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ÖZET 

Ratlarda Deneysel Olarak Oluşturulan Kemik Defektlerinde İyileşme Üzerine 

Obezite ve Leptinin Etkisi 

 

Amaç: Deneysel olarak gerçekleştirdiğimiz bu çalışmanın amacı, leptinin ve 

obezitenin kemik iyileşmesi üzerine etkilerini, rat kalvaryalarında oluşturulan kritik 

kemik defekti modeli ile değerlendirmektir. 

Materyal ve Metod: Çalışmamızda 3 ve 12 haftalık olmak üzere Spraque 

Dawley cinsi 40 adet erkek rat kullanıldı. 3 haftalık ratlar, obez diyet uygulama (ODU), 

obez diyet kontrol (ODK) ve 12 haftalık ratlar normal diyet uygulama (NDU), normal 

diyet kontrol (NDK) olarak 2 eşit gruba rastgele ayrıldı. 8 hafta boyunca yüksek yağlı 

diyet(YYD) uygulanarak obezite gruplarının beden kitle indekslerinde (BKİ) artış 

sağlandı. Cerrahi işlem esnasında deneklere %2’lik Ksilazin (10 mg/kg) (Xylazinbio, 

Bioveta, Çek Cumhuriyeti) ve %10’luk Ketamin HCl (50 mg/kg) (Ketalar®, Pfizer, 

New York, ABD) anestezisi uygulandı ve kalvarya üzerinde 5 mm’lik defektler 

oluşturuldu. Dört gün boyunca kontrol gruplarına 0.5 ml serum fizyolojik, uygulama 

gruplarına ise 60 μg/kg leptin intraperitonal olarak verildi. Ameliyattan sonra, kemik 

oluşumunu 14 gün beklendi ve histolojik değerlendirmeyi yapmak için ratlar %100 CO2 

ile sakrifiye edildi. 

Bulgular: Yeni kemik oluşum yüzeylerinde osteoblast ve osteoklast aktivitesi 

incelendi. Osteoblast aktivitesinin en az NDK ve ODK gruplarında olduğu görülürken, 

NDU grubunda artmaya başladığı, ODU grubunda ise en üst düzeyde olduğu belirlendi 

(p<0.05). Osteoklast aktivitesi açısından istatiksel olarak anlamlı bir fark görülmedi 

(p>0.05). Fibröz doku kalınlığı ve yeni damar oluşumunun en az NDK ve ODK 

gruplarında olduğu görülürken, NDU grubunda artmaya başladığı, ODU grubunda ise 

en ileri düzeyde olduğu belirlendi (p <0.05).  

Sonuç: Çalışmamızdan elde ettiğimiz bulgulara göre leptin uygulamasının erken 

dönem kemik iyileşmesi üzerine olumlu etkisi olduğu ancak obezitenin tek başına 

kemik iyileşmesini etkilemediği görülmüştür. 

Anahtar Kelimeler: Kemik iyileşmesi, leptin, obezite  
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ABSTRACT 

The Effect of Obesity and Leptin on Healing of the Experımental 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 HCl (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 μg / 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% CO2 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. GİRİŞ 

Maksillofasiyal cerrahi alanı kapsamında kraniyofasiyal kırıklar ve kemik 

defektleri yaygın görülen sağlık sorunlarını teşkil ederek günümüzde önemli sağlık 

harcamalarına yol açarlar. Oluşan kemik defektlerinde başarılı bir şekilde kemik 

rejenerasyonunun gerçekleşebilmesi için, kemik defektlerinin oluşmasını takip eden 

osteogenez ve vaskülarizasyon süreçlerinin doğru bir şekilde gerçekleşmesi gerekir. 

Ayrıca kemiğin yeniden şekillenme sürecinde yaş, daha önce geçirilen hastalıklar, 

sigara kullanımı, farmakolojik ajanlar, diyabet ve diyet gibi çeşitli lokal ve sistemik 

faktörler etkilidir1, 2. 

Doku kayıplarının giderilmesinde temel yaklaşım öncelikle kaybedilen dokunun 

vücudun kendi onarım mekanizmaları ile onarılmasının sağlanmasıdır. Tedavide ilk 

seçenek vücudun doku onarım ve yenilenme mekanizmalarının iyileştirilmesi olmalıdır. 

Kemik doku kayıplarındaki defektin onarılmasında da aynı temel prensipler geçerlidir. 

Kaybedilen kemik doku miktarının büyüklüğü, yeri, çevre dokuların ve bireyin sistemik 

durumuna göre kemik greftleri, kemik flepleri, biyolojik veya sentetik materyaller 

kullanılabilmektedir. Kullanılan her yöntemin kendine ait avantajları ve dezavantajları 

bulunmakla beraber kemik kayıplarının giderilmesine yönelik yapılan cerrahi 

uygulamalarda en sık karşılaşılan sorunlar genellikle kullanılan materyalin 

rezorbsiyonu, enfeksiyon, doku reaksiyonları ve donör sahada oluşabilecek 

morbidetelerdir. Sistemik rahatsızlıkların varlığında bu komplikasyonlar durumu daha 

da şiddetlendirebilmektedir1, 2. 

Obezite; hipertansiyon, dislipidemi, tip 2 diyabet, koroner kalp hastalığı ve bazı 

kanserlerin oluşumu gibi birçok kronik hastalığa yol açabilen önemli bir sağlık 

sorunudur3. Adiposit ve osteoblast hücreleri ortak bir pluripotent mezenşimal hücreden 

türemektedir ve obeziteye sahip kişilerde kök hücre farklılaşmasının adiposit hücre 
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artışı yönünde etki gösterip osteoblastik aktivitenin azalmasına yol açabildiği 

bildirilmiştir4. Günümüzde hızla artan bu sağlık probleminin kemik dokuda 

gerçekleştirilen işlemler üzerine olumsuz etkileri hala tartışmalı olmakla beraber yeni 

yapılan çalışmalarda kemik kırıklarının iyileşme periyodunda obezitenin kemik mineral 

dansitesi üzerinde anlamlı bir etkisi olmadığı görülmüştür5. 

Leptin, başlıca beyaz yağ dokusu tarafından salgılanan, obez (Ob) geni 

tarafından kodlanan, peptid yapılı bir hormondur. Özellikle enerji tüketimini ve yiyecek 

alımını düzenlemesiyle tanınmaktadır6. Bu etkilerinin yanında, erişkin osteoblast ve 

kondrositlerinde leptin reseptörleri gösterilerek; leptinin, kemik büyümesi ve 

gelişmesinde uyarıcı bir rolü olduğu bildirilmiştir7. Ayrıca leptin, kemik oluşumu 

üzerine etkisini sadece sistemik bir hormon olarak değil, endokondral kemikleşmede 

anjiogenezi düzenleyerek lokal bir faktör olarak da gösterir8. Kemik oluşumunda bu 

denli etkili olan leptinin bu noktadan yola çıkarak büyük kemik defektlerinde de etkili 

olabileceği düşünülebilir. 

Bu deneysel çalışmada, sistemik olarak uygulanan leptinin hem osteoblastlar 

hem de anjiogenez üzerine olan etkileriyle obezitenin kemik iyileşmesi üzerine olan 

etkisinin histolojik olarak araştırılması hedeflenmiştir. Bu amaçla rat kalvaryalarında 

oluşturulan 5 mm çapındaki kritik kalvarya defektinde 14 günlük iyileşme periyodu 

sonunda oluşan kemik yüzeyleri incelenerek aradaki farklılıklar ortaya konmuştur. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kemik 

Kemik, mineralize bir doku olup insan yaşamı boyunca modelling ve 

remodelling olarak bilinen iki temel süreçle değişen, esnek ve canlı bir dokudur9. 

Kemik dokusunun vücutta; vücuda mekanik olarak destek sağlama, önemli hayati 

organları koruma, kalsiyum ve fosfat homeostazını koruma olmak üzere üç ana işlevi 

vardır9. 

Kemik dokusunda bulunan hücreler; osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve 

sınır hücreleri (lining hücreleri) olmak üzere toplamda dört çeşittir10, 11. Kemik dokusu, 

osteoklastlar tarafından gerçekleştirilen kemik rezorpsiyonu ve osteoblastlar tarafından 

gerçekleştirilen kemik oluşumu gibi birbirini takip eden uyumlu süreçlerle sürekli 

olarak yeniden şekillendirilir. Osteosit hücreleri ise kemik yeniden şekillenirken 

mekano sensör görevi görür ve bu işlemin yönetilmesinde önemli bir rol oynar12-15. 

Sınır hücrelerinin işlevi tam olarak belli olmamakla beraber kemik rezorpsiyonu ile 

kemik oluşumu arasındaki bağlantıda önemli bir rol oynadığı görülmektedir16. Ayrıca 

kandaki kalsiyum oranı düştüğünde, kana acil olarak kemikten kalsiyum salınımı 

yapılmasında görev alırlar. Kemiğin remodellingini tetikleyebilecek hormonları ve 

faktörleri tanıyan reseptörleri vardır17. 

Kemiğin yeniden şekillenmesi esnasında, eski kemiğin yeni kemik ile değişim 

süreci üç aşamadan oluşan bir döngü şeklinde gerçekleşir ve oldukça karmaşık bir 

süreçtir: 1) osteoklastlar tarafından kemik rezorbsiyonunun başlatılması, 2) resorpsiyon 

sürecinden yeni kemik oluşumuna geçiş, 3) osteoblastlar tarafından kemik oluşumu18, 19. 

Bu süreç, temel çok hücreli birim olarak adlandırılan geçici anatomik yapıyı oluşturan 

osteoklastların, osteoblastların, osteositlerin ve sınır hücrelerinin koordineli bir şekilde 

etkileşimleriyle gerçekleşir20, 21. Kemik oluşumu ve rezorpsiyon arasında denge 
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gereklidir ve bu denge hormonlar, sitokinler, kemokinler ve biyomekanik stimülasyon 

dahil olmak üzere çeşitli lokal ve sistemik faktörler ile sağlanır22-24. 

2.1.1. Kemik Doku Tipleri 

Kemik dokusu; yapısına, matriksin düzenlenmesine, maturasyon ve gelişimsel 

kökene dayanarak çeşitli yollarla sınıflandırılabilir. 

2.1.1.1. Dokunun Yapısına Göre 

Kompakt kemik (yoğun kemik, kortikal kemik): Kompakt kemik; fildişi 

renginde, boşluksuz yoğun yapıda bir dokudur. Birçok kemiğin dış yüzeyinde bulunan 

kabuğudur ve merkezde bulunan trabeküler kemiği çevreler. Kompakt kemik Havers 

sistemlerinden oluşur. Havers kanalları bir tür tünelle çevrili merkezi bir vasküler 

kanaldan oluşur ve içerisinde kılcal damarlar, arterioller, venüller, sinirler ve lenfatikleri 

içerebilir25. 

Süngerimsi kemik (trabeküler kemik): Çok sayıda boşluk içerdiği ve yapısı 

sünger şeklinde kavitelerden oluştuğu için süngerimsi kemik olarak adlandırılmıştır. 

Medüller boşluğun içinde yer alır ve stres çizgileri boyunca uzanan kemik 

trabekülleriyle bağlantılıdır. Kompakt kemiğin aksine, trabeküllerin incelmesi nedeniyle 

süngerimsi kemikte osteonlar genellikle yoktur. Süngerimsi kemik aynı zamanda 

yeniden şekillenme için çok daha geniş yüzey alanı içermesi nedeniyle kompakt 

kemikten metabolik olarak daha fazla aktiftir25. 

2.1.1.2. Matriksin Düzenlenmesine Göre 

Lamellar kemik (sekonder kemik dokusu): Lameller kemik, lamel içinde 

düzenlenmiş kollajen liflere sahip olgun kemiktir. Lamellerin birbirine paralel olarak 

düzenlendiği süngerimsi kemiğin aksine kompakt kemikte lameller, Havers kanalı 

olarak adlandırılan bir vasküler kanal etrafında eş merkezli olarak düzenlenir25. 
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Örgülü kemik (birincil kemik dokusu): Örgülü kemik, kollajen liflerinin 

düzensiz rastgele dizildiği ve lamellar kemikten daha az miktarda mineral madde ve 

daha yüksek oranda osteosit içeriğine sahip, olgunlaşmamış kemiktir. Örgülü kemik 

geçicidir ve sonunda lameller kemiğe dönüştürülür. Bu tip kemikler, erişkinlerde 

kafatasının düz kemiklerinin suturaları etrafında ve diş soketleri gibi vücudun birkaç 

yerinde görülürken, vücudun başka bölgelerinde görüldüğünde patolojik bir doku olarak 

değerlendirilir25. 

2.1.1.3. Maturasyon Derecesine Göre 

Olgunlaşmamış kemik (primer kemik dokusu): Olgunlaşmamış kemik örgülü 

kemiktir25. 

Olgun kemik (sekonder kemik dokusu): Olgun kemik karakteristik olarak 

lamellar kemiktir. Yetişkinlerde hemen hemen tüm kemikler lameller kemiklerdir25. 

2.1.1.4. Gelişimsel Kökene Göre 

İntramembranöz kemik (mezenkimal kemik): İntramembranöz kemikleşme 

esnasında mezenkimal hücre yoğunlaşması gözlenir ve mezenkimal hücreler doğrudan 

osteoblastlara farklılaşırlar. İntramembranöz kemikleşme yassı kemiklerde gözlenmekte 

olup frontal, parietal, oksipital, temporal, mandibula ve maksilla gibi bazı 

kraniyofasiyal kemiklerde ve klavikulaların lateral kısımlarında görülür. Bu hücreler 

kemik dokusunu oluşturacak organik matriksi sentezlerler. Bu doku oldukça vasküler 

bir yapıya sahiptir. Vaskülarite sayesinde osteoid dokusuna kalsiyum ve fosfor iyonları 

taşınır. Osteoblastların salgıladığı alkalen fosfataz aracılığıyla iyonların kalsiyum fosfat 

moleküllerine dönüşmesiyle kalsifikasyon sağlanır25. 

İntrakartilajinöz kemik (kıkırdak kemiği, endokondral kemik): Endokondral 

kemikleşme esnasında mezenkimal hücreler doğrudan kemik ve kemik iliği ile yer 

değiştirecek olan kıkırdak modelinin sentezi için yoğunlaşır ve kondroblastlara 
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farklılaşırlar25. Endokondral kemikleşme süreci uzun kemikler, kafatasının bazal kısmı, 

vertebra, kaburga ve klavikulaların medial kısmında gerçekleşir. Görülen iki tip 

kemikleşme paterni arasındaki en önemli fark endokondral kemikleşme sırasında 

kıkırdak bir şablonun varlığıdır25. 

2.1.2. Kemiğin Moleküler Yapısı 

Kemik dokusu hücre dışı bir ağ veya matriks tarafından çevrelenmiş seyrek 

hücrelerden oluşur. Kemik matriksi, sert ve esnek bir protein ve mineral karışımıdır. Bir 

tür kemik hücresi olan osteoblastlar, proteinleri matrikse salgılarlar ve bu durum 

gerilme mukavemetini sağlar. Kemik matriksinin ana proteini, kuru kemik ağırlığının 

neredeyse üçte birini oluşturan kollajendir. Kemiğin ağırlığının geri kalanının çoğunu 

matriks mineralleri oluşturur. Bunlar başlıca kalsiyum, fosfat ve kalsiyum karbonattır. 

Protein ağına gömülü mineraller sertlik ve basınç dayanımı sağlamaktadır. Kemik 

hücreleri canlı kalır ve vücuttaki diğer hücreler gibi, kanla beslenmelidir. Besinlerin 

dağılımı ve kemik içerisindeki atıkların uzaklaştırılması için kan damarlarının 

geçebileceği genişlikteki sert, kompakt yüzeyler "kanallar" tarafından delinir. Bu kanal 

sistemi kemik yüzeyinin içerisine girdiğinde kan damarlarının kemik boyunca hücrelere 

ulaşmasına izin verir. Kemik hücreleri kalsifiye matriksin halkaları içinde gömülüdür ve 

hepsi içi boş bir kanalı çevreler. Osteon denilen bu yapı birimleri, kompakt kemikte 

paralel olarak ilerler, ancak süngerimsi kemikte daha gevşek ve daha az sıralı bir ağ 

oluştururlar25. 

2.1.3. Kemik Matriksi 

Kemik, inorganik tuzlar ve organik matriks ile meydana gelir26. Organik matriks, 

kollajen proteinler (% 90), ağırlıklı olarak tip I kollajen ve osteokalsin, osteonektin, 

osteopontin, fibronektin ve kemik sialoprotein II, kemik morfogenetik proteinler(KMP) 

ve büyüme faktörleri dahil olmak üzere kollajen olmayan proteinler içerir27. Ayrıca 



7 

ekstrasellüler matriks içerisinde dekorin, biglikan, lumikan, osteoaderin ve serik 

proteinleri içeren küçük lösinden zengin proteoglikanlar da vardır28. İnorganik kemik 

malzemesi ağırlıklı olarak fosfat ve kalsiyum iyonlarından oluşur. Bununla birlikte, 

önemli miktarlarda bikarbonat, sodyum, potasyum, sitrat, magnezyum, karbonat, flor, 

çinko, baryum ve stronsiyum da mevcuttur10, 11. Kalsiyum ve fosfat iyonları, 

Ca10(PO4)6(OH)2 kimyasal formülü ile temsil edilen hidroksiapatit kristallerini 

oluşturur. Kollajen ile birlikte, kollajen olmayan matriks proteinleri, hidroksiapatit 

birikimi için bir iskele oluşturur ve bu tür bir ilişki, kemik dokusunun tipik sertliği ve 

direncinden sorumludur29. Kemik matriksi, mekanik destek sağlayan ve kemik 

homeostazında önemli rol oynayan karmaşık ve organize bir iskelet oluşturur30. 

2.1.4. Kemik Hücreleri 

2.1.4.1. Osteoblast Hücreleri 

Osteoblastlar, kemik hücrelerinin toplamda % 4-6'sını oluşturan, kemik yüzeyi 

boyunca yer alan ve kemik oluşumunda önemli görevi olduğu bilinen küboidal 

hücrelerdir27. Bu hücreler, bol miktarda granüllü endoplazmik retikulum içerir ve 

belirgin sayıda golgi cisimciğinin yanı sıra çeşitli salgı vezikülleri içeren protein 

sentezleyen hücrelerin morfolojik özelliklerini gösterir27, 31. 

Osteoblastlar, normal mineralize kemik oluşum sürecinde kalsifiye hale gelen 

organik kemik matriksinin ana bölümünü üretir ve salgılar. Ayrıca osteoblastlar 

osteokalsin, sialoprotein ve osteopontin, proteoglikanlar, belirli hormon reseptörleri, 

sitokinler, büyüme faktörleri, kemik matriks proteinleri dahil olmak üzere kemik 

oluşumu ile ilişkili birçok molekülü sentezleyebilmektedir32. Osteoblastlardan 

sentezlenen İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1 (IGF-1), kemik dokusunda bulunan bir 

kemokin olup osteoblastların kemik dokuyu oluşturmaları sırasında önemli bir rol 

oynamaktadır33. 
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Osteoblast gelişiminin dört olgunlaşma aşaması vardır; preosteoblast, osteoblast, 

osteosit ve sınır hücresi. Preosteoblast, osteoblastların öncüsü olarak kabul edilir34. 

2.1.4.2. Sınır Hücreleri (Lining Hücreleri) 

Sınır hücreleri, kemik rezorpsiyonu ve kemik oluşumunun meydana gelmediği 

kemik yüzeylerini örten sessiz düz şekilli osteoblastlardır. Bu hücreler ince ve düz 

nükleer bir profil sergiler; sitoplazması kemik yüzeyi boyunca uzanır ve granüllü 

endoplazmik retikulum, golgi cisimciği gibi birkaç sitoplazmik organel gösterir35. 

Sınır hücreleri osteositlere uzanan sitoplazmik çıkıntılar gösterir35, 36. Sınır 

hücrelerinin salgı aktivitesi kemiğin fizyolojik durumuna bağlıdır. Bu hücreler kendi 

salgı aktivitelerini yeniden oluşturabilir, boyutlarını arttırabilir ve kübik bir görünüm 

benimseyebilir17. Sınır hücrelerinin işlevleri tam olarak anlaşılamamıştır, ancak bu 

hücreler, kemikte rezorpsiyonun meydana gelmemesi gerektiğinde osteoklastlar ile 

kemik matriksi arasındaki direkt etkileşimi önler ve osteoklast farklılaşmasına neden 

olur21. 

2.1.4.3. Osteosit 

Toplam kemik hücrelerinin % 90-95'ini oluşturan osteositler37, 25 yıla varan 

yaşam ömrüne sahip en bol ve uzun ömürlü hücrelerdir38. Kemik oluşumu ve kemik 

rezorpsiyonu sırasında kendi fonksiyonları ile tanımlanan osteoblastlar ve 

osteoklastlardan farklı olarak, osteositler morfolojileri ve konumları ile tanımlanmıştır. 

Osteositler mineralize kemik matriksi ile çevrili lakuna içinde yer alırlar ve burada 

dendritik morfoloji gösterirler37, 39, 40. Osteositler, mezenşimal hücrelerinden kaynaklı 

osteoblastların farklılaşmasıyla oluşur. Bu süreçte dört tanınabilir evre belirtilmiştir; 

osteoid-osteosit, preosteosit, genç osteosit ve olgun osteosit38. Bu kemik oluşum 

döngüsünün sonunda, osteoblastların bir alt popülasyonu olan osteositler kemik 

matriksine dahil edilirler. Granüllü endoplazmik retikulum ve golgi cisimciği gibi 
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organellerin sayısı azalır ve protein sentezi ve sekresyonunda bir azalmaya karşılık 

gelen nükleustan sitoplazmaya geçiş oranı artar. Osteoblast / osteosit geçişi sırasında, 

osteositler kemik matriksine yerleştirilmeden önce sitoplazmik süreç ortaya çıkmaya 

başlar27. Osteosit hücre gövdesi lakuna içinde yer alırken, sitoplazmik süreçler kanalcık 

denilen lakuna boşluğundan çıkan küçük tünellerden geçerek osteosit lakuno-kanalikül 

sistemini oluşturur41. Osteosit lakuno kanalikül sistemi, vasküler yolla oksijen ve 

besinleri osteositlere ulaştırır39. Hücre-hücre iletişimi, osteositler ve kanallar arasında 

akan interstisyel sıvıyla da sağlanır42. Laküno-kanaliküler sistem ve osteositlerin 

birbirine bağlandığı ağ sistemi ile birlikte mekanik basınçları ve yükleri tespit etme 

kapasitesine sahip olması ve böylece kemiğin günlük mekanik kuvvetlere 

adaptasyonuna yardımcı olmaları nedeniyle mekanosensörler olarak işlev görür37. 

Osteositler, osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin düzenlenmesi ve kemiğin yeniden 

şekillenmesinde orkestra şefi gibi davranırlar39, 43. Osteosit apoptozu osteoklastik kemik 

rezorpsiyonuna kemotaktik sinyal olarak kabul edilmiştir44-47. 

2.1.4.4. Osteoklast 

Osteoklastlar, Howship'in lakuna veya rezorpsiyon çukurları olarak adlandırılan 

kemik yüzeylerinde bulunan büyük, çok çekirdekli hücrelerdir25. Osteoklastlar, çeşitli 

faktörlerin etkisi altında hematopoetik kök hücrelerin mononükleer hücrelerinden köken 

alıp terminal olarak farklılaşmış hücrelerdir. Bu faktörler arasında osteoprogenitor 

mezenkimal hücreler ve osteoblastlar48 tarafından salgılanan makrofaj koloni uyarıcı 

faktör (M-CSF); osteoblastlar, osteositler ve stromal hücreler tarafından salgılanan 

RANK ligandı yer almaktadır24. 

Osteoklastların fonksiyonları kemik liflerinin ve mineralize dokunun yıkımı ve 

rezorpsiyonunu içerir. Osteoklastlar bir monosit kök hücre soyundan türetildiği için, 

dolaşımdaki makrofajlara benzer fagositoz yeteneklerine sahiptir. Osteoklastlar 
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olgunlaşır ve başka kemik yüzeylerine göç eder. İlgili bölgeye ulaştıklarında tartarat 

dirençli asit fosfataz gibi aktif enzimler mineral substratına karşı salgılanır25. 

Ruffled sınırın korunması (osteoklast plazmalarının parmaksı uzantıları) 

osteoklast aktivitesi için önemlidir. Bu yapı, lizozomal ve endozomal bileşenlerin yoğun 

trafiğine bağlı olarak oluşmaktadır. Ruffled sınırda, lakuna rezorbsiyonunun 

asitlenmesini ve dolayısıyla hidroksiapatit kristallerinin çözünmesini mümkün kılan bir 

vakuolar tip H+ ATPaz (V-ATPase) bulunmaktadır24, 49, 50. Bu bölgede tartarat-dirençli 

asit fosfataz (TRAP), katepsin K ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) gibi protonlar 

ve enzimler, kemiğin çözündüğü Howship lakunasına nakledilir50-54. Bu çözünme 

ürünleri daha sonra ruffled sınır boyunca endositozlanır ve plazma membranındaki 

fonksiyonel salgı alanına nakledilir14, 55. 

2.1.5. Kemik Homeostazını Düzenleyen Lokal ve Sistemik Faktörler 

Kemik remodeling süreci osteoblastların, osteositlerin, osteoklastların ve sınır 

hücrelerinin birbiriyle uyumlu hareket etmesiyle elde edilen oldukça karmaşık bir 

döngüdür57. Bu hücrelerin oluşumu, proliferasyonu, farklılaşması ve aktivitesi lokal ve 

sistemik faktörlerle kontrol edilir21, 22. Lokal faktörler, kemik rezorpsiyonu sırasında 

açığa çıkan kemik matriksi faktörlerinin yanı sıra kemik hücreleri tarafından üretilen 

büyüme faktörleri, sitokinler ve prostaglandinler gibi otokrin ve parakrin 

moleküllerdir57, 58. Kemik homeostazının korunmasında önemli olan sistemik faktörler 

arasında paratiroid hormon (PTH), kalsitonin, 1,25-dihidroksivitamin D3 (kalsitriol), 

glukokortikoidler, androjenler ve östrojenler bulunur59-63. PTH'ye benzer şekilde, PTH 

reseptörüne de bağlanan PTH ile ilişkili proteinin (PTHrP) de kemiğin yeniden 

şekillenmesini etkilediği bildirilmiştir60. 

Östrojen kemik dokusu homeostazı için önemli rol oynar. Menopozda östrojen 

seviyesindeki azalma, kemik kaybının ve osteoporozun ana nedenidir59. Östrojenin 
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kemik dokusu üzerinde etki mekanizmaları tam olarak anlaşılamamıştır. Bununla 

birlikte birçok çalışma, östrojenin, osteoblast ve osteosit apoptozu inhibe ederek64-66 ve 

aşırı kemik emilimini önleyerek kemik homeostazını koruduğunu göstermiştir. Östrojen 

osteoklast oluşumunu ve aktivitesini baskıladığı gibi osteoklast apoptozu indükler54, 59, 

67, 68. 

2.1.6. Kemik Remodelling Süreci 

Kemik remodelling süreci, yeniden şekillendirilmesi gereken kemik boşlukları 

içerisinde gerçekleşir. Bu boşluklarda, temel çok hücreli birimler olarak adlandırılan 

geçici anatomik yapıların oluşumu vardır. Bu yapılar; osteoklast, kan damarları ve 

osteoblastları içerir19, 69. Kemik yeniden şekillendirme kompartmanını oluşturan 

hücrelerin (muhtemelen sınır hücreleri), temel çok hücreli birimlerin üzerini bir hücre 

örtüsü ile kaplandığı öne sürülmüştür20. Kemik yeniden şekillendirme kompartmanının 

kemik yüzeyi üzerindeki sınır hücrelerine bağlı olduğu görülmekte olup kemik 

matriksinin içerisine yerleştirilmiş osteositler ile iletişim halindedir20, 21. 

Kemik remodelling döngüsü, osteoklastlar tarafından oluşturulan kemik 

rezorbsiyonu ile başlayan bir başlangıç fazıyla başlar, bunu osteoblastlar tarafından bir 

kemik oluşumu aşaması izler ve bu iki faz arasında bir geçiş fazı vardır. Döngü 

osteositlerin ve sınır hücrelerinin koordineli eylemleriyle tamamlanır70, 71. 

Kemik formasyonu ve kemik rezorpsiyonu kemik yüzeyinde rastlantısal olarak 

meydana gelmez, eski kemiğin yeni kemikle yer değiştirdiği turnover mekanizmasının 

bir parçası olarak koordine edilirler. Normal yetişkin iskeletinde, kemik oluşumu, 

çoğunlukla, kemik erimesinin gerçekleştiği yerlerde meydana gelir. Yeniden modelleme 

alanındaki hücresel aktivitenin bu temel prensibi Aktivasyon-Resorpsiyon oluşum 

dizisidir71. 
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Osteoklastlar ve osteoblastların yanı sıra, kemik remodeling döngüsü sırasında 

osteositlerin kilit rol oynadığı gösterilmiştir15. Osteositler, kemik remodelling sürecinde 

orkestra şefleri gibi hareket ederler, osteoblast ve osteoklast aktivitelerini etkileyen 

faktörler oluştururlar37. Mekanik etkiler osteositi uyarırken, prostaglandin E2 (PGE2), 

prostasiklin (PGI2) ve nitrik oksit (NO)72-75 gibi kemik üzerinde anabolik etki yapan 

faktörler üretilir. Ayrıca mekanik etkinin azalması anabolik faktörleri azaltır ve osteosit 

aktivitesini inhibe eden sklerostin, Dickkopf WNT sinyal yolu inhibitörü 1 (DKK-1)'i 76-

79 ve lokal osteoklastogenezi uyaran spesifik faktörleri üretmek için osteositleri uyarır80. 

2.1.7. Kırık İyileşmesi 

Kırık iyileşmesi üç aşamada gerçekleşmektedir81; 

1-İnflamatuar Süreç 

2-Onarım Süreci 

3-Remodelling Süreci 

İnflamatuar süreçte; öncelikle kanama ve pıhtı oluşumu gözlenir. Çoğunlukla 

periosteal ve endosteal damarlardan olmak üzere kırık uçlarından kanama meydana 

gelir. Kırık uçları arasında bir pıhtı oluşur82. Pıhtı oluşumunu takiben inflamatuar 

hücreler (makrofajlar, monositler, lenfositler ve polimorfonükleer hücreler) ve 

fibroblastlar prostaglandinler aracılığıyla çevre dokulardan kemiğe infiltre olmaktadır81. 

Meydana gelen şişlik ile periosteumda gevşeme meydana gelir. Kırık bölgede 

kanlanmanın bozulması, oksijenlenmenin azalmasına ve osteositlerin canlılığını 

kaybetmesine yol açarak nekroz gelişmesine neden olur82. İnflamatuar hücre göçü 

sonucunda granülasyon dokusu oluşmakta ve çevre dokulardan vasküler doku büyümesi 

olmaktadır. Bunun sonucunda da kırık bölgesine mezenkimal hücrelerin göçü 

görülmektedir. Bu dönemde başlıca besin ve oksijen kaynağı, hasar sonucu açığa çıkan 

kansellöz kemik ve kas yüzeylerinden olmaktadır82. Granülasyon dokusu 3-4 gün 
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boyunca organize olmaya devam eder ve osteoblastlar da bu doku içerisinde 

üretilmektedir. Eş zamanlı olarak, lokal olarak salınan faktörler de revaskülarize alanı 

anjiyogenez için uyarır82. 

Onarım süreci geçici kallus oluşumu ile başlar. Organize pıhtı, kollajen üreten 

fibroblastları, kondroblastları ve osteoblastları matriksin alt yüzeyinde bulundurur. 

Oluşan doku ilk başta kıkırdak ve fibrokartilaj adı verilen bağ dokusunun bir 

karışımıdır. Bu doku 2-6 hafta boyunca kendi içerisinde organize olmaya devam ederek 

kemiğe dönüşür ve oluşan dokuya kallus ismi verilir. Kırık boyunca iyileşme kırık 

uçlarında başlar. Subperiosteumdan başlayarak kırık uçlarında ossifikasyon görülür. 

Başlangıçta nispeten olgunlaşmamış ve daha az kararlı örgü kemik üretilir. 6-12 hafta 

süresince geçici kallus boyunca bulunan kırık boşluklarında köprüye benzer 

ossifikasyon alanları oluşur. Aynı zamanda yapısal olarak daha sağlam lamellar kemik 

şeklinde matürasyon görülür ve kırık hattı birleştirilir82. 

Kemik remodelling süreci; sert kallusun yeni kortikal veya trabeküler kemiğin 

yer değiştirdiği bir süreç ile karakterizedir. Yeni kemik sekresyonu yapan osteoblastlar 

ile kemik yüzeyinin rezorpsiyonunu sağlayan osteoklastlar bu evrede önemli bir rol 

oynar. Osteoklastlar özellikle matriksin demineralize edilmesi ve kollajen gibi organik 

bileşenlerin indirgenmesi için asit ve proteinazları rezorpsiyon alanına 

pompalamaktadır. Osteoblastlar, osteoklast davranışını etkileyen, kemik oluşum ve 

rezorpsiyon koordinasyonundan sorumlu sitokinleri salgılar83-85. 

İyileşen kırık bölgesi çevresine uygulanan kuvvetlerde ilk iki yıla kadar uyum 

süreci devam etmektedir. Farklı kemiklerde remodelling süreci de farklı olmaktadır ve 

çocuklar yetişkinlere göre özellikle de yaşlılara kıyasla belirgin bir şekilde remodelling 

kabiliyetine sahiptir82. 
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2.2. Obezite 

2.2.1. Obezitenin Tanımı 

Obezite, kalori alımı ve harcanması arasındaki farkla ortaya çıkan, vücutta 

harcanan enerjiden daha çok besin alındığında görülen ve vücutta aşırı yağ birikimi ile 

gelişen çok yönlü bir hastalıktır. Obezitenin oluşumunda; genetik, nörolojik, endokrin, 

sosyoekonomik, psikolojik faktörler ile birlikte fiziksel aktivite azlığı ve cinsiyet de 

etkili olmaktadır86. Obezite, başta kardiovasküler ve endokrin sistem olmak üzere 

vücudun tüm organ ve sistemlerini etkileyerek çeşitli bozukluklara ve hatta ölümlere yol 

açabilen önemli bir sağlık problemidir87. 

Dünya Sağlığı Örgütüne (WHO) göre dünya çapında obezite 1975'ten beri 

neredeyse üç katına çıkmıştır. 2016 yılında 18 yaş ve üstü 1.9 milyardan fazla yetişkin 

aşırı kilolu olup 650 milyondan fazlası da obezdi. 2016 yılında 5 yaşın altındaki 41 

milyon çocuk aşırı kilolu veya obezdi. 2016 yılında 5-19 yaş arasındaki 340 milyondan 

fazla çocuk ve ergen fazla kilolu veya obezdi. Obezitenin bu denli yaygın bir hastalık 

oluşu ve birçok morbiteyle ilişkili olması üzerinde dikkat edilmesi gereken bir durum 

olarak karşımıza çıkmasına neden olur. 

Obezite tanısında kullanılan birçok yöntem olmasına rağmen, günümüzde tanıda 

en çok kullanılan yöntemler beden kitle indeksi (BKİ) ve bel çevresi ölçümüdür. BKİ 

kilogram olarak vücut ağırlığının metrekare olarak boya bölünmesi ile hesaplanır. 

WHO, yetişkinlerde BKİ için sağlıklı aralığın 18.5-24.9 arasında olduğunu 

belirtmektedir. Aşırı kilolular için vücut kitle indeksi olarak 25-29.9 aralığı tanımlanır 

ve 30 veya daha yüksek vücut kitle indeksi için ise obezite tanımlaması yapılır. 

WHO’ya göre obezite sınıflaması Tablo 2.1’de gösterilmiştir87. 

Beden Kitle İndeksi = Vücut ağırlığı (kg) / Boy (m2) 
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Yetişkinlerde BKİ aralıkları, kişilerin yaşlarına bakılmaksızın erkekler ve 

kadınlar için aynıdır. Klinik ve araştırma amaçlı obezite üç kategoriye ayrılır: sınıf I 

(30-34.9), sınıf II (35–39.9) ve sınıf III (> 40)88. Aşırı obezitenin artmasıyla 

araştırmacılar ve klinisyenler, sınıf III'ü süper obezite (BMI 50-59) ve süper-süper 

obezite (BKİ> 60) olmak üzere ikiye ayırdılar89. 

Tablo 2.1. Beden kitle indeksine göre obezitenin sınıflaması87 

SINIFLANDIRMA BKİ(kg/m2) 

Zayıf  <18.5 

Normal kilolu 18.5-24.9 

Fazla kilolu 25-29.9 

Obezite  <30 

Obezite (sınıf 1) 30-34.9 

Obezite (sınıf 2) 35-39.9 

Morbid (aşırı) Obezite (sınıf 3) >40 

 

2.2.2. Obezitenin Sınıflandırılması ve Ölçüm Yöntemleri 

Obez bireyler sadece aşırı yağ kütlesi bakımından değil, aynı zamanda farklı 

vücut bölgelerindeki bölgesel yağ dağılımı bakımından da farklıdır. Yağın vücudun 

etrafında periferik olarak tahsis edildiği, android-elma tip obezite (erkeklerde) ve jinoid-

armut tip obezitede (kadınlarda) yağ dağılımı arasında ayrım yapmak önemlidir90. 

Jinoid Tip Obezite: Gluteal ve femur üzerinde yağ toplanması jinoid tip, kadın 

tipi, periferik tip, armut tipi veya femoral obezite olarak tanımlanmaktadır. Bu obezite 

tipi yağ hücre sayısındaki artış ile gelişen obezite modelidir. Hiperplastik obezite tipi 

olarak bilinir91.  
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Android Tip Obezite: Her iki cinste de karın bölgesinde yağ toplanması; 

android tip, erkek tipi, santral, abdominal, elma tipi veya visseral obezite olarak 

tanımlanmaktadır. Android obezitede ise yağ hücreleri büyümüştür. Yani hipertrofik bir 

obezite tipidir92. 

Obezite Ölçüm Yöntemleri 

Antropometrik Ölçümler92 

1. Vücut Kitle İndeksi 

2. Vücut Yağ Oranı 

3. Bel-Kalça Oranı 

4. Deri Kalınlıkları Ölçümü 

Laboratuvar Yöntemleri İle Yapılan Ölçümler92 

1. İzotop ve kimyasal dilüsyon yöntemi (vücut suyu, vücut potasyumu) 

2. Vücut yoğunluğu ve hacmi (su altı ölçümü, pletismografik yöntem) 

3. İletkenlik (total vücut elektriksel geçirgenlik, biyoelektrik impedans analizi) 

4. Görüntüleme yöntemleri (ultrasonografi, bilgisayarlı tomografi, manyetik 

rezonans, dual enerji x ışını absorpsiyometresi) 

2.2.3. Obezitenin Patolojisi ve Etiyolojisi 

Obezitenin etiyolojisi multifaktöriyeldir. Genetik, hormonal ve çevresel 

faktörleri içeren karmaşık bir etkileşim sonucu ortaya çıkar93. Vücut ağırlığı, hem 

çevresel hem de merkezi faktörleri içeren çok yönlü bir sistem tarafından düzenlenir. 

Obezitenin sekonder patolojik nedenleri diğer tedaviler başlamadan önce endokrinolog 

tarafından dışlanması gereken ilaçlar ve nöroendokrin hastalıkları (hipotalamik, hipofiz, 

tiroid ve adrenal) içerir (Tablo 2.2). 
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Tablo 2.2. Obezite Etyolojisi89 

 Çevresel sebepler 

 Diyet faktörleri 

 Fiziksel aktivite eksikliği 

 Yaşam tarzı faktörleri 

 Nöroendokrin obezite 

 Hipotalamik obezite 

 Travma 

 Tümörler 

 İnflamasyon 

 Cerrahi 

 Artan intrakraniyal basınç 

 Cushing sendromu 

 Hipotiroidi 

 Polikistik Over Sendromu 

 Büyüme hormonu eksikliği 

 Hipogonadizm 

 İnsülinoma ve hiperinsülinemi 

 Psödohipoparatiroidizm 

 İlaçlar 

 Antipsikotikler 

 Antidepresanlar 

 Antikonvülsanlar 

 Steroidler 

 Adrenerjik antagonistler 

 Serotonin antagonistleri 

 Oral hipoglisemik ajanlar 

 Genetik ve konjenital bozukluklar 

 Prader-Willi sendromu 

 Bardet-Biedl sendromu 

 Leptin eksikliği 

 Albright kalıtsal distrofisi 

 Alstrom-Hallgren sendromu 

 Cohen sendromu 

 Carpenter sendromu 

 Beckwith-Wiedemann sendromu 

 Psödohipoparatiroidizm tipi 1a 

 Hamilelik ve menopoz 

 Yeme bozuklukları ve psikolojik nedenler 

 Bulimia nevroza 

 Stres 

 Anormal yeme alışkanlıkları 

 Depresyon, güven eksikliği ve benlik saygısı 

 Sosyal faktörler 
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2.2.4. Obezite İle İlişkili Komorbiditeler 

Obezite ile ilişkili kronik komorbiditeler, fiziksel veya psikolojik semptomlar ve 

fonksiyonel sınırlamalar ile ilişkilidir, bu da yaşam kalitesi üzerinde önemli negatif 

etkiye ve mortaliteye sahip olabilir. Obezite ile ilişkili en çok bilinen hastalıklar insülin 

direnci, tip 2 diyabet ve kardiyovasküler hastalıktır ve riskleri BKİ ile orantılıdır. Aşırı 

kilolu ve obezite ile ilişkili diğer tanınmış komplikasyonlar arasında obstrüktif uyku 

apnesi, alkole bağlı olmayan yağlı karaciğer hastalığı, osteoartrit, polikistik over 

sendromu ve mortalite artışı sayılabilir94. 

2.2.5. Deneysel Olarak Oluşturulan Obezite Modelleri 

Obezite insidansı dünya çapında sürekli artış eğiliminde olup obeziteyle ilişkili 

birçok ciddi sağlık problemine yol açmaktadır94. Bu durum insandakine benzer obezite 

ve komorbiditelerinin özelliklerini paylaşan hayvan modellerinin deneysel olarak 

benzerinin oluşturulup yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesini zorunlu kılmaktadır95-

98. 

RAT OBEZİTE MODELLERİ 

2.2.5.1. Monogenik Mutasyonlar 

Leptin Reseptör Eksikliği Olan Ratlar: Zucker Yağlı Rat (ZYR) ve 

Koletsky Rat 

1961'de L.M. Zucker ve T.F. Zucker obezite araştırmasında yeni fikirlere yön 

veren kromozom 5 üzerinde bulunan, yağ üzerine etkili (fa) gende otozomal resesif 

mutasyonunu bildirmişlerdir99. Daha sonra fa geni leptin reseptör geni olarak 

gösterilmiştir100. 

Lepdb/ Lepdb faresine benzer şekilde oluşturulan leptin dirençli obezite rat modeli 

leptin reseptöründe mutasyonlar vardır. Obez Zucker (fa / fa veya yağlı rat) ve Koletsky 

rat, leptin reseptörünün hücre dışı alanının mutasyona uğramış formlarını taşır. Bu 
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modeller hiperfaji ve enerji tüketiminin azalmasına benzer bir fenotip geliştirerek 

morbid obeziteye yol açarlar95, 96.  

Wistar Yağlı Rat (WYR) 

1981'de Ikeda ve ark. başka bir obezite rat modeli olan Wistar yağlı ratı (WYR) 

bildirmiştir101. WYR, fa geninin ZYR'den zayıf glukoz toleransı sergileyen Wistar 

Kyoto ratlarına aktarılmasıyla türetilmiştir101. Zucker (fa / fa) ratına benzer şekilde, 

WYR, insülin direnci, hiperinsülinemi ve hiperlipidemi gibi obezite ve komorbiditeler 

geliştirir. İnsülin direnci, beyinde ve çevresel organlarda (karaciğer) azalan insülin 

bağlanması ile ilişkilidir97. 

Otsuka Long Evans Tokushima Yağlı (OLETF) Ratı 

Otsuka Long Evans Tokushima Yağlı (OLETF) ratları hafif bir obezite 

modelidir102-104. OLETF ratlarında doğumdan birkaç hafta sonra hiperfaji başlar ve artan 

vücut ağırlığı sonunda obezite meydana gelmektedir98. OLETF ratları, obezite ve 

diyabet araştırmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır102, 105. 

2.2.5.2. Diyete Bağlı Obezite 

2.2.5.2.1. Yüksek Yağlı Diyet 

Leptin eksikliği olmayan model olarak obezite araştırmasında sıklıkla yüksek 

yağlı bir diyet (YYD) kullanılmaktadır. Yağ açısından zengin olan diyetler, sadece 

insanlarda obeziteyi teşvik etmekle kalmaz, aynı zamanda hayvanları da obez yapar106-

108. Rodent 109-112 diyetindeki yağ seviyesi ile vücut ağırlığı veya yağ kazancı arasında 

pozitif bir ilişki bulunmuştur. YYD tüketen ratlar, minimum miktarda yağ içeren diyet 

tüketenlere oranla daha hızlı kilo alırlar. 1949'da farelerin, ilk kez, yarı sıvı, 

lezzetlendirilebilen bir diyet ile ad libitum (serbest) olarak beslenmesiyle obezite 

indüklendi113. Daha sonra 1953 yılında, Fenton & Dowling, obeziteyi indüklemek için 

sütten kesilmiş farelerde toplam enerjinin % 50'sinde yağ içeren YYD’ler kullandılar ve 
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elde ettikleri sonucu besinsel obezite olarak adlandırdılar114, ancak model daha sonra 

obezite diyeti olarak yeniden adlandırıldı115. 

2.2.5.2.2. Kafeterya Diyetiyle İndüklenmiş Obezite 

Farelere, insandakine benzer batı diyetini (kafeterya diyeti) taklit eden lezzetli 

bir diyet uygulandığında obez olurlar116-118. Kafeterya diyetine bağlı obezite, esas olarak 

artan yağ tüketiminin kısmen harcandığı hiperfajiden ve kahverengi yağın sempatik 

aktivasyonu nedeniyle diyetle indüklenen termogenezden kaynaklanmaktadır. Kafeterya 

diyetlerinde obezite oluşumu, artan yeme sıklığının yanı sıra ortalama yemek 

büyüklüğündeki artışa da bağlıdır117. 

2.2.5.2.3. Doğum Sonrası Küçük Kafeslerde Yetiştirme ve Aşırı Beslenmeye 

Bağlı Obezite 

Kafes boyutunun manipülasyonu ile farelerde ve ratlarda doğum sonrası aşırı 

beslenme, obezite modeli olarak kullanılmıştır ayrıca küçük kafes boyutunun büyük 

kafes boyutuna oranla obezitenin gelişmesinde daha etkin olduğu görülmüştür119-121. 

Erken aşırı beslenilmeye başlanılması, önemli ölçüde daha yüksek vücut ağırlığına 

sahip yetişkin hayvanlara yol açar ve bu durum artmış adipozite, erken leptin direnci, 

hiperinsülinemi ve glukoz intoleransı ile ilişkilidir. Sütten kesildikten sonra YYD 

uygulanıldığında yavrudaki etki güçlendirilebilir. Anneden bağımsız olarak rat 

yavrularının aşırı beslenmesi, erişkinlik döneminde obez olma eğiliminin artmasına da 

yol açmaktadır122. 

2.2.5.2.4. Annenin Aşırı Beslenmesi ve Yüksek Yağlı Diyetlere Maruziyeti 

İntrauterin ve perinatal çevre, enerji dengesinin yaşam boyu kontrolünde önemli 

bir rol oynar. Hamilelik esnasında uygulanan diyette enerji alımının ve tüketiminin 

kontrolünün çocukların ileriki dönem metabolizmasını etkileyebileceği bilinmektedir. 

Hamile ratları beslemek için uygulanan YYD bir diyetin yavrular üzerinde belirgin bir 
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etkisi bulunmaktadır122-126. Diyetle indüklenen obezitedeki anne ratların yavruları diğer 

hayvanların yavrularından daha ağır ve daha obezdir. Benzer şekilde, insanlarda 

annelerin YYD ile beslenmesi yavruların yetişkin yaşamında belirgin bir şekilde artan 

obezite riskine yol açar122-126. 

2.2.5.3. Cerrahi ve Kimyasal Obezite Modelleri 

2.2.5.3.1. Ventromedial Hipotalamusun Lezyonu 

Kemirgenlerde indüklenen obezite modellerinden biri olan mediobazal 

hipotalamusun ventromedial / arkuat bölgesinin cerrahi lezyonları; hiperfajiye, vücut 

ağırlığında artışa ve adipoziteye neden olur. Ventromedial hipotalamusun lezyonuyla 

indüklenmiş obezitenin ortaya çıkma nedenleri hala belirsizken, sempatik ve 

parasempatik sinir sistemlerindeki bir değişiklik sendroma katkıda bulunur. Bu 

değişiklikler azalmış aktivite ve enerji harcamaları ile ilişkilidir. Hiperfaji muhtemelen 

POMC nöronlarının ve hipotalamik arkuat çekirdekte beyin kaynaklı nörotrofik faktör 

(BDNF) üreten nöronların tahrip edilmesinden kaynaklanmaktadır127-129.  

2.2.5.3.2. Hipotalamik Paraventriküler Nükleusun Lezyonu (PVN Lezyon) 

Ventromedial hipotalamusun lezyonlarına benzer şekilde, hipotalamik 

paraventriküler nükleusun lezyonları da obeziteye neden olur. Obezite esas olarak artan 

yeme isteğinden kaynaklanır. PVN lezyonlu ratlarda obezite sonunda insülin direnci ve 

hiperinsülinemi meydana gelir96, 130, 131. 

2.2.5.3.3. Arkuat Nükleusun Lezyonu (ARC Lezyonu) 

ARC lezyonunun anatomik şekli ve yeri nedeniyle seçici bir cerrahi lezyonunun 

yapılması zordur. Şimdiye kadar yapılan çoğu lezyon, ventromedial alan dahil olmak 

üzere tüm mediobasal hipotalamusu kapsamıştır. Alternatif olarak, ilk 10 postnatal gün 

içinde neonatal ratlara tekrarlanan monosodyum glutamat kullanımı, PVN'ye yansıyan 

ARC nöronlarının nispeten seçici yıkımına yol açmıştır. Monosodyum glutamat 
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lezyonlu ratlar hiperfajiktir ve daha sonra insülin direnci ve hiperinsülinemi ile obezite 

geliştirir132. ARC nöronları, aynı zamanda, altın tiyoglukozun lokal olarak 

uygulanmasıyla da yok edilebilir ve bu da benzer bir obezite fenotipine neden olur133-

135.  

2.2.5.3.4. Ovariektomi 

Kadınlarda gonadektomi, yemek yemedeki artışla birlikte vücut ağırlığında artışa 

neden olur. Dişi ratlarda ve farelerde ovariektomi (OVX), menopozda ortaya çıkan 

artmış kadın obezitesinin bir modeli olarak kullanılmıştır. Östradiol eksikliğinden ötürü, 

OVX ratları ve fareleri, östrusta yemekte döngüsel düşüş sergilemezler. Bu siklik etki, 

OVX hayvanlarında östradiol replasmanı ile restore edilebilir. OVX ratlarında, diyetin 

diğer günlerinde, östradiol eksikliğine bağlı olarak bir tonik disinhibisyona işaret eden 

yemek yeme ihtiyacında artış görülür. OVX sonrası yeme artışının altında yatan 

mekanizmalar net değildir; döngüsel etki muhtemelen kolesistokinin (CCK), Glukagon 

Benzeri Peptid-1 (GLP-1), glukagon gibi yeme ihtiyacının denetleyicileri üzerindeki 

östradiol etkisinden kaynaklanır136-139.  

2.2.5.3.5. Kahverengi Adipoz Doku (KAD) Ablasyonu 

Kahverengi adipoz doku (KAD), enerji tüketiminin kontrolünde önemli bir rol 

oynar. KAD, enerjiyi ısı olarak dağıtan protein 1'i (UCP-1) ifade eder. KAD ablasyonu 

olan transgenik fareler, belirgin bir şekilde obezdir ve enerji tüketiminde azalmaya 

sahiptir140, 141. Bu farelerde KAD'ın ablasyonu, UCP-1 eksprese eden hücrelerde difteri 

toksini A'nın eksprese edilmesiyle sağlanmakta ve bu da KAD'ın yaklaşık % 70'inin 

ablasyonuna yol açmaktadır. Obez fenotip, YYD ile beslenen farelerde 

geliştirilmiştir140. 
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2.3. Leptin 

Leptin, 167 amino asit içeren protein yapısında bir hormondur, molekül ağırlığı 

16 kDa’dur. Yapısı IL-6 ve IL-11 ile benzerlik gösterir. Biyolojik aktiviteden N-

terminal bölgesi sorumludur142. Leptin, ob geni tarafından kodlanır. Ob geni, farelerde 6 

no’lu kromozomda, insanlarda 7. kromozomun uzun kolundadır143. Leptin, başlıca 

adipositlerde sentezlenirken, plasentada ve midenin epitelyum hücrelerinde, iskelet kası, 

hipofiz ve meme bezinde de sentezlendiği bilinmektedir.  

Leptin sekresyonunu; adipoz dokudan, aşırı yeme, obezite, insülin, 

glukokortikoidler, akut enfeksiyon ve proinflamatuar sitokinler (TNF-α, IL-1); iskelet 

kasından, glukoz, glukozamin, lipidler; plasentada, insülin, glukokortikoidler, hipoksi; 

midede beslenme ve kolesistokinin artırır. Açlık, soğuk, β-adrenerjik agonist, 

testosteron ise adipoz dokudan leptin sekresyonunu azaltır144. 

Leptinin atılımı başlıca böbrekler yoluyla olur145. Leptin kanda serbest ve 

proteine bağlı olarak iki formda bulunmaktadır. Serbest form, leptinin aktivitesinden 

sorumludur. Yapılan tıbbi çalışmalarda, obez insanlarda leptinin büyük oranda serbest 

şekilde bulunduğu ve serbest leptin seviyelerinde artış olduğu görülmüştür. Bu durum, 

obezite oluşumunda asıl sorunun “leptin eksikliği değil, leptin direncidir” hipotezini 

destekleyen kanıtlardan biri olarak karşımıza çıkmaktadır146. Fizyolojik şartlarda 

adipositlerde eksprese edilen leptin miktarı, hücrelerin yağ içeriği ile korelasyon 

gösterir147. Leptin salınımı sirkadiyen ritim gösterir ve çeşitli faktörlerle düzenlenir148. 

Leptin direncinde, obez bireylerin çoğunda görülen bu durum leptinin etkisiyle 

çelişmektedir. Leptin rezistansı; i) Leptinin kan beyin bariyerinden geçişinin bozulması 

ve ii) Leptin reseptörlerinin bozulması olarak sınıflandırılabilir. 16 kDA molekül 

ağırlığında olan leptinin kan beyin bariyerini geçmesi kolay değildir. Uzun süre açlıktan 
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sonra ortaya çıkan triaçilgliseroller, leptinin kan beyin bariyerinden geçişini inhibe 

ederler 149. 

2.3.1. Leptin Geni 

Leptin geni ilk defa 1994 tarihinde farelerde bulunmuştur150. Leptin gen 

mutasyonu ilk defa Pakistan asıllı bir ailede 8 yaşında bir kız ve 2 yaşında bir erkek 

kuzende saptanmıştır. Bu hastalarda obezite 3-4 aylıkken başlamış olup şiddetli 

hiperfaji gelişimi görülmüştür. Söz konusu hastaların serum leptin seviyelerinde sıfıra 

yakın değerler saptanmıştır. Açlık kan şekerlerinin normal ancak insülin düzeyleri ve 

TSH düzeylerinin yüksek olduğu görülmüştür151. 

2.3.2. Leptinin Etki Mekanizması 

Leptin, metabolik etkilerini, santral sinir sistemi ve periferik dokularda bulunan 

kendine özgü reseptörleri sayesinde gerçekleştirir152. 

Leptin kemik kitlesini hipotalamus üzerinden farklı iki mekanizma ile kontrol 

eder. Birinci olarak, hipotalamusun gold-thioglucose duyarlı nöronlarındaki 

reseptörlerine bağlanarak sempatik sistemi aktive eder. Bu da osteoblastların 

çoğalmasını ve farklılaşmasını kontrol eder. Böylelikle kemik oluşumu artar153, 154. 

Leptin, osteoblastların sempatik stimulasyonu ile osteoblastlardaki nükeer faktör kapa 

beta ligandı (RANKL) ekspresyonunu arttırır, sonuçta kemik rezorbsiyonu da artmış 

olur155. İkinci olarak; leptin, arkuat nükleus nöronlarındaki pro opiomelanokortin 

(POMC) üzerindeki reseptörlerine bağlanarak hipotalamik  CART (Cocaine and 

Amfetamin Regulated Transcript) ekspresyonunu arttırır ve bilinmeyen bir mekanizma 

ile RANKL ekspresyonunu azaltarak kemik rezobsiyonunu inhibe eder153. 

Hipotalamus üzerinde gerçekleşen bu iki etki mekanizmasına ek olarak leptin, 

direkt osteoblastlar üzerindeki reseptörlerine bağlanır, böylece osteoblastların 

büyümesini ve kemik mineralizasyonunu da arttırır156. 



25 

3. MATERYAL VE METOD 

Çalışmamız, Atatürk Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

tarafından, çalışmanın gerekçe, amaç, yaklaşım ve yöntemleri dikkate alınarak 

incelenmiş olup 30/03/2018-4 tarih ve sayılı oturumunda, 62 no’lu karar ile tez projesi 

olarak onaylanmıştır ve Atatürk Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeler 

Koordinatörlüğünün TDH-2018-6724 proje numarası ile desteklenerek 

gerçekleştirilmiştir. Deneysel çalışmalarımız Atatürk Üniversitesi Deneysel Araştırma 

Merkezinde yapılmıştır. 

Çalışmamızda denek olarak, Atatürk Üniversitesi Deneysel Araştırma 

Merkezinden temin edilen Sprague Dawley ırkı 40 adet erkek rat kullanıldı. Denekler 

12 saat aydınlık / 12 saat karanlık siklusu uygulanarak ortam sıcaklığı 24-26°C olacak 

şekilde paslanmaz tel kapakları olan plastik kafesler içerisinde, üzeri hava alabilecek 

şekilde tutuldu. Çalışma süresince kafesler 3 günde bir düzenli olarak temizlendi. 

3.1. Deney Gruplarının Oluşturulması 

Denekler yaş ve ağırlık olarak sınıflandırılarak, obez diyet grubu (OD) ve 

normal diyet (ND) grubu olmak üzere 2 ayrı gruba ayrıldı. Üç haftalık 40-60 gr. 

ağırlığına sahip toplamda 20 adet sprauge dawley cinsi rat OD grubuna dahil edildi. 

ND grubuna ise 12 haftalık 250-300 gr ağırlığa sahip 20 adet Sprauge Dawley cinsi rat 

dahil edildi.  

Deneklerin çalışmaya dahil edilme yaşlarının farklı olmasının nedeni; OD 

grubundaki ratların 8 haftalık YYD diyet ile beslenerek deneye başlanıldığında 12 

haftalık yaştaki deneklerle yaşça aynı olmasını sağlamaktı. Bunu gerçekleştirmekteki 

amacımız deneklerin deney başlangıçlarındaki yaşlarının aynı olmasını sağlayarak 

çalışmamızı standart hale getirmekti ve OD gruptaki deneklerin ND grubundaki 

deneklere oranla kilo artışlarındaki farkın belirlenebilmesiydi. 
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Seçilen obezite ve normal gruplardaki toplam 40 denek ortama uyum sağlaması 

amacıyla 1 hafta boyunca standart pelet yem ve su ile ad libitum (serbest) beslendi. Bir 

haftanın sonunda ise denekler rastgele her grupta 10 adet rat olacak şekilde kendi 

aralarında uygulama ve kontrol olmak üzere 2 gruba ayrıldı. 

Uygulama grupları olarak obez diyet uygulama (ODU) ve normal diyet 

uygulama (NDU) grupları oluşturuldu. Kontrol grupları olarak da obez diyet kontrol 

(ODK) ve normal diyet kontrol (NDK) grupları oluşturuldu. Normal diyet gruplarına % 

8 yağ içeriğine sahip pelet yem uygulaması gerçekleştirildi (Tablo 3.1). Obezite 

gruplarının oluşturulması için 8 hafta boyunca YYD (D12492, research diets, New 

Brunswick, NJ USA) uygulaması yapıldı (Şekil 3.1). Pelet yem şeklinde hazırlanmış 

olan rodent diyet yemi % 35 oranında yağ içermektedir. Yüksek yağlı rodent diyet 

yemi, toplam kalorinin % 60’ını yağ içeriğinden sağlamaktadır (Tablo 3.2). Çalışma 

süresince haftalık olarak hayvanların ağırlıkları ve yedikleri yem hassas tartıda 

ölçülerek kayıt altına alınmıştır. 

Deneklerin gruplara göre dağılımı: ( 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 Gruplarının Oluşturulması 

3 haftalık 40-60 gr. ağırlığına sahip toplamda 20 adet rat obezite grubuna dahil 

edildi. Denekler ortama uyum sağlaması amacıyla 1 hafta boyunca standart pelet yem 

ve su ile ad libitum (serbest) beslendi. Bir haftanın sonunda ise denekler rastgele her 

grupta 10 rat olacak şekilde kendi aralarında da uygulama ve kontrol olmak üzere 2 

gruba ayrıldı. İkinci haftadan itibaren ratlarda kilo alımını ve yağ birikimini indüklemek 
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için 8 hafta boyunca YYD’e ad libitum (serbest) erişim izni verildi (Şekil 3.2). Ratların 

vücüt, ağırlıkları ve boyları haftada bir kez olmak üzere takip edilerek kaydedildi. 

Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan standart pelet yemin kalori içeriği ve enerji yoğunluğu 

Protein; % 26 

Yağ; % 8 

Karbonhidrat; % 66 

Enerji yoğunluğu; 3.77 kcal / g 

 

Şekil 3.1. Çalışmamızda kullandığımız pelet D12492 rodent diyet yemi 
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Şekil 3.2. Ratlarda kilo alımını ve yağ birikimini indüklemek için YYD’e ad libitum 

(serbest) erişim sağlanması 

Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan YYD’in kalori içeriği ve enerji yoğunluğu  

 

 

Protein; % 20 

Yağ; % 60 

Karbonhidrat; % 20 

Enerji yoğunluğu; 5.21 kcal / g 
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Toplam 9 hafta boyunca süren bu takip sonucunda her iki gruptaki deneklerin 

BKİ hesaplamaları yapılarak obez olup olmadıkları değerlendirildi. Boyun 

hesaplanması Fisler ve ark. 157 bildirdiği üzere; burun ucundan kuyruk başlangıcına olan 

mesafenin ölçümü ile yapıldı. Deneklerin ağırlıkları haftalık olarak hassas tartılarda 

ölçüldü. Ölçülen ağırlık ve boy parametreleri BKİ formülü kullanılarak hesaplandı ve 

BKİ sonuçları 5 kg/m2'den büyük olan deneklerin obez olduğu kabul edildi. 

3.3. Cerrahi Yöntem 

Cerrahi işlemler öncesi, sterilizasyona dikkat edilerek kullanılacak olan cerrahi 

malzemeler prosedürlerin gerçekleştirileceği masaya özenle yerleştirildi (Şekil 3.3). 

Deney hayvanlarına % 2’lik Ksilazin (10 mg/kg) (Xylazinbio, Bioveta, Çek 

Cumhuriyeti) ve % 10’luk Ketamin HCl (50 mg/kg) (Ketalar®, Pfizer, New York, 

ABD) anestezisi intraperitonal olarak verildi (Şekil 3.4). Anestezi derinliği, göz kapağı 

refleksinin kaybolması ve enjeksiyon yapılmayan taraftaki ayağın çimdiklenmesiyle 

oluşan tepkiye göre değerlendirildi. Ayağında tepki görülen deneklerde anestezinin 

derinleşmesi için beklenerek tekrar test yapıldı. Tepki vermeye devam eden hayvanlara 

ek anestezi verildi. 
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Şekil 3.3. Cerrahi işlem öncesi hazırlık safhası 
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Şekil 3.4. İntraperitonal anestezi uygulamasının gerçekleştirilmesi 

Ratlarda kafa derisi enseden alına kadar tıraş edildi. Cerrahi işlem uygulanacak 

alanın antisepsi işlemi % 10’luk povidon iyot solüsyonu (Dermosept®, Baticonol, ALG 

İlaç Sanayi, Türkiye) ile gerçekleştirildi. 

Orta hatta 20 no’lu bisturi yardımıyla 20 mm longitüdinal bir cilt insizyonu 

yapıldı ve periost elevatörü ile periost kaldırıldı (Şekil 3.5). 
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Şekil 3.5. 20 mm longitüdinal bir cilt insizyonun gerçekleştirilmesi 

Periostun kaldırılmasını takiben ekartör yardımı ile frontoparietal bölge işlem 

için ulaşılabilir hale getirilerek oluşturulacak kemik defektinin yeri belirlendi (Şekil 

3.6). 

 

Şekil 3.6. Orta hatta deri insizyonunu takiben frontoparietal bölgenin ekartasyonu 
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Deneklerde kritik kalvaryal defekti oluşturabilmek için 5 mm. iç çapa sahip 

trephan frezler kullanıldı (Şekil 3.7). 

 

Şekil 3.7. Kalvaryal defektlerin oluşturulmasında kullanılan trephan frezler 

Defektler, irrigasyon uygulaması altında tur motoru kullanılarak oluşturuldu 

(Şekil 3.8). 

 

Şekil 3.8. Defektlerin oluşturulması esnasında kullanılan tur motoru 

Deneklerde kaviteler, bregma noktası referans alınarak parietal kemiklerde 

oluşturuldu (Şekil 3.9). Soğutma ve açığa çıkan kemik dokularını uzaklaştırmak 

amacıyla steril sodyum klorürle irrigasyon yapıldı. Kavite açılırken dura materin zarar 

görmemesine dikkat edildi. 
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Şekil 3.9. Bregma noktası referans alınarak parietal kemiklerde trephan frez yardımıyla 

5 mm çapında kavitelerin oluşturulması 

4/0 Vicryl ile periost; 3/0 Vicryl ile de cilt insizyonu süture edildi (Şekil 3.10 ve 

3.11). Uygulama grubundaki deneklere 4 gün boyunca 60 μg/kg/gün (Leptin, rat 

recombinant, Biovision, ABD) leptin intraperitonal olarak uygulandı (Şekil 3.13). Aynı 

şekilde kontrol grubundaki deneklere 4 gün boyunca 0.5 ml steril serum fizyolojik 

intraperitonal olarak uygulandı. 

      

Şekil 3.10. Periost süturasyonu Şekil 3.11. Cilt süturasyonu 
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Cerrahi işlemi takiben denekler 14. günün sonunda özel kafesler içerisinde % 

100 CO2 ile sakrifiye edildi (Şekil 3.12). 

 

 

Şekil 3.12. Deneklerin özel kafesler içerisinde % 100 CO2 ile sakrifiye edilmesi 

3.4. Leptinin Hazırlanması 

-20 ºC de korunan liyofilize steril toz haldeki (soğuk zinciri korunarak) 1 mg 

leptin (Leptin, rat recombinant, Biovision, ABD) başına 1 ml steril distile su olacak 

şekilde sulandırılma işlemi gerçekleştirildi. Sulandırılma işlemini takiben steril 50 ml 

fosfat tampon çözeltisi (Phosphate buffered saline tablet, Sigma-Aldirich, ABD) içinde 

seyreltildi. İlgili ürünün kullanım talimatlarında belirtildiği üzere 1 hafta boyunca +4°C' 

de saklanarak uygulamalar gerçekleştirildi. 
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Şekil 3.13. Çalışmamızda kullandığımız Rat Leptin Recombinant proteini 

Steril fosfat tampon hazırlanması: Atatürk Üniversitesi Farmakoloji A.D. 

laboratuarında üretici firmanın (Phosphate buffered saline tablet, Sigma-Aldirich, ABD) 

belirttiği üzere bir tabletin dörtte biri kullanılarak steril distile su ile 50 ml fosfat tampon 

çözeltisi hazırlandı (Şekil 3.14). Hazırlanan fosfat tampon çözeltisi daha sonra +4ºC’de 

saklandı. 

 

 
Şekil 3.14. Steril fosfat tampon hazırlanması esnasında kullanılan tabletler 

3.5. Ratların Bakımı ve Deneyin Sonlandırılması 

Denekler kontrol edilip yara bakımı yapıldıktan sonra kafeslere yerleştirildi. 

Postoperatif dönemde deney hayvanlarına analjezik olarak Marcaine % 0.5 enjeksiyon 

solüsyonu (AstraZeneca, Türkiye) yara yerine topikal olarak uygulandı ve antibakteriyel 

olarak Genta 160 mg 1 ampül (İbrahim Etem Ulagay İlaç Sanayi, Türkiye) 3-6 mg/kg 
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tek doz olarak intramusküler yöntemle uygulandı. OD grupları YYD ile beslenmeye 

devam ederken, ND grupları standart pelet yem ile beslendi. Deneklerin suya erişiminde 

kısıtlamaya gidilmedi. Kontrol gruplarına, cerrahi uygulanan günden başlamak üzere 4 

gün boyunca her gün aynı saatte (18:00), günde bir kez intraperitonal olarak 0.5 ml 

serum fizyolojik uygulandı. Uygulama gruplarına, cerrahi uygulanan günden başlamak 

üzere 4 gün boyunca her gün aynı saatte (18:00), günde bir kez intraperitonal olarak 60 

μg/kg leptin uygulaması yapıldı. 

Defekt oluşumunu takiben 2. haftanın sonunda özel ötenazi kafesi içerisinde 

denekler % 100 CO2 uygulaması ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen deneklerin parietal 

kemikleri defekt bölgesini de içine alacak şekilde çıkarıldı ve histopatolojik inceleme 

için % 10’luk formalin içerisine konuldu (Şekil 3.15). 

 

Şekil 3.15. Sakrifiye edilen deneklerin parietal kemikleri defekt bölgesini de içine 

alacak şekilde çıkarılması ve histopatolojik inceleme için %10’luk formalin içine 

konulması. 
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3.6. Histolojik İnceleme 

3.6.1. Doku Takip Aşaması 

Tablo 3.3. Parafin takip protokolü 

İŞLEM  MADDE     SÜRE  

TESPİT  %10 formalin        1 hafta  

DEKALSİFİKASYON  HCl solüsyonu (Sigma 

Aldirich) 

                             3 gün  

DEHİDRATASYON  %50 alkol                              ½ saat  

 %60 alkol                                                    ½ saat  

 %70 alkol                                                    ½ saat  

 %80 alkol                                                    ½ saat  

 %95 alkol                                                     1 saat  

 %95 alkol                                                     1 saat  

ŞEFFAFLAŞTIRMA  Alkol: ksilen                              ½ saat  

 Ksilen                                                     1 saat  

 Ksilen                                                     1 saat  

İNFİLTRASYON  Ksilen-parafin                              ½ saat  

 Parafin                                                     1 saat  

 Parafin                                                     1 saat  

GÖMME Parafin  
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Tablo 3.4. Hemotoksilen eozin boyama protokolü 

İşlem  Kullanılan Madde  Süre  

DEPARAFİNİZASYON  60 °C ETÜV  1 gece  

DEPARAFİNİZASYON  KSİLEN  5 dakika  

 KSİLEN  5 dakika  

 KSİLEN  5 dakika  

REHİDRATASYON %100 ALKOL  5 dakika  

 %96 ALKOL  5 dakika  

 %80 ALKOL  5 dakika  

 %70 ALKOL  5 dakika  

YIKAMA  AKARSU  5 dakika  

BOYAMA  HEMATOKSİLEN  10 dakika  

YIKAMA  AKARSU  5 dakika  

DİFERANSİYASYON  ASİT-ALKOL  1 saniye  

YIKAMA  AKARSU  5 dakika  

BOYAMA  EOZİN  2 dakika  

YIKAMA  AKARSU  5 dakika  

 % 80 ALKOL  1 saniye  

 %96 ALKOL  1 saniye  

 % 96 ALKOL  1 saniye  

 KSİLEN  1 saat  

KAPAMA  ENTELLAN   
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Tablo 3.5. Masson trichrome boyama protokolü 

İşlem  Kullanılan Madde  Süre  

DEPARAFİNİZASYON  60 °C ETÜV  1 gece  

DEPARAFİNİZASYON  KSİLEN  1 saat  

 KSİLEN  30 dakika  

 KSİLEN  30 dakika  

REHİDRATASYON %100 ALKOL  5 dakika  

 %96 ALKOL  5 dakika  

 %80 ALKOL  5 dakika  

 %70 ALKOL  5 dakika  

YIKAMA  AKARSU  5 dakika  

BOYAMA  HEMATOKSİLEN 20 dakika  

YIKAMA  AKARSU  1 dakika  

DİFERANSİYASYON  ASİT-ALKOL  1 dakika 

YIKAMA  AKARSU  5 dakika  

BOYAMA  PONCEAU ASİT FUKSİN  5 dakika  

YIKAMA  AKARSU  5 dakika  

 ASİT-SU  

 METİLEN MAVİSİ 1 dakika 

 % 80 ALKOL  1 saniye  

 %96 ALKOL  1 saniye  

 % 96 ALKOL  1 saniye  

 KSİLEN  1 saat  

KAPAMA  ENTELLAN   
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3.7. İstatiksel Analiz 

Verilerin ön analizde normal dağılıma uygun olup olmadıkları Kolmogorov 

Smirnov testi ve grafiksel olarak değerlendirildi. Normal dağılım gösteren verilerde 

gruplar arası farklılıklar tek yönlü varyans analizi ile (ANOVA) analiz edildi. Farklılığı 

oluşturan gruplar DUNCAN çoklu karşılaştırma testi ile belirlendi. Normal dağılım 

göstermeyen verilerde gruplar arası farklılıklar Kruskal-Wallis testi ile; farklılığı 

oluşturan gruplar Mann-Whitney U testi ile belirlenmiştir (p <0.05). Verilerin 

analizinde IBM SPSS Statistics 20 yazılım programı ( Armonk, NY: IBM Corp.) 

kullanılmıştır.  
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4. BULGULAR 

4.1. Klinik Bulgular 

OD ve ND uygulanan kontrol gruplarında düzenli olarak BKİ ve kilo artışı 

gözlenmiştir. OD ve ND ile beslenen uygulama gruplarında ise leptin verilmesini 

takiben kontrol gruplarıyla kıyaslandığında BKİ ve kilo artışının daha az olduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.1-4). 

 

 Şekil 4.1. NDK ve NDU gruplarının haftalık ortalama kilo değişimi (gram cinsi)   

 

 Şekil 4.2. NDK ve NDU gruplarının haftalık ortalama BKİ değişimi (kg/m2) 
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Şekil 4.3. ODK ve ODU gruplarının haftalık ortalama kilo değişimi (gram cinsi)   

 

Şekil 4.4. ODK ve ODU gruplarının haftalık ortalama BKİ değişimi (kg/m2) 
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4.2. Histolojik Bulgular 

Osteoblast ve osteoklast aktivitesinin belirlenmesi her deneğin; mikroskop 

(Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan) x40’luk büyütme altında rastgele 

seçilen üç alanındaki oluşumlar incelenerek gerçekleştirilmiştir. Belirlediğimiz 

skorlama yöntemini Friedman ve ark.’nın158 yaptığı skorlamaya benzer olarak 

gerçekleştirdik. Friedman ve ark.158 skorlama yaparken oluşan kemik yüzelerini; yok (-

), zayıf (+), orta (++), ileri düzey (+++) kemikleşme olarak sınıflandırmıştır. Biz de 

Friedman ve ark. benzer şekilde örneklerin incelenmesi sonucu ortaya çıkan osteoblast 

aktivitesinin sayısal değerlendirmesini şu şekilde gerçekleştirdik: yok (-), 1-5(+), 6-

10(++), 11 > (+++). Osteoklast aktivitesinin sayısal değerlendirmesi ise şu şekildedir: 

yok (-), 1-2(+), 3-4(++), 5 > (+++).  

Ortaya çıkan sonuçlara göre gruplar arasında osteoblast aktivitesinin en az NDK 

ve ODK gruplarında olduğu görülürken, NDU grubunda artmaya başladığı, ODU 

grubunda ise en üst düzeyde olduğu belirlenmiştir (Tablo 4.1) (Şekil 4.5-8). 

Elde edilen bulgulara göre gruplar arasında osteoblast, fibröz doku kalınlığı, yeni 

damar oluşumu yönünden istatistiksel olarak anlamlı farklar tespit edilirken (p<0.05), 

osteoklast aktivitesi yönünden istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilememiştir 

(p>0.05). 
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Tablo 4.1. Gruplarda histolojik inceleme sonucu ortaya çıkan 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 - + 

ODK 10 + - 

NDU 1 + + 

NDU 2 ++ + 

NDU 3 ++ + 

NDU 4 ++ + 

NDU 5 + + 

NDU 6 + + 

NDU 7 ++ ++ 

NDU 8 ++ + 

NDU 9 ++ + 

NDU 10 ++ + 

ODU 1 +++ + 

ODU 2 +++ + 

ODU 3 +++ + 

ODU 4 ++ + 

ODU 5 ++ + 

ODU 6 +++ - 

ODU 7 +++ + 

ODU 8 +++ + 

ODU 9 ++ + 

ODU 10 ++ + 
 

Mikroskop (Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan) altında x40’luk büyütme sonucunda 

rastgele seçilen üç alandaki osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin belirlenmesi esnasında değerlendirme: 

osteoblast aktivitesi; yok (-), 1-5(+), 6-10(++), 11 > (+++) ve osteoklast aktivitesi; yok (-), 1-2(+), 3-

4(++), 5 > (+++) 
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Elde edilen bulgulara göre gruplar arasında osteoblast aktivitesi yönünden 

istatistiksel olarak anlamlı farklar tespit edilirken (p<0.05), osteoklast aktivitesi 

yönünden istatiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilemedi (p>0.05) (Tablo 4.2.). 

Tablo 4.2. Gruplar arası osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin istatiksel olarak 

değerlendirilmesi 

 Osteoblast Osteoklast 

NDK 1.00±0.14a 1.00±0.14a 

ODK 1.00±0.14a 0.90±0.23a 

NDU 1.70±0.15b 1.10±0.10a 

ODU 2.60±0.16c 0.90±0.10a 

Aynı sütundaki farklı harfler (a,b,c) gruplar arası farklılığı göstermektedir (p <0.05). 

Fibröz doku kalınlığı ve yeni damar oluşumunun belirlenmesi esnasında; her 

örneğin mikroskop (Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan) x40’luk büyütme 

altında rastgele seçilen üç alanındaki oluşumlar incelenmiştir. Örneklerin incelenmesi 

sonucu ortaya çıkan yeni damar oluşumlarının sayısal değerlendirmesi şu şekildedir; 

yok (-), 1-3(+), 4-7(++), 7 > (+++). Fibröz doku kalınlığı ise µm cinsinden ölçüldü. Her 

denek için 3 farklı bölgenin fibröz doku kalınlığının ölçümü gerçekleştirilerek 

ortalaması hesaplandı. Fibröz doku kalınlığı ve yeni damar oluşumunun en az NDK ve 

ODK gruplarında olduğu görülürken, NDU grubunda artmaya başladığı, ODU grubunda 

ise en ileri düzeyde olduğu belirlendi (Tablo 4.3) (Şekil 4.9-12). 

Tablo 4.3. Gruplarda histolojik inceleme sonucu görülen fibröz doku kalınlıkları ve 

yeni damar oluşumları 

 Fibröz doku kalınlığı(µm) Yeni damar oluşumu 

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 +++ 

ODU 4 139 ++ 

ODU 5 166 +++ 

ODU 6 182 +++ 

ODU 7 163 +++ 

ODU 8 137 ++ 

ODU 9 144 +++ 

ODU 10 153 +++ 

Mikroskop (Olympus BX51 Fluorescence Microscope, Japan)  altında x40’luk büyütme sonucunda 

rastgele seçilen üç alandaki yeni damar oluşumunun belirlenmesi esnasında değerlendirme şeklimiz; yeni 

damar oluşumu; yok (-), 1-3(+), 4-7(++), 7 > (+++) 
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Fibröz doku kalınlığı ve yeni damar oluşumu yönünden gruplar arasında 

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

Tablo 4.4. Gruplar arasında fibröz doku kalınlıkları ve yeni damar oluşumlarının 

istatiksel olarak incelenmesi  

 Fibröz doku kalınlığı (µm) Yeni damar oluşumu 

NDK grubu 96.70±3.75a 1.00±0.14a 

ODK grubu 96.90±4.60a 0.90±0.10a 

NDU grubu 130.30±4.88b 1.70±0.15b 

ODU grubu 153.10±4.35c 2.70±0.15c 

Aynı sütundaki farklı harfler (a,b,c) gruplar arası farklılığı göstermektedir (p <0.05). 

 

 

Şekil 4.5. NDK grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu hafif düzeyde osteoblast 

aktivitesi (ok). x10 (Hemotoksilen Eozin) 
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Şekil 4.6. ODK grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu hafif düzeyde osteoblast 

aktivitesi (ok). x10 (Hemotoksilen Eozin) 

 

Şekil 4.7. NDU grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu orta üstü düzeyde 

osteoblast aktivitesi (ok). x10 (Hemotoksilen Eozin) 
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Şekil 4.8. ODU grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu ileri düzeyde osteoblast 

aktivitesi (ok). x10 (Hemotoksilen Eozin) 

 

Şekil 4.9. NDK grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu hafif düzeyde fibröz 

doku kalınlığı ve yeni damar oluşumu (ok). x10 (Masson Trichrome) 
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Şekil 4.10. ODK grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu hafif düzeyde fibröz 

doku kalınlığı ve yeni damar oluşumu (ok). x10 (Masson trichrome) 

 

Şekil 4.11. NDU grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu orta düzeyde fibröz 

doku kalınlığı ve yeni damar oluşumu (ok). x10 (Masson trichrome) 
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Şekil 4.12. ODU grubu. Gruplar arasında değerlendirme sonucu ileri düzeyde fibröz 

doku kalınlığı ve yeni damar oluşumu (ok). x10 (Masson trichrome) 
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5. TARTIŞMA 

Kemik dokusu, vücuttaki diğer dokulardan farklı olarak benzersiz bir 

rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Sağlıklı bir kemikte rezorbsiyon ve rejenerasyon 

dengededir. Kemik kırıklarında ve osteotomi cerrahisi sonrasında bütünlüğü bozulan 

kemik, kendini remodele edip tamir edebilmektedir83. Kemik defektleri, konjenital ve 

travma nedeniyle olmakla birlikte tümor eksizyonu ve dejeneratif hastalıklar sonrası da 

oluşabilmektedir159. Tüm bu nedenlere bağlı olarak meydana gelmiş kemik 

defektlerinde daha iyi şekilde ve kısa sürede gerçekleşebilecek bir kemik iyileşmesi 

istenmektedir. Bu nedenle kemik iyileşmesini olumlu veya olumsuz yönde 

etkileyebilecek faktörlerin araştırılması çalışılmaya değer bir konudur. Biz de 

çalışmamızda, deneysel olarak oluşturduğumuz kemik defektlerinde, kemik iyileşmesi 

üzerine etkileri yönüyle leptin ve obeziteyi değerlendirmeyi amaçladık. 

Literatürde kemik defektlerindeki iyileşmeyi değerlendirmek amacıyla farklı 

defekt modelleri üzerinde çalışmalar yapılmıştır160, 161. Bu çalışmalarda defekt 

modelinin olduğu kadar, tercih edilen deney hayvanının ve defekt boyutunun önemi 

büyüktür. 

Histing ve ark.162 deney hayvanlarından rat ve farelerin, haversian kanal 

sistemine sahip olmamaları sonucu kemik defekt modeli olarak eksik sayılmalarına 

rağmen, boyutsal olarak küçük ve düşük maliyetli olmaları nedeniyle avantajlı 

laboratuvar hayvanları olduklarını belirtmişlerdir. Aynı zamanda oda sıcaklığı, nem, 

yem standardizasyonunun sağlanabilmesi yönüyle de laboratuvar hayvanlarının 

kullanımları çalışmalarda kolaylık sağlamaktadır. 

Femur kemik defekt modeli, deneysel çalışmalarda sık kullanılan bir modeldir. 

Osteoindüktif veya osteokondüktif materyallerin ya da farklı maddelerin salınım-
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perfüzyon tekniklerinin denenmesi planlandığında kullanımı uygun uzun kemik 

modelidir163, 164. 

Radiusta oluşturulan kemik defekt alanına istenilen osteojenik ajanın 

yerleştirilmesi mümkündür160. Distraksiyon ya da mekanik/fonksiyonel testlerin 

uygulanabilmesi bu modelin avantajları arasındadır. Esther ve ark.160 belirttiği üzere, bu 

kemik defekti modelinin, anatomik nedenlerle ratlarda pek kullanışlı olmamasından 

kaynaklı deneysel çalışmalardaki uygulama sıklığı az olmuştur. 

Zigoma kemik defekti modeli çok sık kullanılan bir model olmamakla birlikte; 

fasiyal bölge defektlerinin incelendiği çalışmalarda alternatif bir modeldir161. 

Kalvaryal defektler, literatürde ilk kez 1889’da köpek kafatası üzerinde 

demineralize sığır kemik matriksi araştırılırken kullanılmıştır. Kalvaryal kemik defekti 

modeli, fasiyal bölge kemikleriyle embriyolojik açıdan benzeştiği için oldukça 

kullanışlıdır. Bu modeldeki kemik iyileşmesi intramembranöz olarak 

gerçekleşmektedir165. 

Çalışmamızda, kritik boyuttaki kemik defektini ratların kalvarya kemiklerinde 

oluşturduk. Kalvarya kemiğinin embriyolojik açıdan intramembranöz gelişime sahip 

olması bizim bu modeli tercih etmemizde önemli bir rol oynadı.  

Anatomik olarak kalvarya kemiğinin iç kısmında periost yerine dura mater 

olması nedeniyle kemiğin iyileşmesi vücudun diğer bölgelerindeki kemiklerden farklılık 

göstermektedir. Kalvaryal defektlerde dura materin zarar görmesi iyileşmeyi olumsuz 

yönde etkileyebilmektedir166. Cutting ve ark.167 kalvarianın kanlanmasının, orta 

meningeal arter ve onun dalları tarafından sağlandığını belirtmişlerdir. Bu yüzden yeni 

kemiğin yapımı sadece defekt kenarlarından değil aynı zamanda dura materden de 

köken aldığı sonucuna varılabilir. Bu nedenle çalışmada oluşturduğumuz defektlerin 

hazırlanmasında dura materin zarar görmemesine olabildiğince özen gösterildi. 
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Schmitz ve Hollinger 1986’da deney hayvanının ömrü boyunca kendiliğinden 

iyileşemeyecek boyutta en küçük kemik içi defektini ‘kritik boyutta defekt’ olarak 

tanımlamışlardır168. Bu boyuttaki defekt kendi haline bırakıldığında kemik yerine fibröz 

bağ doku ile iyileşmektedir. 

Ratların kalvarya kemiğinde oluşturulan kritik kemik defekt boyutu literatürde 

farklılıklar göstermekte, bu konuda standardize edilmiş bir ölçüm bulunmamaktadır. 

Kritik kemik defekt boyutu, canlının biyolojik durumuna veya yapılan cerrahiye bağlı 

olarak değişmektedir169-171. Yapılan çalışmalarda ratlardaki kritik kemik defekti boyutu 

4 ile 8 mm’lik çaplar arasında değişmektedir168, 172-174. 

Vajgel ve ark.175 yapmış oldukları sistematik bir derlemede 61 çalışmayı analiz 

etmişlerdir. Çalışmalarda en yaygın kullanılan çapların sırasıyla; 22 çalışmayla 5 mm ve 

21 çalışmayla 8 mm olduğunu belirtmişlerdir. 

Cacciafesta ve ark.176 yetişkin ratlarda 5 mm'lik bir kemik defektinin 

kendiliğinden iyileşmediğini gözlemlemişlerdir. 

Akita ve ark.172 ratların kalvaryalarında 4 mm’lik kemik defektlerinde, Nagata ve 

ark.177 5 mm’lik kemik defektlerinde, Pryor ve ark.173 6 mm’lik bilateral kemik 

defektlerinde iyileşmeyi değerlendirmişlerdir. 

Defekt boyutuyla ilgili olarak ortak bir görüş olmadığından, literatür 

çalışmalarının ortalama olarak 5 mm’lik defektleri değerlendirdiğini göz önünde 

bulundurarak, çalışmamızda 5 mm’lik kritik kemik defektlerindeki iyileşme 

değerlendirilmiştir. 

Vücut yağ kitlesi ve kemik metabolizması arasındaki ilişkilerin açıklanması için 

yapılan çalışmalar gittikçe artarak devam etmekte ve literatürdeki yerini almaktadır. 

Özellikle son zamanlarda bu konuda yapılan çalışmalarda bir adipokin olan leptin 

popülerlik kazanmıştır ancak bu ilişkideki pek çok nokta halen aydınlatılamamıştır. 
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Leptinin, kemik ve yağ dokusu arasında önemli bir fonksiyonel bağlantı sağladığı 

bilinmektedir178. 

Leptin üzerine yapılan çalışmalarda uygulama doz aralığı 0,1 μg/kg/gün179, 180 ile 

0,1 mg/kg/gün180 arasında değişebilmektedir. Doz aralığının belirlenmesi esnasında 

leptinin uygulama şekli de uygulama dozunun belirlenmesinde önemli bir faktördür. 

Daha önceki çalışmalarda intraperitonal181, topikal olarak lokal uygulamalar182 ve 

osmotik pompa implantasyonu179 olmak üzere çeşitli uygulamalar gerçekleştirilmiştir. 

Fayez ve ark.181 Sprauge Dawley cinsi ratlarda intraperitonal 60 μg/kg/gün leptin 

uygulaması gerçekleştirerek melatonin ve leptinin sperm üzerine etkilerini 

değerlendirmişlerdir. 

Belirgin bir etki sağlamak amacıyla çalışmamızda leptin için uygun dozun 

intraperitonel 60 μg/kg/gün olarak uygulanmasına karar verilmiştir. Belirlediğimiz bu 

doz ve uygulama şekli aynı zamanda insanda kullanılan leptin preparatı olan 

Metreleptinin kullanım talimatlarındaki subkutanöz enjeksiyon dozuna benzer bir 

dozdur.  

Çalışmamızda kritik kemik defektlerinin oluşturulmasını takiben uygulama 

gruplarına 4 gün leptin enjeksiyonu yapılmış ve cerrahi işlemden 14 gün sonra kemik 

iyileşmesi değerlendirilmek üzere denekler sakrifiye edilmiştir. 

Kemik iyileşmesinin 14 günlük bir süre sonunda değerlendirilmesine literatür 

taraması ışığında karar verilmiştir. Kemik oluşumunun genellikle 1. haftanın sonunda 

başlayıp 6. haftaya kadar devam ettiği bilinmektedir. Kalfas81 tarafından kemik 

iyileşmesinin en kritik döneminin ilk 1-2 hafta olduğu, bu süre zarfında kemiğin 

iyileşme potansiyelinin çeşitli biyokimyasal, biyomekanik, hücresel, hormonal ve 

patolojik mekanizmalardan etkilenebileceği belirtilmiştir. Literatürde bu anlamda çeşitli 

çalışmalar mevcuttur. 
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Rat kalvaryalarında kemik iyileşmesini değerlendirmek üzere; Akita ve ark.172 

tarafından yapılan çalışmada 2, 4 ve 8 hafta, Nagata ve ark.177 tarafından yapılan 

çalışmada 4 hafta, Pryor ve ark.173 tarafından yapılan çalışmada 4 ve 8 hafta, Bateman 

ve ark.183 tarafından yapılan çalışmada ise 2-4 hafta sonunda ratlar sakrifiye edilerek 

gerekli incelemeler yapılmıştır. 

Biz de çalışmamızda, kemiğin en kritik iyileşme dönemi olan ilk 14 gün 

sonunda, defekt bölgelerinden kesitler aldık. 

Uygulama gruplarına 4 gün leptin verilmesi sırasında, aynı şekilde kontrol 

gruplarına da serum fizyolojik enjekte edilmiştir. Kontrol gruplarına serum fizyolojik 

vermemizdeki amaç, diğer gruplara leptin uygulaması sırasında elimizle tutulmaları ve 

enjeksiyon ile oluşabilecek stresi kontrol grubunda da oluşturmaktı. Böylelikle çalışma 

gruplarında stres kaynaklı hormonal değişiklikler sonucu; kilo kaybı, kemik 

metabolizması gibi çeşitli faktörlerin meydana getirebileceği farklılıkları ortadan 

kaldırarak bu anlamda gruplar arası standardizasyonu sağlamış olduk. 

Yapılan bir çalışmada, normal kilolu yetişkin erkek Sprague Dawley ratlarında 4 

günlük sistemik olarak uygulanan leptin, inguinal yağ hücrelerinin sayısında bir 

azalmaya neden olmuştur184. Beş gün boyunca uygulanan leptin enjeksiyonları, genç 3 

aylık erkek Sprague-Dawley ratlarındaki yağ hücresi sayısını azaltmış, ancak olgun 8 

aylık hayvanlarda yağ hücrelerinin sayısında değişiklik görülememiştir185. 

Çalışmamızda leptin intraperitonal enjeksiyon sürelerini belirlerken literatürle 

uyumlu olarak 4 günlük süreyi uygun gördük. Belirlediğimiz bu süre aynı zamanda 

kemik iyileşme sürecinde pre-osteoblastik hücre göçünün en aktif olduğu süreçtir82, 186.  

Leptin uygulama gruplarımızda elde ettiğimiz bulgularda; osteoblastik 

aktivitenin daha fazla olduğu görülmüş olup, istatistiksel olarak değerlendirme 
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yapıldığında da sonuçların anlamlı olduğu bulunmuştur (p<0.05). Ayrıca bu durum 

fibröz doku kalınlığında da paralellik göstermiştir. 

Diyet obezitesine katkıda bulunan faktörlerin kemik iyileşmesi üzerine olan 

etkileri günümüzde hala net bir şekilde ortaya konamamıştır. Yaptığımız bu çalışmada 

YYD ile obezite geçekleştirilen ratlarda bu durumun kemik iyileşmesi üzerine olan 

etkilerini değerlendirmeyi hedefledik. 

Diyet yağlarının;  kalsiyum atılımı, kemiğin mekanik özellikleri, mineral içeriği 

ve osteoblast oluşumu ile ilgili olarak kemik kalitesini olumsuz etkilediğini bildiren 

çalışmalar mevcuttur187, 188. 

Feng ve ark.189 2018 yılında yapmış oldukları çalışmada X-ışını, Hemotoksilen 

eozin ve Alcian mavisi boyama analizlerini kullanmışlardır. Sonuç olarak obez farelerde 

kemik iyileşmesinin, normal farelerin oluşturduğu kontrol grubuyla 

karşılaştırdıklarında, daha gecikmiş olduğu tespit etmişlerdir. 

Yapılan bazı çalışmalar, hiperlipideminin çenede kemik mineral yoğunluğu ile 

ters orantılı olduğunu göstermiştir190-193. Ayrıca, bu ilişkide kemik ve yağ arasındaki 

homeostatik feed back mekanizması önemli rol oynamaktadır.  

Cao ve ark.4, obezite patolojisinde leptin serum düzeyinin çok yükseldiğini ve bu 

durumun inflamasyonu arttırdığını belirtmişlerdir. Kemik iliğindeki adipoz doku 

hacminin artışı nedeniyle kemik iliğinde azalmış osteoblastogenezisin görüldüğü ve 

bunun sonucunda da kemik oluşumunda azalmanın ortaya çıktığı yapılan bu çalışmada 

gösterilmiştir. Ayrıca aynı çalışmada YYD ile beslenmenin, obezitenin ortaya 

çıkmasına neden olduğunu ve obezitenin bağırsaklarda kalsiyum emilimini azalttığını 

ifade etmişlerdir. Ca++ emilimindeki azalmaya bağlı olarak yeni kemik oluşumunda da 

azalma gözlendiğini ortaya koymuşlardır. 
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Çalışmamızın sonucunda obezitenin tek başına kemik iyileşmesi üzerine etkisi 

olmadığını, NDK ve ODK gruplarındaki fibröz doku kalınlıklarındaki benzerlikle 

açıklayabiliriz. Fibröz doku kalınlıkları incelendiğinde NDK ve ODK grupları arasında 

istatiksel olarak bir fark görülmemiştir (p>0.05). 

Bizim bulgularımıza paralel olarak son yıllarda obezitenin kemik iyileşmesi 

üzerine etkisi yönüyle yapılan çalışmalardan bazıları şu şekildedir; Histing ve ark.194 

2016 yılında yaptıkları çalışmada obezitenin farelerde femur kırıklarının iyileşmesine 

olan etkisini değerlendirmişlerdir. Radyolojik, biyomekanik ve histolojik analizler 

sonucu ND ve OD gruplarında deneysel olarak oluşturulan femur kırıklarında, 2 ve 4 

haftalık iyileşme periyotlarındaki kallus oluşumunda önemli bir farklılık 

gözlenmemiştir. 

Yamanaka ve ark.5 2017 yılında yetişkin ratlarda YYD’in kemik iyileşmesi 

üzerine yaptıkları bir çalışmada, tibia üzerinde 1mm derinliğinde defekt 

oluşturmuşlardır. Cerrahi işlemi takiben 2 hafta sonra ratlara ötenazi uygulayarak, 

defekt oluşturulan tibialardaki KMY’na bakmışlardır. ND ve YYD uygulanan gruplarda 

histolojik olarak iyileşmenin benzer olduğu sonucuna varılmıştır.  

Diyet obezitesini incelemek için ratlar ve fareler, insanlara gösterdiği 

benzerlikler nedeniyle uygun modeller olarak kabul edilirler. Ratlarda obezite 

oluşturulurken çeşitli modeller kullanılabilir. Obezite modeli oluşturulmasında; 

monogenik mutasyonlardan, diyete bağlı obeziteden, cerrahi ve kimyasal olarak 

oluşturulan modellerden yararlanılabilir95, 96, 101, 102, 105, 117-118, 122, 127-131. 

ZYR, WYR ve OLETF obezite modellerinin mutasyon aracılığı ile oluşturulması 

ve bu sürecin hayli zor olması nedeniyle çalışmamızda bu modeller tercih edilmemiştir. 

Yapılan diğer obezite çalışmalarında, yüksek karbonhidrat-düşük yağlı 

diyetlerin110, 195-201 veya yüksek yağlı-düşük karbonhidratlı diyetlerin202, 203 
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kullanıldığına sıklıkla rastlanmaktadır. Ratların diyetine110, 195-201 belirli bir oranda yağ 

ekleyerek ya da yağ ve şeker açısından zengin süpermarket gıdaları (kafeterya diyeti) 

kullanılarak oluşturulabilmektedir. Yüksek karbonhidrat-düşük yağlı diyetlerin 

kullanımı, obeziteyi indükleyen yüksek yağlı-düşük karbonhidratlı diyetler kadar etkili 

bulunmamıştır110, 197, 204. YYD’te ise toplam alınan enerjinin % 30-78'i arasında 

YYD’ler kullanılır107. Genel olarak, yağ açısından toplam enerjinin % 30'undan 

fazlasını içeren diyetler, obezitenin gelişmesine yol açar. YYD ile indüklenerek yapılan 

hayvan modeli çalışmaları; insülin rezistansı, dislipidemi ve obezite oluşturmak için 

kullanılan en etkili yöntem olarak görülmüştür202, 203. 

Bizim çalışmamızda obezite oluşturmak için kullandığımız model, YYD 

modelidir. Obezitenin oluşumunun sağlanması için yapılan çalışmalarla benzer olarak 

çalışmamızda kullandığımız diyet modelimizin yağ içeriğinin toplamı, diyetteki toplam 

besin içeriğinin %35’ini kapsamaktadır. 

İnsanlarda olduğu gibi hayvan modellerinde de obezite oluşumu Lee obezite 

indeksi ve vücut yağ içeriğinin artmasına dayanan kriterler205 ile değerlendirilebilir. 

Çoğu çalışmada obezite derecesi; yüksek yağlı veya enerji açısından yoğun diyetle 

beslenen deney grubunun vücut ağırlığı (veya yağı), az yağlı diyetlerle veya normal 

kalorili diyetlerle beslenen normal kilo alımı gösteren kontrol hayvanları ile 

karşılaştırılarak değerlendirilmiştir106, 110, 197, 198, 206,  207.  

Araştırmacılar yaşça aynı olan ratların obezitesini vücut ağırlığındaki artışa göre 

derecelendirirken, obez ratların vücut ağırlığının normal ratlara göre % 10-25 lik artışını 

orta derecede obezite197, 198, % 40'dan daha yüksek orandaki artışı ise ağır obezite olarak 

nitelendirmişlerdir208. Ayrıca çift enerjili X-ışını absorpsiyometrisi vücut 

kompozisyonunu değerlendirmek için ratlarda da kullanıldığı belirtilmiştir110, 208. 
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Yaptığımız çalışmada obez gruptaki deneklerin BKİ hesaplamaları yapılarak 

obez olup olmadıkları değerlendirildi. BKİ hesaplanması esnasında boyun belirlenmesi 

Fisler ve ark.157 belirttiği üzere; burun ucundan kuyruk başlangıcı arası mesafe 

ölçülerek gerçekleştirildi. Ratların ağırlıkları her hafta hassas tartılarda ölçülerek tek tek 

not edildi. Hesaplanan sonuçlara göre BKİ 5 kg/m2'den büyük olan deneklerin obez 

olduğu kabul edildi209. Ortalama BKİ hesaplandığında, obezite gruplarının BKİ 6,7 

kg/m2 olarak bulundu. Ayrıca bu değerlendirmelere ek olarak aynı yaşta bulunan ND 

ratlarının ağırlıklarıyla, OD gruptaki ratların ağırlıkları karşılaştırıldı. Ağırlıklarında 

ortalama %35 artış tespit edilerek orta derece obezite gelişimi sağlandığı tespit edildi. 

Hayvanların cinsiyetinin, YYD’te yağ dokusunun hücresel tepkisini de 

etkileyebileceğini gösteren çalışmalar mevcuttur. Mayes ve ark.210 2004 yılında 

yaptıkları bir çalışmada kadınlarda yağ depolarındaki östrojen ve progesteron 

reseptörlerinin daha yüksek konsantrasyonlarının varlığı nedeniyle daha fazla deri altı 

yağ bulunurken, erkeklerde iç organlarda yüksek konsantrasyonlarda androjen 

reseptörlerine bağlı bu bölgelerde daha fazla yağ bulunduğunu belirtmişlerdir. 

Yapılan çalışmalarda dişi hayvan modelleri, insanlarda obeziteye karşı 

duyarlılığı taklit eden yüksek yağlı beslenmeye daha iyi yanıt vermektedir199, 211, 212. 

Ancak Varma ve ark.213 tarafından yapılan bir çalışmada erkek fareler ve ratlar diyet 

obezitesini incelemek için daha uygun bir model olarak gösterilmektedir. Bu durum dişi 

hayvanların her 4–6 günde bir tekrarlanan ve bu dönemlerde hayvanın besin alımını 

etkileyebilen östrus siklusu nedeniyledir. 

Obezite oluşturabilmek amacıyla Varma ve ark.’ın213 bidirdiği gibi çalışmamızda 

uygun model olarak erkek ratlar kullandık. Bu modeli seçmemizin amacı çalışmamızda 

obezite gelişiminde ve oluşturulan defektlerde kemik iyileşmesinin östrojen, 
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progesteronun ve 4-6 günde bir tekrarlanan östrus siklusunun çalışmanın sonuçlarını 

etkilemesinin önüne geçilmesidir. 

YYD modellerinin obezite oluşturulmasında uygulama süresi, hayvan modeli 

seçimi ve çalışmaya başlangıç yaşları üzerine literatürde değişkenlik gösteren bilgiler 

mevcuttur. 

Literatürde Takeuchi ve ark.214 yaptıkları çalışmada 4 haftalık ratları, Yaqoob ve 

ark.198 3 haftalık ratları, Okuno ve ark.215 4 haftalık ratları,  Briaud ve ark.216 6 haftalık 

ratları kullanarak obezite gelişimini sağlamaya çalışmışlardır. Çalışmalarda kullanılan 

diyet içeriği de değişkenlik göstermiş olup; kullanılan yağ içerikleri % 20199, 214 ila % 

58216 arasında değişmektedir. Diyet içeriğine bağlı olarak da obezitenin gelişimi için 

YYD uygulama süresi 7217 ila 12215,  216 hafta süresi genel olarak yeterli görülmüştür. 

Çalışmamız, 3 haftalık Sprauge Dawley cinsi ratlar kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. YYD’e 8 haftalık ad libitum (serbest) erişim sağlanarak obezite 

oluşumu sağlanmıştır. Ratların normal yeme ve çevreye alışabilmesi için ilk hafta 

standart pelet yem ile beslenmesi uygun görülmüştür. Diyetimiz oran olarak % 35’i yağ 

içeriğine sahip olup bu oranın obezite gelişimini indüklemek için yeterli olduğu 

literatürle desteklenmiştir. 

Deneysel olarak yapılan çalışmalarda histololojik değerlendirme, in vivo olarak 

kemik remodelinginin sayısal değerlendirmesinde oldukça sık kullanılan güvenilir bir 

yöntemdir. Günümüzde de sık olarak kullanılan bu yöntem 2019 yılında; Mena ve 

ark.217 tarafından periapikal cerrahi için kullanılan farklı lokal hemostatik ajanların 

değerlendirmesinde,  Cynthia ve ark.218 tarafından rat mandibulalarında kritik boyutta 

kortikal kemik defektinde kemik rejenerasyonunun değerlendirilmesinde, Karayürek ve 

ark.219 trombositten zengin fibrinlerin farklı kemik greft malzemeleri ile birleştirilerek 
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kemik iyileşmesi üzerine etkileri histolojik olarak değerlendirip sayısal olarak 

verilendirmişlerdir. 

Çalışmamızda, elde edilen histolojik kesitlerin incelenmesi sonucu fibröz doku 

kalınlığı, osteoblast, ve yeni damar sayısının en az NDK ve ODK gruplarında olduğu 

görülürken, NDU grubunda artmaya başladığı, ODU grubunda ise en ileri düzeyde 

olduğu belirlendi ve bu artışın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görülmüştür (p<0.05). 

Gruplar arasında osteoklast aktivitesi yönünden istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

tespit edilememiştir (p>0.05). 

Literatürde kırık iyileşmesi üzerine yapılan çalışmalarda leptinin iyileşme 

üzerine olumlu etkileri olduğu bildirilmiştir. Wang ve ark.220 yaptıkları bir çalışmada 

leptinin ratlarda femur kırığı üzerine etkilerini değerlendirmişlerdir ve çalışmanın 

sonucunda ekzojen olarak leptin verilen (0.3 μg/kg ve  0.5 μg/kg) gruplarda daha iyi 

kırık iyileşmesi gözlendiğini belirtmişlerdir. Liu ve ark.221 yaptıkları çalışmada rat 

femur kırıklarında intraperitonal olarak uygulanan leptinin (5 ug / kg / gün) ratlarda 4 

hafta sonunda kırık iyileşmesini arttırdığını tespit etmişlerdir. Iwaniec ve ark.222 yaptığı 

çalışmada, leptinin in vitro koşullarda rat kemik iliği kültürlerinde mineralize kemik 

artışını sağladığını bildirmiştir. Yapılan bu çalışmalarda elde edilen olumlu sonuçlardan 

yola çıkarak kemik defektlerinde leptinin kemik iyileşmesini hızlandırabileceği 

düşünülmüştür ve nitekim leptin uygulama gruplarımızda fibröz doku kalınlıklarında 

belirgin bir artış gözlenmiştir. Bu artış istatiksel olarak da anlamlı görülmüştür 

(p<0.05).  

Elefteriou ve ark.223, leptinin antiosteojenik ve anoreksijenik dozlarını 

değerlendirdiği bir çalışmada, her iki etkiyi meydana getirecek dozun benzer olduğu 

sonucuna varmış, uygulanan bu dozun leptinin in vivo kemik oluşumunun güçlü bir 

şekilde inhibe ettiğini belirtmiştirler. Bu sonuca göre savunulan, leptinin kemik kitlesini 
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azaltabilecek etki göstermesi durumunu, çalışmadaki leptin dozunun, anoreksijenik etki 

oluşturacak seviyede olması ve bu seviyedeki bir dozun antiosteojenik etki oluşturması 

ile açıklayabilmekteyiz. 

Leptinin osteoblastik aktivite üzerine etkilerinin değerlendirildiği literatürdeki 

çalışmalarda; leptinin kemik iliği stromal hücrelerinden adipogenezise farklılaşmayı 

inhibe ederken, osteoblastlara farklılaşmayı stimule ettiği belirtilmiştir. Fötal farelerde 

yapılan çalışmalarda leptin uygulamasının kondrosit ve osteoblast farklılaşmasını ve 

çoğalmasını etkileyerek iskelet gelişiminin düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığı 

bildirilmiştir224,  225. 

Reseland ve ark.156, leptinin osteoblast farklılaşmasını stimule ederek osteoblast 

üzerindeki reseptörlerine direkt olarak bağlanmayı arttırdığını ve leptinin ayrıca 

osteoblast büyümesi ve kemik mineralizasyonu yolu ile intramembranöz ossifikasyon 

üzerine de olumlu etki edebildiğini bildirmişlerdir. 

Özellikle intramembranöz ossifikasyonun başlatılmasında osteoblastların rolü 

dikkate alınacak olursa, leptinin bu farklılaşmayı arttırarak dolaylı yoldan 

intramembranöz ossifikasyon üzerine de olumlu etkisinin olabileceği düşünülebilir. 

Çalışmamızda histolojik kesitlerin incelenmesi sonucu leptin uygulamasının 

osteoblast aktivitesi üzerine olumlu etkisi olduğu görülmüştür. Kontrol gruplarıyla 

kıyaslandığında uygulama gruplarında osteoblast sayılarında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark tespit edildi (p<0.05). 

Leptinin kemik iyileşmesini dolaylı olarak etkileyebilecek bir diğer faktörün ise 

anjiogenezis olduğu bilinmektedir ve leptinin anjiogenezis üzerine etkili olduğunu 

belirten çalışmalar bulunmaktadır8, 182, 226, 227. 

Anjiogenez, yeni kan damarlarının oluşumudur ve oksijen hemostazı, besinlerin 

sağlanması, artık ürünlerin atılması, hücre ve biyolojik mediatörleri sağlamak için kırık 
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iyileşmesinde teşvik edilir. Bunun ötesinde anjiogenezis intramembranöz kemik 

oluşumunda ve endokondral ossifikasyonda önemli rol oynar228, 229. Leptinin 

angiogenezise etkileri, yeni bir konu olmakla beraber, Liapakis ve ark.226 yaptıkları 

çalışmada ratlarda yanık dokusunda eksojen leptin uygulamasının erken doku 

angiogenezini arttırdığını bulmuşlardır. Tadokoro ark.182 yaptıkları çalışmada topikal 

olarak verilen leptinin, yaralanan alan etrafındaki anjiyogenezi artırarak ciltte yara 

iyileşmesini desteklediğini tespit etmiştir. 

Benzer şekilde Kume ve ark.’da8 yaptıkları çalışma sonucunda leptinin 

endokondral ossifikasyondaki angiogenezin düzenlenmesinde rolü olduğunu 

vurgulamışlardır. Bouloumie ve ark.’da227 yaptıkları çalışma sonucunda leptinin 

angiogenezin güçlü bir modülatörü olduğunu vurgulamışlardır. Yine başka çalışmalarda 

leptinin; endotelyal hücre göçünü ve aktivasyonunu in vitro, angiogenezisi de in vivo 

olarak etkilediği gösterilmiştir226, 227. Sonuç olarak leptin angiogenezde önemli bir rol 

oynar230. Angiogenez üzerine bu olumlu etkilerinden yola çıkarak benzer şekilde kırık 

iyileşmesinde de angiogenezi arttırarak oldukça önemli bir role sahip olacağı ortaya 

çıkar. 

Literatür çalışmaları ile uyumlu olarak, elde ettiğimiz bulgulara göre leptin 

uygulamasının yeni oluşan damar sayısında istatiksel olarak önemli bir artış meydana 

getirdiği gözlenmiştir (p<0.05). Bu durumun, aynı zamanda uygulama gruplarındaki 

kemik iyileşmesinin daha iyi bir şekilde gerçekleşmesinde rol oynadığını söyleyebiliriz. 

Çalışmamızda, hem NDU hem de ODU gruplarda leptin uygulamasının erken 

dönemde fibröz doku kalınlığını arttırdığı ve en belirgin artışın ise ODU grubunda 

olduğu histolojik olarak görülmüştür (p<0.05). Obezitede plazma leptin seviyelerinin 

normal diyet uygulanan ratlara oranla daha fazla olması beklenen bir durumdur. Yağ 

kütlesinin fazlalılığı ile artmış leptin düzeyleri arasında pozitif korelasyonun 
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saptanması, obezitenin “leptin direnci” ile oluştuğunu düşündürmektedir. Obezlerde 

leptinin beyin dokusuna taşınma kapasitesi ve BOS/plazma leptin oranının sağlıklı 

bireylere göre düşük olduğu saptanmıştır. Leptin direncinde bu mekanizmanın sorumlu 

olduğu düşünülmektedir. Serum leptin düzeyinin 2.5-3 ng/ml ve üstündeki değerlerinin, 

eşik değerin üzerinde olduğu ve leptin direncinin gelişmesine yol açtığı 

belirtilmektedir231. Yolcu232 yaptığı çalışmada odontojenik enfeksiyonlu bireylerde 

serum leptin düzeylerinin anlamlı bir şekilde azaldığını ayrıca çalışmaya katılan 

hastaların BKİ hesaplandığında ise grupların genel olarak normal değerlerde olduğunu 

belirtmiştir. Aynı çalışmada odontojenik enfeksiyonu bulunmayan kişilerde ise serum 

leptin düzeyinin daha yüksek olduğu ve BKİ’lerinin ise normal sınırlarda olduğu 

bildirilmiştir. Bu durum serum leptin değerlerini değerlendirirken mevcut sistemik 

rahatsızlıkların ve enfeksiyonların da göz ardı edilmemesi gerekliliğini de ortaya 

koymuştur. 

Sonuç olarak, ODU gruplarımızda kemik iyileşmesinin daha ileri düzeyde 

olması, bize leptinin eksojen olarak uygulanmasını takiben feed-back mekanizmalarının 

yeniden düzenlenmesi ve leptin reseptör duyarlılığının artması nedeniyle olabileceğini 

düşündürdü.  
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6. SONUÇLAR 

Kemik iyileşmesi üzerine intraperitonal olarak uygulanan leptinin ve obezitenin 

etkilerini araştırmak için yaptığımız deneysel çalışmamızın sonucunda; 

1. Leptin uygulamasının erken dönem kemik iyileşmesi üzerine etkili olduğu 

tespit edilmiştir. 

2. Obezitenin kemik iyileşmesini tek başına etkilemediği ancak obez gruplara 

leptin uygulamasını takiben iyileşmenin ileri düzeyde gerçekleştiği 

görülmüştür. Leptin uygulamasını takiben iyileşmenin ileri düzeyde olması; 

feed back mekanizmasının yeniden düzenlenmesi ve leptin reseptör 

duyarlılığının artması sonucunda olabileğini bize düşündürmüştür.  

3. Erken dönem kemik iyileşmesinde leptinin olumlu sonuçlarının görülmesi 

geç dönem kemik iyileşmesi üzerine olan etkilerinin değerlendirilmesi 

gerekliliğini ortaya çıkarmıştır. 

4. Daha kesin sonuçlara ulaşabilmek için leptinin farklı dozlarda ve daha fazla 

sayıda denekle çalışılması gerekmektedir. Bu ve benzeri çalışmalar, leptinin 

birçok sisteme olan faydalı etkileri yanı sıra kemik iyileşmesini artırdığını 

gösteren etkisinin daha çok araştırılması ve bu konuda daha ileri deneysel 

çalışmalar yapılması için önemli bir basamak olmuştur. 
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