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OZET

Son yillarda, yag dokusundan salgilanan hormonlarin sepsis gibi inflamatuar
stiregleri etkiledigi gosterilmistir. Melatonin ise hem yag doku hem de inflamatuar
siirecleri etkileyen bir hormondur. Bu nedenle, c¢alismada, melatoninin septik
sicanlarda yag dokunun endokrin fonksiyonlar: {izerine etkilerinin belirlenmesi

amaclandi.

Bu amagla, Wistar Albino si¢canlardan SHAM, PLT-CLP ve SHAM PLT-
CLP olarak ii¢ ayr1 grup olusturuldu. PLT-CLP grubuna hem pinealektomi
operasyonu (PLT) yapildi hem de ¢ekumun delinmesi ile (CLP) sepsis modeli
olusturuldu. CLP uygulamasi sonrast her gruptan, 12. ve 24. saatlerde rastgele 6
sican secildi ve yag dokusunda leptin, adiponektin, resistin ve visfatin gen

ekspresyonu degerleri belirlendi.

Elde edilen sonuglara gore; CLP yapilan gruplarda resistin gen ekspresyon
seviyelerinde anlamli artislar belirlendi. Adiponektin gen ekspresyon diizeyleri
SHAM grubu ile karsilastirildiginda, PLT-CLP grubunda 12. saatte, SHAM PLT-
CLP grubunda ise 24. saatte azaldi. Leptin gen ekspresyon seviyelerinde ise PLT
yapilan gruplarda SHAM ile karsilastirildiginda 12. ve 24. saatlerde artis gozlendi.
Visfatin gen ekspresyon seviyelerinde ise 12. saatte CLP yapilan her iki grupta da

anlamli azalmalar belirlendi.

Sonug olarak, yag dokusunda leptin, resistin, adiponektin ve visfatin gen
ekspresyonlarindaki degisikliklerin PLT yerine sepsis ile daha yiliksek diizeyde bir
iliski gosterdigi bu nedenle fizyolojik diizeylerde salgilanan melatoninin bu sonuglari

anlaml sekilde etkilemedigi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, adiponektin, leptin, resistin, visfatin, sepsis, sican.



ABSTRACT

Investigation of the endocrine responses of adipose tissue to sepsis in
pinealectomised rats

In recent years, hormones secreted from adipose tissue have been shown to
affect the inflammatory processes such as sepsis. On the other hand, melatonin is a
hormone that affects both adipose tissue and inflammatory processes. Therefore, it
was aimed to determine the effect of melatonin on endocrine functions of adipose
tissue in sepsis.

Rats were divided into three distinct groups as SHAM, PLT-CLP and SHAM
PLT-CLP. PLT-CLP group underwent both pinealectomy (PLT) and cecal ligation
puncture (CLP) sepsis model. Six rats were randomly selected at 12™ and 24" hours
in experiment from each groups and leptin, adiponectin, resistin and visfatin gene
expression values were determined in adipose tissue.

The resistin gene expression levels were considerably increased in treatment
groups. Adiponectin gene expression level decreased at 12" hour in PLT-CLP and
24™ hour in SHAM PLT-CLP group. Leptin gene expression levels were increased at
12" and 24™ hours in PLT-CLP group compared to SHAM. The statistically
significant decreases were observed in visfatin gene expression level at 12" both in
CLP groups.

As a result, changes in leptin, resistin, adiponectin and visfatin gene
expressions in adipose tissue were found to be related to sepsis rather than PLT and it
was understood that melatonin secreted at physiological levels did not significantly
affect these outcomes.

Key words: Melatonin, adiponectin, leptin, resistin, visfatin, sepsis, rat.
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1. GIRIS VE AMAC

Sepsis, enfeksiyon durumunda ortaya ¢ikan sistemik inflamatuvar yanit olarak
tanimlanmaktadir. Yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip sepsis, tedavi
maliyetlerinin yiiksek olmasindan dolayr da o6nemli bir saglik sorunu olarak
goriilmektedir (Olguner ve ark., 2013). Ozellikle yogun bakim iinitelerinde yatan
hastalarda son yillarda sepsise bagli oliimler dikkat cekmektedir. Bu nedenle,
organizmanin sepsise karst savunma giiclinii arttirict veya sepsis tedavisinin

gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Deney hayvanlarinda sepsis modelleri olusturulmakta olup, ¢ekal baglama ve
delme (CLP) yontemi bu alanda en sik kullanilan tekniklerden birisidir. Bu teknigin
kullanim amaci bagirsak bakterilerinin karin bosluguna kontaminasyonu ve bunun
sonucunda viicudun yangisal yanitlara verdigi cevabin anlasilmasidir (Dejager ve
ark., 2011). Bu caligmalarda genel olarak; deneysel sepsis sonrasi sitokinler
tarafindan olusturulan cevap flizerine birgok parametre arastirilmakta ve sepsis
diizeyinin iyilestirilmesi veya diisiik riskle sonuglandirilmasina yonelik bilgiler elde

edilmeye calisilmaktadir (Li ve ark., 2014; Wu ve ark., 2014).

Yag doku viicudun enerji deposu olarak bilinir. Son yillarda ise yag doku
biyolojik olarak aktif birgok hormon veya molekiiliin salgilandig1 endokrin bir organ
olarak da tarif edilmektedir (Fonseca-Alaniz ve ark., 2006). Yag dokudan salgilanan
bu biyolojik aktif maddeler genel olarak adiponektinler olarak isimlendirilmekte ve
aclik-tokluk, viicut yag dagilimi, insiilin duyarliligi, instilin salgilanmasi, enerji
kullanimi, inflamasyon, kan basinci, hemostaz ve endotel fonksiyonun diizenlenmesi
gibi bir¢ok islevle iliskilendirilmektedir (Blither 2010; Blither 2014). Giinliimiizde

tanimlanan ylizlerce adiponektin bulunmaktadir (Lehr ve ark., 2012).

Bu adipokinlerden leptin, adiponektin, visfatin ve resistin son yillarda birgok
immiinolojik islevle iliskilendirilmistir. Adiponektin sepsiste endotel aktivasyonu ve
sag kalimin 6nemli bir modiilatorii olarak bilinmektedir. Bu etkileri antiinflamatuvar
ve vaskiiloprotektif etkiler olarak gruplandirilabilir. Ayrica adiponektin eksikliginin
insiilin direnci, diyabet ve obezite durumlarinda sepsisle iliskili komplikasyonlara

zemin hazirladigr belirtilmektedir (Teoh ve ark., 2008). Diger taraftan obezite,

1



aterosklerozis, insiilin direnci, Tip 2 diyabet ve nonalkolik steatohepatitis gibi
hastaliklarda adiposit kokenli bir protein olan adiponektin seviyelerinde azalmalar

belirlenmistir (Arita ve ark., 1999; Ouchi ve Walsh 2007).

Leptin yag dokudan salgilanan bir diger hormondur. Leptin diizeyinin en 6nemli
belirleyicisi viicut yag kitlesi ve viicut kitle indeksi olsa da bagka bir¢ok faktor de
leptin diizeyinin kontroliinde rol oynar. Obezite, gida alimi, glukoz, hiperinsiilinemi,
prolaktin ve glukokortikoidler leptin sentezini artirirken, aclik, biiylime hormonu,
tiroid hormonlari, serbest yag asitleri, katekolaminler ve soguga maruz kalma leptin
salinimi ve ekspresyonunu azaltirlar (Aslan ve ark., 2004). Diger tarfatan, leptin
diizeylerinin etnik 6zellikler, yas ve glukoz diizeylerinden etkielenmedigini belirten

bulgular da vardir (Meier ve Gressner 2004).

Insanlarda ve deney hayvanlarinda timusun boyutlarmimn  kiiciilmesi,
lipopolisakkaritlerle olusan sepsisin Oliimciil olmasi ve lenfosit miktarmin
azalmasinin dogustan leptin diisiikliigii ile iliskili oldugu gézlemlenmistir (Ozbalci

ve Sahin 2007).

Sicanlara melatonin uygulamasinin, insiilin ve plazma leptin seviyeri ile birlikte
intraabdominal yag dokusunu da azalttigi gézlemlenmistir (Wolden-Hanson ve ark.,
2000). Ayrica, glukokortikoidlerin hem in vivo hem de in vitro sartlarda leptin gen
ekspresyonu diizeyini ve salimimin etkiledigi ortaya konulmustur (Caldefie-Chezet

ve ark.,2001; Dagogo-Jack ve ark.,2003).

Resistin yag dokudan salgilanan ve son yillarda 6zellikleri konusunda yogun
arastirmalar yapilan insanlarda proinflamatuvar 6zellige sahip bir hormon olarak
bilinir (Fonseca-Alaniz ve ark., 2007). Resistinin adipogenez ve insiilin direnci ile
iliskili oldugu belirtilmektedir (Steppan ve ark., 2001). Kemirgenlerde adipositler
tarafindan salgilanirken insanlarda cift ¢ekirdekli hiicreler, makrofajlar ve notrofiller
tarafindan da salgilanir (Tilg ve Moschen, 2006). Resistin sepsis iligkisi son yillarda
aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve yapilan calismalarda sepsisli eriskin hastalarda
resistin ekspresyonu ve salgisinin arttig1 ve bu artisin notrofil ve makrofaj kaynakli

oldugu belirlenmistir (Sundén-Cullberg ve ark., 2007; Mazaki-Tovi ve ark., 2010).



Visfatin, ayn1 zamanda pre-B hiicre koloni gelistirici faktér (PBEF) veya
nikotinamid fosforibozil transferaz (Nampt) olarak da isimlendirilir. Yag dokudan
salgilanan ve sepsis ile iliskilendirilen bir diger hormondur (Jia ve ark., 2004).
Visfatin sepsis disinda sedef hastaligi, romatoid artrit, iltihapli bagirsak hastaligi ve
otoimmun inflamatuar hastaliklarla da iliskilendirilmistir (Humphrey ve ark., 1989;

Malyszko ve ark., 2009).

Melatonin, pineal bez olarak da adlandirilan pineal bezden salgilanan (N-asetil5-
metoksitriptamin) bir hormon olup fizyolojik ritimler ve birgok noroendokrin siirecte
gorev almaktadir. Melatonin, ayrica yag ve kas hiicrelerine glukoz alimi ve bu
hiicrelerden leptin salgilanmasini da iceren bazi metabolik siirecleri de etkiler

(Ferreira ve ark., 2012).

Yogun bakim iinitelerinde yatan hastalarda 1siklarin siirekli olarak agik
birakilmast nedeni ile sirkadiyen ritmin bozuldugu ve melatonin salgisinin azaldigi
bilinmektedir. Melatonin salgis1 aydinlik ve karanlik ortama gore degismektedir.
Karanlik ortamda melatonin salgisi1 artarken aydinlik ortamda ise azalmaktadir.
Gozler ve suprakiasmatik niikleus (SCN) arasindaki etkilesim, karanlik aydinlik
dongiisiine gore bu aktivasyon veya inhibisyona aracilik etmektedir (Macchi ve

Bruce, 2004).

Melatonin, viicut kitle indeksi ve enerji dengesinin diizenlenmesinde énemli rol
oynar (Bartness ve Wade, 1985; Ramussen ve ark., 2001). Yapilan c¢aligmalarda
melatoninin leptin sentezini ve salgilanmasini modiile ederek adipoz dokunun
endokrin aktivitesini etkiledigi belirlenmistir (Alonso-Vale ve ark., 2005). Bu etki,
MTI1 membran reseptorii iizerinden Gi-proteininin melatonin tarafindan

aktivasyonunun bir sonucudur (Alonso-Vale ve ark., 2006).

Bu ¢aligma ile PLT yapilan ve CLP modeli ile sepsis olusturulan sicanlarda yag
dokuda adiponektin, resistin, leptin ve visfatin gen ekspresyonu diizeylerinde
herhangi bir degisiklik olup olmadiginin arastirilmast hedeflenmistir. Bu amag

dogrultusunda;



- Pinealektomi operasyonu yapilmis siganlarda sepsis sonrasinda adipoz
dokuda adiponektin, resistin, leptin ve visfatin gen ekspresyonlari

diizeylerinin belirlenmesi amag¢lanmistir,

Elde edilen sonuglar ile yogun bakim {initelerinde yatan ve 1513a maruz
kaldiklar1 i¢in melatonin salgisinin azaldigi diisiiniilen hastalarda yag dokunun
immiinolojik islevlerindeki degisimlerin neler olabileceginin bir deney hayvani
modeli ile ortaya konulmas1 hedeflenmistir. Boylelikle sepsisli hastalarin tedavisinde
151ga maruziyet, melatonin ve yag doku iliskisinin 6nemli olup olmadiginin

belirlenmesi diisiiniilmiistiir.



2. GENEL BILGIiLER
2.1. Pineal Bez ve Melatonin

2.1.1. Pineal Bez

Yaklasik ii¢ asir 6nce, Rene Descartes pineal bezi ‘’ruhun merkezi’ olarak tarif
etmis ve 1950’11 yillara gelindiginde melatoninin pineal bez tarafindan salgilanan ana
hormon oldugu tespit edilmistir. Pineal bez kiiclik ve tek bir beyin uzantisi seklinde
olup, pozisyonu ve boyutu tiirler arasinda faklilik gosterir. Pineal bezin viicut

agirligina orani, insanda kiiciik bir degere sahiptir (Cam ve Erdogan 2003).

Pineal bez memelilerde sekretuar, amfibilerde ve baliklarda fotoreseptif,
kuslarda ve stirlingenlerde ise hem fotoreseptif hem de sekretuvar fonksiyonlari

yiiriiten bir organ olarak bilinmektedir (Arendt 1995).

Pineal bezin ana hiicresi olan pinealositler, amin prekiirsorlerini alan ve
dekarboksile eden (APUD) hiicrelere ve parandron hiicrelere ait 6zellikler tagsirlar.
Pineolositler hem graniillii hem de graniilsiiz vezikiillerden olusan aktif sekretuar

yapidadirlar. Esas olarak melatonin hormonunu salgilarlar (Arendt 1995).

2.1.2. Melatonin

Ik olarak bir Dermatolog olan Aaron Lerner tarafindan sigirlarin pineal
bezlerinden elde edilmistir. (Zawilska ve ark., 2009). Ayrica melatoninin
omurgasizlar, protozoonlar, mantarlar, bakteriler, bitkiler ve insanlar da dahil olmak
tizere bir ¢ok omurgali tiirlinde mevcut oldugu bildirilmistir (Hardeland ve ark.,
2003).

Melatonin ayrica troit, karaciger, timus, retina, bdbrek, adrenal bezler,
endometrium ve plasentada, mast hiicrelerinde ve dogal katil hiicreler ve

eozinofilllerde de belirlenmistir (Ozsahin 2006).
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Sekil 1. Melatoninin kimyasal yapisi (Sener 2010).

2.1.2.1. Melatonin Sentezi

Melatonin sentezinde ilk olarak pineal bez dncii madde olan triptofan tarafindan
plazmadan alinir. Triptofanin disaridan besinlerle birlikte alinmasi gereken bir amino
asittir. Pinealositlerde triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofana
hidroksillenmektedir. Serotonin iiretim yolunun ilk enzimi triptofan hidroksilaz
enzimidir ve yolun hiz kesici basamagidir. Reaksiyonda triptofan hidroksilaz,
oksijeni kofaktor olarak kullanir. (Rahman ve ark., 1982). Bu reaksiyon, pinealositler
haricinde karaciger ve sinir sisteminde de gerceklesir (Bouchard ve ark., 1981). Bir
ara metabolit olan 5-hidroksitriptofan, melatonin ve serotonin sentezi i¢in kullanilir.
Ortaya ¢ikan 5-hidroksitriptofan kan-beyin bariyerini kolayca geger ve L-aminoasit
dekarboksilaz enzimi ile karboksil grubunu kaybederek 5-hidroksitriptamine doniisiir
(Gomes ve Soares-da-Silva, 1999). Kan beyin bariyerini gecemeyen 5-
hidrositriptamin, N-asetil transferaz (NAT) enzimi aracilig1 ile N-asetilserotonine
doniistir. Hidroksi indol-o-metil transferaz (HIOMT) enzimi ise N-asetilserotonini
melatonine doniistiiriir. Gece saatlerinde, serotoninin melatonine doniistiiriilmesinden
dolay1, yani melatonin sentezinin artmasi seratonin seviyesinin diismesine neden

olmaktadir (Cardinalli ve Pevet 1998; Bountin ve ark., 2005).
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Sekil 2. Melatonin sentezi ve gdrev alan enzimler (Ozgelik ve ark.,2013).

2.1.2.2. Melatoninin Etki Mekanizmasi

Melatoninin bir¢ok doku ve organ iizerinde etkisi bulunmaktadir. Melatoninin
Merkezi Sinir Sistemindeki esas hedef bdolgesi hipotalamustur. Hipotalamusa
melatonin uygulanmasi sonucunda norepinefrin, dopamin, serotonin ve gamma
amino biitirik asid (GABA) gibi transmitterlerin arttig1r belirlenmistir (Brzezinski

1997).

Melatonin doku diizeyindeki etkilerini guanilat siklaz aktivitesini azaltarak
gerceklestirir. Ayrica guanilat siklazi etkileyen melatonin Guanozin Mono Fosfat
(cGMP) diizeyinde azalmaya, cAMP diizeyinde ise artisa yol acgarak hiicresel
aktiviteleri etkilemektedir. Melatonin etkileri icin hiicresel mikro tiibiilleri

kullanmaktadir (Ozsahin 2006).



2.1.2.3. Salinimi

Melatonin insanlarda gece salgilanir. Nitekim yapilan ¢aligmalarda gece Olen
insanlarda melatonin diizeyinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Yetiskinlerde
ortalama plazma melatonin seviyesi 60-70 pg/ml olarak olciilmiistiir. Gece 02:00-
04:00 saatleri arasinda plazma melatonin konsantrasyonu en yiiksek degerlere ulasir.
Erigkinlerde, melatonin salgis1 aksam 21:00-22:00 arasinda baslar ve saat 07:00-
09:00 arasinda salinimi sona erer. Ayrica insanda melatoninin metaboliti olan 6-
Hidroksimelatoninsiilfatin (HMS; 24:00-08:00 saatleri arasinda) % 70-80’ni
metabolik olarak idrar ile atilir (Arendt 1988).

Dogumdan ¢ok kisa bir siire sonra viicutta ¢ok az melatonin veya 6-HMS
oOlgiilebilmektedir. Bebeklerde ilk olarak hayatin 6-8. haftasinda melatonin ortaya
cikmaktadir (Gupta ve ark., 1983). Yasla birlikte melatoninin plazma konsantrasyonu
artar ve ortalama 3-5 yas aralifinda en yiiksek seviyeye ulasir (Waldhauser ve ark.,
1984). Geceleri bu artig daha fazladir ve puberteden 6nce melatonin salgisinda diisiis
gerceklesir. Puperteden sonra normal degerlerine ulagan melatonin diizeyleri 35-40
yaslarina kadar bu degerlerini korur ve yas ilerledikce diizeyi gittik¢e azalir (Iguchi

ve ark.,1982).

Melatonin salinimi, gece devam eden karanlik siiresi ile iligkilidir. Gecenin
uzunluguna bagh olarak, melatonin salinimi da o derece uzun siirer. Karanlik fazin
basinda ve sonunda 151k, ritmi diizenler ve sekresyonu baskilar (Cam ve Erdogan
2003). Mevsimsel farkliliga bagli olarak melatoninin salgilanmasi degiskenlik
gosterir. Isigin siiresine bagli olarak melatonin sekresyonu yaz mevsiminde gec

baslarken, kisin ise yaza gore daha erken baslar (Arendt 1985).
2.1.2.4. Melatonin Reseptorleri

Memelilerde ve insanlarda G proteinine bagl iki farkli melatonin reseptorii
belirlenmistir. Bu reseptorler MT1 ve MT2 olarak tanimlanmaktadir. MT1 reseptorii
hipotalamusun SCN’da ve hipofizin pars tuberalis kisminda bulunmaktadir. MT2
reseptoriine de cogunlukla retinada rastlanmaktadir. Bununla birlikte MT1 ve MT2

reseptorleri  retinal yollarda, serebellumda ve ganglion hiicrelerinde de



bulunmaktadir. Bu reseptorlerin pineal bezden salgilanan melatoninin, sirkadiyen

salinimi ile alakali oldugu bilinmektedir (Bountin ve ark., 2005).

Melatonin, hedef dokularda bulunan 6zgiil reseptorleri araciligi ile etkilerini
gostermektedir. Viicutta beyin, retina, hipofiz ve periferal dokularin cogunda (timus,
16kosit, dalak, plasenta, tiroid bezi, eritrosit, gastrointestinal sistem ve endometrium

gibi) bu reseptorlerin bulundugu bildirilmektedir (Reiter 1995; Siu ve ark., 1998).
2.1.2.5. Melatonin Yikimi

Melatoninin ilk olarak % 90 oraninda karacigerde sonrasinda ise bdobreklerde
yikimi gerceklesir. Melatonin yikilma asamasinda oncelikle hidroksile olur ve eser
miktarda glukuronit konjugatlar seklinde idrar yolu ile atilir. Yaklasik % 1 kadar1 ise
idrar ile degismeden atilmaktadir (Bruno ve ark., 2005).

Melatonin baslica metaboliti 6-siilfatoksimelatonin olup sistemik dolasimdaki

yartlanma 6mrii 20-60 dakika arasinda degiskenlik gosterir (Cam ve Erdogan 2003).
2.1.2.6. Melatoninin Etkileri

Melatonin, hem in-vivo hem de in-vitro ¢alismalarla kanitlanmis ¢ok 6nemli bir
antioksidandir (Hardeland ve ark., 1995). Bununla birlikte melatoninin, E vitamini
gibi diger antioksidanlarla karsilastirildiginda, kan-beyin bariyerini rahatlikla
gecmesi nedeni ile ayn1 zamanda avantajli bir antioksidan olarak ta géze c¢arpar.
Insanlarda, yaslanmayla birlikte, meydana gelen toksik ajanlara maruziyet ya da stres
sonucu serbest radikal olusumuna engel olan antioksidan kapasite de azalmaktadir.
Azalan antioksidan kapasitesi ile yasyasla birlikte ortaya c¢ikan melatonin
diizeyindeki azalma birbiri ile paralellik gosterir. Bu durum melatoninin antioksidan

Ozelliginin 6nemini gostermektedir (Reiter 1997).

Melatonin, kolayca oksitlenmeyen ve pro-oksidatif aktivitesi olmayan bir
molekiil olup radikal tireten reaksiyonlara ve redoks dongiisiine girmez. Dogal
antioksidan olan melatoninin, E vitaminine kiyasla peroksit radikal giderme
ozelliginden 2 kat daha fazla oldugu ve glutatyona kiyasla da OH radikalini nétralize
etme yeteneginin ise 5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Reiter 1996).



2.1.2.7. Melatonin ve immun Sistem

Sinir sistemi, endokrin sistem ve immun sistem arasindaki iliski modern
biyolojinin en dikkat ¢ekici konularindan birisii olup, bu sistemlerin, sistem i¢i ve
sistemler arasi iletisimde ortak bir kimyasal dil kullandig1 bilinmektedir (Blalock
2005). Pineal bezin salgis1 olan melatonin de, bu kapsamda kompleks néroendokrin
immunolojik sistemin {iyelerinden biri olarak kabul edilir. Celiskili sonuglar olmakla
birlikte, yapilan ¢aligmalar pinel bez ile immun sistem ve 6zellikle timus arasinda

pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir (Carrillo-Vico ve ark., 2005).

Melatoninin, kok hiicre faktorii (SCF), tiimoér nekroz faktér alfa (TNF-a),
interlokin-1beta (IL1-B) ve interferon gama (INF-y) seviyeleri ile birlikte periton
makrofajlart ile kok hiicre faktdrii ve Transforming biiyiime faktorii beta (TGFp)
dahil bir ¢ok immunomodiilator sitokinin gen ekspresyonunu diizenledigi rapor
edilmistir (Liu ve ark., 2001). Diger tarfatan, geceleri insanlarda kan melatonin
seviyesinin yiikseldigi donemlerde, timulin ve timozin al dahil timus kaynakli

peptitlerin iiretiminde de artislar oldugu bildirilmistir (Molinero ve ark., 2000).

Melatonin hiicre zar1 ve ¢ekirdek iizerindeki reseptorlerini kullanarak immun
hiicreleri etkileyebilir. Insan lenfosit ve monositleri iizerinde, melatonin i¢in reseptor
alanlar1 karakterize edilmis olup benzer farmakolojik 6zelliklere sahip baglanma
bolgeleri hayvan immun hiicreleri iizerinde de tespit edilmistir. Boylece, immun
hiicrelerin melatonin i¢cin membran ve g¢ekirdek olmak tizere iki farkli reseptor

alanina sahip oldugu anlasilmistir (Guerrero ve Reiter, 2002).

Immun sistemi ile melatonin etkilesimlerini gdsteren iliskiler Sekil 3’te

gorilmektedir.
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Sekil 3. Immun sistem melatonin etkilesimi (Carrillo-Vico ve ark., 2005).

2.2. Adipoz Doku

Yag doku mezemkimden koken alan lipoplast hiicrelerinden gelisir. Bu hiicreler
firoblastlara benzemelerine ragmen sitoplazmalarinda yag depolayabilirler. Yag doku
igerisindeki lipit damlaciklar1 baslangicta birbirinden ayridir, kisa bir siire sonra
birlesirler ve unilokiiler yag dokusu hiicreleri i¢in tipik tek biiylik damlacigi meydana

getirirler (Junqueira ve Carneiro 2003).

Yag doku, adipokin olarak tanimlanan, biyoaktif protein oOzelligine sahip
adipokinleri iireten, enerji metabolizmasini, gida alimmi ve insiilin direncini

etkileyen endokrin ve sekretuar bir organdir (Gustafson 2010).

Son yillarda yapilan g¢aligmalar yag dokudan salgilanan adipokinlerin etki
alanlariin ¢ok cesitli oldugunu ortaya koymustur. Nitekim, metabolik sendromda,

tip 2 diyabette ve obezite durumunda adiposit diizeylerinin degistigi bilinmektedir
11



(Antuna-Puente ve ark., 2008). Adipokinlerin ayrica, yag kitlesinin diizenlenmesini,
parakrin mekanizmalar ile anjiogenezi ve adiposit boyutu/sayisint modiile ettigi

gosterilmistir (Matsuzawa 2006; Waki ve Tontonoz 2007).

] Servikal vag

G:) Subkutan .
— Ventral subkutan adipoz doku

= vag (SAT)

J“‘ Vizeral mediastin
Vizeral
: adipoz doku
(VAT

yag
~ Vizeral mezenterik vag

__Viszeral retroperitoneal
vag

— Viseral abdominopehik
vag -

",

Subkut
Dorsal subkutan vag adyrpuz“d:;:u
(Dorzo-lumbal, inguinal ve gluteal) (SAT)

Sekil 4. Farelerdeki beyaz yag dokusu depolarinin yerleri (Cinti 2009).

Viicutta yag bir¢cok bolgede bulunur ve bulundugu bélgeye gore farkli 6zellikler
gosterir. Bunlardan organlarin etrafinda bulunan yag doku visseral yag doku olarak
adlandirilirken, deri altinda bulunan adipoz doku ise subkutan yag doku ismini alir.
Visseral yag doku morfolojik ve islevsel olarak subkutan yag dokudan farklidir.
Visseral yag doku, anjiyotensinojen, plazminojen aktivator inhibitorii (PAI-1) ve IL-

6 gibi proinflamatuar sitokinleri tiretir (Kershaw ve Flier 2004).

Proinflamatuar sitokinler ve metabolitler visseral yag dokunun kendisinden ve
yag doku makrofajlarindan portal ven igine salmirlar ve dogrudan karaciger
metabolizmasini etkileyebilirler. Nitekim, visseral yag dokunun artmasinin obezite
ile iligkili hastaliklar ve 6liim riski ile baglantili oldugu belirtilmektedir (Ibrahim
2010).
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Insanlarda yag doku beyaz yag doku ve kahverengi yag doku olmak iizere iki
farkli goriinlime sahiptir. Bunlardan beyaz yag doku organ ve derialt1 yag dokuyu
olusturur. Beyaz yag dokuda ilk endokrin {irin 1987 yilinda tespit edilmis ve adipsin
ismi verilmistir (Cook ve ark., 1987). Daha sonra 1994 yilinda leptinin adipoz
dokudan salgilanan bir hormon olarak ortaya konulmasi yag dokunun endokrin bir

organ olarak tanimlanmasina biiyiik katki saglamistir (Bliiher ve Mantzoros 2015).

Adipokinlerin islevlerinin ortaya konulmasi bu molekiillerin, karaciger, iskelet
kasi, kalp, beyin ve damar gibi diger dokular ile yag dokunun baglanti kurmasini
saglayan sinyal ve araci proteinler olarak tanimlanmasini saglamistir (Lehr ve ark.,
2012; Blither ve Mantzoros 2015). Adipokinler bu islevleri yerine getirirken
endokrin, otokrin ve parakrin diizeylerde gorev yapma yetenegine sahiptirler

(Kershaw ve Flier 2004).
2.2.1. Melatonin ve Yag Doku liskisi

Adipositler ve melatonin iliskisi de bilim insanlarinin dikkatini ¢eken bir diger
konudur. Lima ve ark., 1994 yilinda melatoninin adipositler tizerinde dogrudan etkisi
oldugunu kanitlamislardir (Lima ve ark., 1994). Bu bulgudan sonra melatonin yag

dokusu iligkisini aragtiran bir¢cok ¢aligma yapilmistir.

Zalatan ve ark. (2001), kemirgenlerin inguinal ve epididimal adipositlerinde
MTI1 ve MT2 melatonin reseptorlerinin ekspresyonunu gostermislerdir (Zalatan ve
ark., 2001). Ayrica, melatoninin MT2 reseptorii araciligr ile murin adipositlerinde
3T3-L1’in proliferasyonunu stimiile ettigi kanitlanmistir (Adamczyk-Sowa ve ark.,
2014). Yine, hamsterlerin kahverengi adipoz dokularinda ve siganlarin beyaz adipoz
dokularinda orfan RZRa ve MT3/QR2 reseptorleri gosterilmistir (Bordji ve ark.,
2000; Smirnov ve ark., 2001). Adipositlerde melatonin etkilerinin MT1 ve MT2
reseptorleri araciligi ile oldugu ve ¢cGMP {iretimini engelleyerek etkisini gosterdigi

diisiiniilmektedir (Brydon ve ark., 2001; Zalatan ve ark., 2001).

Melatonin sadece adipositlerdeki reseptorleri vasitasi ile degil ayni zamanda
sempatik sinir sistemi iizerinden de beyaz yag dokusunu etkiler. Beyaz yag dokuda

sempatik noral ve duyusal innervasyon yoniinden giiclii kanitlar bulunmaktadir,
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ancak yag doku icine parasempatik girdiler konusunda bilgiler yeterli degildir

(Bartness ve Song 2007).

2.3. Adipoz Doku Tiirevli Hormonlar
2.3.1. Adiponektin

Adiponektin, adipositler tarafindan iiretilen bir protein olup, 4 bagimsiz grup
tarafindan 1990’larda kesfedilmis ve baslangigta Acrp 30, AdipoQ, apM1 ve GBP28
adiposit tamamlayici-iligkili protein olarak tanimlanmistir. Adiponektinin ayrica
insan kardiyomiyositleri ve insan iskelet kasi tarafindan tretildigi de belirlenmistir
(Brochu-Gaudreau ve ark., 2010). Bunlara ilave olara, adiponektinin plasenta, epitel
hiicreleri, miyositler, karaciger parankim hiicreleri ve osteoblastlarda da iiretildigini

gostermistir (Berner ve ark., 2004; Thundyil ve ark., 2012).

Acrp30/Adiponektin, diisiik molekiil agirlikli biri trimer-dimer ve bir digeri
yiiksek molekiil agirlikli bir kompleks olmak iizere serumda iki farkli formda
bulunur. Bunlardan, yiiksek molekiiler agirlikli kompleksinin seviyeleri, hem
kadinlarda hem de erkeklerde, sistemik insiilin artisina cevap olarak azalmaktadir.
Yapisal olarak, Acrp30'un oligomer formasyonunun Cys-39'un aracilik ettigi distilfiir

bag olusumuna bagl oldugu gosterilmistir (Pajvani ve ark., 2003).
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Sekil 5. Metabolik ve otoimmun/kronik inflamasyon hastaliklarinda adiponektin

(APN)’nin regiilasyonu ve rolii (Fantuzzi 2008).

Endoplazmik retikulum hasari, TNF-a ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
varligt ile yag doku hipertrofisi gibi faktorler adiponektin salgisini azaltir. Azalan
adiponektin diizeyleri ise yangisal belirleyicilerin seviyeleri, insulin direnci ve kalp
damar sistemi hastaliklar1 ile iliskilendirilmistir. Bununla birlikte negatif enerji
dengesine bagl olarak artan adiponektin diizeylerinin ayni hastaliklarla olan iligkisi

net olarak tanimlanmamistir (Fantuzzi 2008).

Adiponektin salinimini etkileyen bir¢ok baska endokrin faktér bulunmaktadir.
Bunlar; p-adrenerjik agonistler, osteokalsin, biiylime hormonu, testesteron ve
prolaktindir (Silva ve ark., 2014). Proinflamatuar sitokinler ise adiponektin gen

ekspresyonunu azaltirlar (Lihn ve ark., 2004).

Adiponektin salinimi sirkadiyen bir ritim gosterir ve insanlarda, gece 03:00-
04:00 saatleri arasinda en diisiik seviyesine inerken giindiiz 12:00-14:00 saatleri

arasinda ise dolasimdaki en yiiksek diizeyine ulasir (Scheer ve ark., 2010).
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Adiponektinin, AdipoR1 ve AdipoR2 olarak isimlendirilen iki farkli reseptorii
tespit edilmistir. AdipoR1, daha ¢ok iskelet kasinda bulunur ve MAPK
fosforilasyonu ile aktif hale gelirken, AdipoR2’nin karacigerde daha yogun
bulundugu ve Peroksizom proliferator aktive reseptor alfa (PPAR-a)’nin aktivasyonu

ile iliskili oldugu belirlenmistir (Lee ve ark., 2008).

Son yillarda adiponektin melatonin iligkisi ilizerine arastirmalar yapilmaktadir.
Bu konudaki caligmalarin daha ¢ok enerji metabolizmas: iizerine oldugu
goriilmektedir. Yapilan bir in vitro calismada, melatoninin terminal adiposit
farklilagmast iizerine inhibitdr bir etki gosterdigi ve adiponektin mRNA
ekspresyonlarinda azalmaya yol agtigi belirlenmistir (Alonso-Vale ve ark., 2009,

Zhang ve ark., 2010).

Epidemiyolojik veriler, insiilin direnci, tip 2 diyabet, obezite veya
kardiyovaskiiler hastalig1 bulunan insanlarin dolasimindaki adiponektin diizeylerinin
azaldigini gostermistir (Arita ve ark.,1999; Lindsay ve ark., 2003). Bu hastalik
durumlarinda diisiik plazma adiponektin diizeylerine, adipoz dokuda adiponektin gen
ekspresyonunun azalmasi da eslik eder (Hotta ve ark.,2001; Weyer ve ark., 2001).
Adiponektin gen polimorfizmlerinin, insiilin direnci ve tip 2 diyabet ile birlikte
hipoadiponektinemi ile iligkili olabilecegine dair kanitlar da vardir (Waki ve
ark.,2003). Bu nedenle, diisiik adiponektin ve adiponektin gen varyasyon seviyeleri,

obezite ve insiilin direnci ile iliskili bulunmustur.

Ayrica, adiponektin, monosit/makrofajlarin gogiinii ve vaskiiler duvardaki kopiik
hiicrelerine doniisiimiinii baskilayarak hem inflamatuar siireci hem de aterojenezi

inhibe edebilir (Ouchi ve ark.,2001).
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Tablo 1. Farkli hayvan modellerinde melatonin uygulamasinin adiponektin

tizerindeki etkisi (Szewczyk-Golec ve ark., 2015).

. . Dolasimdaki

Calisma Hayvan Modeli Melatonin Dozu Adiponektin
Agil ve ark. lsilzlzilia%ucker diabetik yagh 10 mg/kg/giin-6 N
(2012) Erkek Zucker yagsiz siganlar hafta —

De Olivera ve Neonatal STZ ile uyarilan
ark. diabetik 1 mg/kg/giin-8 hafta
(2012) erkek Wistar siganlar $

2.3.2. Leptin

Leptin adipositler tarafindan iiretilen, ilk olarak 1994 yilinda kesfedilmis, 16
kDa agirliginda protein yapida bir hormon olup baslica besin alimini ve enerji

harcamasini diizenleyici etkilere sahip bir hormondur (Zhang ve ark., 1994).

Leptinin kesfinden yillar dnce Ingalls ve ark., (1950) dogustan obez farelerde
obeziteye neden olan genetik bir bozukluk (ob/ob) oldugunu tespit etmislerdir. Bu
kesiften yillar sonra, leptin ilk olarak obez ob/ob farelerde ob geninin {iriinii olarak
tanimlanmistir Bu proteine Yunancada Leptos yani zayif anlamina gelen Leptin ad1

verilmistir (Zhang ve ark.,1994).

Adipositler leptin iireten esas hiicreler olmakla birlikte leptinin plasenta, meme
bezi, yumurtalik, iskelet kasi, mide, hipofiz bezi ve lenfoid dokularda da iiretildigi
bilinmektedir (Park ve ark., 2015). Adipositlerden leptin salgilanmasi sirkadiyen bir
ritim gosterir ve bu ritim melatonin salgilanmasi ile benzerdir. Nitekim sabah 08:00-
09:00 saatleri arasinda en diislik seviyeleri gosteren leptin salgisi, giinlin ilerleyen
saatlerinde kademeli olarak artar ve gece 00:00 ve 02:00 saatleri arasinda en yiiksek

diizeye ulasir (Y1ldiz ve ark., 2004).

Adipositlerin leptin iiretme yetenekleri adipoz doku kitlesi ve beslenme
durumuyla yakindan iliskili olup dogru orant1 gosterir. Diger taraftan, viicut kitle
indeksi ile leptin diizeyleri arasinda da bir iliski mevcuttur (Kershaw ve ark., 2004).
Ayrica, cinsiyet hormonlari, insiilin, glukortikoidler, katekolaminler ve sitokinler
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gibi bir cok hormon leptin diizeylerini etkiler (Kershaw ve ark., 2004, Dardeno ve

ark., 2010).

Leptin eksikligi ob/ob farelerde incelenmis ve diisiik enerji tiiketimi ile artan
enerji alimi seklinde bir tablonun ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu tablonun hiperfaji ve
6liimciil obezitenin nedeni oldugu diisliniilmiistiir. Nitekim, dogustan ob/ob farelerde
leptin ilavesi ile istahin azalmasi ve kilo kayb1 saglanabilmistir (Campfield ve ark.,
1995). Insanlarda, konjenital leptin eksikligi ile insiilin direnci, glukoz intoleransi ve
siddetli obezite bulgular1 ortaya ¢ikmakta, leptin replesman tedavisi yapildiginda bu

durumun diizeldigi bilinmektedir (Farooqi ve ark., 2002).

Leptin, glukoz metabolizmas: iizerinde insiiline benzer etkiler gosterir. Farelerde
yapilan bir ¢caligmada Tip-1 diyatbette hiperglisemiyi azaltmak icin potansiyel tedavi
araci olarak olarak diistiniilmiistiir (Wang ve ark., 2010). Ayrica leptin, serbest yag
asitlerinin oksidasyonunun artisina katkida bulunarak adenozin monofosfat aktive
protein kinaz (AMPK) yolu ile farelerde insiilin duyarliligin1 arttirir, boylece iskelet
kas1 ve karacigerde lipitlerin ektopik birikmesini de azaltir (Minokoshi ve ark.,
2002).

Leptin merkezi ve periferal etkilerini Ob-R olarak tanimlanan reseptoriine
baglanarak gosterir. Ob-R reseptorii esas olarak istahin kontroliine katilan
dorsomedial ve ventromedial hipotalamik ¢ekirdekte tanimlanmistir. Ancak leptin
reseptOrii ayn1 zamanda, adipoz doku, iskelet kasi, karaciger, pankreas beta hiicreleri,
mononiikleer kan hiicreleri, endotelyal hiicreler olmak iizere bir¢ok periferal dokuda
bulunmaktadir. Bu nedenle leptin, pro-inflamatuvar sitokinlerin iiretimini immun ve

endotel hiicreler diizeyinde uyaran bir hormon olarak ta bilinir (Cao 2014).

Melatonin ve leptin iliskisini arastiran bir ¢ok ¢aligma yapilmis olup, melatonin
uygulamasinin  sicanlarda serum leptin seviyelerini azalttifi  bilinmektedir
(Mastronardi ve ark., 2000, Wolden-Honsen ve ark.,2000; Agil ve ark.,2012).
Melatonin verilmesi leptin diizeyini azaltirken ayni1 zamanda, viicut agirligini, karin
ici yaglanmayr ve tokluk plazma insiilin diizeylerini de azalttigi gozlenmistir
(Wolden-Hanson ve ark., 2000). Ayrica, pinealektomi leptin salgilanmasinin
sirkadiyen ritmi {izerinde bariz bir degisiklige neden olmazken, dolasimdaki leptin

konsantrasyonlarinda artisa neden olmustur (Canpolat ve ark., 2001). Melatoninin
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leptin tiizerine olan etkisinin adipositlerde yag asit transportunu engelleyerek
gerceklestirdigi bilinmektedir. Nitekim, pinealektomi sonrasi, adipositlerde artan
yag asit transportu nedeniyle dolagimdaki leptin saliniminin arttig1 ve igme suyuna
melatonin ilavesinin toplam viicut yagindan bagimsiz olarak plazma leptin

seviyelerini azalttig1 belirlenmistir (Wolden-Hanson ve ark., 2000).

Tablo 2. Hayvan modellerinde melatonin uygulamasinin leptin tizerindeki etkisi

(Szewczyk-Golec ve ark., 2015).

Dolasimdaki

Calisma Hayvan Modeli Melatonin Dozu Leptin

&

Canpolat ve Yetiskin erkek Wistar 0.5 mg/kg-7 giin
ark. (2001) sicanlar (09:00-10:00)

Pinealektomili yetiskin
Wistar sicanlar

Wolden- Orta yas erkek Sprague-  0.4pg/mL- 12,24
Hanson ve Dawley sicanlar hafta (igme suyuna)
ark. (2000) Y "

0.4pug/mL-10,48
hafta

4.0ng/mL-10,48
hafta

Rasmussen ve  Orta yas erkek Sprague-
ark. (1999) Dawley si¢anlar

“Ce & ¢

2.3.3. Visfatin

Visfatin, 52 Kda agirliginda olup, PBEF olarak ta isimlendirilen bir hormondur.
Visfatin ilk olarak periferal kan lenfositlerinde lenfositlerden salinan sitokin benzeri
molekiiller arastirilirken kesfedilmistir. Pre-B-hiicre koloni-artiric1 faktor (pre-B cell
colony-enhancing factor: PBEF) olarak adlandirilmasinin sebebi ise, bulunan bu
molekiilin B hiicre Onciillerinin matiirasyonunda interlokin-7 ve kok hiicre
faktoriiniin etkilerini arttirmasidir (Samal ve ark., 1994). Ayrica, subkutan adipoz
doku ile karsilastirildiginda visseral adipoz dokuda yiiksek bulunmasi sebebiyle bu

yeni adipokinin ad1 visfatin olarak tanimlanmigtir (Fukuhara ve ark., 2005).
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Visfatin yag doku ve lenfositlerin yanisira monosit, nétrofil, hepatosit, iskelet
kas1 ve pnomositlerde de sentezlenmektedir (Kukla ve ark., 2011). Plazmadaki
visfatinlerin kaynag1 olarak lokositler ve 6zellikle de grantilositler gosterilmektedir

(Friebe ve ark., 2011).

Visfatinin iki farkli formda bulunmaktadir. Bunlardan, intraseliiler formu; NAD-
bagimli enzimlerin aktivitesinin silirdiiriilmesinde temel bir rol oynarken, besin
allmma yanit ve hayatta kalma gibi hiicresel metabolizma olaylarinin da
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Ekstraselliiler formu ise, hem adipoz doku hem
de farkli hiicre tipleri tarafindan sentezlenmektedit ve bu sekilde endokrin/ parakrin

etkiler gosterebilmektedir (Peird ve ark., 2010).

PBEF veya visfatin olarak da bilinen nikotinamid fosforibosiltransferaz
(Nampt), salgilanmis bir enzim ve bir sistemik NAD kaynagidir. Yazarlar, Nampt
aracili NAD sentezinin, B hiicre fonksiyonu ic¢in gerekli oldugunu, metabolik
hastaliklarin patofizyolojisi hakkinda yeni bilgiler sagladigini bildirmektedirler
(Tanaka ve Nabeshima 2007).

oy v Pankreaukrﬁrhucrelen Kas
Dokt 4 B Nicotinamide g : ; _ilqkoz Karaciger
A Nampt/ | i
P | PREF/ NMN - NAD ——>{Insuln J—> Adipoz
visfatin ' Nmnat SIRT1? ‘ doku
Diger ' I3
dokular ? ol
' dokular

Sekil 6. Insiilin salintminin Nampt/PBEF /visfatin ile kontrolii (Tanaka ve Nabeshima

2007).

Adipoz dokudan salgilanan Nampt/PBEF/visfatin plazmada nikotinamidi
NMN'ye dontstiiriir. Tanimlanamayan bir mekanizma ile plazma membranini gecen
NMN, Nmnat tarafindan intraseliller olarak NAD'ye  doniistiiriliir.
Nampt/PBEF/visfatin tarafindan salgilanan 8 hiicre NAD kaynagi, glikoz ile uyarilan
insiilin sekresyonunda 6nemli bir rol oynar. NAD-bagimli deasetilaz SIRT1, NAD
seviyesini ve insiilin sekresyonunu arasindaki iliskiyi saglayan bir aday molekiil
olabilir. B hiicrelerinden salinan insiilin, kas, karaciger ve adipoz doku iizerinde etki

gosterir (Tanaka ve Nabeshima 2007).
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Visfatin, inflamasyonda onemli bir araci molekiil olarak diisiiniilmektedir.
Ciinkii rekombinant visfatinin, insan monositlerinde hem anti-inflamatuar (IL-10 ve
IL-1 reseptdr antagonisti) hem de pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1 ve IL-6)
tretimini doza bagimli olarak uyardigi belirlenmistir. Rekombinant visfatinin
farelere introperitoneal enjeksiyonlar1 sonrasinda, ince bagirsak dolasimindaki IL-6
seviyeleri ve IL-6 mRNA ekspresyonlarini anlamli oranda yiiksek bulunmustur

(Moschen ve ark., 2007).

Jia ve ark., (2004) visfatinin yangisal uyarilara baglh olarak nétrofiller tarafindan
sentezlenip, dolasima verildigini ve apoptozu inhibe edici etkisinin oldugunu
bildirmislerdir. Visfatinin, kritik septik hastalardan elde edilen noétrofillerde yiiksek
diizeyde eksprese oldugu ve klinik sepsiste uzun siireli notrofil sagkalimina katkida
bulundugu gosterilmistir. Busso ve ark., (2008) 16kositler ile visfatin ve inflamatuar
sitokinlerin salgilanmasi arasinda bir baglant1 oldugunu gdstermislerdir. Rongvaux
ve ark., (2002) ise visfatinin bagisiklik sistemi hiicrelerinde, enflamasyon gibi stresli

durumlarda hayatta kalma yetenegine sahip olabilecegini gostermislerdir.

Pre-B hiicre kolonisi arttirici faktér ya da nikotinamid fosforibosiltransferaz
olarak bilinen visfatin, inflamatuar ve metabolik durumlarda Onemli rol
oynamaktadir (Luk ve ark., 2008). Visfatinin, adipoz doku ve karacigerde,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik hepatitis, tip-2 diyabet gibi c¢esitli kronik
hataliklarda pro-inflamatuar etkileri vardir (Moschen ve ark., 2011). Ayrica,
visfatinin akut inflamatuar durumlarda miyokart ve akciger hasarini diizenledigi,
visfatin inhibisyonunun bu bozukluklar1 azalttig1 rapor edilmistir (Liu ve ark., 2013;

Moreno-Vinasco ve ark., 2014).

2.3.4. Resistin

Resistin, siganlarda adipositler tarafindan iiretilen 12 kDa agirliginda, polipeptid
yapisinda, sisteinden zengin bir peptid olup, insanlarda immunokompetent hiicreleri
tarafindan sentezlenir. Resistin, resistin benzeri molekiiller (RELMs) ailesine aittir,

ayrica ‘inflamatuar bdlgede bulunan’’found in inflamator zone’ (FIZZ) olarak da
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bilinir. Bir hipoteze gdre resistin ve artan seviyeleri, obezitede insiilin direncine yol

acar (Steppan ve ark., 2001).

Farelerde RELMs ailesinin 4 iiyesi vardir, bunlar; Resistin, RELMa, RELMJ ve
RELMy’dir. Bunlardan sadece Resistin ve RELM insanlarda bulunur. Fare resistin
geni 8. kromozomda ve insan resistin geni ise 19. kromozomda lokalizedir. Fare ve
insanda resistin, aminoasit seviyesinde benzerligi % 59, mRNA seviyesinde dizi

benzerligi ise % 64.4’tiir (Steppan ve Lazar 2004).

Resistin salinimi inflamasyon, hiperglisemi, lipopolisakkarit, IL- 6 ve biiylime
hormonu ile stimiile edilir (Guzik ve ark., 2006; Furugen ve ark., 2008).
Lipopolisakkaritler (LPS) resistin gen ekspresyonunu arttirir (Silswal ve ark., 2005).
Ayrica resistin, adipositlere etki ederek insiilin direncine sebep olur (Guzik ve

ark.,20006).

Resistinin astimda steroid duyarli fenotip bir belirteg olabilecegi ileri
stirtiilmiistiir (Leivo-Korpela ve ark., 2011). Resistin, sitokinlerin (IL-6,TNF-a ve NF-

kB) gelismis aktivasyonunun araciligi ile inflamasyonu arttirabilir (Stofkova 2010).

Cesitli ¢alismalar, inflamatuar uyaranlara resistin iiretiminin aracilik ettigini
gostermektedir. Resistin, farelerde LPS ile indiiklenen karaciger hasarinda nekrozu
ve hepatik inflamasyonu arttirmistir. Resistin, kronik inflamatuar ve otoimmun
hastaliklarda o6nemli rol oynamaktadir (Konrad ve ark., 2007). Resistinin
dolasimdaki artan diizeyleri kronik pankreatisli hastalarda gozlenmistir, pankreas

fibroz gelismesinde etkisinin oldugu da 6ne siiriilmektedir (Adrych ve ark., 2008).
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Tablo 3. Sepsis ve resistin arasindaki iliskiye dair bazi bulgular.

Calisma Calisma Grubu Dolasimdaki Resistin

Intraabdominal t

Yilmaz ve ark. sepsisli hastalar

(2014)
Reilly ve ark. Koroner t
(2005) aterosklerozlu

hastalar
Sundén-Cullberg Sepsis ve septik t
(2007) soklu hastalar

2.4. Sepsis

Sepsis ve sepsise bagli ¢oklu organ yetmezligi giinlimiizde insan hayatin1 tehdit
eden en Onemli saglik sorunlarindan bir tanesidir. Yapilan klinik ¢aligmalar ve
arastirmalara ragmen, sepsisin patofizyolojisi tam olarak ortaya konulmamistir. Her
yil milyonlarca hastay1 etkisi altina alan, sepsis ve septik sok, saglik hizmetlerinde

ciddi sorunlara neden olmaktadir (Dellinger ve ark., 2013).

Hastaneki 6liim nedenlerinden en dnemlilerinden birisi sepsistir. Hatta sepsisin
miyokard enfarktiisii nedeni ile 0len hasta sayisina yakin seyrettigi bilinmektedir

(Angus ve ark., 2001).

Sepsis, sistemik inflamatuar yanit sendromu (SIRS) olarak da seyretmektedir.
Bunu agir organ disfonksiyonu takip eder, bu da diisiik kan basincindan
kaynaklanmaktadir. Laktik asidoz nedeniyle biling bulanikligina ve idrar liretiminde
azalma ile organlardaki kan akimi azalir. Siddetli sepsiste, organ yetmezligi,
hipotansiyon (SKB <90 mmHg veya baglangica gére <40 mmHg azalma), metabolik
asidoz, hipoksemi, oligiiri, obtundasyon ve trombesitopeni ortaya ¢ikmakatdir

(Studnek ve ark., 2012).
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2.4.1. Sepsiste Deneysel Modeller
2.4.1.1. Lipopolisakkarid ile Olusturulan Septik Sok Modelleri

Lipopolisakkarit gram negatif bakterilerden elde edilir ve septik sok
modellerinde kullanilir. Literatiirde endotoksin ve LPS ayni anlamlarda olsa da
aralarinda fark bulunmaktadir. LPS saflagtinlmis glikolipid yapiya sahiptir.
Endotoksinin iceriginde polisakkarid lipoproteinler, diisiik diizeyde hiicre duvari
proteinleri, ve lipidler bulunmaktadir. LPS’nin toksisitesi icerdigi lipid A yapisindan

kaynaklanir (Iskit 2005).

Toz halindeki LPS deneysel caligmalarda, suda ¢oziinerek deney hayvanlarina
intraperitonel ya da intravendz, tek doz veya inflizyon olarak uygulanir. Literatiirlere
gore 1 mg/kg ve 80- 100 mg/kg gibi genis bir doz araligina sahiptir (Iskit ve ark.,
1999; Baykal ve ark., 2000).

2.4.1.2. Cekal Baglama ve Delme Modeli [Cecal Ligation and Puncture (CLP)]

Bu model sicanlar, fare ve koyunlar iizerinde uygulanmistir. Anestezi altindaki
hayvanlarda, ¢ekumun gecisini bozmadan standart bir iplikle baglanarak, standart
enjektor ignesi ile bir veya iki yerinden delinip ¢ekumun izole edilmesi temeline
dayanir. Islem sonrasinda batin kapatilarak hayvanlarm agirligina gére cilt altia sivi

verilir (Baker ve ark., 1983; Yang ve ark., 2002).

CLP ile olusturulan sepsis modellerinin uygulamasi kolay ve ucuz olmasimin
yanisira, diger modellerden farkli olarak, ¢esitli mikroorganizmalarin gozlemlendigi
septik sok tablosu goriiliir. Klinikteki sepsis tablosuna benzer bir model olusur (Iskit

2005).

2.4.1.3. Canh Bakterinin Damar i¢cine veya Periton Icine Uygulanmas
Intravendz olarak E.coli ile olusturulmus bir¢ok model mevcut olmakla birlikte,

tek seferde veya infiizyon ile bakteriler verilebilir. Periton igerisine canli bakteri

uygulanmasi sicanlarda 24 saat icerisinde % 100 oliimle sonuglanmaktadir (Iskit

2005).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari ve Deney Ortami

Bu ¢alisma Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onayr (05.11.2014 toplant1 tarihli ve 2014-11-15 sayili karari) ile
yiiriitilmiis olup arastirmanin hayvan deneyleri bolimii Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi  Deneysel — Arastirmalar  Uygulama ve  Arastirma  Merkezi
Laboratuvarlarinda (COMUDAM) gergeklestirilmistir.

Aragtirmada COMUDAM’dan temin edilen 4-5 aylik, 200-300 gr agirliginda
Wistar Albino 1rki toplam 36 adet erkek eriskin sican kullanildi. Deneysel siireg
boyunca tiim sicanlar 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ve ortam sicakligi 22 °C
olacak sekilde ayarlanan ortamlarda barindirildi. Siganlarin beslenmesinde standart

ticari pellet yemi ve sehir icme suyu kullanildi. Yem ve su ad libitum olarak verildi.

3.2. Deney Gruplarin Olusturulmasi

Gruplar olusturulmadan once tiim sicanlar tartildi. Gruplar agirliklar1 dikkate
almarak her grupta 12 sican olacak sekilde olusturuldu. Tim gruplarda uygulama

stiresi 31 giin olarak belirlendi. Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.

1. GRUP (SHAM- PLT+ SHAM-CLP; n=12): Bu gruba pinealektomi islemi
yapilmis olan gruplardaki tiim cerrahi islemler uygulandi ancak sadece pineal bez
cikarilmadi. Ayrica, ¢ekal baglama ve delme islemi yapilmis gruplardaki tiim cerrahi

islemler uyguland1 ancak ¢ekum delinmedi.

2. GRUP (PLT+ CLP; n=12): Bu gruba pinealektomi operasyonu yapildi ve
CLP yapilarak sepsis modeli olusturuldu.

3. GRUP ( SHAM PLT+ CLP; n=12): Bu gruba pinealektomi islemi yapilmis
olan gruplardaki tiim cerrahi islemler uygulandi ancak sadece pineal bez ¢ikarilmada.

CLP operasyonu yapilarak sepsis modeli olusturuldu.
3.3. Yontem

Gruplarda uygulanan islemlerin ayrintilar1 asagida belirtilmistir.
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3.3.1. Hayvanlar Uzerinde Yapilan Uygulamalar
3.3.1.1. Anestezi islemi

Pinealektomi ve CLP operasyonu, genel anestezi altinda gerceklestirildi. Bu
amacla ketamin (60 mg/kg; ketalar) ve ksilazin (5 mg/kg; rompun) kullanilarak
sicanlar genel anesteziye alind1 (Aydin ve ark., 2008). Siganlarin anesteziye girisi

refleks kontrolii yapilarak belirlendi.
3.3.1.2. Pinealektomi Operasyonunun Yapilmasi

Pinealektomi operasyonu PLT grubuna yapildi. Anestezi sonrasinda ilk olarak
ratlarin kafa derisi traslandi. Daha sonra, kafatasinin iist kismindan 3cm’lik bir deri
insizyonuyla cilt acildi. Sonrasinda siganin kafatasindaki lambda-bragma bolgeleri
goriiniir hale getirildi. Kafatasinda dis¢i turu yardimiyla lambda boélgesinden 3-5 mm
capinda agilan daireden kafatasi kemigi bir forseple tutularak kaldirild1 ve yaklagik
60° lik bir acidan ince uglu bir forseple pineal bezin bulundugu bdélgeye girilerek
pineal bez sap kismindan tutularak alindi (Canpolat ve ark., 2001). Muhtemel
kanamalara karst soguk suya daldirilmis kiiclik ebattaki pamuklarla tampon
uygulamasi yapildi ve olusabilecek olan kanamalar engellendikten sonra deri

dikilerek kapatildi (Resim 1 A-D).

SHAM PLT gruplarina ise pinealektomi operasyonu forseple pineal bezin
alimmasima kadar ayni protokolde ve ayni hassasiyette yapildi fakat bu kisimda
forseple pineal bezin sap kismindan tutularak ¢ikarilmasi islemi gergeklestirilmedi.
Her operasyondan sonra deri insizyonu dikilerek kapatildi ve pinealektomi
operasyonu Yyapilarak pineal bezleri alinan ratlarin 30 giin siireyle iyilesmeleri

beklendikten sonra deneysel asamaya gecildi.
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Resim 1. Pinealektomi operasyonunun yapilmasi. A: Disci turu yardimiyla
kafatasinin agilmasi, B: Ince uglu forseple pineal bezin alinmasi. C: Sap kismiyla
birlikte alinan pineal bez, D: Operasyonun ardindan yaranin 3/0 emilebilir steril ipek

suturla dikilmesi.

3.3.1.3. Cekal Baglama ve Delme Modelinin Yapilmasi

Sicanlar pinealektomi operasyonunda yapilan sekliyle anesteziye edildi.
Anestezi islemi sonrasi ilk olarak karin bolgesi tiras edildi ve tirag sonrasi % 10’ luk
povidiniodine ile karin duvari bakteriyel kontaminasyon olmamasi i¢in dezenfekte
edildi. Daha sonra karin orta hatta 2 cm’lik kesi yapilarak ¢cekum izole edildi,
ileogekal valfin hemen distalinde 3-0 ipek iplik ile baglandi. Igne ile (18 gauge)
¢ekum 2 farkli yerden delindi ve delindikten sonra diski disar1 ¢ikana kadar

sikistirildi. Daha sonra karin duvari dikildi, sicanlar postoperatif bireysel kafeslere
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alind1. Anesteziden ¢iktig1 belirlenen siganlar normal kafeslerine alind1 (Olguner ve

ark., 2013; Xu ve ark., 2013).

Resim 2. Cekal baglama ve delme modelinin yapilmasi; karin orta hatta 2 cm kesi
yapilarak, ileocekalvalfin distalinde 2 farkli yerden delinerek, 3/0 emilebilir steril

ipek siiturla baglanmasi.
3.3.1.4. Doku Orneklerinin Alinmasi

(Cekal baglama delme operasyonu sonrasinda genel anesteziye alinan siganlardan
rastgele 6 tanesi segilerek 12. Saatte kalan 6 tanesi ise 24. Saatte dekapite edildi.
Dekapitasyon sonrasi hizlica adipoz doku ornekleri alindi. Her bir gruba ait
siganlardan alinan adipoz doku 6rnegi dogrudan sivi nitrojen igerisine atilarak hizla
donmalar1 saglandi. Tiim dokular uygun kosullarda alindiktan sonra genetik analizler

yapilincaya kadar -80°C’de saklandh.

3.4. Genetik Analiz

3.4.1. Total RNA izolasyonu

Deneysel siirecin sonunda her bir gruba ait siganlardan alinarak -80 °C’de
bekletilen doku orneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Bu amagla dokulardan
yaklasik 25 mg alinarak homojenizatérde (Qiagen Tissue Lyser) homojenize edildi.
Homojenize edilen dokular 2 ml’lik steril tiiplere alind1 ve her birine bir adet steril
celik konulduktan sonra cihaza yerlestirilerek dokularin homojenize edilmesi
saglandi. Elde edilen homojenatlardan Ambion PureLink RNA MiniKit (Katalog No:
12183018A, Life Tecnologies, ABD) kullanilarak manuel yolla total RNA
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izolasyonu yapildi. Total RNA’larin kalite ve miktar tayini NanoDrop-1000
Spectrophometer cihazi kullanilarak gergeklestirildi ve sonrasinda 6rnekler -80 °C’de

saklandi.
3.4.2. cDNA Eldesi

Izole edilen RNA’lar ¢alisma yapilincaya kadar -80 °C’de bekletildi. Daha sonra
spektrofotometre de Ol¢iimii yapilan RNA’larin yogunluguna gore steril 0.2 ml’lik
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tiiplerine konuldu. cDNA eldesi manuel olarak kit
yardimiyla yapild1 (High Capacity cDNA Revere Transcription Kit, 200 reaction,
ABD).

Total RNA orneklerinden cDNA eldesi isleminin yapilabilmesi i¢in asagidaki
protokol uygulandi;

Tablo 4. cDNA Sentez Protokolu

Bilesenler Ornek Basina Hacim

10x Buffer 2ul

dNTP 0.8 ul

Random Primer 2ul

Enzim Il

Su 4.2 ul

RNA 10 pl
TOPLAM 20 ul

Hazirlanan bu karisim PCR tiiplerine dagitildi ve asagida verilen uygun sartlar
altinda PCR cihazinda calisildi (The Applied Biosystems® Veriti® 96-Well PCR).
Orneklerden cDNA eldesi igin PCR cihazinda asagida verilen protokol uygulandi.
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Tablo 5. PCR Kosullar

Sicakhik Zaman
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85 °C 5 dk
4 °C 0

3.4.3. Primer Dizileri

Belirlenen genler i¢in Tablo 6°da belirtilen primer dizileri hazirland1 ve ¢aligildi.

Tablo 6 . Ekspresyon seviyeleri bakilan genlere ait primer dizileri.

GEN Dizi
Adiponektin | Forward TGTTGGAATGACAGGAGCTGAA
Reverse CACTGAACGCTGAGCGATACA
Resistin Forward CCTTTTCTTCCTTGTCCCTGAA
Reverse ACAGGGAGTTGAAGTCTTGTTTGAT
Visfatin Forward TTTTGAACACATAGTAACACAGTTCTCATC
Reverse GGTCTTCACCCCATATTTTCTCA
Leptin Forward CAGCCTGCCTTCCCAAAA
Reverse CATCCAGGCTCTCTGGCTTCT
B-actin Forward GATATCGCTGCGCTCGTC
Reverse TGGGGTACTTCAGGGTCAGG
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3.4.4. Real Time PCR (qRT-PCR) Uygulamasi

Cogaltilan cDNA ornekleri quantitative Real-Time PCR
(LightCycler®480,Roche) calismasi i¢in kullanildi. Syber Green kullanilarak gen
ekspresyon seviyeleri analiz edildi (Power SYBR Green PCR Master Mix, 5 ml,
Applied Biosystems, Ingiltere). cDNA &rneklerinden belirlenen genlerin ekspresyon

i¢cin asagida verilen protokol uygulandi.

Tablo 7. Real Time PCR Malzeme Miktarlari

Bilesenler Ornek Basina Hacim
SyberGreen Master Mix 10 pl
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 ul
RNAse Free Su 7 ul
cDNA 2 ul
Toplam 20 ul

gRT-PCR yonteminde gen ifade diizeylerine bakilan adiponektin, leptin, visfatin
ve resistin genlerinin normalizasyonu hamarat (housekeeping gene) gen olan B-actin

geni ile yapildu.

Tablo 8. qRT-PCR Sentez Basamak Ayarlari

Basamagin Adi  Dongii Sayist Zaman Sicaklik (°C)
Hold 1 2 dk 50
15 sn 95
Dongii 40 2 dk 95
E 1 1 dk 60

31



3.5. istatistiksel Analiz

Genetik analizler icin qRT- PCR yonteminde elde edilen CP (Crossing points)
degerleri diizenlendi. qRT-PCR sonuglarina istatistiksel analiz yapilirken 2 “P
formiilii kullanildi. (ACp= Hedef gen — Referans Gen; Livak ve Schmittgen, 2001).
Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada sicanlardan SHAM (1. Grup) PLT+CLP (2. Grup) ve SHAM
PLT+CLP (3. Grup) olmak iizere toplam 3 ana grup olusturuldu ve calisma bu
gruplar lizerinde yiriitiildi. Bu gruplarin her birinden ¢alismanin 12. ve 24.
saatlerinde rastgele secilen 18 sicandan 2 farkli alt grup daha olusturuldu. Tiim
caligma gruplar i¢in toplamda 36 adet sican kullanildi. Deneysel siirecin sonunda
tim gruplardaki siganlardan adipoz doku oOrnekleri alinarak adiponektin, leptin,
visfatin ve resistin hormonlar1 gen ekspresyonlar1 diizeyleri arastirildi. Caligmaya
alian tiim sicanlar ¢alismay1 saglikli bir sekilde tamamladi ve arastirma sonucunu

etkileyecek herhangi bir olumsuzlukla karsilagilmadi.

4.1. Gen Ekspresyon Analiz Sonuc¢lari
4.1.1. Adiponektin, Leptin, Resistin ve Visfatin Gen Ekspresyonu
Degerlerindeki Grup ici Degisimler

Dort farkli hormon i¢in 1. grupta belirlenen gen ekspresyonu degerleri ve
saatlere gore degisimleri Sekil 7 ve Tablo 9’da gosterilmistir. Elde edilen degerler
incelendiginde ACP degerleri acgisindan adiponektin ekspresyon degerlerinin yiiksek
oldugu, leptin, visfatin ve resistin degerlerinin ise birbirlerine yakin degerler
gosterdigi anlasilmaktadir.

Adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyon diizeyleri agisindan 1.
gruptaki veriler saatlere gore degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli bir
degisim saptanmistir. Ancak adiponektinin 12. ve 24. saatte belirlenen gen
ekspresyon degerlerinin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyon degerlerine gore
en yuksek diizeyi gosterdigi belirlenmis olup, leptin ve visfatin gen ekspresyon

degerlerinin daha diisiik diizeyde oldugu anlasilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. 1. grupta adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu
degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimlerinin grafiksel gosterimi (APN;
Adiponektin).

Tablo 9. 1. grupta adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu A-CT

degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimleri.

Grup 1 Gen Ekspresyonu Diizeyleri (ACT)

Hormon 12.saat 24.saat
Adiponektin 2.07+1.37 3.28+1.37
Leptin 0.46+0.5 0.36+0.5
Visfatin 0.69+0.39 0.41+0.39
Resistin 0.15+0.9 2.08+0.9

Grup 1’e ait, yag doku adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu
diizeyleri incelendiginde, adiponektin’in 12. saatte 2.07 diizeyinde olan degerin 24.
saatte 3.28 seviyesine ulastig1 anlasilmistir. Leptin ve visfatin’in ise birbirine benzer
degerlerde oldugu ve cok az artig gosterdigi goriilmiistiir. Resistin’in ise 1. grupta 12.
saatte 0.15 diizeyinde olan degerin yaklasik 2 kati artarak 24. saatte 2.08 seviyesine
ulastig1 saptanmistir. Ancak 1. grupta bu degisimlerin istatistiksel olarak anlaml

olmadig1 belirlenmistir (Tablo 9).
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Grup 2’ye ait yag doku adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu
degerlerinin 1. grupta ortaya ¢ikan degisimlere gore farkli oldugu goriilmiistiir. Bu
grupta adiponektin, leptin ve resistin gen ekspresyonu diizeyleri pozitif bir deger
gostermisken, visfatin gen ekspresyonu degerlerinde negatif bir sonug¢ ortaya

cikmistir (Sekil 8).

Gen Ekspiresyonu

< = W 12.saat

2 |
] 24.saat
0 .

APN Leptin tin Resistin

Sekil 8. 2. grupta adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu
degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimlerinin grafiksel gosterimi (APN;
Adiponektin).

Tablo 10. 2. grupta adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu A-CT

degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimleri.

Grup 2 Gen Ekspresyonu Diizeyleri (ACT)

Hormon 12.saat 24.saat
Adiponektin 2.04+1.37 2.56+1.37

Leptin 2.04+0.5 4.81+0.5
Visfatin -2.53+0.39 -1.27+0.39

Resistin 6.15+0.9 6.05+0.9
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2. grupta adiponektin ve resistin gen ekspresyon diizeyleri agisindan 12. ve 24.
saatlerde benzer diizeyleri gosterirken, leptin gen ekspresyonu 2.04 diizeyinden 2
kat1 yiiksek deger gostererek 4.81 diizeye ulagsmistir. Visfatin gen ekspresyonunun

ise tam tersi -2.53 diizeyinden -1.27 diizeye yiikseldigi goriilmiistiir (Tablo 10).

Adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu degerleri acisindan 3.
grubun 1. ve 2. gruba gore farkliliklar gosterdigi anlasilmaktadir. Nitekim her iki
gruba gore en diisiik adiponektin gen ekspresyou bu grupta ortaya ¢ikmistir. Leptin
ve visfatin ile ilgili degerler 1. gruba benzer sekilde ortaya ¢ikmistir (Sekil 9).

9
Gen Ekspiresyonu
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I W 12.saat
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< 24 .saat
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APN Leptin Visfatin Resistin
-3

Sekil 9. 3. grupta adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu
degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimlerinin grafiksel gosterimi (APN;
Adiponektin).
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Tablo 11. 3. grupta, adiponektin, leptin, visfatin ve resistin gen ekspresyonu

degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimlerinin grafiksel gosterimi.

Grup 3 Gen Ekspresyon Diizeyleri (ACT)

Hormon 12.saat 24.saat
Adiponektin 1.05+1.37 -0.19+1.37
Leptin 5.36+0.5 6+0.5
Visfatin -0.22+0.39 0.47+0.39
Resistin 5.26+0.9 3.85+0.9

Grup 3’te adiponektin gen ekspresyonu 12. saatte 1.05 diizeyinden, 24. saatte -
0.19 diizeyine diiserek en diisiik degeri goOstermistir. Leptin ve visfatin benzer
diizeyler gosterirken, resistinin 12. saatte 5.26 diizeyinden 24. saatte 3.85 diizeyine

indigi gozlemlenmistir (Tablo 11).

4.1.2. Adiponektin Gen Ekspresyon Degerlerinin Gruplar Arasi ve Zamana

Gore Karsilastirilmasi

Adiponektinin gruplar arasindaki degisimlerine bakildiginda birbirlerinden farkli
sonuclar elde edilmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga
rastlanmamistir. Adiponektin gen ekspresyonu agisindan 1. ve 2. Grupta en yiiksek

deger 24. saatte gozlenmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Adiponektin gen ekspresyon degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki

degisimlerinin gruplar arasindaki dagiliminin grafiksel gosterimi.

Adiponektin gen ekspresyonunun 1. grupta 24. saatte 3.28 diizeyinde oldugu
ancak 2. grupta azalarak 2.56 diizeyine diistiigii saptanmustir. 3 grupta ise 24. saatte
0.19 seviyesine indigi gozlenmistir. Gruplar arasindaki degerlerde belirlenen

farkliliga ragmen istatististiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir (Tablo 12).

Tablo 12. Gruplar aras1 12. ve 24. saatlerde adiponektin gen ekpresyon

degerlerindeki degisim.

Adiponektin Gen Ekspresyon Diizeyleri (ACP)

Hormon 12.saat 24.saat
SHAM 2.07+1.37 3.28+1.37
PLT-CLP 2.04+1.37 2.56+1.37
SHAM PLT-CLP 1.05+1.37 -0.19+1.37
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4.1.3. Leptin Gen Ekspresyon Degerlerinin Gruplar Arasi ve Zamana Gore

Karsilastirilmasi

Ekspresyon seviyeleri arastirilan leptin gen ailesinin CP degerleri
incelendiginde; hem grup 2 hem de grup 3’lin 12. ve 24. saat degerlerinin grup 1’e

gore anlamli diizeyde yliksek oldugu belirlenmistir (p<0.001).

9
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Sekil 11. Leptin gen ekspresyon degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimlerinin

gruplar arasindaki dagiliminin grafiksel gosterimi (*** p<0.001).

Grup 1°de 0.46 olan leptin gen ekspresyon degeri 24. saatte 0.36 olarak
belirlenmistir. Ayn1 degerin 2. grupta 4.09-4.81 ve 3.grupta ise 5.36-6 araliginda
degistigi goriilmektedir (Tablo 13).
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Tablo 13. Gruplar aras1 12. ve 24. saatlerde leptin gen ekpresyon degerlerindeki
degisim (ayn1 siitunda farkli harflerle ifade edilen degerler birbirlerinden istatistiksel

olarak farkli, p<0.001).

Leptin Gen Ekspresyon Diizeyleri (ACP)

Hormon 12.saat 24.saat
SHAM 0.46+0.53* 0.36+0.53°
PLT-CLP 4.09+0.53" 4.81+0.53°

SHAM PLT-CLP 5.36+0.53" 6+0.53°

4.1.4. Visfatin Gen Ekspresyon Degerlerinin Gruplar Arasi1 ve Zamana Gore

Karsilastirilmasi

Ekspresyon seviyeleri arastirilan visfatin gen ailesinin CP degerleri
incelendiginde ekspresyon seviyelerinin adiponektin ve leptin gruplarindaki artan
ekspresyonlarinin aksine grup 1 ve grup 2’nin 12. saatleri karsilastirildiginda
visfatinin gen ekspresyon degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Grup 2’nin 12. ve 24. saatleriarasindaki fark istatistiksel agidan

incelendiginde anlamli bulunmustur.
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Sekil 12. Visfatin gen ekspresyon degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimlerinin

gruplar arasindaki dagiliminin grafiksel gosterimi (*p<0.05, ***p<0.001).

Visfatin gen ekspresyonu grup 1’de 12. saatte 0.69 diizeyinde iken grup 2’de -
2.53 degerinde oldugu goriilmiis olup istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu
saptanmistir (p<0.001). Grup 2’nin 12. saatinde -2.53 olan degerinin ise 24. saatte -
1.27 oldugu saptanmistir (Tablo 14; p<0.05).

Tablo 14. Gruplar aras1 12. ve 24. saatlerde visfatinin gen ekpresyon dagilim grafigi.
(aym siitunda farkli harflerle ifade edilen degerler birbirlerinden istatistiksel olarak
farkli, p<0.001).

Visfatin Gen Ekspresyon Diizeyleri (ACP)

Hormon 12.saat 24.saat
SHAM 0.69+0.39? 0.41+0.39°
PLT-CLP -2.53+0.39° -1.27+0.39°
SHAM PLT-CLP -0.22+0.39*¢ 0.47+0.39 *¢
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4.1.5. Resistin Gen Ekspresyon Degerlerinin Gruplar Arasi1 ve Zamana Gore

Karsilastirilmasi

Ekspresyon seviyeleri arastirilan resistin gen ailesinin CP  degerleri
incelendiginde ekspresyon seviyelerinin grup 1 ile grup 2’nin 12. saatleri

karsilastirildiginda resistin istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (p<0.001).
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Sekil 13. Resistin gen ekspresyon degerlerinin 12. ve 24. saatlerdeki degisimlerinin

gruplar arasindaki dagiliminin grafiksel gosterimi (***p<0.001).

Resistin gen ekspresyon seviyeleri 12. saatte grup 1’de 0.15 degeri gosterirken,
grup 2°de 2.08 degeri gostermektedir. Gruplar arasinda ekspresyon diizeyinin anlamli

olarak arttig1 saptanmistir (Tablo 15; p<0.001).
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Tablo 15. Gruplar aras1 12. ve 24. saatlerde resistin gen ekspresyon dagilim grafigi.
(ayn1 siitunda farkli harflerle ifade edilen degerler birbirlerinden istatistiksel olarak

farkl, p<0.001).
Resistin Gen Ekspresyon Diizeyleri (ACP)
Hormon 12.saat 24.saat
SHAM 0.15+0.9* 2.08+0.9
PLT-CLP 6.15£0.9° 6.05+0.9
SHAM PLT-CLP 5.26+0.9*" 3.85+0.9

4.2. Gen Ifade Analiz Sonuclar:

Calismada ekspresyon seviyeleri analiz edilen genlerden 1. grup ve 2. grup

grubuna ait leptin geni, 2. gruba ait visfatin geni ve endojen kontrol olan AktinBeta

genine ait Renal-Time PCR yontemi ile elde edilen CP (crossingpoint) degerlerine ait

cogalma egrisi sonucu asagida verilmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Wistar irki erigkin erkek sicanlarda 1. grupta ekspresyon seviyeleri

incelenen leptin genine ait CP degerleri.
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Sekil 15. Wistar irki erigkin erkek sicanlarda 2. grupta ekspresyon seviyeleri

incelenen leptin genine ait CP degerler.
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5. TARTISMA

Bu calismada, PLT yapilan ve CLP modeli ile sepsis olusturulan sicanlarda
visseral adipoz dokusundaki adiponektin, leptin, resistin ve visfatin gen ekspresyonu

diizeylerindeki degisiklikler arastirilmistir.

Sepsisten 6liim oran1 % 30-70 arasinda degismekte olup diinyada yilda yaklasik
8 milyon insan sepsise maruz kalmaktadir. Sepsiste oksidatif stres 6nemli oranda
artmaktadir (Rinaldi ve ark., 2009). Artan oksidatif stres mitokondriyal
disfonksiyona neden olmakta bu durum da organ hasar1 ve disfonksiyonunun en
onemli nedeni olarak goriilmektedir (Crouser 2004). Bu nedenle antioksidan
maddelerin sepsisin tedavisinde faydali olabilecegi diisliniilmektedir (Victor ve ark.,

2009; Galley 2010).

Melatonin pineal bezden salgilanan bir hormondur ve viicutta pineal bez disinda
lenfositlerde, insan ve farelerin kemik iliginde, timusta, gastrointestinal sistemde,
deri ve gdzden sentezlenmektedir (Pandi-Perumal ve ark. 2006). In vitro sepsis
modeli  g¢alismalarinda  melatonin ~ ve  melatoninin  metaboliti  olan6-
hidroksimelatoninin ~ inflamatuar ~ sitokinlerin ~ diizeylerini, = mitokondriyal
disfonksiyonu ve oksidatif stresi azalttig1 ortaya konulmustur (Galano ve ark., 2011;
Reiter ve ark., 2013). Diger taraftan sicanlarda yapilan calismalarda da benzer
etkilere rastlanmig, melatoninin oksidatif stresi ve organ disfonksiyonunu buna bagh
olarak ta mortaliteyi azalttig1 belirlenmistir (Wu ve ark., 2008; Shang ve ark., 2009;
Li ve ark., 2012; Lowes ve ark., 2013).

Melatoninin  sahip oldugu hem antioksidan etkinin yan1 sira giicli
antiinflamatuar 6zellikleri de olan bir hormondur. Melatonin bu antiinflamatuar
etkilerini gosterirken NO, prostaglandin, I6kotrien, sitokinler, adhezyon molekiilleri,
reaktif C protein ve niikleer faktor kapa B gibi bir ¢cok farkli molekiille etkilesim
gosterir (Mauriz ve ark., 2013).

Sahip oldugu antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinden dolay1 sepsiste
melatonin kullanim1 veya melatonin yoksunlugunun etkileri bir¢ok arastirmaya konu
olmustur. Deneysel bir ¢alismada Lowes ve ark., (2013) LPS uygulayarak siganlarda

sepsis olusturmuslar ve antioksidan olarak ise melatonin vermislerdir. Melatonin
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sepsisli sicanlarda, hem oksidatif stresi hem de mitokondriyal hasar1 azalttigini
belirlemislerdir. Yine Shang ve ark., (2009) deneysel sepsis olusturduklar: si¢canlarda
melatonin verilmesinin akciger enfeksiyonu ve hasarini azalttigini belirlemisler ve
melatoninin bu etkisini niikleer faktor kapa B ile iligskilendirmislerdir. Yine Kleber ve
ark., (2014) yaptiklart bir calismada melatonin reseptorlerinin aktivasyonu ile
sepsiste yangisal siireglerin degistirilebilecegini ortaya koymuslardir. Bu bulgular
sonucunda  melatoninin  inflamatuar  hastaliklarda  immunolojik  islevlerin
diizenlenmesinde potansiyel tedavi edici bir ajan olarak diigiiniilmesi gerektigini ileri

siirmiislerdir.

Deneysel ¢aligmalarin yani sira sepsisli hastalarda melatonin ve organ hasari
dahil bir ¢ok parametre arasinda iliski olup olmadig1 arastirilmistir. Sepsiste
bakterilerin hiicre duvarinda bulunan LPS’ler hiicresel ve humoral immun islevleri
etkilerler. Bunun sonucunda klinik olarak sepsisin gostergesi kabul edilen
inflamatuar sitokin diizeyleri artar. Infeksiyon ayn1 zamanda ROS ve RNS iiretimini
de artirir. Tim bu faktorler mikrovaskiiler disfonksiyona ve organ hasarina yol
acarlar (Gitto ve ark., 2009). Neonatal sepsisli ¢ocuklarda yapilan bir ¢aligmada
sepsisli grupta melatonin diizeylerinin kontrol grubuna gore yaklasik iki kat daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (E1-Mashad ve ark., 2016). Bagka bir ¢calismada erigkin
insanlarda sepsise bagli mortalite ve melatonin arasindaki iligki incelenmistir.
Sonuglar ilging bir sekilde melatonin diizeyi yliksek olan hastalarda 6liim oranlarinin
daha yiiksek oldugunu gostermistir. Arastirmacilar bu sonucu durumu daha agir olan
hastalarin daha fazla melatonin salgilayarak diizeltmeye ¢alismasina baglamiglardir

(Lorente ve ark., 2015).

Sepsisli hastalar cogu zaman yogun bakim {iinitelerinde tedavi edilmek zorunda
kalirlar. Yogun bakim iinitelerinde 1s181in bulunmasi, hastalara miidahale sirasinda
olusan giiriiltii ve cihazlarin irettigi ses gibi bir ¢ok faktdr hastalarda sirkadiyen
ritimin bozulmasina yol acar Bozulan sirkadiyen ritmin nedenlerinden birisi olarak
sirekli 1518a maruz kalma veya ilag¢ terapisine bagli melatonin salgisinin azalmasi
gosterilmektedir (Billing ve ark., 2015). Mekanik ventilatore bagli hastalarda
melatonin salimimindaki bozulmanin sedatif ila¢ alimindan bagimsiz bir sekilde

gerceklestigi belirtilmistir (Olofsson ve ark., 2004). Yogun bakim {initelerinde yatan
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septik hastalarda da melatonin ritminin bozuldugu ortaya konulmustur (Mundigler ve

ark., 2002).

Yag dokunun yapis1 ve islevleri de giinlimiizde sepsis ve sepsise bagli 6liimlerle
iliskilendirilmektedir. Yag doku yapis1 ve dagilimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda,
karm bolgesi organ yag orani derialt1 yag oranina gore yliksek olan insanlarin sepsise
bagli oliimlere viicut kitle indeksinden bagimsiz olmak iizere daha duyarh
olduklarimi gostermistir (Kaess ve ark., 2012; Pisitsak ve ark., 2016). Bu durumu
LDL diizeylerindeki degisimlere baglayan aragtirmacilar bulunmaktadir (Lemieux ve
ark., 1995; Lee ve ark., 2018). Diger taraftan deneysel ¢alismalarda ise obez farelerin
sepsise daha duyarli oldugu ve daha yiiksek mortalite yiizdesi gosterdigi
belirlenmistir. Sepsis duyarliligi ve mortalite yiizdesindeki bu artislar STAT3 sinyal
yolag ile iligkilendirilmistir (Kaplan ve ark., 2016). Yukaridaki bulgulardan farkli
olarak karin i¢i yag doku miktarinin CLP ile olusturulan sepsis modelinde sinirlayict
bir faktor oldugunu gostermistir. Cilinkii karin ici bolgesinde yag orani yiiksek olan
deney hayvanlarinda apse olusma oraninin daha yiiksek oldugu ve boylelikle hayatta
kalma oranmin arttifi belirlenmistir (Niiyama ve ark., 2016). Bizim yaptigimiz
calismada karin i¢i yag doku oraninin ¢ok fazla olmadigindan dolayr sepsisin

gelisimine engel olacak bir sorun olusturmadigini diistinmekteyiz.

Gilinlimiizde yag doku endokrin/immun bir organ olarak kabul edilmekte ve yag
doku sepsis iligkisi salgiladig1 adipokinler iizerinden kurulmaktadir. Yag dokudan
salgilanan ve adipokinler olarak bilinen adiponektin, leptin, TNF alfa ve IL-6 gibi
maddeler sistemik yangisel slirece bir cevap olarak iiretilirler (Berg ve ark., 2005).
Bunlar ilave olarak yag dokudan salgilanan resistin ve visfatin de immun islevleri

tanimlanan diger iki hormondur.

Son yillarda melatonin ve yag doku arasindaki iliski de dikkat ¢ekmektedir.
Melatonin biyolojik ritmi ayarlayan merkezi diizenlemenin bir iiyesidir. Melatonin
diizeyleri ile yag doku arasindaki iliski ilk olarak metabolik etkiler yoniinden dikkate
alimmistir. Melatonin yoksunlugunun insulin direnci, glukoz int6leransi, adipoz doku,
kas, karaciger ve pankreasta islev bozukluguna ve dolayisi ile enerji alimi ve
depolanmasi ile karanlik/aydinlik déngiisii arasindaki iliskinin bozulmasina yol actig

bilinmektedir (de Farias ve ark., 2015). Melatonin inguinal beyaz yag dokunun
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kahverengi yag dokuya doniismesini saglayarak viicut agirligi ve termojenik islevleri
de diizenleyen bir ajan olarak dikkat ¢ekmektedir (Jiménez-Aranda ve ark., 2013).
Melatoninin siganlarda kilo alimini ve abdominal yag birikimini azaltict etkileri
ortaya konulmustur. Melatonin yag abdominal yag birikimini azaltirken yagin
subkutan, epididimal ve retroperitonel bolgede birikmesine yol acar (Alonso-Vale ve

ark., 2004a ve b).

Melatonin yag doku iizerine metabolik etkilerinin yani sira yag dokudan
salgilanan leptin, adiponektin, resistin ve visfatin gibi hormon diizeylerini de

etkilemektedir.

Adiponektin yag dokudan salgilanan bir hormon olup saglikli yetiskinlerde ve
farelerde oldukca yiliksek konsantrasyonda bulunur. Adiponektin yag dokudan
trimerik, hekzamerik ve yiiksek molekiil agirlikli olmak {izere ii¢ farkli formda
salgilanir (Wang ve ark., 2008). Bunlardan yiiksek molekiil agirlikli adiponektin
tiirevi biyolojik olarak adiponektinlerin etkisini gdsteren ana molekiil olup AMP ile
aktive olan protein kinaz lizerinden hiicresel etkilerini gosterir (Pajvani ve ark.,
2003). Adiponektinin anti inflamatuar etkileri olarak, makrofajlarin fagositoz
aktivitesinin azaltilmasi ile makrofajlardan ve yag dokudan inflamatuar sitokinlerin
salinmasinin yavaslatilmasi dikkat ¢ekmektedir (Park ve ark., 2008; Tsuchihashi ve
ark., 2006; Yokota ve ark., 2000). Adiponektinin ayn1 zamanda insiilin-
duyarlilagtirict bir hormon olarak ta kabul edilir (Teoh ve ark.,2008; Robinson ve

ark., 2011).

Siganlar iizerinde yapmis oldugumuz c¢alismada yag doku adiponektin gen
ekspresyonu degerleri agcisindan SHAM grubunda elde edilen degerler ile PLT-CLP
grubundaki degerlerin hem 12. hem de 24. saatlerde birbirlerine benzedigi
goriilmiistiir. SHAM pinealektomi yapilan grupta ise adiponektin gen ekspresyonu
degerlerinin her iki gruba gore azaldigi hatta 24. Saatte negatif degere ulastigi
goriilmektedir. Bu durumda sepsiste adiponektin dilizeyleri melatonin varken
azalirken melatonin yokken herhangi bir azalma ortaya c¢ikmadigini

diistindiirmektedir.
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Melatonin CLP tizerine olan etkileri CLP yapilan siganlarda incelenmis ve
asagidaki sonuclara ulagilmistir (Fink ve ark., 2014);
- Melatonin uygulamasi hayatta kalma oranini artirmistir,
- Segici bir melatonin agonisti olan ve herhangi bir antioksidan etkisi
olmayan ramelteon da melatonine benzer etkiler gostermistir,
- Melatonin reseptdr antagonisti olan luzindol hem melatoninin hem de
ramelteonun koruyucu etkilerini 6nlemistir,
- Melatonin reseptdrii olmayan knock-out farelerde hem melatonin hem de
ramelteon bir etki gostermemistir.
Bu sonuglar melatoninin sepsis iizerine reseptorleri araciligi ile etki gosterdigini

ortaya koymaktadir.

Melatoninin deneysel sepsis modellerinde inflamatuar sitokinler iizerine olan
etkileri farklilik gostermektedir. LPS ile sepsis olusturulan sican ve farelerde
melatonin uygulamasi artan TNF alfa diizeylerinde azalmaya yol agmistir (Baykal
ve ark., 2000; Wu ve ark., 2001). Baska bir ¢alismada ise Candida ile sepsis
olusturulmus ancak melatoninin TNF alfa diizeyleri {lizerine bir etkisi olmadig
belirlenmistir (Yavuz ve ark., 2007). Diger taraftan melatonin ayni ¢aligmada artan
IL-6 seviyelerini ise azaltmistir. Siganlarda yapilan baska bir ¢calismada ise melatonin
CLP sonras1 artan IL-1B seviyelerini azaltmistir (Wu ve ark., 2008). Bu bulgular
melatoninin  proinflamatuar  sitokinlerin  diizeylerindeki  artis1  azalttigim
gostermektedir. Yukaridaki bulgular belirli dozlarda disaridan melatonin
uygulanmasi ile elde edilen sonuglardir. Bizim g¢aligmamizda ise pineal bezden
salgilanan fizyolojik diizeydeki melatoninin yag dokusu adiponektin gen
ekspresyonu diizeyleri iizerine olan etkileri incelenmistir. Yukaridaki molekiiller
proinflamatuar molekiiller iken adiponektin ise gii¢lii antiinflamatuar etkileri olan bir
hormondur. Pinealektomi yapilmayan grupta CLP sonrast adiponektin gen
ekspresyonu diizeylerinde azalma olmast melatonin varliginda antiinflamatuar
etkinin melatonine baglh olarak ortaya ¢ikmis olmasinmi diisiindiirmektedir. Dolayisi
ile yag doku melatonin varliginda adiponektin diizeylerini artirmamis olabilir. Bizim
calismamizda PLT operasyonu sonrast sepsis gelistirilmesi i¢in 30 giin beklenmistir.
Bu siire olduk¢a uzun bir siiredir ve melatonin yoksunlugunun kardiyovaskiiler

etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in ideal bir siiredir. Ancak bu siire boyunca melatonin
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yoksunlugu sicanlarda oksidatif stresin artmasina ve inflamatuar yanitlarin ortaya
ctkmasina neden olmus olabilir. Boyle bir durumda yag dokunun kendisini var olan
bu degisikliklere adapte etmesi miimkiindiir. Ortaya ¢ikan sonuglardaki farkliliklarin

nedeni bu durum olabilir.

Adiponektin bir "anti-inflamatuar" molekiil olarak iglev goriir. Glinlimiizde
adiponektinin, sepsis ve septik sok iizerinde potansiyel koruyucu etkileri oldugu
bilinmektedir (Ouchi ve ark.,2007; Teoh ve ark.,2008). Hiicre kiiltiirii caligmalarinda
adiponektinin inflamatuar uyarilara cevap olarak makrofaj, T hiicre ve endotel
hiicresi aktivetelerini azalttig1 ortaya konulmustur (Ouchi ve ark., 1999; Yokota ve
ark., 2000; Okamoto ve ark., 2008). Diger taraftan adiponektin {iretemeyen farelerde
makrofaj aktivasyonunun ve proinflamatuar sitokin diizeylerinin arttigi ve
kendiliginden akciger inflamasyonu gelisme riskinin yiikseldigi ortaya konulmustur
(Summer ve ark., 2008). Ayn tiir farelerde CLP sonrasi yangisel cevabin ¢ok daha
giicli bir sekilde ortaya ciktigi ve sepsise bagli olimlerin daha ¢ok goriildiigi
bildirilmektedir (Teoh ve ark., 2008; Uji ve ark., 2009). Adiponektin ile ilgili insan

ve deney hayvani ¢alismalar1 birbirleri ile ¢elismektedir.

Deney hayvanlarinin tam tersine adiponektin diizeyleri yiiksek insanlarda
sepsise bagli 6liim oranlar1 daha yiiksek ¢ikmaktadir (Walkey ve ark., 2010). Bu
farklilig1 izah etmek her ne kadar gii¢ olsa da, iki farkli hipotez ileri siiriilebilir;

(1) Akut donemde adiponektin diizeylerindeki artis akut proinflamatuar cevaba
bir yanit olarak ortaya ¢ikabilir,
(2) Adiponektin reseptorlerinde bir direng gelismis olabilir.
Adiponektin gen ekspresyonu diizeylerinde azalma ortaya ¢ikmasi bizim
caligmamizdaki sonuglarin insan caligmalar1 ile daha fazla benzedigini

gostermektedir.

(Calismamamizda incelenen dort farkli yag doku hormonu arasinda en belirgin
degisiklik visfatin gen ekspresyonu sonuglarinda goézlemlenmistir. Her iki CLP
yapilan grupta da 12. saatte yag doku visfatin gen ekspresyonu degerlerinin azaldigi
ancak 24. saatte PLT grubunda negatif diizeyler halen devam etmekte iken PLT

yapilmayan grupta gen ekspresyonu degerlerinin pozitife dondiigii goriilmiistiir.
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Pre-B  hiicresi  koloni uyaricti faktér (PBEF) veya nikotinamid
fosforiboziltransferaz (NAMPT) olarak da bilinen Visfatin, inflamatuar ve metabolik
kosullarda 6nemli rol oynamaktadir (Luk ve ark.,2008). Visfatinin ekprese oldugu en
onemli doku visseral yag dokusudur (Josephs ve ark., 2007). Yag dokunun yan1 sira
visfatinin insan ve rodentlerde karaciger ve lokositlerde de {tiretildigi bilinmektedir

(Luk ve ark.,2008; Imai ve ark., 2009).

Yag dokusu ve karaciger kaynakli visfatinin tip 2 diyabet, kronik hepatit ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi ¢esitli kronik hastaliklarda pro-inflamatuar etki
gosterdigi ortaya konulmustur (Luk ve ark.,2008; Moschen ve ark.,2011). Insanlarda
septik kosullarda serum visfatin diizeylerinin arttig1 ve bu artisin gecikmis notrofil
apoptozisi ile iliskili oldugu belirtilmektedir (Jia ve ark., 2004). Diger taraftan
visfatin merkezi etkileri olan bir ajan olarak ta dikkat ¢ekmektedir. Nitekim,
intraserebroventrikiiler visfatin enjeksiyonu yapilan siganlarda besin alinim1 ve viicut
agirhigr azalirken viicut 1sisinin artti@i belirlenmistir. Visfatinin bu etkileri pro-
inflamatuar  sitokin  diizeylerini, prostaglandin  sentez = enzimlerini  ve
proopiomelanokortin diizeylerini artirarak meydana getirdigi anlagilmistir (Park ve
ark., 2011). Liu ve ark. (2013) siganlara intraperitoneal olarak orta ve yiiksek
diizeyde lipopolisakkarit (LPS) uygulayarak endotoksemi gelistirmisler ve elde
ettikleri kalp dokularmi incelemislerdir. Enjeksiyondan 6 saat sonra alinan kalp
dokusu visfatin gen ekspresyon diizeylerinin 4 mg/kg LPS verilen grupta arttifi

ancak 20 mg/kg verilen grupta ise azaldigini belirlemislerdir.

Visfatin akcigerdeki yangisal degisikliklerle de iligkilendirilen bir hormondur.
Sepsis kaynakli akut solunumsal distres sendromunda visfatin diizeylerinin bir
biyomarker olarak kullanilabilecegi dahi belirtilmektedir (Ye ve ark., 2005). Yine
LPS wverilerek akciger yangisi olusturulan siganlarda visfatin sentezini saglayan
enzim aktivitesinin FK-866 ile baskilanmasinin vaskiiler gegirgenlik, yangisel sitokin
ekspresyonu ve parankim doku hasar1 gibi bir ¢ok etkiyi azalttigi belirlenmistir

(Moreno-Vinasco ve ark., 2014).

Visfatin transkripsiyonu, adipoz dokuda interlokin 6 (IL-6), tiimoér nekroz
faktori ve glukokortikoidler tarafindan diizenlenir ve notrofillerde de iiretilir (Jia ve

ark., 2004; Andrade-Oliveira ve ark., 2015). Bu nedenle, visfatin, proinflamatuar
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olarak gorev yapabilir ve kronik adipoz doku inflamasyonu ya da otoimmiin
hastaliklar tarafindan indiiklenen insiilin direnci gibi bazi enflamatuvar durumlari
diizenler. Son zamanlarda visfatinin, akut immun streste doku ve organ hasarini
uyardig1 ve ayni zamanda immun yanita katildigi ortaya ¢ikmistir Visfatin septik

kosullar altinda nétrofil apoptozisini geciktirir (Jia ve ark., 2004).

Calismamizda visfatin i¢in ortaya ¢ikan sonuglar ile adiponektin i¢in ortaya
cikan sonuglari birlikte yorumlamay: uygun bulduk. PLT-CLP grubunda 12. saatte
antiinflamatuar hormon olan adiponektin gen ekspresyonu degerleri en yliiksek
seviyede iken ayni saatte bir proinflamatuar olan visfatin diizeyleri en diisiik
seviyede belirlenmistir. Yine ayn1 saatte SHAM PLT-CLP grubunda adiponektin gen
ekspresyon degerleri pozitif iken visfatin gen ekspresyon degeri ise negatif olarak
belirlenmistir. CLP sonrasi 24. saatte ise PLT-CLP grubunda benzer seyir devam
ediyorken SHAM PLT-CLP grubunda tam tersi bir durum ortaya ¢ikmistir. Bu
durum bir antiinflamatuar hormon diizeyinde artis varken herhangi bir
proinflamatuar hormon diizeyinde azalma olmasinin beklenmesi ile izah edilebilir.
Diger taraftan adiponektinin aksine visfatin baslica sentezlenme yeri sadece yag
doku degilidir. Visfatin ayn1 zamanda, kemik iligi, karaciger ve kaslarda da
sentezlenir (Flier ve Maratos-Flier, 2008). Bu durumda yag dokunun visfatin i¢in
adiponektin ile ayni cevabi olusturmasi beklenemez. Diger taraftan yukarida da
belirtildigi gibi CLP yapilan her iki grupta melatonin varligir yoniinden farklilik s6z
konusudur. Melatoninin kendisi de sepsisten bagimsiz olarak hem antiinflamatuar
hem de antioksidan etki gosterir. Ayrica dikkate alinmas1 gereken baska bir durum da
yag doku 6rneklerinin alinma zamanidir. Bu ¢alismada hayvanlar 12 saat aydinlik 12
saat karanlik ortamda barindirilmislardir. Tiim gruplarda 12. saat drnekleri aydinlik
dongliniin sonunda alinmigsken 24. saat Ornekleri karanlik dongiliniin sonunda
alinmistir. SHAM PLT yapilan grupta adiponektin ve visfatin acisindan 12. ve 24.
saatlerdeki veriler arasindaki farkliligin bir nedeni de bu durum olabilir. Ciinkii bu
gruptaki siganlarda gece boyunca melatonin salgis1 devam etmis ancak giindiiz 15181n
etkisi ile bu salg1 baskilanmigtir. Farkliligin bagka bir nedeni olarak ise sepsise karsi

viicudun verdigi yanittaki adaptasyon veya saatlere gore farklilik ta olabilir.
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Resistin ilk yillarda yag hiicrelerinden salgilanan bir polipeptid olarak
belirlenmis olup genel olarak obezite ve insiilin direnci iizerine olan etkileri
arastirilmig bir adipokin olarak bilinmektedir (Steppan et al., 2001). Resistinin ilk
belirlenen etkilerinin diyabet ve obezite lizerine olmasi yag dokuda resistin gen
ekpresyonu diizeylerini etkileyen bircok faktoriin bu mekanizma {izerinden
etkilerinin arastirilmasina ve ortaya konulmasina yol a¢mustir. Nitekim
tiazolidindionlar, obezite, insiilin, Tiimor Nekroz Faktor a, Isoproterenol, Epinefrin,
Somatotropin, perhiz ve lipopolisakkarit Resistin gen ekspresyonunu baskilarken,
glukoz, insiilin, Deksametazon, Hiperprolaktinemi, testosteron, biiyiime hormonu ve
lipopolisakitler tarafindan uyarilir (Banerjee ve ark. 2003). Resistin gen ekspresyonu
lizerine uyaricit ve baskilayicit bircok maddenin etkileri ortaya konulmus olmasina
ragmen bu konu tam olarak aydinlatilamamais olup birbiri ile ¢eliskili sonuglar halen

bulunmaktadir.

Resistinin insan yag hiicreleri dahil tek hiicreli 16kositler, makrofajlar, dalak ve
kemik 1iligi hiicrelerinde de eksprese oldugunun anlasilmasi iizerine yangisal
siireclerle olan iligkisi de aragtirma konusu olarak ele alinmistir (Nagaev ve Smith
2001; Lu ve ark., 2002; Patel ve ark., 2003). Resistinin yangi iliskili etkileri septik,
non septik, endotoksemik, romatiot artrit ve atheroskleroz gibi bir ¢ok farkli durumda
arastirilmistir (Reilly ve ark., 2005; Senolt ve ark., 2007; Koch ve ark., 2009;
Cekmez ve ark., 2011; Park ve ark., 2011).

Resistin'in proinflamatuar o6zellikleri vardir (Patel ve ark.,2003; Silswal ve
ark.,2005), Bu nedenle, yenidogan sepsisinin bir gostergesi olarak kullanilmigtir
(Aliefendioglu ve ark., 2014). Buna ek olarak, uzun donem calismalar, sepsis
tedavisi boyunca resistin ve inflamatuar sitokinler arasindaki korelasyonlari

gostermistir (Sundén-Cullberg ve ark.,2007; Vassiliadi ve ark.,2012).

Bu calismada sepsis uygulanan her iki grupta da yag doku resistin gen
ekspresyonu diizeylerin kontrol grubuna gore Onemli oranda artis gosterdigi
belirlenmistir. Bu artisin sepsis sonrasi 12. Saatte daha giiclii bir sekilde ortaya
ciktigi PLT yapilan grupta istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu anlasilmistir.
Her iki grupta da 24. Saatte yag doku gen ekspresyonu diizeyleri 12. Saate gore bir
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miktar azalmakla birlikte kontrol grubuna gore hala yiiksek diizeyde seyretmeye

devam etmistir.

Leptinin, akut sistemik inflamasyonda, hem inflamatuar hem de koruyucu rolii
olabilecegi ve T hiicrelerine, monositlere, endotel hiicrelerine ve sitokin {iretimine
yonelik bircok aktive edici etkisi oldugu bildirilmistir (Fantuzzi 2005; Otero ve ark.,
2006).

Leptin "aglik sinyali" olmasindan ¢ok, agligin bir isaretidir, diisen serum leptin
konsantrasyonu, hayati fonksiyonlar i¢in enerji rezervlerini korumaya calisarak
noérohumoral ve davranis degisikliklerine neden olmaktadir. Boylece, aclik siiresi ve
viicut yag Kkiitlesinin azalmasindan sonra, hayati organlar, yani beyin, kalp ve
karacigerin islevi icin yeterli enerji saglamak icin toplam enerji tiiketiminde
azalmaya yol agan leptin diizeylerinde bir diisiis meydana gelmektedir (Ahima ve

ark., 1996).

Leptinin noroprotektif ve norogenetik etkilerini arastiran ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir (Avraham ve ark.,2011; Pérez-Gonzalez ve ark.,2011; Folch ve
ark.,2012). Egzotik leptin uygulamasi, iskemi ve inme sonrast noronal hasar1 azaltir.
Sinir kok hiicrelerinin gelisimini etkileyerek néron ve glia hiicrelerinin sayisini
arttirarak norogenetik ve noroprotektif etkileri olduguda bildirilmistir (Avraham ve
ark.,2011; Pérez-Gonzalez ve ark.,2011; Folch ve ark.,2012). Bir¢ok ¢alisma leptinin
sistematik uygulanmasinin sempatik sinir aktivitesini arttirdigin1 gostermistir (Cao ve
ark.,1997; Haynes ve ark.,1997a,b).Ayrica yapilan ¢alismalarda leptinin kas, kalp,
akcigerler, karaciger ve sempatik sinir sistemi lizerindeki merkezi etkileriyle ilgili
mekanizmaya odaklanmistir (Campfield ve ark., 1995; Chen ve ark., 1999; Li ve
ark., 2013). Leptinin ayrica merkezi ndronlart uyardigi gosterilmistir (Mark ve ark.,
2009). Buna ek olarak, leptinin perineuriyum ve endoneuriyumda 6nemli bir rolii

vardir (Maeda ve ark.,2009).

Sistemik enflamasyon sirasinda leptinin yukar1 veya asagi regiile edildigi ya da
degismedigine dair celigkili sonuglar bildirilmistir (Langouche ve ark., 2009; Koch
ve ark.,2010). Ayrica kan koagiilasyonunun engellenmesindeki baskin roliine ek

olarak, insan aktive protein C (APC), inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
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oynamaktadir (Esmon ve ark., 1991) APCnin c¢oklu biyolojik aktiviteleri,
fibrinolitik, immiin modiile edici ve antiapoptotik 6zellikler iceren klinik ve deneysel

ortamlarda gosterilmistir (Joyce ve ark.,2002; Brueckmann ve ark.,2003).

Sepsis ve septik sokta leptinin rolii tartismalidir. Daha Once yayinlanan
raporlarda, yiiksek leptin diizeylerinin sepsis ve septik sokta artmis sagkalim ile
iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (Bornstein ve ark., 1998; Maruna ve ark., 2001).
Calismamizda oldugu gibi baz1 diger calismalardaki raporlarda da leptin ve sepsis
arasinda bir korelasyon gosterilmemistir (Vachharajani 2008). Septik sokta, leptin
serum diizeylerindeki ufak degisiklikler, operatif stres sonrasi leptinde goriilen
zamansal bir azalmayla ve bunun ardindan baglangic seviyelerinin biraz iizerine

yiikselen bir artigla paraleldir ( Kain ve ark.,1999).

Bizim ¢alismamizda ise, sepsis sonrasinda leptin gen ekspreyon diizeyinde artis
gozlenmistir. Calismamizda sepsis olusturulan 2. Grup (PLT, CLP) 12. Ve 24.
Saatlerde adipoz dokudaki leptin gen ekspresyonu diizeylerinin arttig1 belirlenmistir.
Ayrica 1. Grup (Sham PLT, Sham CLP) ve 3. Grup (Sham PLT, Sham CLP) 12.
Saatleri karsilastirildiginda leptin ekspresyon seviyelerinin anlamli derecede arttigi

gozlemlenmistir.

Sicanlar1 iceren bir ¢alismada, LPS enjeksiyonundan sonra visfatinin
miyokardiyal ekspresyonu artmis ve visfatin inhibitoriiyle birlikte uygulanmasi ise
miyokardiyal enflamasyonu ve hasar1 azaltarak, kalp fonksiyonunu arttirmistir
(Moreno-Vinasco ve ark.,2014). Bizim yapmis oldugumuz caligmada ise sepsis
olusturulan sicanlarin adipoz dokularinda visfatin ekspresyonu degerlerinde ciddi bir

azalmanin oldugu gozlemlenmistir.

Enflamatuar barsak hastaligi (Moschen ve ark.,2007), sedef hastalig1 (Koczan ve
ark.,2005) ve romatoid artrit dahil olmak {iizere g¢esitli kronik inflamatuar
hastaliklarda PBEF ekspresyonunun artigi tespit edilmistir (Nowell ve ark., 2006;
Otero ve ark., 2006).

Calismalar visfatinin ekspresyonunun akut pulmoner hasar (Ye ve ark., 2005) ve
tip II diabetes mellitus (Sandeep ve ark., 2007) romatoid artrit (Nowell ve ark.,2006)

gibi akut ve kronik inflamatuvar kosullarda arttigmmi gostermis oldugundan,
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periodontal tedaviye bagli olarak visfatin diizeylerindeki diisiis, bu faktorlerle ilgili

hastalik riskinde azalmaya neden olabilir (Abolfazli ve ark., 2015).

Melatonin, anti-oksidatif ve anti-inflamatuar bir diizenleyici olarak, temel pro-
infarmatuar transkripsiyon faktorii NF-kB aktivitesini modiile ederek ve STAT3
yolagi da dahil olmak fiizere diger sinyal yolaklarini diizenleyerek ikili bir rol
oynamaktadir (Luk ve ark., 2008; Hajianfar ve ark., 2011). Kang ve ark., yapmis
olduklar1 ¢alismada melatoninin, iNOS ve NO f{iretimini baskiladigini ve artan

visfatini azalttigini tespit etmislerdir.
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. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma ile PLT yapilan ve CLP modeli ile sepsis olusturulan sicanlarda
adipoz dokuda adiponektin, resistin, leptin ve visfatin gen ekspresyonu

diizeylerinde ne gibi degisimlerin olabileceginin dngoriilmesi saglanmistir.

Calismamizda CLP ile sepsis olusturulan sigcanlarin adiponektin diizeyleri
melatonin varliginda azalma gosterirken, melatonin yoklugunda herhangi bir

azalma gostermemistir.

Visfatin gen ekspresyon degerleri CLP grubunda 12. saatte azalma gdstermis
olup, 24. saatte PLT grubunda negatif diizeyde iken PLT yapilmayan grupta
pozitif degerde seyrettigi goriilmiistiir. Bu bulgular yag dokunun sepsise visfatin
sentezini azaltarak cevap verdigini ancak melatonin varliginda bu cevabin sinirl

kaldigin1 gostermektedir.

Calismamizda sepsis uygulanan her iki grupta da yag doku resistin gen
ekspresyonu diizeylerin kontrol grubuna gore Onemli oranda artis gosterdigi

belirlenmistir.
Calismamizda sepsis olusturulan 2. Grup’ta 12. ve 24. saatlerde adipoz dokudaki

leptin gen ekspresyonu diizeylerinin artti§i belirlenmistir. Sepsis sonrasinda

leptin gen ekspreyon diizeyinde artig gozlenmistir.
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Konu : Hayvan Deneyleri Etik Kurul Karari

HAYVAN DENEYLERI ETiK KURUL KARARI

TOPLANTI TARIHI :05.11.2014

TOPLANTI SAYISI :2014/11

DOSYA KAYIT NUMARASI :2014/78

KARAR NUMARASI :2014/11-14

YARDIMCI ARASTIRMACILAR : Yiik.Lis. Ogr. Hanife BULBUL
HAYVAN TURU VE SAYISI :Wistar Albino 1rki, 54 adet erkek sigan

HADEK-2014-78 nolu ¢alisma ile ilgili olarak proje yiiriitiictisii Prof. Dr. Metehan UZUN, tarafindan Etik
Kuralumuza sunulan “Pinealektomize Sianlarda Yag Dokunun Sepsise Endokrin Yanitinin Aragtirilmasi” baslikh
proje Hayvan Deneylerine iliskin mevzuatin emirleri dojrultusunda incelenmis, Prof. Dr. Metehan UZUN’un hazir
bulundugu bu toplantida tartisilip, ilgili mevzuat, imlkri-Gefcevesinde Hayvan Deneyleri Etigi agisindan uygun
olduguna; oy ¢oklugu ile karar verilmistir.
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi HANIFE Soyadi BULBUL
Dogum Yeri | BILECIK Dogum Tarihi 26.09.1988
Uyrugu T.C. TC Kimlik No 13276911864
E-mail hanifebulbul@hotmail.com |Tel 05066705256
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yili
Lisans C.0.M.U. SAGLIK YUKSEKOKULU- EBELIK 2011
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Sire (Yil - Yil)
Saghk Bakanligi Canakkale Yenice
1. EBE Ocak 2012—-Eylil 2016
GUndogdu Koyi Saglik Evi
CGanakkale Halk Saghgr Mudurlugi
2. EBE Ekim 2016—Eylll 2017
Destek Hizmetleri
3. EBE Canakkale Namazgah Aile Hekimligi 2017
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EK-3

SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet

Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir.

2) Kapakta sadece baslik bold ve 14 punto, diger yazilar normal renkte venl12 punto

yazilmalidir.

3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler igin, tezin sirti tez yazim kilavuzuna

uygun olarak diizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu ayni olmalidir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamaldir. (1 sayfa)

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) Ingilizce 6zetin basinda konu bashgi yazilmalidir.

9) Metin ve kaynaklarin tiimii 1,5 aralikli olmalidir.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” kullaniimalidir.

11) Web sayfa kaynaklari metin iginde de geg¢melidir (parantez iginde giincelleme
tarihi ile birlikte). Kaynaklar boliimiinde de ciimlenin en sonunda Erisim adresi ve

Erisim tarihi sirasiyla verilmelidir.

12) Calismanin Etik Kurul onay1, varsa kurum onayi tezin en arkasina konmalidir.

XX I Ix | <X [X X | X|x | X|X

g

Tarih: .13/ @ /2009 Tarihd2. /o1 /20.4
Hovde,  B@al Prof - D Medehor daun
grenci Danismanin

Ad1 ve Soyadi Adi ve Soyadi,

a4
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CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU SPIRALLI/CILTLi TEZ YAZIM KONTROL LiSTESI

KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yaz: tipi \zﬁJYGUN VUYGUN
Sayfa kenar bosluklari w(JYGUN JUYGUN
Kapak sayfas1 diizeni «UYGUN JUYGUN
I¢ kapak sayfasi diizeni ‘“UYGUN WAUYGUN
Onay sayfasi diizeni glUYGUN ViUYGUN
Beyan sayfasi icerigi ve diizeni «UYGUN WwUYGUN
Igindekiler sayfasi diizeni JUYGUN VAUYGUN
Tesekkiir sayfasi JUYGUN JUYGUN
Tiirkge ozet wUYGUN wWUYGUN
Ingilizce ozet JUYGUN AUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini WwUYGUN VBUYGUN
Sekiller dizini JUYGUN VUYGUN
Tablolar dizini JUYGUN WYUYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamasi M{JYGUN SAUYGUN
On sayfalarin numaralandiriimasi ZUYGUN JUYGUN
Sayfalarinin numaralandiriimasi VUYGUN ZUYGUN
Basliklarinin numaralandirilmasi JUYGUN JUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi JUYGUN VUYGUN
Yontem ve Gereg ﬁUYGUN WUYGUN
Bulgular JdUYGUN UYGUN
Tartisma JUYGUN VIUYGUN
Sonug ve Oneriler FJUYGUN wUYGUN
Kaynaklar WUYGUN UYGUN
Atiflar (alint1 ve gondermeler) \V,E}UYGUN ZUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) Rf{JYGUN JUYGUN
Tez plani dUYGUN ZUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) “UYGUN WwUYGUN
Kagit ve baski ozelligi dUYGUN ZUYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyasi ZUYGUN UYGUN

Tarih: 3/ ol 20(<i

Ogrenci
Adi ve Soyadi,
—Ho{.pt BuBut—

Wz

Tarih: 12+/(/ 2049

Danismanin
Adi ve Soyad,

Prof. Dr. weteher R

Wil
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