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OZET

Bu ¢alismada gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda apelin, Ghrelin ve
Leptin peptitlerinin ELISA yoOntemi ile arastirilmasi amaglandi. Bu amagla, ortalama
agirligr 1.856,00 g+ 188,4 olan 20 adet erkek balik ve ortalama agirligi 1.599,30 g+ 85,2
20 adet olan disi balik kullanildi. Labratuvara canli olarak getirilen alabaliklarin kan

serumunda bu peptitlerin varligi boy- agirlik, cinsiyet ayrimina gore belirlendi.

Calisma sonucunda O.mykiss’in apelin, ghrelin ve leptin dizeyleri disi ve erkek

baliklarin istatistiksel olarak herhangi bir farklilik gostermedigi belirlendi.

O.mykiss’ de erkek baliklarin apelin diizeyleri ile ghrelin diizeyleri
karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu, apelin diizeyleri
ile leptin diizeyleri karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak ©6nemsiz
bulundugu, leptin diizeyleri ile ghrelin diizeyleri karsilagtirlldiginda aradaki farkin

istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu goriilmektedir.

O.mykiss’ de disi baliklarin apelin diizeyleri ile ghrelin diizeyleri karsilastirildiginda
aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu, apeline oranla leptin miktar1 yiiksek
olmakla birlikte aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu, leptin diizeyleri ile
ghrelin diizeyleri karsilagtirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak 6nemli bulundugu

gorulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Peptitler, Apelin, Ghrelin, Leptin, Balik, ELISA



SUMMARY

To Be Researched of Apelin, Ghrelin and Leptin Peptides in Oncorhynchus Mykiss by
Method of ELISA.

In this study it is aimed to be researched in oncorhynchus mykiss, the peptides
apelin, ghrelin and leptin by the method of ELISA. For this purpose 20 male fish who have
1.856,00 + 188,4 g weight in average and 20 female fish who have 1.599,30 + 85,2 g
weight in average and 20 male fish who have are used. The fish have been brought to the
laboratory alive and in their blood serum the existence of the peptides is specified by

looking at their length, weight and gender.

In the result of this study when it is analyzed the male and female fish's the level of
apelin, ghrelin and leptin it has been seen that the difference between them is unimportant

in statistical.

It has been seen that in O.mykiss it is unimportant in statistical that the levels of
apelin and ghrelin in male fish, when the levels of apelin and ghrelin have been compared
the difference is unimportant in statistical between them,when the levels of leptin and

ghrelin have been compared the difference is unimportant in statistical.

It has been seen that in O.mykiss it is unimportant in statistical that the levels of
apelin and ghrelin in female fish, while the level of leptin is higher it is unimportant in
statistical, the levels of leptin and ghrelin have been compared and the difference between

them is important.

Key Words: Peptides, Apelin, Ghrelin, leptin, Fish, ELISA
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1. GIRIS

Beslenmenin kontrol edilmesi ve doygunluk olduk¢a karisik olup, ¢ok fonksiyonlu
bir mekanizmadir. Biitiin omurgalilarda viicut agirlig1 ve istahin diizenlenmesi, bir biitiin
olup, beyin ve cevresel faktorlerle (sicaklik, 1s1k vs.) iliskilidir. Baliklarda, besin alimi ve
enerji dengesi arasindaki iligki viicut agirliginin diizenlenmesini saglar. Besin alimi ile

besinsel statll, cevreden gelen sinirsel ve endokrin sinyallerle metabolik bir stre¢ icinde
duizenlenir (Parkand ve Bloom, 2005;Volkoff, 2006).

Baliklarda besin alimi ve biiylime, hipotalamus ile noropeptitler arasindaki
baglantilarla diizenlenerek uyarici (oreksijenik) veya inhibe edici (anoreksijenik) etki yapar
(Strader ve Woods, 2005). Baliklarda istahla ilgili bilinen, besin alimin1 artiran en énemli
peptidler arasinda galanin, ghrelin, bombesin, MSH (Melanin uyarict hormon), CRH
(Kortikotropin salgilatict hormon), MCH (hemoglobin miktari), CCK (kolesistokinin
salgilatict hormon), Y (NPY) ve oreksin A-B yer alir. Bu peptitler besin alimini artiran en
onemli peptitlerdendir. Diger yandan leptin, kolesistokinin (CCK), kortikotropin uyarici
faktor (CRF) ve bombesin (gastrin uyarict peptit), baliklarda besin alimini engelleyici
(anoreksijenik) etkiye sahiptir (Volkoff, 2006).

Istahin diizenlenmesinde cevresel sinyaller, doygunluk isaretlerini de kapsar, bu
durum gastrointestinal bolge ve yag dokusundan kaynaklanir. Bunlarin kandaki diizeyleri
viicutta besinlerin depolanma oranlarini ayarlar. Bu gastrointestinal peptitlerin ¢ogu beyin
icinde sentezlenir ve bdylece daha sonra beyin-bagirsak peptidi olarak gonderilir. Gastrik
faktorlerden bazi sinyaller, besin alimini ve yeme oranmimi azaltir. Bunlardan en iyi
bilinenlerinden iki tanesi, yag dokusu hiicrelerinden salgilanan, yag dokusu sinyali olan
leptin ve beta pankreatik hiicrelerden salgilanan insiilindir. Biitiin bu gevresel sinyaller,
beyini etkiler ve istahla ilgili néropeptitlerin uyarilmasini modiile eder ve sonugta besin

alimin1 etkiler (Volkoff vd, 2005).

Noropeptitlerin islevlerinin anlagilmasi baliklarda beslenme mekanizmasinin ve
yem degerlendirilmesinin anlagilmasi agisindan 6nemlidir. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
tanimlanan bazi balik ndropeptitlerinin memelilerin beslenme ile ilgili peptitlerine

homolog oldugunu gostermektedir. Baliklarda  tanimlanan  peptitlerin =~ balik


https://www.seslisozluk.net/kolesistokinin-nedir-ne-demek/

beslenmesindeki diizenleyici rolleri ve aralarindaki iligskiler yapilan galismalarla ortaya
konmustur (Volkoff vd., 2005).

Baliklarda enerji homeostasisi, besin alimi ve metabolizmanin diizenlenmesi
hakkinda bilgiler smirlidir (Volkoff, 2006). Baliklarda beslenme ve istah ile yapilan
calismalar daha ¢cok yem kompozisyonu ve sindirimle ilgili ya da cevresel faktorlerin
etkisinin belirlenmesiyle ilgilidir (Petit vd., 2003). istahin sinirsel iletilerle diizenlenmesine
iligkin ¢aligmalar son yillarda baslanmistir. Yapilan bu calismalarda, elektriksel uyarilar
veya spesifik beyin bolgelerindeki lezyonlar gostermistir ki memelilerde oldugu gibi,

baliklarda da besin aliminin kontrolii hipotalamus bdlgesidir (Yamamoto vd., 2002).

Gokkusagr alabaliginda apelin, ghrelin ve leptin diizeylerinin belirlenmesinde
enzim linked immunosobent assay (ELISA); yiiksek duyarlilikta olmasi, diger testlere gore
daha kisa siirede sonug¢ alinmasi, ¢cok sayida 6rnegin es zamanli muayene edilebilmesi ve
sonuglarin tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi gibi avantajlarindan dolay1 tercih
edilmektedir. ELISA’nin kullanilmasi maliyet, is giici ve zaman acisindan biyiik

avantajlar saglayacaktir.

Bu ¢alismada Oncorhynchus mykiss (O.mykiss) “de beslenme ile ilgili peptitlerden

apelin, ghrelin ve leptin diizeylerinin tespiti amaglanmustir.

2.1.Apelin

Totemato vd. tarafindan 1998 yilinda tanimlanan apelin, ilk olarak sigir midesinden
izole edilmistir. Viicudun ¢esitli boliimlerinde endotelial hiicrelerinden {iretilen bu peptid,
adipoz dokunun yeni bir uyesidir (Kleinz ve Davenport, 2005). Apelin; birgok bdlgeden
genellikle DNA Kkontroliinde 77 prepropeptid olarak sentezlendikten sonra apelin-12,
apelin- 13, apelin-17 ve apelin-36 gibi farkli sayida aminoasitlere sahip fragmanlar
olugmaktadir (Heinonen vd., 2009).

Apelinin biyolojik etkileri formlarina gore degisiklik gostermektedir. 13 ve 17
aminoasitten olusan apelinin, 36 aminoasit igeren apelin formundan daha giiglii bir
biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Apelin-13’0n yiiksek biyolojik aktiviteye
sahip olmasi nedeniyle arastirmalar apelinin bu formu {izerine yogunlasmistir (Tatemoto
vd., 1998). Yapilan ¢alismalar, apelinin kardiyovaskiiler fonksiyonlar (Katugampola vd.,

2003), on hipofiz fonksiyonlar1 ve sivi homeostazisin diizenlenmesi iizerinde roliiniin



oldugunu (Reaux vd., 2001) ve insan immin yetmezlik virlsi (HIV) enfeksiyonunda da

bir koreseptor olarak islev gordiigiinii ortaya koymustur (Cayabyab vd., 2000).

Yeni bir adipokin olan apelinin birgok fizyolojik etkileri bulunmaktadir. Ozellikle
kardiovaskuler sistem ve hipotalamusta hem sirkilasyon hem de parakrin olarak apelinin
bir norotransmitter olarak davrandigina dair kanitlar vardir. Apelin benzersiz 6zellikleri

olan ve yararl 6zellikler gésteren yeni bir adipositokindir (Lee vd., 2006).

Memelilerde apelinin, gastrointestinal sistem, adipoz doku, merkezi sinir sistemi,
beyin, akciger, bobrek, karaciger, meme bezi, yumurtalik ve kalp damar sistemi gibi pek
¢ok doku, organ ve viicut sivilarinda mevcut oldugu (Tatemoto vd., 1998),
kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenleyerek, kan basinct ve kan akisii kontrol edip
(Kleinz vd., 2005) s1vi hemostazini diizenledigi bildirilmistir. (Llorens-Cortes ve Moos,
2008).

Baliklarda apelinin islevi ve yapisi hakkinda fazla bilgi bulunmamaktadir. Apelinin
baliklarda enerji hemostazinin diizenlenmesinde ve beslenmede 6nemli bir dizenleyici
olabilecegi ileri siirlilmektedir. Apelinin baliklarda bagisiklik, osmoregiilasyon ve iireme
gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynadigini belirtmislerdir

(Volkoff ve Wyatt, 2009)

Yapilan bir ¢alismalarda (Quertermous, 2007; Zeng vd., 2007; Volkoff ve Wyatt,
2009), apelinin Danio rerio’da kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 diizenledigi, ayrica apelin
seviyesinin artip azalmasi ile kardiyovaskiiler gelisimde eksikliklere neden oldugu ifade

edilmistir.

Volkoff ve Wyatt, (2009) Carassius auratus’ da apelin cDNA sekansini belirlemis,
PCR yontemiyle apelin mRNA’nin beyin, dalak, bobrek, karaciger, kas, sindirim kanali,
gonad, solungag, kalp ve yag dokuda mevcut oldugunu saptamis, ayrica besin alimi ve

enerji dengesinde 6nemli bir regulator olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Kopricl ve Algil ., (2014) tarafindan Capoeta trutta ve Cyprinus carpio Uzerine
yapilan bir ¢aligmada kan serumunda apelin-13 seviyeleri ELISA yéntemi ile incelenmis
ve apelin-13 “lin Capoeta trutta’nin kan serumunda Cyprinus carpio’ ya gore daha yiksek

oldugunu bulmuslardir.



2.2.Ghrelin

Ghrelin 1999 yilinda Japon bilim adamlar1 (Kojima vd.,1999) tarafindan
kesfedilmis ve temel olarak mide fundusundan salinan 28 amino asitlik (aa) lipopeptid

yapida bir hormon oldugu bildirilmistir.

Ghrelin hormonunun ana kaynaginin midenin fundus ve piloris bdlgelerindeki
noroendokrin hiicreler oldugu ve burada fiiretildikten sonra dolasima katildig1 ifade

edilmistir (Date vd., 2000).

Gastrik ghrelin GUretiminin hormonal ve besinsel faktorler tarafindan diizenlendigi
bildirilmistir (Pinkney vd., 2002; Fujino vd., 2003).

Ghrelin peptidi, midede tiretilen hazmettirici peptidlerden farkli olarak, sadece
gastrointestinal bolgede sinirli kalmayip gastrik kan damarlari i¢ine salinarak, biitlin viicut
boyunca sirkiile olmaktadir. Hatta yapilan ¢aligmalarda ghrelin hormonunun kan-beyin

bariyerini gectigi de tespit edilmistir (Masuda vd., 2000; Banks vd., 2002; Dass vd., 2003).

Bu hormonun mideden baska, hipotalamus, hipofiz, tikrik bezi, tiroid bezi,
bagirsaklar (duodenum, ileum, sekum ve kolon), bobrekler, kalp, pankreasin alfa, beta ve
epsilon hiicreleri, merkezi sinir sistemi, akciger, plasenta, gonadlar, immiin sistem (Kojima
ve Kangawa 2005; Aydin vd., 2006), meme (Aydin vd., 2006; Kierson vd.,2006) ve
dislerde de sentezlendigi bildirilmistir (Kojima vd., 1999; Sakata vd., 2002; Aydin
vd.,2007).

Ghrelin mRNA’s1 hemen hemen biitiin dokularda tespit edilmekle birlikte miktar
olarak en fazla mide fundusunda bulunmus, bunu da sirasiyla jejunum, duodenum, mide
antrumu, vendz sistem, safra kesesi, lenf nodu, yemek borusu, sol kolon, yanak, hipofiz,
meme, ovaryum, prostat, sag kolon, ileum, dalak, fallopian tiip, lenfositler, testis, plasenta,
adrenal bez, kas, mesane, kalbin atriyumu, tiroid, miyokardiyum ve derinin takip ettigini
belirlenmistir (Gnanapavan vd., 2002). Ayrica yapilan baska ¢alismada ghrelin
MRNA’sina beyinde, kalpte, akcigerde, karacigerde, uterusta, bobrekte, bagirsakta, yag
dokuda, testiste (Kojima vd.,1999; Tena-Sempere vd., 2002), plasental dokuda (Guallino
vd., 2001), immiin hicrelerde (Hattari vd., 2001; Wang vd., 2002), pankreasta (Volante
vd., 2002; Lai vd., 2005), tikriikte (Aydin vd., 2005a, 2006b) ve prostat dokusunda da
rastlanmistir (Wang vd., 2002).



Yarilanma omrii 15-20 dakika olan ghrelin; viicut sivilarinda ve dokularda iki
formda bulunmaktadir (Aydin vd., 2006). Biinyesinde oktanil grubu iceren ghrelin aktif
ghrelindir (aGAH). Biinyesinde yag asidi i¢ermeyen ghrelin ise desagile ghrelindir
(dGAH) ve desagile ghrelin inaktif ghrelin olarak da bilinmektedir (Korbonits vd., 2004;
Aydin vd., 2006).

Baliklardaki ghrelinin amino asit sayis1 memelilerdekinden az olup genellikle 19 ve
21 aa arasinda degismektedir ve omurgalilarda ghrelin salgilanmasinin enerji homeostazini

stirdiirmede rol aldig1 ifade edilmistir (Kojima ve Kangawa 2005).

Volkoff vd., (2005) yaptiklari arastirmalar sonucunda ghrelinin baliklarda beslenme,

metabolizma ve liremede onemli rolii oldugunu bildirmislerdir.

Unniappan vd., (2002) Carassius auratus’un midesinde ghrelin izole etmisler ve
ghrelin DNA karakterizasyonunun, kismi gen yapist ve besin aliminda uyarict rolii
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Carassius auratus’da ghrelin mRNA ekspresyonunu
beyinde, hipofizde, bagirsakta, karacigerde, dalakta ve solungacta PCR, Southern blot

analizleri ile bagirsakta ise Northern blot analizi ile tespit etmislerdir.

Kaiya vd., (2003a) O.mykiss’in midesinde ghrelini tespit etmisler, ghrelin mRNA
ekspresyonunu da en yuksek midede, orta seviyede ise, beyin, hipotalamus ve
bagirsaklarda saptamislardir. Ghrelin mide disindaki ¢esitli dokularda ekspre edildiginden
dolay1 hiicresel fonksiyonda lokal bir diizenleyici olarak 6nemli rol oynayabilecegini

gostermistir.

Oreochromis mossambicus’ da ghrelin'in, buytime hormonu ve prolaktin salinimina
etkileri tlizerine yapilan bir ¢alismada Oreochromis mossambicus midesinde ghrelin ve
cDNA kodlayan protein tespit edilmistir. Midede ylksek seviyelerde, beyinde, bobrekte ve
solungacta ise diisiik seviyelerde gen ekspresyonuna sahip oldugu yapilan PCR analizi ile
ortaya konulmustur (Kaiya vd., 2003b).

Oreochromis niloticus’da PCR analizi kullanilarak yapilan ¢alismada (Parhar vd.
2003) ghrelin mMRNA’ nin en fazla midede bulundugu, beyinde, hipofizde, kalpte,
bobrekte, yumurtalikta ve testislerde ise bulunmadigi ortaya konulmustur. Bununla birlikte
midede bulunan ghrelinin yas/viicut boyutuna bagli olarak artis gosterdigi gorilmiistiir.

Ayrica ghrelin mRNA diizeylerinin, a¢ birakilan cinsel olgunluga erismis baliklarda



degismedigini, disilerde erkeklere kiyasla belirgin olarak daha yiliksek oldugunu

belirlemislerdir.

Northern blot ve RT-PCR analizleri ile Anguilla japonica’da yapilan g¢alismada
midede yliksek seviyede; beyin, bagirsak ve bobrekte ise diisiik seviyede ghrelin gen
ekspresyonunun oldugu ifade edilmistir. Ayrica, ghrelinin, prolaktin hormonunu
uyardigini, bunun da ghrelinin direkt olarak hipofiz {izerinde etkisinin bulundugunun bir

gostergesi oldugunu bildirmislerdir (Kaiya vd., 2003c).

Lota lota’ da yapilan bir ¢alismada (Nieminen vd., 2003), yumurtlama Oncesi
doneminde ghrelin diizeyindeki degisimin diisiik oldugu, Acanthopagrus schlegeli
tizerinde yapilan ¢alismada da (Chan ve Cheng, 2004) beyin ve hipofiz icinde 6zellikle

hipotalamusda fazla oranda ghrelin salgilandigi belirlenmistir.

Son yillardaki ¢aligmalar, baliklarda beslenmenin kontroliinde ghrelininde rolu
oldugunu gostermistir. Merkezi ve ¢evresel injeksiyonlar, Carassius auratus’ da besin
alimini uyarmustir. Carassius auratus’ da, serumdaki ghrelin diizeyinin azalmasiyla,
doygunluk sonrasinda hipotalamus ve sindirim sisteminde ghrelin olusumunu saglayan
mRNA sentezi de azalmisgtir. Tokluk Oncesinde ghrelindeki degisiklik, beyinde ve
bagirsakta mRNA sentezi ile serum ghrelin diizeyini ayarlamaktadir. Carassius auratus ‘da
7 glnlik aglik durumunda, hipotalamus ve bagirsakta ghrelin mRNA sentezini arttirdigini
gostermistir (Uniappan vd., 2004). Bununla birlikte bu donem, karaciger glikojenoliz ve
lipit mobilizasyonunun oraninin yiiksek olmas1 ile karakterize edilmis, fakat
yumurtlamadan sonra ghrelin derisimi artmis, karaciger glikojenoliz baskilanmis ve

glikoneogeneziz oraninin arttigi bildirilmistir (Mustonen vd., 2002).

Sakata vd. (2004) erkek ve disi O.mykiss’ de gastrointestinal sistemindeki ghrelin
tireten hiicrelerin varligint immunohistokimyasal yontemler kullanarak belirlemislerdir.
Ghrelin hiicrelerini, midenin mukozal tabakasinda bulmuslar, ancak myenterik pleksusta
ve gastrointestinal sistemin diger bolgelerinde ghrelin hiicresi gézlemlememislerdir.
Ghrelin hicrelerinin yogunlugu, her iki cinsiyette de midenin pilorik kisimlarina dogru
yavag yavas artmis ve birim alan basina ghrelin hiicrelerinin sayisi1 disilerde erkeklerden

daha yuksek olarak bulunmustur.



Kaiya vd. (2006) Anguilla japonica plazmasinda radyoimmunoassay ve
histokimyasal yontemler kullanarak midede ¢ok sayida immunoreaktif ghrelin tiirii tespit

etmislerdir.

2.3.Leptin

Zhang vd. tarafindan 1994 yilinda kesfedilen leptin, sitokinlere benzeyen ve 167
aminoasit iceren protein yapisinda bir hormondur. Leptin memelilerde yag dokusu
tarafindan salgilanan bir peptit hormonudur (Zhang vd., 1994; MacDougald vd., 2006) ve
obezite geninin Urunu olarak (Halaas vd., 1995) bulunmaktadir. Ayni zamanda mide,
iskelet, hipofiz (Bjorbaek ve Kahn, 2004; Harvey ve Ashford, 2003), beyin, hipotalamus
(Hakansson vd., 1998; Harvey ve Ashford, 2003) gibi diger organlarda iiretildigi

belirtilmistir.

Leptin, viicutta beyin (0zellikle hipotalamus) iizerine istah azaltici sinyal
gondermek, memelilerde gida alimimi diizenlemek (Friedman ve Halaas, 1998; Makimura
vd., 2001, Poykko vd. 2003; Banks vd.,, 2004), treme (Moschos vd., 2002; Poykko vd.
2003; Zieba vd., 2005;), bagisiklik fonksiyonu (Fantuzzi ve Faggioni, 2000), enerji
harcanmast (Myers ve Simerly, 2010; Kobayashi vd., 2011), lipit ve karbonhidrat
metabolizmas1 (Havel, 2004; Lu vd., 2012) gibi bir dizi fizyolojik fonksiyonlarda énemli
rol oynamaktadir. Leptin aym1 zamanda viicut agirligi, biliylime, stres reaksiyonlari,
kardiyovaskiiler fonksiyon, kemik metabolizmasi, termoregiilasyon, anjiyojenez, tiroid
fonksiyonunu (Zhang vd., 2013, Harvey ve Ashford, 2003, Poykko vd. 2003; Rahmouni ve
Haynes 2004; Gimble ve Nuttal 2004; Qi vd., 2007), cinsel gelisim, kan yapimi,
gastrointestinal fonksiyonlarin diizenlenmesi, sempatik sinir sistemi uyarilmasi ve yeni

damar olusumunda ¢ok 6nemli rollere sahiptir (Poykko vd. 2003; Qi vd., 2007).

Leptin giinliik ve diizenli olarak salinir. Serum leptininin en yliksek diizeyi sabah
erken saatlerde olurken, en diislik diizeyi 6gleden sonradir (Aslan vd., 2004, Giiltiirk ve

Demirkazik 2007).

Leptin viicudun sahip oldugu enerji deposu ve beslenme durumuna gore yag
dokusu kitlesi ile orantili olarak salgilanip ihtiyaca gore istahi arttirarak veya azaltarak

enerji tuketimini duizenleyip viicudun kitle kontroliinii saglamaktadir (Nogueiras vd., 2007)



Leptin etkisinin en hizli ve giicli oldugu yer hipotalamustaki arkuat ve
paraventrikiiler ¢ekirdeklerdir. Bu ¢ekirdekler viicuda besin alimi ve enerji harcamasini
ayarlayan hormonlarin etkinliklerini diizenlemektedir. Arkuat ¢ekirdekte besin alimini
kontrol eden iki farkli sinir hiicresi grubu vardir. Bir grubu besin alimini hizlandirir ve
enerji harcamasini azaltir, diger grup ise besin alimini azaltarak enerji harcamasini arttirir.
Besin alimini hizlandiran sinir hiicreleri NPY sentezlerler ve istah acici etki ile beslenmeyi
uyarirlar. Diger grup ise melanokortin peptidleri sentezlerler, ayn1 beyin bdlgesine etki
eder, fakat gida alimin1 baskilarlar. NPY yapan sinir hiicreleri ayn1 zamanda “Agouti-
related peptide” (AgRP) de yaparlar ve melanokortin aglaglarini etkisizlestirirler. Leptinin
ana etki mekanizmasi, bircok hipofizer hormonun diizenlenmesinde gorev alan ve asil
etkisi istah1 artirmak olan NPY’nin, arkuat niikleus’dan salinimi baskilamaktir (Zhang

vd.,2005)

Gunumuzde leptin, sadece memelilerde ve kuslarda izole edilmistir (Doyon vd.,
2001). Bununla birlikte yeni yapilan c¢aligmalarla, balik ve diger asagi omurgalilarda da
leptinin salgilandig1 belirlenmistir (Mustonen vd., 2002; Nieminen vd., 2003; Volkoff vd.,
2005). Leptin benzeri immunreaktifler amfibilerin kan ve dokusunda (Muruzabal vd.,
2002), suriingenlerde (Boorse ve Libbon 2010; Murazabal vd., 2002; Volkoff vd., 2005),
kertenkelelerde bulunmaktadir (Paolucci vd., 2001).

Baliklarda, leptin ilk olarak Takifugu rubripes (Kurokawa vd., 2005), Cyprinus
carpio (Huising vd., 2006), O.mykiss (Murashita vd., 2008), Oryzias latipes (Kurokawa ve
Murashita, 2009), Danio rerio (Gorissen vd, 2009), Salvelinus alpinus (Froiland vd., 2007)
Salmo salar (Ronnestad vd., 2010), Ctenopharyngodon idella (Li vd., 2010) ve
Epinephelus coioides (Zhang vd., 2013) dahil olmak {izere diger balik tiirlerinde
bulundugu belirtilmistir.

Oncorhynchus kisutch (Baker vd., 2000) ve Ictalurus punctatus (Silverstein ve
Plisetskaya, 2000) ile yapilan calismalarda, leptin uygulamasinin besin alimi ve agirlik

kaybi lizerine etki yapmadigi rapor edilmistir.

Oncorhynchus kisutch (Baker vd., 2000) ve Lepomis cyanellus (Londraville ve
Duvall, 2002) ile yapilan aragtirmalarda leptin uygulamasinin gida alimina veya viicut

agirh@ina etki etmedigi ifade edilirken, Carassius auratus'da leptinin periferik ve merkezi



enjeksiyonuyla gida alimmnin azaldigi belirtilmistir(\Volkoff vd., 2005). Lepomis cyanellus’

da leptinin gida alimini etkilemedigi gozlemlenmistir (Londraville ve Duvall, 2002).

Ettore vd. (2012), O.mykiss ve Maccullochella peelii peelii 'de gastrointestinal
sistem ve kanda ghrelin ve leptin seviyelerinin farkli yag asidi kompozisyonlarina sahip

oldugunu belirlemislerdir.

Francisco vd. (2002), alabalik, kurbaga, kertenkele ve yilan midelerinde
immunohistokimyasal olarak leptin varligini, Vegusdal vd., (2003), ise salmon yag dokusu

icinde leptin benzeri proteini belirlemislerdir.

Volkoff vd., (2003), Carassius auratus'da leptininin hem cevresel hem merkezi
injeksiyonunda besin aliminin azaldigini belirtmistir. Nieminen vd., (2003) soguk sularda
yasayan ve ag birakilan Lota lota’ larda ghrelin ve leptinin enerji metabolizmasi tizerindeki

etkilerini aragtirmislar ve leptin ile ghrelini karacigerde tespit etmislerdir.

Murashita vd. (2008) tarafindan O.mykiss de leptini kodlayan tam uzunlukta cDNA
belirlenmis ve cDNA'ya dayanarak, Escherichia coli‘de saf rekombinant leptin Uretilerek
O.mykiss’de gida alimmnin nihai veriminin 20 mg/L olarak arttigi gdzlemlenmistir. Peter
vd. (2009) tarafindan ise O.mykiss’de aglik siiresince plazma da yiksek oranda leptinin
varligi radyoimiinoassay yontemi ile belirlenmistir. O.mykiss de yapilan diger bir
calismada (Pfundt vd., 2009) ise imiinohistokimyasal yontem kullanilarak karaciger
dokusunda leptin immiinreaktivitesi gosterilmistir. Yine O.mykiss tizerine yapilan bagka bir
arastirmada (Peter vd., 2009) a¢ birakilan baliklarin plazmalarinda leptin seviyelerinin

arttig1 ifade edilmistir.

Salvelinus alpinus’ da ghrelin ve leptinin mevsimsel degisimlerinin, uzun vadeli
enerji homeostazisinin dlizenlenmesinde rolii oldugu ileri siiriilmiigtiir. Bununla birlikte
sonbaharda karacigerde leptin ekspresyonundaki artisin cinsel olgunlasma ile iligkili

oldugu bildirilmistir (Eirik vd., 2009).

Teleostlarda leptinin fizyolojik rolii ile ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bunlar;
istah, viicut agirhigini diizenleme ve metabolizma isleviyle ilgilidir (Mustonen vd., 2002;
Denver vd., 2011), bunun yaninda teleostlarin ¢ogalmasinda leptinin herhangi bir rollintin

oldugu kesfedilmemistir (Trombley ve Schmitz, 2013).



Teleostlarda, leptin reseptorl ilk olarak Oryzias melastigma’ dan tespit edilmistir
(Wong vd., 2007). Bundan sonra, ¢esitli balik tiirlerinde leptin reseptorii klonlanmis ve
leptin reseptoriiniin aracilik ettigi eylemin beslenme davranisi tizerindeki etkileri, istah
kontrolii ve biiyiimede rol alan noropeptidler arastirilmistir (Li vd., 2010; Ronnestad vd.,

2010; Fuentes vd., 2012; Kling vd, 2012; Won vd, 2012; Choi vd, 2014).

Cyprinus carpio ve Capoeta trutta' nin kan serumundaki leptin seviyesinin
belirlenmesi amaglanan ¢alismada leptin diizeyleri, iki tiir arasinda ve her tiirlin cinsiyetleri
arasinda karsilagtirillmis ve buna ek olarak, leptin seviyeleri hem C. trutta hem de C.
carpio’ nun viicut agirligi ve uzunlugu ile kiyaslanmis C.truta kan serumundaki leptin
seviyesi C.carpio 'ya gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (Kopriicii ve
Algul., 2014).

Baliklarda, leptin agirlikli olarak memelilerde oldugu gibi yag depolamadan ziyade
karacigerede enerji depoladigi konusunda arastirma yapilmis; baliklarda ve omurgali
hayvanlarda beslenme durumuyla somatik biyumeyi koordine etmek icin 6nemli bir

mekanizma olabilecegini bildirmislerdir (Eugene vd., 2015).

Oreochromis mossambicus’ de leptinin metabolik durumu, kontrold, insulin
benzeri biyume faktorleri, hipofiz biylime hormonu ve hepatik biyime hormonu
reseptorleri arasindaki diizenleyici etkilesimlerinin incelenmesi sonucunda, baliklardaki

enerji homeostazini ve metabolizmasini diizenleyebilecegi kanisina varmiglardir (Jonathan

vd., 2016).
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Calismada kullanilan baliklar (Onchorhynchus mykiss) Elazig iline 45 km
uzakliktaki Keban ilgesinde bulunan Keban Alabalik Anonim Sirketine ait tesisten elde
edildi. Calismada ortalama agirlig1 1.856,00 + 188,4 g ortalama total boyu 51,19 + 1,8 cm
olan toplam 20 adet erkek gokkusagi alabaligi ve ortalama agirligi 1.599,30 + 85,2 ¢
ortalama total boyu 50,43+ 0,98 olan toplam 20 adet disi gokkusagi alabalig
(Onchorhynchus mykiss) kullanildi.

2.1.1. Balik Nakli

Keban Alabalik Anonim Sirketine ait tesisten alinan canli alabaliklar oksijenli balik
nakil tankiyla taginarak Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Deneyleri Uygulama
Laboratuvarina getirildi. Laboratuvarda su giris ve ¢ikist olan 95x80x75 cm boyutlarinda
olan 4 adet fiberglass teknelere yerlestirildi. Baliklarin ortama adaptasyonlar1 saglandi
(Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Ortama adaptasyon saglayan baliklarin tanklardan alinmasi.
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2.1.2. Anestezi Islemi

Adaptasyonu saglanan baliklarin her birine 5 ml/L olacak sekilde fenoksietanol

uygulanarak (Matson ve Riple, 1989) genel anestezi yapildi (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Baliklarin anestezi altina alinmasi

2.1.3. Boy ve Agirlik Ol¢iimii

Anestezi edilen baliklarin boy ve agirlik dlgiimleri yapildi. Baliklarin agirliklar

densi marka terazi (Sekil 2.3.) ile boylar1 ise 6l¢iim tahtas1 kullanilarak (Sekil 2.4.) dl¢iildii.
I

Sekil 2. 3. Baliklarin agirliklarinin 6l¢tlmesi

12



Sekil 2.4. Baliklarin boylariin 6lgilmesi

2.1.4. Kan Alinmasi

Boylar1 ve agirliklar1 Olgiilen baliklarin kavdal yilizgecinin goévdeyle birlestigi
yerden kesilerek (Sekil 2.5.) kavdal venden gelen kan kapakli cam biyokimya tiiplerine
alind1 (Sekil 2.6.).

Sekil 2.5. Baliklardan kan alma islemi
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Sekil 2.6. Kanin cam tiiplere alinmast

2.1.5. Serum Eldesi

Biyokimya tiplerindeki kanlar oda 1sisinda 2 saat bekletildikten sonra (Sekil 2.7.),
dakikada 4000 devirde 15 dakika santrifiij edilerek serum elde edildi(Sekil 2.8.).

Sekil 2.7. Kanlarin oda 1sisinda bekletilmesi
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Sekil 2.8. Kanlarin santrifiij edilmesi

Santrifiijden sonra ayrilan serum (Sekil 2.9.) mikro pipet yardimiyla ependorf
tiplere aktarild1 (Sekil 2.10.). Serum Ornekleri testlerin uygulanacagi giine kadar Firat
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarinda bulunan -20 'C” deki

derin dondurucuda muhafaza edildi.

Sekil 2. 9. Serumun elde edilmesi
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Sekil 2.10. Ependorf tiiplere aktarilan serumlar

2.1.7. Arastirmada kullamilan arag-gere¢ ve kimyasal maddeler

ELISA yikama cihazi: Bio Tek ELX800

ELISA okuma cihazi: Bio Tek ELX800

Apelin : Rat Apelin 13 (AP13) ELISA Cusabio Catalog Number: CSB-E14367r

Ghrelin : General Protocol For Enzyme Immunoassay Kit Phoenix Pharmaceuticals

Catalog Number: EK-031-31 (range: 0-100 ng/ml))

Leptin : Rat / Mouse Leptin Elisa Kit Aviscera Bioscience Catalog Number: sk00050-08
Etliv , Santrifiij, Shaker, Otomatik pipet, Vorteks, Deepfreze, Olciim tahtasi, Terazi,
Ependorf tlip, Biyokimya tiipleri, Bistiiri, Makas, Mavi pipet ucu, Sar1 pipet ucu

2.2. Metot

2.2.1. Elisa Kitlerinin Uygulama Prosedirt

Caligmadaki apelin, ghrelin ve leptin hormonlarinin diizeyleri ELISA yontemi ile

hazir ticari kit kullanilarak belirlendi.
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2.2.1.1. Apelin Analizi

Numunedeki apelin diizeyini ELISA’da belirlemek icin ticari kit Cusabio (Rat
Apelin 13 (AP13) ELISA Catalog Number : CSB-E14367r ) kullanild:.

Analize baslamadan once tiim Ornek ve reaktif hazirliklart yapildi. -20° C de
muhafaza edilen serum 6rnekleri ve buzdolabinda muhafaza edilen kitin igerisinden ¢ikan

tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

1.Biotin-antibody (1x) hazirlanisi: Biotin-antibody ac¢ilmadan dnce santifuj edildi
ve 10 pl Biotin-antibody ve 990 pl Biotin-antibody diluent karistirilip 1x Biotin-antibody
elde edildi.

2. HRP-avidin (1x) hazirlamsi: HRP-avidin agilmadan 6nce santrifiij edildi 10 pl
HRP-avidin ve 990 pl HRP-avidin diluent karistirilip 1x HRP-avidin elde edildi.

3.Wash Buffer (1x) hazirlamisi: 20 ml Wash Buffer izerine 500 ml distile su

eklendi.

4.Standard hazirlamisi: Standardi 6000-10000 rpm ‘de 30 sn santrifiij ettikten
sonra, standart ile 1.0 ml Sample diluenti vortexle karigtirildi asagidaki gibi standart
hazirligr (Sekil2.11.) yapildu.

258ul 2580ul  258ul  250pl  250pl 256yl

INIVEYTU

Sekil 2.11. Apelin i¢in standart hazirhig

Tablo 2.1. Apelin igin seyreltme

Tup S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 SO

ng/mi 10 5 2.5 1.25 0.63 0.31 0.16 0

Hazirliklar tamamlandiktan sonra asagidaki siralamaya gore islemler yapildi.
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Tim reaktifler, 6rnekler ve standart kitte belirlenen gibi hazirlandi.

1.

2.

9.

Kitin kagidi numaralandirildi.

Standartlar belirlenen kuyucuklara 100 pl konulduktan sonra agzi kitin iginden
cikan kagitla kapatilarak 2 saat 37° C’ de inkube edildi.

Inkiibasyon isleminden sonra kagit kaldirildi ve kuyucuklarin i¢i yikama

yapilmadan yikama cihazi ile bosaltildi.

100 pl Biotin-antibody (1x) tum kuyucuklara (kér kuyucuk haric) eklendi ve Gzeri
kapal1 olacak sekilde 37° C’ de 1 saat inkibe edildi.

200 pl Wash Buffer ile 3 kez yikama yapildi.

100 pl HRP-avidin (1x) tim kuyucuklara (kér kuyucuk hari¢) eklendi ve Uzeri
kapali olacak sekilde 37°C de 1 saat inkiibe edildi.

200ul Wash Buffer ile 5 kez yikama yapildi.

90 pl TBM substrat (kér kuyular hari¢) eklendi 15-30 dk 37° C de mutlak suretle

1siktan korunarak inkiibe edildi.

50 pl stop soliisyonu (kor kuyular harig) eklendi.

10. Tim bu asamalar tamamlandiktan sonra en ge¢ 5 dk igerisinde 450nm dalga

boyunda okuma yapildi elde edilen sonuglar ise SPSS programinda degerlendirildi.

2.2.1.2.Ghrelin Analizi

Numunedeki ghrelin dizeyini ELISA’da belirlemek igin ticari kit Phoenix

Pharmaceuticals (general protocol for enzyme immunoassay kit (range: 0-100 ng/ml))

kullanildi.

Analize baslamadan oOnce tiim Ornek ve reaktif hazirliklar1 yapildi. -20° C de

muhafaza edilen serum drnekleri ve buzdolabinda muhafaza edilen kitin igerisinden ¢ikan

tim reaktifler oda sicakligmma getirildi. Hazirliklar tamamlandiktan sonra asagidaki

siralamaya gore iglemler yapildi.

1. Kaullanilacak olan kit oda sicakliginda 25-30 °C bekletildi.
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2. 950 ml distile su ile 50 ml Assay Buffer karistirilip 1x Assay Buffer elde edildi.
(Kristalize yapilar gézlenseydi bu yapilar eriyene kadar 30 dk karistirilacakti.)

3. Standardi hazirlamak i¢in asagidaki asama takip edildi ve oda sicakliginda 10
dk bekletildikten sonra kullanima hazir hale getirildi.

Tablo 2. 2. Ghrelin standart hazirligi

Standart numarasi Standart 1x Assay Buffer Konsantrasyon
Stok 1000ul 1,000 ng/ml
1 100 pl stok 900 pl 100 ng/ml
2 100 pl 1 900 pl 10 ng/mi
3 100 pul 2 900 pl 1 ng/ml
4 100 pl 3 900 pl 0,1 ng/ml
5 100 pl 4 900 pl 0,01 ng/ml
900 900 900 900 1000
pl pl pl Ml Hl

NN S N N
Stok 1 2 3 4 5

1000 ng/ml 100 ng/ml  10ng/ml 1 ng/ml 0,1 ng/ml 0,01 ng/ml
Sekil 2.12. Ghrelin i¢in seyreltme oranlari

4. Primer antikorun icerisine 5 ml 1x Assay Bufer ekleyip 5 dk bekletildikten sonra

iyice karistirildi.

5. Biotinlenmis peptit i¢erisine 5 ml 1x Assay Bufer ekleyip 5 dk bekletildikten

sonra iyice karigtirildi.
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6. Pozitif kontrolt 4000 rpm de 2-3 dk sire ile santriuj ettikten sonra tizerine 200 pl
Ix Assay Bufer ekleyip karigtirdiktan sonra 5 dk siire ile bekletildi ve kit iizerinde

belirlenen kuyucuklara eklendi.
7. Kor kuyucuklar kit proseduriine gére belirlendi.
8. 50 ul total baglayici olarak belirlenen kuyucuklara eklendi.
9. Hazirlanan standartlar belirlenen kuyucuklara 50 pl olarak konuldu.
10. Pozitif kontrol belirlenen kuyucuklara 50 pl olarak konuldu.

11. Oda sicakligina getirilen 6rnekler kor kuyucuk hari¢ tim kuyucuklara 50 pl

olarak konuldu.
12. Hazirlanan primer antikordan kor kuyular hari¢ olmak tizere 25 pl ilave edildi.
13. Biotinlenmis peptitden kor kuyular hari¢ olmak tizere 25 pl ilave edildi.

14. Pleytin agz1 kitin igerisinden ¢ikarilan kagit ile kapatildiktan sonra 350 rpm de
orbital Shakerda 2 saat oda sicakliginda bekletildi.

15. SA-HRP Kkitin icerisinde 30 pl var bunu 4000 rpm’de 5 dk santrif(ij edildikten
sonra 12 pl alinarak 12 pl 1x Assay Buffer ile karistirilip vortexlenecek.

16. Shaker dan ¢ikarilan pleytin kagidi kaldirildi.
17. 350 pul 1x Assay Buffer ile 4 kez yikama yapildi.

18. Hazirlanan SA-HRP’dan 100ul alinip tiim kuyucuklara (kér kuyucuklar dahil)

eklendi.
19. Agzin1 kapatip 300-400 rpm de oda sicakliginda 1 saat bekletildi.
20. Pleytin kagidi kaldirildi.
21. 350 ul de 4 kez 1x Assay Buffer ile yikama yapildi.

22. Enzimin reaksiyona girmesi i¢cin 12 ml TBM (substrat soltisyonu)’den 100 pl

her kuyucuga eklendi.
23. Agz1 kapatilan pleyt oda sicakliginda 1 saat bekletildi.

24. 2N HCI’den (stop solusyonu) 100ul tim kuyucuklara eklendi. Rengin maviye

doniistiigli gdzlemlendi.
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25. Stop soliisyonunu ekledikten sonra 20 dk icerisinde okuma yapildi ve sonuglar
SPSS de degerlendirildi.
2.2.1.3. Leptin Analizi

Numunedeki leptin dizeyini ELISA’da belirlemek igin ticari kit Aviscera
Bioscience (Rat / Mouse Leptin Elisa Kit Catalog Number: sk00050-08) kullanildi.

Analize baslamadan oOnce tiim Ornek ve reaktif hazirliklar1 yapildi. -20° C de
muhafaza edilen balik kan serumlar1 ve buzdolabinda muhafaza edilen kitin icerisinden

¢ikan tiim reaktifler oda sicakligina getirildi.

1.Wash Buffer (1x) hazirlamisi: 1.Wash Buffer hazirligi: 50 ml wash buffer ile
450 ml saf su karistirilip 500 ml 1x wash buffer elde edildi.

2.Standard hazirlamisi: Asagidaki tabloda belirtilen oranlarda hazirligi yapildi.

Tablo 2.3. Leptin i¢in standart hazirlig

Tuap Standart ?_eyreltme Konsantrasyon
amponu

Stok Toz 1000ul 8000 pg/ml
1 250ul Stok 250ul 4000 pg/ml
2 250ul 1 250ul 2000 pg/ml
3 250pl1 2 250pl 1000 pg/ml
4 250ul 3 250ul 500 pg/ml
5 250ul 4 250pl 250 pg/ml
6 250ul 5 250ul 125 pg/ml

250 250 250 250 250 250
pal jl jal pl jul pul

\ ') I.'.I ') Ilr \l' III. |
AR QMM A

1mL —=

Standart Stok 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon 8000 4000 2000 1000 500 250 125 pg/ml

Sekil 2. 13. Leptin i¢in seyreltme orani

21




3.Detection Antibody Hazirhgi: 9,45 ml diliie buffer1 15 ml’lik santrifiij tiipiine

ekleyip Uzerine 1,05 ml detection antibody ilave edildi ve 10,5 ml detection antibody elde

edildi.

4. Streptavidin-HRP Hazirhgi: 11,94 ml dilue buffer ile 60 ml Streptavidin-HRP

karistirtlip 15 ml’lik santrifiij tiipiine eklendikten sonra 1s1iktan korunarak muhafaza edildi.

10.

11.

12.

5.Pozitif Kontrol Hazirhgi: 1,0 ml diliie buffer ile pozitif kontrol karistirildi.
Hazirliklar tamamlandiktan sonra asagidaki siralamaya gore islemler yapildi.
On hazirliklar tamamlandh.

Tiim malzemelerin kotrolii yapildi.

100 pl dilte bufferden belirlenen kuyucuklara konuldu.

Hazirlanan standarttan, pozitif kontrolden ve orneklerden 100 pl belirlenen

kuyucuklara birakildi ve agzi1 kapali olarak oda 1sisinda shakerde 2 saat bekletildi.
4 kez 300 pl wash buffer ile yikama yapildi.

100 pl detection antibodyden tiim kuyucuklara ekle agzi kapali olarak 2 saat oda
sicakliginda shakerde bekletildi.

4 kez 300 pl wash buffer ile yikama yapildi.

100 pl Streptavidin-HRP den tiim kuyucuklara eklendi 1 saat oda sicakliginda agzi
kapal1 olarak 1s1iktan korumak suretiyle bekletildi.

4 kez 300 pl wash buffer ile yikama yapildi.
100 pul substrat soltisyonu eklendi ve 2-8 dk bekletildi.

100 pl stop soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi. Rengin maviden sariya doniisiimii

gozlendi. 15 dk igerisinde okuma yapilmasi amaglandi.

450 nm de okuma yapildi.

2.2.2. istatistiksel Analizler

Denemede elde edilen sonucglarin istatistiksel analizleri SPSS 12.0 istatistik

programi kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol ve deneme grubu baliklarinin incelenen

parametrelerinde meydana gelen degisimler tek yoOnlii varyans analizi (ONEWAY-
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ANOVA) ile test edildi (Stimbiiloglu, 1998; Kocagaligkan ve Bingol, 2008; Kalayci,
2010). P< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Grafiklerin ¢iziminde ise EXCEL

programindan yararlanildi.
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3.BULGULAR

Calismada kullanilan baliklarin cinsiyet belirlenmesi, total boy ve agirlik 6l¢timleri
Tablo 3. 1. ’de gosterilmistir. Cinsel olgunluga erigsmis disi ve erkek O. mykiss’in apelin,
ghrelin, leptin diizeyleri ELISA yontemiyle incelenmis sonuglar SPSS programinda
degerlendirilerek grafikler Excelde ¢izilmistir.

Tablo 3. 1. Calismada kullanilan O.mykiss’e ait cinsiyet, agirlik ve total boy 6l¢timleri

NUMARA CINSIYET AGIRLIK TOTAL BOY
1 ERKEK 2194 52,3
2 DiSi 2056 53,6
3 ERKEK 3272 62
4 ERKEK 1474 49
5 ERKEK 892 43,2
6 ERKEK 2152 57,3
7 ERKEK 3318 61,2
8 DiSi 1666 49,5
9 ERKEK 2148 53
10 ERKEK 2024 55,5
11 DiSi 1584 49
12 DiSi 1750 53,2
13 ERKEK 1979 51,5
14 DiSi 1600 52
15 ERKEK 2962 64
16 DiSi 1536 495
17 ERKEK 3244 61,8
18 DiSi 1430 49
19 DiSi 1718 53,5
20 ERKEK 826 41,3
21 DiSi 2378 63,1
22 ERKEK 1448 50,5
23 Disi 1388 49
24 DiSi 1174 44,6
25 DiSi 1348 47
26 DiSi 1856 50
27 Disi 1874 55,3
28 ERKEK 684 35,8
29 DiSi 978 43,5
30 ERKEK 1510 52,2
31 DiSi 1238 48
32 ERKEK 1430 46
33 ERKEK 2044 56
34 ERKEK 1668 49
35 DiSi 2432 55,4
36 ERKEK 1254 457
37 Disi 1258 46,8
38 DiSi 1412 48,5
39 ERKEK 644 36,6
40 DiSi 1310 48,2
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3.1. Apelin diizeyindeki degismeler

Ticari kit Cusabio (Rat Apelin 13 (AP13) ELISA Catalog Number : CSB-E14367r )

kullanilarak sonuglar Elisa yontemi kullanilarak belirlendi.

Disi ve erkek O.mykiss’de apelin diizeyleri ortalama degerler baz alinarak
erkeklerde 0,61 + 0,008 ng/ml, disilerde 0,64 + 0,020 ng/ml olarak bulundu. Erkek ve
disilerin apelin diizeyleri arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu (p = 0,92)

sekil 3. 1. ’de belirtilmistir.

0,68
0,67
0,66
0,65
0,64
0,63
0,62
0,61

0,6
0,59
0,58
0,57

Apelin {ng/ml)

apelin erkek apelin disi

Sekil 3. 1. Disi ve erkek baliklarin apelin duzeyleri.

Erkek baliklarin apelin diizeyleri ve agirliklart arasinda r = - 0,05 olarak
hesaplanmis Ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig sekil 3. 2. *de

gosterilmistir (p = 0,815).
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x
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Apelin Erkek (ng/ml)

0,8

Sekil 3. 2. Erkek baliklarda apelin diizeyi ve balik agirlig1 arasindaki iliski.

Erkek baliklarin apelin dizeyleri ve total boylar1 arasinda r =

- 0,10 olarak

hesaplanmig Ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadigi sekil 3. 3. ’de

gosterilmistir (p = 0,66).

0,8

70 -
y=-21,47x+64,42
r=-0,10 Qo o
60 - °
» °
£ 501 M
S [ ° [
3 40 - L
oM ..
£ 30 -
'_
20 -
10
0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6
Apelin Erken{ng/ml)

Sekil 3. 3. Erkek baliklarda apelin diizeyi ve total boy arasindaki iligki.

Disi baliklarin apelin diizeyleri ve agirliklari arasinda r = - 0,17 olarak hesaplanmig

ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig: sekil 3. 4. *de gosterilmistir (p =

0,46).
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Sekil 3. 4. Disi baliklarda apelin diizeyi ve balik agirlig1 arasindaki iligki.

Disi baliklarin apelin dlzeyleri ve total boylari arasinda r = - 0,13 olarak
hesaplanmig ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadigi sekil 3. 5. ’de

gosterilmistir (p = 0,56).

70 7 y=-4,857x+ 53,54

60 | r=-0,13 ®

® °
50
°
40

30 +

Total Boy {cm)

20 ~

10 -

0 T T T T T 1
0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Apelin Disi {ng/ml)

Sekil 3. 5. Disi baliklarda apelin diizeyi ve total boy arasindaki iliski.
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3.2.Ghrelin Diizeyindeki Degismeler

Numunedeki ghrelin diizeylerini belirlemek i¢in ticari kit Phoenix Pharmaceuticals
(general protocol for enzyme immunoassay kit (range: 0-100 ng/ml)) kullanilarak sonuclar

ELISA yontemi ile belirlenmistir.

Disi ve erkek O.mykiss’de ghrelin diizeyleri ortalama degerler baz alinarak
erkeklerde 20,975 + 0,3 ng/ml, disilerde 24,284 + 2,9 ng/ml olarak bulundu. Istatistiksel
olarak karsilastirildiginda anlaml diizeyde fark bulunmadigi sekil 3. 6 ’da belirtilmistir (p
=0,27).

30
25
20

15

Ghrelin{ng/ml)

10

w

erkek disi

Sekil 3. 6. Disi ve erkek baliklarin ghrelin diizeyleri.

Erkek baliklarin ghrelin diizeyleri ve agirhiklar1 arasinda r = - 0,61 olarak
hesaplanmig ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulundugu sekil 3. 7. ’de
gosterilmistir (p = 0,004).
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Sekil 3. 7. Erkek baliklarda ghrelin duzeyi ve balik agirligi arasindaki iliski.

Erkek baliklarin ghrelin diizeyleri ve total boylari arasinda r = - 0,65 olarak
hesaplanmig ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulundugu sekil 3. 8. ’de

gosterilmistir (p = 0,002).

70 ~

60 - % ® y=-0,392x + 59,42
r=-0,65

50 + ®

40 A

30 -

Total Boy {cm)

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

Ghrelin Erkek {ng/ml)

Sekil 3. 8. Erkek baliklarda ghrelin dizeyi ve total boy arasindaki iliski.

Disi baliklarin ghrelin diizeyleri ve agirliklart arasinda r = - 0,29 olarak
hesaplanmig ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadigi sekil 3. 9. ’da
gosterilmistir (p = 0,203).
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Sekil 3. 9. Disi baliklarda ghrelin diizeyi ve balik agirlig1 arasindaki iligki.

Disi baliklarin ghrelin diizeyleri ve total boylart arasinda r = 0,13 olarak
hesaplanmig ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadigi sekil 3. 10. ’da
gosterilmistir (p = 0,56).

70 - y = 0,045x + 49,32
r=0,13
. r

60 -

i Py o ° [ ]
= %0 W
=] o
< 40 -
[=]
o
I_E 30
2

20 -

10 -

0 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60
Ghrelin Disi {ng/ml)

Sekil 3.10. Disi baliklarda ghrelin diizeyi ve total boylar1 arasindaki iligki.
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3.3.Leptin diizeyindeki degismeler

Numunlerdeki leptin duzeylerini belirlemek icin ticari kit Leptin : Rat / Mouse
Leptin Elisa Kit Aviscera Bioscience Catalog Number: sk00050-08 kullanilarak sonuglar
ELISA yontemi ile belirlenmistir.

Disi ve erkek O.mykiss’de leptin diizeyleri ortalama degerler baz alinarak
erkeklerde 1,7685 * 0,30 ng/ml, disilerde 1,0815 + 0,15 ng/ml olarak bulundu. Istatistiksel
olarak karsilagtirildiginda (p = 0,133) anlamli diizeyde fark bulunmadigi sekil 3.11°de
belirtilmistir.

2,5

1,5

Leptin {ng/ml)

0,5

erkek disi

Sekil 3.11. Disi ve erkek baliklarin leptin diizeyleri.

Erkek baliklarin leptin diizeyleri ve agirliklart arasinda r = 0,1 olarak hesaplanmis
ve istatistiksel olarak anlaml diizeyde fark bulunmadig: sekil 3. 12. *de gosterilmistir (p =
0,66).
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Sekil 3.12. Erkek baliklarda leptin diizeyi ve balik agirligi arasindaki iliski.

Erkek baliklarin leptin diizeyleri ve total boylar1 arasinda r = 0,08 olarak
hesaplanmig ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadigi sekil 3. 13. ’de

gosterilmistir (p = 0,73).

70 y=0,484x+ 50,33
r=0,08
o0 & ° L
o . °
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£ bad °
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2
20
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Leptin Erkek (ng/ml)

Sekil 3.13. Erkek baliklarda leptin diizeyi ve total boy arasindaki iliski.

Disi baliklarin leptin diizeyleri ve agirliklart arasinda r = 0,41 olarak hesaplanmis
ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig: sekil 3. 14. *de gosterilmistir (p =

0,07).
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Sekil 3.14. Disi baliklarda leptin diizeyi ve balik agirligi arasindaki iliski.

Disi baliklarin leptin diizeyleri ve agirliklar1 arasinda r = 0,3 olarak hesaplanmis ve
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig: sekil 3. 15. ’de gosterilmistir (p =
0,19).
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Sekil 3.15. Disi baliklarda leptin diizeyi ve total boy arasindaki iliski..

Erkek baliklarin apelin diizeyleri ile ghrelin diizeyleri karsilastirildiginda apeline
oranla ghrelin miktar1 yiiksek olmakla birlikte r = 0,05 olarak hesaplanmis ve istatistiksel

olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig sekil 3.16.’da belirtilmistir (p = 0,811).

33



60 y=19,98x+ 8,663
r=0,05
50 - °
E ®
S 40 - ®e
£
-
g 30 - ° o
&
£
T 20 - ,,’Ht“”’"
< °
G} o ® 9
10 - ®
0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Apelin Erkek (ng/ml)

Sekil 3.16. Erkek baliklarda apelin ve ghrelin dizeyleri.

Erkek baliklarin apelin diizeyleri ile leptin diizeyleri karsilastirildiginda apeline
oranla leptin miktar1 yiiksek olmakla birlikte r = - 0,37 olarak hesaplanmig ve istatistiksel

olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig sekil 3.17.’de belirtilmistir (p = 0,105).

5 _ y=-13,28x+ 9,954

r=-0,37
4,5 - ! [ ]
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Sekil 3.17. Erkek baliklarda leptin ve apelin diizeyleri.

Erkek baliklarin leptin diizeyleri ile ghrelin diizeyleri karsilastirildiginda ghreline
oranla leptin miktar1 yiiksek olmakla birlikte r = - 0,21 olarak hesaplanmis ve istatistiksel

olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig sekil 3.18.’de belirtilmistir (p = 0,354).
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Sekil 3.18. Erkek baliklarda leptin ve ghrelin dlzeyleri.

Disi baliklarin apelin dlzeyleri ile ghrelin diizeyleri karsilastirildiginda apeline
oranla ghrelin miktar1 yiiksek olmakla birlikte r = - 0,29 olarak hesaplanmis ve istatistiksel

olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig sekil 3.19.’da belirtilmistir (p = 0,210).
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Sekil 3.19. Disi baliklarda apelin ve ghrelin diizeyleri.
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Disi baliklarin apelin dizeyleri ile leptin diizeyleri karsilastirildiginda apeline
oranla leptin miktar1 yiiksek olmakla birlikte r = 0,25 olarak hesaplanmis ve istatistiksel

olarak anlamli diizeyde fark bulunmadigi sekil 3.20.’de belirtilmistir (p = 0,277).
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Sekil 3. 20. Disi baliklarda leptin ve apelin dizeyleri.

Disi baliklarin apelin diizeyleri ile leptin diizeyleri karsilastirildiginda apeline
oranla leptin miktar1 yiiksek olmakla birlikte r = - 0,44 olarak hesaplanmis ve istatistiksel
olarak anlamli diizeyde fark bulunmadig sekil 3.21.’de belirtilmistir (p = 0,048).
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Sekil 3. 21. Disi baliklarda leptin ve ghrelin diizeyleri.
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4. TARTISMA SONUC

Biitiin omurgalilarda (Kawamata vd., 2001; Medhurst vd., 2003) ve cesitli
baliklarda oldugu gibi (Quertermous, 2007; Zeng vd, 2007; Volkoff ve Wyatt, 2009;
Kopricl ve Algul, 2015) O.mykiss de apelin, 77 amino asit uzunlugunda ve C terminal

apelin-13 sekansii igermektedir.

Yapilan c¢alismalarda apelin ve reseptorlerinin mide, beyin, adipoz doku, kalp,
akciger, gonadlar, bobrek, meme bezi, gastrik mukozasi gibi ¢esitli organlarda goriildiigii
ifade edilmistir (Kleinz ve Davenport, 2004; Carpene vd. 2007; Reaux -Le Goazigo vd.,
2007). Memelilerde (De Falco et al., 2002) ve sirlngenlerde (De Falco et al., 2004) de
apelin immunoreaktivitesi dalagin kirmizi pulpasinda belirlenmistir. Xenopus'ta, apelin
mRNA reseptorii akciger, kalp ve testiste bulunmus, ancak ovaryumda gozlemlenmemistir
(Moon vd., 2007). Apelin mRNA ratlarda ovaryum, uterus, meme bezleri ve testislerde
tespit edilmistir (Kawamata vd. 2001). Carassius auratus’da apelin mRNA reseptord,
beyin, dalak, bobrek, karaciger, kas, bagirsak, ovaryum, solungag, kalp ve yag dokusunda
bildirilmistir (Volkoff ve Wyatt, 2009). Kopriicii ve Algiil (2015) Capoeta trutta ve
Cyprinus carpio 'nun kan serumunda belirttikleri gibi yapilan bu ¢aligmada da O.mykiss’in

kan serumunda apelin 13’Un varlig1 tespit edilmistir.

Memelilerde, apelinin istah diizenlemedeki rolii hakkinda belirsizlikler olmakla
birlikte; kemirgenlerde de, tek doz apelinin intravendz enjeksiyonu veya uzun vadeli apelin
periferik tedavisinin (Higuchi vd., 2007) gida alimi {izerine herhangi bir etkisinin olmadig1
aciklanmistir. Bununla birlikte ratlarda, gidalarin aliminin kontroliinde apelinin nasil bir rol
aldig1 heniiz belirlenememistir (Sunter vd.,2003). Bunlarin yanisira Carassius auratus da
apelin-13'iin intraperitoneal ve intraserebroventrikiiler enjeksiyonu gida alimini artirdigi
bulunmus (Volkoff ve Wyatt, 2009), Zebra baliginda da apelin mRNA reseptdriiniin kayb1
ya da fazlaliginin, kalpte ciddi kusurlar meydana getirerek gastrulasyonu engelledigi ifade

edilmistir (Zeng vd., 2007; Red-Horse vd., 2010).

Heinonen vd (2005) ve Foldes vd (2003), apelin-13'in varhigini yapilan bu
calismada oldugu gibi ELISA kullanarak dlgmiislerdir. Boucher vd. (2005) apelin mRNA
ve proteinin insan ve fare adipositlerinde insiilin tarafindan diizenlendigini ve obezlerde
apelin plazma diizeylerinin artisni Radyo Immuno Assay Testi (RIA) kullanarak

bulmuslardir. Beyaz adipoz dokudaki apelin  benzeri  immunoreaktiviteleri
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immunohistokimyasal (Medhurst vd., 2003) ve immunositokimyasal (Kleinz ve
Davenport, 2004; Kleinz vd., 2005) yontemler kullanilarak saptanmistir. Volkoff ve Wyatt
(2009), Carassius auratus ‘un gesitli organlarinda apelin mRNA ve proteini, geri

doniistimlii Polimeraz Zincir Reaksiyonunu (RT-PCR) kullanarak ortaya koymuslardir.

Yapilan bu galismada O.mykiss’in erkeklerde 0,616 + 0,008 ng/ml, disilerde 0,64 +
0,02 ng/ml olarak bulunmus ve istatistiksel olarak farkin 6nemsiz (p>0,05) oldugu
gorilmistiir. Kopricu ve Algil (2015) kan serumunda Capoeta trutta 'nin apelin degerini
0.78 £ 0.03 ng/ml Cyprinus carpio 'da 0.65 + 0.03 ng/ml olarak belirlemisler ve
istatistiksel olarak C. trutta nin C. carpio’ya gore anlamli derecede yiiksek oldugunu ifade
emislerdir. Ayrica apelin seviyeleri C. trutta ile C.carpio nun disileri arasindaki 6nemli
farklililk ~ gosterirken  (p<0,05), iki tiriin erkekleri arasinda Onemli farklilik

gostermemistir(p>0,05).

C.trutta’ta viicut agirligi ile kan serumundaki apelin seviyeleri arasinda onemli
korelasyon yokken, C. carpio’da viicut agirligi ile kan serumundaki apelin seviyeleri
arasinda negatif korelasyon goriilmiistiir (Kopriicii ve Algiil, 2015). Bu calismada da
benzer sekilde O.mykiss in hem disi hem erkeklerinde viicut agirligi ve uzunlugu ile kan

serumundaki apelin seviyeleri arasinda negatif yonde iliski gozlenmistir.

Volkoff ve Wyatt (2009), apelin mRNA seviyelerinin hem hipotalamusta (p = 0.05)
hem de telencefalonda (p = 0.0338) ag birakilan Carassius auratus ‘ta beslenen Carassius
auratus a gore daha yiiksek oldugunu ve dolayisiyla apelinin oreksijenik bir faktor olarak
rolii bulundugunu bildirmislerdir. Foldes vd. (2003) RIA kullanarak insanlarda yaptiklari
caligmalarinda koroner kalp hastaligi olan hastalarda serumdaki apelin seviyelerinde
onemli azalma meydana geldigini bildirirlerken Chen vd. (2003) kalp yetmezligi olan
hastalarda apelin plasma seviyelerinin daha yiliksek oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
obezlerde adipoz dokuda apelin daha yiiksek, zayif bireylerde ise apelin reseptor RNA bol
miktarda bulundugu goriilmiistiir (Castan-Laurell vd. 2008).

Ghrelin 1999 yilinda Japon bilim adamlar1 tarafindan kesfedilmistir. Temel olarak
mide fundus ve piloriis bolgelerindeki noroendokrin hicrelerinden salinan 28 amino
asitlik (aa) lipopeptid yapida bir hormondur (Kojima vd.,1999; Date vd. 2000).

Baliklardaki ghrelinin amino asit sayis1 memelilerdekinden az olup genellikle 19 ve 21 aa
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arasinda degistigi, omurgalilarda ghrelin salgilanmasinin enerji homeostazini siirdiirmede

rol aldig1 ifade edilmistir (Kojima ve Kangawa .,2005).

Carasius auratus (Matsuda vd., 2006a, b; Miura ve digerleri, 2006, 2007,
Unniappan ve digerleri, 2002, 2004) ve Oreochromis Niloticus (Riley vd., 2005) ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda ghrelinin gida alimi tizerindeki etkileri, memelilerdeki etkisine benzer
sekilde gida alimini arttirmaktadir (Choi vd, 2003; Druce vd., 2005, 2006; Tschop vd,
2000; Wren vd., 2001a, 2001b) .

Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda (Banks vd., 2002; Dass vd., 2003; Masuda
vd., 2000) ghrelin hormonunun kan-beyin bariyerini de gectigi tespit edilmistir.

Insanlarda ghrelin mRNA yogunluguna beyinde, kalpte, akcigerde, karacigerde,
uterusta, bobrekte, bagirsakta, yag dokuda, testiste (Kojima vd.,1999; Tena-Sempere vd.,
2002), plasental dokuda (Guallino vd., 2001), immdin hiicrelerde (Hattari vd., 2001; Wang
vd., 2002), pankreasta (Lai vd., 2005; Volante vd., 2002), tiikriikkte (Aydin vd., 2005a,
2006b) ve prostat dokusunda da rastlanmaktadir (Wang vd., 2002).

Ghrelin, Carassius auratuslar’ da (Miura vd., 2006, 2007) ve memelilerde (Chan vd.,
2004; Kamegai vd, 2001; Toshinai vd., 2003), oreksigenik peptidergik yollarla etkileserek
gida alimmi uyardigi ifade edilmistir. Bununla birlikte periferik grelinin, Carassius
auratus’ lardaki besin alimina etkisinin 6ncelikle vagal afferentler vasitasiyla saglandigina

dair kanitlar da vardir (Matsuda vd., 2006a).

Carassius auratus’ larin midelerinden ghrelin izole edilmistir. Ghrelin mRNA
ekspresyonu beyinde, hipofizde, bagirsakta, karacigerde, dalakta ve solungagta PCR ve
Southern blot analizi ile bagirsakta Northern blot ile tespit etmislerdir (Unniappan vd.,

2002).

Ayrica Anguilla japonica ile ilgili yapilan c¢alismada Northern blot ve RT-PCR
analizleri ile midede ylksek gen ekspresyonu oldugunu ortaya koymuslardir. Disiik
seviyede ifade edilen ghrelin, sadece RT-PCR analizi ile beyin, bagirsak ve bobrekte

bulundugunu ifade etmislerdir.

Oreochromis mossambicus midesinde ghrelin ve cDNA kodlayan protein tespit
edilmistir. PCR analizi midede yiiksek seviyelerde gen ekspresyonuna sahipken beyinde,
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bobrekte ve solungacta diisiik seviyelerde gen ekspresyonu ortaya koymustur (Kaiya vd.,
2003Db).

Ghrelin reseptoriiniin  ¢cDNA’s1  Spheroides nephelus (Palyha vd., 2000) ve
Acanthopagrus schlegeli (Chang ve Cheng., 2004)’de bulunmus en yiiksek seviyelerinin

beyin ve pituitaride 6zelliklede hipotalamusta oldugu tespit edilmistir.

O.mykiss’ de gastrointestinal sistemindeki ghrelin iireten hiicrelerin varhigini

immdunohistokimyasal yontemler kullanarak bulmuslardir (Sakata vd., 2004).

Anguilla  japonica plazmasinda ghrelininin yapisi radyoimmunoassay ve

histokimyasal yontemler kullanilarak midede bulunmustur (Kaiya vd., 2006).

Yapilan bu g¢alismada da O.mykiss’ in kan serumunda ghrelinin varligit ELISA
yontemi kullanilarak ortaya konulmustur. O.mykiss’in disi ve erkek ghrelin degerleri
arasinda istatistiki olarak fark oOnemsiz (p > 0.05) ¢ikmistir.  Yine O.mykiss’in
erkeklerinde ghrelin seviyesi ile viicut agirligi arasinda istatistiksel olarak pozitif yonde
cok zayif bir iliski bulunurken, total boy ile pozitif yonde zayif bir iligki bulunmus olup
aradaki farkin 6nemli (p < 0,05) oldugu goriilmiistiir. Aym sekilde, ghrelin ile disi
O.mykiss agirligr arasinda negatif yonde zayif bir iliski gozlenmis, total boy ile kiyaslama
yapildiginda ise pozitif yonde ¢ok zayif bir iliski oldugu ve aradaki farkin Onemsiz

(p>0,05) bulundugu belirlenmistir.

Leptin, memelilerin (Zhang vd., 1994) ve diger omurgalilarin (Lin vd., 2000;
Paolucci vd., 2001; Muruzabal vd., 2002; Boorse ve Libbon, 2010) gida alimini ve enerji
dengesini diizenleyen bir peptit hormondur.

Baliklarda leptinin varligi ilk olarak Johnson vd. (2000) tarafindan bildirilmistir,
daha sonra ¢esitli balik tiirlerinde kan, beyin, kalp ve karacigerde leptin immunoreaktif
bandlar olarak (Nieminen vd., 2003; Vegusdal vd, 2003; Kurokawa vd., 2005; Huising vd.,
2006; Murashita vd., 2008; Kurokawa ve Murashita, 2009; Ettore 2012; Choi vd., 2014) ve
kan serumunda (Kopriicii ve Algiil, 2015) tespit edilmistir.

Leptin mRNA si1, Takifugu rubripes’ in karacigerinde (Kurokawa vd., 2005),
Cyprinus carpio (Huising vd, 2006), O.mykiss (Murashita vd, 2008), Pelteobagrus
fulvidraco (Gong vd. 2013) ve Oncorhynchus keta'nin (Choi vd. 2014) ise en yiiksek

karacigerlerinde olmak iizere mezenterik yag dokusu, dalak, ince bagirsak, kalp, kas,
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pituitary ve testis gibi organlarinda da diisiik diizeyde bulundugu bildirilmistir. Ayrica
Salmo salar adipositlerinde de 15 kDa'lik leptin benzeri proteinin bulundugunu Vegusdal

vd. (2003) tarafindan saptanmustir.

Ettore vd. (2012), tarafindan leptin immunoreaktivitesi O.mykiss’in gastrik
bezlerinde ve gastrik kivrimlar boyunca epitel hiicrelerinde, Maccullochella peelii peelii
nin ise hem gastrik bezlerinde hem gastrik kivrimlar boyunca epitel hiicrelerinde hem de
sinir pleksuslarinda, Bosi vd. (2004) tarafindan da Salmo trutta’nmin hem sinir
pleksuslarinda hem de gastrik bezlerde mevcut oldugu bildirilmistir. Yine Gambardella vd.
(2010) tarafindan da kikirdakli bir balik olan Scyliorhinus canicula da leptinin varhigi

belirlenmistir.

Kling vd. (2009), a¢ birakilan O.mykiss kan plazmasinda leptin diizeylerinin
yiikseldigini, yine Kling vd. (2012),de O.mykiss’ in enerji durumu ile plazma leptin
seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu belirtmiglerdir. Kling vd. (2009)

salmonidlerde leptin i¢in radyoimiinoassay (RIA) kullanmislardir.

Salmonid tiirlerinde yapilan ¢alismada Polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak
leptin mRNA ekspresyonu, beyin, mide, dalak, kalp, Karaciger ve bobreklerde yliksek
oldugunu ifade etmislerdir (Kobayashi vd, 2011; Kling vd., 2012; Gong vd, 2013).

Leptin i¢in immunohistokimyasal (Muruzabal vd., 2002; Bosi vd., 2004; Ettore vd.,
2012) ve western blot (Johnson vd., 2000; Kling vd., 2009; Gambardella vd., 2010 ),
polimeraz zincir reaksiyonu (Kobayashi vd, 2011; Kling vd., 2012; Gong vd, 2013),
radioimmunoassay (Kling vd. 2009) gibi bir¢ok teknik kullanilmistir. Bu ¢alismada da kan
serumundaki leptin seviyesi, Kopricl ve Algil (2015) ve Sauerwein vd. (2004), deki gibi
ELISA yéntemi kullanilarak ortaya konulmustur.

Benzer sekilde Ettore vd. (2012), kan plazmasindaki leptin diizeyleri ile O.mykiss
ve Murray cod'un farkli beslenen hayvanlarin biiyliime hizlar1 arasinda anlamli bir farklilik

bulunmadigini ortaya koymuslardir.

Kopricu ve Algil (2015) Cyprinus carpio 'nun kan serumunda leptin degerinin
(0.33 £ 0.07 ng / ml) Capoeta trutta' ya (0.22 + 0.02 ng / ml) gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek olmadigini (p> 0.05), buna benzer olarak Ettore vd. (2012) de

farkli deneysel yemlerle beslenen O.mykiss ve Maccullochella peelii peelii ‘nin gelisme
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oranlarinda ve kan plazmalarindaki leptin seviyelerindeki farkin anlamli olmadigini
bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada ise erkek 1,7685 + 0,30 ng/ml ve disi 1,0815 + 0,15
ng/ml O.mykiss’lerin kan serumundaki leptin seviyesi arasindaki fark istatistiksel olarak
O6nemsiz (p > 0,05) bulunurken, C.carpio ve C.trutta (Koprict ve Algil, 2015) tiirlerinde

cinsiyet ayirimina gore leptin seviyeleri arasindaki fark onemli (p > 0.05) ¢ikmamustir.

Bu c¢alismada erkek O.mykiss in leptin seviyesi ile viicut agirh@ arasinda
istatistiksel olarak pozitif yonde ¢ok zayif bir iliski bulunurken, total boy ile kiyaslama
yapildiginda pozitif yonde ¢ok zayif bir iligki bulunmustur. Ayni sekilde, leptin ile disi
O.mykiss agirligi arasinda pozitif yonde zayif bir iliski gézlenmis olup, total boy ile
kiyaslama yapildiginda pozitif yonde zayif bir iliski bulunmustur. Benzer sekilde

C.carpio ve C.trutta (Kopriicii ve Algiil, 2015) da da viicut agirligi ve uzunluguyla
leptin seviyeleri arasinda negatif korelasyon belirlenmistir. O.kisutch (Baker vd., 2000) ve
L. cyanellus (Londraville ve Duvall, 2002) da vucut agirligiyla leptin seviyesi arasindaki
iliski 6nemsiz bulunmustur. Ayrica Moria vd. (2004) tarafindan serumdaki leptin seviyesi
ile agirlik kayb1 ve artisi arasinda da istatistiksel farkin da 6nemli olmadig: bildirilmistir.
Buna karsilik Kling vd. (2009) tarafindan plasmadaki leptin seviyesinin a¢ birakilan
baliklarda beslenen baliklara gore daha yiiksek oldugunu ve plasmadaki leptin seviyesinin

kondisyon faktoriiyle korelasyonun bulunmadigini ortaya koymustur.
Sonug olarak,

O.mykiss de erkek bireylerin apelin dlzeyleri ile ghrelin duzeyleri
karsilagtirildiginda apeline oranla ghrelin miktar1 yiiksek olmakla birlikte aradaki farkin
istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu p= 0,811 ; p>0,05 ve aralarindaki korelasyonun

negatif yonde (r = 0,05) oldugu goriilmektedir

O.mykiss” de erkek bireylerin apelin duzeyleri ile leptin dlzeyleri
karsilagtirildiginda apeline oranla leptin miktar1 yiiksek olmakla birlikte aradaki farkin
istatistiksel olarak onemsiz bulundugu (p= 0,105 ; p>0,05) ve aralarindaki korelasyonun

pozitif yonde (r=- 0,37) oldugu goriilmektedir

O.mykiss de erkek bireylerin leptin dizeyleri ile ghrelin duzeyleri
karsilagtirildiginda ghreline oranla leptin miktar1 yiiksek olmakla birlikte aradaki farkin
istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu (p= 0,354 ; p>0,05) ve aralarindaki korelasyonun

negatif yonde (r=- 0,21) oldugu goriilmektedir.
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O.mykiss> de disi Dbireylerin apelin diizeyleri ile ghrelin diizeyleri
karsilastirildiginda apeline oranla ghrelin miktar1 yliksek olmakla birlikte aradaki farkin
istatistiksel olarak 6nemsiz bulundugu (p= 0,210 ; p>0,05) ve aralarindaki korelasyonun

negatif yonde (r= - 0,29) oldugu goriilmektedir.

O.mykiss’ de disi bireylerin apelin diizeyleri ile leptin diizeyleri karsilastirildiginda
apeline oranla leptin miktar1 yliksek olmakla birlikte aradaki farkin istatistiksel olarak
onemsiz bulundugu (p = 0,277 ; p>0,05) ve aralarindaki korelasyonun pozitif yonde (r =

0,25) oldugu goriilmektedir.

O.mykiss’ de disi bireylerin leptin diizeyleri ile ghrelin diizeyleri karsilastirildiginda
leptine oranla ghrelin miktar1 yiiksek olmakla birlikte aradaki farkin istatistiksel olarak
o6nemli bulundugu (p = 0,048; p < 0,05) ve aralarindaki korelasyonun negatif yonde (r= -

0,44) oldugu goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar neticesinde disi ve erkek O.mykiss’ de apelin, ghrelin ve leptin
miktarinin 6nemli olmadigin1 gostermektedir. Eldeki verileri, kesin yorumlamak igin daha

kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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