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özet
Becer, E. Obez Kişilerde Q223R Polimorfizmi ile Leptin, Adiponektin, Resistin ve İnsülin Direnci Arasındaki İlişkinin İncelenmesi. Yakın Doğu Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Biyokimya Programı, Doktora Tezi, Lefkoşa, 2012.

Obezite, genetik, endokrinolojik, hipotalamik ve çevresel faktörlerin etkileşimi sonucu ortaya çıkan bir sağlık sorunudur. Yağ dokusu oldukça aktif bir metabolik ve endokrin organ görevine sahiptir. Adipokinler yağ dokusundan salgılanan ve önemli endokrin göreve sahip moleküllerdir. Obezitede yağ dokusu miktarının artması ile adipokinlerin salgılanma seviyeleri değişmektedir. Leptin, adiponektin ve resistin yağ dokusundan salgılanan en önemli adipokinler arasındadırlar. Adiponektin ve resistin, insülin direnci ile ilişkili adipokinlerdir. Leptin hipotalamusta iştah merkezinde bulunan leptin reseptörüne bağlanıp, iştahı azaltarak metabolik etkisini ortaya çıkarmaktadır. Q223R polimorfizmi leptin reseptöründe meydana gelen genetik bir değişimdir. Birçok toplumda Q223R polimorfizmi ile obezite arasındaki ilişki incelenmiştir. Çalışmamızda, obez kişilerde Q223R polimorfizminin leptin, adiponektin, resistin ve insülin direnci arasındaki ilişkinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu kapsamda 110 obez ve 90 normal kiloya sahip kontrol grubundan oluşan toplam 200 kişilik bir çalışma grubu oluşturulmuştur. Araştırmaya katılan tüm bireylerin antropometrik ölçümleri yapılmıştır. Ayrıca serum açlık glukoz, total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, leptin, adiponektin ve resistin seviyeleri ölçülmüştür ve HOMA değerleri hesaplanmıştır. Bireylerin kanından DNA’ları izole edilerek Q223R leptin reseptör polimorfizmi taşıyıp taşımadıkları belirlenmiştir. Yapılan istatistiksel değerlendirme sonucunda antropometrik ve biyokimyasal değerler bakımından obez ve kontrol grubu arasında anlamlı fark bulunmuştur. Q223R polimorfizminin kontrol ve obez grupta görülme oranlarında anlamlı bir fark saptanmamıştır, fakat kontrol grubunda Q223R polimorfizmini homozigot taşıyan bireylerin total kolesterol ve LDL-kolesterol düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir yükseklik saptanmıştır. Çalışmamız KKTC toplumunda önemli bir sağlık sorunu olan ve yaygın olarak görülen obezitenin genetik nedenlerinin ve metabolizmada yarattığı değişimi belirlemek amacıyla atılan ilk adımdır. Obezite, tüm dünyada ve ülkemizde önlenebilir en önemli ölüm nedenlerindendir. 21. yüzyılın en önemli toplum sağlığı problemi olarak tanımlanan obezite konusunda, temel nedenleri ve etkilerinin daha kapsamlı anlaşılabilmesi için daha da geliştirilmiş çalışmalar yapılması gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, leptin, adiponektin, resistin       

abstract
Becer, E. Investigation of the relationship between Q223R polymorphism and leptin, adiponectin, resistin and insulin resistance. Near East University, Institute of Health Science, Biochemistry, Doctorate Thesis, Nicosia, 2012.  
Obesity is a medical condition caused by genetic, endocrinological, hypothalamic and environmental factors. Adipose tissue has high activity in metabolic and endocrine functions. Adipokines are proteinssecreted by adipose tissue which have important endocrine functions with the increase of the adipose tissue in obesity. The levels of adipokine secretion also varies. Leptin, adiponectin and resistine are the most important adipokines secreted by adipose tissue. Adiponectine and resistine are the adipokines which are associated with insulin resistance. Leptin reduces food intake by binding to the receptor in satiety center in hypothalamus. Q223R polymorphism is a genetic variation which take place in the location of leptin receptor. The relationship between Q223R polymorphism and obesity have been investigated in many societies. In our study, we aimed to investigate the relationship between Q223R polymorphism and levels of leptin, adiponectine, resistine and insulin resistance. The study group consisted of 200 people with 110 obese and 90 control groups. Anthropometric measurements were carried out for all the people in the study groups. Fasting glucose, total cholesterol, LDL-cholesterol, HDL-cholesterol, triglyseride, adiponectine, leptin, resistine levels were measured in all the subjects in the study group and also HOMA values were calculated. Also after DNA extraction all Q223R genotype were determined for all subjects. As a result of statistical analysis, significant differences were assessed between the anthropometric and biochemical parameters in obese and control groups. There wasn’t any significant difference in the frequency of Q223R polymophism between obese and control groups but the total cholesterol and LDL-cholesterol levels in control group with homozygote mutation of Q223R polymorphism were found to be significant higher then the subjects with other genotypes. Our study is the first step in TRNC taken in investigating the genetic causes of obesity and also the variations that obesity causes in metabolism.  Obesity is a leading preventable cause of death world wide and also in our country. As it has been viewed as one of the most serious public health problems in the 21st century, further work must be carried out in order the investigate the basic reasons and effects of obesity. 

Keywords: Obesity, leptin, adiponectine, resistine
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1. giriş ve amaç
Obezite, yağ dokusunun artışı olarak tanımlanan, enerji dengesindeki bozukluk sonucu oluşan, tüm dünyada ve ülkemizde yaygınlığı hızla artan önemli bir sağlık sorunudur. Obezitenin yaygınlığı yıllar içinde artmaktadır ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından en riskli 10 hastalıktan biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle obezitenin medikal, psikolojik, sosyal ve ekonomik etkileri sağlık için büyük öneme sahiptir. Obezite başta kardiovasküler ve endokrin sistem olmak üzere vücudun tüm organ ve sistemlerini etkileyerek çeşitli bozukluklara yol açabilen önemli bir sağlık problemidir. Bozulmuş insülin salgılanması, insülin direnci, Tip 2 diyabet, hipertansiyon ve kardiyovasküler hastalıkları kapsayan pek çok metabolik bozuklukla obezite ilişkilidir (Altunkaynak ve Özbek, 2007). Obeziteye neden olan genetik, endokrinolojik ve çevresel faktörler bulunmaktadır. Yapılan araştırmalar sonucunda obeziteye neden olan birçok moleküler mekanizma aydınlatılmıştır.
Yağ dokusu oldukça aktif bir metabolik ve endokrin organ görevine sahiptir. Adipokinler yağ dokusundan salgılanan ve önemli endokrin göreve sahip moleküllerdir. Adipokinler başta merkezi sinir sistemi olmak üzere birçok organ ve doku ile etkileşime girmektedir. Bu nedenle özellikle enerji metabolizması ve beslenme üzerinde önemli rollere sahiptirler. Leptin, adiponektin ve resistin yağ dokusundan salgılanan en önemli adipokinler arasındadırlar (Fonseca ve diğerleri, 2007). 

Leptin protein yapılı bir hormondur ve farklılaşmış yağ dokusu hücrelerinden salgılanmaktadır. Leptin yağ dokusu oranıyla doğru orantılı olarak salgılanmaktadır. Yapısal olarak sitokin ailesine üyedir. Leptin hormonu hipotalamusta iştah merkezinde bulunan leptin reseptörüne bağlanıp iştahı azaltarak metabolik etkisini ortaya çıkarmaktadır.  Ayrıca leptin enerji harcanmasını da artırmaktadır. Leptinin beslenme ve enerji metabolizması dışında üreme, solunum ve kardiovasküler sistemler üzerine de etkileri bulunmaktadır. Bu hormonun salgılanmasının bir genetik mutasyon sonucu bozulması obeziteye neden olmaktadır (Ahima ve diğerleri, 2000).
Adiponektin, yağ dokusundan salgılanan protein yapılı bir adipokindir. Adiponektin vücutta insülin duyarlılığını artırmaktadır. Obez kişilerde bu hormonun salgısı azalmaktadır (Gable ve diğerleri, 2006). Obezitede bu hormon seviyesinin azalması insülin duyarlılığını azaltmakta ve insülin direncine neden olmaktadır. Resistin de yağ dokusundan salgılanan bir hormondur. Bu hormonun salgısı obezitede artmaktadır. Vücutta artmış resistin seviyesi insülin direncine neden olmaktadır. Ayrıca obezite ile birlikte resistin salgılanmasının artması inflamasyon artışına da neden olmaktadır (Li ve diğerleri, 2002).
Leptinin hipotalamusta iştah ve enerji düzenlenmesi üzerine oldukça önemli görevleri vardır. Leptin, hipotalamusta bulunan kendisine özgü reseptöre bağlanarak metabolik etkisini göstermektedir. Başta hipotalamus olmak üzere birçok dokuda yer alan leptin reseptörünün yapısını etkileyebilecek genetik bir değişim önemli metabolik etkilere neden olabilmektedir. Bu nedenle leptin reseptöründeki genetik değişimlerle obezite ve birçok metabolik hastalık arasındaki bağlantı araştırılmıştır. Özellikle Q223R leptin reseptör polimorfizmi birçok toplumda obezite ile ilişki araştırılan genetik değişimlerdendir. Q223R leptin reseptör polimorfizmi leptin reseptörünün uzun formunun hücre dışı leptin bağlayan bölgesinde meydana gelen bir değişimdir (Cowley ve diğerleri, 2003). 

KKTC toplumunda daha önce obezitenin genetik nedenlerini ve metabolik etkenlerini belirlemek amaçlı herhangi bir araştırma yapılmamıştır. Bu tip bir çalışma toplumda yaygın olarak görülen obezitenin temel nedenini bulmada büyük bir öneme sahiptir. Çalışmamızda obez kişilerde Q223R polimorfizminin leptin, adiponektin, resistin ve insülin direnci arasındaki ilişkinin incelenmesi amaçlanmıştır. Çalışma sonucunda Q223R leptin reseptör polimorfizminin obezite ile ilişkisi olup olmadığı belirlenip, leptin, adiponektin ve resistin seviyelerindeki değişimin ölçülmesi hedeflenmiştir. Tüm bu bilgiler ışığında adipokin düzeylerindeki değişim ile insülin direnci arasındaki ilişki de belirlenmiş olacaktır. Çalışmamız, KKTC’de toplum sağlığını tehdit eden obezitenin genetik ve metabolik nedenlerini araştırmak amacıyla atılan ilk adımdır. Araştırma sonucunda elde edeceğimiz veriler doğrultusunda bu alandaki çalışmalarımızı genişletilerek devam ettirmeyi amaçlıyoruz.        
2. genel bilgiler

2.1. Obezite
Obezite; vücuda besinler ile alınan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasından kaynaklanan ve vücut yağ kitlesinin, yağsız vücut kitlesine oranla artması ile karakterize olan kronik bir hastalıktır (Altunkaynak ve Özbek, 2007). Obezitenin yaygılığı yıllar içinde artmaktadır ve dünya genelinde görülen ortak bir beslenme bozukluğu problemidir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) kiriterlerine göre 400 milyondan fazla kişi obezdir. Bu rakam 2015’de 700 milyona ulaşacağı düşünülmektedir. Bu nedenle küresel kronik hastalık ve sorunların görülme oranı da artmaktadır (Das, 2010). Özellikle gelişen ülkelerde birçok sosyal ve psikolojik etki obezitenin görülme oranını artırmaktadır.  Obezitenin medikal, psikolojik, sosyal ve ekonomik etkileri sağlık için büyük öneme sahiptir. Başta aterosklerotik kardiyovasküler hastalıklar olmak üzere diyabet, üreme bozuklukları, osteoartrit, solunum ve gastrointestinal sistem bozuklukları ve bazı kanser türleri ile ilişkili olduğu saptanmıştır. Bu nedenle dünya genelinde sıklığı giderek artan bir halk sağlığı problemidir (Musaad ve Haynes, 2007).
Obezite artmış vücut yağı depolanması durumu olarak açıklanır ve vücut kitle indeksi (VKİ) değerine gore sınıflandırılmaktadır. VKİ, kilonun (kg) boyun karesine (m2) bölünmesiyle elde edilen ve Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından kabul edilen obezite belirleme ve sınıflandırma kriteridir. VKİ, 24.9 kg/m2 küçük olan kişiler normal kilolu, 25-29.9 kg/m2 arasında olan kişiler kilolu ve 30-39.9 kg/m2 olan kişiler ise obez olarak sınıflandırılmaktadır. VK indeksi 40 kg/m2’den büyük olan kişiler ise ölümcül obez sınıfına girmektedir. Ayrıca bel çevresinin erkeklerde 102 cm’den büyük, kadınlarda ise 88 cm’den büyük olması obezite riskini artırmaktadır. Bu kişilerde ayrıca kalp hastalığına yakalanma riski de artmaktadır (Arora, 2006). 
Obezite, vücut yağının anatomik dağılımına göre sınıflandırılmaktadır. Merkezi olarak karın bölgesinde toplanan aşırı yağa sahip vücuda android, elma tipi veya üst vücut obezitesi denilmektedir. Bu tip obezitede bel/kalça oranı erkeklerde ≥0.95, kadınlarda ise ≥0.80’dir. Buna karşılık, alt ekstremitelerde, kalça ve gluteal bölgede dağılmış yağ gynoid, armut tipi veya alt vücut obezitesi olarak adlandırılmaktadır. Bu tip obezitede bel/kalça oranı erkeklerde <0.95, kadınlarda ise <0.80’dir (Şekil 2.1) (Schwartz ve diğerleri, 2000).
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Şekil 2.1. Elma ve armut tipi obezitenin fenotipik olarak gösterilmesi (Aditya ve Wilding, 2011).
Obezite, genetik, endokrin, hipotalamik ve çevresel faktörlerin etkileşimi sonucu ortaya çıkan bir sağlık sorunudur. Prader-Willi sendromu, Bardet-Beidl sendromu, leptin proteini eksikliği, leptin reseptör mutasyonu, pro-opiomelanocortin reseptör bozukluğu, melanokortin-4 reseptör bozukluğu, pro-hormon konvertaz-1 eksikliği, Rothmund sendromu ve Von Gierke hastalığı obeziteye neden olan genetik faktörlerdendir. Fröhlich sendromu ve Kleine-Levin sendromu ise obeziteye neden olan hipotalamik nedenler arasındadır. Endokrinolojik hastalıkların seyrinde de obezite görülmektedir (Williams ve diğerleri, 2011). Cushing sendromu, hipotiroidi, erkek hipogonadizmi ve Stein-Leventhal sendromu hastalarında obezite görülmektedir. Obeziteye neden olan çevresel faktörlerin başında her gün enerji alımındaki ve harcanmasındaki küçük dengesizlikler gelmektedir. Örneğin 100 kcal’lik bir enerji fazlalığı 12 ayda yaklaşık 5 kg alınmasına neden olmaktadır. Doymuş yağ içerikli besinler, karbonhidratlı yiyecekler ve artmış kalori alımı obezitenin görülme oranını artırmaktadır. Hareket azlığı, dengesiz beslenme ve psikolojik nedenler obeziteye yatkınlık sağlamaktadır. Ayrıca modern yaşamla birlikte fiziksel aktivitenin de azalması nedeniyle özellikle Batı toplumlarında obezite görülme oranı artmaktadır (Wilding, 2010).
Obeziteye neden olan “çevresel” faktörler vardır. Bu faktörler enerji harcanmasında büyük bir öneme sahiptir. Bunlardan bir tanesi bazal metabolizma hızıdır. Bazal metabolik hız, metabolizmanın sürdürülmesindeki gerekli olan enerjidir. Özellikle hayvanlarda sempatik sinir sistemi kontrolü altındadır ve soğuktan korunmak için gerekli ısının oluşmasında görev almaktadır. Ayrıca aşırı yemek yeme sonucu kilo alımının engellenmesinde görev aldığı düşünülmektedir. Bu olaya benzer bir mekanizmanın insanlarda da gerçekleştiği ve bozulmasının kilo alımına neden olabileceği düşünülmektedir (Wilding, 2010). 

Obeziteye yol açan ikinci çevresel faktör ise yiyeceklerin termik etkisidir. Termik etki yiyeceklerin parçalanmasında ve depolanmasında kullanılan bir enerjidir. Bu proteinden zengin yiyeceklerde fazla, karbonhidratlı yiyeceklerde daha az ve yağ içeren yiyeceklerde ise oldukça azdır. Bu nedenle yüksek yağ içerikli beslenme kilo alınmasına neden olmaktadır. Fiziksel aktivite de obeziteye neden olan faktörlerden bir tanesidir. Modern yaşam tarzı ile birlikte azalan fiziksel aktivite obezite riskini artırmaktadır (Wilding, 2010).
2.2.  Merkezi Sinir Sisteminin Enerji Dengesindeki Rolü
1950’li yıllarda Kennedy enerji ve vücut ağırlığı kontrolü ile ilgili homeostatik model oluşturmuştur. Bu modele göre çevre dokulardan salgılanan sinyaller merkezi sinir sistemini etkileyerek yiyecek alımını ve enerji harcanmasını kontrol etmektedir (Kennedy, 1953). Yıllar sonra bu model doğrulanmıştır ve özellikle yağ dokusundan salgılanan hormonların hipotalamusu etkileyerek enerji metabolizmasında önemli roller üstlediği kanıtlanmıştır. Vücuda alınan yiyeceklere bağlı olarak merkezi sinir sisteminde en az 50 farklı nörotransmitter oluşmaktadır. Açlık veya tokluk durumunda nöral ve hormonal sinyaller yiyecek alımı ve metabolik hızı etkilemektedir. 
Yiyecek alımı kısa ve uzun süreli kontrol altındadır. Kısa süreli kontrol sırasında açlıkta glukoz, yağ asidi ve amino asitlerin konsantrasyonunda düşme meydana gelmektedir. Midede salgılanan ghrelin yiyecek alımını uyaran önemli bir açlık sinyalidir. Yiyecek alımını uyaran sinyaller enerji harcanmasını önleyerek metabolik hızı azaltmaktadır. Yiyecek alımı sonrası toklukta kolesistokinin, glukagon benzeri peptid, oksitomodulin, pankreatik polipeptid, peptid YY hormonları salgılanmaktadır. Örneğin uzun süreli kontrol sırasında ise oluşan sinyaller, enerji depolanmasını etkileyen ve yağ dokusundan kaynaklanan leptin hormonuna bağlıdır. Yağ dokusu arttığı zaman leptin salgısı artmaktadır. Yağ dokusu azaldığı zaman ise leptin salgısı azalmaktadır. Leptin konsantrasyonu belli bir seviyenin altına düştüğü zaman açlık sinyalleri hipotalamusta oluşmaktadır. Bu sistem yiyecek alımını uyarmaktadır ve termogenezi inaktive etmektedir. Enerji fazlası olduğu zaman ise termogenezi artmakta ve açlık sinyalleri durmaktadır (Wilding, 2010).
Hipotalamus ‘yemek yeme’ ve ‘doyma’ merkezleri içermektedir. Beslenme ve iştah bu merkezler aracılığıyla kontrol edilmektedir.  Bu merkezler hipotalamusun çeşitli bölgelerinde yer almaktadır.

Arkuat çekirdek (ARC), beslenmeyi kontrol eden bir merkezdir ve enerji homeostasisi için gerekli hormonal sinyalleri algılamaktadır. Arkuat çekirdek, üçüncü ventriküldedir ve median eminence üzerindeki bölgeyi içermektedir. Bu bölgede kan-beyin bariyeri leptin, insülin gibi periferik peptitlerin ve protein sinyallerin geçişine izin vermektedir (Friedman ve diğerleri, 1998). ARC, nöropeptid Y (NPY), agouti ilişkili peptid (AGRP) ve proopiomelanokortin (POMC) sentez eden nöron toplulukları içermektedir (Neary ve diğerleri, 2004). 
Mediobazal hipotalamusun arkuat çekirdeği (ARC) önemli iki nöronal populasyon içermektedir. Bunlar proopiomelanokortin (POMC) / kokain ve amfetamin ilişkili transkript (CART) ve agouti ilişkili peptit (AgRP) / nöpopeptit Y (NPY) nöronlarıdır. Anorektik POMC/CART nöronları POMC eksprese etmektedir. POMC bioaktif ürünlere dönüşen bir prohormondur. Bu bioaktif ürünler melanosit stimüle edici hormonlardır (α-, β- ve γ-MSH). α- ve β-MSH insanlarda ve hayvanlarda yiyecek alımını kısıtlamayıcı fakat enerji harcanmasını artırıcı etkiye sahiptir. α- ve β-MSH, melanokortin reseptör tipleri (MC-R) 3 ve 4 aracılığı ile etkisini göstermektedir. Bu reseptörler ARC, paraventriküler çekirdek (PVN), lateral hipotalamus (LH), ventromedial hipotalamus (VMH) ve dorsomedial hipotalamusda (DMH) da bulunmaktadır. ARC’de bulunan ikinci önemli nöronal populasyon oreksijenik AgRP/NPY nöronlardır. NPY, yiyecek alımını uyarmakta ve enerji harcanmasını ise azaltmaktadır (Balthasar ve diğerleri, 2005).
Paraventriküler çekirdek (PVN), üçüncü ventrikülün üst kısmı ile yan yana bulunmaktadır ve ön hipotalamusta yer almaktadır. PVN, kortikotropin salgılatıcı hormon (CRH) ve tiroid salgılatıcı hormone (TRH) sentezlenen ana bölgedir. PVN’da, enerji dengesini sağlamakta görev alan birçok nöronal yol bulunmaktadır. PVN, tiroid ve hipotalamus-hipofiz aksis arasındaki beslenme sinyallerinin birleştirilmesinde rol oynamaktadır (Neary ve diğerleri, 2004).
Hipotalamusun ventromedial çekirdeği (VMH) ana iştah merkezidir. Leptinin hedef yeridir. Leptin bu merkez aracılığıyla yiyecek alımını inhibe etmektedir. Ayrıca enerji harcanmasını tetikler ve kilo kaybına neden olmaktadır. Bu bölgedeki hasar veya PVN oluşumunu engelleyen sendromlar hiperfajiye ve obeziteye neden olmaktadır. Dorsomedial hipotalamik çekirdek (DMH), medial hipotalamik çekirdek ile lateral hipotalamus arasında bağlantıyı sağlayan yerdir (Elmquist ve diğerleri, 1998).
Lateral hipotalamik bölge (LHA), klasik beslenme merkezidir. Glukoza duyarlı nöronlar içermektedir. Bu nöronlar hipoglisemide uyarılmaktadır. Hipoglisemide hiperfajiyi uyarmaktadır (Bernardis ve Bellinger, 1996).
Hipotalamus ve beyin kökü arasında gelişmiş bir bağlantı bulunmaktadır. Bu bağlantıda özellikle tractus solitaries çekirdeği (NTS) yer almaktadır. NTS, NPY bağlayan Y1 ve Y5 reseptörleri içermektedir. NTS’deki NPY seviyesi beslenme ile değişmektedir. Bu bölgedeki NPY içeren nöronlar PVN ile bağlantılıdır (Dumont ve diğerleri, 1998).
2.3. Enerji Dengesi ve İştah Düzenlenmesinde Rol Alan Nöropeptidler

Merkezi sinir sistemi ve periferik organlardan salgılanan oreksijenik ve anoreksijenik adı verilen nöropeptidler vardır. Bu nöropeptidlerin enerji dengesinde ve iştahın düzenlenmesinde önemli rolleri bulunmaktadır. Oreksijenik nöropeptidler enerji harcanmasını azaltmakta ve iştahı artırmaktadır. Anoreksijenik nöropeptidler ise iştahı azaltmakta ve enerji harcanmasının artmasına neden olmaktadır (Şekil 2.2) (Tablo 2.1) (Arora, 2006).
Tablo 2.1. Merkezi sinir sistemi ve periferik organlardan kaynaklanan oreksijenik, anoreksijenik nöropeptidler

	Nöropeptidler
	Oreksijenik
	Anoreksijenik

	Merkezi sinir sisteminden kaynaklananlar nöropeptidler
	Nöropeptid Y
	Kokain ve amfetamin ilişkili transkript (CART)

	
	Melanin konsantre edici hormon (MCH)
	Proopiomelanokortin (POMC)

	
	Oreksin/Hipokretin
	Glukagon benzeri peptid

	
	Agouti ilişkili peptid (AGRP)
	Kortikotropin salgılatıcı hormon (CRH)

	
	Galanin
	Serotonin

	
	Endojen opioidler
	Nörotensin

	
	Endokannabinoid
	

	Periferal nöropeptidler
	Ghrelin
	Peptit YY

	
	
	Kolesistokinin (CCK)

	
	
	Leptin

	
	
	Amilin

	
	
	İnsülin

	
	
	Glukagon benzeri peptid

	
	
	Bombesin
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Şekil 2.2. Nöropeptidlerin salgılandıkları dokular ve etki ettikleri beyin bölgeleri (Arora, 2006).
PVN, paravetriküler çekirdek; LHA, lateral hipotalamik bölge; DMH, dorsomedial hipotalamus; VMH, vetromedial hipotalamus; ARC, arkuat çekirdek; NTS, solitarius traktus çekirdeği.

2.4. Hipotalamustan Salgılanan Oreksijenik Nöropeptidler

2.4.1. Nöropeptid Y (NPY)

NPY, her iki ucunda tirozin amino asidi içeren 36 amino asitlik nöropeptiddir. NPY, hipotalamusta en fazla bulunan peptiddir. Ayrıca önemli bir oreksijenik faktördür. NPY, iştah ve kardiovasküler düzenleme yapmaktadır. Ayrıca nöroendokrin kontrol, nöbetler ve hafıza kaybı ile ilişkilidir. NPY hipotalamusun ARC bölgesindeki nöronlardan sentez edilmektedir. NPY’nin en önemli etkisi yemek yemeyi uyarmasıdır (Inui, 2000). Sıçanlarda NPY serebroventriküler aralığa enjekte edildiği zaman güçlü ve artarak giden bir yemek yeme isteği ortaya çıkmaktadır. Kronik NPY uygulanması ise hiperfaji, termogenezde düşme ve obezite oluştuğu görülmüştür.
G-protein kenetli 5 adet NPY reseptörü bulunmaktadır. Bunlar Y1, Y2, Y4, Y5 ve Y6’dır. Bu reseptörler hipotalamusta adenilat siklazı inaktive etmekte ve sonuç olarak da cAMP seviyesini düşürerek etkisini göstermektedir. Ayrıca hücre içi kalsiyum seviyesini artırmaktadır. NPY reseptörlerinin hipotalamusta farklı şekillerdeki bozuklukları görülebilmektedir. Y5 reseptörü NPY’nin beslenmeyi uyarıcı etkisine aracılık eden başlıca reseptördür. Y5 reseptörü LHA’da oldukça yüksek oranda sentezlenmektedir. ARC’de NPY sentezi ve bunun PVN’a girmesi leptin, insülin ve glukokortikoid sinyallerinin afferent sinir sistemini etkilemesiyle kontrol edilmektedir. NPY sentezinin leptin tarafından engellenmesi hipofajiye ve kilo kaybına neden olmaktadır (Gehlert, 2004). 
PVN’de insülin NPY sentezini inhibe etmektedir. İnsülin reseptörlerinin NPY nöronları tarafından taşındığı veya bu nöronlar tarafından etkilenip etkilenmediği belli değildir. Enerjinin azaldığı durumlarda, açlıkta, insüline bağlı diyabette, laktasyonda ve fiziksel egzersiz sonrası NPY sentezinde ve salgılanmasında artış görülmektedir (Inui, 2000). NPY nöronları açlıkta aktive olmaktadır ve uzun leptin reseptörlerini kodlamaktadır. NPY nöronları enerji depolarının dengesinin korunması, vücut yağ içeriğinin depolanması, açlık durumunda leptinin ve insülinin az olması ile aktive olmaktadır.

2.4.2. Melanin Konsantre Edici Hormon (MCH)

MCH, 19 amino asit içeren oreksijenik bir nöropeptiddir. MCH prepro-MCH’ın parçalanması sonucu oluşmaktadır (Lieberman ve diğerleri, 2006). Memeli beyninde MCH içeren nöronlar lateral hipotalamusta ve zona incertada görülmektedir (Inui, 2000). MCH sinyali beyinde 2 tane G-protein kenetli reseptör aracılığı ile algılanmaktadır. Bunlar MCH-1R ve MCH-2R’dir. Bu reseptörler beyinin hipokampus, amigdala ve serebral korteks bölgelerine yayılmıştır. MCH-1R normal hipofiz dokularında ve büyüme hormonu içeren adenomlarda bulunmaktadır. Bu da MCH’nın büyüme hormonu salgılanmasında etkinliğinin olduğunun belirtisidir (Lieberman ve diğerleri, 2006). 
Sıçanlarda akut intraserebroventriküler MCH enjeksiyonu enerji alınmasını artırmaktadır. Ayrıca enerji harcanması azaltmaktadır. Diğer bir taraftan MCH veya MCH-1R olmayan farelerde yüksek yağ oranlı diyetle oluşturulan obeziteye karşı direnç oluşmaktadır. Ayrıca MCH kaygı ve hipokampal sinaptik etkiyi artırmaktadır. Bunun sonucunda öğrenme ve hafıza oluşumu artmaktadır. MCH’ın yüksek oranda MCH sentezlenen transgenik farelerde glukoz intoleransına ve insülin direnci oluşturduğu görülmüştür. MCH-1R’nin nonpeptit antagonisti kullanılan farelerde yüksek yağ içerikli diyetle obezite oluşturulamamıştır (Hervieu, 2006).
2.4.3. Oreksin

Oreksinler daha önce hipokretinler olarak tanımlanmış bir grup nöropeptidlerdir. Oreksin A ve oreksin B sırasıyla 33 ve 48 amino asit içeren, benzerlik gösteren peptitlerdir. Her ikisi de 17q21 kromozom bölgesinden kodlanmaktadır. Oreksin nöronları dorsal, lateral hipotalamik bölgeler ve perifornikal hipotalamusta yer almaktadır. Oreksinler G-protein kenetli oreksin-1R (OX1R) ve oreksin-2R (OX2R) reseptörlerini kullanarak hücre içi iletisini sağlamaktadır. OX1R hipotalamusta ARC ve VMH sentezlenmektedir. OX2R ise PVN’de sentezlenmektedir. Bu reseptörlerin hipotalamusta aktive olması hücre içi kalsiyum seyiyesinde artışa neden olmaktadır. Postsinaptik etki ise Gq G-proteini ve protein kinaz C aracılığı ile olmaktadır. Periferik dokularda ise OX1R kahverengi yağ dokusunda, OX2R ise adrenal medullada sentezlenmektedir (Rodgers ve diğerleri, 2002).
Oreksin A’nın artması yiyecek alımını artırmaktadır. Özellikle oreksin-1 reseptör antagonistleri yiyecek alımını kısıtlamaktadır (Rodgers ve diğerleri, 2002). Oreksin mRNA ekspresyonu açlıkta ve insülin etkili hipoglisemide artmaktadır. Oreksin aracılığı ile yiyecek alımı hipotalamustaki NPY yolu ile ilişkilidir. Oreksin nöronları hem oreksin hem de leptin reseptörü içermektedir. Bu reseptörler gastrointestinal sistemde de belirlenmiştir ve açlıkta aktive olmaktadırlar. Ayrıca oreksinler gastrik mukoza, bağırsak ve pankreasta da eksprese olmaktadır (Willie ve diğerleri, 2001). 
2.4.4. Agouti İlişkili Peptid (AGRP) 
AGRP, 132 amino asit içeren bir peptiddir. Vücut ağırlığı ve beslenmeyi düzenleyici etkisi vardır. İnsanlarda agouti geni yağ dokusunda bulunmaktadır. Hayvanlardaki agouti post rengi geni ile AGRP arasında benzerlikler vardır. AGRP sadece hipotalamusta ARC’de sentez edilmektedir. AGRP üreten nöronlar NPY ile birlikte sentezlenmektedir. Leptin AGRP sentezini inhibe etmektedir. Leptin eksikliğinde AGRP sentezi artmaktadır. AGRP, MC3 ve MC4 reseptörleri için antagonisdir. AGRP’ye uzun süreli maruz kalma hiperfajiye ve obeziteye neden olmaktadır (Wilson ve diğerleri, 1999). 

2.4.5. Galanin
Galanin, bağırsaktan izole edilmiş nöroendokrin bir peptiddir. İlk 14 amino asidi tüm türlerde korunmuştur. Galanin hem beyinde hem de bağırsakta bulunmaktadır.  Galanin etkisini Gi protein aracılı reseptör ve iyon kanalları ile göstermektedir. Galaninin inhibitör etkisi γ-aminobutirik asit (GABA) ve NPY ile benzerdir. Galanin beyinde GABA, noradrenalin, 5-hidroksitiriptamin (5-HT) ve NPY ile eş zamanlı salgılanmaktadır. Hipotalamik galanin sentezi enerji dengesi, yiyecek alımı, vücut ağırlığının düzenlenmesi, su dengesi ve nöroendokrin regülâsyonla ilişkilidir (Leibowitz, 1998).
Akut olarak merkezi galanin artması yağ tüketimini artırmaktadır. Galanin benzeri peptid (GALP) adı verilen ve galanin ile benzerliklere sahip peptit ve reseptörleri fizyolojik olarak vücut ağırlığı ve üreme fonksiyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. GALP bazomedial arkuat çekirdekte üretilmektedir. GALP in vitro ortamda galanin reseptörlerine bağlanabilmektedir. Leptin GALP mRNA seviyesini artırmaktadır (Leibowitz, 1998). 
2.4.6. Endojen Opioidler

Opioid sistemi biyolojik olarak aktif 3 peptit ailesinden oluşmaktadır. Bunlar β-endorphin, dinorphin ve enkephalinlerdir. Bunların reseptörleri μ-opioid, κ-opioid ve δ-opioid reseptördür. Opioid peptitler yiyecek alımını kontrol etmektedir. β-endorpin, POMC’nin prekürsörüdür. POMC nöronları ARC, PVN, VMH ve diğer hipotalamus bölgelerinde bulunmaktadır. β-endorphin ve opioid agonistleri bu bölgelere mikroenjeksiyonla uygulandığı zaman μ-opioid reseptörlerine bağlanmaktadır ve yemek yemeyi uyarmaktadır. Dinorpin üreten nöronlar hipotalamusta birçok bölgede bulunmaktadır. β-endorphin, sinaptik sinir aktivitesini azaltmaktadır (Kalra ve diğerleri, 1999).
2.4.7.  Endokannabinoid
Yıllardır Cannabis sativa medikal amaçlı olarak kullanılmaktadır. Cannabis’in hem ruhsal durumda düzelme hem de stresi azaltıcı etkisi vardır. Eksojen bir kannabinoid olan marijuana’nın iştahı düzenleyici etkisi bulunmaktadır. Bunlar CB1 ve CB2 reseptörleri aracılığı ile etkilerini göstermektedir. Bu reseptörler sadece merkezi sinir sisteminde bulunmamaktadır. Bunlar hipotalamusta ve gastrointestinal bölgelerde de bulunmaktadır. Bu reseptörlerin yemek yeme ve enerjiyi düzenleyici etkileri vardır. Eksojen ve endojen kannabinoidler yiyecek ve kilo alımını uyarmaktadır. Bu etkilerini CB1 reseptörü aracılığı ile yaptıkları düşünülmektedir (Vickers ve Kennett, 2005).
2.5. Hipotalamustan Salgılanan Anoreksijenik Nöropeptidler

2.5.1. Kokain ve Amfetamin İlişkili Transkript (CART)

CART fizyolojik olarak oldukça güçlü anorektik sinyal özelliğine sahip yeni bir nöropeptiddir. CART geni hem insanlarda hem de hayvanlarda tanımlanmıştır. Post transkripsiyonal modifikasyon sonucu birçok CART peptidi oluşmaktadır. İnsan ve sıçan CART mRNA’sı %92 oranında benzerlik göstermektedir. Sıçanlarda kısa ve uzun CART peptidi oluşmaktadır. Fakat insanda sadece kısa formda CART peptidi oluşmaktadır (Larsen ve diğerleri, 2000). CART mRNA’sı kokain ve amfetamin tedavisi uygulanan sıçanlarda keşfedilmiştir. CART peptidleri hipotalamusun periventriküler çekirdek, dorsomedial çekirdek, perifornikal bölge, lateral çekirdek ve arkuat çekirdek bölgelerinde bulunmaktadır. Paraventriküler çekirdekte CART mRNA’sı vasopresin ve kortikotropin salgılatıcı faktör içeren nöronlarda da bulunmaktadır (Li ve diğerleri, 2002). CART nöronları duyusal ve stres algılanmasında, endokrin düzenleme ile ilişkilidir. Hipotalamusta CART peptidleri ve leptin reseptörleri aynı nöronlarda bulunmaktadır. Yiyecek kısıtlaması sıçanlarda sonrası arkaut çekirdekte CART mRNA’sı azalmaktadır. Aç ve normal sıçanlarda CART uygulanması NPY aracılıklı beslenmeyi inhibe etmektedir (Larsen ve diğerleri, 2000).
2.5.2. Melanokortinler

Melanokortinler dokuya özgü posttranslasyonal yıkılma ile pro-opiomelanokortin öncü molekülünden oluşan bioaktif peptiddir. POMC geni, ön ve orta hipofiz bezi, deri, immün sistem, hipotalamik nöronlar olmak üzere farklı memeli dokularında önemli bir fizyolojik seviyede kodlanmaktadır. Bioaktif peptitler hipotalamik nöronda sentez edilmektedir. Bu moleküller melanokortin-4 reseptörü (MC4R) için endojen liganddırlar ve açlık, enerji homeostasisi kontrolünde görev almatadırlar. α-MSH’ın merkezi sinir sistemine uygulanması yemek yemeyi engellemekte ve kilo azalmasına neden olmaktadır. AGRP’nin stimülatör etkisi α-MSH tarafından engellenmektedir. Aşırı AGRP sentezi olan ve MC4 reseptörü bulunmayan farelerin hiperfajik, obez ve α-MSH’a karşı duyarsız olduğu görülmüştür. Arkuat çekirdekte POMC ve CART’ın aynı anda leptin tarafından uyarılma sonucu sentezlendiği gösterilmiştir (Pritchard ve diğerleri, 2002).  
2.5.3. Glukagon Benzeri Peptid
Preproglukagon sentezi pankreastaki α-hücrelerinden, bağırsaktaki L-hücrelerinden ve beyin sapındaki nöronlardan salgılanmaktadır. Pankreastaki posttranslasyonal işlem sonrası proglukagondan glukagon oluşmaktadır. Bağırsaktaki L-hücreleri ve NTS’deki nöronlarda ise kırpılma sonucu glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) ve glukagon benzeri peptid 2 (GLP-2) oluşmaktadır. GLP-1 ve GLP-2 glukoz homeostasisi, gastrik boşaltım, bağırsak büyümesi, insülin salgılanması ve beslenmenin düzenlenmesi gibi birçok etkisi vardır. Beslenme sonrası GLP-1 ve GLP-2 dolaşıma salgılanmaktadır. GLP-1’in açlığı, yiyecek alımını ve gastrik boşaltımı engelleme gibi görevleri bulunmaktadır. GLP-1’in anorektik etkisini PVN aracılığı ile yaptığı gösterilmiştir. Kemirgenlerde GLP-2’nin merkezi sinir sistemine uygulanması GLP-1 ile aynı etkiyi sağlamaktadır. Her ikisi de doyma hissini artırmaktadır. GLP-1 reseptör antagonisti leptin aracılıklı yiyecek ve kilo alımını inhibisyonunu inhibe etmektedir (Vrang ve diğerleri, 2003).
2.5.4. Kortikotropin Salgılatıcı Hormon (CRH)

 
CRF, hipofiz bezinden ACTH salgılanmasını uyaran 41 amino asitlik memeli nörohormonudur. Yapılan deneyler sonucunda CRH’nun ayrıca endojen anorektik ve termogenik ajan olduğu gösterilmiştir. CRH stres eksikliği durumunda iştah üzerine inhibe edici etki kullanarak beslenmeyi düzenlemektedir. CRH etkisini CRH-1 ve CRH-2 aracılığı ile yapmaktadır. CRH-2, CRH’nin anorektik etkisi ve termogenik etkisinin ortaya çıkmasında aracılık etmektedir (Martinez ve diğerleri, 1998).
CRH’nun anorektik ve termogenik etkisi yanında beyine etki eden periferik peptid sinyallerine karşıda duyarlıdır. Leptin ventromedial hipotalamik çekirdekte CRH tip 2 salgılanmasını artırmaktadır. Ayrıca CRH’nun beyinin PVN bölgesine enjekte edilmesi yemek yemeyi ve açlığa bağlı beslenmeyi inhibe etmektedir. Kronik CRH uygulanması anoreksiaya ve ilerleyici kilo kaybına neden olmaktadır. CRH, GABA agonistleri, norepinefrin ve NPY etkisi ile beslenmeyi azaltıcı etki göstermektedir. CRH reseptörlerinin ve CRH’nun antagonist ajanlar aracılığı ile bloke edilmesi hipotalamusta NPY aracılığı ile beslenmeyi uyarmaktadır (Martinez ve diğerleri, 1998). Tüm bu yapılan deneyler sonucunda CRH’nun beslenmeyi kontrol edici etkisinin olduğu gösterilmiştir.
2.5.5. Serotonin

Serotonin, orta beyin bölgesinden salgılanmaktadır. Hipotalamusun PVN ve VMH bölgesine etki etmektedir. Serotoninin davranış biçimi, uyku, iştah, ısı düzenlenmesi ve motor aktivite gibi fizyolojik olaylar üzerine etkisi bulunmaktadır. Serotoninin beslenme üzerine etkisi olduğu yaklaşık 30 yıl önce ileri sürülmüştür. Endojen hipotalamik serotonin doyma hissinin oluşmasında etkilidir. Birçok serotonin reseptörü tanımlanmıştır. Bunlar arasında serotonin 1B ve serotonin 2C reseptörleri doyma hissinin oluşmasında aracılık etmektedir (Halford ve diğerleri, 2005). Ayrıca yapılan araştırmalarda serotonin ilaçlarının ve serotonin 2C reseptörünün agonistlerinin yiyecek alımını azalttığı ve kilo kaybına neden olduğu yapılan araştırmalarda gösterilmiştir.
2.5.6. Nörotensin

Nörotensin (NT) 1973 yılında Carraway ve Leeman tarafından sığır hipotalamusundan izole edilmiş 13 amino asitlik bir peptiddir. 1988 yılında sıçan NT geni izole edilmiş ve dizilenmiştir. Merkezi sinir sisteminde NT’nin üç tane reseptörü tanımlanmıştır. Bunlardan bir tanesi NT’ye karşı azalmış afinitesi bulunan ve histamine H1 reseptör antagonisti levocabastin bağlayan NT2 reseptörüdür. Diğer bir reseptör NT’ye karşı yüksek afiniteye sahip NT1 reseptörüdür. Üçüncü reseptör ise hücre içinde bulunan NT3 reseptörüdür. Nörotensin hipotalamusun ARC, PVN ve DMH bölgesinde üretilmektedir. Hipotalamusun PVN bölgesine mikro enjeksiyonu yiyecek alımını azaltmaktadır. Sıçanlar üzerinde yapılan in vivo çalışmalarda NT’nin leptinin etkileri üzerinde düzenleyici görev üstlendiği gösterilmiştir. NT’nin MCH’nın oreksijenik etkisini ortadan kaldırıldığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Merkezi sinir sistemine enjekte edilen NT-antiserumu veya NT reseptörü antagonistleri leptinin etkisini ortadan kaldırmaktadır (Sahu ve diğerleri, 2001).  Yapılan çalışmalar NT’nin leptin üzerinden beslenme üzerinde etkisinin olduğunu kanıtlamaktadır.
2.6. Oreksijenik Periferal Nöropeptidler

2.6.1. Ghrelin

Ghrelin ilk kez sıçan midesinden izole edilmiş 28 amino asitlik bir peptiddir. Ghrelin başlıca insan gastrik mukozasında bulunan endokrin hücrelerden sentezlenmektedir. Ayrıca hipofiz, hipotalamus, pankreas, akciğer, immün hücreler, plasenta, over, testis, böbrek, nöroendokrin tümörler, tiroid karsinoma dokusundan, pankreas ve akciğer endokrin tümörlerinden sentezlenmektedir. Ghrelin reseptörü 7-transmembran G-protein reseptör ailesindendir. Ghrelinin birçok etkisi vardır. Bunlardan bir tanesi büyüme hormonunun sentezini uyarmaktadır. Ayrıca serumda ACTH, kortizol, aldesteron, katekolaminler ve prolaktin düzeyinin artmasına neden olmaktadır. Mideden sentezlenen ghrelin iştah, yağ dokusu ve enerji düzenlenmesi üzerine etkilidir. Ghrelin arkuat çekirdekte NPY aracılığı ile yiyecek alımını ve vücut ağırlığının artmasına neden olmaktadır.  Yiyecek alımında leptinin tam zıttı bir etki oluşturmaktadır. Ghrelin plasma glukozunda artışa neden olmaktadır (Hagemann ve diğerleri, 2003).
2.7. Anoreksijenik Periferal Nöropeptidler

2.7.1. Peptid YY 
Peptit YY (PYY) 36 amino asitlik bir peptiddir. Bu aileye üye tüm peptidler homolog dizi paylaşırlar ve tirozin amino asidinden zengindirler. Dolaşımdaki PYY iki ana formu bulunmaktadır. Bunlar PYY1-36 ve PYY3-36’dır. PYY3-36 periferik anorektik sinyali oluşturmaktadır.  NPY gibi PYY de Y reseptörleri üzerine etkilidir.  Beslenme sonrası 1-2 saat içinde PYY düzeyinde artış meydana gelmektedir. PYY düzeyi yağ içerikli diyet sonrası en yüksek seviyesine ulaşmaktadır. PYY3-36’nın Y2 reseptörüne bağlanmasıyla NPY nöronlarının inhibisyonu meydana gelmektedir. Ayrıca pro-opiomelanocortin nöronları uyarılmaktadır. PYY3-36’nın günlük fizyolojik konsatrasyonu yiyecek alımı üzerine oldukça etkilidir. Obez kişiler üzerinde yapılan çalışmalarda dolaşımdaki PYY düzeyinin azalmış ve beslenme sonrası salgılanmasında bozukluk olduğu gösterilmiştir. PYY3-36’nin obezite tedavisinde kullanılabileceği düşünülmektedir (Renshaw ve Batterham, 2005).
2.7.2. Kolesistokinin

Kolesistokinin (CCK), gastrointestinal sistemde ve beyinde bulunan önemli bir endojen peptiddir. Aynı gen bölgesinden kodlanan farklı CCK bioaktif formları vardır. Yiyecek alımına bağlı olarak CCK dolaşıma salgılanır ve 5 saat artmış düzeyde devam etmektedir. CCK, etkisini CCK reseptörüne bağlanarak göstermektedir. Moleküler farmakolojik olarak iki tip CCK reseptörü saptanmıştır. Bunlar CCK-A ve CCK-B’dir. CCK reseptörleri 7 tane transmembrane bölge içeren G-protein ilişkili reseptörlerdir. Yapılan araştırmalarda beyinde doymak ile ilişkili olan bölgede CCK-A reseptörü bulunmaktadır. CCK vagal afferent nöronlar üzerinde bulunan CCK-A reseptörleri aracılığı ile yiyecek alımını etkilemektedir. Hem insanlarda hem de hayvanlarda CCK uygulanması yiyecek alımını kısıtlamaktadır. CCK’nın yiyecek alımına olan etkisi oldukça hızlıdır. Çünkü yarı ömrü sadece 1-2 dakikadır. Yapılan araştırmalarda eksojen CCK-8 uygulanması plasma leptin düzeyinde artışa neden olmaktadır (Morgan, 2004). Bu da gösteriyor ki CCK uzun süreli etkisini leptin düzeyinde artışa neden olarak göstermektedir.

2.7.3. Amilin
Amilin 1987 yılında tanımlanmış 37 amino asit içeren bir peptiddir. Amilin, yapısal olarak kendisine benzer kalsitonin (CT) ve kalsitonin ilişkili peptidi (CGRP) içeren peptit ailesine üyedir. Yemek alımından sonra anorektik etkiye sahip olan amilin insülinle eş zamanlı olarak pankreasın β-hücrelerinden sentezlenmektedir. Amilin anorektik etkisini hem merkezi hem de periferik sistemleri etkileyerek göstermektedir. Ayrıca mide boşalmasını yavaşlatmaktadır. Bazal amilin seviyesi obez kişilerde zayıf kişilere göre daha fazladır. Amilinin anorektik etkisini lateral hipotalamik bölgede oreksijenik nöropeptitlerin etkisini azaltarak gösterdiği düşünülmektedir. Paraventriküler çekirdekte amilinin etkisini serotonin taşınmasını etkileyerek gerçekleştirdiği düşünülmektedir. Sıçanlarda amilin anorektik etkisini histamin H1 reseptörlerini uyararak gösterdiği bulunmuştur (Mollet ve diğerleri, 2001).
2.7.4. Bombesin 
Bombesin etkisini fosfolipaz C ile gösteren bir peptiddir. Bombesin G-protein aracılı reseptörler ile etkisini göstermektedir. Bombesin midedeki genişleme sonucu uyarılmaktadır. Bu nöropeptidin merkezi sinir sisteminde yemek yeme davranışı, metabolizma ve termoregülasyon ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Bombesinin merkezi sinir sistemine uygulanması yemek alımını kısıtlamaktadır (Merali ve diğerleri, 1993). Hipotalamik ve arka beyin bölgeleri olan PVN ve NTS bombesine karşı duyarlıdır. 
2.7.5. İnsülin
1869 yılında ilk defa pankreasta Paul Langerhans tarafından keşfedilen Langerhans adacıklarının sindirimle ilgili olduğu düşünülmüştür. Daha sonra Langerhans adacıklarının diyabetle önlemli bir ilişkisinin olduğu saptanmıştır. 1889 yılında Joseph Von Mering ve Oskar Minkowski pankreası çıkarılmış köpeklerde araştırma yapmışlardır. Bu araştırmalar sonunda pankreasın diyabetle ilişkili olduğunu bulmuşlardır. 1920’li yıllarda Frederick Banting ve Charles Best pankreastan bir özüt izole etmişlerdir. Bu özüt pankreası çıkartılmış köpeklere verildiği zaman diyabetlerinin düzeldiği gözlemlenmiştir (Banting and Best, 1922). Daha sonraki araştırmalarda pankreasın sadece %3’ünü kaplayan bu adacıkların diyabetle ilgili olduğu bulunmuştur. Ayrıca buradaki beta hücrelerinden insülin salgılandığı gösterilmiştir (Lee and Pilch, 1994).
İnsülin preprohormon olarak ribozomlarda sentezlenmektedir. Molekülün 23 amino asitlik hidrofobik pre kısmı molekülün endoplazmik retikulum sisternasına yönlenmesini sağlayarak ayrılmaktadır. 31 amino asitten oluşan C zinciri, A ve B zincirleri arasındaki disülfit köprüleri oluşumu için gerekli konformasyonu sağlamaktadır. Proinsülin golgide sekretuvar granüllerde depolanmaktadır. Proinsülin salgılanacağı zaman C zinciri ayrılarak olgun insüline dönüşmektedir. Olgun insülinde A zincirinin 7. ve 20. amino asidi sırasıyla B zincirinin 7. ve 19. amino asidi  ile disülfit bağı bulunmaktadır. Üçüncü disülfit bağı da A zincirinin 6. ve 11. amino sitleri arasındadır (Lee and Pilch, 1994).       

İnsülin, pankreastan salgılanan en önemli metabolik hormonlardan biridir. Plazma insülin seviyesi yağ dokusu ile direkt ilişkilidir. Viseral yağ dokusu insülin duyarlılığı ile ilişkilidir ve plazma insülin seviyesinde artışa neden olmaktadır. İnsülin seviyesi yemek sonrası hızlı bir şekilde artmaktadır. İnsülin kan-beyin bariyerini geçebilmektedir (Porte ve diğerleri, 2002). İnsülin beyinde anorektik sinyal oluşmasına neden olmaktadır. İnsülin hücre içinde bulunan glukoz taşıyıcı tip 4 (GLUT4) adındaki glukoz taşıyıcılarının plazma membranına taşınmalarını uyarmaktadır. İnsülin doku büyümesi, gelişmesi ve glukoz homeostazisinde rol alan major anabolik hormondur. Insülin pankreatik β-hücrelerinden yemek sonrası artan glukoz ve amino asit düzeyine yanıt olarak salgılanmaktadır. İnsülin karaciğereden glukoz üretimini azaltmaktadır. Ayrıca kas ve yağ dokularına glukoz alımını hızlandırmaktadır. İnsülin karaciğer ve yağ dokularında lipit sentezini artırmaktadır. Yağ dokusundan yağ asidi salınımını azaltmaktadır (Lee and Pilch, 1994).
İnsülinin ana hedef dokuları iskelet kası, kalp kası, yağ dokusu ve karaciğerdir. İn vivo çalışmalarda yemek sonrası glukozun %75’lik kısmını insülin aracılığı ile iskelet kası almaktadır. Daha az kısmını ise yağ dokusu almaktadır. Hücre içine giren glukoz ATP oluşumu için okside olabilmekte veya glikojen olarak depolanmaktadır. Yağ dokusunda adipositlerde glukoz lipit olarak depo edilmektedir. İnsülin yağ dokusunda hormona duyarlı lipaz enzimini inhibe etmektedir. Karaciğerde insülin glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek glukoz üretimini durdurmaktadır. Plazmada yağ asidi konsatrasyonunun artması obezite ve Tip 2 diyabette ortaya çıkan insülin direnci ile bağlantılıdır (Porte ve diğerleri, 2002).    
İnsülin reseptörü transmembran bir tirozin kinaz reseptörüdür. Bu reseptör heterotetramerik glikoproteindir. 2 alfa ve 2 beta alt ünitesi bulunmaktadır ve bu alt üniteler birbirine disülfit köprüleriyle bağlıdır. Beta alt ünitesi membranı geçen ve hücre içi bölgesini oluşturan kısımdır. Alfa bölgesi ise hücre dışında insülin bağlayan bölgeyi oluşturmaktadır. Alfa alt ünitesinin 647. sisteini ile beta alt ünitesinin 872. sistein bölgesi arasında disülfit bağı oluşmaktadır. Ayrıca alfa alt ünitelerinin 524. sistein bölgeleri arasında da disülfit bağı oluşmaktadır. Beta alt ünitelerinde otofosforilasyon meydana gelen tirozin bölgeleri bulunmaktadır. Bunlar 972., 1158., 1161., 1163., 1328., 1334. tirozin bölgeleridir (Ullrich ve diğerleri, 1985) (Şekil 2.3).     
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Şekil 2.3. İnsülin reseptörünün şematik olarak gösterimi (Sesti, 2006).

İnsülin reseptörünün intrinsik tirozin kinaz aktivasyonu sonucunda reseptörün hücre içi tirozin bölgelerinin fosforilasyonu meydana gelmektedir. Fosforilasyon sonucunda bu bölgelere bağlanan substratların fosforillenerek aktive olmasına neden olmaktadır. Bu substralar insülin substrat ailesi (IRS), Shc adaptör proteini, Gab-1 (GTPaz aktive edici protein) ve Cbl’dir. IRS proteinleri fosforile olar tirozin bölgelerine bağlanarak fosforile olmaktadır. Fosforile olar IRS proteinleri fosfoinozitid 3-kinaz (PI3-K) regülatör alt ünitesi p85’in Src homolog 2 (SH2) domaini ile bağlantı kurmaktadır. IRS proteinleri ayrıca tirozin kinaz Fyn ve Csk, tirozin fosfataz SHP-2 ile bağlanmaktadır. IRS proteinleri birçok küçük adaptör protein Grb-2, Crk ve Nck ile de bağlanmaktadır. PI3 kinaz GLUT-4 taşıyıcılarının hücre içine translokasyonunda rolü bulunmaktadır. PI3-kinaz aktive olduğu zaman fosfoinozitol 3,4,5 trifosfat (PIP3) oluşmaktadır. PIP3 artması protein kinaz kaskatını aktive etmektedir. İlk olarak PIP3 bağımlı kinaz (PDK) aktive olmaktadır. Daha sonra serin/threonin kinaz, protein kinaz B (Akt), protein kinaz C’nin λ ve ζ izoformları (PKCζ/λ) aktivasyonu meydana gelmektedir.  Akt ve PKC ζ/λ kas dokusu ve yağ dokusunda insülin aracılıklı glukoz taşınmasında önemli bir role sahiptir. İnsülin sinyal yolunun hücrenin devamlılığı, protein sentezi, glikojen sentezi, nitrik oksit (NO) üretimi, hücre büyümesi ve gen ekspresyonunu uyarma yönünde de etkileri vardır (Şekil 2.4) (Farese, 2002).
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Şekil 2.4. İnsülin sinyal kaskatının şematik gösterimi (Sesti, 2006).
Nöronlarda belirlenen IRS-1 ve IRS-2 olmak üzere iki insülin reseptör substratı bulunmaktadır. IRS-2 bulunmayan farelerde yemek yemede, yağ depolamada artış ve kısırlık görülmüştür. Fakat bu etkiler IRS-1 bulunmayan farelerde görülmemiştir. ARC bölgesinde yüksek seviyede IRS-2 mRNA sentezi gözlemlenmiştir. İnsulin reseptörü beyinde ARC, DMH ve PVN bölgelerde bulunmaktadır. NPY ve melanokortin sistemleri yiyecek alımı ve vücut ağırlığı kontrolünde insülinin önemli hedefleridir. ARC’de insülin reseptörleri POMC nöronlarda bulunmaktadır. POMC antagonistleri insülinin yemek yemeyi önleyici etkisini ortadan kaldırmaktadır. Ayrıca tedavi edilmemiş diyabetik sıçanlarda 80% oranında POMC mRNA sentezi azalmıştır (Benoit ve diğerleri, 2002).
2.7.6. İnsülin Direnci
İnsülin direnci kavramını ilk kez 1936’da Himsworth insuline duyarlı ve duyarsız iki hastanın bulunduğunu ileri sürerek gündeme getirmiştir. 1988’de Reaven  insulin direnci, hiperinsülinemi, obezite, glukoz toleransı bozukluğu, hipertrigliseridemi, hipertansiyon ve hiperlipidemi etkileri bulunan insulin direnci sendromunu tarif etmiştir. İnsülin direnci, insulinin glukozu hücre içine gönderme etkisinin azalması veya kaybolması olayıdır. İnsülin direncinde vücuttaki normal insülin seviyesine hedef dokular cevap vermemektedir ve özellikle Tip 2 diyabettin ortaya çıkmasında ana rol oynamaktadır. İnsülin direnci olan bireylerde ancak fazla miktarda insulin ile normal karbonhidrat metabolizmasını devam ettirilebilmektedir. Pankreasta bir bozukluk olmadığı sürece kompensatuar hiperinsülinemi ile normal karbonhidrat matabolizması idame ettirilir. Fakat ilerleyen dönemlerde beta hücreleri kompensatuar hiperinsülinemi sağlayamamaktadır. Bu nedenle bozulmuş glukoz toleransı veya Tip 2 diyabet gelişmektedir. İnsülin karaciğer, kas ve yağ dokusundaki etkilerine karşı direnç oluşarak, karaciğer kaynaklı glukoz yapımı artmaktadır. Kas ve yağ dokusuna insulin aracılığıyla glukoz alımı azalmaktadır (Wallance ve diğerleri, 2004). 
İnsülin direncinde kliniksel olarak normal glukoz metabolizmasının yürütülebilmesi için yüksek konsatrasyonda insülin gerekmektedir. Bu durum da insülin sinyalinin hücresel olarak iletiminde bir değişim olduğunun göstergesidir. İnsülin direncinin moleküler mekanizması halen tam olarak belirlenebilmiş değildir. Karaciğerde insülin tarafından uyarılan PI3 kinazın aktive olmasıyla aktifleşen serin/treonin kinaz Akt glikojen sentezini ve hepatik glukoz üretimini inhibe etmektedir. Akt, GLUT4 glukoz taşıyıcılarının hücre yüzeyine taşınmalarında önemli bir sinyal yoludur. Yapılan deneylerde PKB/Akt1 sinyal yolunun bozulması insülin direncine yol açtığı gösterilmiştir. Ayrıca insanlarda nadir rastlanan IRS-1 mutasyonu da insülin direncine neden olmaktadır. IRS-1 proteinin serin bölgesinin fosforilasyonu hücre içinde IRS-1 aracılıklı sinyal iletimini bozmaktadır (Smith ve diğerleri, 1999).
 
İnsülin direnci, insülin aracılı glukoz taşınmasını uyaran sinyal yolaklarının ilk ve orta safhalarındaki değişim sonucu ortaya çıkmaktadır. İnsülin reseptör fosforilasyonu obez ve Tip 2 diyabetli kişilerde bozulmaktadır. İnsülin aracılıklı IRS-1 fosforilasyonunun bozulması ve PI3-kinaz aktivitesinde azalma obez kişilerde iskelet kasında görülmektedir. Ayrıca adipositlerde Akt fosforilasyonunda azalma görülmektedir. GLUT4 translokasyon mekanizmasındaki bozukluklar da insülin uyarısıyla hücre içine glukoz alımını bozmaktadır. Obez kişilerde GLUT4 konsatrasyonu düşmektedir. Bu da glukoz toleransında bozulmaya ve Tip 2 diyabete neden olmaktadır. Özellikle protein tirozin fosfatazlar (PTPases) insülin sinyalinin negatif regülâtörüdür. Bu nedenle insülin direnci olan hastalarda tedavi hedefini oluşturmaktadır. Bunun yanında PTPase IB ve PTPase lökosit antijen ilişkili protein (LAR) insülin aktivitesini baskılamaktadır. Yapılan araştırmalarda obez kişilerde %10’luk bir kilo azalması PTPase, PTP1B ve LAR aktivitesinde ciddi bir azalmaya neden olmaktadır (Smith ve diğerleri, 1999). 

İnsülin direnci değerlendirme metodlarından bir tanesi HOMA (Homeostatic model assessment) hesaplanmasıdır. HOMA, glukoz ve insulin arasındaki bazal durumda karaciğer ve beta hücreleri arasında karşılıklı iletişimli mekanizmalarla sağlanan hepatik glukoz üretimi ve insulin sekresyonu arasındaki ilişkiyi göstermektedir. HOMA1, Mathews ve arkadaşlarının belirlediği ilk modeldir. Bu hesaplamada, glukoz seviyesinin 4 mmol/L, insulin yarılanma ömrünün 4 dakika ve bazal insulin üretim hızının 10 mU/dakika olması temeline dayanan bir hesaptır. Plazma glukoz konsantrasyonuna karşı beta hücrelerinin yanıt değişikliği baz alınmıştır. HOMA hesabı açlık glukoz seviyesi (mg/dL) ile açlık insulin seviyesinin (µU/L) çarpılıp 405 kat sayısına bölünmesi ile yapılmaktadır. HOMA2 ise 1996 yılında yenilenmiş HOMA modelidir. Bu modelde renal glukoz kaybı da modele eklenerek hiperglisemik kişilerde de HOMA’nın kullanılmasını sağlamaktadır. Ayrıca insulin duyarlılığı (%S) ve beta hücre fonksiyonunu (%B) tanımlamada açlık plazma glukozu yanında C-peptit konsatrasyonuda yeni modelde kullanılabilmektedir (Wallance ve diğerleri, 2004). 

.
2.7.7. Leptin
1994 yılında leptinin bulunmasıyla enerji homoeostazisine yeni bir bakış açısı gelmiştir. Leptin Yunanca’da lepto yani zayıf kelimesinden gelmektedir.  Leptin, ob geni tarafından kodlanan glikozile olmamış 16 kDa’luk polipeptit ürünüdür ve yağ dokusundan salgılanmaktadır. 167 amino asit büyükliğindeki leptin molekülü 4 adet antiparalel α-heliksler içermektedir. Leptin yapısal uzun zincirli, helikal yapılı IL-6, IL-12, IL-11 ve OSM (onkostatin-M) gibi sitokin ailesi üyelerine benzemektedir. Leptinin C-terminal yapısında Cys96 ile Cys146 arasında disülfit bağları oluşmaktadır. Bu bölge leptinin reseptöre bağlanması için büyük bir önem taşımaktadır. Bu sistein bölgelerindeki mutasyonlar proteinin biyolojik olarak inaktif olmasına neden olmaktadır. Leptin yağ dokusu, plasenta, overler, meme epiteli, kemik iliği ve lenfoid dokudan sentez edilmektedir. Leptin sabah yüksek seviyede, öğleden sonra ise düşük seviyede salgılanmaktadır (Frühbeck ve diğerleri, 1998). 

Leptin, ob geni tarafından kodlanan ve enerji düzenlenmesinde oldukça büyük rolü bulunan bir adipokindir. Leptin beyaz yağ dokusu hücrelerindeki farklılaşmış adipositler tarafından üretilmektedir. Leptinin plazma konsantrasyonu ve mRNA seviyesi yağ dokusunun kütlesi ile doğru orantılıdır. Leptin merkezi sinir sisteminde yiyecek alımını ve enerji harcanmasını kontrol etmektedir. Ayrıca obez kişilerdeki inflamasyonla ilişkilidir (Ahima ve Flier, 2000). Hiperleptinemi durumunda inflamasyon görülme oranında artış meydana gelmektedir. Ayrıca leptin adenozin monofosfat protein kinaz (AMPK) aracılığı ile insülin duyarlılığını artırmaktadır. AMPK, asetil CoA karboksilazı inhibe ederek hücre içi malonyl-CoA konsantrasyonunu kontrol etmektedir. Hücre içi malonil-CoA azalması sonucunda lipogenezde azalma ve yağ asidi beta oksidasyonunda artma meydana gelmektedir. Lipodistrofilerde yağ dokusu hemen hemen hiç yoktur. Bu kişilere eksojen leptin uygulanması insülin duyarlılığını artırmaktadır. Leptin ve insülin direnci arasındaki ilişki tam olarak bilinmemektedir (Howard ve Flier, 2006).
Ob/ob farelerde 105 pozisyonda C’den T’ye dönüşüm stop kodonu oluşmasına neden olmaktadır. Bu nedenle leptin proteini sentez edilmemektedir. Leptin eksikliği bulunan bir fenotip oluşmaktadır. Bu farelerde hiperfaji, hipotermi, insülin direnci, üreme sorunu ve morbid obezite oluşmaktadır. İnsanlarda ob gen mutasyonu çok enderdir. Bu mutasyon ilk defa Pakistan’da bir ailede belirlenmiştir (Farooqi ve diğerleri, 1998). 

Şişman bir kişide zayıf kişiye göre 2 ile 8 kat fazla leptin sentezi olmaktadır. Leptin üretimi insülin, glukokortikoid, östrojenler ve enflamatuar sitokinler tarafından uyarılmaktadır. Adrenerjik uyarı, büyüme hormonu, tiroid hormonu ve androjenler leptin transkripsiyonunu azaltmaktadır. Leptin iskelet kasında artan AMP/ATP oranını bağlı olarak AMPK aktivasyonu ile yağ asidi oksidasyonunu artırmaktadır. Leptin iskelet kasında AMPK aktivasyonunu artırırken hipotalamusta inhibe etmektedir. Çünkü hipotalamusta AMPK aktivasyonu α-adrenerjik sistem aracılığı ile olmaktadır. Yüksek oranda yağ içerikli beslenme obez kişilerde iskelet kasında leptin direncine neden olamaktadır. Bu direnç iskelet kasında leptin aracılıklı AMPK aktivasyonunu inhibe ederek yapmaktadır. Ayrıca sitokin sinyal inhibitörü 3 (SOCS3) sentezindeki artış iskelet kasında leptin aracılıklı AMPK aktivasyonunu inhibe etmektedir (Martin ve diğerleri, 2006).          

 
Konjenital leptin eksikliği bulunan kişilerde yetersiz seviyede gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH) sentezi olmaktadır. Bu nedenle hipogonadotropik hipogonadizm ortaya çıkmaktadır. Bu çocuklarda puberte geçikmektedir ve büyümede sorun vardır. Ayrıca ikincil seks karakterlerinin oluşması bozulmaktadır. Bu çocuklara leptin tedavisi uygulandığı zaman lüteinizan hormone (LH) ve folikül stimuli edici hormon (FSH) sentezleri düzelmektedir. Puberte yaşında gelişimleri normal seyretmektedir. Özellikle erkek çocuklarda leptin seviyesinin düşmesi testosteron ve LH salgılanmasında bozulmaya neden olmaktadır. Leptin replasman tedavisi kadınlarda GnRH ve erkeklerde ise testosteron artışına neden olmaktadır. Bu da leptinin üreme sistemi üzerine etkilerinin bulunduğunun göstergesidir (Chan ve diğerleri, 2006).  
2.7.8. Leptin Reseptörü
Leptin reseptörü (OB-R), interlökin-6 reseptör ailesinin de üye olduğu sınıf 1 sitokin reseptörlerindendir. OB-R geni 6 farklı reseptör sınıfı kodlamaktadır. Bunlar Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re ve Ob-Rf’dir (Şekil 2.5). Her izoformun farklı yapıda bir hücre içi bölgesi vardır. Bu nedenle izoformlar kısa, uzun ve gizli olmak üzere 3 sınıfa ayrılmaktadır. OB-Ra, OB-Rc, OB-Rd ve OB-Rf kısa formdaki reseptörler 30-40 amino asit uzunluğunda bir yapı içerirken, uzun formdaki reseptörler 300 amino asitten fazla bir yapı içermektedir. OB-Rb leptin reseptörünün sitoplazmik bölge de içeren uzun formudur ve ObR-L olarak da isimlendirilmektedir. ObR-L beyinde (total leptin reseptörlerinin %30-40’ı) oldukça yüksek miktarda bulunmaktadır. Beyinin dorsomedial, arkuat ve ventromedial hipotalamik çekirdeklerinde bulunmaktadır. Ayrıca (%5-8) az oranda da olsa yağ dokusu, over, testis, plasenta, adrenal medulla, karaciğer, akciğer, pankreatik beta hücreleri, kalp, iskelet kası ve ince bağırsakta da bulunmaktadır. Leptin reseptörünün kısa formu ObR-S hipotalamusta az oranda bulunmaktadır. Fakat beyinde mikrodamarlar, koroid pleksusta ve periferik dokularda bol miktarda bulunmaktadır. OB-Rb formu hipotalamusta yüksek miktarda sentez edilmektedir. OB-Ra ve OB-Rc ise koroid pleksus ve mikrodamarlarda yüksek miktarda sentez edilmektedir. Bu reseptörlerin kan beyin bariyerini aşmada görev aldığı düşünülmektedir. OB-Re formundaki gizli leptin reseptörünün ise dolaşımdaki leptin proteinlerini bağlayarak dolaşımdaki leptin aktivitesini düzenlediği düşünülmektedir (Tartaglia, 1997).     

Sitokin reseptör ailesi üyeleri ligand bağlandıktan sonra klatrin kaplı veziküller aracılığı ile hücre içine alınmaktadır. Reseptör hücre içine alındıktan sonra parçalanmakta veya ligand bağından kurtularak tekrar hücre yüzeyine taşınmaktadır. Bunu yapmasındaki amaç ligandın oluşturduğu sinyali sonlandırmaktır. Yapılan araştırmalarda OB-Rb reseptörlerinin hücre içine alındığı görülmüştür (Sweeney, 2002).
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Şekil 2.5. Altı tane leptin reseptör izoformlarının yapısı (Roubos ve diğerleri, 2012).
Box 1,2,3, hücre içi reseptör yapıları; CR, sitokin reseptör bölgesi; F-III, fibronektin tip III bölgesi.

2.7.9. 
Leptin Reseptör Polimorfizmi


Leptin reseptör (LEPR) geni insanda 1p31 kromozom bölgesinde bulunmaktadır ve 20 ekzon içermektedir. Leptin reseptörünün altı tane izoformu bulunmaktadır. Bunların hepsi aynı hücre dışı bölgeye sahiptir. Hücre dışı bölgede iki tane sitokin reseptör homolog alan  (CRH) bulunmaktadır. Bunlar CRH1 ve CRH2’dir. Bu iki alan arasında immünoglobin (Ig) benzeri bölge ve bunu takip eden fibronektin tip 3 (F3) bölgeleri vardır. CRH2, leptin bağlanması ve reseptör aktivasyonu için gerekli bir bölgedir. CRH1 ise daha az korunmuş bölgedir(Stratigopoulos ve diğerleri, 2009). 


Leptin reseptörünün hücre dışı bölgesindeki sık olarak görülen üç adet tek nükleotid polimorfizmi birçok toplumda obezite ile ilişkisi bakımından incelenmiştir. Bu polimorfizmlerden bir tanesi Q223R’dır. Bu polimorfik değişim leptin reseptörünün hücre dışı CRH1 bölgesinde sitokin reseptör alt bölgesi (CK) ile F3 arasında yer almaktadır. Bu değişimde leptin reseptör geninin 6. ekzonunun 223. kodonunda meydana gelmektedir. 223. kodonda adenin yerine guanin gelmektedir. Glutamin kodlayan CAG kodonu arginin amino asidi kodlayan CGG kodonuna değişmektedir. Leptin reseptöründe yer alan diğer bir polimorfizm K656N’dir. Bu genetik değişim 14. ekzonda, 656. kodonda meydana gelmektedir. Değişim sonrası adenin amino asidi yerine guanin gelmektedir. Bu değişim sonrası lizin kodlayan 656. kodon asparagin kodlamaktadır. K109R de leptin reseptör geninde yer alan bir polimorfik değişimdir. Bu değişim 4. ekzonda yer almaktadır ve adenin yerine guanin gelmektedir. Bu nedenle 109. kodon lizin yerine arginin kodlamaktadır (Şekil 2.6). Bu polimorfizmler dışında leptin reseptör geninin farklı bölgelerinde yer alan birçok polimorfizm bulunmaktadır. Fakat bu polimorfizmlerin birçoğunun obezite ve diğer metabolik hastalıklar ile ilişki açısından araştırmaları yapılmamıştır (Stratigopoulos ve diğerleri, 2009).   
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Şekil 2.6. Leptin reseptörünün hücre dışı bölgesindeki alt bölümler ve sık görülen polimorfizmler (Stratigopoulos ve diğerleri, 2009).
2.7.10. Leptinin Merkezi Sinir Sisitemi Üzerine Olan Etkisi

ARC hipotalamusta leptinin etkisini gösterdiği önemli bölgelerden biridir. ARC, 3. vetrikülün yan tarafındadır ve median eminens’in üst kısmında bulunmaktadır. Leptin ARC’deki iki tip nörona etki etmektedir. Bunlardan bir tanesi OB-Rb reseptörleri aracılığı ile α-MSH ana kaynağı olan POMC salgılanmasını uyarmaktadır. α-MSH anoreksik bir nöropeptiddir. Melanokortin-4 (MC4R) ve melanokortin-3 (MC3R) reseptörleri aracılığı ile yiyecek alımını kısıtlamaktadır. Leptin POMC yanında CART salgılanmasını uyarmaktadır. OB-Rb reseptöründe transkripsiyon sinyali dönüştürücüsü ve aktivatörü (STAT3) bağlanma bölgesinde ve STAT3’deki delesyon obeziteye neden olmaktadır. Leptin, ARC bölgesinde AgRP/NPY nöronlarda ATP-duyarlı potasyum kanalları aracılığı ile hiperpolarizasyona neden olarak uyarılmayı düşürmektedir. AgRP, α-MSH/MC4R antagonistidir. NPY ise enerji harcanmasını azaltmaktadır (Cowley, 2003) (Şekil 2.7).
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Şekil 2.7. Leptinin etki ettiği hipotalamik bölgeler (Schwartz ve diğerleri, 2000).

Arkuat çekirdekte bulunan NPY/AGRP ve POMC/CART nöronları yağ dokusundan kaynaklanan dolaşımdaki leptinin etki ettiği başlıca bölgedir. Bu nöronların uyarılması PVN ve LHA/PFA bölgelerini  etkileyerek iştahı ve enerji dengesi düzenlenmektedir.
Ventromedial hipotalamus (VMH) leptinin etki ettiği diğer bir hipotalamus bölgesidir. Leptin bu bölgede 2 anorektik nöropeptit salgılanmasını uyarmaktadır. Bunlar steroidogenik faktör-1 (SF-1) ve beyinden kaynaklı nörotropik faktör (BDNF)’dür. SF-1 bir transkripsiyon faktörüdür. Bu faktörün eksikliğinde obezite ortaya çıkmaktadır. BDNF de yiyecek alımını ve iştahı düzenleyen bir nörotropindir. BDNF eksikliğinde obezite ve hiperleptinemi ortaya çıkmaktadır (Dhillon ve diğerleri, 2006).
Paraventriküler çekirdek de (PVN) OB-Rb sentez edilen bölgelerdendir. Bu bölgede leptin proTRH ve kortikotropin salgılatıcı hormon (CRH) salgılanmasını uyarmaktadır. Bu da leptinin tiroidal ve adrenal iletiyi kullanarak enerji metabolizmasına etki ettiğini göstermektedir.
Lateral hipotalamus (LHA), beyindeki açlık merkezi olarak tanımlanmaktadır. Bu bölgeden oreksijenik nöropeptitler, MCH ve oreksin salgılanmaktadır. Bu nöropeptitler leptin tarafından etkilenmektedir.  OB-Rb reseptörleri ayrıca dorsal vagal kompleks ve kaudal beyin kökünde bulunmaktadır. Dorsal vagal kompleks, postrema, solitary traktus çekirdeği (NTS) ve vagus sinirinin dorsal motor çekirdeğini (DMV) içermektedir. Bu bölgeler özellikle yenecek olan yemek miktarını belirlenmekte önemli role sahiptir. Leptin enerji harcanmasını adrenerjik ve melanokortin sistemini kullanarak düzenlemektedir (Vallasi ve diğerleri, 2008). 
Leptin, TRH salgılanmasını artırmaktadır. PVN, TRH nöronlarının uyarılmasına neden olmaktadır. Kalorik azalma leptin seviyesinde düşmeye neden olmaktadır. Bu durumda da TRH sentezi azalmaktadır. Leptin eksikliği bulunan kişilerde hipotalamik-hipofiz-tiroid ekseni bozulmaktadır. Leptin tedavisi sonucu düzelme yaşandığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Dhillon ve diğerleri, 2006).   
Merkezi melanokortin sistemi melanokortin üreten nöronlar içermektedir. Melanokortin nöronları arkuat çekirdekte pro-opiomelanokortin (POMC), NPY ve AgRP sentezi yapmaktadır. POMC anokrektik peptitler olan α-MSH sentezi yapmaktadır. NPY/AgRP nöronlar ise NPY ve AgRP oreksijenik peptitleri sentezlemektedir. POMC ve NPY/AgRP enerji homeostasisinin başlıca yöneticileridir. NPY/AgRP’deki delesyonlar yiyecek alımında ve kiloda azalmaya neden olmaktadır. MC3R ve MC4R reseptörlerinin enerji sisteminde rolü vardır. MC4R gen mutasyonu obeziteye neden olmaktadır. MC4R reseptör eksikliği hiperfaji, düşük enerji tüketimi, obezite, hiperinsülinemi ve hiperglisemiye neden olmaktadır (Dhillon ve diğerleri, 2006). 
2.7.11. Leptin Sinyal Yolları
JAK/STAT Sinyal Yolu

JAK/STAT sinyal yolu 4 adet janus family kinases (JAKs) ve 7 adet 85-95 kDa ağırlığında transducer and activator of transcription transkripsiyon faktörlerinden (STATs) oluşmaktadır. Bu sinyal yolu reseptördeki spesifik serin ve tirozin bölgelerinin fosforile olması ile aktive olmaktadır. Özellikle sitokin sınıfı reseptörlerde JAK’ın bağlandığı prolinden zengin box1 motifi bulunmaktadır. JAK ailesinin 4 üyesi JAK1, JAK2 ve TYK2 (tirozin kinaz 2) yaygın olarak sentez edilirken JAK3 sadece hematopoietik immün sistemde sentez edilmektedir. Box 1 ve etrafındaki 31.- 36. amino asitler JAK aktivasyonu için gereklidir. 37.- 48. amino asitler ise sinyal artması için gereklidir. Bütün OB-R izoformlarının box1 JAK bağlanan bölgesi vardır. Fakat OB-Rb’de ise box2 ve STAT bağlayıcı bölgeler de bulunmaktadır. Reseptör aktivasyonunda yapıdaki konformasyonel değişim rol almaktadır. Ligand bağlanmasından sonra JAK2 proteini reseptörün hücre içi box1 motifine bağlanmaktadır.  SHP-2 (Src like homology 2), OB-R fosfotirozin bölgesine bağlanarak STAT3 aktivasyonu yapmaktadır (Sweeney, 2002). 
Hücre içi 3 adet tirozin bölgesi Tyr985, Tyr1077 ve Tyr1138 sinyalin aşağı yönde ilerlemesinde önemli bir role sahiptir. Tyr985 Ras/Raf/ERK yolunun aktivasyonu için gereklidir. Bu tirozinin fosforile olması SHP2’nin aktivasyonuna neden olmaktadır. Bu aktivasyonda Grb-2 aracılığı ile hücre dışı sinyal düzenleyici kinaz (ERK) aktivasyonu sağlamaktadır. Tyr1077 ve Tyr1138 ise leptin aracılıklı STAT5 aktivasyonu için gerekmektedir. Tyr1138, hem STAT1 ve STAT3 aktivasyonu için gereklidir.  STAT3 özellikle hipotalamusta NPY sentezinin kontrolünde önemli bir role sahiptir. JAK/STAT sinyali SOCS3 tarafından kontrol edilmektedir. SOCS3, bu sinyal yolunun negatif regülâtörüdür (Şekil 2.8) (Gao ve diğerleri, 2004). 
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Şekil 2.8. OB-Rb üzerindeki fosfotirozinlerin leptin sinyalindeki rolü (Frühbeck ve diğerleri, 1998).
JAK2, box1 motifine bağlanarak aktive olmaktadır. Tyr1138 fosforile olması ile STAT3’ler aktive olmaktadır. STAT3, POMC gen ekspresyonunu uyarmaktadır. Fakat AgRP gen ekspresyonunu inhibe etmektedirler. 
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) Sinyal Yolu

Ras/Raf/MAPK, leptin aracılığı ile uyarılan MAPK sinyal yolunun üyeleridir. Bu sinyal yolunda aracı protein olan SHP-2 leptin reseptörüne bağlayarak aktive etmektedir. Bu sayede c-fos ve egr-1 gibi hedef genlerin ekspresyonu sağlanmaktadır. Leptin ayrıca p42/p44 ve p38 sinyal yollarının da aktivasyonunu sağlamaktadır. Vasküler düz kas hücrelerinde p38 MAPK aktivasyonu hipertrofiye neden olmaktadır. Bu özellik vasküler kas hücrelerinin modellenmesinde leptinin rol aldığının göstergesidir (Şekil 2.9) (Shin ve diğerleri, 2005). 
MAPK sinyal yolu hücre farklılaşması, çoğalması ve apoptoz gibi birçok hücresel olayda yer almaktadır. Bu sinyal yolunda ERK1/2, JNK ve p38 gibi moleküller yer almaktadır. ERK1/2  leptinin merkezi etkisinde rol alan ana MAPK’dır. Yiyecek alımı, vücut ağırlığı ve enerji harcanmasında ana rol oynamaktadır. ERK1/2 aktivasyonu OB-Rb’nin Tyr985 bölgesine JAK2 bağlanması ve reseptörün fosforile bölgesine SHP2 bağlanmasıyla aktive olmaktadır (Shin ve diğerleri, 2005).
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Şekil 2.9. Leptin ile aktive olan MAPK sinyal yolu (Frühbeck ve diğerleri, 1998). 
Fosfoinozitol 3 Kinaz/ Fosfodiesteraz 3B/ Siklik Adenozin Monofosfat Sinyal Yolu
Fosfoinozitol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolu özellikle leptin ve insülin arasındaki çapraz etkileşim yoludur. PI3K, protein kinaz C (PKC) ve Akt protein kinaz yollarını aktive etmektedir. İnsülin reseptöre bağlandığı zaman IRS fosforilasyonuna neden olmaktadır. IRS’ler de p85 aracılığı ile PI3K aktivasyonu sağlamaktadır. Merkezi sinir sistemi yanında yağ dokusu, pankreas ve karaciğerde leptin PI3K aracılığı ile insülin benzeri sinyal yolu aktivasyonu yapmaktadır. Farmakolojik olarak PI3K aktivitesinin bloke edilmesi leptinin anorektik etkisini ortadan kaldırmaktadır. Leptin, IRS1 fosforilasyonu sonucunda p85 ile bağlanmaktadır. Daha sonra da Akt aktivasyonu yaparak çeşitli sinyal yollarını etkilemektedir. Özellikle miyotübüllerde leptin bu sinyal yolu aracılığı ile GLUT4 taşıyıcılarının hücre yüzeyine toplanmasını sağlamaktadır. Ayrıca pakreasta leptin fosfodiesteraz 3B (PDE3B) aracılığı ile siklik adenozin monofosfat (cAMP) seviyesini düşürmekte ve insülin sentezini inhibe etmektedir. Aynı etki merkezi sinir sisteminde NPY azalmasına neden olmaktadır. PI3K, K+/ATP kanallarını etkileyerek hiperpolarizasyona neden olmaktadır. Hipotalamusta leptin aracılıklı PI3K aktivasyonu anorektik ve kilo kaybı etkisine neden olmaktadır (Hegyi ve diğerleri, 2004).  
Obezite sempatik sinir sisteminin uyarılmasına neden olmaktadır. Leptin renal sempatik sinir sistemi artışına neden olarak otonomik sinir sistemi kontrolünde de rol almaktadır. Leptin böbreklerde iki zıt yol ile kan basıncını etkilemektedir. Bunlardan bir tanesi renal sempatik aktivasyondur. İkincisi ise nitrik oksit (NO) sentezidir. Akut etki olarak leptin endotel hücrelerde ve kan damarlarında NO üretimine neden olmaktadır. Endojen NO üretimi renal sodyum geri emilmesini inhibe etmektedir. Bu işlemi Na/K-ATPase taşıyıcılarını inhibe ederek yapmaktadır. Böbreklerde oldukça fazla miktarda leptin reseptörü vardır.  Fakat uzun süreli leptine maruz kalmak kan basıncında yükselmeye neden olmaktadır. Bunun nedeni de NO seviyesindeki azalmadır. Obez kişilerde sistolik ve diastolik kan basıncı ile leptin seviyesi arasında pozitif korelasyon vardır. Anjiotensin-2 yağ dokusundan leptin salgılanmasını uyarmaktadır (Hegyi ve diğerleri, 2004). 
2.7.12.  Leptin ile İmmün Sistem Arasındaki İlişki

Leptin immün sistem üzerinde baskılayıcı etkilere sahip olan kortikosteroidlerin salınımını inhibe etmek suretiyle de immün fonksiyonlar üzerinde rol oynayabilmektedir. Açlık durumunda leptin seviyesi azalırken kortizol artmakta ve hipotalamo-hipofizer aksı aktifleştirmektedir. Leptin düzeyinin düşük olduğu durumlarda veya doğuştan leptin düzeyi düşük olan deney hayvanlarında ve insanlarda timusun hacimce küçüldüğü, lenfosit sayısının azaldığı ve lipopolisakkaritlerle oluşan sepsisin daha ölümcül seyrettiği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Leptinin timositlerin apopitozunu önleyebildiği bildirilmiştir. Leptin, mürin makrofajlarında fagositozu ve proinflamatuar sitokin yapımını artırdığı gösterilmiştir. Leptin immün sistemde hem doğal hem de adaptif immün yanıtlar üzerinde etkisi olan bir moleküldür. Leptin akut olarak enfensiyonlarda ve inflamatuar olaylarda artar ve konağı bu tür etkilerden korumayı hedefler. Leptin eksikliği enfeksiyonlarda ve inflamatuar uyarılara karşı organizmanın duyarlılığını artırır ve sitokin üretiminde de çeşitli bozukluklara yol açmaktadır (Loffreda ve diğerleri, 1998).
Leptin ve leptin reseptör eksikliği immün ve inflamatuar cevaplarda değişkenliğe yol açmaktadır. Yapılan araştırmalarda leptin eksikliği bulunan farelerde düşük vücut ısısı, hiperfaji, infertilite ve lenfoid organ atrofisi ile birlikte immün sistem defektleri de ortaya çıkabilmektedir. Farelerde akut olarak ortaya çıkan açlık durumları da azalmış leptin düzeyleri ve timus atrofisi ile birliktedir ve gecikmiş tipde hipersensivite reaksiyonunun cevabında da azalma gözlenir. Leptin replasmanı akut açlıktaki immünosupresif etkilerden korumaktadır. Leptin, naive ve bellek T lenfositlerinin in vitro proliferasyonunu uyarmaktadır. Bundan dolayı sitokin üretimini etkiler ve bunu da IL-2 yapımını artırarak başarmaktadır (Fujita ve diğerleri, 2002). 
Leptin, monosit ve makrofajların proliferasyonunu uyarmaktadır. Ancak bu uyarı doza bağımlıdır. Aktivasyon göstergeleri olarak da bilinen CD71, CD11c, CD11b, HLA-DR ve CD25’in hücre yüzeyinde ekspresyonları leptin ile artmaktadır. Leptin ayrıva kısa vadeli monosit aktivasyonunun önemli bir göstergesi olan CD69’u aktive etmektedir. Monosit aktivasyonunun yanı sıra, monositlerdeki sitokin üretimini de artırmaktadır. Genetik olarak leptin defektli farelerde yapılan çalışmalarda makrofajların tam olarak fagositoz yapamadıkları ve leptin replasmanı ile bu durumun normale döndüğü gösterilmiştir. Leptin tüm bu etkilerini monosit yüzeyine tutunmuş reseptörleri aracılığı ile gerçekleştirmektedir (Loffreda ve diğerleri, 1998).
Monosit ve makrofajların hücre yüzeyinde OB-Rb bulunmaktadır. Leptin sentezinin artması fagositozu ve sitokin üretimini artırmaktadır. Leptin eksikliği makrofajlarda değişime neden olmaktadır. Leptin eksikliğinde sitokin salgılanması bozulduğundan dolayı inflamatuar yanıtta değişim meydana gelmektedir. Enfeksiyonlara daha duyarlı bir durum ortaya çıkmaktadır. Leptin monositlerin çoğalmasını ve aktive olmasını sağlamaktadır. Ayrıca monositler tarafından tümör nekroz faktör-α (TNF-α) ve interlökin-6 (IL-6) üretimini tetiklemektedir. Leptin makrofajların hücre yüzeyine bağlandığı zaman lipprotein lipaz aktivasyonu artmaktadır. Ayrıca oksidatif streste de artışa neden olmaktadır. (Fujita ve diğerleri, 2002).
2.7.13. Leptinin Pankreatik Beta Hücreleri Üzerine Olan Etkileri
İnsülin sentezinde ilk adım preproinsülin geninin ekspresyonudur. Bu ilk adım hız kısıtlayıcı basamaktır. Birçok çalışmada leptinin beta hüclerinde insülin mRNA’sının sentezini baskıladığı gösterilmiştir. İnsanlarda yapılan çalışmalarda, leptin hormonunun zaman ve glukoz konsatrasyonuna bağlı olarak preproinsülin mRNA sentezini kısıtladığı gösterilmiştir. Leptin, leptin reseptörüne bağlandığı zaman reseptörde fosforilasyon meydana gelmektedir. Bunun sonucunda fosforile olan STAT’lar çift oluşturarak çekirdeğe göç etmekte ve gen transkripsiyonunu kontrol etmektedir (Seufert, 2004).
Leptin reseptörü aktivasyonu sonucunda STAT5b aktivasyonu preproinsülin transkripsiyonunu sağlamaktadır. Aynı zamanda leptin aktivasyonu sonucunda STAT3 ise SOCS3 moleküllerinin sentezini uyarmaktadır. Leptine bağlı SOCS3 ekspresyonu STAT5b engellenmesine neden olmaktadır. Leptin bu şekilde geri beslenme engellemesi ile ObRb’ye bağlı JAK/STAT aktivasyonu da kontrol etmektedir. Leptin ayrıca protein fosfataz-1 (PP-1) enzim aktivitesini baskılamaktadır. Bu etkisini protein fosfataz 1’in katalitik alt ünitesi olan Ppp1ca’nın ekspresyonunu yaparak sağlamaktadır Bu nedenle de kalsiyum kanallarına negatif etki yaparak hücre içi kalsiyum artışını engellemektedir. Bunun sonucunda da insulin salgılanması engellenmektedir (Şekil 2.10) (Seufert, 2004).  
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Şekil 2.10. Protein fosfataz-1 (PP-1) enzimin sentezinin leptin tarafından baskılaması ve pankreatik beta hücrelerinin aktivitesi üzerine olan etkileri (Seufert, 2004).
Pankreatik beta hücrelerinden insülin salgılanması ATP-bağımlı potasyum (KATP) kanalları aracılığı ile olmaktadır. Potasyum kanallarının glukoza karşı olan yanıtı sonrası kapanması ve voltaj bağımlı kalsiyum kanallarının açılması sonucu insülin salgılanması gerçekleşmektedir. Glukoz uyarılmasına bağlı insülin sentezi kontrolü ayrıca hormona bağımlı cAMP/protein kinaz A ikincil sinyallerinin hücre içinde artmasına bağlı olarak da sağlanmaktadır. Leptin ayrıca pankreasta potasyum kanallarını açarak insülin salgılanmasını engellemektedir. Potasyum kanallarının aktivasyonu hücre içi kalsiyum azalmasına neden olmaktadır ve insülin salgılanmasını engellemektedir (Seufert, 2004).    
2.7.14. Leptin Direnci

Leptin direncinin nedeni belli olmasa da kalıtsal olabileceği düşünülmektedir. Ob gen mutasyonları fonksiyonel olmayan leptin salgılanmasına neden olabileceği düşünülmektedir. Sadece leptin genindeki bozukluk değil birçok genetik bozukluk leptin etkisini bozabilmektedir. Leptin direnci sınırlı dokusal kabul ile de ilişkili olabilmektedir. Örneğin kan beyin engelinden sınırlı geçmesidir. Obez hiperleptinemik fareler ve insanlarda serebrospinal sıvıda leptin düzeyi düşmektedir. Hiperleptinemik farelerde serebrospinal sıvıya leptin kabülü sınırlı kilo kaybına neden olmaktadır. Ayrıca uzun süreli leptin düzeyinin yüksek olması leptin reseptöründe ve sinyal iletiminde azalmaya neden olmaktadır.
 
Özellikle obez insanlarda, iskelet kasında leptin direnci bulunabilmektedir. Böyle durumda leptin iskelet kasında AMPK sinyalini başlatamamaktadır. Buna benzer olarak yüksek yağ oranında beslenme de leptinin hipotalamusta AMPK sinyalini inhibe etmesi bozulmaktadır. Leptin direncinde önemli bir aracı vardır. Bu SOCS3’dür. SOCS3, SH2 domaini ile sitokin reseptörlerindeki fosfotirozin bölgelerine bağlanmaktadır. SOCS-3’ün leptin reseptörünün Tyr985 bölgesine bağlanmasıyla STAT-3 çekirdeğe giderek transkripsiyon sağlamasını engellemektedir. SOCS3 mutasyonun bulunması leptin duyarlılığını artırmaktadır ve beslenmeye bağlı obeziteye direnç oluşmaktadır. SOCS3’ün yüksek oranda bulunması ise leptin direncine neden olmaktadır. Özellikle SOCS3 iskelet kasında AMPK aktivasyonunu inhibe etmektedir (Şekil 2.11) (Martin ve diğerleri, 2008). 
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Şekil 2.11. SOCS3’ün leptin direncine neden olan etkisini gösteren model (Frühbeck ve diğerleri, 1998) .
2.8. Yağ Dokusu
Memelilerde beyaz ve esmer yağ dokusu olmak üzere farklı iki çeşit yağ dokusu bulunmaktadır. Bu dokular histolojik olarak farklılaşmaya uğramışlardır. Beyaz yağ dokusunda olgunlaşma sırasında birçok küçük yağ damlacıkları bulunmaktadır. Fakat hücre olgunlaşması tamamladıktan sonra bu küçük yağ damlacıkları hücre merkezinde % 85-90’nını kaplayan tek bir büyük yağ damlacığına dönüşmektedir.  Fakat esmer yağ dokusu sitoplazmasında birçok çeşitli büyüklükte yağ damlacığı içermektedir. Ayrıca yağ asidi oksidasyonu yapan birçok mitokondri de içermektedir. Esmer yağ hücreleri 30-40 μm çapta iken beyaz yağ hücreleri 60-100 μm çapındadır (Fonseca ve diğerleri, 2007).
Esmer yağ dokusu özellikle ısı üretimi için önemli özelliklere sahiptir. İç mitokondri membranında bulunan proton kanalları olarak görev yapan uncoupling protein-1 (UCP-1) ısı olarak yayılan enerji üretiminde önemli bir göreve sahiptir. Mitokondride bulunan yüksek konsatrasyondaki sitokrom oksidaz adipositlere kahverengi rengi vermektedir. Esmer yağ dokusu özellikle yeni doğan çocuklarda bulunmaktadır. Yetişkin kişilerde esmer yağ dokusu bulunmamaktadır (Forsenca ve diğerleri, 2007).
Beyaz yağ dokusu memelilerde bol miktarda bulunan başlıca yağ dokusudur ve anatomik olarak subkutanöz yağ dokusu ve viseral yağ dokusu olarak depolanmaktadır. Beyaz yağ dokusu özellikle ısı yalıtımı konusunda büyük bir öneme sahiptir. Beyaz yağ dokusunun trigliserit depolaması hayatın devamlılığı için büyük bir öneme sahiptir. Yemek alımı sonrası artan insülin glukoz ve yağların trigiseride dönüşerek beyaz yağ dokusu olarak depolanmasını sağlamaktadır. Subkutanöz yağ dokusu abdominal, gluteus ve femoral bölgelerde cilt altında depolanmaktadır. Viseral yağ dokusu ise abdominal boşlukta depo edilmektedir. Viseral yağ dokusuna örnek olarak mezentrik, omental ve retroperitoneal yağ verilmektedir. Her iki yağ dokusu bölgelerinin dış faktörlerden etkilenmesi farklı düzeylerdedir. Örneğin insülinin metabolik etkisi subkutanöz yağ dokusu da viseral yağ dokusundan daha fazladır. Fakat glukokortikoidler ve katekolaminler viseral yağ dokusuna daha etkilidir. Hormonal sinyallerin etkisi sonucu lipoliz ve serbest yağ asidi salgılanması viseral yağ dokusunda daha fazladır. Subkutanöz ve viseral yağ dokuları otonomik sinir sistemi tarafından uyarılmaktadır. Parasempatik sinir sistemi anabolik etki yaratmaktadır ve lipolizi azaltmaktadır. Sempatik sinir sistemi ise katabolik etkiye neden olmaktadır ve lipolizi artırmaktadır. Kadınlarda gluteal ve femoral bölgede adiposit depolanması artmıştır. Özellikle büyük yağ hücreleri, artmış lipoliz ve artmış trigliserit sentezi vardır. Erkeklerde ise abdominal yağ dokusunda artış vardır. Düşük düzeyde lipoliz, trigliserit ve artmış lipoprotein lipaz aktivitesi bulunmaktadır (Forsenca ve diğerleri, 2007).
.  

Beyaz yağ dokusu yüksek oranda damarlanma ve sinirsel uyarılma gösteren bir dokudur. Yağ dokusunun özelleşmiş hücreleri adipositlerdir. Bu doku makrofaj hücreleri de içermektedir. Memelilerde ve kuşlarda beyaz yağ dokusu yüksek oranda enerji depolamaktadır. Beyaz yağ dokusu birçok hormon için hedeftir. Ayrıca yağ dokusunda üretilen ve salgılanan adipokin adı verilen ürünler bulunmaktadır. Endokrin organ olarak salgıladığı adipokinler birçok organ ve doku da metabolik, fizyolojik düzenleme görevine sahiptir. Leptin, adiponektin, resistin ve visfarin yağ dokusundan salgılanan adipokinlere örnektir. Yağ dokusundan ayrıca TNFα, plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), TGF-β (transforming growth factor beta), damar endoteli büyüme faktörü (VEGF), omentin ve apolipoprotein E (ApoE) de salgılanmaktadır. Bu adipokinlerin merkezi ve periferik organlarla etkileşime girerek enerji homeostasisinin devamlılığının sağlanması yönünden önemli görevleri bulunmaktadır. Adipokinler beyin, karaciğer, pankreas ve iskelet kası gibi periferik ve merkezi organlara etki etmektedir. Yiyecek alımı, enerji harcanması, karbonhidrat ve lipit metabolizması, kan basıncı, kan pıhtılaşması ve inflamasyonda önemli görevlere sahiptirler (Harwood, 2012). 
Obezitede yağ dokusundan salgılanan leptin, TNF-α, IL-6, PAI-1, visfarin ve resistin de artış görülmektedir. Fakat adiponektin de azalma görülmektedir. Obezitede yağ dokusundaki artışla beraber dislipidemi, Tip 2 diyabet, hipertansiyon ve kardiovasküler anormallikler de görülmektedir (Harwood, 2012). 

Makrofajlar yağ dokusunun bir elemanıdır ve aktivitesinde görev almaktadır. Tümor nekroz faktör- alfa, interlökin-6, monosit kemoatraktan protein-1 gibi sitokinler ve kemokinler de yağ dokusunda sentezlenmektedir. Yağ dokusunda üretilen adipokinler ve makrofajlardan salgılanan bileşikler obeziteyle ilişkili olarak kronik inflamasyon, Tip 2 diyabet ve kardiyovasküler hastalık riskini artırmaktadır. Ayrıca obezite insülin direnci, diyabet, dislipidemi, yüksek kan basıncı ve trombozis riskini artırmaktadır. 
Obeziteyle birlikte yağ dokusu kütlesi artmaktadır ve sentezlenen adipokinlerde değişim meydana gelmektedir. Obezitede yağ dokusundan TNF-α, IL-6, monosit kemoatraktant protein-1 (MCP-1), plazminojen aktivatör inhibitör (PAI-1), koloni uyarıcı edici faktör (CSF) ve uyarılabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) sentezi artmaktadır. Son yıllarda yapılan araştırmalar sonucunda yağ dokusunda adipositlerin inflamatuvar sitokinlerin sentezindeki tek kaynak olmadığı anlaşılmıştır. Zayıf kişilerde yağ dokusunda bulunan makrofajlar IL-10 sentez etmektedir. Bu makrofajlar M2’dir. Daha çok doku onarılmasıyla ve anjiogenezle ilişkilidir. Obez kişilerde M1 tipi makrofajlar bulunmaktadır. Bu tip makrofajlar doku hasarının bulunduğu bölgeye toplanmaktadırlar ve TNF-α, iNOS sentez etmektedirler (Lumeng ve diğerleri, 2007).
Obez kişilerde yağ dokusunun artışı adiponektin salgısında azalmaya, leptin, resistin, TNF-α ve IL-6 sentezinde ise artışa neden olmaktadır. Adiponektin seviyesinde azalma, leptin ve resistin seviyesinde ise artma insulin direncine neden olmaktadır. Ayrıca karaciğerde glikojenolizde, glikoneogenezde, hepatik glukoz üretimi ve inflamasyonda artış görülmektedir. Hepatik lipit oksidasyonunda ise azalma meydana gelmektedir. Aynı zamanda kas dokusunda insulin direnci oluşmakta, yağ asidi oksidasyonunda ve kandan glukoz alımında azalma görülmektedir. Obezitenin ilk dönemlerinde artan yağ dokusu adipokinlerine cevap olarak insulin salgılanmasında artış meydana getirmektedir. Fakat ilerleyen dönemlerde beta hücrelerinde yetmezlik başlamakta ve insulin salgısı azalmaktadır. Tüm bu olaylar sonucunda bireyde insulin direnci, Tip 2 diyabet ve metabolik sendrom görülebilmektedir (Şekil 2.12) (Lumeng ve diğerleri, 2007).
  







Şekil 2.12. Obeziye bağlı olarak adipokin sentezindeki değişim ve ortaya çıkabilecek sağlık sorunları 
2.8.1. Adiponektin

Adiponektin yağ dokusu tarafından sentezlenen ve 247 amino asit içeren bir adipokindir. Adiponektin proteini 3q27 gen bölgesinde abudant gene transcript 1 (APM1) geninden kodlanmaktadır. Bu gen 16 kb uzunluğundadır ve 3 ekzon içermektedir. Kan dolaşımında 3 ana formda bulunmaktadır. Bunlar trimer, heksamer ve yüksek moleküler ağırlıklı multimer formlarıdır. Tüm formların farklı biyolojik aktivitesi vardır. Fakat yüksek moleküler ağırlıklı multimer formunun en aktif form olduğu düşünülmektedir. Dolaşımda monomerik adiponektin görülmemektedir. Monomerler globular bölgede iki sistin kalıntısından disülfit bantları ile bağlantı kurmaktadır. İki ana dolaşım formu bulunmaktadır. Bunlar 180kDa ağırlığındaki heksamer ve yaklaşık 400 kDa ağırlığındaki büyük multimer formudur (Gable ve diğerleri, 2006). 
Adiponektin yapısal olarak komplement 1q ailesine üyedir. Karboksil terminal globüler bölge ve amino terminal kollejen yapılı bölgeleri içermektedir. Adiponektin, kollajen VIII ve X ile dizisel benzerlik göstermektedir. Adiponektin dolaşımda düşük moleküler ağırlıklı trimerler ve yüksek moleküler ağırlıklı dodekamerler arasında değişim gösteren çeşitli moleküler büyüklüklerde multimer formlarında bulunmaktadır. Adiponektin monomeri 3 domainden oluşmaktadır. Bunlar N-terminal bölge, α-helikal yapılı sap orta bölgesi ve 140 amino asit içeren C-terminal globüler bölgedir. Kollajen yapılı bölgede 7 prolin hidroksilasyona, 5 lizin ise hidroksiglikozilasyona uğramaktadır. Üç adiponektin monomer yapısı kovalet olmayan bağlantılar ile bir araya gelerek üçlü düşük molekül ağırlıklı (LMW) adiponektin kompleksini oluşturmaktadır. İki trimer Cys39 bölgesinden disülfit köprüleri ile bir araya gelerek heksamer yapısı oluşturmaktadır. Daha sonra daha fazla trimerler bir araya gelerek yüksek moleküler ağırlıklı bileşikler oluşmaktadır (Şekil 2.13) (Waki ve diğerleri, 2003). 
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Şekil 2.13. Adiponektin molekülünün trimer, heksamer ve yüksek moleküler ağırlıklı octadecamer yapısı (Galic ve diğerleri, 2010).

Yapılan araştırmalarda obez kişilerde bulunan plazma adiponektin seviyesi obez olmayan kişilere göre anlamlı derecede düşüktür. Ayrıca kadın ve erkeklerde yağ dokusu oranı ile negatif korelasyonludur. Düşük düzeydeki adiponektin seviyesi insanlarda ateroskleroz, Tip 2 diyabet ve insülin direnci ile ilişklidir. Sağlıklı kişilerde yüksek adiponektin seviyesi anti-aterojenik, anti-diyabetik ve anti-inflamatuar etkilere sahiptir. Adiponektin seviyesinin azalması metabolik sendromun başlıca belirtecidir (Bastard ve diğerleri, 2006). 

Zayıf kişilerde plazma adiponektin seviyesi 5-30 mg/L’dir. Adiponektin plazma proteinlerinin % 0.01’sini oluşturmaktadır. Kadınlarda erkeklere göre % 40 daha yüksek seviyede adiponektin sentezlenmektedir. Adiponektin mRNA sentezi farklı doku bölgelerinde farklı seviyelerde sentez edilmektedir. Örneğin viseral yağ dokusunda subkutanöz yağ dokusuna göre daha az seviyede adiponektin sentezi olmaktadır. Diğer adipokinlerden farklı olarak adiponektin insülin direnci bulunan veya Tip 2 diyabetli obez kişilerde azalmış düzeyde sentez edilmektedir. Adiponektin, leptin gibi AMPK aktivasyonu sağlayarak insülin hassasiyetini artırmaktadır. Ayrıca yapılan araştırmalar adiponektinin peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR-γ) aktivasyonun belirteci olduğunu göstermektedir. Adiponektinin insülin duyarlılığı üzerine olan etkisini PPAR-γ üzerinden olduğu düşünülmektedir. Adiponektin karaciğerdeki glukoz oluşumunu azaltmaktadır. Bunu iki önemli glukoneogenez enziminin mRNA sentezini azaltarak yapmaktadır. Bu enzimler fosfoenolpiruvat karboksilaz ve glukoz-6 fosfatazdır. Adiponektinin aterogenez üzerine koruyucu etkisi bulunmaktadır. Bu etkisini vasküler endotel hücrelerde adhezyon moleküllerinin sentezini düzenleyerek ve makrofajların köpük hücrelere dönüşümüne neden olarak yapmaktadır (Kadowaki ve Yamauchi, 2005). 
İki tip adiponektin reseptörü vardır. Bu adiponektin reseptörleri adiponektin reseptör 1 (Adipo-R1) ve adiponektin reseptör 2 (Adipo-R2) sırasıyla 1q32 ve 12p13 kromozom bölgelerinden kodlanmaktadır. Adipo-R1 kas dokusunda, Adipo-R2 ise karaciğerde artmış düzeyde sentezlenmektedir. Adipo-R1 reseptörü iskelet kasında, Adipo-R2 ise karaciğerde ağırlıklı olarak sentez edilmektedir. Bu iki reseptör de G protein içerikli membranı 7 kez geçen transmembran özellikte reseptörlerdir. N terminali hücre içindedir. C-teminali ise hücre dışı bölgede yer almaktadır. Bu reseptörler pankreatik β-hücrelerinde, makrofajlarda, aterosklerotik lezyonda ve beyinde sentez edilmektedir. Adipo-R1 reseptörleri globüler yapıdaki adiponektin proteinlerine karşı yüksek afiniteye sahiptir. Bu reseptör iskelet kasında AMPK aktivasyonunu sağlamakta, glukoz alımında ve yağ asidi oksidayonunda artışa neden olmaktadır. AdipoR2 ise karaciğerde AMPK aktivasyonuna neden olmaktadır. Adiponektin karaciğerde glukoz üretimini inhibe etmektedir. Aynı zamanda hepatik insülin duyarlılığını artırmaktadır (Kadowaki ve Yamauchi, 2005).
Adipo-R1 ve Adipo-R2 reseptörleri merkezi sinir sisteminde de bulunmaktadır. Hipotalamus ve beyin kökünde otonomik fonksiyon, yeme davranışı düzenlenmesinde görev almaktadırlar. Adiponektin reseptörleri postrema area (PA), ARC ve paraventriküler nükleus (PVN) bölgelerinde yer almaktadır. Fareler üzerinde yapılan bir araştırmada Adipo-R1 reseptörünün ARC’de leptin reseptörüyle birlikte yer aldığı gösterilmiştir. Coope ve diğerleri yaptıkları çalışma sonucunda farelere intraserebrovetriküler rekombinant adiponektin enjeksiyonu yapıldığı zaman iştahlarında % 40 azalma olduğunu saptamışlardır. Ayrıca insülin ve leptin tarafından aktive edilen klasik sinyal yollarında aktivasyon gözlemlenmiştir. Adipo-R1 uyarıldığı zaman IRS1/2, Akt/PKB, ERK, JAK2 ve STAT3 fosforilasyonunda artış meydana gelmektedir. Hipotalamusta ve periferik dokularda insülin, leptin ve adiponektin sinyal yolları arasında çaprak etkileşim bulunmaktadır (Dridi ve Taouris, 2009).
Adiponektin, leptinden farklı olarak hipotalamik oreksijenik NPY ve anoreksijenik POMC ekspresyonu üzerinde etkisi yoktur. Fakat adiponektinin CRH ve TRH nöronları üzerinde etkileri vardır. CRH endojen anorektik ve termogenik ajandır. CRH salgılanması yemek yenmesini düzenlemektedir. Hipotalamik PVN’a CRH enjeksiyonu memelilerde beslenmeyi azaltmaktadır. CRH’nin kronik uygulanması anoreksiaya ve kilo kaybına neden olmaktadır. Adiponektin CRH üzerinden enerji homeostasisini düzenleyebilmektedir. Adiponektin yağ asidi oksidasyonunu aktive ve hepatik glukoneogenezi inhibe etmektedir. Ayrıca insülin duyarlılığnı artırmaktadır ve knonik inflamasyona karşı korumaktadır (Bastard ve diğerleri, 2006).

Yapılan in vivo araştırmalarda adiponektinin inflamasyon, oksidatif stres, lipit ve glukoz metabolizması üzerine etkilerinin bulunduğu gösterilmiştir. Apido-R1 reseptörü AMPK sinyal yolunu aktive etmektedir. Bu şekilde insülin duyarlılığını artırmaktadır. Ayrıca Adipo-R2 reseptörünün yağ asidi ve karbonhidrat metabolizmasını düzenleyici etkileri bulunmaktadır. Adipo-R1 ve Adipo-R2 yanında T-cadherin de aday adiponektin reseptörüdür. T-cadherin, endotel ve düz kas hücrelerinde sentez edilmektedir. Bu reseptör adayı LMW ve HMW formundaki adiponektinle bağlanmaktadır. Fakat globüler veya trimerik formdaki adiponektine bağlanamamaktadır (Dridi ve Taouris, 2009).
Yüksek moleküler ağırlıklı adiponektin serumdaki aktif formu oluşturmaktadır. Obez kişilerde dolaşımdaki adiponektin seviyesi düşmektedir.  Adiponektinin insülin duyarlılığını değiştirdiği yapılan araştırmalarda gösterilmiştir. Kas hücrelerinde yapılan in vitro deneylerde adiponektin AMPK aktivasyonu sağlayarak insülin duyarlılığını artırmaktadır. Adiponektin kas ve yağ dokusunda AMPK sinyaline bağlı olarak yağ asidi oksidasyonunu ve glukozun hücre içine girişini aktive etmektedir. Bu aktivasyon PPARα gen ekspresyonu için gereklidir. Kas dokusu bol miktarda AdipoR1 ve AdipoR2 içermektedir. Fakat karaciğer Adipo-R2 içermektedir. Adiponektinin AMPK sinyali obez kişilerde meydana gelmemektedir (Wu ve diğerleri, 2003).
Hayvan modellerinde adiponektin sentez edilmeyen farelerde insülin direnci görülmüştür. Obez farelerdeki insülin direnci rekombinant adiponektin ile normale çevrilebilmiştir. Ob/ob farelerde küçülen karaciğer ile adiponektin alınması ve karaciğer fonksiyon testlerinde değişim meydana gelmiştir. Diyabet modelli hayvanlarda ise adiponektin uygulanması hiperglisemide azalmaya neden olmuştur. Fakat insülin konsantrasyonu değişmemiştir. Bu etki sadece insülin sinyalini artırarak olmamıştır. Aynı zamanda yağ asidi kullanımı ve glukoneogenik enzim transkripsiyonunda ve glukoz 6-fosfataz artışı ile sağlanmaktadır. Adiponektin intraserebroventriküler etkisi ile vücut ağırlığında ve yağ kütlesinde azalma, enerji harcanmasında ise artmaya neden olmaktadır. Fakat yiyecek alımı kısıtlanması üzerine herhangi bir etkisi bulunmamaktadır (Kadowaki ve Yamauchi, 2005). 
Dolaşımdaki adiponektin seviyesi obezite ve Tip 2 diyabette düşmektedir. Adiponektin seviyesi ile insülin duyarlılığı arasında ilişki bulunmaktadır. Adiponektin seviyesi arttıkça insülin duyarlılığı azalmaktadır. Postmenapozal kadınlarda adiponektin seviyesinin düşmesi meme kanseri riskini artırmaktadır. Ayrıca erkeklerde prostat kanseri ve kolorektal kanserlerde de adiponektin seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı derecede düşüş görülmüştür. Adiponektin hücre çoğalmasında önemli bir role sahip olduğu düşünülmektedir. Yapılan çalışmalarda adiponektinin miyelomonosit lösemi hücrelerinde büyümeyi baskıladığı gözlemlenmiştir. Ayrıca meme kanseri hücrelerindede büyümeyi durdurduğu gözlemlenmiştir. Yapılan deneysel araştırmalarda meme tümorü hücrelerinde adiponektinin Akt ve GSK-3β fosforilasyonunu inhibe ettiği görülmüştür (Waki ve diğerleri, 2003). 

Adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain and leucine zipper containing 1 (APPL1), Adipo-R1 ve Adipo-R2 reseptörlerine bağlanan bir proteindir. Adipo-R1 reseptörünün N-terminal amino asit bölgesi APPL1’in fosfotirozin bağlayan bölgesi (PTB) ile bağlanmaktadır. APPL1, AMPK ve p38-AMPK fosforilasyonuna neden olmaktadır. Adiponektin endoplazmik retikulumdan fosfolipaz C aracılığı ile kalsiyum salınmasını uyarmaktadır. Bu da AMPK fosforilasyonuna neden olmaktadır. Bu işlemde endoplazmik retikulumdan çıkan kalsiyum tarafından aktive edilen Ca/kalmodulin bağımlı protein kinaz (CaMKK) yer almaktadır. Yapılan deneysel çalışmalarda APPL1 molekülünün PTB domaini eksik olduğu zaman adiponektin tarafından hücre uyarılsa bile GLUT4 taşıyıcılar plazma membranına taşınmamaktadır.  Bu da APPL1’in GLUT4 taşıyıcıların plazma memranına taşınmasında önemli bir göreve sahip olduğunun göstergesidir (Gable ve diğerleri, 2006).

2.8.2.  Resistin
 Holcomb ve diğerleri ilk kez resistin benzeri molekül (RELM) sentezini bulumuştur. Bu yeni gen ailesine inflammatory zone-1 (FIZZ1) adı verilmiştir. Bu aileye ait iki gen ailesi daha bulunmuştur. Bunlar FIZZ2 ve FIZZ3’dür. Steppan ve diğerleri bu gen ailesinin obezite ve diyabette rol aldığını göstermişlerdir. İlerleyen dönemlerde resistin bu gen ailesinin resmi dili haline gelmiştir. Resistin (veya FIZZ3) peptid yapılı bir hormondur. Obezite kaynaklı insülin direncinde rol oynamaktadır. Resistin kemirgenlerde adipositlerden, insanlarda ise yağ dokusundaki makrofajlardan salgılanmaktadır. Viseral yağ dokusu, subkütanoz yağ dokusuna göre 15 kat fazla resistin sentezlemektedir (Steppan ve diğerleri, 2001). 
Kemirgenlerde bulunan resistin geni (RETN) insanınkine benzemektedir. Bu gene s-resistin (short resistin) adı verilmektedir. İnsandaki resistin geninin daha kısa formudur. 8. kromozomda bulunmaktadır. İnsan resistin molekülü 19q13.3 gen bölgesinde RETN geni tarafından kodlanmaktadır. Bu gen 4 ekzon bölgesi içermektedir. RETN’nin RNA’sı 478 nükleotit içermektedir. Resistin protein sentezine 3 ekzon katılmaktadır. Protein translasyonu ekson 2’den başlamaktadır. Ekson 4 ortasında bitmektedir. 108 amino asit içermektedir. İnsan resistin proteini 11.3 kDa ağırlığındadır. İnsan resistin molekülü oligomer oluşturmaktadır. X-ray kristallografisinde resistin heksamerik yapı oluşturduğu gösterilmiştir (Şekil 2.14) (Aruna ve diğerleri, 2003).
Resistininin yapısı adiponektine benzemektedir. N-terminal helikal kuyruk, C-terminal β-sandiwich jellyroll bölgesine bağlanmaktadır. Baş kısmı intramoleküler disülfit bağı içermektedir. Resistin N-terminaldeki Cys-6’lar aracılığı ile disülfit bağları oluşturarak heksamer yapısını oluşturmaktadır (Aruna ve diğerleri, 2003).
İnsan plazmasındaki normal resistin düzeyi 2 ile 40 ng/ml arası olduğu düşünülmketedir. Bazı araştırmalarda ise 5 ile 10 ng/ml olarak verilmektedir. Yapılan çalışmalarda 48 saatlik açlığın ve yemek yemenin resistin seviyesini etkilemediği gösterilmiştir. Olgun insanlarda puberte dönemindeki kişilere göre daha yüksek düzeyde resistin sentezlenmektedir. Östrojen ve testosteron tedavilerinin resistin seviyesini etkilemediği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Baker ve diğerleri, 2006). 
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Şekil 2.14. (A) Resistinin monomerik yapısı. (B) Monomerik resistininlerin disülfit bağlarıyla bir araya gelerek oluşturduğu heksamerik yapı (Gupta ve diğerleri, 2010). 
Resistin seviyesi ile vücut yağ oranı arasında pozitif bir ilişki bulunmaktadır. Adiposit sayısı arttıkça sentezlenen resistin seviyesi de artmaktadır. Bu da glukozun insülin aracılığı ile yapılan adipoz doku içerisine alınmasını azaltmaktadır.  Metabolik sendromlu bayanlarda plazma resistin seviyesinde artış meydana gelmektedir. Tip 2 diyabetli kişilerde hiperresistinin hipertansiyona neden olduğu görülmüştür. Yapılan araştırmalarda obezite ile resitin seviyesinde pozitif bir ilişki görülmüştür. Fakat resitin ile HDL-kolestrol ve HOMA arasında negatif bir ilişki bulunmaktadır. Fakat bazı çalışmalarda ise resitin seviyesi ile tip 2 diyabet ve insülin seviyesi arasında bir ilişki bulunamamamıştır (Li ve diğerleri, 2009).  
Yapılan araştırmalarda resistinin farelerde beta-hücre apoptozuna neden olduğu gösterilmiştir. Bu da resistinin Tip 2 diyabete neden olduğunun kanıtını oluşturmaktadır. Ayrıca SOCS proteini özellikle insülin sinyalinin sonlandırılmasında önemli bir yere sahiptir. Resistin adipositlerde SOCS3 sinyalini aktive etmektedir. Farelerde resistinin insülin aracılıklı glikojen sentezini ve glukoz alımını iskelet kasında inhibe ettiği gösterilmiştir. Resistinin GLUT4 glukoz taşıyıcıların hücre içi havuzdan hücre membranına taşınmasını engellediği düşünülmektedir (Maebuschi ve diğerleri, 2003). Resistin glikojen sentezini azaltmakta, glikojen fosforilaz aktivitesini artırmakatadır.
Obezitede kardiovasküler komplikasyonların artması endotel ve vasküler disfonksiyon ile ilişkilendirilmektedir. Obezitede özellikle proinflamatuar ajanların artması Tip 2 diayabet ve kardiovasküler hastalıklara yatkınlık sağlamaktadır. Plazma resistin seviyesi inflamatuar ajanlar olan TNF-α, TNF-α reseptör-2 ve IL-6 ile ilişkilidir. Resistin CD36 reseptörlerini artırarak köpük hücre oluşumunu uyarmaktadır. Resistin endotelin (ET-1) slagılanmasını uyararak endotel disfonksiyonuna neden olmaktadır. Ayrıca endotel fonsiyonunun bozulmasına neden olan vasküler hücre adhezyon molekülü 1 (VCAM-1), vasküler endotel büyüme factor reseptörü (VEGFR) ve matriks metalloproteinazlarının (MMPs) sentezini artırmaktadır. Bu nedenle resitinin abnormal damar oluşumuna neden olarak tümor, diyabetik retinopati ve romatoid artrit oluşumunda rolü olabileceği düşünülmektedir. In vitro deneylerde resistin endotel hücrelerinin çoğalmasına ve göçüne neden olmaktadır. Bunun sonucunda da kapiller tarzı tüp oluştuğu görülmüştür (Mu ve diğerleri, 2006). Farlerede resistin ayrıca kalp kasında glukoz metabolizmasını bozduğu ve iskemiye neden olduğu gösterilmiştir. 
Obezite birçok kanser için risk faktörü oluşturmaktadır. Meme kanseri olan kadınlarda histolojik aşama ile resistin seviyesinin arttığı ve bunun da yaş, VKİ, serum glukozu ve menapozdan bağımsız olarak gerçekleştiği görülmüştür. Lenfoma hastalarında da resitin düzeyinin yüksek olduğu gözlemlenmiştir. Artmış resistin düzeyi romatoit artirit hastalarından alınan sinovial sıvı örneklerinde de gözlemlenmiştir. Resistin ayrıca osteoklast farklılaşmasını uyarmaktadır (Filkova ve diğerleri, 2009). 
3. gereç ve yöntem
Çalışma, Ekim 2010 - Şubat 2012 tarihlerinde Yakın Doğu Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Biyokimya Anabilim Dalında gerçekleştirilmiştir. Çalışmaya toplam 200 gönüllü katılmıştır. Çalışma kapsamında vücut kitle indeksinin ≥ 30 kg/m2 bireylerden 110 kişilik obez çalışma grubu oluşturulmuştur. VKİ ≤ 24.9 kg/m2 olan kişilerden ise 90 kişilik kontrol grubu oluşturulmuştur. Proje kapsamında çalışmaya katılan bireylerin yaşlarının on sekizden büyük ve altmış yaştan da küçük olmasına dikkat edilmiştir. Ayrıca çalışmaya katılan kişiler diyabet hastası olmayan ve hormonal tedavi görmeyen bireylerdir. Çalışma kapsamında her gönüllünün sağlık bilgileri alınmış, bel ve kalça çevresi, kilosu, boyu ölçülmüştür. Çalışmada gönüllülerden biyokimyasal analizler için 5ml periferik kan lityum heparinli tüplere ve genetik araştırma için de 2 ml kan potasyum etilen diamin tetra asetik asitli (K2-EDTA’lı) tüplere alınmıştır. Lityum heparinli tüpe alınan kandan ayrılan plazma biyokimyasal analizler için kullanılmıştır. K2-EDTA’lı tüpe alınan periferik kandan deoksiribonükleik asit (DNA) izole edilmiştir. Kan örnekleri alınan kişilerde açlık sürelerinin sekiz saatten az olmamasına özen gösterilmiştir. Ayrıca kan örnekleri alındıktan sonra yarım saat içinde santrifüj edilerek plazmalar ayrılmıştır. Plazma leptin, adiponektin, resistin ve açlık insülin düzeyleri ölçümü için plazma örnekleri   -80°C’de muhafaza edilmiştir. 
Biyokimyasal analizlerde açlık glukoz, total kolesterol, düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL), yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL) ve trigliserit düzeyleri Gazimağusa Devlet Hastanesi, Biyokimya Laboratuarında ölçülmüştür. Adiponektin, leptin ve resistin plazma düzeylerinin enzim bağlı immunosorbent analiz (ELISA) yöntemi ile ölçülmesi Yakın Doğu Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Multidisipliner Laboratuarında gerçekleşmiştir. DNA izolasyonları Yakın Doğu Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Doku ve Hücre Kültürü Laboratuarı ve Yakın Doğu Üniversitesi Hastanesi, Tıbbı Genetik Laboratuarında yapılmıştır. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve enzim kesimi işlemleri Yakın Doğu Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Doku ve Hücre Kültürü Laboratuarında gerçekleştirilmiştir. Açlık insülin düzeyi belirlenmesi ise Yıldız Özkan Laboratuarında yapılmıştır.   

Çalışma başlatılmadan önce Yakın Doğu Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Değerlendirme Etik Kurul’undan onay alınmıştır. Kan örnekleri alınan hastalara bilgilendirilmiş gönüllü onam formu imzalatılmıştır.

3.1. Kullanılan Cihazlar
Hassas terazi

Otomatik pipet

Çeker ocak

Otoklav

Distile su cihazı

Buzdolabı ve derin dondurucu (+4C, -20C, -80C)

Soğutmalı satrifüj

Jel görüntüleme sistemi

Yatay elektroforez aleti

PZR cihazı

Isı bloğu

pH metre 

Masa üstü mini satrifüj

Etüv

Güç kaynağı

Mikroplate okuyucu

Mikroplate yıkayıcı

Klinik biyokimya analiz cihazı

3.2. Kullanılan Tampon ve Çözeltiler

3.2.1. DNA İzolasyonu İçin Kullanılan Tampon ve Çözeltiler
Lizis Tamponu

4.15 gr amonyum klorür (NH4Cl), 0.5 gr potasyum bikarbonat (KHCO3) ve 100 µl 0.5 M Na2EDTA 500 ml ditile su içinde çözündürülmüştür. Hazırlanan tampon steril edildi ve +4°C’de muhafaza edilmiştir.

Nükleaz Tamponu

0.605 gr tris baz, 11.69 gr sodyum  klorür (NaCl) ve 2 ml 0.5 molar Na2EDTA 500 ml distile su içinde çözündürülmüştür.  Hazırlanan tampon steril edildi ve +4°C’de muhafaza edilmiştir.

TE (Tris-EDTA) Tamponu

0.24 gr tris baz ve 200 µl 0.5 molar Na2EDTA 100 ml distile su içinde çözündürülmüştür.  Hazırlanan tampon steril edildi ve +4°C’de muhafaza edilmiştir.

0.5 M Na2EDTA Tamponu 

46.53 gr etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ve 5 gr sodyum hidroksit (NaOH) 250 ml distile su içinde çözündürülmüştür. Tampon, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullanılarak pH 8’e ayarlanmıştır. Hazırlanan tampon oda ısısında muhafaza edilmiştir.
 7.5 M Amonyum Asetat Tamponu

57.8 gr amonyum asetat 100 ml distile su içinde çözündürüldü ve 0.22 mikronluk filtreden geçirtilerek siterilize edilmiştir. Hazırlanan tampon +4°C’de muhafaza edilmiştir.

%10’luk Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Tamponu

10 gr sodyum dodesil sülfat 100 ml distile su içinde çözündürüldü ve 0.22 mikronluk filtreden geçirtilerek siterilize edilmiştir. Hazırlanan tampon oda ısısında muhafaza edilmiştir.

Proteinaz K Çözeltisi

Proteinaz K çözeltisi 10 mg/ml olacak şekilde ditile su eklenerek çözündürüldü. Çözelti -20°C’de muhafaza edilmiştir.

3.2.2. Agaroz Jel Elektroforez Çözeltileri 

Etidyum Bromür

Steril su ile 10 mg/ml olacak şekilde hazırlanmıştır.

TAE (Tris-Asetat EDTA) (50X)

292 gr tris baz, 57.1 gr glasial asetik asit ve 100 ml 0.5 M Na2EDTA 1000 ml distile su içinde çözündürüldü. Hazırlanan çözelti steril edildi ve oda ısısında muhafaza edilmiştir.

Agaroz Jel Yükleme Tamponu

10 mM Tris-HCl, 0.03% bromofenol mavisi, 0.03% ksilen siyanol, 60% gliserol ve 60 mM EDTA içeren hazır yükleme tamponu kullanıldı. Tampon              -20°C’de muhafaza edilmiştir.

3.2.3. PZR Reaksiyonu İçin Kullanılan Çözeltiler
DreamTaq PCR Master Mix (2X)

Fermentas marka DreamTaq PCR Master Mix (2X) kullanıma hazır olarak temin edilmiştir. -20°C’de muhafaza edilmiştir.
Primerler

Liyofilize şekilde hazır temin edilen primerler derişimi 20 µM olacak şekilde steril su ile sulandırılarak hazırlanmıştır. -20°C’de muhafaza edilmiştir.
3.2.4. Restriksiyon Enzim Kesimi Reaksiyonu İçin Kullanılan Kimyasallar

MspI Restriksiyon Enzimi

Restriksiyon enzim kesimi reaksiyonunda kullanılan MspI enzimi kullanıma hazır olarak temin edilmiştir. -20°C’de muhafaza edilmiştir.
10X Tango Tamponu

33 mM Tris-asetat, 10 mM magnezyum asetat, 66 mM potasyum asetat içeren tampon kullanıma hazır olarak satın alınmıştır. -20°C’de muhafaza edilmiştir.
3.2.5. Kullanılan Kitler

Leptin ELISA kiti (DRG)

Adiponektin ELISA kiti (BioVendor)

Resistin ELISA kiti (BioVendor)

İnsülin kiti (Conbas)

3.3. Yöntemler

3.3.1. Periferik Kandan DNA İzolasyonu

1- Hastadan EDTA’lı tüp içine 2 ml periferik kan alınmıştır.

2- 6 ml lizis tamponu 15 ml’lik tüpe konulmuştur. Üzerine EDTA’lı tüp içine alınan 2 ml kan eklenmiştir.

3- Tüp 5- 10 dakika şeffaflaşıncaya kadar yavaşça çalkalanmıştır.

4- 2000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifüj edilmiştir.

5- Süpernatant atılıp tüpün altında kalan çökelti kısmı karıştırılmıştır. Üzerine lizis tamponu eklenip ve tekrar karıştırılmıştır. 

6- 2000 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifüj edilmiştir.

7- Santrifüj sonrası süpernatant dökülüp tüpün dibinde kalan çökelti üzerine 2 ml nükleaz tamponu, 50 µl 10% SDS ve 30 µl proteinaz K eklenerek 56 °C’de 30 dakika bekletilmiştir.

8-  İnkübasyon sonrası karışıma 1 ml amonyum asetat (7.5 M) eklenmiştir ve iyice karıştırılmıştır.

9- Karışım daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilmiştir.

10- Santrifüj sonrası tüpün dibinde oluşan beyaz çökeltiden ayrılan üst faz temiz bir tüpe ayrılmıştır.

11- Temiz bir tüpe ayrılan çözeltinin üzerine 4 ml etanol eklenmiştir. Etanol eklenmesi sonrası çözelti içinde bulunan DNA’nın tüpün üzerine toplanması beklenmiştir. 

12- Pipet yardımı ile mikro santrifüj tüpüne alınan DNA 70% etanol ile yıkanmıştır ve 13000 rpm’de santrifüj edilmiştir.

13- Santrifüj sonrası üst alkol dökülmüş ve tüpün dibinde kalan DNA alkolden arınması için bekletilmiştir. 

14- Alkolden arınan DNA 200 µl TE tamponu eklenerek sulandırılmıştır ve -20°C’de muhafaza edilmiştir.
3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
DNA izolasyon işlemi sonrası ayrılan genomik DNA’lardaki leptin reseptör geninin 6. ekzon bölgesindeki dizi PZR ile çoğaltılmıştır. Her reaksiyon için forward ve reverse olmak üzere bir çift primer kullanılmıştır. PZR toplam 50 µl hacmindedir. PZR ile çoğaltılan dizi ve işlem aşağıda verilmiştir. PZR sonrası 642 baz çiftlik (bp) bir gen bölgesi çoğaltılmaktadır (Tablo 3.1).

Leptin Reseptör Geninin 6. Ekzon Bölgesinde Çoğaltılan Gen Dizisi

   177061                                                ggcctgaag tgttagaaga ttcacctctg

   177121 gttccccaaa aaggcagttt tcagatggtt cactgcaatt gcagtgttca tgaatgttgt

   177181 gaatgtcttg tgcctgtgcc aacagccaaa ctcaacgaca ctctccttat gtgtttgaaa

   177241 atcacatctg gtggagtaat tttccagtca cctctaatgt cagttcagcc cataaatatg

   177301 ggtaagttat gcactaaaat gatgataata ggtctaaaca tcagtcatat ataaaggtta

   177361 aaaattgctt acaaaaatat ttgctagctt atctcacttt gcttaacact gtaatgatgg

   177421 tagatgtagt actgggggta ttaagagtgg cttctagaat gatttaacaa tggtatgtat

   177481 atctctgcca ttgtcactta aattctgttt tgaaaactgt tttctttcaa tcctggatct

   177541 atgtaatgga tgtatattga ttggatatca ctttttcaca tctcagataa ctatttttga

   177601 aaatagtagc atgtttcttg cctgaattta ttccttcaat aaatatttct tagaggctca

   177661 tgtttgtcag agactgctcc aggagctgga aaaagagtgg gacattagac atagttccca

   177721 cctcagagag cag

Tablo 3.1. Leptin reseptör geninin 6.ekzonundaki gen bölgesini çoğaltmak için kullanılan PZR protokolü

	Reaksiyon içeriği
	Reaktif miktarı
	Reaksiyon koşulları
	
	
	

	DreamTaq PCR Master Mix (2X)
	25 µl
	Predenatürasyon
	95°C
	2 dk
	

	Primerler 
	1 µl
	Denatürasyon
	95°C
	30 sn
	

	H2O
	23.5 µl
	Bağlanma
	54°C
	30 sn
	   X 32

	DNA
	0.5 µl
	Uzama
	72°C
	30 sn
	

	
	Tamamlanma
	72°C
	10 dk
	


3.3.3. Restriksiyon Enzim Kesimi Reaksiyonu
Leptin reseptör geninin 6. ekzonundaki Q223R polimorfizminin belirlenmesi için MspI restriksiyon enzimi kullanılmaktadır. Leptin reseptör geninde polimorfik değişim sonrası 6. ekzonun 668. nükleotidi adeninden guanine değişmektedir. Bu değişim sonrası MspI restriksiyon enzimi için kesim bölgesi oluşmaktadır. MspI enzimi 5′…C↓CGG…3′ gen bölgesinden kesim yapmaktadır.  Enzim kesimi reaksiyonu sonucunda PZR’de çoğaltılan 642 bp’lik gen bölgesi MspI enzimi ile 173 bp ve 469 bp’lik iki parçaya bölünmüştür. Restriksiyon enzim kesimi reaksiyonunda kullanılan kimyasallar ve inkübasyon koşulları aşağıdaki tabloda verilmiştir (Tablo 3.2).
Tablo 3.2. Restriksiyon enzim kesimi reaksiyonunun içeriği ve koşulları
	Reaksiyon içeriği
	Reaktif miktarı
	Reaksiyon koşulları

	PZR ürünü
	10 µl
	

	H2O
	18 µl
	 37°C’de 2 saat inkübasyon 

	MspI restriksiyon enzimi
	1 µl
	

	10X Tango Tamponu
	2 µl
	


3.3.4. Agaroz Jelin Hazırlanması


Restriksiyon enzim kesimi sonrası oluşan gen bölgelerine ait bantların görüntülenmesi için %2’lik agaroz jel kullanılmıştır. %2’lik agaroz jel için 1 gram agaroz 50 ml TAE tamponu içinde çözündürülmüştür. Çözelti kaynayıncaya kadar ısıtılmıştır. Daha sonra yaklaşık 60°C’ye kadar soğutularak daha önceden hazırlanmış olan etidyum bromür çözeltisinden 3,4 µl eklendi ve karıştırılmıştır. Sıvı haldeki agaroz karışımı jel tepsisine döküldü ve taraklar yerleştirildi. Yaklaşık 30 dakika agaroz jelin donması için beklenmiştir.

3.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Görüntüleme İşlemi

Hazırlanan %2’lik agaroz jel TAE içeren elekroforez tankına yerleştirilmiştir. Yerleştirme sırasında yükleme yapılacak olan kuyuların negatif kutuba yakın şekilde olmasına dikkat edilmiştir. 5 µl enzim kesini ürünü 1 µl yükleme tamponu ile karıştırılarak kuyulara yüklenmiştir. Jelin en sonundaki kuyuya ise 100 bp- 1000 bp arasında bantlar içeren 3.5 µl DNA merdiveni yüklenmiştir. Daha sonra jele yüklenen örnekler 80-90 volt elektrik akımı ile 30 dakika yürütülmüştür. İşlem sonunda jel UV ışığı altında kamera ile görüntülenmiştir. Jel görüntüleri bilgisayara aktarılarak kaydedilmiştir. 
3.3.6.   Plazma Adiponektin Düzeyinin ELISA Yöntemi ile Ölçülmesi

Plazma adiponektin düzeyi BioVendor ELISA kiti kullanılarak ölçülmüştür. 

1- Plazma örnekleri -80°C derin dondurucudan çıkartıldı ve oda ısısına geldikten sonra kit içinde kullanıma hazır olarak bulunan dilüsyon tamponu ile 1/30 oranında sulandırılmıştır.

2- Hazırlanan plazma örnekleri, kit kontrol ve standartlarından 50 µl mikroplate kuyucuklarına eklenmiştir. Örnekler eklendikten sonra her kuyucuğa 50 µl konjugasyon tamponu eklenmiştir.

3- Mikroplate oda ısısında orbital karıştırıcı üzerinde 300 rpm hız ile 2 saat karıştırılmıştır.

4- İnkübasyon sonunda mikroplate yıkayıcı ile her kuyucuk üç defa yıkanmıştır. 

5- Daha sonra her kuyucuğa 200 µl substrat solüsyonu eklenerek 10-15 dakika oda ısısında ve karanlık ortamda inkübe edilmiştir.

6- İnkübasyon sonrası her kuyucuğa 50 µl stop solüsyonu eklenmiştir. 5 dakika içinde 450 nm – 630 nm dalga boylarına karşı mikroplate okuyucuda ölçüm yapılmıştır.

7- Ölçüm sonrası ilgisayarda bulunan SoftMax Pro programı ile her hastanın plazma adiponektin seviyesi  µg/ml cinsinden hesaplanmıştır.       
3.3.7. Plazma Resistin Düzeyinin ELISA Yöntemi ile Ölçülmesi


Plazma resistin düzeyi BioVendor ELISA kiti kullanılarak ölçülmüştür. 

1- Plazma örnekleri -80°C derin dondurucudan çıkartıldı ve oda ısısına geldikten sonra kit içinde kullanıma hazır olarak bulunan dilüsyon tamponu ile 1/3 oranında sulandırılmıştır.

2- Hazırlanan plazma örnekleri, kit kontrol ve standartlarından 100 µl mikroplate kuyucuklarına eklenmiştir. 

3- Mikroplate oda ısısında orbital karıştırıcı üzerinde 300 rpm hız ile 1 saat karıştırılmıştır. 1 saatlik inkübasyon sonunda mikroplate yıkayıcı ile her kuyucuk üç defa yıkanmıştır. 

4- Yıkama sonrası her kuyucuğa 100 µl biotin bağlı antikor solüsyonu eklenmiştir. 

5- Mikroplate oda ısısında orbital karıştırıcı üzerinde 300 rpm hız ile 1 saat karıştırılmıştır. Bir saatlik inkübasyon sonunda mikroplate yıkayıcı ile her kuyucuk üç defa yıkanmıştır. 

6- Yıkama sonrası her kuyucuğa 100 µl streptavidin-HRP konjugat solüsyonu eklenmiştir.

7- Mikroplate oda ısısında orbital karıştırıcı üzerinde 300 rpm hız ile 1 saat karıştırılmıştır. Bir saatlik inkübasyon sonunda mikroplate yıkayıcı ile her kuyucuk üç defa yıkanmıştır. 

8- Yıkama sonrası her kuyucuğa 100 µl substrat solüsyonu eklenmiştir ve 10 dakika oda ısısında bekletilmiştir. Bu işlemin karanlık ortamda yapılmasına dikkat edilmiştir. 

9- İnkübasyon sonrası her kuyucuğa 100 µl stop solüsyonu eklenmiştir. 5 dakika içinde 450 nm- 630 nm dalga boylarına karşı mikroplate okuyucuda ölçüm yapılmıştır.

10- Ölçüm sonrası ilgisayarda bulunan SoftMax Pro programı ile her hastanın plazma resistin seviyesi ng/ml cinsinden hesaplanmıştır.    

3.3.8. Plazma Leptin Düzeyinin ELISA Yöntemi ile Ölçülmesi

Plazma leptin düzeyi DRG ELISA kiti kullanılarak ölçülmüştür. Kit protokolü aşağıdaki gibidir.

1- Plazma örnekleri -80°C derin dondurucudan çıkartıldı ve oda ısısına gelmesi beklenildi.

2- Hazırlanan plazma örnekleri, kit kontrol ve standartlarından 15 µl mikroplate kuyucuklarına eklenmiştir. Örnekler eklendikten sonra her kuyucuğa 100 µl “assay” tamponu eklenmiştir.

3- Mikroplate oda ısısında orbital karıştırıcı üzerinde 300 rpm hız ile 2 saat karıştırılmıştır. İki saatlik inkübasyon sonunda mikroplate yıkayıcı ile her kuyucuk üç defa yıkanmıştır. 

4- Yıkama sonrası her kuyucuğa 100 µl antiserum solüsyonu eklenmiştir. 

5- Mikroplate oda ısısında orbital karıştırıcı üzerinde 300 rpm hız ile 30 dakika karıştırılmıştır. İnkübasyon sonunda mikroplate yıkayıcı ile her kuyucuk üç defa yıkanmıştır. 

6- Yıkama sonrası her kuyucuğa 100 µl enzim kompleksi solüsyonu eklenmiştir.

7- Mikroplate oda ısısında orbital karıştırıcı üzerinde 300 rpm hız ile 30 dakika karıştırılmıştır. İnkübasyon sonunda mikroplate yıkayıcı ile her kuyucuk üç defa yıkanmıştır. 

8- Yıkama sonrası her kuyucuğa 100 µl substrat solüsyonu eklenmiştir ve 15 dakika oda ısısında bekletilmiştir. Bu işlemin karanlık ortamda yapılmasına dikkat edilmiştir. 

9- İnkübasyon sonrası her kuyucuğa 50 µl “stop” solüsyonu eklenmiştir. 10 dakika içinde 450 nm dalga boylarına karşı mikroplate okuyucuda ölçüm yapılmıştır.

10- Ölçüm sonrası bilgisayarda bulunan SoftMax Pro programı ile her hastanın plazma leptin seviyesi  ng/ml cinsinden hesaplanmıştır.

3.3.9. Biyokimya Parametrelerinin Ölçümü

Açlık glukoz, total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol ve trigliserit düzeyleri Gazimağusa Devlet Hastanesi, Biyokimya Laboratuarında ABBOTT LABS Architect c8000 cihazında ölçülmüştür. Açlık insülin düzeyi ise Yıldız Özkan Laboratuarında, Cobas marka kit ile Hitachi Elecsys 2010 cihazında ölçülmüştür. 

3.3.10. Biyoistatistik Değerlendirme

Sürekli sayısal (kantitatif) değerler ortalama ± standart sapma (ss) ile ifade edilmiştir. Kantitatif değişkenler Student t-testi ve ANOVA ile karşılaştırılmıştır. Kategorik (nominal) değerler yüzde (%) olarak ifade edilmiştir ve Ki-kare testi ile karşılaştırılmıştır. Anlamlılık p<0.05 düzeyinde değerlendirilmiştir.  Tüm istatistiksel hesaplamalar SPSS 15.0 programı kullanılarak yapılmıştır. 

4. bulgular

Çalışmada, obez kişilerde Q223R polimorfizminin leptin, adiponektin, resistin ve insülin direnci arasındaki ilişkinin incelenmesi amaçlanmıştır. Bu kapsamda, vücut kütle indeksi 30 kg/m2’den yüksek bireylerden 110 kişilik obez çalışma grubu oluşturulmuştur. Vücut kitle indeksi (VKİ) 25 kg/m2’nin altında olan kişilerden ise 90 kişilik kontrol grubu oluşturulmuştur. Kontrol ve obez kişilerden oluşan grup yaş, VKİ, bel çevresi, kalça çevresi, açlık glukoz, total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, trigriserit, leptin ve adiponektin, resistin ve HOMA-IR değerleri bakımından karşılaştırılmıştır. VKİ, bel ve kalça çevresi obez kişilerden oluşan grupta kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p <0.001). Ayrıca serum açlık glukoz, total kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserit düzeylerinin de obez grupta kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek olduğu belirlenmiştir (p <0.001). Obez kişilerde vücuttaki yağ oranındaki artış nedeniyle leptin ve resistin düzeyinin artması, adiponektin seviyesinin ise azalması görülmektedir. Çalışmadan elde edilen veriler doğrultusunda da obez kişilerde leptin ve resistin seviyelerinde anlamlı derecede artış, resistin düzeylerinde ise anlamlı derecede azalma görülmüştür (p <0.001) (Şekil 4.1). İnsülin direncini değerlendirmede HOMA değeri kullanılmıştır. Obez grupta HOMA değeri (4.58 ± 3.95) kontrol grubuna göre (1.90 ± 0.66) anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p <0.001) (Tablo 4.1).    
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Şekil 4.1. Kontrol ve obez grubuna ait leptin, adiponektin ve resistin düzeyleri.

Tablo 4.1. Kontrol ve obez gruplarına ait antropometrik ve metabolik verilerinin genel karşılaştırılması.

	 
	Kontrol (n=90)
	Obez (n=110)
	 p

	Yaş
	38.76 ± 9.46
	
	40.38 ± 8.71
	
	0,20

	VKİ (kg/m²)
	22.68 ± 1.75
	
	35.75 ± 6.88
	
	< 0.001

	Bel Çevresi (cm)
	85.57 ± 7.52
	
	112.25 ± 12.83
	
	< 0.001

	Kalça Çevresi (cm)
	99.40 ± 5.99
	
	120.89 ± 12.33
	
	< 0.001

	Gkukoz (mg/dL)
	89.73 ± 7.46
	
	103.35 ± 23.45
	
	< 0.001

	Total Kolestrol (mg/dL)
	203.62 ± 34.28
	
	234.00 ± 37.32
	
	< 0.001

	LDL-kolesterol (mg/dL)
	123.86 ± 28.18
	
	144.55 ± 32.41
	
	< 0.001

	HDL-kolesterol (mg/dL)
	55.29 ± 9.36
	
	47.84 ± 10.23
	
	< 0.001

	Trigliserit (mg/dL)
	105.41 ± 40,18
	
	166.97 ± 83.39
	
	< 0.001

	Leptin (ng/ml)
	8.27 ± 4.08
	
	24.47± 13.90
	
	< 0.001

	Adiponektin (μg/ml)
	17.24 ± 8.74
	
	8.99 ± 3.94
	
	< 0.001

	Resistin (ng/ml)
	5.28 ± 2.34
	
	8.59 ± 2.36
	
	< 0.001

	HOMA
	1.90 ± 0.66
	
	4.58 ± 3.95
	
	< 0.001


Değişkenler hakkındaki sayısal veriler ortalama ± standart sapma olarak belirtilmiştir.

Leptin reseptör genindeki 6. ekzon bölgesindeki Q223R polimorfizmini belirlemek amacıyla PZR ve restriksiyon enzim kesimi yöntemleri kullanılmıştır. İlk olarak Q223R polimorfizminin gerçekleştiği gen bölgesi PZR yöntemi ile çoğaltılmıştır. PZR işlemi sonunda 642 baz çiftlik bir gen bölgesi çoğaltılmıştır. Bu gen bölgesi 2%’lik agaroz jelde görüntülenmiştir (Şekil 4.2).
                                      

                                                                                                                               


Şekil 4.2. Leptin reseptör geninin 6. ekzonuna ait 642 bp’lik PZR ürünü %2’lik agaroz jelde elektroforez işlemi sonrası UV ile görüntülenmiştir.  

Leptin reseptör geninin 6. ekzonundaki gen bölgesi PZR yöntemi ile çoğaltıldıktan sonra bu bölgedeki Q223R polimorfik değişimini belirlemek amacıyla MspI restriksiyon enzimi ile enzim kesimi reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. Polimorfik değişim meydana gelmeyen kişilere ait PZR ürünü gen bölgelerinde enzim kesimi reaksiyonu sonucunda kesim olmamaktadır. QQ genotipine sahip bu kişilerde 642 bp’lik tek bant görülmektedir. Q223R polimorfizm değişimini tek allelde heterozigot olarak taşıyan kişilerde ise enzim kesimi işlemi sonrası üç tane bant görülmektedir. Bantlardan bir tanesi 642 bp’lik enzim kesimi olmayan gen bölgesidir. Diğerleri ise enzim kesimi sonrası elde edilen 469 ve 173 bp’lik gen bölgelerine ait bantlardır. Q223R polimorfizmini homozigot olarak taşıyan RR genotipine sahip kişilerin gen bölgelerinde enzim kesimi sonrası iki bant oluşmaktadır. Bunlar 469 ve 173 bp’lik bantlardır. Kesim sonrası elde edilen gen bölgelerine ait bantlar %2’lik agaroz jel elektroforezi işlemi ile hareket farklarına göre ayrılarak, UV ışık altında görüntülenmişlerdir (Şekil 4.3).
 


                                                                                                                            

Şekil 4.3. Leptin reseptör geninin 6. ekzonuna ait 642 bp’lik PZR ürününün restriksiyon enzim kesimi reaksiyonu sonrasında her genotipe göre oluşan bantları %2’lik agaroz jel elekroforez işlemi sonrasında UV ile görüntülenmiştir.                  
Kontrol ve obez grupları leptin reseptör genindeki Q223R polimorfik değişimin olması ve olmamasına göre QQ, QR ve RR olmak üzere üç farklı genotip grubuna ayrılmaktadır. Ayrıca her grup kendi içinde QQ, QR, RR genotipleri ile biyokimyasal parametreler arasındaki değişim bakımından incelenmiştir. Kontrol grubunda yaş, kolesterol, VKİ, bel ve kalça çevresi, açlık glukoz, HDL-kolesterol, trigliserit, leptin, adiponektin, resistin ve HOMA değerleri bakımından QQ, QR ve RR genotipleri arasında anlamlı fark saptanmamıştır. Fakat kolesterol ve LDL-kolesterol seviyesi bakımından QQ, QR, RR genotipleri arasında anlamlı bir fark belirlenmiştir. RR genotipine sahip kişilerin kolesterol seviyesi (230 ± 38.4 mg/dL), QR (201 ± 31.51 mg/dL) ve QQ (189 ± 23.99 mg/dL) genotipine sahip kişilere göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p <0.001). Ayrıca LDL-kolesterol seviyesi RR genotipine (136 ± 30.45 mg/dL) sahip kişilerde, QQ (121.13 ± 26.27 mg/dL) ve QR (117.56 ± 26.74 mg/dL) genotipine sahip kişilere göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p <0.05) (Tablo 4.2).

Obez grup QQ, QR, RR genotipleri ile biyokimyasal parametreler arasındaki değişim bakımından incelenmiştir. Bu grupta yaş, kolesterol, VKİ, açlık glukoz, total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, leptin, adiponektin, resistin ve HOMA-IR değerleri bakımından QQ, QR ve RR genotipleri arasında anlamlı fark saptanmamıştır. Fakat trigliserit, bel ve kalça çevresi bakımından QQ, QR ve RR genotipleri arasında anlamlı bir fark saptanmıştır. RR genotipine sahip obez kişilerin bel çevresi (115.64 ± 12.35 cm), QQ (108.08 ± 11.6cm) ve QR (113.94 ± 13.33 cm) genotipine sahip kişilerden anlamlı derecede büyük olduğu belirlenmiştir (p <0.05). Ayrıca RR genotipine görülen obezlerin kalça çevresi (126.32 ± 12.29 cm), QR (122.86 ± 13.35 cm) ve QQ (115.16 ± 8.34 cm) genotipi görülen kişilere göre anlamlı derecede büyüktür (p <0.001). RR genotipine sahip obez kişilerin trigliserit düzeyi de (211.5 ± 103.85 mg/dL), QQ (157.76 ± 70.18 mg/dL) ve QR (154.38 ± 77.52 mg/dL) genotipine sahip kişilerden anlamlı derecede yüksektir (p <0.05) (Tablo 4.2).

Q223R polimorfizmi kontrol grubuna göre obez grupta anlamlı derecede yüksek oranda görülmemektedir. Kontrol ve obez gruptaki QQ, QR ve RR genotiplerinin gruplar içindeki görülme oranlar karşılaştırıldığı zaman anlamlı bir fark görülmemiştir (p= 0.08). Her iki grupta da Q223R polimorfizmi taşımayan QQ genotipine sahip kişi oranının, polimorfizmi heterozigot (QR) ve homozigot (RR) taşıyan kişi oranları ile karşılaştırılması sonucunda da yine anlamlı bir fark bulunamamıştır (p= 0.09). Her iki grupta da Q223R polimorfizmi taşımayan QQ genotipine sahip ve polimorfizmi heterozigot (QR) taşıyan kişi oranının, polimorfizmi homozigot (RR) taşıyan kişi oranları ile karşılaştırılması sonucunda da yine anlamlı bir fark saptanmamıştır (p= 0.22) (Tablo 4.3).

Tablo 4.2. Kontrol ve obez gruplarına ait antropometrik ve metabolik verilerin Q223R genotiplerine göre karşılaştırılması
	                                                                     Kontrol Grubu                                                                             Obez Grubu

	
	QQ (n=40)
	QR (n=27)
	RR (n=23)
	p
	QQ
	QR
	RR
	p

	Yaş
	39.15 ± 9.16
	37.93 ± 10.75
	39.04 ± 8.68
	0.86
	42.26 ± 9.33
	39.66 ± 8.62
	38.77 ± 7.51
	0.23

	VKİ (kg/m²)
	22.64 ± 1.94
	23.08 ± 1.51
	22.28 ± 1.63
	0.27
	34.10 ± 5.68
	36.09 ± 7.31
	37.83 ± 7.36
	0.11

	Bel Çevresi (cm)
	85.38 ± 7.76
	87.22 ± 7.71
	83.96 ± 6.73
	0.30
	108.08 ± 11.60
	113.94 ± 13.33
	115.64 ± 12.35
	<0.05

	Kalça Çevresi (cm)
	99.58 ± 6.09
	100.78 ± 4.91
	97.48 ± 6.69
	0.14
	115.16 ± 8.34
	122.86 ± 13.35
	126.32 ± 12.29
	<0.001

	Gkukoz (mg/dL)
	90.75 ± 7.69
	89.44 ± 8.29
	88.30 ± 5.91
	0.44
	100.71 ± 14.92
	103.42 ± 22.72
	107.73 ± 35
	0.54

	Kolestrol (mg/dL)
	189.90 ± 23.99
	201.33 ± 31.51
	230.17 ± 38.4 
	<0.001
	224.55 ± 46.54
	237.88 ± 30.65
	241.50 ± 31.04
	0.14

	LDL-kolesterol (mg/dL)
	121.13 ± 26.27
	117.56 ± 26.74
	136 ± 30.45
	<0.05
	144.55 ± 40.02
	144.58 ± 28.11
	144.45 ± 28.04
	0.99

	HDL-kolesterol (mg/dL)
	54.53 ± 10.08
	56.74 ± 7.70
	54.91 ± 10.09
	0.62
	47.53 ± 11.84
	48.66 ± 9.91
	46.50 ± 7.94
	0.69

	Trigliserit (mg/dL)
	99.83 ± 43.74
	99.33 ± 39.84 
	122.26 ± 29.42
	0.06
	157.76 ± 70.18
	154.38 ± 77.52
	211.50 ± 103.85
	<0.05

	Leptin (ng/ml)
	8.05 ± 4.98
	8.71 ± 4.23
	8.13 ± 1.33
	0.79
	20.39 ± 11.54
	26.42 ± 15.29
	27.09 ± 13.27
	0.07

	Adiponektin (μg/ml)
	17.84 ± 7.30
	17.37 ± 8.36
	16.07 ± 11.39
	0.74
	8.66 ± 5.25
	9.57 ± 2.92
	8.23 ± 3.23
	0.34

	Resistin (ng/ml)
	5.56 ± 2.76
	4.89 ± 2.21
	5.25 ± 1.59
	0.52
	8.97 ± 2.32
	8.15 ± 2.51
	8.96 ± 1.93
	0.19

	HOMA
	1.97 ± 0.77
	1.95 ± 0.66
	1.73 ± 0.42
	0.37
	3.88 ± 2.31
	4.96 ± 4.34
	4.93 ± 5.11
	0.40


        Değişkenler hakkındaki sayısal veriler ortalama ± standart sapma olarak belirtilmiştir.

Tablo 4.3. Q223R polimorfizmi genotiplerinin gruplara göre dağılımı
	 
	Kontrol
	Obez
	 

	 Genotip
	n
	%
	n
	%
	p

	QQ 
	40
	44.44
	38
	34.55
	0.08

	QR 
	27
	30.00
	50
	45.45
	

	RR 
	23
	25.56
	22
	20,00
	

	QQ
	40
	44.44
	38
	34.55
	0.09

	QR + RR
	50
	55.56
	72
	65.45
	

	QQ + QR
	67
	74.44
	88
	80.00
	0.22

	RR
	23
	25.56
	22
	20.00
	


Kontrol ve obez gruplar her genotip için leptin, adiponektin ve resistin seviyesi yönünden karşılaştırılmıştır. Obez ve kontrol grubunun QQ, QR ve RR genotiplerinin leptin, adiponektin ve resistin seviyeleri karşılaştırıldığı zaman aralarında anlamlı bir fark olduğu saptanmıştır (p <0.05) (Tablo 4.4) (Şekil 4.4).  
Tablo 4.4. Kontrol ve obez grubun leptin, adiponektin ve resitin düzeylerinin Q223R genotiplerine göre karşılaştırılması.
	
	
	Kontrol                               Obez
	

	
	Genotip
	n
	Ort ± SD
	n
	Ort ± SD
	p

	Leptin (ng/ml)
	QQ 
	40
	8.05 ± 4.98
	38
	20.39 ± 11.54
	< 0.001

	
	QR 
	27
	8.71 ± 4.23
	50
	26.42 ± 15.29
	< 0.001

	
	RR 
	23
	8.13 ± 1.33
	22
	27.09 ± 13.27
	< 0.001

	Adiponektin (μg/ml)
	QQ 
	40
	17.84 ± 7.3
	38
	8.66 ± 5.25
	< 0.001

	
	QR 
	27
	17.37 ± 8.36
	50
	9.57 ± 2.92
	< 0.001

	
	RR
	22
	16.07 ± 11.39
	22
	8.23 ± 3.23
	< 0.05

	Resistin (ng/ml)
	QQ 
	40
	5.56 ± 2.76
	38
	8.97 ± 2.32
	< 0.001

	
	QR 
	27
	4.89 ± 2.21
	50
	8.15 ± 2.51
	< 0.001

	
	RR 
	23
	5.25 ± 1.59
	22
	8.96 ± 1.93
	< 0.001


Değişkenler hakkındaki sayısal veriler ortalama ± standart sapma olarak belirtilmiştir.
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Şekil 4.4. Kontrol ve obez gruplarının Q223R genotiplerine göre leptin, adiponektin ve resistin seviyeleri

Kontrol ve obez grubunun, VKİ, bel ve kalça çevresi, açlık glukoz, kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, HOMA değerleri bakımından her genotip içinde karşılaştırması yapılmıştır. Karşılaştırma sonucunda kontrol ve obez grupta QQ genotipine sahip kişilerin VKİ, bel ve kalça çevresi, açlık glukoz, total kolesterol, trigliserit, HOMA değerlerinde anlamlı bir fark saptanmıştır (p <0.001). Ayrıca HDL-kolesterol ve LDL-kolesterol değerlerinde de anlamlı bir fark belirlenmiştir (p <0.05). Kontrol ve obez gruplarında yer alan QR genotipine sahip kişiler karşılaştırıldığı zaman VKİ, bel ve kalça çevresi, total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, HOMA değerlerinde anlamlı bir fark bulunmuştur (p < 0.001). Bu iki grupta QR genotipi taşıyan kişilerin glukoz seviyesi bakımından karşılaştırması yapıldığı zaman anlamlı farklılık görülmüştür (P < 0.05).  Obez ve kontrol gruplarındaki RR genotipine sahip kişiler arasında trigliserit, VKİ, bel ve kalça çevresi bakımından anlamlı bir fark saptanmıştır (p < 0.001). Fakat total kolesterol (p= 0.28) ve LDL-kolesterol (p= 0.33) değerlerinin karşılaştırılması sonucunda anlamlı bir farklılık görülmemiştir. Açlık glukoz, HDL-kolesterol ve HOMA-IR değerleri bakımından ise anlamlı bir fark saptanmıştır (p <0.05) (Tablo 4.5).     

Tablo 4.5.  Kontrol ve obez gruplarına ait antropometrik ve metabolik verilerin Q223R genotiperine göre karşılaştırılması 
	                                               Kontrol Grubu                              Obez Grup

	
	Genotip
	N
	Ort ± SD
	N
	Ort ± SD
	  p

	VKİ (kg/m²)
	QQ 
	40
	22.64 ± 1.94
	38
	34.10 ± 5.68
	< 0.001

	
	QR
	27
	23.08 ± 1.51
	50
	36.09 ± 7.31
	< 0.001

	
	RR
	23
	22.28 ± 1.63
	22
	37.83 ± 7.36
	< 0.001

	Bel
Çevresi (cm)
	QQ 
	40
	85.38 ± 7.76 
	38
	108.08 ± 11.60
	< 0.001

	
	QR 
	27
	87.22 ± 7.71
	50
	113.94 ± 13.33
	< 0.001

	
	RR 
	23
	83.96 ± 6.73
	22
	115.64 ± 12.35
	< 0.001

	Kalça
Çevresi (cm)
	QQ
	40
	99.58 ± 6.09
	38
	115.16 ± 8.34
	< 0.001

	
	QR 
	27
	100.78 ± 4.91
	50
	122.86 ± 13.35
	< 0.001

	
	RR 
	23
	97.78 ± 6.69
	22
	126.32 ± 12.29
	<0.001

	Gkukoz (mg/dL)
	QQ 
	40
	90.75 ± 7.69
	38
	100.71 ± 14.92
	< 0.001

	
	QR
	27
	89.44 ± 8.29
	50
	103.42 ± 22.72
	< 0.05

	
	RR 
	23
	88.30 ± 5.91
	22
	107.73 ± 35
	< 0.05

	Total Kolestrol (mg/dL)
	QQ 
	40
	189.90 ± 23.99
	38
	224.55 ± 46.54
	< 0.001

	
	QR 
	27
	201.33 ± 31.51
	50
	237.88 ± 30.65
	< 0.001

	
	RR 
	23
	230.17 ± 38.40
	22
	241.50 ± 31.04
	0.28

	LDL-kolesterol (mg/dL)
	QQ 
	40
	121.13 ± 26.27
	38
	144.55 ± 40.02
	< 0.05

	
	QR 
	27
	117. 56 ± 26.74
	50
	144.58 ± 28.11
	< 0.001

	
	RR
	23
	136 ± 30.45
	22
	144.45 ± 28.04
	0.33

	HDL-kolesterol (mg/dL)
	QQ 
	40
	54.53 ± 10.08
	38
	47.53 ± 11.84
	< 0.05

	
	QR 
	27
	56.74 ± 7.70
	50
	48.66 ± 9.91
	< 0.001

	
	RR 
	23
	54.91 ± 10.09
	22
	46.50 ± 7.94
	< 0.05

	Trigliserit (mg/dL)
	QQ 
	40
	99.83 ± 43.74
	38
	157.76 ± 70.18
	< 0.001

	
	QR 
	27
	99.33 ± 39.84
	50
	154.38 ± 77.52
	< 0.001

	
	RR 
	23
	122.26 ± 29.42
	22
	211.50 ± 103.85
	< 0.001

	HOMA
	QQ 
	40
	 1.97 ± 0.77
	38
	3.88 ± 2.31
	< 0.001

	
	QR 
	27
	1.95 ± 0.66
	50
	4.96 ± 4.34
	< 0.001

	
	RR 
	23
	1.73 ± 0.42
	22
	4.93 ± 5.11
	< 0.05


 Değişkenler hakkındaki sayısal veriler ortalama ± standart sapma olarak belirtilmiştir.

5. tartışma
Obezite, genetik, endokrinolojik, hipotalamik ve çevresel faktörlerin etkileşimi sonucu ortaya çıkan bir sağlık sorunudur. Besinlerle alınan enerji miktarının, metabolizma ve fiziksel aktivite ile tüketilen enerji miktarını aştığı durumda vücutta yağ birikimi meydana gelerek obezite ortaya çıkmaktadır. Bu çalışma Kuzey Kıbrıs Türk Cumhuriyeti toplumda görülen en önemli sağlık sorunlarından biri olan obezitenin genetik ve metabolik açıdan incelendiği ilk araştırmadır. Ayrıca projemiz literatür incelemesi yapıldığı zaman obez kişilerde Q223R leptin reseptör polimorfizmi ile leptin, adiponektin, resistin, insülin direnci, lipit profilleri ve andropometrik değerler arasındaki ilişkiyi belirlemek amacıyla yapılan en kapsamlı çalışmalardan bir tanesidir.  

Obezite, vücuda besinler ile alınan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasından kaynaklanan ve vücut yağ kitlesinin, yağsız vücut kitlesine oranla artması ile karakterize olan bir sağlık sorunudur. Vücut kitle indeksi (VKİ), Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından kabul edilen obezite belirleme ve sınıflandırma kriteridir. VK indeksi 24,9 kg/m2 küçük olan kişiler normal kilolu, 25-29,9 kg/m2 arasında olan kişiler kilolu ve 30-39.9 kg/m2 olan kişiler ise obez olarak sınıflandırılmaktadır. VK indeksi 40 kg/m2’den büyük olan kişiler ise ölümcül obez sınıfına girmektedir. Ayrıca bel çevresinin erkeklerde > 102 cm, kadınlarda ise >88 cm olması obezite riskini artırmaktadır. Çalışmamız sonunda obez gruba ait VKİ indeksi ortalaması 35.75 kg/m2 olarak saptanmıştır. Kontrol grubunda ise bu değer 22.68 kg/m2 olarak bulunmuştur. Ayrıca obez grubunda yer alan kişilerin bel çevresi (112.25 ± 12.83 cm) kontrol grubuna (85.57 ± 7.52 cm) göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p <0.001). Özellikle obez kişilerde bel çevresinde artış kardiyovasküler hastalıkların görülme riskini artırmaktadır.  Ayrıca obez grupta kalça çevresi (120.89 ± 12.33 cm), kontrol grubuna göre (99.40 ± 5.99 cm) anlamlı derecede yüksek olarak belirlenmiştir (p <0.001). 
Obezitede, vücuttaki yağ dokusunda artış meydana gelmektedir. Yüksek yağ oranı içeren sağlıksız beslenme koşulları obeziteye neden olmaktadır. Bu çerçevede obez kişilerde glukoz, trigliserit, total kolesterol ve LDL-kolesterol seviyelerinde artış, HDL-kolesterol seviyesinde ise azalma meydana gelmektedir. Çalışmadan elde edilen sonuçlar doğrultusunda obez gruba ait glukoz, total kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserit düzeyleri kontrol gruba göre anlamlı derecede (p <0.001) yüksek bulunmuştur. Obez gruptaki HDL-kolesterol seviyesinde ise anlamlı derecede azalma (p <0.001) saptanmıştır. Mendez-Sanchez ve arkadaşları obez kişilerde leptin seviyesinin kronik yüksekliğinin leptin direncine neden olduğunu ve ayrıca karaciğer üzerine etkilerinin bulunduğu hipotezini ortaya atmışlardır. Bu hipoteze göre yüksek leptin düzeyi HDL-kolesterolün karaciğer tarafından yıkımını artırmaktadır. Ayrıca leptin seviyesindeki değişimin apolipoprotein ve hepatik lipaz sentezi üzerine de etkileri bulunduğu düşünülmektedir (Mendez-Sanchez ve diğerleri, 2002). Liang ve Tall’un yaptığı bir çalışmada ob/ob farelere leptin tedavisinin uygulanması birçok apolipoprotein ve hepatik lipaz genlerinde transkripsiyonu azaltmaktadır (Liang ve Tall, 2001). Obez kişilerde bazal kolesterol sentezinde ve LDL-kolesterol seviyesinde artış görülmektedir. Bunun nedeni endojen kolesterol sentezinin geri etkileşimli olarak engellenme mekanizması bozulmaktadır. Ayrıca obezitede karaciğer dışı dokulardan karaciğere kolesterol taşınması da bozulmaktadır. Bu mekanizmanın bozulduğunun en büyük göstergesi de HDL-kolesterol seviyesinin düşmesidir. Çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar daha önce obez kişilerin lipit profili ile ilgili yapılan araştırmadaki sonuçlarla uyumlu bulunmuştur. (Sinorita ve diğerleri, 2009) (Lichnovska ve diğerleri, 2005) (Ali ve diğerleri, 2009) (Constantin ve diğerleri, 2010) (Paragh ve diğerleri, 2003).       

Yağ dokusundan salgılanan ve endokrinolojik görevlere sahip adipokinler vardır. Adiponektin ve resistin yağ dokusundan salgılanan adipokinlerdendir. Yapılan araştırmalar sonucunda yağ dokusunun artışı ile adiponektin salgılanmasında azalma, resistin salgısında ise artma meydana geldiği görülmüştür. Obez kişilerde azalan adiponektin ve artan resistin seviyesinin glukoz metabolizmasıyla ilişkili olduğu görülmüştür. Yapılan deneysel çalışmalarda kandaki resistin seviyesinin artmasının, adiponektin seviyesinin ise azalmasının insülin direncine neden olduğu saptanmıştır. Ayrıca obez kişilerdeki leptin seviyesindeki artış pankreastaki beta hücrelerinden insülin salgılanması uyarmaktadır. Obez kişilerde görülen kronik leptin ve insülin seviyesindeki artış birçok dokuda insülin direncine neden olmaktadır (Seufert, 2004). HOMA, insülin direncinin belirlenmesinde kullanılan parametrelerden bir tanesidir. Çalışmamızda obez kişilerde resistin seviyesi ve HOMA değeri kontrol grubunda yer alan kişilere göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p < 0.001). Daha önce yapılan benzer çalışmalarda da aynı sonuçlar bulunmuştur (Luo ve diğerleri, 2007) (Azuma ve diğerleri 2003) (Vozarova ve diğerleri, 2004). Çalışma sonunda elde edilen verilen sonucunda adiponektin seviyesinde ise anlamlı derecede azalma belirlenmiştir. Elde ettiğimiz veriler yağ dokusundaki artış ile adiponektin seviyesindeki ters orantılı ilişkiyi gösteren Yang ve arkadaşlarının (2002), Koca ve arkadaşlarının (2006), Weiss ve arkadaşlarının (2003) daha önce yaptıkları çalışmalardaki sonuçlarıyla uyumluluk göstermektedir.        

Q223R polimorfizmi leptin reseptörünün uzun formunda yer alan bir değişimdir. Leptin reseptör geninin 6. ekzonunun 668. nükleotidi olan adenin yerine guanine gelmektedir. Bu değişim sonucunda 223 amino asit olan glutamin yerine arginin gelmektedir. Bu değişim leptin reseptörünün ekstraselüler bölgesinde yer almaktadır. Birçok toplumda bu polimorfik değişimin obezite ile olan ilişkisi araştırılmıştır. Çalışmamızın sonucunda Q223R polimorfizmi ile obezite arasında ilişkisi bulunmamıştır (p=0.08). Birçok toplumsal çalışmada VKİ ile Q223R polimorfizmi açısından ilişki bulunamamıştır. Ayrıca Stefan ve arkadaşları (2001) Q223R polimorfizmi ile yağ oranı bakımından ilişki bulamamıştır. Fakat VKİ ile Q223R polimorfizmi bakımından ilişki bulunan çalışmalar da bulunmaktadır. Chiu ve arkadaşları (2004) yaptıkları çalışmada Q223R ile insülin duyarlılık indeksi arasında ilişki bulmuştur. Ayrıca Guizar-Mendoza ve arkadaşları (2005) Meksika’da, Fairbrother ve arkadaşları (2007) ise Danimarka’da yaptıkları çalışmalarda yağ oranı ile Q223R polimorfizmi arasında anlamlı bir ilişki bulmuşlardır. Chagnon ve arkadaşlarının (1999) Amerika’da, Yiannakouris ve arkadaşlarının (2001) Yunanistan’da, Quinton ve arkadaşlarının (2001) İngiltere’de yaptığı çalışmalarda Q223R polimorfizmini vücut yağ kütlesi ile ilişkili bulmuştur. Ali ve arkadaşları Q223R polimorfizmi ile leptin düzeyi düşüklüğü arasında ilişki bulmuşlardır. Mergen ve arkadaşlarının (2007) daha önce Türk toplumunda yaptığı çalışmada polimorfizm ile VKİ arasında ilişki bulunamamıştır. Bizim çalışmamız sonucunda da KKTC’deki Türk toplumunda Q223R polimorfizmi ile obezite arasında ilişki bulunamamıştır. Toplumlar arası etnik gruplar, beslenme ve çevresel faktörler arasında farklılık bulunmaktadır. Bu farklılıklar araştırma sonucunu etkileyebilmektedir. Ayrıca çalışmamız 200 gönüllü kişide yapılan bir araştırmadır. Çalışma grubunun genişletilerek araştırmaya devam edilmesi gerekmektedir (Tablo 5.1).

ob/ob farelerde yapılan çalışmalarda  leptin tedavisi uygulanması obez farelerin kilo kaybetmesine neden olmaktadır. Leptin, yağ asidi sentezinde önemli bir role sahip olan asetil-KoA karboksilaz enziminin etkinliğinin azalması neden olmaktadır. Ayrıca AMPK aktivitesini artırarak yağ asidi oksidasyonunu artırmaktadır. Leptin, kolesterol emilimini azaltan hidrofilik safra asidi salgılanmasına neden olmaktadır (Hyogo ve diğerleri, 2002). Çalışmamızdan elde ettiğimiz veriler doğrultusunda obez ve kontrol gruplarını kendi içlerinde de incelenmiştir. Her grup kendi içinde polimorfik değişim ile biyokimyasal parametreler arasında ilişki olup olmadığı bakımından araştırılmıştır. Kontrol grubunda RR (230.17 ± 38.4 mg/dL), QQ (189.90 ± 23.99 mg/dL) ve QR (201.33 ± 31.51 mg/dL) genotipine sahip kişilerin kolesterol değerlerinin ortalaması karşılaştırıldığı zaman aralarında anlamlı derecede fark olduğu saptanmıştır (p < 0.001). Özellikle polimorfik değişime sahip genotip (QR ve RR) taşıyan kişilerin kolesterol seviyelerinin yüksek olduğu belirlenmiştir. QR genotipine sahip bireyler QQ genotipi taşıyanlardan daha yüksek kolesterol seviyesine sahiptir. RR genotipine sahip kişiler de hem QR hem de QQ genotipi taşıyanlardan daha yüksek kolesterol seviyesine sahiptir. Ayrıca kontrol grubunda RR genotipi ile LDL-kolesterol yüksekliği arasında da anlamlı derecede ilişki saptanmıştır (p < 0.05). Elde edilen bu sonuçlar homozigot olarak LEPR Q223R polimorfizmini taşıyan kişilerin kolesterol metabolizmasında bir değişim meydana geldiği ve kolesterol seviyesinde belirgin bir yükselmeye olduğu saptanmıştır. Bu veriler ışığında Q223R polimorfizmi taşıyan genotipe sahip kişilerdeki leptin sinyal iletiminde değişim meydana gelmesi sonucunda kolesterol metabolizmasının değiştiği düşünülebilmektedir. Leptin sinyal iletimindeki bir değişim safra asidi salgılanmasında değişime neden olmaktadır. Bunun sonucunda kolesterol emilimi artmaktadır. Ayrıca leptin sinyal yolağının bozulması AMPK aktivitesinde azalma, asetil-KoA karboksilaz aktivitesinde artma ve dokulardan karaciğere kolesterol taşınmasında azalmaya neden olmaktadır. Tüm bu etkiler sonucunda lipit metabolizması bozulmaktadır. Fakat obez grupta Q223R polimorfizmi ile kolesterol seviyeleri arasında bir anlamlı ilişki bulunamamıştır. Bunun nedeninin de obez kişilerde kronik leptin yüksekliğinden dolayı leptin direncinin meydana gelmektedir. Direnç nedeniyle leptinin etkinliği bozulmaktadır. Bu nedenle de sinyal yollarındaki bir değişimin kolesterol metabolizmasını etkilemeyeceği düşünülmektedir. RR genotipine sahip obez kişilerin trigliserit düzeylerinin QQ ve QR genotipine sahip kişilere göre anlamlı derecede yüksek olduğu belirlenmiştir. Fakat Ali ve arkadaşlarının (2009) daha önce yaptığı benzer çalışmada obez ve kontrol grubunda LEPR Q223R polimorfizmi ile kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserit arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. 
Obez gruptaki genotipler arası bel ve kalça çevresi değişimi incelendiğinde anlamlı farklılıklar bulunmuştur. Obez grupta QR genotipine (113.94 ± 13.33 cm) sahip kişilerin QQ genotipi (108.08 ± 11.60 cm) taşıyanlara göre, RR genotipine (115.64 ± 12.35 cm) sahip kişilerin de her iki genotipe göre daha büyük bel çevresine sahip olduğu saptanmıştır. Bu üç değer istatistiksel olarak incelendiği zaman aralarında anlamlı bir fark ortaya çıkmaktadır (p < 0.05).  Aynı şekilde obez gruptaki genotipler arasında kalça çevresi bakımından da anlamlı derecede fark bulunmuştur (p < 0.001).  Obez grupta QR genotipine (122.86 ± 13.35 cm) sahip kişilerin QQ genotipi (115.16 ± 8.34 cm) taşıyanlara göre, RR genotipine (126.32 ± 12.29 cm) sahip kişilerin de her iki genotipe göre daha büyük kalça çevresine sahip olduğu saptanmıştır. Bu konuda daha önce yapılan benzer bir çalışma bulunmamaktadır. Fakat Q223R polimorfik değişimine sahip kişilerin kolesterol düzeyindeki belirgin yükseklik bulunmaktadır. Bu da polimorfik değişikliğe sahip genotip taşıyan kişilerin vücudundaki lipit metabolizmasında ve depolanmasında değişim meydana gelebileceğini düşündürmektedir. Bu nedenden dolayı mutasyon taşıyıcılarında bel ve kalça çevresinde lipit depolanmasında artış oluşturabileceği düşünülmektedir.

Tablo 5.1. Q223R leptin reseptör polimorfizmi ile obezite arasındaki ilişkinin  araştırıldığı çalışmalar  

	Araştırmacı
	Etnik Grup
	İlişki

	İlişki Bulunan Çalışmalar

	Chagnon ve arkadaşları
	       Beyaz Irk (Amerika)
	VKİ ile ilişkili

Yağ kütlesi ile ilişkili

	Yiannakouris ve arkadaşları
	Beyaz Irk (Yunanistan)


	VKİ ile ilişkili

Yağ kütlesi oranı ile ilişkili

	Quinton ve arkadaşları
	Beyaz ırk

( Postmenapozal kadın)
	VKİ ile ilişkili

Yağ kütlesi ile ilişkili

	Mattevi ve arkadaşları
	Brezilyalı
	VKİ ile ilişkili

	Duarte ve arkadaşları
	Brezilyalı
	VKİ ile ilişkili

	Guizar-Mendoza ve arkadaşları
	Meksikalı
	Yağ oranı ile ilişkili

	Fairbrother ve arkadaşları
	Danimarkalı

 (Postmenapozal kadın)
	Yağ oranı ile ilişkili

	Chiu ve arkadaşları
	Beyaz ırk
	İnsülin duyarlılık indeksi ile ilişkili

	Furusawa ve arkadaşları
	Pasifik Adaları
	VKİ, kilo ve obezite ile ilişkili

	Portoles ve arkadaşları
	İspanyol
	Obezite ile ilişkili

	Thompson ve arkadaşları
	Pima İndians
	Obezite ile ilişkili

	İlişki Bulunmayan Çalışmalar

	Echwald ve arkadaşları
	Danimarkalı adolescent erkekler
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Gotoda ve arkadaşları
	İngiliz erkekler
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Matsuoka ve arkadaşları
	Japon
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Silver ve arkadaşları 
	Beyaz
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Chagnon ve arkadaşları
	African-Amerikan
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Stefan ve arkadaşları
	Pima İndians
	Yağ oranı ile ilişki bulunamadı

	Ogawa ve arkadaşları
	Japon
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Wang ve arkadaşları
	Tayvan
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Mergen ve arkadaşları
	Türk
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Örnek ve arkadaşları
	Türk (çocuk)
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	Ben Ali ve arkadaşları
	Tunuslu
	VKİ ile ilişki bulunamadı. Leptin düzeyi düşüklüğü ile ilişkili.

	Kimura ve arkadaşları
	Tayvan 
	Obezite ile ilişki bulunamadı

	Endo ve arkadaşları
	Japon
	VKİ ile ilişki bulunamadı

	De silva ve arkadaşları
	Nauranlar
	Obezite ile ilişki bulunamadı


Vleuten ve arkadaşları Q223R leptin reseptör polimorfizmini ailesel kombine hiperlipidemi arasında ilişki bulmuşlardır (Vleuten ve diğerleri, 2006). Ayrıca Hollanda’da ailesel kombine hiperlipidemi hastalığı bulunan kişilerde yapılan bir araştırmada Q223R polimorfizminin yer aldığı 1p31 gen bölgesinin bu hastalık grubu için büyük bir öneme sahip olduğu gösterilmiştir. 1p31 gen bölgesindeki apo B ve birçok polimorfik değişimin de bu hastalıkta rol oynayabileceği düşünülmektedir (Allayee ve diğerleri, 2002). Bu nedenle Q223R polimorfizmi özellikle kolesterol ve trigliserit metabolizmasına etkisi olduğu düşünülen aday genetik değişimlerdendir. Çalışmada obez ve kontrol grupları her genotipteki biyokimyasal parametreler bakımından karşılaştırılarak incelendiği zaman yapılan çalışmalarla uyumlu sonuçlar elde edilmiştir. Total kolesterol seviyesi bakımından obez ve kontrol grubundaki QQ ve QR genotiplerine sahip kişiler arasında anlamlı bir fark bulunmaktadır. Obez grupta QQ ve QR genotipine sahip kişilerin kolesterol seviyesi kontrol grubunda yer alan kişilere göre anlamlı derecede yüksektir (p < 0.001). Fakat RR genotipine sahip obez ve kontrol grupları kolesterol seviyesi bakımından incelendiği zaman aralarında anlamlı bir fark bulunamamıştır (p= 0.28). Kontrol grubunda RR genotipine sahip kişilerin kolesterol seviyesi (230.17 ± 38.40 mg/dL) obez gruptaki (241.50 ± 31.04 mg/dL) kişilerdeki ile anlamlı fark oluşturmayacak kadar yüksek seviyededir. Bu da kilodan bağımsız olarak RR genotipinin kolesterol seviyesine etki ettiğini göstermektedir.  Ayrıca obez ve kontrol grubu her genotipteki LDL-kolestrerol değişimi bakımından incelendiği zaman QQ ve QR genotiplerinde anlamlı farklılık saptanmıştır. Obez gruptaki QQ (144.55 ± 40.02 mg/dL) genotipine sahip kişiler kontrol grubundaki QQ (121.13 ± 26.27 mg/dL) kişilerden anlamlı derecede daha yüksek LDL-kolesterol seviyesine sahiptir. Aynı şekilde obez gruptaki QR (144.58 ± 28.11 mg/dL) genotipine sahip kişiler kontrol grubundaki QR (117. 56 ± 26.74 mg/dL) kişilerden anlamlı derecede daha yüksek LDL-kolesterol seviyesine sahiptir. Fakat obez ve kontrol grubunda RR genotipine sahip kişilerin LDL-kolesterol seviyeleri arasında anlamlı bir fark saptanamamıştır (p=0.33). Bu sonuçta RR genotipine sahip kişilerin LDL-kolestrol seviyesinin VKİ’den bağımsız olarak yüksek olduğunu göstermektedir. Ayrıca elde edilen veriler doğrultusunda Q223R polimorfik değişiminin LDL-kolesterol metabolizmasına etkili olabileceği düşünülebilmektedir. 
Obez ve kontrol grupları kendi içlerinde genotipler arası leptin düzeyi değişimi bakımından incelenmiştir. Her iki grupta da genotip ile leptin düzeyi arasında değişim saptanmamıştır. Bu da polimorfik değişimin leptin düzeyine etki etmediğini düşündürmektedir. Bu konuda daha önce yapılan birçok çalışmada benzer sonuçlar bulunmuştur (Ragın ve diğerleri, 2009) (Crabbe ve diğerleri, 2006) (Constantin ve diğerleri 2010) (Örnek ve diğerleri, 2012). Fakat Ali ve arkadaşları (2009) obez kişilerde RR genotipi taşıyan bireylerin QQ ve QR genotipine sahip kişilere göre anlamlı derecede düşük leptin düzeyine sahip olduğunu saptamıştır (p=0.009). Bu bulgulardan farklı olarak Rossum ve arkadaşları Q223R polimorfizmi homozigot ve heterozigot taşıyan kişilerin leptin düzeyinin polimorfizmi taşımayanlara göre anlamlı derecede yüksek olduğunu belirlemiştir. Elde edilen farklı veriler doğrultusunda Q223R leptin reseptör polimorfizmin leptin düzeyi değişimi üzerine tam olarak etkisi açıklanabilmiş değildir.

Leptin reseptör vücudun birçok dokusunda yer alan ve işlev gören bir reseptördür. Q223R polimorfik değişimi leptin reseptörünün hücre dışında yer alan bölgesinde bulunmaktadır. Bu değişimin reseptörün işlevine ve sinyal iletimine ne tür bir etkide bulunduğu açıklanabilmiş değildir. Yapılan araştırmalar Q223R polimorfizminin kilo almadaki etkisiyle kısıtlıdır. Çalışmamız sonunda elde ettiğimiz veriler doğrultusunda Q223R leptin reseptör polimorfizminin özellikle normal kilolu kişilerde kolesterol metabolizmasına etkisi olabileceğini düşündürmektedir. Bu bilgi ışığında leptin reseptöründeki bu değişimin kolesterol metabolizmasına olan etkisinin detaylı olarak araştırılması gerekmektedir. Q223R polimorfizminin kilo alımı üzerine olan etkisi birçok toplumda daha önce çalışılmıştır. Çalışmamız sonucunda KKTC toplumunda Q223R polimorfizmi ile obezite arasında ilişki bulunamamıştır. Fakat Q223R polimorfizminin yer aldığı 1p31 gen bölgesi birçok metabolik hastalığa yatkınlığa neden olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle Q223R polimorfik değişimini taşımak özellikle metabolik hastalıklar bakımından risk teşkil etmektedir ve kliniksel olarak risk değerlendirmede kullanılabilecek aday polimorfik değişimler arasında yer almaktadır..  Toplum sağlığını ilgilendiren en önemli sorunlardan biri olan obezitenin temel nedeni ve etkilerinin daha genişletilmiş çalışmalarla araştırılması gereklidir.  
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Adiponektin ↓, Resistin ↑, Leptin ↑, TNF-α ↑, IL-6 ↑
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