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Disi Siganlarda Yagh Diyetin ve Isik Uyaraninin Pubertal
Olgunlagsma ve Serum Leptin Seviyeleri Uzerine Etkileri

Amag: Leptin biyuk oranda yad dokusundan salgilanir ve enerji dengesi ve gida aliminin
dizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Leptin treme fonksiyonlari igin gerekli enerjinin yeterli oldugu
bilgisini beyine saglayan bdylece ergenligin baslama zamaninin belilenmesinde 6énemli rol
oynayan bir faktordir. GuUniin uzunlugu melatonin salinimini etkiler ve melatonin ile salinimi
dizenlenen leptin sekresyonunda meydana gelen degisme leptinle dizenlenen fizyolojik
fonksiyonlari etkiler. Bu calismanin amaci yaddan zengin diyetle beslenen sicanlarda gin
uzunlugunda meydana gelen degisme ile serum dizeyi degisen leptinin pubertenin baslangic
zamanini nasil etkiledigini tespit etmektir.

Gereg ve Yontem: Wistar tiirG disi siganlar %10 ve %45 yag iceren pellet yemlerle beslendiler.
Isiga maruziyet acisindan 12 saat glindiiz / 12 saat gece, 18 saat glindiiz / 6 saat gece olmak
Uzere iki gruba ayrildilar. Disi sicanlar 21. giinde siltten kesildiler ve yagl diyetle beslenmeye
baslandilar. Yirmialtinci glinden itibaren gunliik gida alimi, viicut agirligi ve vajinal agiklik kontrolu
yapllmaya baglandi. Vajinal smear yapilarak dsrus dénemi tespit edilen sicanlar dekapite edildi.
Serum leptin ve Ostradiol diizeyleri ELISA y6ntemiyle belirlendi.

Bulgular: Yagdan ¢ok zengin (% 45) diyetle beslenen siganlarda pubertenin erken basladigi
gozlendi. Serum leptin dlzeyleri % 10 ve % 45 ile beslenen gruplarda normal diyetle beslenen
gruba gore belirgin olarak yulksek tespit edildi. Uzun sire 1s1ga maruz kalan (18 sa. gindiz/ 6
sa.gece) grupta da serum leptin dlzeylerinin yiksek oldugu gézlendi, ayrica bu grupta her l¢
beslenme grubundaki sicanlarda pubertenin ge¢ basladigi gézlendi.

Sonug: Isida maruziyet siresi metabolik durumdan bagimsiz olarak disi siganlarda leptin
salinimini ve pubertenin bagslama zamanini etkiler.

Anahtar Kelimeler: Puberte, yagh diyet, leptin, 1sik uyarani

Effects of Fat Diet and Light Stimulus on Pubertal Maturation and Serum
Leptin Levels in Female Rats

Objective: Leptin is predominantly secreted by adipocytes and plays a central role in the regulation
of energy homeostasis and food intake. . It is proposed that leptin provides information to the brain
that there are enough energy stores for reproductive functions, thus becomes an important factor
for determination of the start of puberty. Day length (DL) affects leptin secretion by modulating
melatonin secretion and this secretion subsequently affects leptin-regulated physiological functions.
The aim of this study was to investigate the effect of long DL induced serum leptin level cahnges
on onset of puberty in female rats fed by high-fat.

Material and Methods: Wistar type female rats were fed by pellets containing 45%, 10% or 2.4%
(control) fat. The groups were divided into two groups according to exposing either to 12-h
light/dark or 18-h light/6-h dark cycles. Female rats were stopped milk feding at day 21 and body
weight, daily food intake and vaginal opening were controlled daily after day 26. The animals were
decapitated when the estrus period was detected by vaginal smear. Serum leptin and estrodiol
levels were determined by ELISA method.

Results: Puberty onset was earlier in rats fed by very high fat diet (45%). Serum leptin levels were
found to be significantly higher (P<0.05) in the groups fed by diets with 45% and 10% fat compared
to the rats fed by diet with control. Serum leptin levels also increased significantly in rats exposed
to long term light (18 h day light/ 6 h night), whereas puberty onset was delayed in all three groups.

Conclusion: Time of exposure to light independent from the metabolic state affects leprtin release
and onset of puberty in female rats.

Key Words: Puberty, fat diet, leptin, light stimulus.

Girig

Pubertenin baslamasinda meydana gelen en &6nemli ndéroendokrin degisiklik,
hipotalamusta bulunan gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) salgilayan
néronlarin aktivitesindeki artistir. GnRH néronlari neonatal dénemde aktifken, cocukluk
¢agi boyunca sessizliklerini korumakta ve puberteye yakin tekrar aktiflesmektedirler.
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Ciddi bir saglik problemi olan obezite gelisiminde
genetik, cevresel ve kiltirel faktérler 6nemli role sahiptir
(1). Gebelik déoneminde, yiksek dogum agirligi ile yag
doku miktar arasinda siki bir iliski bulunmaktadir (2).
Cocukluk doneminde Ozellikle 5 yasindan sonraki
periyotta, viicut yag doku diizeyinde belirgin artis ortaya
ctkmaktadir (adipozite reboundu). Erken bir adipozite
reboundu daha sonra olusacak yag doku artiginin bir
habercisidir (3, 4). Obezite gelisimi igin en son risk
periyodu ergenlik dénemidir (5).

1994 vyilinda bulunan leptin  hormonuyla ilgili
arastirmalar ilerledikge, pubertenin baslamasi icin yeterli
yag dokusunun gerekli oldugu gercegi ortaya ¢ikmistir.
Normal fizyolojik siiregten 6nce yad dokusunda olusan
artis, leptin salgilanmasini tetiklemekte ve pubertenin
normal zamanindan 6nce baslamasina neden
olmaktadir. Agiri kilolu kizlarin zayiflara gére daha erken
puberteye  girmeleri  (6) vicut yaglanmasinin,
menstruasyonun baglamasina yol agan ndroendokrin
olaylari baglatabilecegini disindirmustir (7). Cok disik
dozda leptin uygulamasi kemirgenlerde hipotalamus ve
hipofiz dizeyinde gonadotropin salgilanmasini
uyarmaktadir (8). Obezite (ob) gen uriini olan leptin,
o6nemli Olcide beyaz yad dokusundan salgilanir ve
beyine vicudun enerji kaynaklarina iligkin sinyal génderir
(9). Besin almini azaltarak ve metabolizmayi
hizlandirarak vicut yag dokusu miktarini ve agirhgini
kontrol eder (10, 11). insanda, serum leptin diizeyi ile
vicut yag orani arasinda pozitif bir korelasyon vardir
(12,13). Leptin enjekte edilen disi farelerde puberte
belirtilerinin daha erken baglamasi, leptinin Greme islevi
icin ihtiyag duyulan enerji kaynaklarinin yeterli oldugu
bilgisini beyine ileten bir sinyal oldugunu gdéstermektedir
(14). Yapilan calismalar  leptinin pubertenin
tetiklenmesinden ziyade, pubertenin olusmasi igin gerekli
metabolik bir sinyal olarak gorev yaptigini ortaya
koymaktadir (15).

Puberte Uzerinde etkili olan bir diger hormon
melatoninin (MT) sentez ve saliveriimesi sirkadiyen
olarak ¢zellikle gece daha fazla miktarlarda gerceklesir.
Isik ve karanlik, pineal bezden melatonin salgilanmasinin
dizenlenmesinde baglica éneme sahiptir. Genel olarak
1Islk melatonin yapimini azaltir, karanlik ise artirir.
Melatonin sirkadiyan bir ritimde ve karanlikta salgiladigi
melatonin hormonu vasitasiyla viicudun diger taraflarina
zaman sinyali goénderir. Bdylece gunun ve yilin farkl
zamanlarina bagl fizyolojik sikluslarin diizenlenmesinde
goérev alir (16). Yapilan g¢alismalar melatonin GnRH
sekresyonunu baskiladigini ve puberteyi geciktirdigini
gOstermektedir (17).

Bu calisma; fonksiyonel pinealektomi yapilan
hayvanlarda yagdan zengin diyetle beslenmenin ve farkli
surelerde 1s1ga maruz kalmanin puberte Uzerindeki
etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla gerceklestirildi.
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Gereg ve Yontem

Bu calismada Wistar tlrd disi siganlar kullaniimigtir.
Hayvanlar yagdan zengin (YZ) diyetle beslenerek
fonksiyonel leptinemi ve 1sik uyarani etkisi artirilarak
fonksiyonel pinealektomi gerceklestiriimisti. Deney
slresince hayvanlar sabit sicaklikta (21 °C) tutuldular.
Hayvanlara 1gik uyarani iki farkli protokolle uygulandi.
Birinci protokol 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik ritmi,
fonksiyonel pinealektomi olarak kabul edilen ikinci
protokol ise, 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik ritmi
seklinde uygulandi. Kontrol grubu (K) hayvanlar, standart
sigan yemi ile beslendi. Diger iki gruptaki hayvanlar ise
%10 ve %45 kcal iceren YZ 6zel pellet yemler (Research
Diets, Inc., USA) ile beslendi. Her u¢ grup hayvanin
yarisi 12 saat aydinhk/12saat karanlik (K-12sa, YZ10-
12sa ve YZ45-12sa) diger yarisi ise 16 saat aydinhk/8
saat karanlik (YZ-16sa, YZ10-16sa ve YZ45-16sa)
ortamda tutuldular. Tum hayvanlar 21. glinde sutten
kesildiler ve ayri kafeslere konuldular. Yem ve su ad
libitum olarak verildi. Yirmi besinci gulinden itibaren,
gunlik vucut agirhgr ve yem tiketimi dlgiimleri yapildi.
Pubertenin baglama zamaninin belirlenmesi igin ginlik
olarak vajinal acgikhk (VA) kontroli yapildi ve VA
g6zlenen hayvanlarda her giin vajinal smear incelenerek
Ostrus safhalari kaydedildi. Hayvanlardan elde edilen
serum ornekleri hormon analizleri gergeklestirilene kadar
-20 °C de muhafaza edildiler. Dekapitasyonu takiben tim
hayvanlara ait ovariyumlar diseke edilerek agirliklari
belirlendi. Serum leptin (Linco Research) ve 6&stradiol
dizeyleri ELISA (The BioSource E2-EASIA) kullanilarak
olgulda.

istatistiksel Analiz

Batiin degerler; ortalama, standard hata (AOxSH)
olarak belirlendi. Istatistiksel analizler ve grafikler
sirasiyla; SPSS 12.0 ve Sigma Plot 8.0 programlari
kullanilarak yapild. istatistiksel degerlendirme, tek yonlii
varyans analizi kullanilarak hesaplandi. Tek yonli
varyans analizinin Post-Hoc hesaplamasi i¢in ise Tukey
testi kullanildi.

Bulgular

Gruplara ait vajinal acgiklik (VA) ortalama giin ve
kimdlatif degerleri sirasiyla Sekil 1 ve Sekil 2 de
gosterilmistir. VA yagdan en zengin (%45 kcal %yag)
diyetle beslenen gruplarda (YZ45-12sa, n=7 ve YZ45-
16sa, n=7), gerek kontrol (K-12sa, n=7 ve K16sa, n=7)
ve gerekse %10kcal %yag diyetle beslenen gruplara
gbre (K10-12sa, n=7 ve K10-16sa, n=7) bir giin 6nce
bagladi. VA gund gruplarin ortalama agirliklari arasinda
istatistiksel bir farklilik gozlenmedi (Sekil 3). Ancak,
yagdan zengin diyetle beslenen YZ45-12sa (89.616.2 gr)
ve YZ45-16sa (95.944.6 gr) gruplar, gerek YZ10-12sa
(90.48+4.04 gr) ve YZ10-16sa (95.6+4.5gr), gerekse
kontrol gruplardan (K-12sa: 87.2+4.21 gr ve K-16sa:
86.5+4.3 gr) daha yuksek vicut agirhiginda puberteye
eristiler (Sekil 2). Vicut agirhk artisindaki ylizde degisim
(Sekil 4) ve yem tiketimi (Sekil 5) yéninden gruplar
arasinda 6nemli farklilik gdézlenmedi.
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Sekil 1. Yagdan zengin beslenmede kimdlatif vajinal
aciklik gunleri.
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Sekil 2. Yagdan zengin beslenmede vajinal agiklik gini
vucut agirhig.
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Sekil 3. Yagdan zengin beslenmede viicut agirhgindaki
% degisim.
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Sekil 5. Yagdan zengin beslenmede ovariyum agirliklari.
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Sekil 7. Yagdan zengin beslenmede serum &stradiol
dizeyleri.

Serum leptin duzeyleri 12 saat 151k/12 saat karanlik
ortamda tutulan %10 (3.23£0.47 ng/ml, n=7) ve %45
(3.32+0.25 ng/ml, n=7) YZ diyetle beslenen gruplarda
normal diyetle beslenen gruba (1.44+0.36 ng/ml, n=7)
gbre daha yuksek bulundu (p<0.05, Sekil 6). Benzer
sekilde, 16 saat 151k/8 saat karanlkta muhafaza edilen
%10 (4.89+0.70 ng/ml, n=7) ve % 45 (5.40+£0.85 ng/ml,
n=7) yagdan zengin diyetle beslenen gruplarda normal
diyetle beslenen gruba (2.55+£0.18 ng/ml, n=7) gére daha
yuksek bulundu (p<0.05, Sekil 7). Uzun sireli 1s1da
maruz kalan kontrol grubunda serum leptin duzeyi
normal 1gik ritmindeki gruba gére daha yliksek oldu
(p<0.05, Sekil 7). YZ diyetle beslenen gruplarda isik
uyaraninin  etkisiyle serum leptin dizeyinde artis
g6zlenmesine karsin, istatistiksel olarak bu artis anlamli
degildi.

Serum o6stradiol duzeyleri %45 lik yagdan zengin
diyetle beslenen gerek 12 saat 1s1k/12 saat karanlik
(33.84+8.21 pg/ml, n=7) ve gerekse 16 saat 151k/8 saat
karanlk (29.88+8.08 pg/ml, n=7) ritimlerine maruz kalan
gruplarda, %10kcal%yag (23.56+£7.07 pg/ml, n=6 ve
25.87+6.30 pg/ml, n=7) ve ve normal diyetle beslenen
gruplara (25.90+7.43 pg/ml, n=7 ve 26.19+ 8.21 pg/ml,
n=7) goére daha ylksek olmasina ragmen, farkllk
istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tartisma

Bu calisma kapsaminda, yagl diyetle beslenmek
suretiyle leptin salgilanmasinda dogal artis meydana
getirilen disi siganlarda pubertal gelisme izlenmigtir.
Leptin, pubertenin baslamasi igin énemli bir hormonal
sinyaldir (18). Beyine, Ureme faaliyetlerinin baslamasi
icin vicudun yeterli enerji kaynagina sahip olduguna
iliskin bilgiler nakleder. Ureme faaliyetleri, disilerde daha
fazla enerji harcanmasini gerektirdiginden, leptin sinyali
disilerde pubertenin baslamasinda daha 6nemli bir role
sahiptir (19). Menars ya da 0Ostrus siklusunun baslamasi
esnasinda kanda leptin seviyesinde artis gdzlenmektedir.
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Genetik mutasyonlara bagh olarak ortaya gikan leptin ya
da leptin reseptoérlerinin  yoklugunda pubertenin
baslamasini engellenmektedir.

Sicanlar Uzerinde vyapilan c¢alismalarda leptinin
intraserebroventrikiler yolla dogrudan beyine
verilmesinin pubertenin erken baglamasina yol actidi,
periferik leptin enflizyonunun ise sadece vyetersiz
beslenmenin sebep oldugu pubertedeki gecikmeyi
Onledigi ortaya konulmustur (20). Fareler (zerinde
gerceklestirilen calismalarda ise, leptinin normal diyetle
beslenen hayvanlarda da pubertenin erken baslamasina
yol actigi bildirilmigtir (21). Bu sonuglarin 1s1g1 altinda,
leptinin sadece pubertenin baglamasini kolaylastiran
metabolik bir sinyal oldugu gortstinin yani sira,
puberteyi dogrudan baglatan bir etkiye sahip olabilecegi
de ileri sUrilmektedir. Bunun yaninda leptinin uterus ve
over agirhiklan tzerinde etkili olmadigi bildirilmistir (15).

Yetiskin erkek siganlarda yapilan c¢alismalarda
pinealektomi sonucu leptin salgilanmasinda artis
meydana gelmistir (22). Bdylece, pineal bez veya
melatonin-leptin iliskisinin erkek ve disi sicanlarda
farkhlik gésterdigi sdylenebilir.

Uzun sireli 1s1k uyarani sadece kontrol grubunda
serum leptin dizeyini 6énemli derecede artirdi. Buna
karsilik, yagdan zengin beslenen gruplarda uzun sureli
Istk uyaraninin etkisiyle artis meydana gelmesine
ragmen, istatistiksel olarak énemli bulunmadi. Buna
gbre, uzun sureli 1Is1Ida maruz kalinmasinin genel olarak
leptin salgilanmasini artirdigini  s@ylemek muimkin
olabilir. Leptin salgilanmasindaki bu artis, 1s131n etkisiyle
melatonin azalmasindan kaynaklanabilir. Pinealektomi
uygulanan siganlarda leptin sentez ve salgilanmasinda
artis gozlenmesi (22, 23) isik uyarani ile olusturulan
fonksiyonel pinealektominin leptin salgilanmasi izerinde
benzeri etkiye sahip olabilecegini gdstermektedir.

Serum leptin seviyesi ve vicuttaki yag dokusu
arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu bildiriimektedir
(24). Calismamizda elde edilen bu sonug, serum leptin
dizeyi ve yag dokusu artisi arasindaki iliskiyi dogrular
niteliktedir. Vicut agirhgr ve dolayisiyla vicut yag
dokusundaki artis ile pubertenin baslamasi arasindaki
iliski gerek insan ve gerekse hayvan calismalari ile
gosterilmistir  (25-29). Insanda menarsin total yag
dokusundan ziyade, yag dokusunun vicudun belirli
boélgelerde toplanmasiyla iligkili oldugu bildirilmigtir (30).
Disi sicanlar Uzerinde yurutilen bir calismada, yagdan
zengin (%24.6) rasyonla beslenen hayvanlarda vaijinal
acikligin 32.giinde, %5 yag iceren yemle beslenenlerde
ise 34. glinde meydana geldigi belirtilmigtir (31).

Bu calismanin sonuglari ve diger arastiricilarin
bulgulari, besinlerde yag oraninin artmasiyla pubertenin
daha erken bagladigini gostermektedir. Ancak, 1sik
uyaraninin  puberte  Uzerindeki gergek etkisinin
anlasilmasi igin, daha uzun siren 1sik periyotlarinin
uygulanmasi yararli olacaktir.
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