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1. GIRIS VE AMAC

Obezite kronik olarak enetji sarfiyati ve besin alinim arasindaki dengesizligin
bir sonucu olarak asiri enerjinin yag Kkitlesi olarak depolanmasidir. Obezitenin
biyokimyasal temelini anlayabilmek igin zayif ve sigman hayvanlarin yag dokularim
mukayese eden in vivo ve in vitro bircok g¢alisma yapilmigtir. Bu ¢aligmalar
sonucunda sisman ve zayif hayvanlarin yag dokusu arasinda gesitli fonksiyonel farklar
ortaya konulmustur (6megin sismanlarda yag dokusunun insulin duyarliliginin
azaldif, yag asidi sentez hizinin artig1 gibi)(1). 1994 yilinda, yag dokusu tarafindan
sentezlenen ve hipotalamusu etkileyerek gida alinimmni ve enerji dengesini diizenleyen
leptin hormonun kesfedilmesinden sonra, bu hormonun g¢esitli dokulara ve bu
dokularda bulunan molekiillere olan etkisi in vivo ve in vitro olarak aragtirilmustir.

Ob geni {lirlinii olan leptin,146 amino asitten olugsan peptit yapisinda bir
hormondur. Baslica sentezlendigi yer yag dokusudur. Ancak. plasenta ve kemik
iligi gibi organlardan da az miktarda leptin salgilanmaktadir. Leptinin salgilanma
hizi ve plazmadaki miktar1 viicuttaki toplam yag Kitlesi ile dogru orantilidir.
Yiyecek alimminm ve enetji dengesinin diizenlenmesinde leptinin dnemli roli
vardir. Leptin hipotalamusta noropeptid Y ekspresyonunu baskilayarak sistemik
etkisini gosterir. Leptin otokrin olarak da yag dokusunu etkilemekte ve yag
asitleriyle triagilgliserollerin sentezini azaltmaktadir. B&ylece, hiicre i¢i lipid
konsantrasyonu diisiirmektedir. Leptin, yine, yag dokusunda lipid oksidasyonunu
artirmaktadir. Yag dokusu {izerine olan bu etkisini baz1 enzimlerin ekspresyonunu
etkileyerek yerine getirmektedir(2,3).

Karbonik anhidraz(CA) simdiye kadar 14 izoenzimi bulunan  bir
metalloenzimdir. Bu izoenzimler insan ve siganlarda farkli doku dagilimina sahiptir.
Bu izoenzimlerden karbonik anhidraz III (CA III) siganlarin yag dokusunda bol

olarak sentezlenir(4). Siganlarin yag hiicrelerinin, hiicre i¢i proteinlerinin %24,
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toplam protein igeriginin de %11'i CA III'tiir. Yapilan ¢aligmalarda, obez siganlarda
bu proteinin miktarinda azalma oldugu gosterilmistir. Bu azalma hakkinda ¢esitli
fikirler ileri siirlilmiis, ancak, sebebi tam olarak aydinlatilamamistir(4,5). Bu
calismada, sicanlardan elde edilecek yag dokusu hiicre kiiltiirlerinde leptin
hormonunun CA III ekspresyonuna olan etkisinin incelenmesi amaglanmistir.
Ayrica, karbonik anhidraz inhibitérlerinin lizerine yapilan c¢aligmalarda, pankreasda
karbonik anhidraz inhibisyonunun insulin salgilanmasimni inhibe ettigi
gosterilmistir(6). Benzer sekilde, karbonik anhidraz inhibisyonun leptin salgilanmasi
izerine olan etkisinin de arastirilmas: hedeflenmigtir. Ayrica bu caligmada
deksametazon ve insulinin CA III mRNA seviyeleri olan etkisi leptinin etkisiyle

karsilastirilmak tizere incelenecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbonik Anhidraz Enzimi

Karbonik anhidraz adi verilen enzimler (CA, E.C.4.2.1.1), on dort farkli
izoenzimi ve CA aktivitesi olmayan bazi CA iligkili proteinleri kodlayan bir gen
ailesinin iiriinleridir. Memeli CA’lan aktif bélgelerinde katalitik aktivite igin gerekli
olan bir adet Zn** iyonu ihtiva ederler. Karbonik anhidraz karbondioksitin(CO,)
hidrasyonunu veya bikarbonatin (HCO;") dehidrasyonunu déniisiimlii olarak katalizler
(Sekil 1)(4,7).

CA p

CO+H0 44— HoCO3 4—p H'+HCO3

E-Zn®* -OH + CO; 4—p E-Zn* -HCO3 4—p E-Zn?* -OHy+ HCO5
E-Zn** -OH, 4—p E-Zo®* -OH +H'

Sekil 1. Karbonik anhidraz tarafindan Kkatalizlenen CO2 hidrasyonu

reaksiyonunun mekanizmast

Karbonik anhidraz yukaridaki reaksiyonun yaninda karboksilik, siilfonik,
karbonik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve piruvatin hirolizini de katalizler. Ancak,
bunlarin fizyolojik 6nemi heniiz gosterilememigtir(8).

Bilinen enzimler arasinda katalitik aktivitesi en yiiksek olan enzim karbonik
anhidraz II’dir. CA izoenzimlerinin aktif bolgelerindeki amino asit rezidiilerinin

farkliligindan dolay: katalitik aktiviteleri birbirinden faklidir. Katalitik aktivite



sirasi; CA II > CA IV > CA 1 > CA 1II seklindedir. Ornegin: insan CAIl maksimal
CO, hidrasyonu turnoveri;1,4x10° sn™" , insan CAIII icin; 1x10* sn™ dir(9).

2.1.1. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Karbonik anhidraz canlilarda en yaygin metalloenzimlerden biridir.
Memelilerde doku dagilimi, hiicre i¢i yerlesimleri, kinetik 6zellikleri ve inhibitorlere

karg1 duyarhliklari birbirinden farkli on dort ayr1 (CA I-XIV) karbonik anhidraz

izoenzimi tarif edilmistir(Tablo 1).

Tablo 1. Karbonik anhidraz izoenzimleri, hidrataz aktiviteleri ve hiicre igi

yerlesimleri
Izoenzim Katalitik Aktivite Hiicre yerlesimi
(hidrataz)
CAl Diisiik Sitozolik
CAIl Yiiksek Sitozolik
CA Il Cok Diisiik Sitozolik
CAIV Yiiksek Membrana Bagli
CAV Hafif Yiiksek Mitokondri Matriksi
CA VI Orta Dereceli Tiikiiriik Icinde
CA VII Yiiksek Sitozolik
CA VIII Yok Muhtemelen Sitozolik
CAIX? Yiiksek Membrana Bagl
CAX Yok Bilinmiyor
CA XI Yok Membrana Bagh
CAXII? Diigiik Membrana Bagh
CA XIII® Muhtemelen yiiksek Bilinmiyor
CA X1V Diisiik Membrana Bagh

*CA IX ve CA XII tiimor hiicrelerinde sentez edilir. °CA XIII bir protein
olarak izole edilmemigtir. cDNA’s1 fare meme dokusunda gosterilmistir.



CA 1 eritrositlerde hemoglobinden sonra miktar1 en fazla olan sitozolik
yerlesimli proteindir. Eritrositlerde CA I, CA II ye oranla yaklasik olarak 5-6 kat
daha fazla bulunmasina ragmen toplam eritrosit CA aktivitesinin %50 sinden
sorumludur. CA T eritrositler disinda kalin bagirsak ve kornea epitellerinde, lenste, ter
bezlerinde, yag dokusunda, miyoepitelyal hiicrelerde, nétrofillerde ve adrenal bezin
zona glomerulosa hiicrelerinde sentez edilir(12,14).

CA II yiiksek aktiviteli, sitozolik yerlesimli bir izoenzimdir. Genis bir doku
dagilimma sahiptir ve hemen hemen tiim dokularda sentez edilir. Simdiye kadar
bilinen CA eksikliginin neden oldugu hastalik “CA II eksikligi sendromu”dur ve bu
hastalik renal tubuler asidoz, osteopetrozis ve cerebral Kkalsifikasyonla
karekterizedir(4,10).

CA III esas olarak yavas kasilan iskelet kaslarinda bulunur. Diigiik aktiviteli bir
izoenzimdir. CO, hidrasyon aktivitesi CA II’nin sadece %1 kadardir. Bu izoenzim
siilfonamidlerle inhibisyona en direngli olanidir.

CA IV  membrana bagh izoenzimdir(4). CA IV  mebrana
glikozilfosfotidilinositol(GPI) ile tutunmustur ve SDS’a karg: direnglidir. Insan harig
simdiye kadar ¢alisilan tim memeli CA IV'leri glikoprotein yapisindadir. CA IV
memelilerde baghca akcigerlerde, bobreklerde, gozde, mide-bagirsak kanalinda ve
baz kapillar damarlarda bulunur(4).

CA V mitokondri matriksinde bulunan bir izoenzimdir. Cekirdek DNAs1
tarafindan kodlanir. insandaki doku dagilimi tam olarak belirlenememesine ragmen'
ratlarda baslhica karaciger, kalp, akciger, dalak, pankreas ve bagirsaklarda sentez edilir.

'CA V mitokondride glukoneogenez ve iire devri igin gerekli olan HCOj5™ iyonunun
saglanmasinda rol alir. Ayrica, yapilan ¢aliymalar CA V'in pankreastan insiilin
salgilanmasi i¢in gerekli oldugunu gostermistir(6).

CA VI tiikiiriik bezinde bulunur ve tiikiiriikle birlikte salgilamr. Glikoprotein
yapisindadir ve distilfid baglari ile yapisi kararli hale getirilmistir. CA VII, cDNAs1 ve
mRNAst in situ hibridizasyon ile tiikiiriik bezinde gésterilmistir, ancak, protein
olarak izole edilmemistir. Kimyasal yapisi,biyolojik 6zellikleri ve fonksiyonlar
hakkinda kesin bir bilgi yoktur(4,10).



CA VIII,CA X, CA XI akatalitik formlardir. Bu izoenzimlerde Zn>"’nin aktif
bilgeye baglanmasi igin gerekli bir veya daha fazla histidin rezidiisii eksiktir. CA IX
bir transmembran’ proteinidir. Normal olarak mide-bagirsak kanalinda sentez edilir.
Bunun diginda normalde sentez edilmedigi dokularin tiimérlerinde de goriiliir. CA XII
ve CA XIV membrana bagli izoenzimlerdir. Bagirsak hiicreleri ve tiimér hiicrelerinde

sentez edilirler(4,10-13).
2.1.2. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin Metabolik Rolleri

Karbonik anhidrazlarin fizyolojik rolii CO, hidrasyonunu déniisiimlii olarak
katalizlemelerinden ileri gelmektedir. Bu reaksiyon ile olusan HCOs;™ , H" ve CO,
gesitli dokularda fizyolojik ve metabolik olaylarda kullanilir. Karbonik anhidraz
izoenzimlerinin katildig1 bazi fizyolojik ve metabolik olaylar sunlardr:

Eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan protein CA I° dir.
Eritrositlerde yiiksek miktarda olusan bu reaksiyon, anyon kanaliyla birlikte asit- baz
dengesine katki yapilmaktadir ve ayrica CO, de taginabilmektedir. Yine akcigerlerde
ve bobreklerde CO, atilimi ve asit- baz dengesi CA II ve CA IV tarafindan
duzenlenmektedir(14).

Kemiklerde remodeling fazinin bir béliimiinde osteoklastlar ihtiva ettikleri CA
I’nin olusturdugu asidik ortam sayesinde kemik rezorbsiyonunu gerceklestirirler.
Ayrica bu yolla kemikten kalsiyum ve fosfat mobilizasyonu saglanir(15).

Sinir sistemi dokular i¢in CA esansiyeldir ve burada CA II ve IV bol miktarda
‘bulunur. Santral sinir sisteminde asit- baz dengesini kontroliinde, miyelin sentezinde,
beyin omurilik sivisiin sentezi, salgis1 ve rezorbsiyonunda, ayrica néronal aktivitenin
kontroliinde bu izoenzimlerin rol oynadid: ifade edilmistir(4).

Gastrik mukoza pariyetal hiicrelerinden HCI salgilanmasi CA araciligryla
olmaktadir. Tikiiriige salgilanan CA VI ve sindirim sisteminin iist dokularinda
bulunan CA II'nin tiikiiriigin proton ve tamponlama kapasitesini sagladiklar1 ve
sindirim sisteminin iist kisimlarinin asidik ortama karsi korunmasinda rol aldiklar

ifade edilmistir(16).



Lens ve cornea dokusunda CA II ve IV bulundugu ve 6n kamera sivisinin
sekresyonu ve rezorbsiyonunda etkili oldugu bilinmektedir. Glokom tedavisinde uzun
zamandan beri CA inhibitérleri kullanilmaktadir(17).

Yag asitlerinin ve primidin niikleotidlerin sentezi ile lire devri i¢in gerekli olan
HCOj;™ substrati da CA’larca temin edilir. Ayrica, piruvatin piruvat karboksilaz
katalizorliigiinde oksaloasetata doniiserek glukoneogenezde kullanilmas: da CA’larca

temin edilen HCO;" varliginda olmaktadir(18)

2.1.3. Karbonik Anhidraz III izoenzimi

Karbonik anhidraz III, 28 kDa molekiil agirhiginda ve 259-260 amino asit
rezidiisiinden ibaret sitozolik yerlesimli monomerik bir proteindir(19). CA III ¢ok
diisiik aktiviteli bir izoenzimdir. CA III’tin CO, hidrasyonu aktivitesi CA II’nin
sadece %1 i kadardir. Bu diisiikk aktivite kismen proton mekigi gorevi yapan His
64’iin olmamasindan, kismen de, CA II’dekinin aksine Leu 198'in yerine CA III’de
Phe198'in bulunmasindandir. Bu yap1 farklihfindan dolay1 CA II'iin aktif bolgesi
diger izoenzimlere gore daha dar bir kavite(oyuk) olusturmaya meyillidir. Aktif
bolgenin bu ozellikleri CA III’iin CO, hidrasyonu aktivitesini ve CA inhibitérlerine
ilgisini sinirlamaktadir(4,20).

CA III “tin diger CA izoenzimlerinde farkli bir takim 6zellikleri vardir. CA III,
hidrataz aktivitesinin yan1 sira, esteraz, ve diger izoenzimlerde olmayan, asit fosfataz
aktivitelerine sahiptir. Yakin zamanda bu aktivitenin rat(si¢an) karacigerinde oksidan
stres altinda CA III ile glutatyon arasinda olusan distilfid baglan ile iligkili oldugu
gosterilmistir(20,21). Asit fosfataz aktivitesinin diger izoenzimlerde bulunmayan Arg-
67 den kaynaklandig: sanilmaktadir(1). Normal sartlar altinda CA III sentez etmeyen
NIH-3T3 hiicrelerine rat CA III ¢cDNA s1 yerlestirildiginde bu hiicrelerin hidrojen
peroksit ile indiiklenmis apopitoza karst direnci artmigtir ve CA III’tin bir oksiradikal
toplayici olarak hiicreleri oksidatif yikimlardan korudugu ileri siiriilmiistiir(21,22).

Memelilerde CA III’iin  baslica sentez yeri iskelet kasidir. Ozellikle, yavas
kasilan kaslarm ( tip I lifleri ) sitozolik proteinlerinin yaklagik %8 kadar karbonik



anhidrazdir. CA III’tin kesin fizyolojik rolii bilinmemektedir. Celiskili sonuglar
olmasmna ragmen CA III’iin iskelet kasinda CO,’nin sarkolemmal membrandan
diffiizyonunu  kolaylastirdigi tahmin edilmektedir. Son donemlerde yapilan
calismalarda, tip 1 kaslarda CA III’iin karbohidrat kullanim hizimi etkiledigi ve
glukoz-yag asidi devrinin bir pargas: olabilecegi ileri siiriilmiistiir(4,23,24).

CA IIl’tin yiiksek iskelet kasi spesifikligi nedeniyle gesitli néromuskiiler
hastaliklarda ve iskelet kasi hasarina neden olan hadiselerde AST (aspartat
aminotransferaz) ve CK (kreatin kinaz)’dan daha spesifik bir markor oldugu, ayrica,
serum CK yliksekliklerinin ay1rici tanisinda 6nemli bir markor olarak kullanilabilecegi
yapilan bir¢ok ¢alisma ile ortaya konulmustur(25).

Rat beyaz yag dokusunda da CA III bol olarak sentez edilmektedir. Rat beyaz
yag dokusunda sitozolik proteinlerin %24 {inii, total protein igeriginin de %11°ini CA
III olusturur. Ratlarda CA III’{in bol olarak bulundugu bir diger doku
da karacigerdir. Rat karacigerinde CA III cinsiyet bagimlhi tarzda sentez edilir(1).
Erkek rat karacigerinde en bol bulunan proteinlerden biri CA III tiir, ancak disi ratlarin
karacigerinde CA III ¢ok daha az miktarda (5-15 kat daha az) sentez edilmektedir. Bu
farkliligin testosterondan kaynaklandig1 gésterilmistir. Cinsiyete bagimli ekspresyon
iskelet kasinda veya diger tiir farelerde gozlenmez(1). Bunlarin disinda titkiiriik
bezleri, uterusun diiz kas hiicreleri, eritrositler, prostat, akcigerler, bébrek, kolon ve
testisler gibi dokularda da diisiik miktarda CA III sentez edilmektedir(4). Bu
dokularda CA III’iin sentezi hormonal ve sinirsel olarak kontrol edilmektedir(20).

Ratlarda CA III obezite ile birlikte beyaz yag dokusunda ve karacigerde
azalmaktadir. Iskelet kasinda bu azalma gozlenmemektedir. Zayif ratlarda beyaz yag
dokusunda CA III ekspresyonu yaklasik olarak obezlere gore 10 kat daha fazladir.
Obez ratlarin zayiflamasi ile birlikte CA III mRNA seviyeleri artmaktadir. Bu
hayvanlar tekrar kilo aldiklarinda da CA III mRNA seviyeleri azalmaktadir. Agliktada
benzer durumlar g6zlemlenmektedir. Beyaz yag dokusunda meydana gelen CA III
seviyelerindeki bu degisikliklerle ilgili gesitli arastirmalar yapilmistir. Streptozotocin
verilerek diabet yapilan obez ratlarda baskilanmis olan CA III seviyelerinin artig

gozlemlenmis ve beyaz yag dokusunda CA III seviyelerinin ya hormonal, ya da



metabolik olarak insulin seviyelerindeki degismeye bagli olarak diizenlendigi ileri
siiriilmiistiir. Buna bagli olarak da yag dokusunda CA III’iin fosfoenolpiruvat
(PEP)karboksikinaz, fruktoz 1,6-bisfosfataz ve glukoz 6-fosfataz enzimlerinde oldugu
gibi yiiksek insulin/glukagon oraninca baskilanabilecegi belirtilmistir. Karacigerde
gozlenen degisiklikler ise, obeziteye bagli olarak plazma testosteron seviyelerindeki
ve karaciger androjen reseptérleri konsantrasyonundaki azalmaya baglanmistir(1,5).

CA III’tin yag dokusundaki rolii hakkinda kesin bir bilgi yoktur. Malonil-CoA
yag asitlerinin sentezinde yapi tasi olarak kullanilir. CA asetil-CoA’nin malonil-
CoA’ya doniismesi i¢in gerekli olan bikarbonati saglar. CA inhibitorleri yag asidi
sentezini inhibe ederler. CA III’in bu yolla yag dokusunda yag asidi sentezine
katildigr ileri siirlilmiistiir. Ancak bu goriis obez hayvanlarda CA III seviyesinin
azalmasi ile ters diismektedir, ¢iinkii, bu hayvanlarda de novo yag asidi sentezi
artmaktadir(5).

CA III hidrataz aktivitesinin yani sira esteraz ve diger izoenzimlerde olmayan
asit fosfataz aktivitesine sahiptir. Bu aktivite diger fosfataz aktivitesine sahip
enzimlerle kiyaslandifinda, ¢ok diisiik olmasina ragmen, yag dokusunda ¢ok yiiksek
seviyedeki CA III’iin azalmis olan bir fosfataz aktivitesini dengeleyebilecegi
bildirilmigtir. Bdylece CA III beyaz yag dokusunda simdiye kadar bilinmeyen bir
fonksiyonu yerine getirebilecegi ileri stirtilmiistiir(1,5)

Simdiye kadar obez ve zayif hayvanlarda hiicre igi pH diizenlenmesi ile ilgili
bir ¢aligma yapilmadig: icin, obezite ile birlikte degisen lipoliz, glikoliz, de nova
lipogenez gibi olaylarin ¢ok kii¢iik pH degisimlerinden etkilenip etkilenmeyecegi
hakkinda bir bilgi yoktur. Ancak yag asidi sentezi ciddi bigimde asit lirettigi i¢cin CA

III’iin yag hiicresinde pH diizenlenmesinde rolii olacagi da ifade edilmistir(1).
2.1.4. Karbonik Anhidraz Inhibitorleri
Karbonik anhidrazlar aktif bolgelerinde bulunan Zn** iyonuna baglanan birgok

iyon ve bilesik tarafindan inhibe edilirler. Tek yiiklii anyonlar (halojeniirler, N3, NCO

» SCN’, CN’ gibi) ve baz1 nétral organik bilesikler (siilfonamidler) enzime sikica
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baglanarak “doniigiimsiiz” inhibisyona neden olurlar. Alkoller, organik solventler ve
amid bilegikleri gibi diger nétral inhibitorler ise enzime gevsek baglanarak zayif bir
inhibisyon meydana getirirler(26).

Siilfonamid tiirevleri (asetazolamid, etokzolamid, metazolamid, dorzolamid
gibi) CA’1n spesifik ve giiclii inhibitérleridir. Inhibisyon etkilerini ya enzimin aktif
bolgesindeki Zn®* iyonuna bagli su molekiilii ile yer degistirerek ya da Zn®* iyonuna
ilave bir ligand bagiyla baglanarak gosterirler ve doniisiimsiiz inhibisyona sebep
olurlar. Bunlar daha ¢ok deneysel inhibisyon i¢in kullanilir. Ancak, bunlardan en ¢ok
bilineni ve kullanilan1 asetazolamidtir. Asetazolamid, farmakokinetik ve metabolik
ozelliklerinin uygunlugundan dolay: yaklasik 40 yildan beri glokom, epilepsi, irtifa
hastaliginda ve ditiretik tedavide kullanilmaktadir. Asetazolamid oral yolla kullanilan
gliclii bir CA inhibitdriidiir. Asetazolamidin topikal uygulamasi ayni sonuglart vermez,
¢linkii, asetazolamidin membranlardan diffiizyonu zordur(26). Bu yiizden, topikal
uygulamada hiicre membranim daha iyi gegen dorzolamid kullanilmaktadir(17).

2.2. Yag Dokusu ve Metabolik Ozellikleri

Yag dokusu, etrafi kan damarlari, fibroblastlar, immun hiicreler ve kollajen
lifleriyle cevrilmis, igleri lipidlerle dolu hiicrelerin olusturdugu bir tiir gevsek bag
dokusudur. Yag dokusunun esas hiicreleri édipositlerdir. Adipositler bag dokusunda
tek basmna bulunabildikleri gibi kiigiik gruplar halinde de bulunabilirler. Cogunlukia
viicudun ¢esitli yerlerinde biiyiik kiimeler halinde dagilmistir. Ozellikle deri alt1 ve
‘mesenterial bolgelerde yag dokusu genis lobiiler tarzda yayilmustir. Farkh yerlesim,
yapy, renk ve patoloji  gosteren  “iinilokiiler”(beyaz = yag  dokusu)
ve’multilokiiler”(kahverengi yag dokusu) olmak iizere iki tip yag dokusu vardir.
Olgun tinilokiiler yag dokusu hiicreleri sitoplazmalarmin ortasinda tek bir sar1 yag
damlacig: igerirler. Multilokiiler yag dokusunda ise sitoplazmada ¢ok sayida lipid
damlacig1 ve kahve rengi mitokondriler bulunur(27).

Yag dokusu viicudun en biiyiik enerji deposudur. Enerjiyi depolayan (glikojen

halinde) diger organlar ise karaciger ve kastir. Beslenmenin aralikh ve glikojen
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temininin de sinirh olmas: yemekler arasinda serbest hale getirilecek biiyiik bir kalori
deposuna ihtiyag gostermektedir. Bu kalori deposu da yag dokusudur. Yag miktari
devamli olarak degisim iginde olan yag dokusu besinsel, hormonal ve sinirsel olarak
diizenlenir(27-28).

Enerji deposu olmasinin yani sira yag dokusunun viicutta bagka gorevleri de
vardir. Ozellikle deri alti yag dokusu viicut yiizeyinin sekillenmesinde rol oynar.
Ellerde avug i¢ine ve ayaklarda taban altina yastik gibi yayilarak travmalar emer. Isi
gecirgenligi az oldugu i¢in viicudun 1s1 yalitiminu saglar. Dokular arasindaki bogluklari
doldurarak bobrek gibi bazi organlarin yerinin korunmasini saglar. Yag dokusu bir
endokrin doku gibi davranarak enerji dengesinin ayarlanmasinda, noroendokrin ve
immun fonksiyonlarin diizenlenmesinde aktif olarak rol olan proteinleri salgilar. Yag
dokusunun endokrin fonksiyonu en iyi leptin tarafindan karakterize edilmistir. Total
leptin eksikligi veya duyarsizlig1 cesitli néroendokrin anormalliklerine ve otomik ve
immun fonksiyon bozukluklarina, diabet, mordid obesitye ve hiperfajiye neden olur.
Yag dokusu steroid hormonlarin doniisimlerini gerceklestirir. Seks steroidlerinin
lokal iiretimi yag dagilimnin onemli bir belirleyicisi olabilir. Uretilen 6strojenle
meme dokusunda ve deri alti dokusunda yag birikimi saglanir. Androjen iiretimi ise
abdominal yaglanmay: artirir. Yag dokusu TNF-o ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinleri
tiretir ve salgilar. Sitokinlerin iiretimi ve plazma seviyeleri yaglanma oranina ve enerji
dengesine bagli olarak degisir. TNF-0. yag metabolizmasimn anahtar bilesenlerini
diizenler ve yag hiicrelerinin apopitozisle 6lmesini kolaylastirir. Lipolizin artmas: ve
lipogenezin inhibisyonu vasitasiyla obezitenin engellenmesi {izerine dogrudan etkisi
vardir. Bunlarin disinda yag dokusundan  glukokortikoidler, peptid hormon
prekiirsiirleri (anjiotensin gibi), komplement faktérler(C;), transforming growth faktor
o, doku faktérii, plazminojen aktivatér inhibitérii, AdipoQ, adiponektin ve resistin gibi
molekiiller de sentez edilirler. Bu {irlinlerin ¢ogu parakrin ve otokrin olarak etki
gosterirken leptin ve PAI-1 (plazminojen aktivatdr inhibitorit)gibileri uzak hedeflere
de etki eder(28).

.. YRrsrieErl R
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2.3. Leptin Hormonu

Bir feedback mekanizmasi1 ile viicut yaglarmin viicut agirhiginin
diizenlenmesinde rol oynadid1 ilk kez Kennedy tarafindan yaklagik 40 yil dnce ileri
siirlilmiistii ve buna bagl olarak da lipostat hipotezi ortaya atilmusti. Parabios
deneyleri tokluk sinyali olarak etki g6steren bir hormonal faktoriin kanitlarim ortaya
koymustur. Yine bu deneyler homozigot ob/ob mutasyonlu farelerde bu sinyalin
yetersiz oldugunu gostermistir(2).

1994 yilinda Zhang ve arkadaglarinin ob genin klonlanmasina ve bu genin
iiriinii olan proteinin kesfine kadar bu tokluk faktorii belirlenemedi. Bu yeni bulunan
proteine yunanca da zayif anlamina gelen /epfos 'dan tiiretilen leptin ad1 verildi(2,29).
Leptin baslica beyaz yag dokusunda iiretilmektedir ve merkezi sinir sisteminde

hipotalamusu etkileyerek yiyecek almimini ve enerji tiiketimini diizenlemektedir(30).

2.3.1. Leptin Geni ve Protein Yapisi

Ob gen ilk olarak posizyonel klonlama teknigi ile farelerde belirlenmistir.
Insanda ob geni kromozon 7q31.3°de yer alir ve 3 exon ve 2 introndan ibarettir. Exonl
sadece kodlanmayan 26 baz ciftinden olusur. Promoter bolge yaklasik 3kb lik bir
bolge ile sinirlandinlmustir ve gesitli CCAAT/enhancer binding protein(C/EBP) ve
SP-1 motiflerini, glukokortikoid cevap elementi ve muhtelif cAMP’ye cevap veren
element baglayici protein bolgelerini igerir. Gen 4,5 kb lik bir mRNA kodlar ve bu da
bilinen diger proteinlerle homolojisi olmayan 167 amino asitlik bir protein kaliplik
eder. Sinyal peptidinin ayrilmasindan sonra 16 kDal'luk 146 amino asit igeren olgun
protein kalir. Bu protein stabilitesi ve aktivitesi igin gerekli olan karboksil ucundaki bir
disiilfid bagina sahip tek zincirli bir proteindir. Primer yapisi itibariyle homoloji
olmamasina ragmen, leptin sekonder ve tersiyer yapisi itibariyle haematopoietik

sitokinlere benzemektedir(29).
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Leptin esas olarak beyaz ya§ dokusundan sentez edilmesine ragmen az
miktarda da kahverengi yag dokusu, plasenta, iskelet kasi, mide ve meme
epitelyumunda ve beyinde de yapilmaktadir(28,3). Leptinin salgilanma hizi ve plazma
konsantrasyonu toplam yag kitlesi ile orantilidir. Bu yiizden leptin viicut yag kitlesinin
biiyiikliigiinii gdsteren bir sinyal olarak kabul edilir. Simdiye kadar timsah, amfibian,
sinek ve baliklarda leptin hormonu bulunamamigtir. Bu yiizden leptinin sadece sicak

kanli(endotermik) hayvanlara ait bir hormon oldugu kabul edilmektedir(3).

2.3.2. Leptin Reseptorleri

Tek membran gegisli bir protein olan leptin reseptérii (OB-R) ilk defa fare
choroid plexus’unda bulunmustur ve bu reseptériin db geni tarafindan sentez edildigi
gosterilmistir(3). Homozigot db/db mutasyonlu rodent ve insanlarda asir1 istah ve
obezite, hiperinsulinemi, tip II diabete benzer bozukluklar, oksijen tiiketiminde ve
bazal metabolizmada azalma, insuline direng, hiperglisemi gibi leptin eksikliginin
tipik belirtileri gozlenir. Ancak bu hayvanlara disaridan leptin uygulanmas: ile
bozukluklar giderilememektedir (31,32).

Leptin  reseptorii sitokin Siif I ailesindendir ve IL 6 reseptoriiniin
glikoprotein-130 alt birimi ile ciddi homolojisi vardir. Leptin reseptoriiniin iki temel
formu vardir. Kisa form ve uzun form(Sekil 2). Bunlarin da en az bes farkl izoformu
vardir(3,31). Kisa form, hiicre i¢i domaini kesilmistir. Uzun form, hiicre i¢i domaini
tamdir. OB-R bir JAK (janus kinase) ve STAT (Signal Transducers and Activators of
Transcription) motifi tagir. Reseptoriin kisa formunda STAT eksiktir ki bu reseptériin
esas olarak leptin tagtyicisi olarak ¢alistigi kabul edilir (choroid plexusda leptinin kan-
beyin engelini gegmesine yarar). Ancak son dénemlerde bazi hiicre kiiltiirlerinde kisa
formunda sinyal iiretme yetenegi gosterilmistir.(2,31). Bu iki formun disinda hiicre igi
domainini ve transmembran pargasi olmayan bir ¢6ziiniir(soluble) leptin reseptoriiniin
oldugu ve bu reseptoriin leptinin dolasgimda tasinmasindan sorumlu oldugu ileri

stirtilmiistiir(33).
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Sekil 2. Leptin reseptorleri. OB-Rb: Uzun form, OB-Ra: kisa form, OB-Re:
soluble form. CK: Sitokin reseptér domain, F3: fibronektin domain,
BOX 1, BOX 2: JAK (jaunus kinase) baglanma bolgesi.BOX 3:STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription) baglanma bolgesi.

Leptin sistemik etkisini hipotalamusu etkileyerek gosterir. Hipotalamus ve
merkezi sinir sistemi disindaki dokularda da leptin reseptorii sentez edilmektedir.
Iskelet kasi, akciger, karaciger, kalp, testisler, bobrek, pankreas ve yag dokusunda da
hem kisa hem de uzun form reseptérler yapilmaktadir. Bu dokularda leptin
reseptdriiniin  varlig bu hormonun parakrin ve otokrin olarak da etki

gosterebileceginin bir kanitt olarak kabul edilmigtir. Ger¢ekten de leptin merkezi sinir
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sisteminden bagimsiz olarak bu dokulara etki etmektedir. Bu bahsedilen dokularda
kisa form mRNA’s1 uzun form mRNA’sindan yaklasik 10-30 kez daha fazla miktarda
sentezlenmektedir. Sadece hipotalamusta uzun form kisa formdan daha fazla yapilir.
Bu dokularda leptin reseptoriiniin kisa formunun fonksiyonu hakkinda bir bilgi
yoktur(31).

Leptin reseptorii plazma membrami iizerinde monomer halde bulunur.
Reseptériin COOH ucu hiicre i¢i kisitmda, NH, ucu ise hiicre dis1 kisminda bulunur.
Leptinin baglanmast ile reseptériin dimerlesmesi saglanir ve reseptére bagli olan
janus kinazlar(JAK) reseptoriin stoplazmik domaininde yer alan tirozini fosforiller. Bu
fosfotirozinler STAT (yag STATlar1 olarak bilinen STAT 3,5 ve 6) proteini igin
baglanma yerleri olusturur. STAT proteinlerinin fosforilasyonundan sonra bu
proteinler birbirleri ile dimer yaparak ¢ekirdege tasmirlar ve hedef genlerin

transkripsiyonunu saglarlar(Sekil 3)(30).
2.3.3. Leptinin Etki Mekanizmasi ve Metabolik Rolii

Leptinin sistemik etkisini géstermesinde en kritik hedef doku hipotalamustur.
Leptin hipotalamusu etkileyerek istahin azalmasimi ve enerji tiiketimini artirir.
Leptin doyurulabilir bir transport sistemi ile kan-beyin bariyerini asar(4,7). Istah
azaltict etki NPY(neuropeptide Y) gibi istah artirici (orexigenic) molekiilleri
baskilayarak ve o-MSH (o-melanosit-stimiile edici hormon), CRH
(kortikotropin-salgilayici hormon), CART (kokain- and amfetamin- regule transkript)
gibi istah azaltic1 (anorexigenic) molekiilleri artirarak yerine getirilmektedir(28-34).
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Sekil 3. Leptin sinyal iletim sistemi. STAT: signal transducers and
activators of transcription, JAK: janus kinaz, POMC: proopiomelanokortin.

Hayvanlar tizerinde yapilan deneylerde leptin uygulanmasinin beslenen ve
uyanik olan hayvanlarda metabolik hizda bir artisa sebep olmadigi ancak uyku ve
yemeklerin sindirilmesi gibi metabolik hizin diisiik oldugu fizyolojik durumlarda
metabolik hizi artirdigi tespit edilmistir(3)

Leptin enerji sarfiyatindaki artis1 ¢esitli dokulardaki mitokondrilerden proton
kagagin1 artirarak yapar. Leptin proton kagagini dokulardaki UCP(uncoupling protein)

sentezini artirarak yerine getirir(Sekil 4).
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Sekil 4. Leptinin lipid metabolizmasi, enerji sarfiyat ve enerji alinimina etkisi.
CAT: katekolaminler, TAG: triagilgliserol, FFA: serbest yag asitleri, Ts:

triiodothironin

Sadece kahve rengi yag dokusunda sentez edilen UCP1 miktarmin leptin
uygulanmasi ile in vivo olarak arttigi gosterilmistir. Ancak kahverengi yag dokusu

kiiltiirlerinde ve siniri alinmig kahverengi yag dokusunda leptinin bu etkisi
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g6zlenmemistir. Leptin bu dokudaki UCPI1 seviyelerini sempatik sinir sistemi
araciligryla diizenlemektedir. Iskelet kasi ve yag dokusunda bulunan UCP3 miktar,
leptinin hipotalamus-hipofiz-tiroid eksenini etkileyerek, Tj liretimini kontrol etmesi ile
diizenlenir. Leptin T3 hormonunn sentezini artirir ve buna bagl olarak UCP3 miktari
artar. Artan UCP miktarlar1 mitokondride ATP sentezi i¢in gerekli olan protonlarin bu
proteinlerce kullanilmasina, dolayisiyla, ATP iiretiminin azalmasina ve 1s1 olusumuna
neden olur(3,31).

Leptin merkezi sinir sistemi iizerinden istahin azalmasi ve metabolik hizdaki
artig gibi gorevleri yerine getirirken diger dokularda bulunan reseptorleri ile
etkileserek bu dokularda meydana gelen metabolik olaylar1 da diizenler.

Viicuttaki yag kitlesinin miktarmi lipit sentezi ile yikimi arasindaki denge
belirler. Enerjinin %90 dan fazlas1 yag dokusunda yag asidi salgilanmasini sebep olan
bir hormonal wuyar1 ile hidrolizlenebilen triagilgliserol(TG) olarak depolanmistir.
Serbest kalan yag asidi iki metabolik yolda kullanilir; ya ATP iiretimi i¢in [-
oksidasyona ugrar ya da reesterifiye olur. Yapilan bir ¢ok caligmada leptinin yag
dokusunda lipolizi artirdig1 gosterilmistir. Bu dokuda leptin asetil-CoA karboksilaz
enziminin sentezini baskilamaktadir. Bu enzim uzun zincirli yag asitlerinin sentezinde
hiz belirleyici enzimdir ve ayrica bu enzim korbohidratlardan yag asitlerine gegiste ve
TG olarak enerjinin depolanmasinda esansiyeldir. Yine, leptin eksikligi ile karakterize
ob/ob farelerde bu enzimim miktar1 ¢ok yiiksektir. Uzun donem yiiksek miktarda
leptin uygulanan deney hayvanlarinda hormona duyarli lipaz mRNA’s1 miktarinda
artma, yag asidi sentetaz enzimi mRNA’s1 miktarinda da azalma meydana geldigi
gosterilmigtir. Leptin hormonu tarafindan lipolizin diizenlenmesi molekiiler seviyede
tamamen aydinlatilmamig olmasina ragmen ilk elde edilen sonuglar leptinin glukagon
ve katekolaminler gibi cAMP miktarin1 artirarak bu olay1r gerceklestirdigini
gostermektedir. Leptin yag dokusunda TG igerigini azalttigi gibi yag hiicrelerinin
apopitozis ile 6liimiinii de artirmaktadir(3).

Leptin yag dokusu disinda pankreas, karaciger, iskelet kas: gibi TG
depolayan dokularda da lipolizi artirirken lipogenezi baskilar. Bu dokularda

ozellikle pankreasta TG igeriginin diigiik seviyede tutulmas: 6énemlidir. Bu dokuda
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biriken TG serin-palmitoil transferaz enziminin aktivitesini artirir. Béylece, dokuda
seramid sentezi artar. Seramid iNOS ekspresyonunu artirir ve asir1 nitrikoksit(NO)
olusmasina sebep olur. Bu da hiicreyi apopitozise gétiiriir ve sonug olarak diabet ve

diger hastaliklar gelisir(Sekil 5)(3,35).

Uzun zincirli- FFA

ﬂ ACS 0~
-

Agil -CoA

ﬂ SPT ()

SERAMID
iNOS

leptin

NO firetimi

|l

Apoptosis

Sekil 5. Leptinin anti-lipogenik etkisi. ACS: agil CoA sentetaz, SPT:serin
palmitoil transferaz, INOS: indiiklenebilen nitrik oksit sentetaz, NO: nitrik
oksit

Leptinin periferal dokularda, 6zellikle de, iskelet kasinda glukoz kullanimini
artirdigi, hem in vivo, hem de in vitro olarak gosterilmigtir. Bu dokuda leptin glukoz
tagryrcilarinin hem sayisini, hem de translokasyonunu artirir. Bu mekanizma tam
aydinlatilmamis olmasina ragmen fosfotidilinositol-3 kinaz(PI3-kinaz) seviyesinde
insulin ve leptin hiicre i¢i sinyal yollarinin bir ¢arpraz iletisimi(cross-talk) oldugu
sanilmaktadir. Leptin glukozun hiicre igine girigini artirdig1 gibi, glukozun glikojen
sentezi igin kullanimini da artirmaktadir(30,31,36). Soleus kasinda leptinin piruvat
kullanimi ile PDH(piruvat dehidrogenaz) aktivitesini ve Krebs devrini ayarladig
gosterilmigtir. Bu etki PDH ve Krebs devrinin dogrudan leptinle uyarilmas: ile

olabilecegi gibi, mitokondrial uncoupling islemini etkileyen bu hormonun dolayl



20

etkisinin de bir sonucu olabilir. Mitokondrial uncoupling ATP/ADP oranim azaltir ve
bu da Krebs devri enzimlerini ve PDH’1 aktive eder(31).

Leptinin protein metabolizmasi lizerine etkilerini arastiran az sayida ¢alisma
yapilmig ve leptinin MSS (merkezi sinir sistemi) vasitastyla protein sentezini iskelet

kasinda kontrol ettigi ileri siiriilmiistiir(37).

2.3.4. Leptin Uretimi ve Salgilanmasinin Kontrolii

Yag hiicrelerinde leptin tiretilmesi ve salgilanmasi leptinin dogrudan otokrin
veya parakrin olarak negatif feedback sinyalleri ve birgogu leptin tarafindan
diizenlenen difer hormonlarca diizenlenir. Bu hormonlarin ¢ogu ya lipolitik
uyaricilardir ya da inhibitorlerdir(3).

Etkisi kandaki glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degismekle beraber,
leptin gen ekspresyonu insulince hem in vivo hem de in vitro olarak artirhir(30). Bir
lipoliz uyaricis1 olan glukagon ile leptin arasinda bir feedback sinyalinin var olup
olmadig: halen gosterilememistir. Ancak ratlar iizerinde yapilan ¢alismalarda insuline
benzer sekilde glukagon salgilanmasinin leptin tarafindan glukoz durumuna ve
sempatik uyarilmaya bagli olarak arttifn g6sterilmistir. Glukagonun leptin {iretimine
bir etkisi olup olmadig1 bilinmemekle birlikte, glukagonun ikinci habercisi ve lipoliz
i¢in gerekli olan cAMP leptin iiretimini inhibe etmektedir. cAMP  {iretimi, aym
zamanda, adrenoreseptorler tarafindan da uyarilir ve dolayisiyla, katekolaminler leptin
tiretiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar. Bu hormonlar hiicre i¢i cAMP
miktarini artirarak leptin {iretimini azaltirlar. Adrenal medullada leptin reseptoriintin
varhi@1 gosterilmistir ve leptin epinefrin ve norepinefrin {iretimini ve salgilanmasi
artirmaktadir. Daha onceden bahsedildigi gibi, leptin T; salgilanmasini da artirir.
Yiksek T; seviyeleri plazma leptin seviyesinde azalmaya sebep olur. Diger bir
lipolitik ajan olan TNF-omn leptin diizenleyici etkisi oldugu bulunmustur. Leptin ve
TNF-o yag dokusunda sentezlenirler ve lipolizin kontroliinde énemli rol oynarlar.
TNF-o in vitro leptin salgilanmasini ve iiretimini azaltirken in vivo olarak artirir. Bu

z1t iligkinin sebebi heniiz aydinlatilmamugtir. Seks hormonlarinin leptin iiretim ve
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salgilanmas iizerine olan etkileri ile ilgili in vivo ve in vitro ¢alismalar arasinda
celiskili sonuglar olmasma ragmen leptin plazma konsantrasyonu ile testosteron
arasinda negatif, 6strojen arasinda pozitif korelasyon bulunmustur(2,3).
Glukokortikoidler in vivo ve in vitro olarak leptin seviyelerini artirir. Bu artig
insulinle meydana gelen artistan ¢ok daha fazladir. Saglhkli ge¢ erkeklere oral
deksametazon verilmesi dokuz saat sonra leptin seviyelerinde ortalama 3 kathk bir
artisga sebep olmustur. Bu artisin, kismen, deksametazonla indiiklenmis insulin
seviyesindeki artiglardan olabilecegi akla gelse de rat ve insan yag hiicre
kiiltirlerinde deksametasonun leptin ekspresyonunu ve salgillanmasini artirdigi

bildirilmistir(2,38).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deneylerde Kullamilan Cihazlar

Spektrofotometere (LKB Ultrospec K)

Kuartz kiivet (Sigma)

Santriflij (Hettich EBA 21, RETINA 35 R)

pH metre (Hanna Insruments 8 416)

Karnstiric: (Autovortex Mixer SA2)

Hassas terazi (Mp-300 Electronic Balance, Chyo)
CO’li etiiv (jouan IG-150)

Laminar air flow (Powtech, Class II Safety Cabinet)
Invert mikroskop (Olympus CK-2)

Etiiv (Elektro-mag M 420B)

0,20 um filtre (Schleicher & Schuell)

Kiiltiir pleytleri (Orange)

Floresans mikroskopu (Olympus BH-2)
Elektroforez sistemi ( EC250-90, E-C apparatus Corporation)
Transilluminatér (Vilber Lourmant)

Hood (Polaroid)

Manyetik karistiric1 (Ikamag RH,IKA labortechnik)
Calkalayic1 (Niive)

Homojenizator (Ultraturrax T 25, IKA labortechnik)
ELISA okuyucu ( Spektraflour plus, TECAN)
ELISA yikayici (Diagnostik Pasteur)

Jel analiz sistemi (BioDocAnalyze BDA U-192, Biometra)
Termocycle (Teche, Genius UK)
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3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Sodyum Kkloriir, sodyum hidroksit, sodyum dodesil siilfat, stilflirik asit,
hidroklorik asit, trihidroksilmetilamino metan (Tris), asetik asit, sodyum karbonat,
bakir siilfat, sodyum potasyum tartarat, potasyum klorlir, potasyum dihidrojen fosfat,
sodyum dihidrojen fosfat, magnezyum siilfat, sodyum karbonat, etanol, sodyum
bikarbonat E. Merck AG’den; tip II kollajenaz, sigir serum albumin, dekzametazon,
Iscove’s modified Dulbecc’s medium(IMDM), etilen diamin tetraasetik asit(EDTA),
agaroz, Folin Ciocalteu’s fenol reaktifi, etidium bromiir, penisilin, streptomisin
SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH.’den; dorzolamide(Trusopt) Merck Sharp &
Dohme’den; rekombinant rat leptin Biosource International’dan, RT-PCR primerleri,
loading tampon, 100 bp leader Promega ve Iontek’den; rat leptin ELISA kiti DRG
International’dan; RNA izolasyon kiti Macherey-nagel GmbH’dan; RT-PCR kiti Life
Technolgy’den; CO, gaz1 piyasadan temin edildi.

3.3. Doku Eksplantlar: ve Hiicre Kiiltiirii icin Besi Yeri Hazirlanmasi

Doku eksplantlarinda yapilacak olan ¢alismalar i¢in, dncelikle, uygun besi yeri
hazirlandi. Laminar air flow 15-20 dakika UV 1518a maruz birakilarak ortamin
sterilizasyonu saglandi1 ve daha sonra UV lamba kapatildi. Caligmada kullanilacak
cam ve plastik malzemelerin sterilitesi kontrol edildi. Iscove’s modified Dulbeco’s
medium(IMDM)’dan 8,7 g tartildi. 1 L temiz, steril bir behere aktarildi. Son hacmin
yaris1 kadar (250 mL) ddH,O(didestile su) ilave edilerek cam baget ile kanigtirilarak
¢oziildti. Uzerine 1ng/mL streptomicin, 10.000 U/mL penisilin ilave edildi. 2,4 mM
konsantrasyonda olacak sekilde %7.5 NaHCO; soliisyonundan ilave edildi. Besi
yerine %1(w/v) oraninda BSA(sigir serum albumin) ilave edildi ve pH 0l¢limii
yapildi. pH yiiksekligi durumunda pH 7.2 olacak sekilde ortama 0.15 N HCI ilave
edildi. pH diistik ise diizeltme NaHCOs3 eklenerek gergeklestirildi. pH ayarlamasindan

sonra son hacim 500 mL’ ye tamamlandi. Laminar air flowda 50 mL enjektor
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yardimiyla 0,20 um filtreden steril silindirik siseye filtrasyon yapildi. 5 mL 6rnek
almip etiivde inkiibe edilerek sterilite 7 giin sonra kontrol edildi. Kontaminasyon
yoksa besi yeri kullanima hazir olarak kabul edildi. Besi yeri sisesinin agz1 kapatilip
parafilim ile sarildi. Besi yeri sigesinin {izerine bir etiket yapistirildi; besi yerinin
icerigi, hazirlanig tarihi, hazirlayicinin ismi yazildi ve +4°C’ de saklandi. Laminar air
flow iyotlu etanolla silinerek ortam temizlenip steril edildi. Laminar air flow 5-10
dakika UV 1518a maruz birakilarak ortamin sterilizasyonu saglandi ve cihaz kapatilds.
Hiicre kiiltiirleri i¢in yukarida anlatilandan farkl: olarak, steril cam pipet ile 50 mL
serumsuz besi yeri uzaklastirilip yerine 50 mL fotal calf serum (FCS) ilavesi yapilds.
Ayrica, % 1 oraninda BSA ortama ilave edilmedi.(39,40) .

3.4. Doku Eksplantlarmm Hazirlanmasi ve Deney Gruplarmn

Olusturulmas:

Oncelikle deneyde kullanilacak hormon ¢ozeltileri hazirlandi.
Stok deksametazon ¢ozeltisi, 5 mg deksametazonun 1 mL etanolde ¢oziiliip,
besi yeri ile 10 mL’ye tamamlanmasi ve bu ¢6zeltinin 1/1000 oraninda seyreltilmesi

ile hazirland1. 80 WL besi yeri ile 1 mL’ye tamamlandiginda 100 nM konsantrasyon

11 101 ¢°
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UV lamba kapatildiktan sonra laminar air flowda steril bir petriye alinan bu dokular
bir bistiiri yardimiyla ortalama 2-4mm’ lik pargalara ayrild: ve goriinen kan damarlar
ve genital organ kalintilar1 uzaklastirildi. Bu parcalar mililitresinde 100 mg doku
olacak sekilde 21 adet plastik hiicre kiiltiirii tiiplerine konuldu. Bu tiiplerden her bir
grupta ii¢ tiip bulunacak sekilde toplam yedi grup olusturuldu.

Birinci grup bazal leptin salgilanma hizinin tespit edilmesinde kullanildi ve
besi yeri ortamina hicbir sey katilmadi(n =3).

Ikinci grupta, CA III inhibisyonunun bazal seviyede leptin salgilanmasina olan
etkisini incelemek i¢in 1mM konsantrasyonda olacak sekilde(1mL besi yeri i¢in 20uL
Trusopt) besi yerine dorzolamid ilave edildi(n =3).

Ugiincii grupta, deksametazonun leptin salgilanmasina etkisini incelemek igin
100nM konsantrasyonda olacak sekilde besi yerine deksametazon ilav¢ edildi.(n =3)

Dordiincii grupta, insulinin leptin salgilanmasina etkisini incelemek igin
100nM konsantrasyonda olacak sekilde besi yerine insulin ilave edildi(n =3).

Besinci grupta, deksametazon ve insulinin birlikte leptin salgilanmasina
etkisini incelemek i¢in 100nM konsantrasyonlarda olacak sekilde besi yerine
deksametazon ve insulin ilave edildi(n =3).

Altinci ve yedinci grupta sirasityla tiglincii ve dordiincti gruplardaki deney
ortamlarma CA-IIl inhibisyonunun etkisini incelemek amaciyla ikinci grupta
belirtilen konsantrasyonda dorzolamid ilave edildi(n =3). Bu ilavelerden sonra tiiplerin
son hacimleri 4 mL’ye tamamlandi ve 37 %C 24 saat inkiibe edildi(39). Inkiibasyonun

sonunda besi yerinden 100uL alindi ve leptin tayini yapildi.
3.5. Leptin Tayini

Doku eksplantlarindan ortama salgilanan leptin miktar1 Enzim Immunometric
Assay Kit’'le(DRG International Inc.U.S.A) 6lgiildii. Poliklonal antikorla(rat leptinine
spesifik rabbit antikoru) kaplanmig mikropleytlere 6rnekler ve standartlar yiiklendi.

Kisa bir inkiibasyondan sonra yikama islemi ile fazlalik &rnekler uzaklastirildi.
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Horseradish peroksidazla isaretlenmis ikici bir poliklonal antikor (rat leptinine
spesifik rabbit antikoru) mikropleytlere ilave edildi ve inkiibasyondan sonra yikama
islemi ile fazlalik antikor uzaklastirildi. Subsrat ¢ozeltisinin (%0,01°lik HyO,)
ilavesinden sonra 30 dakikalik inkiibasyondan sonra stop ¢6zeltisi ilave edildi(1 N
H,SO4) ve mikropleyt ELISA okuyucusunda 405 nm’de okundu. Standartlarin
absorbansi ve konsantrasyonlarindan faydalanilarak standart grafigi c¢izildi ve bu

grafik kullamlarak &rneklerdeki leptin konsantrasyonu hesaplandi(Sekil 6).
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Sekil 6. Leptin Sl¢timiinde kullanilan standart grafigi



27

3.6. Doku Eksplantlarinda Dorzolamidin Karbonik Anhidraz Inhibisyonu
3.6.1. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayini

Yag dokusu eksplantlarinda dorzolamidin CA inhibisyonu yapip yapmadigim
tespit etmek icin karbonik anhidraz aktivitesi ol¢tildii. Bu amagla asagidaki ¢ozeltiler
hazirlandi.

0.05 M tris-SO4 tamponu (pH=7.00): 0,6 g tris yaklagitk 90 mL deiyonize
suda ¢oziildii ve IN H,SO, ile pH=7.00 oluncaya kadar titre edildi. Sonra toplam
hacim deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti eksplantlardan homojenat
hazirlanmasinda kullanldi.

Reaksiyon tamponu:0,8 g NayCO; ve 0,42 g NaHCO; bir miktar deiyonize
suda ¢oziildii ve son hacim 100 mL.’ye tamamlandi.

SmM NaHCOj; gozeltisi: 0,04 g NaHCOs bir miktar deiyonize suda ¢6ziildii
ve son hacim 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti indikator ¢ozeltisinin
hazirlanmasinda kullamldi.

Indikatdr cozeltisi: 2,5 mg fenol red 100 mL. SmM NaHCO; ¢ozeltisinde

¢oziildii.

Bazal ve dorzolamid grubundaki doku eksplantlan ii¢ defa serum fizyolojik ile
yikandi. Her bir eksplant 1,5 mL tris-SO4 tamponu i¢inde homojenize edildi. Aktivite
tayini Maren ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen fenol red teknigi ile yapildi
(41).Renk doniisiimii ve gegen siireyi daha iyi gézlemek i¢in doku homojenatlar1 1/3
oraninda diliie edildi. Ayrica orjinal metotta 200 uL olan CO, miktar1 600 uL ye
¢ikarild). Indikatoriin kirmizi renkten sar1 renke dénmesi igin gerekli  siire
enzimli(Tc) ve enzimsiz(To) olarak kaydedildi. Reaksiyon karigimi Tablo 2°de

verildigi sekilde hazirland:.
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Tablo 2. CA aktivitesi 6l¢limii i¢in reaksiyon karisimi

Numune (T¢) To
Reaksiyon Tamponu 50 pL 50 uL
Indikator ¢ozeltisi 100 uL 100 uL
Numune 50 uL -
Tris-SO4(pH 7,0) - 50 uL

Karigtirlir Karigtinlir
Doygun CO, 600 uL - 600 uL

¢Ozeltisi

Bu yonteme gore CA aktivitesi i¢in, bir enzim iinitesi(EU), enzimsiz olarak
meydana gelen CO, hidrasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 olarak
tanimlandigindan

EU= (To-Tc)/Tc

formiilii ile hesaplandi

3.6. 2. Doku Eksplantlarinda Protein Tayini

Doku eksplantlarinda protein tayini Lowry metoduna gore yapildi(42). Bu
metoda gore protein ¢ozeltisine alkali bakir ¢ozeltisi ilavesiyle ortaya ¢ikan bakir ve
protein yapisindaki peptit bag1 kompleksinin tizerine Folin-Ciocalteau fenol reaktifi
eklenmesiyle meydana gelen molibden ve tungsten mavisi rengin 750 nm’de verdigi
absorbansin 6l¢iilmesi prensibine gére protein miktarlar: belirlendi.

Lowry reaktifinin hazirlanmasi: 20 g NaCO; 260 mL deiyonize suda, 0,4 g
CuSO4 . 5SH2O 20 mL deiyonize suda, 0,2 g sodyum potasyum tartarat 20 mL
deiyonize suda ¢oziildii. Daha sonra, bu ii¢ ¢dzelti kanistinlarak bakir reaktifi elde
edildi. 10 g SDS 100 mL deiyonize suda ve 4 g NaOH 100 mL deiyonize suda

¢0ziildii. bu iig ¢ozelti kullanilmadan hemen 6nce 3:1:1 oraninda Karistirldi ve Lowry
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reaktifi elde edildi.

0.2 N Folin reaktifi: 2 mL 2N Folin reaktifi 20 mL deiyonize suyla karistirilir.
Bu ¢dzelti oda sicakliginda ve karanlikta birkag ay stabildir.

Olgiimler Tablo 3’de anlatildig1 gibi yapildi.

Albumin standartlan: 10 mg albumin 50 mL deiyonize suda ¢oziilerek 0,2
mg/mL albumin standardi hazirlandi. Bu ¢o6zeltiden 0.1, 0.5, 0.025, 0,012
mg/mL‘lik 6rnekler hazirlandi. Elde edilen degerlere gére protein standart grafigi
cizildi(Sekil 7).

Tablo 3. Protein ol¢iimii i¢in reaksiyon karigimu.

Kor Standart Numune
Distile Su 400 L - -
Standart - 400 pL -
Numune - - 400 uL
Lowry 400 uL. 400 L 400 uL
Karngtirlip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
0,2 N Folin reaktifi 200 yL 200 pL. 200 yL

Folin reaktifi eklenen numuneler hemen vorteksle kanistirildi ve 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. 750 nm’de absorbanslar spektrofotometrede okundu ve
standart grafikten faydalanilarak konsantrasyonlar hesaplandi.
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Sekil 7. Protein tayininde kullanilan standart grafigi

3.7. Yag Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Deney Gruplarinin

Olusturulmasi

Cesitli hormonlarin erkek ratlarin yag dokusunda CA III mRNA sentezine olan
etkisini incelemek igin yag hiicre kiiltiirii yapildi. Calismada 3.3’de anlatilan besi yeri
kullanuldi. Deneyde kullanilan diger ¢ozeltiler ise agagida anlatildig1 gibi hazirland:.

Hank’s balanced salt ¢ozeltisi: 0,20 g KCl, 0,03g KH,POy4, 8 g NaCl ve 0,024
g Na,HPO4 500 mL distile suda ¢oziildii ve pH’s1 7,4'e ayarlandi. Bu ¢ozelti tip 11
kollajenaz1 ¢6zmek igin kullanildi. Bu ¢6zeltiden 10 mL alinarak 100 mg tip II
kollajenaz ¢oziildii(10mg/ mL).

0,055M Glukoz ¢ozeltisi: 0,5 g glukoz tartildi ve son hacim distile su ile 50
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mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti par¢alama tamponunun hazirlanmasinda kullanldi.

Par¢alama tamponu: 0,350 g BSA tartild1 ve bir miktar destile suda ¢6ziildi.
Stok kollajenaz ¢6zeltisinden 1 mL, 0,055 M glukoz ¢o6zeltisinden 100 pL alinarak
bu ¢ozeltiye ilave edildi ve son hacim 10 mL ye tamamlandi.

Krebs-ringer bikarbonat ¢6zeltisi:7,3 g NaCl, 0,26 g KCI, 0,123 g MgSOq, 0,1
g KH)PO4, 0,21 g NaHCO3 ve 0,594 g glukoz bir miktar destile suda ¢oziildi.
Cozeltinin pH’s1 7,4’e ayarlandiktan sonra son hacim 1 L’ ye tamamlandi. Bu ¢ozelti
dokunun pargalanma igleminden sonra hiicrelerin ylkanmasinda kullanildi.

Stok leptin ¢ozeltisi: 1 mg rekombinat rat leptin 1 mL 10 mM sodyum sitrat
¢ozeltisinde (pH = 4) ¢oziildii. Hazirlanan bu ¢6zelti pH=7,2 olan % 1 BSA igeren
Tris-HCI tamponu ile 1/10 diliisyon yapildi. Bu ¢6zeltiden 100 uL alinip besi yeri ile
10 mL ye tamamlandi(1/100 diliisyon). 1 mL besi yeri i¢in 25 pL
kullanildi(25ng/mL).

Deneyde yer alan diger hormonlar 3.4’ de bahsedildigi miktarlarda kullanilda.

150-250 g agirhigindaki erkek Sprague- Dawley wrki ratlar saat 9-10 arasi
yapilan eter anestezisi ile Oldiiriildii ve takiben steril sartlar altinda ¢ikarilan
epididimal yag dokusu 10 mL besi yerine konuldu. Laminar air flowda steril bir
petriye alinan bu dokular bir bistiiri yardimiyla ortalama 2-4mm’ lik pargalara ayrildi
ve goriinen kan damarlan ve genital organ kalintilar1 uzaklagtirildi. Bu pargalar 37°C
de iginde tip II kollagenaz (1mg/mL), (%3,5) albumin ve (0,55 mM) glukoz bulunan
10 mL steril ¢ozeltide 2-3 saat 37 °C’de etiivde bekletildi. Inkiibasyon sirasinda her

'30 dakikada bir tiip alt-iist edilerek karistirildi. Doku pargalar1 kollajenaz tarafindan
tamamen parcalandiktan sonra(doku pargalart kaybolup, ¢6zelti bulanik bir hal
aldiktan sonra) tiip 800 rpm de 5 dakika santrifiij edilip stipernatan atildi. Dipte kalan
hiicreler SmL % 5 albumin igeren Krebs-Ringer ¢6zeltisi ile yeniden ¢o6ziildii. Tiip
hafifce kangtinildiktan sonra 800 rpm de 5 dakikika tekrar santrifiij edildi ve
supernatan atildi. Bu gekilde hiicreler {i¢ defa yikandi. Son yikamadan sonra hiicreler
2-3 mL besi yeri ile karistirld1 ve ekime hazir hale getirildi(43). Bu hiicreler 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii pileytinin 15 kuyucuguna esit hacimde dagitildi ve her bir
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grupta {i¢ kuyucuk bulunun toplam 5 grup olusturuldu.

Birinci grup bazal CA III mRNA seviyesinin tespit edilmesinde kullanildi ve
besi yeri ortamina hi¢bir sey katilmadi.

Ikinci grupta, leptin hormonunu CA-III mRNA sentezine olan etkisini
incelemek i¢in 25 ng/mL konsantrasyonda olacak sekilde(1mL besi yeri i¢in 25 uL
rekombinant rat leptin) besi yerine ilave edildi.

Ugiincii grupta, insulinin CA-III mRNA sentezine olan ektisini incelemek i¢in
100nM konsantrasyonda olacak sekilde besi yerine insulin ilave edildi.

Dérdiincii grupta, deksametazonun CA-III mRNA sentezine olan ektisini
incelemek i¢in 100nM konsantrasyonda olacak sekilde besi yerine deksametazon
ilave edildi.

Besinci grupta, leptin ve insulinin birlikte CA-IIl mRNA sentezine olan
etkisini incelemek igin 100 nM konsantrasyonlarda olacak sekilde insulin ve 25
ng/mL konsantrasyonda leptin besi yerine ilave edildi.

Daha sonra tiim kuyucuklara son hacim 3 mL olacak sekilde besi yeri eklendi
ve 37°C de % 5'lik CO,'li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda

hiicre kiiltiirii revers mikroskopla incelendi.

3.8. RNA Izolasyonu

RNA izolasyonu Macherey-Nagel GmbH’dan alinan NucleospinRNAII Kkiti ile
yapildi. Laminar air flowda hiicre kiiltiirii pleytlerindeki besi yeri dibinde yaklagik 1
mL kalacak sekilde bir pipet yardimiyla alind1 ve atildi. Geride kalan s1v1 kisim pipetle
kangtinlarak pleytlerin dibine tutulmus olan hiicrelerin ayrilmasi saglandi. Hiicreler
ayrildiktan sonra her bir 6rekten 200 uL alindi ve kit prosediiriine uygun olarak B-
merkaptoetanol ve guanidyum izotiyosiyonat ile muamele edildi. Bu karisim
Nucleospin filtreden gegirildi ve %96’k etanolle karigtirtldi. Bu karisim da iginde
silika membran bulunan kolona uygulandi. Ortamda bulunan DNA ‘y1 uzaklastirmak
i¢in kolona DNAse eklendi. Cesitli yikama islemlerinden sonra total RNA kolondan
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elue edildi. Elde edilen RNAnin bir kismi hemen ReverseTranscriptase-PCR da
kullanildi, bir kismu da —80 °C'da sakland:.

3.9. Reverse Transcriptase-PCR ile CA III mRNA’sinin Tayini

Reverse Transcriptase-PCR, Life Technology’den alinan “Superscript II tek
basamakli RT-PCR” kiti ile yapildi. Iginde INTP ve MgCl, bulunan 25 uL reaksiyon
tamponu steril PCR tiipiine konuldu. Uzerinede 10 pmol /uL konsantrasyonda, 1 uL
sense, 1 wuL antisense rat P-aktin, 2 upL sense ve 2 1L antisens rat CA III
mRNA’sina spesifik primerler ilave edildi(Tablo 4). Daha sonra 1 upL RT-Taq
polimeraz karigimi eklendi. Son olarak da son hacim 50 uL olacak gekilde 18 uL
izole edilmis RNA konuldu. Her grup i¢in bu reaksiyon ortami hazirlandi. Reaksiyon
karigimi 'termocycle'a konuldu ve 60 dakika 45 °C'da inkiibe edildi. Daha sonra
reaksiyon karnigimmin 70°C'da 15 dakika bekletilmesi ile de revers transcriptase
reaksiyonuna son verildi. Her bir hiicre kiiltiirlerinden ayr1 olarak elde edilen cDNA
lar ayn1 reaksiyon ortaminda revers trascriptase reaksiyonunda kullanilan primerler
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. PCR sartlar; 94 °C ‘da 5 dakika 1 cycle, 94 °C’da 30
saniye, 53 °C ‘da 60 saniye, 72 °C ‘da 30 saniye olacak sekilde 35 cycle, ve son
olarakta 72°C ‘da 10 dakika 1 cycle olacak sekilde programlandi.

Tablo 4. RT-PCR da kullanilan primer dizileri

Primer siras1 Uriin
B-aktin sense 5’-TTGTAACCAACTGGGACGATATGG-3> 764(bp)
Antisense 5’-GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG-3’
CA Il Sense 5’- CGCTGTGGTTGGCATTTTTC-3’ 264(bp)
Antisense 5’-AGGCTGCGCACGTTGGCCAT-3’
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3.10. Agaroz jel Elektroforezi

RT-PCR iiriinlerinin degerlendirilmesinde % 2‘lik agaroz jel elektroforezi
kullanildi. Jel hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler sdyle yapildi:

1IN NaOH cozeltisi: 4 g NaOH 70-80 mL deiyonize suda ¢oziildii ve hacim
deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi. TAE elektroforez tamponunun pH
ayarlanmasinda kullanildi.

Stok TAE (tris-asetikasit-EDTA) elektroferez tamponu: 242 g tris, 37,2 g
Na;EDTA.2H,0 bir miktar deiyonize suda ¢oziildii ve tizerine 57,1 mL asetik asit
ilave edildi. IN NaOH ile pH 8,5’a ayarlandi ve son hacim 1L’ye tamamlandi. Bu
¢Ozelti 50 kat diliie edilerek, hem elektroforez tamponu olarak, hem de agaroz jelin
hazirlanmasinda kullanildi.

Etidium Bromiir ¢ozeltisi: 100 mg etidium bromiir 10 mL deiyonize suda
¢Oziildii(10mg/mL). Isiktan korunarak buzdolabinda saklandi.

0,8 g agaroz 40 mL TAE(tris-asetikasit-EDTA) tamponununda kaynatilarak
¢0Oziildii. Elde edilen jel biraz soguduktan sonra yaklasik 10 upL etidium bromiir
eklendi ve tarak yerlestirilmis jel kabina dokiildii. Jel tamamen donduktan sonra jel
kab1 elektroforez tankina yerlestirildi.

Numunelerin Jele Yiiklenmesi: 15 uL numune 2,5 uL loading tampon ile
karistirildi ve elektroforez tankindaki jele kuyucuklara zarar vermeden yiiklendi. Jelin
ilk kuyucuguna elde edilen iirtinlerin baz biiyiikliiglinii gérmek i¢in 100 bp’ lik markar
20 uL hacimde yiiklendi.

Numunelerin jele yiiklendikten sonra 100 voltta 1 saat yiiriitiildii. Jel

transilluminatdre alinarak olugan bantlar incelendi. Hood ile fotograflar gekildi.
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3.11. Elektroforez Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Elektroforez sonuglarinin degerlendirilmesinde BioDocAnalyze(Biometra) jel
analiz sistemi kullamldi. UV kamara ile ¢ekilen fotograf bilgisayar ortamina aktarild
ve degerlendirilmek istenen bantlar isaretlendi. Bu bantlarin alan ve 151k
yogunluklari(volume)hesaplandi. Her bir bant i¢in 151k yogunlugu alana bdliinerek
birim alana diisen 151k yogunlugu hesaplandi. Her guruptaki CA III bant yogunlugu
aym guruptaki [B-aktin bant yogunluguna bdlindii ve elde edilen sonuglar

karsilastirildi
3.12. Istatistiksel Analizler
Deney gruplarmin aritmetik ortalama(X), standart sapma(SD), alt ve {ist

degerleri hesaplandi. Doku eksplantlarinda ve hiicre kiiltiirlerinde gruplar arsmdaki

istatistiksel farklarin hesaplanmasinda “paired-samples T ” testi kullanildi.



4. BULGULAR

4.1 Doku Eksplantlarindan Elde Edilen Sonuglar ve Istatistiksel
Bulgular

4.1.1 Leptin Salgilanmasi ile Ilgili Sonuglar
CA III inhibisyonunun doku eksplantlarindan leptin salgilanmasina olan
etkisini incelemek igin yapilan deneylerde elde edilen sonuglar Tablo 5’te

verilmistir.

Tablo 5. Deney gruplarindaki leptin degerleri(ng leptin/100mg doku/24

saat)

Gruplar n X+SD Alt-Ust degerler
Bazal 3 4,13+£0,67* 3,64 - 4,90
Dorzolamid (inh) 3 4,14 £0,68° 3,56 - 4,90
Deksametazon (Dex) 3 10,75 +2,96 ¢ 10,0 - 13,93
Insulin (Ins) 3 54241391 3,90 - 6,63
Dex + Ins 3 8,19+1,50° 6,93 - 9,86
Dex + inh 3 1,82 +£0,32 b 1,58 -2,20
Ins + inh 3

1,75 £ 0,24 *bd 1,52 -2,00

abazal grup diger gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde fark vardir.
Y inhibitor grubu ile diger gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde fark vardur.

¢ deksametazon grubu diger gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde fark vardur.
4insulin grubu ile Ins+inh grubu arasinda p<0,05 diizeyinde fark vardr.

o4 7Y WERRETIV (ORI
OpUETTASTON Lies
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Kiiltiir ortamimna deksametazon ve deksametazon ile insulinin birlikte
uygulanmasimin  leptin  salgillanmasini  bazal seviyeye gbre artirdif
gozlendi(p<0,05). Sadece inhibitdr(dorzolamid) uygulan gruptaki leptin seviyesi ile
bazal grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Inhibitér ve
deksametazonun birlikte uygulandifi grupta leptin seviyeleri deksametazon
uygulanmus gruptaki leptin seviyelerine gore daha diisiik bulundu(p<0,05). inhibitor
ve insulin birlikte uygulandigt grupta leptin seviyeleri insulin uygulanmig gruptaki
leptin seviyelerinde daha diisiik idi(p<0,05).

Deney gruplarindaki ortalama leptin miktarlari, standart sapmalariyla (SD)
birlikte, Sekil 8’da verilmistir.
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Sekil 8. Deney gruplarindaki leptin seviyeleri. 1:bazal grup,
2:inhibitdr grubu, 3:deksametazon grubu, 4:insulin grubu, 5:dex+ins
grubu, 6:dex+inh grubu, 7:Ins+inh grubu.
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Bazal grup ile inhibitér grubu arasinda ortalama leptin miktar: yoniinden fark
bulunamadi. Deksametazon grubunda bazal gruba gére ortalama leptin miktarinda
%160 artis gozlendi. Insulin ilavesinin bazal gruba gore ortalama leptin miktarini
%30 artirdig1 belirlendi. Deksametazon ve inhibitériin birlikte uygulandigi gruptaki
ortalama leptin miktarlar1 deksametazon grubuna gore %83, bazal gruba gore %56
daha diisiik bulundu. Insulin ve inhibitériin birlikte uygulandig1 gruptaki ortalama
leptin seviyesinin insulin grubuna gére %68, bazal gruba gére %58 daha diisiik

oldugu gozlendi.
4.1.2 Dorzolamid Inhibisyonu ile Ilgili Sonuglar
Doku eksplantlarindan hazirlanan homojenatlarda 0&lgiilen CA hidrataz

aktivitesi homojenatlardan elde edilen protein miktarina béliinerek spesifik

aktiviteler hesaplandi. Elde edilen sonuglar Sekil 9°da verilmistir.

Loy
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gruplar

Karbonik Anhidraz aktivitesi ( U/ mg protein)

Sekil 9. Deney gruplarindaki ortalama karbonik anhidraz aktiviteleri.
1: bazal grup, 2: inhibitdr grubu.
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Bu sekilden, bazal gruba gore ortalama karbonik anhidraz aktivitelerinin,
inhibitér grupta %27 daha diisiik oldugu ve dorzolamidin eksplantlarda inhibisyon
yaptig1 anlagilmaktadir.

4.2 Yag Hiicresi Kiiltiirlerinden Elde edilen Sonuglar

Yag hiicre kilttirleri invert mikroskopta incelendi ve canliliklarini muhafaza

ettikleri belirlendi.
4.2.1 Agaroz Jel Elektroforezi Sonuglar:
RT-PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde, elde edilen cDNA’lar agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiildii. Transilluminatére konulan jelin fotografi ¢ekildi.

Fotograf sekil 10°de verilmistir.

Lep+ins insulin  bazal markir

deksametazon Leptin

Sekil 10. Agaroz jelin fotografi
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Fotografi ¢ekilen jel daha sonra bantlarin kantitatif olarak degerlendirilmesi
icin jel analiz sistemine yerlestirildi. UV kamara ile ¢ekilen fotograf bilgisayar

ortamina aktarild1 ve degerlendirilmek istenen bantlar isaretlendi(sekil 11).

Sekil 11. Jel analiz sisteminde segilen bantlar.

Jellerin kantitatif degerlendirilmesinden elde edilen sonuglar Tablo 6°da

verilmistir.

Tablo 6. Deney gruplarindaki CA IIT mRNA/B-aktin mRNA orani

Gruplar ‘ n - X+SD  Alt-Ust degerler
Bazal = 3 0,32+0,00*  032-032
Leptin 3 0,28 0,012 ** 0,28 -0,3
Insulin 3 0,37+ 0,010 0,36 - 0,38
Deksametazon 3 0,30 0,012 ¢ 0,29 - 0,30

3

Lep + Ins 0,22 + 0,010 »e¢ 0:21-10:23

"bazal grup ile diger gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde fark vardir.

P bazal grup ile Lep + Ins grubu arasinda p<0,01 diizeyinde fark vardir.
“leptin grubu ile diger gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde fark vardir
insulin grubu ile Lep + Ins grubu arasinda p<0.,01 diizeyinde fark vardir.
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Leptin uygulanan grupta CA III mRNA/B-aktin mRNA orani bazalgruba
gore daha diisiik oldugu gézlendi(p<0,05). Insulin uygulanan grupta ise CA III
mRNA/B-aktin mRNA orani bazal gruba goére da yiiksek bulundu(p<0,05).
Deksametazon grubu ile bazal grup arasinda 6nemli bir fark bulunamadi. Leptin ve
insulinin birlikte uygulandigi grupta CA III mRNA/B-aktin mRNA orani hem
leptinin hem de insulin tek basina uygulandigi gruptan daha diisiik oldugu
gorildii.(p<0,05, p<0,01).

Deney gruplarindaki ortalama CA III mRNA / B-aktin mRNA miktarlari,

standart sapmalari ile birlikte Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. Deney gruplarindaki ortalama CA III mRNA/B-aktin mRNA
oranlari.1: bazal grup, 2:leptin grubu, 3:insulin grubu, 4:deksametazon
grubu, 5:ins+lep grubu.
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Leptin uygulanan gruptaki ortalama CA III mRNA/B-aktin mRNA orani
bazal gruba gére % 12 daha diisiik oldugu gozlendi. Deksametazon grubunda da
bazal gruba gore % 7°lik bir diigiis goriildi. Insulin uygulanan grupta ise CA III
mRNA/B-aktin mRNA orani bazal gruba gore % 16 oraninda daha yiiksek bulundu.
Leptin ve insulin birlikte uygulandigi grupta bulunan oramin Leptin uygulanan

gruba goére %22 daha diisiik oldugu belirlendi.



5. TARTISMA

Obezitenin biyokimyasal temelini anlayabilmek i¢in zayif ve sisman hayvanlarin
yag dokularini mukayese eden in vivo ve in vitro bir¢ok caligma yapilmistir. Bu
calismalar sonucunda sisman ve zayif hayvanlarin yag dokusu arasinda, yag
dokusunun insulin duyarhilifinin azalmasi ve yag asidi sentez hizinin artmas: gibi
cesitli fonksiyonel farklar ortaya konulmustur(l‘,44).

Ik defa 1960’11 yillarda, Kennedy yag dokusundan salgilanan bir faktériin yag
dokusu ile beyin arasinda irtibat sagladigini ve yag dokusu kitlesinin viicut
agirligiin regiilasyonunda rol aldigim ileri stirmiigtiir. 1994 yilinda Zhang ve
arkadaglar1 bu faktorii kesfederek, leptin adini vermislerdir. Leptinin kesfinden
sonra, obezitenin olusumundaki rolii ve tedavideki yeri ile ilgili bir ¢ok ¢alisma
yapilmigtir(2,30,45).

Leptin baglica beyaz yag dokusundan salgilanan bir peptit hormondur.
Hipotalamusta noropeptit Y(NPY) sentezini baskilayarak yiyecek almimim ve
enerji sarfiyatini diizenlemektedir(30). Obez (ob/ob) farelere diisiik dozda
rekombinant leptin verilmesi ile yiyecek almmiminda bir azalma olmaksizin kan
glukoz seviyesinin ve viicut 1sisinin normale dénmesi gibi tamamen sistemik etkiyle
aciklanamayan sonuglar ve Leptin reseptoriiniin merkezi sinir sistemi dokusu
disinda yag dokusu, iskelet kasi, akciger, karaciger, kalp, testisler, bobrek, pankreas
gibi dokularda da bulunmasi, leptinin otokrin ve parakrin etkilerinin de oldugunu
gostermistir(36). Leptinin  iskelet kasi, yag dokusu ve karaciger gibi organlarda
glukoz ve lipit metabolizmasinda rolii olan bazi enzimlerin ekspresyonunu regiile
ettigi yapilan caligmalarla gosterilmistir. Leptin  yag dokusunda, yine, bazi
enzimlerin ekspresyonunu etkileyerek lipid oksidasyonunu artirmakta ve yag
asitleriyle triagilgliserollerin sentezini azaltmaktadir. Bdylece, hiicre i¢i lipid

konsantrasyonu diigiirmektedir(2,3,46,47).
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Karbonik anhidraz(CA) simdiye kadar 14 izoenzimi bulunan bir
metalloenzimdir. Bu izoenzimlerin canlilardaki doku dagilimlari ve hiicre ici
yerlesimleri farklidir. Bu izoenzimlerden CA III ratlarin yag dokusunda bol olarak
sentezlenir(4). Ratlardaki yag hiicrelerinin hiicre igi proteinlerinin %24°(, toplam
protein igeriginin de %11'i CA-III’tlir. Yapilan ¢aliymalarda, obez ratlarda bu
proteinin miktarinda azalma oldugu gosterilmistir. Bu azalma hakkinda ¢esitli
fikirler ileri siiriilmiig, ancak, sebebi tam olarak aydinlatilamamigtir(4,5). Yine rat
pankreas hiicre kiiltiirlerinde yapilan galismalarda CA V inhibisyonunun glukozla
uyarilmug insulin salgilanmasini biiyiik miktarda azalttig1 gésterilmistir(6).

Bu calismada; rat yag hiicre kiiltiirlerinde ve doku eksplantlarinda leptinin
CA III ekspresyonuna ve CA inhibitérii dorzolamidin leptin salgilanmasina olan
etkisinin incelenmesi amaglandi. Ratlardaki yag dokusundan leptin salgilanmasina
insulin ve deksametazonun etkisi daha 6nceden ¢alisildif: i¢in, bu hormonlar da
hem yontemlerimizi dogrulama, hem de, enerji metabolizmasiyla yakin
iligkilerinden dolay1 aragtirmamiza dahil ettik(38,39 ).

Insulin, deksametazon ve CA inhibitorii dorzolamidin leptin salgilanmasina
olan etkilerini incelemede kullanilan doku eksplantlar1 ile leptin, insulin ve
deksametazonun CA III mRNA seviyelerine etkilerini arastirmak igin gerekli olan
hiicre kiiltiirleri Sprague-Dawley irki ratllarin epididimal yag dokularindan
hazirlandi. Literatiirlerde yag dokusu kiiltiirii hazirlamak igin subkutan, omental ve
prerenal gibi gesitli yag dokular1 kullanilmaktadir(38). Ancak, leptin hormonu ile
ilgili yapilan hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda en ¢ok epididimal yag dokusu
kullanildig: igin gahsmamlzda bu yag dokusu tercih edildi. Yag dokusu metabolik
olarak olduk¢a aktif bir doku oldugu igin, besi yeri se¢iminde glukoz
konsantrasyonu fazla olan(4.5 g/L) Iscove’s modified Dulbecco’s mediumu
kullanildi(48).

Yukanida belirtildigi gibi amacimiz leptin-CA etkilesmesini incelemektir.
Ancak, boliimiimiizde ilk defa yag dokusu hiicreleri eksplant ve kiiltiir olarak
calisildigindan, yapilan islemlerin ve sonuglarin dogrulugunu kontrol etmek

amaciyla, daha 6nceden bagka aragtirmacilar tarafindan bir ¢ok defa galigilmis olan



45

insulin ve deksametazon da g¢alismalara dahil edilmigtir. Leptin gibi tiim viicudun
enerji metabolizmas: ile iliskili olan bu hormonlarla calisiimas: ayrica anlam
tasimaktadir.

Hiicre kiiltiirti hazirlanirken, proteaz inhibitorlerini, hiicre i¢in elzem olan
temel besinleri, farklilagma faktorlerini ve mekanik hasara karst non-spesifik
koruma faktorlerini igeren f6tal calf serum(FCS) besi yerine eklenmektedir(40,48).
Calismamizda kullandigimiz rat leptin ELISA kitini (DRG International Inc.U.S.A)
FCS interfere ettigi icin, CA inhibitérii, insulin ve deksametazonunu leptin
salgilanmasi iizerine olan etkisinin incelenmesinde yag hiicre kiiltiirli yerine yag
dokusu eksplantlar1 zorunlu olarak tercih edilmistir.

Karbonik anhidrazlarla ilgili yapilan ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan karbonik
anhidraz inhibitorii asetazolamittir. Ancak asetazolamidin hiicre membranlarindan
gecisi zordur. Yapilan bir ¢alismada asetazolamid methazolamid ve dorzolamidin %
0,1’lik ¢ozeltilerinin bir saatlik zaman iginde hiicre membranlarindan gegisi
incelenmigtir. Bir saatlik inkiibasyon sonunda, asetazolamidin % 26’1k,
methazolamidin % 12’lik dorzolamidin ise, karbonik anhidraz aktivitesini tamamen
inhibe ettigi bulunmug ve dorzolamidin diger CA inhibitorlerine gore hiicre
membranin1 daha ¢abuk gectigi gosterilmistir(17). Bu ylizden ¢alismamizda CA
inhibit6érii olarak dorzolamid kullanilmigtir. Literatiirlerde daha &nceden
dorzolamidin CA III inhibisyonunuyla ilgili bir c¢aligma bulunamadigi icin
asetazolamidin CA III ve tiim CA izenzimlerini inhibe ettigi doz referans alinarak
CA inhibisyonunun leptin salgilanmasindaki etkisi incelenirken kiiltiir ortamlarmna 1
mM konsantrasyonda dorzolamid ilave edilmistir(26).

Doku eksplantlarinda  dorzolamidin CA  inhibisyonunu saglayip,
saglamadigmi ortaya koymak igin yapilan CA aktivitesi tayini Maren tarafindan
gelistirilen fenol red yontemi ile gergeklestirildi(41). Burada kullanilan indikatér ile
besi ‘yerinde kullanilan indikatoriin aym olmast ve besi yerinin gesitli tampon
sistemleri i¢ermesinin kullanilan metodu interfere etmesi ihtimaline karsi doku
cksplantlar1 homojenize edilmeden once ii¢ defa serum fizyolojik ile yikanmistir.

Hiicre kiiltiirii g¢aligmalarinda gen ekspresyonun incelenmesinde en ¢ok
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kullanilan yontem Reverse Transcriptase-PCR dir. mRNA’nin Rnase ve dig
etkenlere karsi ¢ok hassas olmasindan dolayr RNA izolayonundan sonra mRNA
revers transkripsiyon islemi ile cDNA’ya gevrilir. cDNA’nin stabilitesi mRNA’ya
oranla ¢ok daha fazladir. Elde edilen cDNA Kkantitatif PCR veya kompetetif PCR
ile cogaltilarak baglangigtaki mRNA miktar kantitatif olarak hesaplanir. Yine ede
edilen cDNA bir housekeeping gen (constitutive gen)iirlinii ile ya birlikte, ya da,
aym sartlar altinda farkli PCR ortamlarinda g¢oZaltilarak oranlanir ve oransal olarak
mRNA miktar1 hakkinda bilgi edinilir. Yapilan ¢alismalarda en ¢ok kullanilan
housekeeping gen iiriinii B-aktindir. B-aktin ayni zamanda RNA izolasyonu sonucu
elde edilen mRNA’nin kalitesinin bir 6l¢tistidiir. Bundan dolayi, g¢alismamizda
housekeeping gen liriinii olarak B-aktin kullanilmistir(43).

Doku eksplantlarinda elde edilen degerleri istatistiksel degerlendirilmesi
sonucunda deksametazon ve insulinin leptin  salgilanmasini  artirdigi
gozlenmistir(Tablo 5). Deksametazonun bu etkisi in vivo ve in vitro olarak birgok
calismada gosterilmistir(2,38,39.49,50). Bu calismalarda kiiltiir ortamma 100 nm
deksametazon ilave edilmesi ile leptin salgilanmasinda ortalama 3,5-4 katlik bir
artis meydana gelmistir. Caligmamizda kullanilan besi ortami ve kiiltlir sartlarinin
ayni olmasima ragmen, deksametazon grubundaki leptin artig1 bazal grubun 2,5 kati
olarak gergeklesmistir. Bu farklilik kullanilan leptin 6l¢iim kitinden kaynaklanmis
olabilir. Ciinkii, bu ¢aligmalarda leptin tayini RIA ile, bizim g¢alijmamizda ise,
leptin 6l¢iimiinii ELISA ile yapilmustir.

Insulinin leptin salgilanmasini bazal seviyeye gore %30 arttirdigim
gozlenmistir(Tablo 5). Bu artis istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen,
daha sonra yapilacak hiicre kiiltiirii caligmalarina 151k tutmasi amaciyla
calisildigindan, literatiirde bildirilen baz1 verilere uygunlugu miisahede edilmistir.
Insulin, aym zamanda, deksametazonla uyarilmig leptin  salgilanmasim
azaltmaktadir. Bu sonuglar rat yag dokusundan leptin salgilanmas: ile ilgili bazi
¢aligmalarla uyumlu bulunmustur(3,51). Ancak, insulinin yag dokusundan leptin
salgilanmasina olan etkisi ile ilgili bir ¢ok ¢alisma yapilmis ve farkli sonuglar elde

edilmistir. Bu farkliliklar deney yaklasimlarinin farkli olmasindan kaynaklanabilir.
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Farkli cins, yas ve irkta hayvanlarin kullanilmasi, yag hiicresi kiiltiirii yapiminda
epididimal, subkutan, omental, prerenal yagdokusu gibi yerlesimleri ve
metabolizmalan farkli yag depolarmnin kullanilmasi, kullanilan besi yeri ve kiiltiir
zamam gibi kiiltiir sartlarmin farkliligi bu fakli sonuglarin ortaya ¢ikmasinda
O6nemlidir(31,38,39).

Rat yag dokusunda sitozolik protein igeriginin %24 CA III'tiir. Bu dokuda
CA III fonksiyonu hakkinda kesin bir bilgi yoktur. Calismamizda CA III’iin leptin

salgilanmasma bir etkisi olup olmadigini incelenmis ve bu amagla karbonik
anhidraz inhibit6rii olan dorzolamid kullanilmistir. Dorzolamid ilave edilen grupta
inhibisyona bagli olarak CA aktivitesi bazal gruba gore %27 daha diisiik bulundu.
Bu inhibitoriin doku eksplantlarinda inhibisyon yaptigmin bir gostergesi olarak
kabul edildi(Sekil 9). CA III inhibisyonun rat yag dokusu eksplantlarinda bazal
seviyede leptin salgilanmasim etkilemedigini, ancak, deksametazon ve insulin ile
uyarilmis leptin salgilanmasini baskiladifi gozlenmistir(Sekil 8). Benzer sekilde,
pankreas hiicre kiiltiirlerinde yapilmig bir ¢alismada asetazolamid ile CA V’in
inhibisyonunu glukozla uyarilmis insulin salgilanmasini inhibe ettigi bildirilmis ve
bu dokuda CA V’in mitokondri i¢ci Ca®* konsantrasyonunu ve sitozolik
NADPH/NADP oranim etkileyerek, insulin salgilanmasinda rol oynadig: ileri
strlilmiigttir(6). Yag dokusundan leptin salgilanma mekanizmasi ve bu
mekanizmaya katilan bilesenler heniiz bilinmedigi igin, CAIIl inhibisyonunun
leptin salgilanmasina olan bu etkisi i¢in kesin bir gey sdylemek zordur. Ancak, CA
III’iin tiriinii olan HCO3” ve H' iyonlarnin bir sekilde leptin salgilanmasinda rolii
olabilecegi disliniilebilir. Ayrica, CAIIl’iin diger izoenzimlerde bulunmayan
fosfataz aktivitesinin de bu olayda rolii olabilir.

Yag hiicresi kiiltiirlerinde yaptigimiz ¢aligmada, insulinin CA III mRNA
seviyelerini artirdig1 gézlenmis, leptin hormonunun da, hem bazal seviyede, hem
de, insulince artirilmis olan CA III mRNA seviyelerinde azalmaya sebep oldugu
belirlenmistir( Tablo 6). Her ne kadar bir enzimin mRNA miktarinin artmas1 mutlak
anlamda aktivitesininde artacagi anlamina gelmese de ¢ogu kez enzim aktivitesi

mRNA miktar ile orantili olarak artar. Daha 6nceden, in vivo yapilmis ¢alismalarda
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obezite ile birlikte rat beyaz yag dokusunda CA IIlI aktivitesinde ve mRNA
miktarinda bir azalma bildirilmistir(1,5). Bu c¢aligmalarda aglik ve zayiflama ile
birlikte azalmig CA aktivitesi ve mRNA seviyelerinin yiikseldigi gosterilmigtir.
Yine, bu ¢alismalarda bu azalmanin obezite ile birlikte gelen insulin miktarindaki
artmaya bagli olabileceginden bahsedilmis ve bu hayvanlarda artmis olan de novo
yag asiti sentezi ile asetil Co-A karboksilaza HCO;™ saglayan CA III enzimindeki
azalmanin bir celiski teskil ettigi bildirilmistir. Bu ¢aligmalarin yapildig: yillarda
heniiz leptin hormonu kesfedilmemisti. Elde ettigimiz sonuglar ile yukarida
anlatilan caligmalarda bildirilen bulgular birlestirildigi zaman, rat beyaz yag
dokusunda obezite ile birlikte artan leptinin CA III miktarim azaltt11
goriilmektedir. Leptin ve insulin birlikteliginde bu azalig daha fazla olmaktadir. Bu,
insulinin yag dokusuna olan lipogenik etkisinin leptin tarafindan baskilanmasinin
bir sonucu olabilir(3). Ayrica, yine yukarida bahsedilen obezite ile birlikte gelisen
CA 1II miktarindaki azalma ile yag asiti sentezi arasindaki geliski, lipogenik bir
hormon olan ve obezite ile birlikte dolagimdaki miktart artan insulinin yag asiti
sentezini arttirirken antilipogenik bir hormon olan leptinin bu sentezi azaltmak igin
asetilCo-A  karboksilazin subsrat1 olan HCO; iireten CA III ‘iin sentezini
baskilamasi ile agiklanabilir.

Obez ratlara  streptozotozin verilmesi ile olusturulan diabette CA III
miktarinda artma gozlenmistir(1,5). Streptozotozin pankreasta [ hiicrelerini
harabiyete ugratarak dolagimdaki insulin miktarini azaltmaktadir. Azalan insulin
miktart yag dokusundan leptin salgilanmasini da azalmaktadir(3). Bunun bir sonucu

olarak da rat yag dokusunda CA III miktar1 artmig olabilir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Yag dokusu eksplantlarinda deksametazonun leptin salgilanmasini % 160
insulinin ise % 30 arttird11 gézlenmistir

2. CA inhibitorii dorzolamid deksametazon ve insulin tarafindan uyarilmisg
leptin salgilanmasini yag dokusu eksplantlarinda azaltmaktadr.

3. Yag hiicresi kiiltiirlerinde leptin CA III mRNA miktarm % 12 oraninda
azalitirken, insulin ise CA III mRNA miktarini % 16 oraninda artirmaktadir.

4. Deksametazonun yag hiicre kiiltiirlerinde CA III mRNA miktarin1 $nemli bir
etkisi bulunamamustir.

5. Rat karaciger ve iskelet kas1 gibi CA III’tin fazla miktarda bulundugu
dokularda da bahsedilen hormonlarin bu enzime etkileri incelenebilir

6. Leptin hormonunun CA III seviyelerine olan etkisi in vivo olarak obez ve

normal ratlarda arastirilarak sonuglar bu ¢alisma ile karsilagtirilabilir.



7. OZET

Leptin yag dokusunda sentezlenen endokrin, parakrin ve otokrin etkileri olan
peptid yapisinda bir hormondur. Antilipogenik bir hormon olan leptin, hiicrelerdeki
bazi enzimlerin ekspresyonunu diizenleyerek, hiicre i¢i lipid konsantrasyonunu
azaltmaktadir.

Karbonik anhidraz III rat yag dokusunda en bol bulunun hiicre i¢i proteindir.
Bu dokudaki fonksiyonu tam olarak belirlenememistir. Obezite ile birlikte rat yag
dokusunda CA III miktarmin azaldigi belirlenmis ve bu azalisin insulinden
kaynaklanabilecegi ifade edilmistir. Rat pankreas hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir
calismada in vitro olarak CA V’in insulin salgilanmasinda rol oynadig1 gosterilmigtir.

Bu c¢aligmada; rat yag hiicre kiiltiirlerinde ve doku eksplantlarinda leptinin CA
III ekspresyonuna ve CA inhibitorii dorzolamidin leptin salgilanmasina olan etkisinin
incelenmesi amaglandi. Ratlardaki yag dokusundan leptin salgilanmasina insulin ve
deksametazonun etkisi daha onceden c¢aligildigi i¢in, bu hormonlar1 da hem
yontemlerimizi dogrulama, hem de, enerji metabolizmasiyla yaki iliskilerinden dolay1
aragtirmamiza dahil ettik.

Doku eksplantlarinda, deksametazon ve insulinin leptin salgilanmasin1 ve CA
aktivitesini artirdigi, CA inhibisyonun ise leptin salgilanmasini azalttig tespit edildi.
Hiicre kiiltiirlerinde ise, leptinin CA ekspresyonunu azalttifi, insulinin arttirdigi

deksametazonun ise ekpresyona dnemli bir etkisi olmadi: goriildii.

Sonug olarak rat yag dokusunda CA III’iin leptin salgilamasinda rol aldig: ve
obezite ile birlikte bu dokuda gézlenen CA III azalmasinin leptinden kaynaklandig

kanaatine varildi.



8. SUMMARY

In vitro Investigation of Relationships Between Leptin and Carbonic

Anhydrase III in Rat Adipose Tissue.

Leptin, a peptide hormone with endocrine, paracrine and autocrine
characteristics, is synthesized by adipose tissue, It has antilipogenetic properties and
decreases intracellular lipid content by regulating the expression of some enzymes.

Carbonic anhydrase III is the most abundant intracellular protein of rat adipose
tissue. Its function in this tissue is unclear, but, it has been shown that its amount
decreased together with obesity and this decrease might be caused by insulin. CA V
has been reported to have a role in insulin secretion after an in vitro study on rat
pancreas cell culture.

In this research it was intended to show the effects of leptin on expression of
CA 1III and of CA inhibitor dorzolamide on leptin secretion in rat fat tissue explants
and cultured cells. Since, the influence of insulin and dexamethasone on leptin
secretion from rat fat tissues has been investigated by many researchers previously,
these hormones was included just for the confirmation of the procedures involved,
and, also for their roles in energy metabolism.

The experiments made has shown that insulin and dexamethasone increased
leptin secretion and CA activity, and CA inhibition caused a decrease in leptin
secretion. According to the results of fat cell culture experiments, it was found that
CA expression has been decreased by the action of leptin, increased by insulin and
caused no significant change by dexamethasone.

It was concluded that CA III had a role in the mechanism of leptin secretion

and that the decrease in CA III observed in obesity has been caused by leptin.
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