8 mm oldugunu belirtmislerdir.

Cacciafesta ve ark.!’® yetiskin ratlarda 5 mm'lik bir kemik defektinin
kendiliginden iyilesmedigini gdzlemlemislerdir.

Akita ve ark.1’? ratlarin kalvaryalarinda 4 mm’lik kemik defektlerinde, Nagata ve
ark'” 5 mm’lik kemik defektlerinde, Pryor ve ark.!’”® 6 mm’lik bilateral kemik
defektlerinde iyilesmeyi degerlendirmislerdir.

Defekt boyutuyla ilgili olarak ortak bir gorlis olmadigindan, literatiir
calismalarinin ortalama olarak 5 mm’lik defektleri degerlendirdigini goz Oniinde
bulundurarak, ¢alismamizda 5 mm’lik kritik kemik defektlerindeki iyilesme
degerlendirilmistir.

Viicut yag kitlesi ve kemik metabolizmasi arasindaki iligkilerin agiklanmasi igin
yapilan c¢aligmalar gittik¢e artarak devam etmekte ve literatlirdeki yerini almaktadir.
Ozellikle son zamanlarda bu konuda yapilan calismalarda bir adipokin olan leptin

poplilerlik kazanmistir ancak bu iliskideki pek cok nokta halen aydinlatilamamaistir.
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Leptinin, kemik ve yag dokusu arasinda onemli bir fonksiyonel baglanti sagladigi
bilinmektedirt’®.

Leptin iizerine yapilan calismalarda uygulama doz araligi 0,1 pg/kg/giin'"® ¥ ile

0,1 mg/kg/giin'®

arasinda degisebilmektedir. Doz araliginin belirlenmesi esnasinda
leptinin uygulama sekli de uygulama dozunun belirlenmesinde 6nemli bir faktordiir.
Daha 6nceki ¢alismalarda intraperitonal®®!, topikal olarak lokal uygulamalar'® ve
osmotik pompa implantasyonu®” olmak iizere cesitli uygulamalar gerceklestirilmistir.

Fayez ve ark.'®! Sprauge Dawley cinsi ratlarda intraperitonal 60 pg/kg/giin leptin
uygulamasi  gerceklestirerek melatonin  ve leptinin sperm iizerine etkilerini
degerlendirmislerdir.

Belirgin bir etki saglamak amaciyla c¢alismamizda leptin icin uygun dozun
intraperitonel 60 pg/kg/giin olarak uygulanmasina karar verilmistir. Belirledigimiz bu
doz ve uygulama sekli ayni zamanda insanda kullanilan leptin preparati olan
Metreleptinin kullanim talimatlarindaki subkutan6z enjeksiyon dozuna benzer bir
dozdur.

Calismamizda kritik kemik defektlerinin olusturulmasini takiben uygulama
gruplarina 4 giin leptin enjeksiyonu yapilmis ve cerrahi islemden 14 giin sonra kemik
tyilesmesi degerlendirilmek iizere denekler sakrifiye edilmistir.

Kemik iyilesmesinin 14 giinliik bir siire sonunda degerlendirilmesine literatiir
taramasi 1g1ginda karar verilmistir. Kemik olusumunun genellikle 1. haftanin sonunda
baslaylp 6. haftaya kadar devam ettigi bilinmektedir. Kalfas®! tarafindan kemik
iyilesmesinin en kritik doneminin ilk 1-2 hafta oldugu, bu siire zarfinda kemigin
iyilesme potansiyelinin c¢esitli biyokimyasal, biyomekanik, hiicresel, hormonal ve
patolojik mekanizmalardan etkilenebilecegi belirtilmistir. Literatiirde bu anlamda ¢esitli

calismalar mevcuttur.
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Rat kalvaryalarinda kemik iyilesmesini degerlendirmek iizere; Akita ve ark.!’
tarafindan yapilan calismada 2, 4 ve 8 hafta, Nagata ve ark.'’’ tarafindan yapilan
calismada 4 hafta, Pryor ve ark.!”® tarafindan yapilan ¢alismada 4 ve 8 hafta, Bateman
ve ark.!® tarafindan yapilan ¢alismada ise 2-4 hafta sonunda ratlar sakrifiye edilerek
gerekli incelemeler yapilmistir.

Biz de calismamizda, kemigin en kritik iyilesme donemi olan ilk 14 giin
sonunda, defekt bolgelerinden kesitler aldik.

Uygulama gruplarina 4 giin leptin verilmesi sirasinda, ayni sekilde kontrol
gruplaria da serum fizyolojik enjekte edilmistir. Kontrol gruplarina serum fizyolojik
vermemizdeki amag, diger gruplara leptin uygulamasi sirasinda elimizle tutulmalar: ve
enjeksiyon ile olusabilecek stresi kontrol grubunda da olusturmakti. Boylelikle ¢alisma
gruplarinda stres kaynakli hormonal degisiklikler sonucu; kilo kaybi, kemik
metabolizmast gibi ¢esitli faktorlerin meydana getirebilecegi farkliliklart ortadan
kaldirarak bu anlamda gruplar aras1 standardizasyonu saglamis olduk.

Yapilan bir calismada, normal kilolu yetiskin erkek Sprague Dawley ratlarinda 4
giinlik sistemik olarak uygulanan leptin, inguinal yag hiicrelerinin sayisinda bir
azalmaya neden olmustur'®*, Bes giin boyunca uygulanan leptin enjeksiyonlari, geng 3
aylik erkek Sprague-Dawley ratlarindaki yag hiicresi sayisini azaltmig, ancak olgun 8
aylik hayvanlarda yag hiicrelerinin sayisinda degisiklik goriilememistir'®.

Caligmamizda leptin intraperitonal enjeksiyon siirelerini belirlerken literatiirle
uyumlu olarak 4 giinliik siireyi uygun gordiik. Belirledigimiz bu siire ayn1 zamanda
kemik iyilesme siirecinde pre-osteoblastik hiicre gociiniin en aktif oldugu siiregtir®? 186,

Leptin uygulama gruplarimizda elde ettigimiz bulgularda; osteoblastik

aktivitenin daha fazla oldugu goriilmiis olup, istatistiksel olarak degerlendirme
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yapildiginda da sonuglarin anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). Ayrica bu durum
fibroz doku kalinliginda da paralellik gostermistir.

Diyet obezitesine katkida bulunan faktorlerin kemik iyilesmesi ilizerine olan
etkileri glinimiizde hala net bir sekilde ortaya konamamaistir. Yaptigimiz bu ¢aligmada
YYD ile obezite gegeklestirilen ratlarda bu durumun kemik iyilesmesi iizerine olan
etkilerini degerlendirmeyi hedefledik.

Diyet yaglarinin; kalsiyum atilimi, kemigin mekanik 6zellikleri, mineral icerigi
ve osteoblast olusumu ile ilgili olarak kemik kalitesini olumsuz etkiledigini bildiren
calismalar mevcuttur'®” 18,

Feng ve ark.'®® 2018 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada X-151n1, Hemotoksilen
eozin ve Alcian mavisi boyama analizlerini kullanmiglardir. Sonug olarak obez farelerde
kemik  iyilesmesinin, normal  farelerin  olusturdugu  kontrol  grubuyla
karsilastirdiklarinda, daha gecikmis oldugu tespit etmislerdir.

Yapilan bazi ¢alismalar, hiperlipideminin ¢enede kemik mineral yogunlugu ile
ters orantili oldugunu gostermistir'®®1%®, Ayrica, bu iliskide kemik ve yag arasindaki
homeostatik feed back mekanizmasi 6nemli rol oynamaktadir.

Cao ve ark.*, obezite patolojisinde leptin serum diizeyinin ¢ok yiikseldigini ve bu
durumun inflamasyonu arttirdigin1  belirtmiglerdir. Kemik iligindeki adipoz doku
hacminin artisi nedeniyle kemik iliginde azalmig osteoblastogeneziSin goriildiigi ve
bunun sonucunda da kemik olusumunda azalmanin ortaya ¢iktig1 yapilan bu ¢aligmada
gosterilmisgtir. Ayrica ayn1 caligmada YYD ile beslenmenin, obezitenin ortaya
cikmasina neden oldugunu ve obezitenin bagirsaklarda kalsiyum emilimini azalttigini
ifade etmiglerdir. Ca*™* emilimindeki azalmaya bagl olarak yeni kemik olusumunda da

azalma gozlendigini ortaya koymuslardir.
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Calismamizin sonucunda obezitenin tek basina kemik iyilesmesi iizerine etkisi
olmadigini, NDK ve ODK gruplarindaki fibréoz doku kalinliklarindaki benzerlikle
aciklayabiliriz. Fibroz doku kalinliklar1 incelendiginde NDK ve ODK gruplari arasinda
istatiksel olarak bir fark goriillmemistir (p>0.05).

Bizim bulgularimiza paralel olarak son yillarda obezitenin kemik iyilesmesi
lizerine etkisi yoniiyle yapilan calismalardan bazilar su sekildedir; Histing ve ark.%
2016 yilinda yaptiklar1 ¢calismada obezitenin farelerde femur kiriklarinin iyilesmesine
olan etkisini degerlendirmislerdir. Radyolojik, biyomekanik ve histolojik analizler
sonucu ND ve OD gruplarinda deneysel olarak olusturulan femur kiriklarinda, 2 ve 4
haftalik iyilesme periyotlarindaki kallus olusumunda o©nemli bir farklilik
gozlenmemistir.

Yamanaka ve ark.® 2017 yilinda yetiskin ratlarda YYD’in kemik iyilesmesi
tizerine yaptiklar1 bir c¢alismada, tibia tizerinde Imm derinliginde defekt
olusturmuglardir. Cerrahi iglemi takiben 2 hafta sonra ratlara 6tenazi uygulayarak,
defekt olusturulan tibialardaki KMY ’na bakmislardir. ND ve YYD uygulanan gruplarda
histolojik olarak iyilesmenin benzer oldugu sonucuna varilmistir.

Diyet obezitesini incelemek igin ratlar ve fareler, insanlara gosterdigi
benzerlikler nedeniyle uygun modeller olarak kabul edilirler. Ratlarda obezite
olusturulurken c¢esitli modeller kullanilabilir. Obezite modeli olusturulmasinda;
monogenik mutasyonlardan, diyete bagli obeziteden, cerrahi ve kimyasal olarak
olusturulan modellerden yararlanilabilir®® 9. 101, 102, 105, 117-118, 122, 127-131

ZYR, WYR ve OLETF obezite modellerinin mutasyon aracilig1 ile olusturulmasi
ve bu siirecin hayli zor olmasi nedeniyle ¢alismamizda bu modeller tercih edilmemistir.

Yapilan diger obezite c¢aligmalarinda, yiliksek karbonhidrat-diisik yagh

diyetlerin!® 19201 veva yiiksek yagh-diisik karbonhidratli diyetlerin?? 203
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kullanildigina siklikla rastlanmaktadir. Ratlarm diyetine®® 1921 pelirli bir oranda yag
ekleyerek ya da yag ve seker acisindan zengin siipermarket gidalar (kafeterya diyeti)
kullanilarak  olusturulabilmektedir. Yiiksek karbonhidrat-diisiik yaglh diyetlerin
kullanimi, obeziteyi indiikleyen yiiksek yagli-diisiikk karbonhidratli diyetler kadar etkili
bulunmamustir'!® 197 204 YYD’te ise toplam alinan enerjinin % 30-78'i arasmnda
YYD’ler kullanilir!®”. Genel olarak, yag acisindan toplam enerjinin % 30'undan
fazlasini igeren diyetler, obezitenin gelismesine yol acar. YYD ile indiiklenerek yapilan
hayvan modeli ¢alismalari; insiilin rezistansi, dislipidemi ve obezite olusturmak igin
kullanilan en etkili yontem olarak goriilmiistiir?®% 203,

Bizim ¢alismamizda obezite olusturmak igin kullandigimiz model, YYD
modelidir. Obezitenin olusumunun saglanmasi i¢in yapilan ¢alismalarla benzer olarak
calismamizda kullandigimiz diyet modelimizin yag igeriginin toplami, diyetteki toplam
besin igeriginin %35’ini kapsamaktadir.

Insanlarda oldugu gibi hayvan modellerinde de obezite olusumu Lee obezite

indeksi ve viicut yag iceriginin artmasina dayanan kriterler?®

ile degerlendirilebilir.
Cogu calismada obezite derecesi; yiiksek yagli veya enerji agisindan yogun diyetle
beslenen deney grubunun viicut agirhigi (veya yagi), az yagh diyetlerle veya normal
kalorili diyetlerle beslenen normal kilo alimi gosteren kontrol hayvanlar ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir'%6 110 197, 198, 206, 207

Aragtirmacilar yasca ayni olan ratlarin obezitesini viicut agirhigindaki artisa gore
derecelendirirken, obez ratlarin viicut agirlhigmin normal ratlara gore % 10-25 lik artigini
orta derecede obezite!®" 1%, % 40'dan daha yiiksek orandaki artis1 ise agir obezite olarak

nitelendirmislerdir®®.  Ayrica ¢ift enerjili X-151m  absorpsiyometrisi  viicut

kompozisyonunu degerlendirmek icin ratlarda da kullamldig: belirtilmigtir!0 208,
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Yaptigimiz calismada obez gruptaki deneklerin BKI hesaplamalar1 yapilarak
obez olup olmadiklar1 degerlendirildi. BKI hesaplanmasi esnasinda boyun belirlenmesi
Fisler ve ark.’>" belirttigi iizere; burun ucundan kuyruk baslangici arasi mesafe
Olciilerek gergeklestirildi. Ratlarin agirliklar: her hafta hassas tartilarda Olciilerek tek tek
not edildi. Hesaplanan sonuglara gére BKI 5 kg/m?den biiyiik olan deneklerin obez
oldugu kabul edildi®®. Ortalama BKI hesaplandiginda, obezite gruplarmin BKI 6,7
kg/m? olarak bulundu. Ayrica bu degerlendirmelere ek olarak aymi yasta bulunan ND
ratlarinin agirhiklariyla, OD gruptaki ratlarin agirliklart karsilastirildi. Agirliklarinda
ortalama %35 artis tespit edilerek orta derece obezite gelisimi saglandig tespit edildi.

Hayvanlarin cinsiyetinin, YYD’te yag dokusunun hiicresel tepkisini de
etkileyebilecegini gosteren c¢alismalar mevcuttur. Mayes ve ark.2!? 2004 yilinda
yaptiklar1 bir c¢alismada kadinlarda yag depolarindaki o6strojen ve progesteron
reseptorlerinin daha yiiksek konsantrasyonlarinin varligi nedeniyle daha fazla deri alti
yag bulunurken, erkeklerde i¢ organlarda yiiksek konsantrasyonlarda androjen
reseptorlerine bagli bu bolgelerde daha fazla yag bulundugunu belirtmislerdir.

Yapilan calismalarda disi hayvan modelleri, insanlarda obeziteye karsi
duyarhilig: taklit eden yiiksek yagli beslenmeye daha iyi yanit vermektedir!® 211 212,
Ancak Varma ve ark.?!? tarafindan yapilan bir calismada erkek fareler ve ratlar diyet
obezitesini incelemek i¢in daha uygun bir model olarak gosterilmektedir. Bu durum disi
hayvanlarin her 4-6 giinde bir tekrarlanan ve bu donemlerde hayvanin besin alimini
etkileyebilen ostrus siklusu nedeniyledir.

Obezite olusturabilmek amactyla Varma ve ark.’in?'® bidirdigi gibi caligmamizda
uygun model olarak erkek ratlar kullandik. Bu modeli segmemizin amaci ¢alisgmamizda

obezite gelisiminde ve olusturulan defektlerde kemik iyilesmesinin dstrojen,
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progesteronun ve 4-6 giinde bir tekrarlanan Gstrus siklusunun g¢alismanin sonuglarini
etkilemesinin oniine gecilmesidir.

YYD modellerinin obezite olusturulmasinda uygulama siiresi, hayvan modeli
secimi ve calismaya baslangi¢ yaslari iizerine literatiirde degiskenlik gosteren bilgiler
mevcuttur.

Literatiirde Takeuchi ve ark.?'* yaptiklar1 calismada 4 haftalik ratlari, Yagoob ve
ark.1% 3 haftalik ratlari, Okuno ve ark.?!® 4 haftalik ratlari, Briaud ve ark.?'® 6 haftalik
ratlar1 kullanarak obezite gelisimini saglamaya calismiglardir. Caligsmalarda kullanilan
diyet icerigi de degiskenlik gdstermis olup; kullanilan yag igerikleri % 20'% 24 jla %
58216 arasinda degismektedir. Diyet icerigine bagli olarak da obezitenin gelisimi i¢in
YYD uygulama siiresi 721" ila 122> 216 hafta siiresi genel olarak yeterli goriilmiistiir.

Calismamiz, 3 haftalilk Sprauge Dawley cinsi ratlar kullanilarak
gerceklestirilmistir. YYD’e 8 haftalik ad libitum (serbest) erisim saglanarak obezite
olusumu saglanmistir. Ratlarin normal yeme ve cevreye alisabilmesi igin ilk hafta
standart pelet yem ile beslenmesi uygun goriilmiistiir. Diyetimiz oran olarak % 35’1 yag
icerigine sahip olup bu oranin obezite gelisimini indiklemek icin yeterli oldugu
literatiirle desteklenmistir.

Deneysel olarak yapilan galismalarda histololojik degerlendirme, in vivo olarak
kemik remodelinginin sayisal degerlendirmesinde oldukga sik kullanilan giivenilir bir
yontemdir. Giliniimiizde de sik olarak kullanilan bu yontem 2019 yilinda; Mena ve
ark.2'” tarafindan periapikal cerrahi igin kullamlan farkli lokal hemostatik ajanlarin
degerlendirmesinde, Cynthia ve ark.?!® tarafindan rat mandibulalarinda kritik boyutta
kortikal kemik defektinde kemik rejenerasyonunun degerlendirilmesinde, Karayiirek ve

ark.2!® trombositten zengin fibrinlerin farkli kemik greft malzemeleri ile birlestirilerek
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kemik iyilesmesi iizerine etkileri histolojik olarak degerlendirip sayisal olarak
verilendirmislerdir.

Calismamizda, elde edilen histolojik kesitlerin incelenmesi sonucu fibroz doku
kalinligi, osteoblast, ve yeni damar sayisinin en az NDK ve ODK gruplarinda oldugu
goriiliirken, NDU grubunda artmaya basladigi, ODU grubunda ise en ileri diizeyde
oldugu belirlendi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
Gruplar arasinda osteoklast aktivitesi yOniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilememistir (p>0.05).

Literatiirde kirik iyilesmesi lizerine yapilan caligmalarda leptinin iyilesme

iizerine olumlu etkileri oldugu bildirilmistir. Wang ve ark.??°

yaptiklar1 bir ¢alismada
leptinin ratlarda femur kirigi tizerine etkilerini degerlendirmislerdir ve c¢aligmanin
sonucunda ekzojen olarak leptin verilen (0.3 pg/kg ve 0.5 pg/kg) gruplarda daha iyi
kirik iyilesmesi gozlendigini belirtmislerdir. Liu ve ark.??! yaptiklar1 ¢alismada rat
femur kiriklarinda intraperitonal olarak uygulanan leptinin (5 ug / kg / giin) ratlarda 4
hafta sonunda kirik iyilesmesini arttirdigini tespit etmislerdir. Iwaniec ve ark.??? yaptig
calismada, leptinin in vitro kosullarda rat kemik iligi kiiltiirlerinde mineralize kemik
artisini sagladigin bildirmistir. Yapilan bu ¢aligmalarda elde edilen olumlu sonuglardan
yola c¢ikarak kemik defektlerinde leptinin kemik 1yilesmesini hizlandirabilecegi
diistiniilmiistiir ve nitekim leptin uygulama gruplarimizda fibr6z doku kalinliklarinda
belirgin bir artis gozlenmistir. Bu artis istatiksel olarak da anlamli gorilmistiir
(p<0.05).

Elefteriou ve ark.?®, leptinin antiosteojenik ve anoreksijenik dozlarini
degerlendirdigi bir calismada, her iki etkiyi meydana getirecek dozun benzer oldugu

sonucuna varmig, uygulanan bu dozun leptinin in vivo kemik olusumunun giiglii bir

sekilde inhibe ettigini belirtmistirler. Bu sonuca gore savunulan, leptinin kemik kitlesini
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azaltabilecek etki gdstermesi durumunu, ¢aligmadaki leptin dozunun, anoreksijenik etki
olusturacak seviyede olmasi ve bu seviyedeki bir dozun antiosteojenik etki olugturmasi

ile aciklayabilmekteyiz.

Leptinin osteoblastik aktivite iizerine etkilerinin degerlendirildigi literatiirdeki
caligmalarda; leptinin kemik iligi stromal hiicrelerinden adipogenezise farklilagsmay1
inhibe ederken, osteoblastlara farklilasmay1 stimule ettigi belirtilmistir. Fotal farelerde
yapilan ¢alismalarda leptin uygulamasinin kondrosit ve osteoblast farklilasmasini ve
cogalmasini etkileyerek iskelet gelisiminin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi
bildirilmistir?®* 2%,

Reseland ve ark.!®®, leptinin osteoblast farklilasmasini stimule ederek osteoblast
tizerindeki reseptorlerine direkt olarak baglanmayi arttirdigini ve leptinin ayrica
osteoblast biiylimesi ve kemik mineralizasyonu yolu ile intramembrandz ossifikasyon
tizerine de olumlu etki edebildigini bildirmislerdir.

Ozellikle intramembrandz ossifikasyonun baslatilmasinda osteoblastlarin rolii
dikkate alinacak olursa, leptinin bu farklilasmay:r arttirarak dolayli yoldan
intramembrandz ossifikasyon iizerine de olumlu etkisinin olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizda histolojik kesitlerin incelenmesi sonucu leptin uygulamasinin
osteoblast aktivitesi iizerine olumlu etkisi oldugu goriilmiistiir. Kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda uygulama gruplarinda osteoblast sayilarinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark tespit edildi (p<0.05).

Leptinin kemik iyilesmesini dolayli olarak etkileyebilecek bir diger faktoriin ise
anjiogenezis oldugu bilinmektedir ve leptinin anjiogenezis tizerine etkili oldugunu
belirten calismalar bulunmaktadir® 182 226,227,

Anjiogenez, yeni kan damarlarinin olusumudur ve oksijen hemostazi, besinlerin

saglanmasi, artik {irlinlerin atilmasi, hiicre ve biyolojik mediatorleri saglamak i¢in kirik
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iyilesmesinde tesvik edilir. Bunun o&tesinde anjiogenezis intramembrandz kemik
olusumunda ve endokondral ossifikasyonda ©nemli rol oynar??® 229 Leptinin
angiogenezise etkileri, yeni bir konu olmakla beraber, Liapakis ve ark.??® yaptiklari
calismada ratlarda yanik dokusunda eksojen leptin uygulamasinin erken doku
angiogenezini arttirdigmni bulmuslardir. Tadokoro ark.!®? yaptiklar1 calismada topikal
olarak verilen leptinin, yaralanan alan etrafindaki anjiyogenezi artirarak ciltte yara
lyilesmesini destekledigini tespit etmistir.

Benzer sekilde Kume ve ark.’da® yaptiklart calisma sonucunda leptinin
endokondral ossifikasyondaki angiogenezin diizenlenmesinde roli  oldugunu

227 vaptiklar1 ¢alisma sonucunda leptinin

vurgulamiglardir. Bouloumie ve ark.’da
angiogenezin gii¢lii bir modiilatorii oldugunu vurgulamiglardir. Yine baska ¢alismalarda
leptinin; endotelyal hiicre gogiinii ve aktivasyonunu in vitro, angiogenezisi de in vivo
olarak etkiledigi gosterilmistir?®® 227, Sonug olarak leptin angiogenezde dnemli bir rol

oynar®®

. Angiogenez iizerine bu olumlu etkilerinden yola ¢ikarak benzer sekilde kirik
tyilesmesinde de angiogenezi arttirarak oldukca onemli bir role sahip olacagi ortaya
cikar.

Literatiir ¢alismalar1 ile uyumlu olarak, elde ettigimiz bulgulara gore leptin
uygulamasiin yeni olusan damar sayisinda istatiksel olarak 6nemli bir artis meydana
getirdigi gozlenmistir (p<0.05). Bu durumun, ayn1 zamanda uygulama gruplarindaki
kemik iyilesmesinin daha iyi bir sekilde ger¢eklesmesinde rol oynadigini sdyleyebiliriz.

Caligmamizda, hem NDU hem de ODU gruplarda leptin uygulamasmin erken
donemde fibréz doku kalinligini arttirdifi ve en belirgin artisin ise ODU grubunda
oldugu histolojik olarak goriilmiistiir (p<0.05). Obezitede plazma leptin seviyelerinin

normal diyet uygulanan ratlara oranla daha fazla olmasi beklenen bir durumdur. Yag

kiitlesinin fazlaliligr ile artmis leptin diizeyleri arasinda pozitif korelasyonun
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saptanmasi, obezitenin “leptin direnci” ile olustugunu diisindiirmektedir. Obezlerde
leptinin beyin dokusuna taginma kapasitesi ve BOS/plazma leptin oraninin saglikli
bireylere gore diisiik oldugu saptanmistir. Leptin direncinde bu mekanizmanin sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Serum leptin diizeyinin 2.5-3 ng/ml ve iistiindeki degerlerinin,
esik degerin {izerinde oldugu ve leptin direncinin gelismesine yol actig1
belirtilmektedir®!. Yolcu?®? yaptigi calismada odontojenik enfeksiyonlu bireylerde
serum leptin diizeylerinin anlamli bir sekilde azaldigin1 ayrica calismaya katilan
hastalarin BKI hesaplandiginda ise gruplarin genel olarak normal degerlerde oldugunu
belirtmistir. Ayni ¢alismada odontojenik enfeksiyonu bulunmayan kisilerde ise serum
leptin diizeyinin daha yiiksek oldugu ve BKI’lerinin ise normal smirlarda oldugu
bildirilmigtir. Bu durum serum leptin degerlerini degerlendirirken mevcut sistemik
rahatsizliklarin ve enfeksiyonlarin da goz ardi edilmemesi gerekliligini de ortaya
koymustur.

Sonu¢ olarak, ODU gruplarimizda kemik iyilesmesinin daha ileri diizeyde
olmasi, bize leptinin eksojen olarak uygulanmasini takiben feed-back mekanizmalarinin
yeniden diizenlenmesi ve leptin reseptor duyarliliginin artmasi nedeniyle olabilecegini

diistindiirdi.
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6. SONUCLAR

Kemik iyilesmesi {izerine intraperitonal olarak uygulanan leptinin ve obezitenin

etkilerini aragtirmak icin yaptigimiz deneysel ¢alismamizin sonucunda;

1. Leptin uygulamasinin erken donem kemik iyilesmesi iizerine etkili oldugu
tespit edilmistir.

2. Obezitenin kemik iyilesmesini tek basina etkilemedigi ancak obez gruplara
leptin uygulamasin1 takiben iyilesmenin ileri diizeyde gerceklestigi
goriilmiistiir. Leptin uygulamasini takiben iyilesmenin ileri diizeyde olmast;
feed back mekanizmasinin yeniden diizenlenmesi ve leptin reseptor
duyarliligiin artmasi sonucunda olabilegini bize diistindiirmiistiir.

3. Erken donem kemik iyilesmesinde leptinin olumlu sonug¢larinin goriilmesi
ge¢ donem kemik iyilesmesi lizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi
gerekliligini ortaya ¢ikarmistir.

4. Daha kesin sonuglara ulasabilmek igin leptinin farkli dozlarda ve daha fazla
sayida denekle ¢alisilmasi gerekmektedir. Bu ve benzeri galigmalar, leptinin
bir¢ok sisteme olan faydali etkileri yani sira kemik iyilegsmesini artirdigin
gosteren etkisinin daha ¢ok arastirilmasi ve bu konuda daha ileri deneysel

caligmalar yapilmasi i¢in 6nemli bir basamak olmustur.
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