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OZET

Beslenmenin Hipotalamik Kontroliinde irisin Hormonunun

Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Hipotalamus, beslenmenin kontroliinde roller iistlenmis bir merkezdir ve
bu merkezde beslenme davranisini kontrol eden leptin, ghrelin, néropeptid Y (NPY) ve
proopiomelanokortin (POMC) basta olmak iizere bir¢ok peptidin aktif rol aldigi
bilinmektedir. Irisin 2012 yilinda Bostrdm vd., tarafindan peptid yapili bir miyokin
olarak tanimlanmistir. Bu ¢alisma ile irisinin, beslenme davranisi lizerine etkileri NPY,
POMC ve UCP2 mRNA ifadeleri ile bu genlere ait protein diizeyleri iliskilendirilerek
acgiklanmasi1 amaglanmustir.

Materyal ve Metot: Calismada agirliklar1 240-325 gr olan 40 adet Wistar-
Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Siganlar esit olarak 4 gruba ayrildi (n=10): Kontrol
grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi, sham kontrol grubuna ozmotik mini pompa
implante edildi ve 10ul/saat hacminde 7 giin siiresince yapay beyin omurilik sivisinin
(irisinin ¢oziiciisii) infiizyonu gerceklestirildi. Uygulama gruplarina ise 7 gilin siireyle
irisinin, fizyolojik (10 nM) ve farmakolojik (100 nM) dozlart 10 pl/saat hacminde
infiize edildi. Calisma siiresince hayvanlar kafeslerde bireysel olarak tutuldu,
hayvanlarin giinliikk yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklar takip edildi. Yedi giinliik
infiizyon sonunda hayvanlara 6tanazi uygulanarak beyin dokusu ve kan Ornekleri
toplandi. Toplanan kan Orneklerinden ELISA yontemiyle gruplarin serum leptin ve
ghrelin seviyeleri, fotometrik yontem ile gruplarin metabolik parametreleri (glukoz,
kolestrol, trigliserit, HDL, LDL) 6lgiildii. Alinan beyin dokularindan (hipotalamus) RT-
PCR yontemiyle gruplarin UCP2, POMC ve NPY mRNA diizeyleri, Western blot
yontemiyle de bu genlere ait protein miktarlar1 belirlendi.

Bulgular: Uygulanan irisinin her iki konsantrasyonu (10 ve 100 nM) siganlarin
giinlik yem tiiketimini arttirdi (p<0.05) ancak viicut agirliginda ve su tiiketiminde
anlaml1 bir degisime neden olmadi. Irisinin serum leptin seviyesini azalttig1 (p<0.05),
ghrelin seviyesini ise arttirdigi gézlendi (p<0.05). Uygulanan irisin NPY ve UCP2
seviyelerini arttirirken, POMC seviyesinde azalmaya neden oldu (p<0.05). Ayrica
irisinin serum glukoz ve HDL seviyesini azalttig1 buna karsin LDL, kolestrol ve TG
seviyelerinde ise artisa sebep oldugu goriildii (p<0.05).

Sonug¢: Tiim bu bulgular irisinin istah1 arttirdigini ancak artan yem tiiketimine
ragmen viicut agirhigini degistirmedigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Irisin, viicut agirlig1, yem tiiketimi, NPY, POMC, UCP2
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ABSTRACT

Investigation of the effects of irisin hormone on the hypothalamic
control of feeding

Aim: Hypothalamus undertakes important roles in the control of feeding, and in
this center, taking active roles of leptin, ghrelin, neuropeptide Y (NPY),
proopiomelanocortin (POMC) and many other peptides controlling feeding behavior is
known. Bostrom et al. identified irisin as a myokine in 2012. This study intends to
clarify possible effects of the irisin on feeding behavior with gene expression of NPY,
POMC UCP2 and their protein levels.

Material and Method: In this study, 240-325 g in weight of 40 male Wistar-
Albino rats were used. Rats were evenly separated into four groups (n=10). Osmotic
mini-pumps were implanted to lateral ventricule and artificial cerebrospinal fluid
(vehicle; sham group), 10 and 100 nM concentrations of irisin were infused for 7 days.
Throughout the experimental period, the rats were kept in individual cages, and body
weight, food and water consumption of the animals were daily recorded. At the end of
the seven day infusion the animals were killed, and the brain tissue and blood samples
were collected. Serum leptin and ghrelin levels of the groups were measured from blood
samples by ELISA method and metabolic parameters (glucose, cholesterol, triglycerides,
HDL, LDL) using a photometric method. UCP2, POMC and NPY mRNA levels from
brains tissues (hypothalamus) and the protein analysis of these genes were determined
by Real Time-PCR and Western blot methods, respectively.

Results: All concentrations of irisin (10 and 100 nM) increased the daily food
intake of the rats (p<0.05); but they did not cause a significant change in body weight
and water consumption. Irisin reduced the levels of serum leptin (p<0.05), and it
increased ghrelin levels (p<0.05). Administration of irisin increased NPY and UCP2
levels while it decreased POMC levels (p<0.05). In addition, although irisin decreased
the levels of serum glucose and HDL, it increased LDL, cholesterol and TG levels
(p<0.05).

Conclusion: All these findings indicated that irisin increased the appetite,
however it did not change body weight despite increasing feed consumption.

Keywords: Irisin, body weight, food intake, NPY, POMC, UCP2
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: Amino asit

: Adrenokortikotropik hormon

: Antiditiretik hormon
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: Anterior-Posterior

: Arkuat niikleus

: Ugiincii ventrikiiliin anteroventral bolgesi
: Beyin omurilik s1vis1
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: Enzim immuno assay

: Enzim-linked immuno sorbent assay
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1. GIRIS

Besin alimi, beyin i¢indeki merkezi effektorler tarafindan kontrol edilmekte ve
cevreden gelen endokrin ve sinirsel sinyaller ile metabolik bir siire¢ iginde
diizenlenmektedir (1). Hayvanlar {izerinde yapilan beyin lezyon g¢alismalarinda, viicut
agirligr ve besin alimimin kontroliinde hipotalamus bolgesinin onemli roller iistlendigi
tespit edilmistir (2, 3). Hipotalamusun {irettigi ndropeptitlerin, beslenmeyi uyardigi
(oreksijenik faktorler) veya engelledigi (anoreksijenik faktorler) gosterilmistir (2, 4). Bu
peptid sistemlerin her birinin digerini etkiledigi bilinmekte, ayn1 zamanda da peptidlerin
cevresel sinyallere duyarli oldugu ileri siiriilmektedir (5). Boylece enerji harcanmasi,
besin aliminin diizenlenmesi ve viicut enerji deposunun durumu hipotalamusun
duyarlilig: ile belirlenmektedir (5). Viicuda alinan giinliik enerjinin harcanandan fazla
olmasi durumunda, harcanamayan enerji viicutta yag olarak depolanmakta ve obezite
basta olmak lizere birgok metabolik hastaliga neden olmaktadir (6). Multifaktoryel ve
kompleks bir etiyolojiye sahip olan obezite, viicuda alinan ve harcanan enerji arasindaki
dengenin alinan lehinde degismesi sonucu viicutta yag birikimi olarak tanimlanmaktadir
(7, 8). Asir1 ve yanlis beslenme ile fiziksel aktivite yetersizligi de obezitenin en dnemli
nedenleri arasindadir. Giinlimiizde obezite ile miicadele kapsaminda kisiler egzersiz,
diyet, ila¢ kullanim1 ve cerrahi tedavi yontemlerine siklikla bagvurmaktadirlar. Ancak
uygulanan yontemlerin hi¢biri bu hastaligi kesin olarak ortadan kaldiran bir yontem
degildir. Bu nedenle de bu yondeki calismalar halen giincelligini korumakta ve ilginin
bu alana yogunlagmasina sebep olmaktadir.

Hipotalamus ndronlari arasinda yogun etkilesimler bulunmakta ve bu alanlar hep
birlikte yeme davranisini kontrol etmektedir (9). Proopiyomelanokortin (POMC)
noronlarinin aktiflesmesi yiyecek alinimini azaltip enerji tiikketimini arttirirken (10),
noropeptid Y (NPY) néronlarinin aktiflesmesi yiyecek alinimini artirip enerji tiikketimini
azaltmaktadir (11, 12). Viicudun enerji depolar1 azaldiginda istahi uyaran NPY’yi
serbestlemek i¢in istah agict noronlar aktiflesir. Bu siiregte POMC ndronlariin
ateslenmesindeki azalmaya bagli olarak melanokortin aktivitesi azalir ve istah kuvvetli
sekilde uyarilir (13, 14).

Adiposit kaynakli bir hormon olan leptin, beslenme ve enerji homeostazinda
onemli bir role sahiptir (15). Bu hormon primer olarak hipotalamik reseptorler

tizerinden gida alimini azaltir ve metabolik hiz1 artirir (16, 17). Ghrelin, gastrointestinal



sistem tarafindan {retilen, santral etki ile yeme davranist ve viicut agirliginin
diizenlenmesinde gorev alan diger bir hormondur (18).

Son zamanlarda iskelet kasi1 ve diger dokular da dahil olmak tizere farkli
endokrin dokular tarafindan salgilanan gesitli proteinlerin enerji metabolizmasi, viicut
kompozisyonu ve insiilin duyarliligimni etkiledigi gosterilmistir (19). Bostrom vd.’nin
peptid yapili bir miyokin olarak tanimladig: irisin, egzersiz sirasinda kas dokudan
salman 206 aa sahip fibronektin tip 1l domain iceren protein 5 (FNDC5)’in 94 aa
kaybetmesiyle olusur (20). Irisinin uncoupling protein 1 (UCP1) seviyesini arttirarak
beyaz yag doku hiicrelerini kahverengi yag doku hiicrelerine dontistiirdiigii gésterilmistir
(20). Ayn1 galismada farelere FNDCS5 salgilatan adenoviral partikiiller enjekte edilmis
ve irisin seviyesinin 3-4 kat artarak beyaz yag dokusunda azalmalarin oldugu ve buna
kahverengi yag doku gelisiminin eslik ettigi gosterilmistir (20). Bu etkiler enerji
harcanmasi ile irisin arasinda kuvvetli bir iliskinin bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Mitokondriyal tasiyict protein ailesinden olan UCP’ler, mitokondrinin i¢
membraninda eksprese edilirler (21). Bu proteinler mitokondriyal membranin
fonksiyonunda ve glikoza cevap olarak hiicresel enerji diizenlenmesinde rol alirlar (22).
UCP’ler, protonu mitokondri matriksine pompalayarak oksidatif fosforilasyon aracili
adenozin tri fosfat (ATP) iretimini engeller ve bdylece mitokondriyal proton
gradiyentini azaltirlar (23). UCP’lerin farkli {iyelerinin belirli hiicre dagilimlari vardir.
UCP2 dalak, pankreas adacik hiicreleri, akciger, mide, beyaz yag doku, beyin (6zellikle
hipotalamus) ve periferal noronlarin dorsal kok gangliyonlarinda eksprese edilir (24-28).
UCP2’nin merkezdeki en 6nemli hedef bolgesi hipotalamustur. Beslenme davranisinin
merkezi diizenlenmesinde primer rol oynayan NPY ve Aguti-iliskili protein (AGRP)
noronlarinda UCP2’nin yogun bir sekilde bulundugu rapor edilmistir (29). Andrews vd.
yaptiklart bir caligmada ghrelinin hipotalamusta UCP2 aracili mitokondri sayisini
arttirdigini gosterilmislerdir (30).

Irisinin bilinen en onemli fizyolojik etkilerinden biri enerji harcanmasin
arttirarak kahverengi yag olusumuna neden olmasidir. Beyin omurilik sivisinda (BOS)
irisin varligimin gosterilmesi (31) beslenmenin merkezi kontroliinde bu peptidin dnemli
roller listlenebilecegini akla getirmektedir.

Bu caligma da intraserebroventrikiiler (icv) irisin uygulanmasinin beslenme
davranigi iizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir. Calisma sadece muhtemel bir
etkinin varhigini gostermek i¢in degil ayn1 zamanda etki mekanizmasinin anlagilmasina

yonelik olarak planlanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. irisin

2.1.1. Tarihgesi & Isimlendirilmesi

Irisinin varlig1 Bostrém vd., tarafindan 2012 yilinda yayimlanan “A PGCl-a-
dependent myokine that drives brown-fat-like development of white fat and
thermogenesis” baslikli calismayla ortaya konmustur. Peptid kas dokudan diger
dokulara sinyal ilettiginden dolayi, adin1 insanlara mutlu haber verdigine inanilan Antik

Yunan tanrigasi iris’ten almaktadir (20).

2.1.2. Biyokimyasal Yapisi

Irisin egzersiz esnasinda iskelet kasinda ki 206 aa’ya sahip FNDC5 molekiiliiniin
94 aa’smi kaybetmesiyle meydana gelir (20). Irisinin olusmasi i¢in FNDCS5 proteinini
kesen enzim su an icin bilinmemekedir. Irisin 112 aa’dan olusmus, 12 kDa agirhginda
peptid yapili bir hormondur (20). Peptidin aa dizilimi “Asp - Ser - Pro - Ser - Ala - Pro -
Val - Asn - Val - Thr - Val - Arg - His - Leu - Lys - Ala - Asn - Ser - Ala - Val - Val -
Ser-Trp - Asp - Val - Leu - Glu - Asp - Glu - Val - Val - lle - Gly - Phe - Ala - lle - Ser
- GIn - GIn - Lys - Lys - Asp - Val - Arg - Met - Leu - Arg - Phe - lle - GIn - Glu - Val -
Asn - Thr - Thr - Thr - Arg - Ser - Cys - Ala- Leu - Trp - Asp - Leu - Glu - Glu - Asp -
Thr - Glu - Tyr - lle - Val - His - Val - GIn - Ala - lle - Ser - lle - GIn - Gly - GIn - Ser -
Pro - Ala - Ser - Glu - Pro - Val - Leu - Phe - Lys - Thr - Pro - Arg - Glu - Ala - Glu -
Lys - Met - Ala - Ser - Lys - Asn - Lys - Asp - Glu - Val - Thr - Met - Lys - Glu”
seklindedir. Irisinin farkli sayida aa dizisine sahip (39, 49, 53, 70 ve 112 aa) formlari
bulunmaktadir ancak hangi formunun biyolojik olarak daha aktif oldugu ve formlarin
farkli fizyolojik rollere sahip olup olmadigi bilinmemektedir. 39 aa’dan olusan irisin
formunun aa dizilimi “Asp - Ser - Pro - Ser - Ala - Pro - Val - Asn - Val - Thr - Val -
Arg - His - Leu - Lys - Ala - Asn - Ser - Ala - Val - Val - Ser - Trp - Asp - Val - Leu -
Glu - Asp - Glu - Val - Val - lle - Gly - Phe - Ala - lle - Ser - GIn — GIn” seklinde, 49
aa’dan olusan irisin formunun aa dizilimi “Asp - Leu - Glu - Glu - Asp - Thr - Glu - Tyr
- lle - Val - His - Val - GIn - Ala - lle - Ser - lle - GIn - Gly - GIn - Ser - Pro - Ala - Ser -



Glu - Pro - Val - Leu - Phe - Lys - Thr - Pro - Arg - Glu - Ala - Glu - Lys - Met - Ala -
Ser - Lys - Asn - Lys - Asp - Glu - Val - Thr - Met - Lys — Glu” seklinde, 49 aa’dan
olusan irisin formunun aa dizilimi “Asp - Val - Arg - Met - Leu - Arg - Phe - lle - GIn -
Glu - Val - Asn - Thr - Thr - Thr - Arg - Ser - Cys - Ala - Leu - Trp - Asp - Leu - Glu -
Glu - Asp - Thr - Glu - Tyr - lle - Val - His - Val - GIn - Ala - lle - Ser - lle - GIn - Gly -
GlIn - Ser - Pro - Ala - Ser - Glu - Pro - Val - Leu - Phe - Lys - Thr - Pro — Arg” seklinde
ve 70 aa’dan olusan irisin formonun aa dizilim “Asp - Val - Arg - Met - Leu - Arg - Phe
-lle-GIn-Glu-Val - Asn - Thr - Thr - Thr - Arg - Ser - Cys - Ala- Leu - Trp - Asp -
Leu- Glu-Glu-Asp-Thr-Glu-Tyr - lle - Val - His - Val - GIn - Ala - lle - Ser - lle -
GIn - Gly - GIn - Ser - Pro - Ala - Ser - Glu - Pro - Val - Leu - Phe - Lys - Thr - Pro -
Arg - Glu - Ala - Glu - Lys - Met - Ala - Ser - Lys - Asn - Lys - Asp - Glu - Val - Thr -
Met - Lys — Glu” seklindedir (32).

Yapilan ¢alismalarla insan ve farede ki (Mus musculus) irisin proteinin % 100
benzer oldugu diger canlilarda ise bu benzerligin 6nemli diizeyde korundugunu

belirlenmistir (Sekil 2.1).

Homo sapiens QOKKDYRGFRFHOESNTTTR S VWD A EEDTE Y3 AYHYO)
Mus musculus IR ERIOEMN . WDIEEDEEY
Danio rerio UsifR oV 3 MWDIYEEDTEY
CETER-CU TR - POOKK DRGSR EVIDE N 2 WDIEEDTEY

Sekil 2.1. Canlilardaki irisin hormonunun sekans dizilimlerinin karsilastirilmasi (20).

2.1.3. Reseptorii

[risinin iistelndigi rolleri agiklamaya yonelik calismalarin sayis1 giderek
artmasina ragmen bu rollerin meydana gelmesine aracilik eden irisin reseptorii halen
bilinmemektedir. Peptide ait reseptorii belirlemeye yonelik yapilan ilk ¢alismada,
irisinin bir hiicre yiizey reseptorii araciligiyla etkilerini gerceklestirdigi ileri stirtilmiistiir
(20). Baska bir ¢aligmada ise, ligand-reseptor etkilesimi igin Onemli olabilen irisin
dimerleri gosterilmistir (33). Irisinin etki ettifi reseptdr veya reseptdrlerin hangi
dokularda bulundugunun kesf edilmesi, irisinin fizyolojik Oneminin anlagilmasina

onemli dl¢tide katki saglayacaktir.



2.1.4. Dokulardaki Lokalizasyonu

Insanlar {izerinde yapilan galismayla irisinin oncii formu olan FNDC5’in kas,
perikardiyum, rektum ve beyin gibi dokular basta olmak tizere 47 farkli dokuda varligi
gosterilmistir (34). Irisin ile ilgili ilk bilgiler egzersiz sirasinda kas dokudan salgilandig
yoniindedir. Ancak sonradan yapilan bir¢cok calismayla peptidin kas doku disinda ¢ok
sayida dokuda sentezinin oldugu ortaya konmustur. Yapilan aragtirmalar ile subkutan
adipoz doku, beyin, kalp kasi, testis, akciger, dalak, mide, pankreas, insan anne siitii,

tikiiriik, serebellumdaki purkinje hiicreleri ve BOS’da irisin varligi gosterilmistir (35-
37).

2.1.5. Sentezi & Salgilanmasi

FNDC5 gen ifadesinin artigina egzersiz tarafindan uyarilan ve enerji
harcanmasina neden olan peroksizom proliferatér aktive reseptér gama (PPARYy) ve
PPARy koaktivator 1 alfa (PGCl-a) aracilik eder. PGCl-a enerji metabolizmasinin
programlanmasinda arabulucudur ve bir¢ok hiicre tipinde mitokondriyal biyogenez ile
oksidatif metabolizmay1 kontrol eder (38, 39). PGC1l-a aracilig1 ile kas dokusundan
sentezlendigi ve salgilandig1 diisiiniilen bes farkli protein vardir: FNDCS, interlokin-15
(IL-15), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii beta (VEGFp), 16sin-zengini alfa-2-
glikoprotein-1 (Lrgl) ve metaloproteinaz doku inhibitori-4 (TIMP4) (40). Yapilan
caligmalar transmembran FNDCS5’in hiicresel FNDC5’den daha biiyliik oldugunu
bildirmektedir (20, 41). Bu durum arastirmacilarin proteinin bir pargasinin salgilanip
salgilanmadigini sorgulamalarina neden olmustur. Bu yapiy1 dikkate alan arastirmacilar
FNDC5’in tip I membran protein olarak sentezlendigi, ardindan proteolitik olarak
kesildigi ve proteinin amino (N) terminal kisminin ekstraselliilar ortama birakildigi
hipotezini ortaya atmislardir. Bu varsayim dogrultusunda yapilan ¢aligmalar sonucunda,
PGC1l-a araciligiyla iskelet kasindan egzersiz esnasinda FNDC5’in (ayn1 zamanda
FRCP2 ve PeP olarak bilinir) salgilandigint ve bu proteinin bilinmeyen bir proteaz

tarafindan koparilarak irisinin meydana geldigini ortaya koymuslardir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. FNDC5 molekiiliiniin proteolitik pargalanmasiyla irisinin olusumu (42, 43).

Yapilan aragtirma ile irisinin meydana gelis seklinin (bdliinmesi ve
serbestlesmesi) epidermal biiylime faktorii ve alfa doniistiiriicii bliyiime faktorii gibi

transmembran polipeptidler ile benzer oldugu ortaya konmustur (20).

2.1.6. Fizyolojik Rolleri

2.1.6.1. Egzersiz ile iliskisi

Bostrom vd., irisinin kesfini duyurduklar1 ¢alismalarinda, farkli irisin
fragmentlerinin insan ve fare plazmasinda mevcut oldugunu ve iskelet kasindaki
FNDCS ifadesindeki degisimlerin bu yapilarin seviyelerinde etkili oldugunu belirtmistir.
Calismada egzersiz sonrasi iskelet kasindaki FNDCS5 ekspresyon diizeyindeki artisa
paralel olarak bir siire sonra dolasimdaki irisin diizeyinin de artis gosterdigi
bildirilmektedir (20).

Insanlar iizerinde yapilan bazi calismalar Bostrom vd.,” yi destekler niteliktedir.
Ornegin Kraemer vd., egzersiz sonrasi ilk birkac saat igerisinde dolasimdaki irisin
diizeyinin gegici olarak yiikseldigini belirtmistir (44). Baska bir ¢alismada ise akut
egzersiz ile dolagimdaki irisin diizeyinin yaklasik %20 oraninda arttifi gosterilmistir
(34). Arastirmacilar FNDCS5 ve irisin ekspresyon diizeylerini géz 6niine aldiklari bu
caligmalarda kronik egzersize kiyasla akut egzersizin dolasimdaki irisin seviyesini
onemli diizeyde etkiledigini rapor etmektedir. Buna karsin yapilan diger birkag¢ ¢alisma
dolasimdaki irisin diizeyinin ne kronik nede akut egzersiz sonrasi degismedigini

vurgulamaktadir (45, 46). Hecksteden vd., hem giice dayali hem de normal kronik
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egzersiz sonrasi dolagimdaki irisin diizeyinin anlamlhi sekilde etkilenmedigini
bildirmistir (47). Diger bir ¢alismada ise kronik egzersiz sonrasi PGC1-a ve FNDC5
ifadelerindeki artisa ragmen dolasimdaki irisin diizeyinin azaldigi rapor edilmistir (48).
Yapilan caligmalarda ki irisin diizeyini belirlemeye yonelik analiz metotlarinin farklilig
(ELISA ve Western Blot gibi) muhtemel sonuglarin da farkli degerlendirilmesine neden
olabilir. Henliz yeni tanimlanmis olan bu peptidin hangi fizyolojik ve molekiiler
yolaklar ile etkilesimde oldugu aydinlatildikga, bu peptidin regiilasyonu hakkindaki
bilgiler de kesinlik kazanacaktir.

2.1.6.2. Merkezi Sinir Sitemi ile Tliskisi

FNDCS5 ve irisinin iskelet kasi ile adipoz doku arasindaki sinyal iletiminin
yaninda, merkezi sinir sisteminde bir takim rollere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.
Aslinda PGCl-a’nin FNDCS5 iizerine olan etkisi yapilan c¢alismalar ile aydmnlatilmis
olunsa da, drnegin beyin gibi 6nemli dokularda bu molekiillerin 6ncelikli fizyolojik
fonksiyonlar1 agik degildir (49-51). Yapilan bir caligma ile sigan ve fare
serebelumundaki Purkinje hiicrelerinde irisinin varligi ortaya konmustur (35). Ayrica
ayni arastirmacilar “serebellumda iiretilen irisinin omurilikte bircok araci sinaps ile
adiposit metabolizmasini diizenleyici bir faktor olabilecegini” teyit edilmesi gereken bir
hipotez olarak ortaya atmiglardir (35). Hashemi vd., FNDC5’in fare embriyonik kok
hiicrelerinde yeterli sinir farklilasmasinin gerceklesmesinde gerekli oldugunu ortaya
koymustur (52). Arastirmacilar bu ¢alismada hem noronal progenitér olusumu hem de
onlarin farklilagmas1 esnasinda fare embriyonik kok hiicrelerindeki FNDC5’in
azaldigin1 belirlemistir (52). Diger bir g¢alismada hipokampal noérogenezin irisin
tarafindan doz bagimli olarak diizenlendigi belirtilmistir (53). Irisinin fizyolojik
konsantrasyonlar1 (5-10 nmol/L) fare H19-7 hipokampal noronal hiicre ¢ogalmasi
tizerinde herhangi bir etkiye sahip degilken farmakolojik konsantrasyonlarda (50-100
nmol/L) proliferasyon diizeyi artmistir (53). Bu kanitlarin hepsi irisinin merkezi bir
takim roller {stlenebilecegini gostermektedir. Bu bakimdan irisin Alzheimer
hastaliginda baslica etkilenen bolge olarak hipokampus ilizerine egzersizin nérogenez
etkisine aracilik edebilir (54, 55). Irisinin Parkinson ve diger bazi nérodejeneratif
hastaliklar iizerine egzersizin olumlu etkilerinede aracilik edebilecegi diisliniilmektedir
(56-58). Buna ek olarak bir termoregiilator peptid olan irisin viicut sicakliginin merkezi

kontroliinde hipotalamusun ilgili alanlarin1 uyararak bu siirecte aktif rol oynayabilir.
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Irisinin merkezi sinir sistem {iizerine etkilerini belirten ¢alisma sayis1 oldukca azdur.
Yapilacak ¢alismalar irisinin merkezi sinir sisteminde ne gibi roller iistlendigini veya

hangi fizyolojik ve molekiiler siireclere aracilik ettigini belirlemede etkili olacaktir.

2.1.6.3. Metabolizma ile Iliskisi

Irisin, beyaz yag dokunun kahverengi yag dokuya déniismesini saglayarak enerji
kullanimin1 tesvik eden termojenik bir proteindir. Bu hormonun bilinen en 6nemli
fizyolojik rolii, beyaz yag dokudan kahverengi yag doku gelisimini saglamasidir (42).
[risin bu gelisimi basta UCP1 olmak iizere diger kahverengilesmeyi saglayan
proteinlerin diizeylerini arttirarak gercgeklestirir. Sonug olarak enerji deposu olarak
isimlendirilen beyaz yag doku diizeyi azalir ve depolanan enerji aciga ¢ikar. Irisin kesfi
ile birlikte arastirmacilarin ilgisini lizerinde toplamayi basaran bir hormondur ve
gelecekte obezite ile tip 2 diyabet basta olmak iizere birgok metabolik rahatsizligin
tedavisinde umut 15181 olarak Ongoriilmektedir. Yapilan arastirmalar ile irisinin bu
hastaliklar ile iliskisi aydinlatilmaya ¢aligilmaktadir (59-61). Ayrica egzersizin saglik
lizerine bilinen faydalarina irisinin ne gibi bir katkisinin oldugu diger arastirma
konularindandir.

FNDCS5 kahverengilesmeyi saglayan UCP1, Elov1l3, Cox7a ve OTOPI’in de
aralarinda bulundugu genlerin ifadelerini diizenler (20, 62). Ornegin yag doku kiiltiir
ortamina eklenen 20 nM FNDCS5 yaklasik 7 kat UCP1 ifadesini arttirmistir (20). Artan
UCP1 ifadesi ATP sentezini engeller ve 1s1 olusumuna yol agarak enerji harcanmasina
neden olur (63). Biitiin bu sonuglar beyaz adipoz dokuda termogenez aktivasyonunu

FNDC5’1n diizenledigini gostermektedir.

2.2. Eslesme Bozucu (Uncoupling) Proteinler

2.2.1. Lokalizasyonu ve Gorevleri

Mitokondriyal tasiyici proteinler ailesinden olan eslesme bozucu proteinler
(uncoupling proteinler; UCP) mitokondrinin i¢ zarinda sentezlenir (64). Bu proteinler
mitokondriyal zarin fonksiyonunda ve hiicresel enerji diizenlenmesinde rol almaktadir
(21, 23). Yag asitleri ve glukoz tarafindan aktivitesi artan UCP’ler, piirin niikleotidleri

tarafindan inhibe edilir (65). UCP’ler mitokondrinin zarlar aras1 alanindaki protonlari
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mitokondri matriksi igerisine tasiyarak, mitokondriyal proton gradiyentini azaltir ve
sonug olarak oksidatif fosforilasyon aracilig1 ile ATP iiretimini kismen engellemis olur
(Sekil 2.3) (22, 66). Protonlar UCP’ler {izerinden matriks igerisine gegerken depolanan
enerji 1s1 olarak aciga cikar. Farkli viicut dokularinda dagilim gosteren bu protein
grubunun 5 iiyesi vardir. Kahverengi yag dokuya 6zgli UCPI1, viicut sicakliginin
korunmasinda (titremesiz termogenez) ve yag dokusu icgerisinde depolanmis enerjinin
kullanilmasinda gorev alir (24, 25). UCP2; dalak, pankreas adacik hiicreleri, akciger,
mide, beyaz yag doku, beyin ve periferal néronlarin arka kdk gangliyonlarinda eksprese
edilir (24-28). UCP3 oncelikle iskelet kasinda olmak ftizere az miktarda sinir
hiicrelerinde tespit edilmistir (25, 28). Yapilan calismalar ile UCP4 ve UCPS5’in
(BMCP1; Beyin mitokondriyal tasiyici protein-1 olarak da bilinir) merkezi sinir
sisteminde yliksek diizeyde bulundugu, ayrica UCP5’in ise testis dokusunda varligi
belirtilmistir (67, 68). Yaptigimiz bir ¢aligmada ise irisinin si¢an beynindeki farkli
bolgelerde UCP2, UCP3, UCP4 ve UCP5 mRNA ifade diizeylerini etkiledigini
gosterdik (69).

Merkezi alanda yayilim gosteren UCP’ler hakkinda yapilan ¢ok sayida calisma
olmasina ragmen, bu proteinlerin hangi fizyolojik siireclerde etkin olarak gorev aldig

hala tam olarak bilinmemektedir.
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Sekil 2.3. Mitokondriyal enerji diizenlenmesi ve UCP’lerin rolii (70).



2.2.2. Yapisal Ozellikleri

Simdiye kadar sadece UCP2’nin kristal yapisini belirlemeye yonelik birtakim
calismalar mevcut olmasia karsin (71), genel olarak UCP’lerin sahip oldugu kristal
yapiin mitokondri i¢ zarinda bulunan ADP/ATP tasiyici proteinler ile benzer oldugu
distintilmektedir (72). Buna gore UCP’ler her biri yaklagik 100 aminoasitten olusan {i¢
tekrarli bir yapiya sahiptir. Her bir tekrar transmembran a-heliksi olusturan iki
hidrofobik bolge icerir. Tekrarlar1 olusturan a-heliksler, mitokondrinin i¢ zarindan
matriks tarafina dogru yonlendirilmis uzun bir hidrofilik dongii (ilmik) ile birbirine
baglanir (Sekil 2.4). Fonksiyonel UCP’lerin iki 6zdes alt birimden olusan bir dimer
oldugu disiiniilmektedir (73). Yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler dogrultusunda,
a-heliks demetlerinin UCP ¢ekirdeginde hidrofilik bir kanal olusturdugunu ve bu
cekirdege erisimin hidrofilik dongiiler tarafindan olusturulan kapilar aracilig ile kontrol

edildigi 6ngoriisii olusmustur (74).

Zarlar aras: alan

Mitokondri i¢ zan

Mitokondri

Transmembran B

o-heliks
Hidrofilik dongii

Sekil 2.4. UCP’lerin i¢lii tekrardan olusmus yapisinin sematik gosterimi (70). UCP’ler
mitokondri i¢ zar1 boyunca uzanan ve her biri iki a-heliks yapisina sahip {i¢ tekrardan
meydana gelmektedir. Herbir tekrar iki transmembran a-heliks yapisina sahiptir ve bu

yapilar uzunca bir hidrofilik dongii (ilmik) ile birbirine bagl haldedir.
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2.2.3. Merkezi Sinir Sistemindeki Rolleri

Merkezi sinir sistemi viicudun organizasyonunu gergeklestiren, c¢evresel
uyarilara karst cevap olusturmamizi saglayan ve igerisinde yiiz milyonlarca sinirsel
baglantiy1 barindiran olduk¢a karmasik bir yapidir. Bu yap igerisinde yer alan ndronlar
islevleri geregi mitokondri yogunlugu fazla olan hiicrelerdir. Noronal ag icerisinde yer
alan mitokondriler basta sinirsel ileti i¢in gerekli olan enerjiyi liretmenin yani sira,

ndronal yagamin devamu i¢in gerekli olan kalsiyum dengesini de saglayan bir yapidir.

2.2.3.4. ATP Uretimi ve Mitokondriyal Biyogenez Uzerine Etkisi

Hiicrenin enerji tiretiminde UCP’ler olduk¢a Onemli proteinlerdir. UCP’lerin
aktivasyonu ATP sentaz tarafindan kullanilan proton gradyanini azaltir ve bu durum
ATP iiretiminde azalma ile sonuglanir. Ornegin pankreatik beta hiicrelerindeki UCP2
diizeyinin artist ATP/ADP oraninin azalmasima ve bu durum sonu¢ olarak daha az
insiilin salgilanmasina neden olur (75). Fakat kas ve noronlarda bu durum biraz
farklidir. Mitokondriyal eslesmemisligin artmasi1 hipokampus ve kas dokuda ATP ve
ADP seviyesini yiikseltir (76). Wu vd., kas hiicrelerindeki UCP2 aracili mitokondriyal
eslesmemisligin artmasi sonucu ATP firetiminin de arttigini bildirmektedir (77).
Coppola vd., ise UCP2 aktivasyonu sonrast NPY ve agouti-iligkili peptid (AgRP)
noronlarinda mitokondri biyogenezinin artis gosterdigini rapor etmislerdir (29).

Normalde mitokondriyal eslesmemislik mitokondri basmma ATP {iretimini
azaltmaktadir. Buna ragmen UCP’ler sinir, yag ve kas hiicreleri gibi bazi yapilarda
mitokondriyal biyogenezi tetikler ve bdylece belirgin sekilde hiicrede iiretilen ATP
miktar1 artmig olur (76-79). Noron hiicrelerinde bulunan UCP’lerin hangi yolaklar
tizerinden mitokondri biyogenezini tesvik ettigi heniliz bilinmemektedir. Noronal ve kas
dokuda mitokondriyal biyogenezin olusmasi ve ATP iiretiminin artmasi olaylarinda
farkli UCP’lerin gorev almasi, bu proteinlerin dokuya 6zgii roller iistlendiginin bir

gostergesi olabilir.

2.2.3.5. Noronendokrin Fonksiyonlar Uzerine Etkisi
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In situ hibridizasyon kullanilarak yapilan g¢alismalar, UCP2 mRNA’smin bol
miktarda fare, sican ve insan olmayan primatlarin hipotalamus, hipofiz bezi, limbik
sistem, serebellum, koroid pleksus ve beyin sapinda ifade edildigi gostermistir (80, 81).
Hipotalamusta yer alan arkuat, dorsomediyal, paraventrikiiler, suprakiazmatik ve
ventromediyal ¢ekirdekler UCP2’nin fazla eksprese edildigi yerlerdir (81, 82). Merkezi
hormonal kontrolii saglayan hipotalamus ve hipofiz bezinde yiiksek diizeyde UCP2
mRNA varligi, bu proteinin endokrin fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli bir role
sahip oldugunu gosterir. Kong vd., kan glikoz diizeyi tarafindan uyarilan hipotalamik
melanin konsantre edici hormon noéronlarinda UCP2 mRNA diizeyinin azaldigini
bildirmistir (83). Stevanovic vd., enerji homeostazinda onemli bir yere sahip olan
ghrelin hormonunun sentezinde hipotalamik UCP2 yogunlugunun modiile edici bir role
sahip oldugunu rapor etmislerdir (84). Bir diger calismada ise eksojen ghrelin
uygulamasinin hipotalamik UCP2 ifadesini arttirdigi belirtilmistir. Arastirmacilar
eksojen ghrelin uygulamasi gergeklestirdikleri normal farelerde hipotalamik NPY
diizeyinin arttigini, buna karsin UCP2 nakavt farelerde ise NPY diizeyinde bir
degisikligin olmadigin1 belirlemiglerdir (85). Ayrica UCP’ler dolayli yollardan
hipotalamus ve hipofizdeki hormon salinimin1 kontrol edebilir. Ornegin ghrelin
hormonu hipofiz bezinden biiylime hormonu sentezini uyarir (34). Dolasimdaki biiylime
hormonu basta kas ve yag doku gelisimi olmak {izere bircok anabolik siirecin
gergeklesmesinde Onemlidir. Biitlin bu kanitlar néronal alanda yer alan UCP’lerin

homeostatik siireglerde etkin rol aldigin1 gostermektedir.

2.3. Hipotalamus

Anatomik olarak hipotalamus, anteriorde optik kiyazma, posteriorda mamiller
cisimler, lateralde temporal lob ve superiorda talamus ile baglantilidir (Sekil 2.5) (86).
Hipotalamus memeli beyninin ¢ok kiigiik bir par¢asini (insandaki 1400 gramlik beynin
sadece 4 grami) olusturmasina ragmen, beyindeki en 6nemli kisimlardan bir tanesidir.
Hipotalamustan ¢ikan sinyaller c¢evre dokular ve diger beyin bdlgelerinde uygun

noroendokrin cevabin olugmasini uyarir.
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Sekil 2.5. Hipotalamusun organizasyonu (87).

Gida alimi, enerji harcanmasi, viicut agirligi, sivi alimi ve diizenlenmesi, kan
basinci, susama, lireme, viicut sicakligi ve uykunun diizenlenmesi gibi giinliik yasamsal
faaliyetler hipotalamustan salinan salgiya uygun hipotalamik cevaplarin verilmesi ile
kontrol edilir. Bu hipotalamik cevaplarin olusmasina, hipotalamusta meydana gelen
salgilar aracilik etmektedir (88). Hipotalamustan baslica kortikotropin serbestlestirici
hormon (CRH), gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH), biiylime hormonu
serbestlestirici hormon (GHRH), tirotropin serbestlestirici hormon (TRH), prolaktin
baskilayict hormon (PIF) salgilanmaktadir (89). Hipotalamustan salinan hormonlara,

uygun endokrin cevap hipofiz tarafindan verilmektedir (90).
2.4. Beslenmenin Hipotalamik Kontrolii

Hipotalamusun c¢esitli sinirsel merkezleri beslenmenin kontroliine katilir.
Hayvanlarin  hipotalamusuna mikroenjeksiyon yapilmasi veya hipotalamusta
mikrolezyon olusturma c¢aligmalar1 bu bdlgenin besin alimiyla yakindan iligkili
oldugunu géstermistir (91).

Hipotalamusun ozellikle lateral ve ventromediyal cekirdekleri (VMN) besin
aliminin diizenlenmesinde temel rol oynamaktadir. Hipotalamusun lateral c¢ekirdekleri

aclik merkezi olarak gorev yaparlar. Bu ¢ekirdeklerin uyarilmasi oburca yeme (hiperfaji)
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davraniginin sergilenmesine yol agar. Bunun aksine lateral hipotalamusun harabiyeti,
besine kars1 istegi ortadan kaldirir ve belirgin kilo kaybi, kas zayifligt ve
metabolizmanin yavaslamasi ile ilerleyici zayiflamaya yol acar. Lateral hipotalamik
beslenme merkezinin uyarilmasi besin arama diirtiisiinii uyarir.

Tokluk merkezi olarak gorev yapan VMN’lerinin beslenme ile ilgili tatmin
duygusu verdigi ve beslenme merkezini baskiladigi ileri siiriilmiistiir. Bu alanin
elektriksel olarak uyarilmasi tokluk duygusu olusturarak, ¢ok istah agici gidalarin bile
reddedilmesine (afaji) sebep olmaktadir. Insanlarda ve hayvanlarda bu alanin
haraplanmasi ise oburluga ve asir1 kilo alimina neden olmaktadir (16). VMN’ler, besin
alimiyla uyarildiginda, alfa-adrenerjik reseptorler araciligiyla, tokluk hissi olusturdugu
ve besin alimimi durdurdugu; lezyonlarinda kilo alimini takiben obezite gelistigi
bilinmektedir (92).

Hipotalamusun PVN, dorsomedyal ve ARN’nin da besin alimim
diizenlediklerine inanilmaktadir. PVN’nin lezyonlar1 siklikla asir1 yemeye neden
olurken, dorsomedyal ¢ekirdeklerdeki lezyonlar ise yeme davranisin1 genellikle baskilar.

ARN ise sindirim sisteminden ve yag dokusundan salinan ¢ok sayida hormonun
besin alimi ve enerji harcanmasini diizenlemek {izere etkilerini birlestirdikleri bir
hipotalamus bolgesidir (89). Hipotalamusta bu c¢ekirdekler ayn1 bolgede ve yakin
anatomik yerlesime sahiptir. Hipotalamus noronlar1 arasinda ¢ok yogun etkilesimler

vardir ve bu alanlar hep birlikte yeme davranisini kontrol ederler (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Beslenme davraniginin hipotalamik kontrolii (89).

Hipotalamus ayrica gastrointestinal kanaldan gelen duysal bilgileri (midenin

dolu olmas1 gibi), kanda tokluk hissi veren besin maddeleri ile ilgili (glikoz, aa, yag

asiteleri gibi) kimyasal sinyalleri, gastrointestinal sistemden gelen hormonal sinyalleri

ve beslenme davranisini etkileyen serebral korteks kaynakli sinyalleri de (gérme, koku,

tat) alir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Beslenmenin diizenlenmesinde geribildirim mekanizmalar1 (89).

Hipotalamusun aglik ve tokluk merkezlerinde beslenmeyi etkileyen
norotransmitterler ve hormonlar i¢in yiilksek yogunlukta reseptorler bulunur.
Hipotalamusta beslenme ve tokluk merkezlerini etkileyen, istah agici (oreksijenik) ve
istah1  baskilayict (anoreksijenik) oOzellikte bircok ndrotransmitter ve hormon

bulunmaktadir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Hipotalamusa etki ederek gida alimini diizenleyen hormonlar ve

norotranmiter (89).

Beslenmeyi Azaltanlar Beslenmeyi Arttiranlar
Leptin Noropeptid Y

Insulin Aguti-iliskili protein
Serotonin Melanin-yogunlastirict hormon
Norepinefrin Oreksin A ve B

Kortikotropin serbestlestirici hormon Endorfinler
Kolesistokinin Galanin

a-MSH Glutamat ve GABA
Glukagon-benzeri peptid Kortizol

Kokain ve amfetamin iliskili transkript Ghrelin

Peptid YY

2.5. Leptin ve Beslenme

Adiposit kaynakli bir hormon olan leptin, beslenme ve enerji homeostazinda
onemli bir role sahiptir (15). Dolasimdaki hormon diizeyi yag dokudan leptin
saliverilmesini etkileyen en Onemli faktérdir (16, 17). Bu hormon primer olarak
hipotalamik reseptorler lizerinden gida alimini azaltir ve metabolik hiz1 artirir (16, 93).
Leptinin biiylik oranda beyaz yag dokusundan salgilanan, besin alimini azaltan ve enerji
harcanmasini artiran bir hormon oldugu bilinmektedir (94). Serum leptin seviyesi yag
kitlesinin artmasiyla artar. Leptin iiretimi subkutan yag dokuda visseral yag
dokudakinden daha fazladir (95). Leptinin insan ve memelilerdeki baslica fonksiyonlari
sunlardir: Beslenme davranisinin diizenlenmesi, metabolizma hizinin ayarlanmasi,
sempatik sinir sisteminin aktive edilmesi ve anjiyogenezin uyarilmasidir (96). Gida
alimi iizerine etkisi c¢ok kez arastirilan leptinin sican ve diger kemirgenlere

uygulamasinin kilo kaybina neden oldugu bildirilmistir (16, 97).

2.6. Ghrelin ve Beslenme

Ghrelin gastrointestinal sistemde iiretilen, santral etki ile yeme davranisi ve

viicut agirliginin diizenlenmesinde gorev alan peptid yapisinda bir hormondur. 1999
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yilinda kesfedilmis olan ghrelinin yarilanma 6mrii 15-20 dakika civarindadir (98). Bu
hormon sadece bir organ ya da bezden degil birgcok dokuda iiretilmekte ve
saliverilmektedir (99). Ghrelinin biiyime hormonu, adenokortikotropik hormon ve
prolaktin salinimi, beslenme, gastrik asit sekresyonu, gastrik motilite ve hiicre
proliferasyonu gibi bir¢ok farkli sistemi etkiledigi gosterilmistir (100-103). Besin
alimindan sonra mide ve diger dokulardan ghrelin saliniminin arttig1 bilinmektedir (100,
101, 104). Ghrelin 6n hipofiz ve hipotalamusdaki reseptorleri araciligiyla biiyiime
hormonu salinimin1 uyarmakta ve enerji homeostazini etkilemektedir (105). Yapilan
caligmalarda, farelere ekzojen ghrelin uygulamasinin besin alimini arttirdigi, yag

kullanimini azalttigi ve sonugta yag doku kitlesinde artisa sebep oldugu bildirilmistir
(106).

2.6. Susamanin Hipotalamik Kontrolii

Ozmolarite degisikliklerine cevap olarak hipotalamusun baglica SON’da
sentezlenen ve arka hipofizden dolasima verilen antidiiiretik hormon (ADH) bobrek
tiibiillerinden suyun geri emilmesini saglar. Ozmolarite ve ADH salgilanmasinin
kontroliinde 6nemli bir diger ndronal alan da 3. ventrikiiliin anteroventral bolgesidir
(AV3V). Bu bolgenin uyarilmasi su igme istegine sebep olur. AV3V bdlgesinin
lezyonlart ADH salgisinda, susamada, sodyum istah ve kan basincinin kontroliinde ¢cok
yonlii bozukluklara yol agar (89).

AV3V Dbolgesinin  ve SON’un yakin alanlarinda, ekstraselliiler sivi
ozmolaritesindeki artiglarla uyarilan néronal hiicreler (ozmoreseptorler) de ekstraselliiler
stvinin ozmolarite degisikliklerine hizli cevap vererek ADH sekresyonu ve susamayi

giiclii bir sekilde kontrol eder (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Hipotalamusun susama merkezleri ve sivi homeostazinda hipotalamusun rolii

(89).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma, indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
alman onay ile (26.02.2014 tarih, 2014/A-17 protokol numarali), Inénii Universitesi T1p
Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezi, Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlar1 ile Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Birimi
laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Bu ¢alismanin biitiin deneysel protokolleri ARRIVE

(Animal in Research: In Vivo Experiments) klavuzuna uygun olarak hazirlandi.

3.2. Gruplardaki Hayvan Sayilarinin Belirlenmesi

Deneylerde kullanilacak hayvanlarin sayisi, hayvanlarin deneye baslama agirlik
ortalamasi 288 g, standart sapmasi 22 g, %4 sapma, tip 1 hata (a)) 0.05 ve tip 2 hata (B)
(Gli¢=0.80) ve hayvanlar 4 gruba ayrilmas1 durumunda her bir grupta en az 10 hayvanin

olmas1 gerektigi gii¢ analizi ile belirlendi.

3.3. Hayvanlarin Gruplara Atamasi

Deneye baslamadan Once hayvanlar tartilarak viicut agirliklart kaydedildi.
Belirlenen viicut agirliklarina  gore hayvanlarin  gruplara atamasi, Dbilgisayar
algoritmasina dayali basit rastgele atama yontemi ile yapildi (MedCalc 12.7.0 for
Windows) ve tek yonlii varyans analizi bulgularina gdre gruplar arasinda hayvanlarin

agirliklart agisindan fark olmadigi tespit edildi (Tablo 3.1; p=0.151).
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Tablo 3.1. Gruplarin bilgisayar algoritmasi kullanilarak olusturulmasi.

Agirlik (g)
Gruplar Kontrol | Sham | 10 nM irisin 100 nM irisin p
Hayvan sayisi (n) 10 10 10 10
Ortalama 290.79  290.30 287.10 291.90
SD 17.971  18.92 19.21 18.32 0.151
En kii¢iik 24537  247.62 240.5 242.75
En biiyiik 325.87 325.25 322.62 324.12

3.4. Deney Hayvanlar ve Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada, ortalama agirliklar1 240-325 gr olan Wistar Albino cinsi toplam 40
adet erkek sican kullanildi. Gruptaki hayvanlarin giinliik tiikettikleri yem ve su miktarini
belirleyebilmek icin sigcanlar bireysel olarak tekli kafeslere yerlestirildi. Hayvanlar kafes
stresine ve deney ortamina aligsmasi icin tekli kafeslerde deneye baglamadan 3 giin 6nce
barindirilmaya baslandi (107). Sicanlar kontrol, sham, diisiik ve yiikksek doz irisin
uygulanan grup olmak tizere 4’e ayrildi (n=10).

Grup 1: Kontrol grubu olup herhangi bir uygulama yapilmadi. 21 giin siiresince
gruptaki hayvanlarin giinliik yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklar 6l¢iildii.

Grup 2: Sham grubu olup 7 giin siiresince hayvanlara herhangi bir uygulama
yapilmadan giinlik yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklar1 6l¢iildii. 8. giin lateral
ventriikiile beyin inflizyon kiti yerlestirilerek, 7 giin siiresince hayvanlara herhangi bir
uygulama yapilmadan (infiizyon baslatilmadan) giinliik yem ve su tiiketimleri ile viicut
agirliklar olgiildii. onbesinci giin beyin infiizyon kitine ozmotik mini pompa baglanarak
siganlara 7 giin siireyle yapay BOS (yBOS; ¢oziicii) infiizyonu yapildi (240ul/giin) ve
inflizyon siiresince si¢anlarin giinliik yem ve su tiiketimleri ile gilinliik viicut agirliklar
olgtildi (108).

Grup 3: Uygulama grubu olup 7 gilin siiresince hayvanlara herhangi bir
uygulama yapilmadan giinliik yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklar1 6lgiildii.
Sekizinci gilin lateral ventriikiile beyin infiizyon kiti yerlestirilerek, 7 giin siiresince
hayvanlara herhangi bir uygulama yapilmadan (inflizyon baslatilmadan) giinliik yem ve
su tiiketimleri ile viicut agirliklar1 6l¢iildii. onbesinci beyin inflizyon kitine ozmotik mini
pompa baglanarak sicanlara 7 giin siireyle yapay irisin inflizyonu yapildi (10
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nM/240ul/giin) ve infiizyon siiresince siganlarin giinliik yem ve su tiikketimleri ile giinliik
viicut agirliklar 6lgtildi (108).

Grup 4: Uygulama grubu olup 7 giin siiresince hayvanlara herhangi bir
uygulama yapilmadan giinliik yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklarn 6lgiildii.
Sekizinci gilin lateral ventriikiile beyin infiizyon kiti yerlestirilerek, 7 giin siliresince
hayvanlara herhangi bir uygulama yapilmadan (infiizyon baglatilmadan) giinliik yem ve
su tiikketimleri ile viicut agirliklart 6lgiildii. Onbesinci giin beyin infiizyon kitine ozmotik
mini pompa baglanarak siganlara 7 giin siireyle yapay irisin infiizyonu yapildi (100
nM/240ul/giin) ve infiizyon siiresince siganlarin giinliik yem ve su tiiketimleri ile giinliik
viicut agirliklar 6lgtildi (108).

Deney siiresi boyunca kafeslerin bulundugu ortam, 21-22 °C sicaklik araliginda
ve 12 saat aydinlik/karanlik periyodu olacak sekilde ayarlandi. Siganlar ad libitum

olarak standart sican yemi ile beslendiler ve normal musluk suyu igtiler.

3.5. Uygulanan irisin Dozunun Secimi

Calismada irisinin diisiik ve yiiksek doz olmak iizere 2 konsantrasyon seklinde
uygulanmasi peptidin fizyolojik bir mekanizma iizerindeki etkisini aragtirmak igin
olduk¢a 6nemlidir. Caligmada diisiik doz uygulamasi i¢in irisinin fizyolojik (10 nM)
yiiksek doz uygulamas icin ise farmakolojik (100 nM) konsantrasyonlar1 tercih edildi
(53).

3.6. Hazirhk

3.6.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisinin Hazirlanmasi

Tablo 3.2°de igerikleri gosterilen A ve B soliisyonlar1 500 ml steril distile su
icerisinde iki farkli soliisyon hazirlandi. A ve B soliisyonlar1 1:1 (v/v) oraninda
karistirilarak yapay BOS (yBOS) elde edildi (109). Hazirlanan ¢ozelti 0.22 pm por

capmna sahip filtre kullanilarak siiziildii ve UV-C 1s1n ile biyolojik emniyet kabini

igerisinde steril edildi.
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Tablo 3.2. Yapay BOS i¢in kullanilan bilesikler ve miktarlari (109).

A soliisyonu B soliisyonu
Icerik Gram Icerik Gram
NaCl 8.66 Na;HPO,. 7H,0 0.214
KCI 0.224 NaH;PO4. H,O 0.027
CaCl. 2H,0 0.206
MgCl. 6H,0 0.163

3.6.2. Beyin Infiizyon Kitinin Hazirlanmasi

Calisma icin sigan lateral ventrikiiliine enjeksiyon yapacak sekilde dizayn edilen
(vertikal eksen i¢in igne uzunlugu 4.8 mm) beyin infiizyon kitleri (Alzet brain infusion
kit 1, ABD) kullanild1. Kitlerle beraber gelen 6zel kaniiller beyin inflizyon kitine Sekil
3.1°de gosterildigi gibi takild1 ve igerisi inflize edilecek maddellerle (kontrol igin yapay
BOS, deney gruplar1 i¢in 10 ve 100 nM irisin) hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
dolduruldu.

Sekil 3.1. Kaniiliin beyin infiizyon kitine takilmasi ve doldurulmas.

Icerisi s1v1 ile doldurulmus olan kaniiliin kite bagli olmayan serbest ucu hava

almamasi ve kantildeki sivinin bogsalmamasi igin 1sitilarak bir pens yardimiyla kapatildi.
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3.6.3. Ozmotik Pompalarin Hazirlanmasi

Deneylerde yedi giin siireyle 10 pl/saat icv inflizyon yapma 6zelligine sahip
ozmotik mini pompalar (Alzet 2ML1, ABD) kullanildi.

Ozmotik pompalar, pompa seti igerisinde birlikte gelen ucu kiint 6zel bir igne
yardimiyla (sham grubu ig¢in yBOS, deney gruplart i¢in ise 10 ve 100 nM irisin)
dolduruldu (Sekil 3.2A) ve inflizyon kitine baglanacak olan metal kaniillii kapak parcasi
yerlestirildi (Sekil 3.2B).

Sekil 3.2. Ozmotik mini pompalarin doldurulmas: (A) ve kullanima hazir hale

getirilmesi (B).
3.6.4. Deneyin Baslatilmasi
Hazirliklar tamamlandiktan sonra ¢alisma 3 asamali olarak gergeklestirildi:
3.6.4.1. Deneyin 1. Asamasi (1-7. giinler)
Bu asamada siganlarin kafes stresine ve deney ortamina alismalart igin tekli
kafeslerde deneye baslamadan 3 giin 6nce barindirilmaya baslandi. Bu silire sonunda

siganlarin 7 giin siiresince giinliik yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklar 6l¢iildii. Bu

Olctimler her giin sabah 09.00-10.00 saatleri arasinda yapildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Sicanlarin giinliik yem tiiketimi (A) ve viicut agirliklariin (B) takibi.

3.6.4.2. Deneyin I1. Asamasi (8-15. giinler)

3.6.4.2.1. Hayvanlarin Operasyona Hazirlanmasi

Deneyin II. asamasinda kontrol grubundaki hayvanlarin sadece giinliik yem ve su
tiiketimleri ile viicut agirliklar1 6l¢tildii. Kontrol grubu disinda kalan hayvanlara asagida
belirtilen cerrahi islem yapildi. Operasyon sonrasi hayvanlarda olusabilecek enfeksiyon
riskini azaltmak amaciyla operasyonlara baglanmadan once UV-C 1smn kullanilarak
ameliyathane ortaminda sterilizasyon saglandi ve operasyonlarda her sican icin ayri
steril eldiven ve ayr steril cerrahi alet kullanildi.

Siganlar, intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG,
Avustralya), 8 mg/kg ksilazin (Alfazyne, Hollanda) ile anestezi altina alindi. Siganlarin
parmak kistirma yanitlar1 ve fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda anestezi altina
girdikleri belirlendi ve spontan hareketleri kaybolan sigcanlarin kafa derileri tras edilerek

operasyona hazir hale getirildi.

3.6.4.2.2. Hayvanlarin Stereotaksik Cihaza Yerlestirilmesi

Hayvanlar stereotaksik cihaza (Rodent Stereotaxic Instruments, Harvard
Apparatus, ABD) kulaklarindan ve agiz kismindan kafasinin yiizeyi yere tam paralel
olacak sekilde sabitlendi. Tras edilen bdlgeye %10 povidon iyodin siiriilerek (Sekil
3.4A) kafatasi derisi bir bistiiri ile kesildi (Sekil 3.4B) ve kemik yapiya ulasildi. Kemik
yiizeyi temizlenerek bregmanin agik bir sekilde goriilmesi saglandi (Sekil 3.4C).
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Sekil 3.4. Sicanlarin stereotaksik cihaza sabitlenmesinden sonra kesi bolgesine povidon

iyodin siiriilmesi (A), kafa derisinin kesilerek (B) bregma noktasinin belirlenmesi (C).

Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sigan beyin
atlasina gore belirlendi (110). Lateral ventrikiil giris noktasi, referans noktasi olarak
secilen bregmadan 1.40 mm lateral, 0.8 mm posteriyor (kaudal) ve 4.8 mm vertikal
gidilerek tespit edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Sican beyin atlasina gore lateral ventrikiil koordinatlari (110).

Referans noktas1 olarak kabul edilen bregmadan itibaren daha Onceden
belirlenen lateral ventrikiiliin koordinatlarina goére (lateral 1,40; posteriyor 0,8 mm)
kafatasinin delinecek kismi belirlendi ve isaretlendi (Sekil 3.6A). Isaretlenen nokta

matkap ile duraya zarar vermeden delindi (Sekil 3.6B).

L.Ventrikul

N

Sekil 3.6. Lateral ventrikiil i¢in delinecek bolgenin isaretlenmesi (A) ve matkapla

delinmesi (B).

Kalici1 kaniil, beyin inflizyon kiti {izerindeki plastik tutma bdlgesinden

stereotaksik cihaza takilmis olan 6zel Alzet tutacagina yerlestirildi ve acilan delikten
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lateral ventrikiile indirildi. Beyin infiizyon kitleri dis yapistiricist (dental cement)

yardimiyla kafatasina sabitlendi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Beyin infiizyon kitinin delinen kisimdan lateral ventrikiile indirilmesi (A),
kaniil etrafinin dis yapistiricisiyla yapistirtlmasi (B) ve kaniil basmin kesilerek dis

yapistiricisiyla kaplanmasi (C, D).

Beyin infiizyon Kkitlerinin kaniilii hayvanlarin ense derisi altina yerlestirildi ve
insizyon bolgesi 3.0 ipek (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S. Trabzon/Tiirkiye) ile
dikildi ve insizyon bélgesine %10 povidon iyodin siiriildii (Sekil 3.8A). Ayrica
siganlardaki kanamaya bagli olarak meydana gelen sivi kaybini 6nlemek amaciyla 500

ul serum fizyolojik (SF) intraperitonal olarak uygulandi (Sekil 3.8B).

28



Sekil 3.8. Acilan insizyon bolgesinin dikilmesi (A) ve SF enjeksiyonu (B).

Cerrahi operasyonun hayvanlarin yem tiiketimi ve viicut agirhiklarini
etkileyebilecegi diislincesi ve operasyona bagli olarak hayvanlarda ortaya cikabilecek
agr1 duygusunun calismayr 6nemli derecede etkileyebileceginden ve yanlis sonuglara
ulagsmay1 engellemek acisindan 1 hafta hayvanlarin kafalarindaki kesinin iyilesmesi ve
hayvanlarin lateral ventrikiillerine yerlestirilen beyin infiizyon kitlerine aligmasi igin
peptid infiizyonu gergeklestirilmedi. Operasyondan sonraki ilk {i¢ giin sicanlarin kesi
bolgesine dezenfektan siirelerek diizenli olarak pansumanlari yapildi. Ayrica operasyona
bagl gelisebilecek agri ve enfeksiyonlardan hayvanlari korumak amaciyla ilk 3 giin
intramiskiiler olarak analjezik (Parasetamol; 180 mg/kg) ve antibiyotik (Penisilin; 50
mg/kg) uygulamasina devam edildi.

Hayvanlarin kafa derilerinin iyilesme siirecinde sicanlar bireysel kafeslerde
tutularak operasyona bagli olarak yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklarinda meydana
gelen degisiklikler 7 giin siiresince her giin 6lgiildii. Bu 6lgtimler her giin sabah 09.00-
10.00 saatleri arasinda yapildi.

3.6.5. Deneyin II1. Asamasi (15-21. giinler)

3.6.5.1. Ozmotik Mini Pompalarin Yerlestirilmesi

Deneyin III. asamasinda kontrol grubundaki hayvanlarin sadece giinliik yem ve
su tiikketimleri ile viicut agirliklart 6lgiildii. Kontrol grubu disinda kalan hayvanlara
asagida belirtilen uygulamalar yapildi.

14. gliniin sonunda si¢anlara spontan solunumlar1 ve goz kirpma refleksleri

korunacak sekilde intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin, 8 mg/kg ksilazin ile anestezi
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uygulandi. Spontan hareketleri kaybolan si¢anlarin ense kisminda kaniiliin yeri palpe
edilerek belirlendi (Sekil 3.9A) ve bu kismi tras edilerek tras edilen ense kismina kii¢iik
bir kesi acildi. Kesi bolgesine dezenfektan siiriilerek agilan kesiden daha 6nceden

hayvanlara yerlestirilen beyin infiizyon kitinin kaniiliine ulasildi (Sekil 3.9B).

Sekil 3.9. Sicanlarin ense derisinde bulunan kaniiliin tespit edilmesi (A) ve ense derisine

acilan kesiden kantil ucunun ¢ikartilmasi (B).

Beyin inflizyon kitinin daha Onceden 1s1 yardimiyla kapatilan ucu bir makas
yardimiyla kesildi ve kit ignesinin ucunun tikanma ihtimali géz Oniline alinarak
Hamilton enjektoriiyle kiiciik bir kabarcik olusturulup enjektoriin pistonu itilerek
kabarcigin ilerlemesine bakildi ve kitte herhangi bir ttkanmanin olup olmadig: kontrol

edildi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Beyin infiizyon kitinde tikanma olup-olmadiginin belirlenmesi.

Sonrasinda kaniiliin kabarcik olusturulan kismi tekrar kesilerek ozmotik mini
pompaya beyin inflizyon Kkitinin kaniilii hava kabarcigi kalmayacak sekilde baglandi
(Sekil 3.11A) ve ozmotik pompalar siganlarin ense derisinin altina yerlestirildi (Sekil

3.11B).

Sekil 3.11. Kaniil ucunun ozmotik mini pompaya baglanmasi (A) ve pompalarin ense

deri altina yerlestirilmesi (B).

Insizyon bolgesi 3.0 ipek iplik (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.

Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bolgesine %10 povidon iyodin siiriildii.
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Operasyona bagli olarak hayvanlarin agrilarin1 azaltmak amaciyla si¢anlar anesteziden
uyanmak iizere olduklarinda analjezik ilag (parasetamol, 180 mg/kg, i.p.) uygulamasi
yapildi. Ayrica operasyona bagli maydana gelebilecek sivi kaybini tolere etmek
amaciyla sicanlara 500 pl SF ip olarak uygulandi. Hayvanlar anesteziden uyandiktan
sonra bireysel olarak tutulacaklar1 kafeslere alindi. 1 hafta siiresince gruplardaki
hayvanlarin giinliik yem tiiketimleri ve viicut agirliklar takip edildi. Bu islemler her giin

sabah 9:00-10:00 saatleri arasinda yapildu.

3.6.6. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Inflizyon siiresi sona ermeden 10 saat dnce tiim gruplardaki hayvanlarin yemleri
kafeslerinden alinarak siganlar a¢ birakildi. Sonrasinda hayvanlar anestezi altinda
dekapite edildi. Deney sonunda si¢anlarin kan 6rnekleri ve beyin dokular1 toplandi. Kan
ornekleri 3500 rpm’de 10 dk santriftij (Hettich, Almanya) edilerek serumlar1 ayrildi.
Serumlar, hormon ve biyokimyasal analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-
80°C) saklandi. Alinan hipotalamus dokusu boyuna bilateral olarak iki parcaya ayrildi.
Biitiin siganlarin sag hipotalamuslar1 kuru buzda hemen dondurularak Western Blot
analizleri icin (-80°C) muhafaza edildi, gruplarin sol hipotalamuslar1 ise igerisinde 700
ul RNA saklama soliisyonu (RNA later) bulanan ependorf tiiplere (DNA ve RNA’dan

arindirilmis) soguk zincirde alindi ve analizler i¢in derin dondurucu da muhafaza edildi.

3.6.7. Enjeksiyon Bolgesinin Dogrulugunu Teyit Etme

Normal sartlarda stereotaksik cithazda Bregma noktasi referans alindiginda
Paxinos&Watson Stereotaksik Rat Beyin Atlasi’'nda belirtilen koordinatlara gore
Bregmadan 0.8 mm posterior, 1.4 mm lateral, 4.8 mm vertikal olarak girildiginde lateral
ventrikiile ulasilmas1 beklenir. Ancak hayvanlarin gelismislik diizeyi, yast ve bireysel
Ozellikleri arasinda farkliliklar goriilebilir. Bu nedenle irisinin istenilen bolgeye (lateral
ventrikiil) verildiginden emin olmak amaciyla ¢alisma tamamlandiktan sonra kaniil i¢ine
bir kimyasal boya (metilen mavisi) verilerek beyinden kesitler alindi ve postmortem

histolojik inceleme ile kaniil ucunun lateral ventrikiilde oldugu netlestirildi (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Sigan beyninde inflizyon bolgesinin dogrulugunu teyit etme.

3.6.8. Ozmotik Mini Pompalarin Infiizon Dogrulugunu Teyit Etme

Calisma tamamlandiktan sonra si¢anlarin ense derisi altinda yer alan ozmotik
mini pompalar ¢ikartilarak pompa seti ile birlikte gelen ucu kiint kaniil yardimiyla
pompanin dolum haznesinde kalan sivinin 6l¢iimii yapildi ve yBOS’ta ¢oziinen irisinin

infiizyonu teyit edildi.

3.7. Analizlerin Yapilmasi

3.7.1. RT-PCR Analizleri

Beyin dokusu B-Aktin, NPY, POMC, UCP-2 mRNA seviyelerinin tespiti i¢in
gruplardan alinan doku o6rnekleri steril sartlarda buz iizerinde kiigiik parcalar halinde
kesilerek RNA saklama ¢ozeltisi i¢ine konuldu ve bu dokulardan Roche firmasinin
rettigi “High Pure RNA Tissue kit” (lot no: 10156400, ref no:12033674001)
kullanilarak toplam RNA saflastirilmas: yapildi. Protokole gore once 25 mg doku
tartild1 ve tlizerine 350 ul “Lysis Buffer” eklendi. Daha sonra homojenizatorde 13.500
rpm hizda yaklagik 1 dk homojenize edildi. Daha sonra homojenatin {izerine hacminin
yarist kadar etanol eklendi ve bu karisim vortekslendikten sonra 13000xg’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda kolonun altindaki koleksiyon tiipii dokiildi ve tekrar
takilarak isleme devam edildi. Daha sonra kolona 100 ul “DNAse” eklendi ve 15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 500 pl Wash buffer I eklendi ve
8000xg de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi, lizerine 500 ul Wash buffer 11
eklendi ve 8000xg de 1 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Daha sonra {izerine 300
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ul Wash buffer II eklendi ve 13000xg’de 2 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast koleksiyon tiipii atildi ve kolon steril bir ependorf tiipe alindi. Bu
islemden sonra kolona 100 ul “Eliisyon buffer” eklendi ve 8000xg’de 1 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi, tiipte toplanan siv1 total RNA olarak elde edildi.

“High Pure RNA Kit Protokolii” kiti ile beyin dokusu 6rneklerinden saflastirilan
toplam RNA’larda herhangi bir yikimin olup olmadigimin belirlenmesi amaciyla
ornekler, %1 agaroz jelinde ve 1X TBE tamponu ile 100 mV’de elektroforez islemine
tabi tutuldu. RNA goriintiilemesi UVP marka UVP Chemi Doc-It? sistemi ile ultraviyole
151k altinda gergeklestirildi. Saflastirilan RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarin
varlig1 ve herhangi bir ytkimin olmadigi goriildii (Sekil 3.13).

28S

185

Sekil 3.13. Arastirmada her bir gruba ait beyin doku orneklerinden saflastirilan
RNA’lar.

Ayrica dokulardan saflagtirilan RNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizleri
yapildi. Orneklerin saf RNA igerdigi tespit edildi. Orneklerde ki RNA’larin miktar ve
saflik tayini i¢in “Biotek” marka spektrofotometre cihazi ile “Gen5” programlari
kullanildi ve RNA diizeyi 260 ve 280 nm UV spektrumda 6l¢iildii. RNA miktar1 ng/pL
cinsinden hesapland1 ve 260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA ornekleri cDNA

sentezinde kullanildi.

3.7.1.1. ¢cDNA Sentez Protokoli

cDNA sentezi i¢in Roche firmasinin iirettigi “Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis” kiti (Lot no:14585924, Ref no: 04896866001)” kullanildi. cDNA sentezi
firmanin onerdigi sekilde yapildi. Kisaca 100 pl’lik PZR tiipiine 77 ng toplam RNA, 1
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ul OligodT18 (50 pmol/ul), 1 ul Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) ve toplam
hacim 13 pl olacak sekilde bidistile su eklendi ve karistirildi. Daha sonra 65 °C’de 10
dakika PZR makinesinde 1sitildi. Bu karisimin tizerine 4 pl “Transcriptor Reverse
Transcriptase Reaction Buffer”, 0.5 upl “Protector RNase Inhibitor”, 2 pul
Deoxynucleotide Mix (her niikleotid i¢in 10 mM konsantrasyonda), 0.5 ul “Transcriptor
Reverse Transcriptase” enzimi eklendi ve boylece toplam hacim 20 pl oldu. Karistirilan
numuneler PZR makinesinde 25°C’de 10 dakika, 55°C’de 60 dakika ve 85°C’de 5
dakika 1sitildi ve daha sonra -20°C’de analize kadar saklandi.

3.7.1.2. Gercek Zamanh PZR Protokolii

Gergek zamanli PZR analizi; Roche Light Cycler 96 ger¢ek zamanli PZR cihazi,
Roche firmasmin irettigi “Fast Start Essential DNA Probes Master kit (Lot no:
10048800, Ref no: 06402682001)” ve “Real Time Ready Assay (fB-Actin lot no:
90015222, Config no: 100081783; NPY lot no: 90016068, Config no: 100073627;
POMC lot no: 90016069, Config no: 100073645; UCP-2 lot no: 90014993, Config no:
100072244 (8 pmol/ul) hidroliz problu primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10
ul toplam hacimde hazirlandi. Bunun igin 5 pl master mix, 0.5 ul Real Time Ready Mix,
2 ul PZR kalitesinde su ve 2.5 ul cDNA olacak sekilde hazirlandi. Calismada her 6rnek
icin 3 tekrar yapildi. PZR sartlar1 firmanin 6nerdigi sekilde yapildi; ilk denaturasyon 95
°C’de 10 dakika, ikinci denaturasyon 95 °C’de 10 saniye, baglanma 60 °C’de 30 saniye
ve polimerizasyon 72 °C’de 1 saniye olarak olusturuldu ve 55 dongii tekrarlandi. Tablo
3.3’de dizilimleri ve biiylikliikleri verilen primerler gen ifadelerinin analizinde

kullanildi.
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Tablo 3.3. Primer dizilimleri (EK 3-6).

Beklenen
. Reforence PTmer _ POR
GEN ADI  Primer dizisi (Forward ve Reverse) Sequence tirtin bitytkligi
(Amplifikasyon
Number N
irlinii)
B-Aktin F: 5" CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 3> NM 031144 79 bp
R: 5 GCCTGGATGGCTACGTACA 3’
NPY F: 5> CCCCACATCTCATCTCATCC 3’ NM_ 012614 73 bp
R: 5> GAATCCAGCCTGGTGGTG 3’
POMC F: 5> AGGACCTCACCACGGAAAG ¥’ NM_139326 63 bp
R: 5 CCGAGAGGTCGAGTCTGC 3’
UCP2 F: 5> ACTGTGCCCTGACCATGC 3’ AB010743.1 72 bp
R: 5> GGAGGAAGGAAGGCATGAA 3’

Her bir 6rnekten saflagtirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, B-Aktin, NPY,
POMC, UCP2 genlerine 6zgii primerler kullanilarak gercek zamanli PZR ile ¢ogaltildi
(Sekil 3.14) ve gen ifadesindeki degisimler f—aktin genine oranla belirlendi.

3.800

3.600

3.300

3.000

2.700

2.400

2.100

1.800

Fluorescence

1500 Beta Aktin

1200 uce-2

0.900

0.600

0.300

Negatif Kontrol ~ © e
0.000 -2 =- ces S

3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 39.00 42.00 45.00 48.00 51.00 54.00
Cycle

Sekil 3.14. “Hydrolysis Probe” kimyasi kullanilarak B-Aktin ve NPY, UCP2 ve POMC
mRNA’larindan sentezlenen cDNA’larin gercek zamanli PZR ile ¢ogaltimi sirasindaki

olusan ¢ogalim egrileri.

B-Aktin ve NPY, UCP2 ve POMC cDNA’lar kullanilarak yapilan gercek

zamanli PZR sonrasi agaroz jelinde ornekler kosturularak primer baglanmasinin
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Ozgiilliigh kontrol edildi. Analiz sonucunda her iki gen i¢in tek ve istenilen boyda bir
DNA bandi olustugu gortildi (Sekil 3.15).

¥
N
c
=
-
<

T
o)
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[=a]

Beta Aktin (-)

NPY (+)
NPY (-)
UCP-2 (+)
ucP-2 ()
POMC (+)
POMC (-)

200
150
100
50

Sekil 3.15. B-Aktin ve NPY, UCP2, POMC cDNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz
jel (%2) elektroforezi goriintiisii. Kullanilan DNA Markeri 50 bp DNA Markeri’dir
(Bioron, 50 bp, Katalog no: 304007).

3.7.2. Western Blot Analizi

Western Blot analizleri Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoteknoloji Arastirma
ve Uygulama Birimi Laboratuvarlarinda yapildi.

Alman hipotalamus dokusu ve biitlin hiicre lizatlari, lizis tamponu kullanilarak
elde edildi. Toplam protein konsantrasyonu, protein miktar1 6l¢iim kiti kullanilarak
tespit edildi. Her bir drnekten toplam proteinin 30 pg’1, %15°lik sodyum dodesil stilfat-
poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildii ve PVDF membranlara transfer edildi.
Membranlar TBS tamponu ile hazirlanan %35 kuru siit ile bloke edildi, yikama
asamalarindan sonra %2.5 kuru siit i¢inde sigan spesifik NPY, POMC, UCP2 primer
antikorlar1 ile 4 °C’de gece boyunca inkiibe edildi. Membranlar TBS-T ile yikandiktan
sonra, HRP konjuge edilmis anti-tavsan veya anti-fare sekonder antikoru ile 1 saat
inkiibe edildi. Yiikleme kontrolii olarak fare anti-f-aktin antikoru kullanildu.

Kemiliiminesan tarama, Chemi Glow tarama ajanlari ile gerceklestirildi. Blotlar
UVP Chemi Doc-It? goriintiileyici ile goriintiilendi ve Image J programu ile dansitometre
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Olgtimleri yapildi. Tim deneyler {i¢ kez bagimsiz olarak tekrarland1 (111, 112). Deneyde

oOl¢iilen doku protein seviyesi B-aktin’e oranlandi.

3.7.3. Hormon ve Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

ELISA analizleri Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Arastirma
Laboratuvarlarinda yapildi. Serum leptin seviyesini belirlemek i¢in sigan igin spesifik
leptin ELISA kiti (BioVendor), serum ghrelin seviyesini belirlemek i¢in ghrelin ELISA
kiti (Elabscience) kullanildi.

Deneysel c¢alismada gruplarin ayrica serum metabolik parametreleri (glikoz,
kolestrol, trigliserit, HDL, LDL) belirlendi. Bu parametrelerin tayini fotometrik
yontemle Cobas Integra 1600 tam otomatik biyokimya analizatdr (Roche Diagnostics,

Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi.

3.7.3.1. Serum Leptin Seviyelerinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Serum leptin seviyesini belirlemek i¢in ELISA kiti ile birlikte gelen deney
protokolii uygulandi. Analzilere baslamadan once kit icinde bulunan 4000 pg/ml
konsantrasyona sahip standart, diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak;

1. Standart (S1) 4000 pg/ml,

2. Standart (S2) 2000 pg/ml

3. Standart (S3) 1000 pg/ml,

4. Standart (S4) 400 pg/ml,

5. Standart (S5) 200 pg/ml,

6. Standart (S6) 100 pg/ml final konsatrasyonlara sahip olacak sekilde diliie edildi (Sekil
3.16)
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Sekil 3.16. Serum leptin ELISA standart soliisyonunun diliie edilmesi.

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu

ELISA Kit plagina Sekil 3.17’de gosterildigi gibi pipetlendi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A S1 S1 1 1 9 9 17 | 17 | 25 | 25 | 33 | 33
B S2 S2 2 2 10 | 10 | 18 | 18 | 26 | 26 | 34 | 34
C S3 S3 3 3 11 | 11 | 19 | 19 | 27 | 27 | 35 | 35
D S4 S4 4 4 12 | 12 | 20 | 20 | 28 | 28 | 36 | 36
E S5 S5 5 5 13 | 13 | 21 | 21 | 29 | 29 | 37 | 37
F S6 S6 6 6 14 | 14 | 22 | 22 | 30 | 30 | 38 | 38
G BLK|BLK| 7 7 15 | 15 | 23 | 23 | 31 | 31 | 39 | 39
H BLK|BLK| 8 8 16 | 16 | 24 | 24 | 32 | 32 | 40 | 40

Sekil 3.17. Serum leptin diizeyinin belirlenmesinde kit plaginin diizeni.
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Analiz igin kit plagmin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA

analiz protokolii uygulandi.

Standartlar, kontroller, diliisyon bufferlar1 ve diliie edilmis 6rnekler 100
ul hacminde plak diizeninde gosterildigi sekilde pipetlendi (Sekil 3.17).
Plaka oda sicakliginda (25 °C) 1 saat inkiibe edildi ve mikroplate
calkalayicida 300 rpm’de calkalandi.

Yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0.35 ml) plak 3 defa yikandi. En son
yikamadan sonra plaka kagit havluya ters ¢evrilerek vuruldu.

Isaretli antikordan tiim kuyucuklara 100 ul eklendi.

Tekrar plak oda sicakliginda (25 °C) 1 saat inkiibe edildi ve mikroplate
calkalayicida 300 rpm’de calkalanda.

Tekrar yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0.35 ml) plak 3 defa yikandi.
En son yikamadan sonra plaka kagit havluya ters ¢evrilerek vuruldu.

Tiim kuyucuklara 100 pl Streptavidin-HRP konjuge soliisyonu eklendi.
Tekrar plak oda sicakliginda (25 °C) 30 dakika inkiibe edildi ve
mikroplate calkalayicida 300 rpm’de ¢alkalandi.

Plak tekrardan yikama soliisyonu ile (her kuyucuga 0.35 ml) 3 defa
yikandi. En son yikamadan sonra plaka kagit havluya ters cevrilerek
vuruldu.

Her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklendi ve plak alimunyum
folyoyla sarilarak giin 15181 almasi engellendi.

Plak 15 dakika (10-20 dakika arasi uygun) oda sicakliginda inkiibe edildi.
Renk gelisimini durdurmak i¢in 100 pl stop soliisyonu (tiim kuyucuklara)
eklendi.

450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapildi.

3.7.3.2. Serum Ghrelin Seviyelerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Sicanlarin serum ghrelin seviyesini belirlemek i¢cin ELISA Kkiti ile birlikte gelen

deney protokolii uygulandi. Analizlere baslamadan once kit i¢inde bulunan 10 ng/mL

konsantrasyona sahip standart, diliisyon buffer soliisyonu kullanilarak;
1. Standart (S1) 10 ng/mL,
2. Standart (S2) 5 ng/mL,
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3. Standart (S3) 2.5 ng/mL,

4. Standart (S4) 1.25 ng/mL,

5. Standart (S5) 0.63 ng/mL,

6. Standart (S6) 0.31 ng/mL,

7. Standart (S7) 0.16 ng/mL, final konsatrasyonlara sahip olacak sekilde diliie edildi
(Sekil 3.18).

S00pul S500pul

Standard

| 2 3 4 5 6 7 8 Tip
10 5 2.5 1.25 0.63 031  0.16 0 ng/mL

Sekil 3.18. Serum ghrelin ELISA kit standartinin diliie edilmesi.

Hazirlanan standartlar, numuneler, ELISA tamponu ve antikor, 96 kuyucuklu

ELISA kit plagina Sekil 3.19°da gosterildigi gibi pipetlendi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

S1 SI1 N1 NI N9 N9 N17 N17 N25 N25 N33 N33
S2 S2 N2 N2 N10 N10 N18 N18 N26 N26 N34 N34
S S3 N3 N3 NI11 NI11 N19 NI19 N27 N27 N35 N35
S4 S4 N4 N4 NI12 N12 N20 N20 N28 N28 N36 N36
S5 S5 N5 N5 NI13 N13 N21 N21 N29 N29 N37 N37
S6 S6 N6 N6 N4 N14 N22 N22 N30 N30 N38 N38
S7 S7 N7 N7 N15 N15 N23 N23 N31 N31 N39 N39
BLK BLK N8 N8 N16 N16 N24 N24 N32 N32 N40 N40

I O M m OO w >

Sekil 3.19. Serum leptin diizeyinin belirlenmesinde kit plagimin diizeni. (S: Standart

eklenen kuyucuk, BLK: Bos kuyucuk, N: Serum numunesi).
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Analiz i¢in kit plaginin diizeni saglandiktan sonra asagida belirtilen ELISA
analiz protokolii uygulandi.
e 50 pl standart ve 6rnekler ELISA plagina eklendi.
e Her kuycuga 50 pul kit igerisinde gelen Biyotinilat eklendi.
e Plak 45 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
e Aspirasyon ve yikama iglemi 3 defa tekrarlandi.
e Her kuycuga kit igerisinde HRP Conjugate’tan 50 pul eklendi.
e Plak 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
e 5 kez aspire ve yikama islemi uygulandi.
e 90 pl substrate Reagent eklendi.
e Plak 15 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
e Renk gelisimini durdurmak i¢in 50 pl stop soliisyonu (tiim kuyucuklara)
eklendi.
e 450 nm dalga boyunda ELISA plate okuyucusunda okuma yapildi.

3.7.3.3. Serum Metabolik Parametrelerin (TG, LDL, HDL, Total kolestrol,

Glukoz) Fotometrik Yontemle Belirlenmesi

Fotometrik yontem; ¢ozelti i¢indeki madde miktarinin, ¢ozeltiden gegen veya
¢ozeltinin tuttugu 151k miktarindan faydalanarak belirlenmesi temeline dayanan bir
yontemdir. Hayvanlarin serum TG, total kolestreol, HDL ve LDL diizeyleri Cobas
Integra 1600 tam otomatik biyokimya analizatér (Roche Diagnostics, Mannheim,

Almanya) kullanilarak belirlendi.

3.7.4. Verilerin Istatistiksel Analizi

Analizlerde IBM SPSS Statistics 22.0 for Windows paket programi kullanilda.
Normal dagilima uygunluk Shapiro Wilk testi ile incelendi. Nicel degiskenlerin gruplar
aras1 karsilastirilmalarinda Kruskal Wallis H testi kullanildi. Onemli farklilik
belirlendiginde c¢oklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
gerceklestirildi. Nicel veriler ortanca (en kiiciik-en biiylik) ile 6zetlendi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlara Icv Irisin Uygulanmasinin Yem Tiiketimi Uzerine Etkileri

4.1.1. Gruplar Aras1 Yem Tiiketimindeki Farkhliklar

Gruplardaki siganlarin deneyin 1. asamasindaki (1-7.gilinler) ortalama giinliik
tiikkettikleri yem miktarlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.1’de gosterilmistir. Calismanin bu

asamasinda gruplarda yer alan sicanlarin yem tiiketim miktarlari istatistiksel olarak

farklilik gostermedi (p>0.05).

Tablo 4.1. Gruplardaki hayvanlarin operasyon 6ncesinde tiikettikleri yem miktari.

1-7. giinler
Gruplar n Ortalama Yem Tiiketimi (g/giin) p
Kontrol 10 18.00 (15.16-20.83)
Sham 10 18.06 (17.00-21.00)
_ 0.688
10 nM Irisin 10 17.81 (16.62-19.37)
100 nM Irisin 10 18.25 (15.12-20.62)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)
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22 7

21 4

20 A

19 A

18 A

17 1

16 A

Giinliik ortalama yem tiiketimi (gr)

15 A

I |

14

Kontrol Sham 10 nM Irisin 100 nM Trisin
1-7. Giinler

Sekil 4.1. Gruplardaki hayvanlarin operasyon oOncesinde tiikettikleri yem miktar

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en
biiyiik) olarak ifade edildi).

Gruplardaki siganlarin cerrahi operasyondan (BIK’lerinin yerlestirilmesi) sonra

(8-14.giinler) ortalama giinliik tiikettikleri yem miktarlart Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de

gosterilmistir. Yem tiiketimleri agisindan gruplar karsilastirildiginda operasyon yapilan

tiim gruplarin kontrol grubuna gore tiikettikleri yem miktarinin azaldigi ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli diizeyde oldugu belirlendi (p<0.0001).

Tablo 4.2. Operasyon sonrasi gruplardaki siganlarin tiikettikleri yem miktari.

8-14. giinler
Gruplar n Ortalama Yem Tiiketimi (g/giin) p
Kontrol 10 18.50 (16.14-21.71)
Sham 10 14.65 (13.50-15.80)"
10 nM Irisin 10 13.88 (12.22-15.00)" 0.0001
100 nM Irisin 10 14.52 (13.37-15.52)"

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.0001)
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22 4

20 A

18 A

16 A

14 A

Giinliik ortalama yem tiiketimi (gr)

12 A

10 T T T T
Kontrol Sham 10 nM Irisin 100 nM Trisin

8-14. Giinler

Sekil 4.2. Operasyon sonrasi gruplardaki sigcanlarin tiikettikleri yem miktart (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kii¢iik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli; *° p<0.0001).

Ozmotik mini pompalarin takilmasindan (kontrol hari¢) sonra (15-21. giinler)
gruplar arasinda yem tiiketimlerinde meydana gelen degisimler Tablo 4.3 ve Sekil
4.3’de sunulmustur. Kontrol grubu ile Sham grubu karsilastirildiginda gruplarin yem
tiketimleri agisindan farklilik olmadigr goriildi. Hem 10 hem de 100 nM irisin
uygulanan gruplar sham ve kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda, irisin uygulamasinin

hayvanlarin yem tiiketimini arttirdigi goriildi (p<0.0001).
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Tablo 4.3. Inflizyon doéneminde gruplardaki hayvanlarin giinliik ortalama yem

tilkketimleri.
15-21. giinler
Gruplar n Ortalama Yem Tiiketimi (g/giin) p

Kontrol 10 18.94 (17.02-21.62)

Sham 10 18.00 (16.52-18.74)

—— . 0.0001

10 nM Irisin 10 22.12 (20.25-24.85)

100 nM Irisin 10 22.75 (20.94-24.22)"

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.0001)

26 1

24

22 4

20 A

Giinlikk ortalama yem tiiketimi (gr)

18 A

1

16

Kontrol Sham 10 nM Irisin 100 nM Irisin
15-21. Ginler

Sekil 4.3. Infiizyon doneminde gruplardaki hayvanlarin giinliik ortalama yem

tiketimleri (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullamlarak yapildi. Coklu

karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en

kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.0001).
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4.1.2. Grup I¢i Yem Tiiketimindeki Farklihklar

Kontrol grubundaki hayvanlarin kendi iginde 1-3. haftalarda tiikettikleri ortalama
yem miktarlari Tablo 4.4 ve Sekil 4.4°de gosterilmistir. Kontrol grubundaki sicanlarin
ilk hafta tiikettikleri ortalama yem miktarlariin 2. ve 3. haftalarda tiikettikleri yem
miktarlari ile benzer diizeyde oldugu goriildii (p>0.05).

Tablo 4.4. Kontrol grubundaki hayvanlarin 21 giinliik ortalama yem tiiketimi.

Kontrol
Giinler n Ortalama Yem Tiiketimi (g/giin) p
1-7. 10 18.00 (15.16-20.83)
8-14. 10 18.50 (16.14-21.71) 0.567
15-21. 10 18.94 (17.02-21.62)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)
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28 -
24 -
N W
16 -
12

81 A

Gunliuk yem tiketimleri (gr)

4 - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

24 -

22

20 A

18 ~

16 A

14 ~

Ortalama yem tiketimleri (gr)

12 A

1-7. Glunler 8 - 14. Glnler 15 - 21. Ginler

10

Kontrol Grubu

Sekil 4.4. Kontrol grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik (B)

ortalama yem tiiketim miktarlar1 (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak

yapildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi).

Sham grubundaki hayvanlarin kendi i¢inde operasyondan oncesi (1-7. giinler),
operasyon sonrasi (8-14. giinler) ve infiizyon (15-21. giinler) donemlerinde tiikettikleri
ortalama yem miktarlar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.5’de gosterilmistir. Sham grubundaki
hayvanlarin cerrahi operasyon oncesi tiikettikleri yem miktarmin (1-7. giinler), beyin
inflizyon kitlerinin yerlestirilmesiyle (8-14. giinler) anlamli diizeyde azaldig: belirlendi
(p<0.001). yBOS infiizyonu yapildigi dénemde ise (15-21. giinler) yem tiiketimlerinin

cerrahi operasyon oncesi donemdeki ile benzer diizeyde oldugu gézlendi (p>0.05).

48



Tablo 4.5. Sham grubundaki hayvanlarin 21 giinliik yem tiikketimi.

Sham
Giinler n| Ortalama Yem Tiiketimi (g/giin) p
1-7. 10 18.06 (17.00-21.00)
8-14. 10 14.65 (13.50-15.80)° | 0.0001
15-21. 10 18.00 (16.52-18.74)*

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.0001)

28 1 Cerrahi Operasyonlar Beyin infiizyon Kitlerinin | Ozmotik Mini Pompalarin
Oncesi Yerlestiriimesi Yerlesgtiriimesi

24 +
20 A
16 A
12 A

g4 A

GinlUk yem tiketimleri (gr)

4 - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

24 +

22 A

20 A

18 A

16 A

Ortalama yem tiketimleri (gr)

14 -

12 +

1-7. Giinler H 8 - 14. Giinler H 15-21. Giinler

10

Sham Grubu

Sekil 4.5. Sham grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik (B)

ortalama yem tiiketim miktarlar1 (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak

yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler
ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.0001).
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10 nM irisin uygulanan hayvanlarin operasyon oOncesi (1-7. giinler), BiK
yerlestirildikten sonra (8-14. giinler) ve inflizyon donemindeki (15-21. giinler)
tiikkettikleri ortalama yem miktarlar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir. 10 nM
irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin giinliik tiikettikleri yem miktarinin BIK’lerinin
yerlestirilmesine bagli olarak azaldigi (p<0.0001), irisin uygulamasina bagli olarak ise

onemli seviyede artis gosterdigi belirlendi (p<0.0001).

Tablo 4.6. 10 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin 21 giinliik yem tiiketimi.

10 nM Irisin
Giinler n| Ortalama Yem Tiiketimi (g/giin) p
1-7. 10 17.81 (16.62-19.37)
8-14. 10 13.88 (12.22-15.00)° | 0.0001
15-21. 10 22.12 (20.25-24.85)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkl; ®p<0.05, °p<0.05;
1-7.giinlere kiyasla, °p<0.0001; 15-21.giinlere kiyasla, °p<0.05; 1-7.giinlere kiyasla, °p<0.0001; 8-
14.glinlere kiyasla)
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Cerrahi Operasyonlar Beyin infiizyon Kitlerinin | Ozmotik Mini Pompalarin
28 - Oncesi Yerlestiriimesi Yerlestiriimesi

81 A

Gunliuk yem tiketimleri (gr)

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin
28 A
26 A

24 +

22 A

20 A

18 ~

16 A

Yem tiiketimleri (gr)

14 1
12{ B

10 1 1-7. Ginler 8 - 14. Giinler 15 - 21. Giinler

10 nM Irisin Grubu

Sekil 4.6. 10 nM irisin grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik

(B) ortalama yem tiiketim miktarlari (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi

kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b ve c birbirinden farkls;
p<0.05; "p<0.05; 1-7. giinlere kiyasla, °p<0.0001; 15-21. giinlere kiyasla, °p<0.05; 1-7. giinlere kiyasla,
‘p<0.0001; 8-14. giinlere kiyasla).

100 nM irisin uygulanan hayvanlarin deney siiresince yem tiiketimi miktarlarinda

meydana gelen degisiklikler Tablo 4.7 ve Sekil 4.7°de gosterilmistir. 100 nM irisin

uygulanan gruptaki hayvanlarin giinliik tiikettikleri yem miktarmimn BIK lerinin
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yerlestirilmesine bagl olarak azaldigi (p<0.0001), irisin uygulamasina bagh olarak ise

onemli seviyede artig gosterdigi goriildii (p<0.0001).

Tablo 4.7. 100 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin 21 giinlik yem tiiketimi.

100 nM {risin
Giinler N Ortalama Yem Tiiketimi (g/giin) p
1-7. 10 18.25 (15.12-20.62)°
8-14. 10 14.52 (13.37-15.52)° | 0.0001
15-21. 10 22.75 (20.94-24.22)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli; ®p<0.05, °p<0.05;
1-7.giinlere kiyasla, p<0.0001; 15-21.giinlere kiyasla, °p<0.05; 1-7.giinlere kiyasla, °p<0.0001; 8-
14.giinlere kiyasla)
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32 7 Cerrahi Operasyonlar Beyin inflizyon Kitlerinin Ozmotik Mini Pompalarin
28 - Oncesi Yerlestiriimesi Yerlestirimesi

24 4
20 A
16 A
12 A
81 A
4]

GUnlik yem tuketimleri (gr)

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

(o8]

28 A

26 A

24 4

22 A

20 A

18 A

16 A

Yem tiketimleri (gr)

14 A

12 A

10 1 1-7. Giinler H 8 - 14. Giinler H 15 - 21. Giinler

100 nM Irisin Grubu

Sekil 4.7. 100 nM irisin grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik

(B) ortalama yem tliketim miktarlar1 (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi

kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkls;
#p<0.05, "p<0.05; 1-7. giinlere kiyasla, ®p<0.0001; 15-21. giinlere kiyasla, °p<0.05; 1-7. giinlere kiyasla,
‘p<0.0001; 8-14. giinlere kiyasla).

4.2. Sicanlara Icv Irisin Uygulanmasiin Viicut Agirhg Uzerine Etkileri

4.2.1. Gruplar Aras1 Viicut Agirhginda Meydana Gelen Farkhiliklar

Gruplardaki sigcanlarin deneyin I. asamasindaki (1-7. giinler) ortalama viicut

agirliklart Tablo 4.8 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir. Viicut agirliklar1 agisindan gruplar
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karsilastirildiginda deneyin bu asamasinda agirlik yoniinden istatistiksel bir farklilik

olmadigi belirlendi (p>0.05).

Tablo 4.8. Gruplardaki hayvanlarin operasyon oOncesi donemdeki ortalama viicut

agirliklari.
1-7. giinler
Gruplar n Ortalama Viicut Agirhg (g) p
Kontrol 10 291.75 (253.00-323.66)
Sham 10 291.00 (242.00-317.00) 0.991
10 nM Irisin 10 283.18 (229.75-324.75)
100 nM Irisin 10 288.75 (233.50-327.00)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)

340

320 A

300 A

280 A

260 A

Otalama viicut Agirhg (gr)

240 A

220 T T T T
Kontrol Sham 10 oM Irisin 100 nM {risin

1-7. Giinler

Sekil 4.8. Gruplardaki hayvanlarin operasyon oncesi donemdeki ortalama viicut

agirliklari (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en
kiigtik-en biiyiik) olarak ifade edildi).
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Gruplardaki sicanlarin deneyin II. asamasindaki (8-14. giinler) ortalama viicut
agirliklar1 Tablo 4.9 ve Sekil 4.9’da gosterilmistir. Deneyin bu asamasinda viicut
agirliklar agisindan gruplar karsilastirildiginda, operasyona bagli olarak sham ve irisin
gruplarinda kontrole kiyasla viicut agirliginin azaldigi ancak bu azalmanin istatistiksel

olarak anlamli olmadig: goriildii (p>0.05).

Tablo 4.9. Gruplardaki hayvanlarin operasyon sonrasi donemdeki ortalama viicut

agirliklar.
8-14. giinler
Gruplar n Ortalama Viicut Agirhg: p
Kontrol 10 284.06 (247.77-318.98)
Sham 10 270.65 (215.34-297.41)
10 nM Irisin 10 273.60 (211.32-299.05) 0.463
100 nM Irisin 10 273.52 (208.47-301.91)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)

340 q

320 A

300 A

280 A

260 A

Otalama viicut agirlig: (gr)

240 A

220 A

200 T T T T
Kontrol Sham 10 nM Irisin 100 nM Irisin

8-14. Ginler

Sekil 4.9. Gruplardaki hayvanlarin operasyon sonrast donemdeki ortalama viicut

agirliklar1 (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en

kiiglik-en biiylik) olarak ifade edildi).
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Gruplardaki sicanlarin deneyin III. asamasindaki (15-21. giinler) ortalama viicut
agirliklart Tablo 4.10 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla diger
gruplarda yer alan hayvanlarin ortalama viicut agirliklar1 azaldi. Sham grubuna kiyasla
irisinin uygulanan her iki konsantrasyonun da si¢anlarin viicut agirligimi arttirdigi
gorildii. Ancak yapilan istatistiksel analiz sonucu viicut agirliginda meydana gelen bu

artma ve azalmalarin anlamli olmadig: tespit edildi (p>0.05).
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Tablo 4.10. Gruplardaki hayvanlarin inflizyon donemindeki ortalama viicut agirliklari.

15-21. giinler
Gruplar n Ortalama Viicut Agirhg p
Kontrol 10 288.06 (251.04-319.48)
Sham 10 273.80 (220.94-297.72)
10 nM Irisin 10 280.45 (224.45-307.60) 004
100 nM Irisin 10 281.15 (220.87-312.44)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)

340 q

320 A

300 A

280 A

260 A

Ortalama viicut agirhg (gr)

240 A

220 A

200 T T T T
Kontrol Sham 10 nM Irisin 100 nM Irisin

15-21. Gilinler

Sekil 4.10. Gruplardaki hayvanlarin inflizyon dénemindeki ortalama viicut agirliklari

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en
biiyiik) olarak ifade edildi).

4.2.2. Grup li¢i Viicut Agirhginda Meydana Gelen Farkhliklar

Kontrol grubundaki hayvanlarin 1-3. haftalardaki ortalama viicut agirliklart
Tablo 4.11 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir. Sicanlarin ilk haftaki viicut agirliklariin 2.
ve 3. haftalar kiyasla daha az oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli

olmadig: goriildii (p>0.05).
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Tablo 4.11. Kontrol grubundaki hayvanlarin 21 giinliik viicut agirliklari.

Kontrol
Giinler n Ortalama Viicut Agirhg (g/giin) p
1-7. 10 291.75 (253.00-323.66)
8-14. 10 289.06 (247.77-318.98) | 0.857
15-21. 10 288.06 (251.04-319.48)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)

310

300 -

290 -

280 -

Gunluk vucut agirliklar (gr)

A

270 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

320 A

300 -

280 -

260 -

|

] 1-7. Ginler H 8 - 14. Ginler H 15-21.GUnIer‘

Ortalama viicut agirliklari (gr)

2404 B

220
Kontrol Grubu

Sekil 4.11. Kontrol grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik (B)

ortalama viicut agirliklar1 (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi.

Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca

(en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi).
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Sham grubundaki hayvanlarin deney siiresince ortalama viicut agirliklar1 Tablo

4.12 ve Sekil 4.12°de gosterilmistir. Sigcanlarin ilk haftaya kiyasla viicut agirliklarinin 2.

ve 3. haftalarda 6nemli diizeyde azaldig1 belirlendi (p<0.001).

Tablo 4.12. Sham grubundaki hayvanlarin 21 giinliik viicut agirliklari.

Sham
Giinler n Ortalama Viicut Agirhg (g/giin) p
1-7. 10 291.00 (242.00-317.00)°
8-14. 10 270.65 (215.34-297.41)° | 0.0001
15-21. 10 273.80 (220.94-297.72)>°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkl; ®p<0.001;8-14.
giinlere kiyasla, *p<0.05;15-21. giinlere kiyasla, °p<0.001, °p<0.05)
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310 A Cerrahi Operasyonlar Beyin infiizyon Kitlerinin Ozmotik Mini Pompalarin
Oncesi Yerlestirilmesi Yerlestirilmesi

300 -
290 -
280 A
270 A

260 { A

GUnldk vucut agrirliklari (gr)

250 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Giin

320 A

b,c

300 -

280 -

260 A
240 A _{

2201 B 1

Ortalama vicut agirliklari (gr)

200 1-7. Giinler H 8 - 14. Ginler H 15 - 21. Giinler

Sham Grubu

Sekil 4.12. Sham grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik (B)

ortalama viicut agirliklar (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullamlarak yapildi.

Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca
(en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli; ®p<0.001; 8-14. giinlere kiyasla,
p<0.05;15-21. giinlere kiyasla, °p<0.001, “p<0.05).
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10 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin 1-3. haftalardaki ortalama viicut

agirliklar1 Tablo 4.13 ve Sekil 4.13°de gosterilmistir. Siganlarin ilk haftaya kiyasla viicut

agirhiklarinin 2. haftada azalma gosterdigi belirlendi (p<0.001). Ugiincii haftada ise

viicut agirhi@inin 2. haftaya kiyasla onemli diizeyde arttigi (p<0.001) ve ilk hafta ile

benzer diizeye geldigi goriildii.

Tablo 4.13. 10 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin 21 giinliik viicut agirliklari.

10 nM Irisin

Giinler n Ortalama Viicut Agirhg (g/giin) p
1-7. 10 283.18 (229.75-324.75)*
8-14. 10 273.60 (211.32-299.05)° | 0-0001
15-21. 10 280.45 (224.45-307.60)*

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.0001)

61



310 ~ Cerrahi Operasyonlar Beyin Infiizyon Kitlerinin Ozmotik Mini Pompalarin
Oncesi Yerlestiriimesi Yerlesgtiriimesi

300 -
290 -
280 -
270 A

260 4 A

Gunlik vucut agrrliklari (gr)

250 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

340 A

a
320 - T

300 -

280 -

260 -

240 A

Ortalama viicut agirliklari (gr)

2204 B

200 1-7.Ginler || 8-14.Ginler ||  15-21. Giinler

10 nM Irisin Grubu

Sekil 4.13. 10 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve

haftalik (B) ortalama viicut agirliklar1 (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi
kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile

degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkly; ab

p<0.0001).
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100 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin deney siiresince ortalama viicut

agirliklar1 Tablo 4.14 ve Sekil 4.14’de gosterilmistir. Siganlarin 1-7. giinlere kiyasla

viicut agirliklarmin 8-14. gilinlerde azalma gosterdigi belirlendi (p<0.005). 15-21.

giinlerde ise viicut agirliginin 8-14. giinlere kiyasla 6nemli diizeyde arttigi (p<0.005) ve

1-7. glindekine benzer diizeye geldigi goriildi (p>0.05).

Tablo 4.14. 100 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin 21 giinliik viicut agirliklari.

100 nM irisin

Giinler n Ortalama Viicut Agirhg (g/giin) p
1-7. 10 288.75 (233.50-327.00)
8-14. 10 273.52 (208.47-301.91)° | 0.002
15-21. 10 281.15 (220.87-312.44)*

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.005)
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320 1 Cerrahi Operasyonlar Beyin Infiizyon Kitlerinin Ozmotik Mini Pompalarin
310 - Oncesi Yerlestiriimesi Yerlestiriimesi

300 A
290 -
280 -
270 A

GUnldk vucut agrrliklari (gr)

260 A A

250 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

340 A

a
320 A T

300 -

0

280 -

260 -

240 A

Ortalama vucut agirliklari (gr)

220 A

200 A

1-7. Ginler \ ] 8 - 14. Giinler \ ] 15 - 21. Giinler

180

100 nM Irisin Grubu

Sekil 4.14. 100 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve

haftalik (B) ortalama viicut agirliklar1 (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi
kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile

degerlendirildi. Degerler ortanca (en kii¢iik-en biilyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkls;
“Pp<0.005).

4.3. Tcv Irisin Uygulanmasiin Su Tiiketimi Uzerine Etkileri
4.3.1. Gruplar Arasi Su Tiiketiminde Meydana Gelen Farklhiliklar
Gruplarin 1-7. giinlerdeki ortalama su tiiketim miktarlar1 Tablo 4.15 ve Sekil

4.15°de gosterilmistir. Sicanlarin ilk 7 giinliik su tiiketim diizeyleri arasinda herhangi bir

farkliligin olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Tablo 4.15. Gruplardaki hayvanlarin operasyon oncesinde tiikettikleri su miktari.

1-7. giinler
Gruplar n Ortalama Su Tiiketimi (mL) p
Kontrol 10 15.2 (13-16.9)
Sham 10 14.85 (13.29-16.86)
_ 0.255
10 nM Irisin 10 14.2 (13-15.6)
100 nM Irisin 10 15.3 (12.6-17.6)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)

18 1

17 4

16 A

15 A

1] J l

13 A

Giinliik ortalama su tiiketimi (mL)

12 T T T T
Kontrol Sham 10 nM Irisin =~ 100 nM Irisin

1-7. Giinler

Sekil 4.15. Gruplardaki hayvanlarin operasyon oncesinde tiikettikleri su miktar1 (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en bilyiik)
olarak ifade edildi).

Gruplarin operasyon sonrasinda ortalama su tiikketim miktarlar1 Tablo 4.16 ve
Sekil 4.16’da  gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla BIK takilan gruplar

karsilastirildiginda su tiiketim miktarlarinin 6nemli dl¢lide azaldigi belirlendi (p<<0.001).
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Tablo 4.16. Gruplardaki hayvanlarin operasyon sonrasi tiikkettikleri su miktart.

8-14. giinler
Gruplar n Ortalama Su Tiiketimi (mL) p
Kontrol 10 14.9 (14-17.7)*
Sham 10 11.42 (10.29-12.43)°
_ — 0.0001
10 nM Irisin 10 9.9 (8.9-11)
100 nM Irisin 10 10.65 (9.9-11.7)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.0001)

20 A

18 A

16 A

14 4

12 A

Giinliik ortalama su tiiketimi (mL)

10 A

8 T T T T
Kontrol Sham 10 oM Irisin 100 nM Irisin

8-14. Glnler

Sekil 4.16. Gruplardaki hayvanlarin operasyon sonrasi tilikettikleri su miktar1 (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.0001).

Gruplarim inflizyon donemindeki ortalama tlikettikleri su miktarlar1 Tablo 4.17

ve Sekil 4.17°da gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonrasinda gruplar arasinda

herhangi bir farklilik goriilmedi (p>0.05).
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Tablo 4.17. Gruplardaki hayvanlarin inflizyon doneminde tiikettikleri su miktari

15-21. giinler
Gruplar n Ortalama Su Tiiketimi (mL) p
Kontrol 10 15.1 (13.7-17.3)
Sham 10 14.42 (13.43-16.14)
. 0.640
10 nM Irisin 10 15 (14-17)
100 nM Irisin 10 14.75 (13.4-16)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)

18 4
,g 17 -
£
o]
% 161
2
g
S 15
£
o
S . l 1
13 T T T T
Kontrol Sham 10 oM Irisin 100 nM Irisin
15-21. Giinler

Sekil 4.17. Gruplardaki hayvanlarin infiizyon doneminde tiikettikleri su miktar1

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en
biiyiik) olarak ifade edildi).

4.3.2. Grup ic¢i Su Tiiketiminde Meydana Gelen Farklihklar

Kontrol grubundaki hayvanlarin 1-3. haftalardaki ortalama su tiketim miktarlart
Tablo 4.18 ve Sekil 4.18’de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu deney
boyunca kontrol grubundaki siganlarin su tiikketim diizeyleri arasinda bir farkliligin

olmadig1 belirlendi (p>0.05).
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Tablo 4.18. Kontrol grubundaki hayvanlarin 21 giinliik su tiikketimi

Kontrol
Giinler n Ortalama Su Tiiketimi (mL/giin) p
1-7. 10 15.21 (13-16.85)
8-14. 10 14.92 (14-17.71) | 0.598
15-21. 10 15.14 (13.71-17.28)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi.)

18 1~

14 -

A

Guinllk su tiketimleri (mL)

12 - T T

20 1

18 A

16 A

14 A

Ortalama su tiketimleri (mL)

121 B

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

1-7. Gunler

8 - 14. Giinler \ ]

15 - 21. Giinler \

10

Kontrol Grubu

Sekil 4.18. Kontrol grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik (B)

ortalama su tiiketimleri (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi.

Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi).
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Sham grubundaki hayvanlarin kendi iginde operasyondan 6ncesi (1-7. giinler),
operasyon sonrasi (8-14. giinler) ve inflizyon (15-21. giinler) donemlerinde tiikettikleri
ortalama su miktarlar1 Tablo 4.19 ve Sekil 4.19°da gosterilmistir. Sham grubundaki
hayvanlarin cerrahi operasyon dncesi tiikettikleri su miktarmin (1-7. giinler), BiK’lerin
yerlestirilmesiyle (8-14. giinler) anlamli diizeyde azaldig1 belirlendi (p<0.001). yBOS
infiizyonu yapildigi déonemde ise (15-21. giinler) su tiiketimlerinin cerrahi operasyon

oncesi donem ile benzer diizeyde oldugu gézlendi (p>0.05).

Tablo 4.19. Sham grubundaki hayvanlarin 21 giinliik su tiikketim miktarlari.

Sham
Giinler n Ortalama Su Tiiketimi (mL/giin) p
1-7. 10 14.85 (13.28-16.85)°
8-14. 10 11.42 (10.28-12.42)" | 0.0001
15-21. 10 14.42 (13.42-16.14)

cgerier ortanca (en Uucuk-cn ou olarak 1rade edaildi. a ve 1ro1rmaen rarkii; 'p< .
(Degerl (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkls; *’p<0.001)
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18 ~
16 A
14 A
12 A
10 A
8
6 -

Gunliik su tuketimleri (mL)

A A

2 - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin
20 q

18 A

16 A

14 -

12 A

Ortalama su tiiketimleri (mL)

B T
10 -

1-7. Giinler H 8 - 14. Giinler H 15 - 21. Giinler

Sham Grubu

Sekil 4.19. Sham grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik (B)

ortalama su tiiketimleri (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullamlarak yapildi.

Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca

€n Kuguk-en buyu olarak 1rade edaildi. a ve 1rorimden 1ar 1;'p<. .
(en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkls; *°p<0.001)

10 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin 1-3. haftalardaki ortalama su
tilketim miktarlar1 Tablo 4.20 ve Sekil 4.20°de gosterilmistir. Sicanlarin ilk haftaya
kiyasla su tiiketimlerinin 2. haftada azalma gosterdigi belirlendi (p<0.0001). Ugiincii
haftada ise su tiikketimlerinin 2. haftaya kiyasla 6nemli diizeyde arttig1 (p<<0.0001) ve ilk
hafta ile benzer diizeye geldigi goriildi (p>0.05).
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Tablo 4.20. 10 nM irisin grubundaki hayvanlarin 21 giinliik su tiiketim miktarlari.

10 nM Irisin
Giinler n Ortalama Su Tiiketimi (mL/giin) p
1-7. 10 14.21 (13-15.57)* | 0.0001
8-14. 10 9.28 (8.85-11)°
15-21. 10 15 (14-17)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.001)

Glinllk su tliketimleri (mL)

Ortalama su tiketimleri (mL)

18 A
16 A
14 A
12 A
10 ~
g -
6 -
4 -
2

A

20 1

18 A

16 A

14 A

12 A

10 A

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin

1-7. Gunler \ ] 8 - 14. Giinler \ ] 15 - 21. Giinler

10 nM Irisin Grubu

Sekil 4.20. 10 nM irisin grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve haftalik

(B) ortalama su tiiketimleri (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi.

Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca
(en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkls, a’bp<0.001).
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100 nM irisin uygulanan gruptaki hayvanlarin deney siiresince ortalama su
tiiketim miktarlart Tablo 4.21 ve Sekil 4.21°de gosterilmistir. Siganlarin 1-7. giinlere
kiyasla su tiiketim miktarlar1 8-14. giinlerde azalma gosterdi (p<0.01). 15-21. giinlerde
ise su tilketim miktarlarinin 8-14. giinlere kiyasla 6nemli diizeyde arttig1 (p<0.001) ve 1-

7. glinler ile benzer diizeye geldigi belirlendi (p>0.05).

Tablo 4.21. 100 nM irisin grubundaki hayvanlarin 21 giinliik su tiiketim miktarlari.

100 nM irisin
Giinler n Ortalama Su Tiiketimi (mL/giin) p
1-7. 10 15.28 (12.51-17.57)°
8-14. 10 10.64 (9.85-11.71)° | 0.0001
15-21. 10 14.71 (13.42-16)°

cgerier ortanca (en Uucuk-cn ou olarak 1rade edaildi. a ve 1ro1rmaen rarkii; 'p< .
(Degerl (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkls; *°p<0.001)
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18 ~
16 A
14 A
12 A
10 A
8
6 -

Gunliik su tuketimleri (mL)

A A

2 - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Gin
20 q

18 A a

16 A

14 A

12 A

10 A

Ortalama su tiiketimleri (mL)

1-7. Gunler H 8 - 14. Giinler H 15-21.Gi]nler‘

100 nM Irisin Grubu
Sekil 4.21. 100 nM irisin grubundaki hayvanlarin deney siiresince giinliik (A) ve

haftalik (B) ortalama su tiiketimleri (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi

kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiciik-en bilyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkls;
0p<0.01).

4.4. fcv Irisin Uygulanmasmin Serum Leptin ve Ghrelin Uzerine Etkileri

Icv olarak uygulanan irisinin serum leptin seviyesi iizerine etkileri Tablo 4.22 ve
Sekil 4.22°de, serum ghrelin seviyesi lizerine etkileri Tablo 4.23 ve Sekil 4.23°da
gosterilmistir. Uygulanan irisinin her iki konsantrasyonunun kontrol ve sham gruplarina
kiyasla serum leptin seviyesini azalttigi, ghrelin seviyesini ise arttirdigi goriildii
(p<0.0001). Yapilan istatistiksel analiz sonucunda serum leptin ve ghrelin seviyeleri
bakimindan kontrol ve sham gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik olmadig: belirlendi
(p>0.05).
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Tablo 4.22. Icv irisin uygulamasinin serum leptin seviyesi iizerine etkileri.

Gruplar n Serum Leptin Seviyesi (ng/dL) p
Kontrol 10 46.94 (40.25-52.78)*
Sham 10 42.17 (36.11-50.11)°
10 nM frisin 10 22.30 (19.44-27.22)° |  0.0001
100 nM Irisin 10 21.66 (18.48-30.56)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.0001)

55 7

50 A

45 -

40 A

35 4

30 A

Serum leptin seviyesi (ng/dL)

25 A

20 A

15 T T T T
Kontrol Sham 10 nM Trisin -~ 100 nM Irisin

Sekil 4.22. Icv irisin uygulamasmin serum leptin seviyesi {izerine etkileri (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkl; *°p<0.0001).
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Tablo 4.23. Icv irisin uygulamasinin serum ghrelin seviyesi iizerine etkileri.

Gruplar n Serum Ghrelin Seviyesi (ng/mL) p
Kontrol 10 0.28 (0.19-0.30)*
Sham 10 0.21(0.20-0.29)
10 nM Irisin 10 0.40 (0.33-0.49)° |  0.0001
100 nM Irisin 10 0.50 (0.43-0.64)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkl:; *’p<0.0001)

0,7 7

0,6 A

0,5 1

0,4 A

0,3 1

Serum ghrelin seviyesi (pg/mL)

0,2 1

0,1 T T T T
Kontrol Sham 10 oM irisin 100 nM irisin

Sekil 4.23. icv irisin uygulamasinin serum ghrelin seviyesi lizerine etkileri (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kii¢iikk-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.0001).

4.5. fcv Irisin Uygulanmasinin Metabolik Parametreler Uzerine Etkileri
4.5.1. Serum Total Kolesterol Uzerine Etkisi

fcv irisin infiizyonunun serum total kolesterol seviyesi iizerinde meydana

getirdigi etkiler Tablo 4.24 ve Sekil 4.24°de gosterilmistir. Uygulanan irisinin her iki
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konsantrasyonunun da siganlarin total kolesterol seviyesini azalttig1 ancak bu azalmanin

sadece yiiksek doz uygulanan grupta anlamli diizeyde oldugu belirlendi (p<0.05).

Tablo 4.24. icv irisin uygulamasinin serum kolesterol seviyesi iizerine etkileri.

Gruplar n Serum Total Kolesterol Seviyesi (ng/dL) p
Kontrol 10 59.00 (51.6-68.5)*
Sham 10 56.90 (51.4-65.0)
10 nM Irisin 10 55.05 (49.5-60.7)* | 0.005
100 nM Irisin 10 50.80 (44.2-57.5)"

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05)

70 1

65 -

60 -

55 A

50 A
1

40 T T T T
Kontrol Sham 10 nM Irisin 100 nM frisin

Serum total kolestrol seviyesi (ng/dL)

Sekil 4.24. Icv irisin uygulamasinin serum total kolesterol seviyesi iizerine etkileri.

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiglik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05)

4.5.2. Serum HDL Uzerine Etkisi

Irisin inflizyonun serum HDL seviyelerinde meydana getirdigi degisiklikler

Tablo 4.25 ve Sekil 4.25°de gosterilmistir. Irisinin 10 nM’lik uygulanan dozu serum
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HDL seviyesinde anlamli bir degisiklige neden olmazken, 100 nM uygulanan

konsantrasyonu hayvanlarin serum HDL seviyesini anlamli diizeyde artird1 (p<0.05).

Tablo 4.25. icv irisin uygulamasinin serum HDL seviyesi iizerine etkileri.

Gruplar n Serum HDL Seviyesi (ng/dL) p
Kontrol 10 37.40 (31.8-40.2)°
Sham 10 38.30 (32.4-40.8)
10 nM Irisin 10 34.15 (31.3-40.8)° 0.021
100 nM Irisin 10 42.55 (34.9-48.3)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05)

50 1
48 A

46 A

42 1

40 A

38 A

36

Serum HDL seviyesi (mg/dL)

34 4

| 1

30 T T T T
Kontrol Sham 10 nM Trisin 100 nM Irisin

32 A

Sekil 4.25. Icv irisin uygulamasinin serum HDL seviyesi iizerine etkileri (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni

diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkl; *°p<0.05).
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4.5.3. Serum LDL Uzerine Etkisi

[risin infiizyon sonrasi gruplarin serum LDL seviyelerinde meydana gelen
degisiklikler Tablo 4.26 ve Sekil 4.26’da gosterilmistir. Buna gore, irisinin uygulanan
farmakolojik dozu serum LDL seviyesini azaltt1 ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p<0.05).

Tablo 4.26. icv irisin uygulamasinin serum LDL seviyesi {izerine etkileri.

Gruplar n Serum LDL Seviyesi (ng/dL) p
Kontrol 10 11.85 (9.4-13.3)
Sham 10 11.25 (9.3-12.6)
10 nM Irisin 10 11.00 (10.1-12.8)% 0.04
100 nM Irisin 10 10.00 (8.2-10.8)"

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05)

14 1

13 1

12 1

11 ~

10

Serum LDL seviyesi (mg/dL)

7 T T T T
Kontrol Sham 10 nM irisin 100 nM irisin

Sekil 4.26. Icv irisin uygulamasmin serum LDL seviyesi iizerine etkileri (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkl; *°p<0.05).
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4.5.4. Serum Trigliserid Uzerine Etkisi

Fizyolojik ve farmakolojik dozda uygulanan irisinin serum TG seviyesi
lizerindeki etkileri Tablo 4.27 ve Sekil 4.27°de gosterilmistir. Irisin infiizyonu
sonrasinda sicanlarin serum TG seviyesinin azaldigir belirlendi. Fizyolojik irisin
konsantrasyonunda goriilen azalma anlamli diizeyde gerceklesmezken, irisinin
farmakolojik dozunun uygulandigi grupta bu azalma istatistiksel olarak anlamli
diizeydeydi (p<0.01).

Tablo 4.27. icv irisin uygulamasinin serum TG seviyesi iizerine etkileri.

Gruplar n Serum TG Seviyesi (ng/dL) p
Kontrol 10 55.25 (47.90-63.10)
Sham 10 51.75 (46.70-65.10)°
10 nM Irisin 10 49.77 (44.50-64.80)* | 0.0001
100 nM Irisin 10 38.80 (30.50-48.00)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.0001)
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70 1

60 -

50 4

40 A

Serum TG seviyesi (mg/dL)

30 A

20 T T T T
Kontrol Sham 10 nM irisin 100 nM frisin

Sekil 4.27. icv irisin uygulamasinin serum TG seviyesi iizerine etkileri (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni

diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.0001).

4.5.5. Serum Glukoz Uzerine Etkisi
Icv uygulanan irisinin serum glukoz seviyesi iizerindeki etkileri Tablo 4.28 ve
Sekil 4.28’de gosterilmistir. Irisin inflizyonu sonrasinda sicanlarin serum glukoz

seviyesinin istatistiksel olarak arttig1 goriildii (p<0.01).

Tablo 4.28. icv irisin uygulamasinmn serum glukoz seviyesi iizerine etkileri.

Gruplar n Serum Glukoz Seviyesi (mmol/dL) p
Kontrol 10 5.75 (5.18-6.26)*
Sham 10 5.63 (5.12-6.58)*
10 nM Irisin 10 7.42(6.71-8.22)° | 0.0001
100 nM Irisin 10 7.10 (6.37-7.49)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en bityiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.001)
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8,5 1

8,0 1

7,5 1

7,0 A

6,5

6,0

5,5 1

Serum glukoz seviyesi (mmol/L)

5,0 1

4,5 T T T T
Kontrol Sham 10 nM irisin 100 nM lrisin

Gruplar

Sekil 4.28. Icv irisin uygulamasinin serum glukoz seviyesi iizerine etkileri (Verilerin
degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni

diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkl;; *°p<0.001).

4.6. icv Irisin Uygulanmasinin Hipotalamusdaki mRNA Seviyeleri Uzerine
Etkisi

4.6.1. POMC mRNA Seviyesine Etkisi
[risin  uygulamasi sonrasinda hipotalamustaki POMC mRNA ifade
diizeylerindeki degisiklikler Tablo 4.29 ve Sekil 4.29°da verilmistir. Icv irisin

uygulamast POMC mRNA ifadesini sadece 100 nM irisin uygulanan grupta azaltt: ve

meydana gelen bu azalma istatistiksel olarak anlamli diizeydeydi (p<0.05).
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Tablo 4.29. Icv irisin uygulamasmin POMC/B-Aktin mRNA oranina etkisi.

Gruplar n POMC/B-Aktin mMRNA Orani p
Kontrol 10 0.05 (0.04-0.08)?
Sham 10 0.04(0.02-0.12)°
10 nM frisin 10 0.05 (0.04-0.07)* 0.018
100 nM lIrisin 10 0.02 (0.01-0.04)"

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05)

0,157
d

0,137
g
=
A 0,107
% a
o |
)
ﬁ — a
g L 1
R4 0,03 L

A1
0,00
I I ] [ . |
Kontrol Sham Trisin 10 nmol Trisin 100 nmol

Sekil 4.29. icv irisin uygulamasinin POMC/B-Aktin mRNA oranma etkisi (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni

diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkli; *°p<0.05).

4.6.2. NPY mRNA Seviyesine Etkisi

[risin uygulamasinin hipotalamik NPY mRNA ifade diizeylerinde meydana
getirdigi degisiklikler Tablo 4.30 ve Sekil 4.30°da verilmistir. Uygulanan irisinin her iki
konsantrasyon da NPY mRNA ifadesinini kontrol grubuna kiyasla arttirdi (p<0.05).
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Tablo 4.30. Icv irisin uygulamasmin NPY/B-Aktin mRNA oranina etkisi.

Gruplar n NPY/p-Aktin mMRNA Oram p
Kontrol 10 0.17 (0.13-0.23)*
Sham 10 0.24(0.07-0.34)%°
10 nM Irisin 10 0.24 (0.20-0.55)"¢ 0.005
100 nM Irisin 10 0.31 (0.25-0.36)"°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli; **°p<0.05)

0,607

0,50

0,40—
a,b T b.c

= ==
0,307

0,20 —I—

, a
o
0,10

0,00 | I I |
Kontrol Sham Irisin 10 nmol Irisin 100 nmel

NPY/p-Aktin mENA oram

Sekil 4.30. icv irisin uygulamasinin NPY/B-Aktin mRNA oranma etkisi (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a, b ve ¢ birbirinden farkli; **¢p<0.05).

4.6.3. UCP2 mRNA Seviyesine Etkisi

[risin uygulamasinin hipotalamustaki UCP2 mRNA ifade diizeylerinde meydana
getirdigi degisiklikler Tablo 4.31 ve Sekil 4.31°de verilmistir. Irisinin uygulanan her iki

83



konsantrasyonnun da UCP2 mRNA ifade diizeyinde artisa neden oldugu, ancak bu
artisin sadece fizyolojik dozda uygulanan irisinde anlamli artis oldugu belirlendi

(p<0.05).

Tablo 4.31. icv irisin uygulamasinin UCP2/B-Aktin mRNA oranna etkisi.

Gruplar n UCP2/B-Aktin mRNA Orani p
Kontrol 10 0.06 (0.06-0.08)?
Sham 10 0.08(0.06-0.10)*"
10 nM irisin 10 0.14 (0.11-0.15)° | 0.0001
100 nM irisin 10 0.08 (0.08-0.10)*¢

(Degerler ortanca (en kiiiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a, b, ¢ ve d birbirinden farkli; **“%p<0.05)

0,167 c
T

. 0,14
ﬁ A
=
0127
% a.b
£ 0,10 T b.d
)
N =
Sl T
A,
S —

0,06 _ —

0,04 | [ _ I _ I

Kontrol Sham Trisin 10 nmol Irisin 100 nmmol

Sekil 4.31. Icv irisin uygulamasmin UCP2/B-Aktin mRNA oranma etkisi (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiglik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a, b, ¢ ve d birbirinden farkli; **“%p<0.05).
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4.7. fcv Irisin Uygulanmasinin Hipotalamusdaki Protein Seviyeleri Uzerine
Etkisi

4.7.1. POMC Protein Seviyesine Etkisi

[risin  uygulamasi sonrasinda  hipotalamustaki POMC protein ifade
diizeylerindeki degisiklikler Tablo 4.32 ve Sekil 4.32’da verilmistir. Icv irisin
uygulamast POMC protein ifadesini sadece 10 ve 100 nM irisin uygulanan grupta
azaltigi ancak meydana gelen bu azalmanin istatistiksel a¢idan anlamli diizeyde
olmadigi goriildi (p>0.05).

Tablo 4.32. icv irisin uygulamasinin POMC/B-Aktin oranina etkisi.

Gruplar n POMC/B-Aktin Orani p
Kontrol 10 0.9 (0.75-1.09)
Sham 10 0.84(0.87-1.21)
10 nM Irisin 10 0.79 (0.33-1.31) 0.075
100 nM Irisin 10 0.68 (0.34-0.88)

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi)
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PoOMC - 30 kDa
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Sekil 4.32. Icv irisin uygulamasinin POMC/B-Aktin protein oranma etkisinin Western

Blot jel goriintiisii (A) ve POMC bantlarinin densimetrik analizinin gdsterilmesi (B)

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiiciik-en biiyiik) olarak ifade

edildi).
4.7.2. NPY Protein Seviyesine Etkisi

Irisin uygulamasinin hipotalamik NPY protein ifade diizeylerinde meydana
getirdigi degisiklikler Tablo 4.33 ve Sekil 4.33’de verilmistir. Uygulanan irisinin sadece

10 nM’lik konsantrasyonu NPY protein ifadesini istatistiksel olarak anlamli sekilde

arttirdi (p<0.01).
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Tablo 4.33. Icv irisin uygulamasinin NPY/B-Aktin oranima etkisi.

Gruplar n NPY/p-Aktin Orani p
Kontrol 10 0.09 (0.03-0.17)*
Sham 10 0.085(0.03-0.15)*
10 nM Irisin 10 0.34 (0.09-0.66)° |  0.001
100 nM Irisin 10 0.08 (0.04-0.2)*

(Degerler ortanca (en kiigiik-en bilyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *’p<0.01)

A
Kontrol Sham 10nMIrisin 100 nM irisin
NPY R e s
B-Aktin — —— o | a— 43 kDa
B 0.7 b
0.6
L 0.5
g
= 0.4
__E 2
4
Eo,s—
0.0 a
. - a J a
0,1 % %
1 1L
0,0 | | | |

Kontrol Sham 10 nM Irisin = 100 nM Trisin

Sekil 4.33. Icv irisin uygulamasinin NPY/B-AKktin protein oranma etkisinin Western

Blot jel goriintiisii (A) ve NPY bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade
edildi. a ve b birbirinden farkl; *°p<0.01).
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4.7.3. UCP2 Protein Seviyesine EtkKisi
[risin uygulamasinin hipotalamustaki UCP2 protein ifade diizeylerinde meydana
getirdigi degisiklikler Tablo 4.34 ve Sekil 4.34°de verilmistir. Irisinin uygulanan her iki

konsantrasyonun da UCP2 protein ifade diizeyinde artisa neden oldu (p<0.05).

Tablo 4.34. Icv irisin uygulamasmin UCP2/B-Aktin oranina etkisi.

Gruplar n UCP2/B-Aktin Oram p
Kontrol 10 0.54 (0.4-0.85)*
Sham 10 0.63(0.17-1.05)
10 nM TIrisin 10 0.82 (0.73-1.39)° |  0.009
100 nM Irisin 10 0.92 (0.84-1.35)°

(Degerler ortanca (en kiigiik-en biiyiik) olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli; *p<0.05)
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Sekil 4.34. Icv irisin uygulamasmin UCP2/B-AKktin protein oranma etkisinin Western
Blot jel goriintiisii (A) ve UCP2 bantlarmin densimetrik analizinin gosterilmesi (B)

(Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortanca (en kiig¢iik-en biiyiik) olarak ifade

edildi. a ve b birbirinden farkl; *°p<0.05).
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5. TARTISMA

5.1. Irisinin Viicut Agirhgi, Gida Al ve Su Tiiketimi Uzerine Etkileri

Hipotalamus gida alimimin kontroliinde istah merkezi olarak 6nemli bir rol
oynamaktadir (113). Memeli canlilarda ventromedial hipotalamusun tokluk, lateral
hipotalamusun ise aclik sinyallerini alan merkez oldugu bilinmektedir. PVN
lezyonlar1 obezite ile sonug¢lanirken, lateral hipotalamik alan lezyonlar1 anoreksi ile
sonuglanir (114). Kilo kaybina yanit olarak lateral hipotalamik alan ndronlar1 uygun
sekilde aktive edilir ve beraberinde PVN noronlarindan anoreksijenik sinyal
iletiminde meydana gelen azalmayla birlikte gida alimi artar. Enerji dengesi arkuat
¢ekirdekdeki iki noron tipiyle denetlenmektedir. Birinci grup POMC ve kokain-
amfetaminle diizenleyen transkript (CART) salgilayan ndronlar olup, bu ndronlar
besin alimini1 azaltir ve enerji harcanmasini arttirir. Ikinci ndron grubu ise aguti-iliskili
protein (AGRP) ve NPY fiireten noronlardir ve bunlar besin alimini arttirarak enerji
harcanmasini azaltir (113). POMC néronlarindan salinan a-MSH, niikleus traktus
solitaryusa ulasan noral yollar1 aktive eden PVN’deki melanokortin reseptorlerini
(MCR-4) uyarir, bu yolla sempatik aktiviteyi ve enerji harcanmasini arttirir (115).
AGRP ise MCR-4 antagonisti olarak davranir (116). Insiilin, leptin ve kolesistokinin,
AGRP-NPY noronlarin1 baskilayan ve komsu POMC-CART ndéronlarini uyaran
hormonlardir ve bu yolla besin alimimi azaltirlar. Ghrelin ise mideden salgilanarak
AGRP-NPY néronlarint uyarir ve besin aliminda artisa neden olur (89). Beslenme
davranisinda oldugu gibi susama ve su igme davranislarin1 denetleyen ndronal sistem
de beynin hipotalamik bolgesinde yer almaktadir. Viicut sivi homeostazinin
diizenlenmesi hassas bir sekilde ozmoreseptorlerce noral yolla yapilmaktadir (117).
Hipotalamusun SON ve PVN’lerinin ADH sentezinden sorumlu olmasi,
ozmoreseptorlerin  AV3V bolgesinin ve SON’larin yakin alanlarinda yerlesim
gostermesi (89) ve ayrica bu hipotalamik alanlarda dolagimi saglayan BOS’da irisin
varhigmin bildirilmesi (31), su tiiketimi tizerine irisinin de etkili olabilecegini
distindiirmektedir.

Mevecut literatiirlerde kismen viicut agirligiyla irisin iliskilendirilmeye ¢aligilmig
ancak irisinin gida alimi ve su tiiketimi lizerine etkisinin arastirildigi herhangi bir
caligmaya rastlanilmamistir.  Literatiirde irisin  hakkinda bilinenlerin  sayisi

bilinmeyenlerden olduk¢a az olup, yapilan calismalar genellikle farkli hastalik ve
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modellerdeki serum irisin seviyesini belirlemeye yoneliktir. Zhang vd, obez Cinli
erkekler iizerinde yaptiklar bir calismada serum irisin konsantrasyonu ve karaciger TG
diizeyi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu gostermisdir (118). Obez ve obez
olmayan kadin ve erkekler {izerinde yapilan bir ¢alismada, obezlerde obez olmayanlara;
erkeklerde ise kadinlara kiyasla irisin diizeyinin yiiksek oldugu rapor edilmistir (119).
Yapilan bir bagka ¢alismada ise morbid obez bireylerin dolagimdaki irisin seviyeleri
normal kilolu ve anoreksik hastalara kiyasla yiiksek bulunmustur (120). Moreno vd.,
yaptiklar1 ¢alismada irisin diizeyi ile obezite arasinda zit bir iligkinin oldugunu,
dolasimdaki irisin diizeyinin diisiik olmasinin bel ve kalca bolgesinde yaglanmaya sebep
olabilecegini, bunun da obezite ile sonuglanabilecegini ileri siirmiislerdir (121). Ayrica
Tip2 DM hastalarda irisin seviyesinin diisiik oldugu, hemoglobin Alc (HbAZXc) ile irisin
arasinda negatif bir korelasyonun bulundugu bildirilmektedir (122). Bu bulgular
dolagimdaki irisin seviyesiyle bazi metabolizma bozukluklari arasinda 6nemli bir
iliskinin olabilecegini gostermektedir (122). Yiiksel vd., gestasyonel diabetes mellituslu
(GDM) hastalarda maternal ve kordon kaninda irisin diizeyinin kontrole gore diisiik
oldugunu rapor etmistir (123). GDM hastalar iizerinde yapilan diger bir ¢aligmada ise
BOS taki irisin diizeyinin anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir (31). Crujeiras
vd., irisinin insiilin duyarliliginin kontroliinde etkin bir rol alabilecegini vurgulamistir
(124). Ancak bu giine kadar irisin iizerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin
tam bir uyum icerisinde oldugunu sdyleyemeyiz.

Calismamizda ilk olarak tiim gruplardaki sicanlarin (herhangi bir isleme maruz
kalmadan) 1 hafta siiresince glinliik yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklart dlgildii.
Gruplar yem, su tiketimleri ve viicut agirhiklart agisindan  birbirleriyle
karsilastirildiginda, bu donemde gruplar arasinda herhangi bir farkliligin meydana
gelmedigi belirlendi. Bu sonug tiim gruplardaki siganlarin su i¢gme, yeme yonelme ve
beslenme davraniglar1 bakimindan benzer oldugunu gostermektedir.

Kontrol grubu disindaki tiim gruplardaki siganlarin sag lateral ventrikiillerine 7.
giiniin sonunda beyin infiizyon kitleri implante edilerek ayni parametrelerin takibine
devam edildi. 8-14. giinler arasinda beyin infiizyon kiti implante edilen tiim sigcanlarin
ortalama tiikettikleri yem ve su miktarlari ile viicut agirliklari, kontrol grubuna kiyasla
onemli dlcilide azaldi. Operasyon yapilan gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda ise bu
donemde (8-14. giinler arasinda) yem ve su tiiketimleri ile viicut agirliklariin benzer
oldugu goriildii. Ayrica gruplar kendi igerisinde operasyon yapilmadigr haftayla

kiyaslandiginda, yem ve su tiikketimi ile viicut agirliklarinin operasyon sonrasi ilk
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giinlerde 6nemli diizeyde azaldigi, ilerleyen giinlerde ise sicanlarin iyilesmelerine baglh
olarak yem ve su tiikketimi ile viicut agirligimin arttig1 gézlendi. Operasyondan hemen
sonra sicanlarin yem ve su tiiketimi ile viicut agirliginda meydana gelen bu ani
azalmanin, yapilan cerrahi operasyona bagli olarak (agri duyusunu arttirmis olabilir)
ortaya ¢iktigini diisiinmekteyiz. Zamana bagli olarak cerrahi operasyondan kaynaklanan
bu azalmalarin ortadan kalkmasi sonucu 14. giinde sicanlarin yem ve su tiiketimleri 7.
giindekine (operasyon yapilmadan 1 giin Once) benzer tarzdaydi. Sicanlarin
agirliklarinda artis olmasina ragmen operasyondan onceki agirliklarina ulagamadig
gorildii. Bu durum ise sicanlarin yapilan cerrahi operasyonu yaklasik 1 hafta igerisinde
biliyiik oranda tolere edebildiklerini ve iyilesme siirecine girerek yem ve su
tilketimlerinin tekrar normal seviyesine dondiigiinii gostermektedir. Siganlarin yem
tilketiminde meydana gelen bu diizelmeyle birlikte hayvanlarin iyilestigi diisiiniildi ve
14. giiniin sonunda (kontrol grubu haric) cerrahi girisimle BIK’ e bagli kaniiliin diger
ucuna ozmotik mini pompalar baglandi. Yedi giin siiresince (15-21. giinler) sham
grubuna yBOS, uygulama gruplarina ise 10 ve 100 nM irisin inflizyonu (10 pl/saat)
gerceklestirildi. Infiizyon donemi olarak adlandirilan 3. hafta da siganlarm giinliik yem
ve su tiikketimleri ile viicut agirliklarinin 6l¢iimiine devam edildi. Gruplar birbirleriyle
kiyaslandiginda yapilan irisin infiizyonunun yem tiiketimini sham ve kontrol grubuna
kiyasla arttirdigi goriildii. Siganlardaki su tiiketimlerinin irisin inflizyonundan
etkilenmeyerek sham ve kontrol grubu ile benzer tarzda oldugu, viicut agirliklarinin ise
kontrol grubuna kiyasla daha az oldugu ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildii. Irisin uygulanan gruplar sham grubuyla kiyaslandiginda ise viicut
agirliklarmin benzer diizeyde oldugu belirlendi. Irisinin yem ve su tiiketimi ile viicut
agirhginda meydana getirdigi etki daha detayli incelendiginde ise 15. giin si¢anlarin
tilkettikleri yem miktarinin 14. giine kiyasla istatistiksel olarak azaldigi belirlendi.
Meydana gelen bu azalmanin ozmotik mini pompanin beyin infiizyon kitinin kaniiliine
takilmas1 i¢in yapilan ikinci cerrahi girisimden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Sicanlar, inflizyondan Once tiikettikleri yem ve su miktarlart ile viicut agirliklar
acisindan karsilagtirildiginda ise irisinin yem tiiketimini 6nemli dl¢iide arttirdigi, viicut
agirhigi ve su tiikketimini ise etkilemedigi belirlendi. Icv irisin uygulanmasinin siganlarda
yem tiiketimi ve viicut agirligi tizerine meydana getirdigi etki detayli incelendiginde, her
iki irisin dozu arasinda (10 nM ve 100 nM) bir farkliligin olmadigi goriildi. Sonug
olarak merkezi uyguladigimiz irisinin hem fizyolojik hemde farmakolojik

konsantrasyonda sicanlarin yem tiikketimini arttirdigi, ancak artan yem tiikketimine
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ragmen viicut agirhgmin bu artistan etkilenmedigi belirlendi. Calismamiz bu bakimdan

0zglindiir ve sonuclarimiz literatlirde bu yonde elde edilen ilk bulgulardan biridir.

5.2. risinin Serum Leptin ve Ghrelin Hormonlar1 Uzerine EtKisi

frisinin yem tiiketiminde meydana getirdigi artis peptidin, istah1 arttiran ghrelin
ve baskilayan leptin gibi faktorleri etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. irisinin leptin
ve ghrelin hormonlar1 {iizerine etkisini belirlemek amaciyla siganlarin serum
orneklerinden ilgili hormonlarin diizeyleri belirlendi. Yaptigimiz analizler sonucunda
irisin inflizyonuna bagl olarak serum ghrelin seviyesinin artis gosterdigi, leptin
seviyesinde ise azalma meydana geldigi goriildii. Bu etkilerin fizyolojik ve farmakolojik
dozda uygulanan irisin i¢in benzer diizeyde oldugu tespit edildi. Mevcut literatiirler
incelendiginde, insanlar {izerinde yapilan bir aragtirmada dolasimdaki leptin seviyesi ile
irisin seviyesinin pozitif korelasyon gosterdigi (125), baska caligmada ise bu iki hormon
arasinda bir iliski olmadigi ileri siiriilmektedir (126). Yapilan bir baska ¢alismada ise
insan subkutan adipoz doku hiicre hattina uygulanan leptinin, irisinin Onciisii olan
FNDC5 mRNA seviyesini doz bagimli olarak azalttig1 gosterilmis ve FNDCS5’in adipoz
dokudan leptin salgisini diizenleyebilecegi fikrini ortaya koymustur (127). Irisin ile
ghrelin arasindaki iligskiyi gostermeye yonelik ¢alismalarin sayisi oldukga azdir. Yapilan
bir ¢calismada insanlardan toplanan serum Orneklerinden dolasimdaki ghrelin ile irisin
seviyeleri incelenmis ve sonu¢ olarak dolasimdaki seviyeleri arasinda anlamli bir
iliskinin olmadig: bildirilmistir (120). Bir baska ¢alismada ise serum ghrelin ile irisin
seviyesi arasinda pozitif bir korelasyonun bulundugu gosterilmistir (124). Calisma
sonuglarimiz ile mevcut literatiirde sunulan bilgiler arasinda uyumluluk oldugu kadar
farkliliklarin da oldugu goriilmektedir. Meydana gelen bu farkliliklarin deneysel
calismanin tasarlanmasi (in vitro ve in vivo) ve secilen denek gruplarinin (obez/obez
olmayan, insan veya sican) farkliligindan kaynaklandigini diistinmekteyiz. Ayrica
mevcut literatiirlerde farkli hastalik ve modellerde irisin, leptin ve ghrelin gibi
hormonlarin serumdaki seviyeleri iligskilendirilmeye calisilmis, bizim ¢alismamizda ise
sentetik olarak elde edilen irisinin uygulama sonrasi ilgili hormonlarin nasil etkilendigi
sorusuna cevap aranmistir. Sonug¢ olarak bizim calismamizda artan yem tiiketiminin
irisinin serum leptin seviyesini baskilamasi ve ghrelin seviyesini arttirmasindan

kaynaklandig1 ve irisinin bu hormonlar iizerinden istah1 arttirdig dikkat ¢ekmektedir.
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5.3. Irisinin NPY, POMC mRNA ve Protein Seviyesi Uzerine Etkisi

Serumda artan ghrelin ve azalan leptinin ya NPY/AGRP noron aktivitesini
artirarak ya da POMC/CART noron aktivitesini baskilayarak istahin kuvvetli bir sekilde
uyarilmasini sagladigi bilinmektedir (128). Calismamizda irisin uygulanan gruplarda
NPY mRNA seviyesinin kontrol grubuna kiyasla artig gosterdigi ve bu artisin sadece 10
nM olan grupta anlamli oldugu gortildii. POMC mRNA seviyesinin ise hem kontrol hem
de sham grubuna kiyasla azaldigi ancak bu azalmanin anlamli diizeyde olmadigi
belirlendi. Mevcut literatiirlerde irisinin NPY ve POMC mRNA seviyeleri tizerine nasil
bir etki olusturdugu arastiritlmamis olup, sonuglarimiz bu yonde elde edilen ilk
bulgulardandur. irisin infiizyonu sonrasi siganlarin NPY mRNA seviyesinin arttirmas,
POMC mRNA seviyesinin ise degismemesi irisinin istahi arttirmak igin leptin-ghrelin-
POMC yerine leptin-ghrelin-NPY yolagini etkiledigini diisiindiirmektedir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde muhtemel mekanizmanin irisininin leptin seviyesini azaltarak,
leptinin NPY noronlar tizerindeki baskilayici roliinii ortadan kaldirdigi, ayn1 zamanda
ghrelin seviyesini arttirarak NPY noronlarimi aktive edici tarzda bir etki meydana
getirdigi kuvvetle muhtemeldir. Beslenmenin hipotalamik kontroliinde AGRP ve CART
noron faaliyetlerinin de dikkate alinmasi gereklidir. Calismamizda sadece 10 nM
uygulanan irisinin NPY mRNA seviyesinde anlamli bir artis meydana getirmis olmast,
irisinin belki de istah tizerindeki etkilerini AGRP ya da CART noronlar iizerinden
ortaya koyabilecegini bizlere diisiindiirmektedir. Cilinkii sicanlarin yem tiiketiminde
meydana gelen artis her iki irisin konsantrasyonu i¢in de benzer diizeydeydi.

Bu genlere ait protein diizeyleri incelendiginde ise uygulanan irisinin her iki
konsantrasyonunda POMC protein seviyesini azalttigi ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak farkli olmadigi goriildii. NPY protein seviyesine bakildiginda ise 10 nM
uygulanan grupta artis oldugu ancak 100 nM uygulanan grupta farklilik olmadig:
goriildii. Calisma sonuglarimiz hipotalamik hiicrelerdeki ilgili genlere ait mRNA
seviyesinde goriilen artisa bagli olarak protein sentezinde bir artis oldugunu (NPY
mRNA seviyesi ile protein seviyesinin artig gostermesi), mRNA seviyesindeki azalmaya
bagh olarak ilgili protein diizeyinde bir azalma (POMC mRNA seviyesi ile protein
seviyesinin azalmasi) oldugunu ve Western Blot protein analiz sonuglarinin RT-PCR
sonuglar1 ile Kkorelasyon gosterdigi goriilmektedir. Hiicresel olaylar dizisinin son
basamagi olan protein sentezi sonuglarma gore irisinin leptin-ghrelin-POMC yerine

leptin-ghrelin-NPY yolagin1 etkiledigi kanis1 ayrica desteklenmektedir.
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5.4. Irisinin UCP2 mRNA ve Protein Seviyesi Uzerine Etkisi

UCP’ler mitokondri aktivitesine bagli olarak miktarlar1 degisim gosteren
proteinlerdir. Artan mitokondriyal aktivite hiicrenin metabolik olarak aktifliginin bir
gostergesi olarak kabul edilir. Hiicrenin enerji ihtiyacina goére mitokondri sayisi
degiskenlik sergiler. Ornegin ndronal alanda dagilim gdsteren hiicrelerin mitokondri
sayist diger hiicre gruplarindan yaklagik 100 kat daha fazladir. Hipotalamik alandaki
norosekretuar hiicrelerin aktivasyonuna bagli olarak mitokondri sayis1 ve UCP2 diizeyi
artig gosterir. Bizim ¢alismamizda irisin inflizyonunun (10 ve 100 nM) UCP2 mRNA
seviyesini arttirdigi ancak istatistiksel olarak anlamli artisin sadece 10 nM irisin
uygulanan grupta meydana geldigi belirlendi. Protein seviyesinde ise uygulanan irisinin
her iki konsantrasyonunun da artis gosterdigi goriildii. Protein seviyesi ve mRNA
diizeyleri bakimindan irisinin UCP2 iizerindeki etkisi detayli incelendiginde, 10 nM
uygulanan irisinin mRNA seviyesini arttirdigi ve bu artisin proteine doniistiigii
goriilmektedir. Ancak 100 nM irisin uygulanan grupta mRNA seviyesi az iken; protein
seviyesinde istatistiksel olarak Onemli bir artis oldugu goriilmektedir. Bu durum
muhtemelen 100 nM uygulanan grupta protein sentezini tamamladiktan sonra UCP2’ye
ait MRNA’nin yikimlandigindan ileri gelmektedir. Caligmamizda UCP2 seviyesinde
meydana gelen artisin hipotalamik alandaki hormon sekresyonuna bagli olarak
gergeklestigini  diistinmekteyiz. Clinkii hipotalamusdaki norosekretuar hiicrelerce
sentezlenen NPY, TRH, AgRP, CART, oksitosin gibi biyoaktif molekiillerin
sentezindeki artisa bagli olarak UCP2’nin de seviyesi artmaktadir. Hipotalamustaki
UCP2’nin beslenme davranisiyla ve Ozellikle NPY ile yakindan iligkili oldugunu
gosteren caligsmalar bulunmaktadir. Yapilan bir calismada uzun stireli aghigin
hipotalamusta NPY ve UCP2 mRNA sentezini uyardigi gosterilmistir (129). In vitro
olarak gergeklestirilen bir ¢alismada ise NPY’nin doz ve zaman bagiml olarak UCP2
mRNA sentezini arttirdigi goriilmiis ve beslenme davranisint UCP2 sentezine bagl
olarak artig gosterebilecegi ileri stiriilmiistiir (129). Eksojen ghrelinin uygulamasinin
UCP2, NPY/AQRP sentez aktivitesini diizenledigi ve boylece gida aliminda artisa neden
oldugu ortaya konulmustur (130). Tiim bu literatiirler 1s1ginda irisin uygulamasina bagl
olarak UCP2 mRNA ve protein seviyesinde artig goriilmesinin ana nedeni uygulanan
irisinin direk ya da dolayli olarak (ghrelin ve NPY seviyesini arttirarak) UCP2

seviyesini arttirmis olabilecegidir. Calismamizda irisin uygulamasinin (hem 10 hem de
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100 nM uygulanan grupta) yem tliketimini, serum ghrelin seviyesini ve hipotalamik
UCP2 protein seviyesini arttirtyor olmasi, irisinin ghrelin/UCP2 yolag1 iizerinden
etkilerini gosterdigini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak irisinin yem tiiketimini arttirdigi ve beslenmenin hipotalamik
kontroliiniin  saglandigr  arkuat niikleus ndéronlarin1  uyardigi  belirlenmistir.
Mekanizmanin daha iyi aydmnlatilmasi i¢in ek ve daha kapsamli ileri caligmalar

yapilmalidir.

5.5. Irisinin Serum Lipid Profili Uzerine Etkileri

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya capinda, mortalite ve morbiditenin major
nedeni olma yolunda giderek artan bir rol iistlenmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin
altinda yatan en Onemli nedenler ateroskleroz ve siklikla eklenen tromboz olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (131). Kanda bulunan yiiksek diizeydeki kolesterol, yillar iginde
damar duvarinda birikir ve damarda daralmaya neden olur (132). Bu nedenle anti-
hiperlipidemik tedavi siireglerinin oncelikli hedefi yiiksek kolesterol diizeyini (6zellikle
LDL seviyesini) kalic1 olarak azaltmak ve HDL degerlerini ise yiikseltmektir (133, 134).
Obezitenin de ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde etkili bir faktor
oldugu uzun zamandir bilinmektedir (135, 136). Risk grubu hastalarin tedavisinde kan
lipid seviyesini diisiirmeye yonelik farmakolojik ilaglar kullanildigr gibi farmakolojik
olmayan tedavi yontemlerine de bagvurulmaktadir. Farmakolojik olmayan tedavi
yontemleri arasinda egzersiz siklikla karsimiza ¢ikan bir yontemdir (137, 138). Diizenli
egzersizin serum TG, total kolesterol ve LDL seviyelerini azalttigt HDL seviyesini ise
arttirdigr bilinmektedir (139-141). Yapilan calismalar lipid metabolizmasi iizerine
egzersizin faydali etkilerinin, egzersiz tipine ve siiresine gore degistigini
gostermektedirler (142-144). Egzersiz sonrasinda dolasimdaki irisin diizeyinin artmasi
(145), peptidin kan lipidleri {izerine etkilerinin oldugunu diisiindiirmektedir. insanlarda
dolagimdaki irisin seviyesi ve serum lipidleri arasindaki iliski yapilan az sayidaki
calisma ile agiklanmaya calisilmistir. Panagiotou vd., yaptiklari bir ¢aligmada irisinin
serum HDL diizeyi ile negatif korelasyon igerisinde oldugunu belirtmektedir (146). Bir
diger calismada ise dolasimdaki irisin diizeyinin total kolesterol ve HDL diizeyleri ile
negatif korelasyon gosterdigi, TG ve LDL diizeyleriyle iligkili olmadig: belirtilmektedir
(34). Liu vd., insanlarda dolasimdaki irisin diizeyi ile total kolesterol ve TG diizeyleri

arasinda iliskinin oldugunu rapor etmektedir (147). Yapilan calismalardan elde edilen
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sonuglar birbirleri ile c¢elismektedir. Yapilan bu c¢alismalarda elde edilen sonuglarin
benzerlik gostermemesi, c¢aligmaya goniillii olarak katilan deneklerin fizyolojik
Ozellikleri ile maruz kaldiklar1 ¢evresel faktorlerin (beslenme, yasam kosullar1 ve stress
gibi) farklilik gostermesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bizim g¢alismamizda siganlara kronik irisin uygulamasinin serum TG, LDL ve
total kolesterol diizeylerinde azalmaya, serum HDL diizeyinde ise artmaya neden oldugu
belirlendi. Irisin egzersiz sirasinda salimimimn arttign bilinmekte ve sdz konusu
parametrelerin egzersize bagli olarak diizenlenebildikleri dikkate alindiginda irisinin kan
lipid profilini diizenlemesi sasirtici degildir. Calisma sonuglarimiz ve mevcut literatiir
bilgileri dikkate alindiginda, irisinin obezite ve diger metabolik hastaliklara karsi
koruyucu ve aymi zamanda serum lipidleri {izerine diizenleyici etkilerinin ortaya
konulmasi peptidin ozellikle aterosklerotik plak olusumuna karst koruyucu bir rol
listlenebilecegi fikrini akla getirmektedir. Irisinin s6z konusu bu etkileri nasil ve hangi
fizyolojik yolaklar iizerinden gerceklestirdigi heniiz agik degildir. Ancak santral olarak
uygulanan irisinin serum lipit profilini degistirmis olmasi, merkezi olarak uygulanan

irisinin perifere yansiyan etkilerinden birisini olusturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

[risin uygulamasmin siganlarda gida alimini arttirmasi ve viicut agirhginda
degisim meydana getirmemesi, irisinin istahin diizenlenmesinde 6nemli bir oyuncu
olabilecegini ortaya koymaktadir. Ozellikle istah mekanizmasinin diizenlenmesinde
rollerinin oldugu bilinen leptin, ghrelin, NPY ve POMC gibi hormonlarla irisinin bir
iliski icerisinde oldugu ve hipotalamusu etkileyerek istah arttirict mekanizmalari
devreye soktugu yapilan bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Elde edilen bu veriler mevcut
literatiirde irisinin obeziteyi engelledigi fikrini desteklemektedir. Ancak beslenme
davraniginin  kontroliinde NPY ve POMC néronlart disinda AgRP ve CART
noronlarinin da 6nemli gorev lstlendigi goz ardi edilmemeli ve irisin ile bu noronlar
arasindaki  iliskiyi agiklamaya yOnelik ¢aligmalar tasarlanarak mekanizma
aydinlatilmalidir. Ayrica yeni ¢aligmalar tasarlanarak beynin farkli bolgelerinde irisin
sentezinin olup/olmadig1 ortaya konulmalidir. Ozellikle immiinofloresans boyama
yontemleri kullanilarak NPY/POMC noéronlarinda irisinin var olup/olmadigi ortaya
konulmas1 mekanizmayr anlamamiz agisindan olduk¢ca Onemlidir. Calismamizda
sicanlara kronik irisin uygulamasimin serum TG, LDL ve total kolesterol diizeylerinde
azalmaya, serum HDL diizeyinde ise artmaya neden oldugu belirlendi. Calisma
sonuglarimiz ve mevcut literatiir bilgileri dikkate alindiginda, irisinin &zellikle
aterosklerotik plak olusumuna karsi koruyucu bir rol iistlenebilecegini sdyleyebiliriz.
Irisinin s6z konusu bu etkileri nasil ve hangi fizyolojik yolaklar ile gerceklestirdigi ise
heniiz acik degildir.

Calismadan elde edilen bulgular, irisinin hem gida alimini artirict hem de kan
lipid profillerini diizenleyici etkilerinin oldugunu gostermektedir. Ek ve daha kapsamli
yapilacak olan ileriki ¢alismalarla irisinin bu etkileri hangi mekanizmalar araciligiyla
gerceklestirdigini  agikliga kavusturabilir. Ayrica beslenme ve kardiyovaskiiler
fonksiyonlarda irisinin ne gibi roller Ustlendiginin daha detayli olarak arastirilmasi, bu
fonksiyonlara bagli olarak ortaya ¢ikabilecek hastaliklarin Onlenebilmesi agisindan

bliylik 6nem arz etmektedir.
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EK.3. p—aktin Gen Dizilimi

Sican p—aktin geninin 1293 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin
dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No: NM_031144.3
1 gtcgagtcegegtecaccegegagtacaaccttettgcagetecteegtegecggtecac

61 acccgccaccagttcgecatggatgacgatatcgetgegctegtegtcgacaacggetee
121 ggcatgtgcaaggceggettcgegggegacgatgctceccgggecgtcttceectecate
181 gtgggccgecctaggeaccagggtgtgatggtgggtatgggtcagaaggactectacgty
241 ggcgacgaggcccagagcaagagaggceatcectgaccctgaagtaccecattgaacacggce
301 attgtcaccaactgggacgatatggagaagatttggcaccacactttctacaatgagetg
361 cgtgtggceectgaggageaccetgtgetgctcaccgaggeccctetgaaccctaaggee

>S5>5>5>5>5>>

421 aaccgtgaaaagatgacccagatcatgtttgagaccttcaacaccccagccatgtacgta
SS>>5>>5>5>5>5>5>> <L L L L

481 gccatccaggcetgtgttgteectgtatgectetggtegtaccactggeattgtgatggac
<<<LLLLLLL<
541 tccggagacggggtcacccacactgtgeccatctatgagggttacgegceteecteatgec
601 atcctgcegtctggacctggetggecgggacctgacagactacctcatgaagatcetgacc
661 gagcgtggctacagcttcaccaccacagctgagagggaaatcgtgegtgacattaaagag
721 aagctgtgctatgttgccctagacttcgagcaagagatggecactgecegceatectcttce
781 tcecctggagaagagctatgagetgectgacggtcaggtcatcactatcggeaatgagegg
841 ttccgatgccccgaggctctcttccagecttectteetgggtatggaatectgtggeate
901 catgaaactacattcaattccatcatgaagtgtgacgttgacatccgtaaagacctctat
961 gccaacacagtgctgtctggtggcaccaccatgtacccaggcattgctgacaggatgeag
1021 aaggagattactgccctggcetcctagcaccatgaagatcaagatcattgctectectgag
1081 cgcaagtactctgtgtggattggtggctctatcctggectcactgtecaccttccageag
1141 atgtggatcagcaagcaggagtacgatgagtccggceccctccatcgtgcaccgcaaatge
1201 ttctaggcggactgttactgagctgegttttacaccetttctttgacaaaacctaacttg

1261 cgcaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

>>>>>> [leri primer
<<<<<< Geri primer
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EK.4. NPY Gen Dizilimi

Sican NPY geninin 567 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki

yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No:NM_012614.2

1 gacccgctctacgcatcccaccggtggagcteattectcgeagaggegeccagageagag
61 cacccgctgcgcagagaccacageccgeccgcecatgatgctaggtaacaaacgaatgggg
121 ctgtgtggactgaccctegctctatcectgetegtgtgtttgggeattetggetgagggg
181 tacccctccaagecggacaatcegggegaggacgegecageagaggacatggecagatac
241 tactccgcetetgcgacactacatcaatctcatcaccagacagagatatggcaagagatece
301 agccctgagacactgatttcagatctcttaatgagagaaagcacagaaaatgceccccaga
361 acaaggcttgaagacccttccatgtggtgatgggaaatgaaacttgctetectgactttt
421 cctagtttccecccacatctcatctcatcctgtgaaaccagtetgectgtcccaccaatg

DSOS DDDS555555>

481 catgccaccaccaggctggattcegacccatttcecttgttgtegttgtatatatgtgtg
<<LLLLLLLLLLLLLLLK

541 tttaaataaagtatcatgcattcaaaa

>>>>>> {leri primer
<<<<<< Geri primer
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EK.5. POMC Gen Dizilimi

Sican POMC geninin 967 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankasi1 Kayit No:NM_0139326.2

1 ggggataacgggaggcgacggaggagaaaagaggttaaggagcagtgactaagagaggec
61 actgaacatcttcgtcctcagagagctgectttccgegacagagectcagecacctggaa
121 gatgccgagattctgctacagtcgcetcaggggecctgetgetggecctectgcttcagac

181 ctccatagacgtgtggagetggtgectggagageagecagtgecaggacctcaccacgga

SS>55>553555>5>5>5>>
241 aagcaacctgctggcttgcatcegggectgcagactegacctetcggeggagacgecegt
>>> <LLLLLL L L L L L L L L L L L

301 gtttccaggcaacggagatgaacageccttgactgaaaatccccggaagtacgteatggg
361 tcacttccgcetgggaccgcttcggecccagaaacagcagcagtgetggeggcetcagegea
421 gaggcgtgcggaggaagagacggcggggggagatggeegtccggagecaagtccacggga
481 gggcaagcgctcctactccatggagceacttccgetggggcaageeggtgggcaagaageg
541 gcgccctgtgaaggtgtaccccaatgtcgecgagaacgagteggecgaggecttteeect
601 agagttcaagagggagctggaaggcgageagectgatggettggagceacgtectggagee
661 ggataccgagaaggccgacgggecctatcgggtggageacttcegetggggeaaccegec
721 caaggacaagcgctacggceggcttcatgacctccgagaagagccagacgececctggtgac
781 gctcttcaagaacgccatcatcaagaacgcgcacaagaagggecagtgagggtgcagggg
841 tcttctcactccaaggececccteectgcatgggegagagceacctgacctecagectctta
901 gagttacctgtagttaggaaataaaacctttcagacttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
961 aaaaaaa

>>>>>> [leri primer
<<<<<< Geri primer
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EK.6. UCP2 Gen Dizilimi

Sican UCP2 geninin 1575 baz ¢iftinden olusan mRNA dizilimi ve primerlerin

dizilimdeki yerleri gosterilmistir. Gen Bankas1 Kayit No:NM_AB010743.1

1 atcgcttgcttettgggcagecaccgecgecgteggacctagecgtetgeactectgtgt
61 tctectgtgtattctectgcggtecggacacaatagtatgatctttaagtgtttegtete
121 ccagacattttctatgggaaatcaaggggatcaggcecatgatagecactggeagcetttga
181 agaacgggacacctttagagaagcttgatcttggaggectcagegtgagacctcaaagea
241 ccctecegactecggeagagttectetgtetegtettgacgattgaaggteeccactget
301 tcagtttttctccatcttctgggaggtagcaggaagtcagaatcatggttggtttcaagg
361 ccaccgatgtgccccccacagecaccgtgaagttectgggggetgggacageagectgta
421 ttgcagatctcatcactttcectctagacaccgecaaagtceggetgcagatccaaggag
481 agagtcaagggctagcgcgcaccgecgcecagegeccagtaccgeggegtgctgggeacca
541 tcctaaccatggtgcgcactgagggtecgegeagectcetacaatgggctggtegecggec
601 tacagcgccagatgagctttgcctcegteegeattggectcetacgactctgtaaageagt
661 tctacaccaagggctcagagcatgcaggeattgggagecgectectggeaggtageacca
721 caggtgccctggctgtggetgtggeccaacctacagatgtggtaaaggteegettccagy
781 cccaggeccgggetggeggtggteggagataccagageactgtcgaagectacaagacca
841 ttgcacgagaggaagggatccggggcectctggaaagggacctcteecaatgttgeccgaa
901 atgccattgtcaactgtactgagctggtgacctatgacctcatcaaagatactctectga
961 aagccaacctcatgacagacgacctcecttgccacttcacttctgecttcggggegggct
1021 tctgcaccaccgtcattgectecceegttgatgtggtcaagacgagatatatgaactctg
1081 ccttgggccagtaccacagegecggecactgtgecctgaccatgetccggaaggagggge

SOSS53D555355>5>5>>>

1141 cccgaaccttctacaaggggttcatgccttccttcctccgettgggatcetggaacgtag
<LLLLLLLLLLLLL L L L L L L

1201 taatgtttgtcacctatgagcagctcaaaagggecctgatggctgectatgaatceeggg

1261 aggcacccttttgagcctctecagcetgatgacctggaccctgctecccattectgeccty
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1321 tettttccttcatcctctgcccagecccaacctctteecatttccecacactccaactcec
1381 ttcccagctcatctecectatacctectcagcaaggaggccttaccctagcacatctcact
1441 atgcctcctcagcgaggaggcctgaccccggaccctgcaccctcagtectgctaacagtt
1501 aagcccaaatcttttgtcctcattcccageccagcttagccagecttcgeccataaagca
1561 agctccaatgtaaaa

>>>>>> {leri primer
<<<<<< Geri primer
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EK.7. Arrive Klavuzu Degerlendirmesi

KONU MADDE | ONERI SAYFA
BASLIK 1 Makalenin igerigine iliskin kisa ve tam bir agiklama sunulur. viii
OZET 2 Caligmanin ~ bilimsel altyapisinin, aragtirma  amaglarinin
(kullanilan hayvanlarin tiirleri veya 1irkina iligkin bilgiler),
temel yontemler ve bulgular ile ¢alisma sonuglarmm tam bir vin
ozeti verilir.

GIRIS

Altyap1 3 a. Caligmanin igerigini ve amaglarmi anlamak igin yeterli bir bilimsel 1-2
altyapr (6nceki ¢aligmalar ile ilgili kaynaklari iceren) eklenir,
deneysel yaklagim ve gerekgesi agiklanir.

b. Bilimsel amaglar ortaya koymak i¢in hayvan tirii ile kullanilan
modelin nasil ve neden segildigi, ¢alismanin insan biyolojisi ile
iliskisi tanimlanir.

Amaclar 4 Temel amaglar ve test edilecek hipotezler agiklanir. 2

YONTEMLER

Etik Bildirim 5 Etik inceleme izinleri, ilgili lisanslar ve arastirmayr kapsayan 20
hayvanlarm bakimi ve kullanimi igin ulusal veya kurumsal
kilavuzlar belirtilir.

Arastirma Tasarim 6 Her deney i¢gin asagidakiler belirtilir: 20-22

a. Deney ve kontrol gruplarinin sayisi,
b. Sonuglar degerlendirilirken (kérleme yontemleri vb.) ve
hayvanlar gruplara yerlestirildigi zaman (rastgele atama yontemi
gibi) yanlih@ azalmak igin iglemler, c. Deney birimi (yani, bir tek
hayvan, grup).

Deneysel 7 Biitiin islemler detaylica verilmelidir. Mesela; 22-33

islemler a. Kullanilan ilag formiilii ve dozu, anestezi ve analjezi,
cerrahi islem vb. b. Ne zaman ve Nerede (laboratuvar b.)
c. Neden (kullanilan ilag dozu vb.)

Deney Hayvanlari 8 a. Hayvanlarin tiirleri, cinsiyeti, gelisim asamasi ve agirligina yonelik 20-21
bilgiler verilir. b. Hayvanlarm genotipi, saglik/bagisiklik durumu,
onceden uygulanan islemler gibi konularda detayl: bilgi verilir.

Barinak ve 9 Asagidaki bilgiler belirtilir: 20-22

Yetistiricilik a. Barinak (6rnegin, tesis yapisi, kafes tiri vb.).

b. Yetistiricilik kogullar1 (6rnegin, 1slah programu, Sicaklik, gida tiirij
vb.)

Orneklem Biiyiikliigii 10 a. Her deneyde kullanilan hayvan sayilari ve toplami belirtilir. 20
b. Hayvan sayisia nasil karar verildigi ve orneklem biyiikligii
hesabina yonelik bilgiler verilir.

Hayvanlarin Deney 11 a. Rastgele atama ve yapildi ise eslestirme de dahil olmak tizere 20

Gruplarina Ayrilmasi hayvanlarin deney gruplarina nasil yerlestirildigine yonelik bilgi
verilir.

Deneysel Ciktlar 12 Degerlendirilen birincil ve ikincil deney ¢iktilar1 (6rnegin, hiicre 33-42
olimi, molekiiler belirtecler, davrans degisiklikleri vb.) agikca
tanimlanir.

Istatistik Yéntemler 13 a. Her analiz igin kullanilan istatistiksel yontemler hakkinda bilgi 42
verilir.

b. Her veri seti i¢in (6rnegin, tek hayvan, bir grup hayvan

vb.) deney birimi belirtilir.

c. Istatistiksel yaklasimlarin/yontemlerin  varsaymmlarinin  saglanip
saglanmadig agiklanir.

BULGULAR

Temel Veriler 14 Her bir deney grubu igin islem (muamele) veya testten once 43-88
hayvanlarin saglik durumu (agirlik, mikrobiyolojik durum vb.)
ve iligkili ozellikleri bildirilir.

Analiz Sayis1 15 a. Tim degerlendirmelere katilan her gruptaki hayvanlarin sayisi 43-88

verilir. Sonuglar yiizdeler yerine tam sayilarla ifade edilir
(Ornegin, %50 3 yerine 10/20).
b. Herhangi bir hayvan ya da veri analize dahil edilmediyse, nedeni

aciklanir.
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Ciktilar ve Tahmin 16 Yapilan her analiz igin sonuglar bir kesinlik 6l¢iisti (6rnegin, 43-96
standart hata veya giiven aralig) ile birlikte verilir.
Advers Olaylar 17 a. Tum deney gruplarinda 6nemli bulunan advers olaylar belirtilir.
b. Advers olaylar1 azaltmak igin yapilan degisiklikler deney
protokoliinde agiklanir.
TARTISMA
Yorum ve Bilimsel a. Sonuglar, arastirma hipotezleri, amaglari, mevcut teori vel  90-96
Etkiler literatiirdeki diger ilgili ¢aligmalar dikkate alinarak yorumlanir.
18 b. Olas1 yanlilik kaynaklari, hayvan modelinin smirliliklar ve bulgular]
ile ilgili
tutarsizliklari igeren galigmanin kisitliliklar: agiklanir.
Genelleme 19 Aragtirma bulgulariin insan biyolojisi ile ilgili olan diger sistemlere] 97
genellenebilirligi yorumlanir.
Finansman 20 Biitiin finansman kaynaklar1 ve ¢alismaya destek verenlerin rolii i

belirtilir.
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