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OZET

Merkezi Olarak FGF21 Uygulamasinin Hipotalamus-Hipofiz-Tiroit Aksi ve UCP1

Gen Ifadesi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Amagc: Fibroblast Blylme Faktori 21 (FGF21), karaciger basta olmak tizere
yag doku, iskelet kas1 ve pankreasta ifade edilen bir proteindir. Enerji homeostazisinin
duzenlenmesinde FGF21 ve tiroit hormonlarinin benzer etkilere sahip olmasi FGF21 ile
tiroit hormonlar1 arasinda muhtemel bir iliski olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
calisma intraserebroventrikiler (icv) FGF21 uygulamasinin hipotalamus-hipofiz-tiroit
aks1 ve enerji metabolizmasi lizerine etkilerini belirlemek amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot: Calismada 30 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan
kullanild1 ve si¢anlar 3 gruba ayrildi (n=10). Kontrol grubundaki siganlara herhangi bir
islem uygulanmadi. Uygulama grubundaki siganlara 7 giin siireyle FGF21 (0.72ug/gun),
sham grubundakilere ise FGF21’ in ¢ozlclst (yapay BOS) icv olarak inflize edildi.
Deney siiresince hayvanlarin viicut agirliklar1 ve yem tiikketimleri glinlik olarak takip
edildi. 7. giin sonunda hayvanlar dekapite edilerek beyin, kan, beyaz ve kahverengi yag
dokular1 toplandi. Hipotalamus dokusundan TRH mRNA dizeyi, beyaz ve kahverengi
yag dokulardan da eslesme bozucu protein 1 (UCP1) mRNA dizeyi RT-qPZR ile,
serum T3 ve T4 duzeyleri de ELISA ile belirlendi.

Bulgular: Gruplar hipotalamik TRH mRNA ifadesi, serum T3 ve T4 dlzeyleri
bakimindan kiyaslandiginda FGF21 uygulamasinin sham ve kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak TRH mRNA ifadesini (p<0.05), serum T3 (p<0.05) ve T4 (p<0.001)
seviyelerini artirdigi g6zlendi. FGF21 inflzyonunun sham ve kontrol grubuna gore
beyaz yag dokuda UCP1 mRNA seviyesini anlamli sekilde artirdign (p<0.05),
kahverengi yag doku UCP1 mRNA seviyesini ise degistirmedigi tespit edildi. Gruplarin
viicut agirh@ ve yem tiikketimi bakimindan karsilastirilmasinda FGF21 inflizyonunun
yem tiiketimini artirdig1 buna karsin viicut agirligini azalttigi belirlendi (p<0.05).

Sonug: Calisma sonuglarimiz icv FGF21 uygulamasinin hipotalamus-hipofiz-
tiroit aksi tlizerinden beyaz yag dokuyu etkiledigini, gida alimini artirmasina karsin

viicut agirhginda artisa sebep olmadigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Fibroblast Biyime Faktéri 21, beyaz yag doku,
kahverengi yag doku, T3, T4, UCP1
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ABSTRACT

Investigation of Effects of Centrally Administration of FGF21 on Hypothalamus-
Pituitary-Thyroid Axis and UCP1 Gene Expression

Aim: Fibroblast growth factor 21 (FGF21) is a protein which predominantly
expressed by the liver, is also expressed in adipose tissue and the pancreas. FGF21 and
thyroid hormones have similar effects to the regulation of energy homeostasis suggest a
possible relationship between FGF21 and thyroid hormones. The present study was
designed to investigate the effects of chronic intracerebroventricular (icv)
administration of FGF21 on hypothalamus-hypophysis-thyroid axis and energy
metabolism.

Material and Method: In this study, thirty Wistar Albino male rats were used,
and were divided randomly into 3 groups (n=10, in each group). No operation was
applied to the rats in the control group. Rats in the experimental groups, FGF21
(0.72pg/day), and rats in sham group, intracerebroventriculary artificial cerebrospinal
fluid was injected for seven days (10 pl/h). During experimental period, food intake and
body weights were recorded daily. After seven days, animals were decapitated and their
brain, blood, white and brown adipose tissues were taken. TRH mRNA levels in
hypothalamus, uncoupling protein 1 (UCP1) mRNA levels in white and brown adipose
tissues of the groups were determined by RT-PCR method. Serum T3 and T4 levels
were measured by using ELISA method.

Results: Groups are compared in terms of hypothalamic TRH mRNA
expression, serum T3 and T4 levels, according to sham and control groups, FGF21
administration was determined to statistically increased TRH mRNA expression, serum
T3 (p<0.05) and serum T4 (p<0.001). According to sham and control groups, while
FGF21 infusion was significantly increased UCP1 mRNA levels in white adipose tissue
(p<0.05), UCP1 mRNA levels was not changed in brown adipose tissue. Groups were
compared in terms of body weight and food intake, despite FGF21 infusion increased
food intake, it was not found to change the body weight (p<0.05).

Conclusion: Our results suggest that icv FGF21 administration affects white
adipose tissue over hypothalamic-pituitary-thyroid axis and while food intake is
increased, it is not cause to increase body weight.

Keywords: Fibroblast Growth Factor 21, thyroid hormone, UCP1, white
adipose tissue, brown adipose tissue
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1. GIRIS

Fibroblast Biyume Faktorleri (FGF), ilk Uyesi yaklasik olarak 40 yil 6nce
kesfedilmis ve son iiyesi olan FGF23’ {in de kesfedilmesiyle toplamda 22 iiyeye ulasmis
bir protein ailesidir. Gegen yillar i¢erisinde FGF protein ailesinin yapilan ¢alismalarla
etki mekanizmalar1 ve birgok metabolik etkileri ortaya ¢ikarilmistir (1). FGF protein
ailesi etki mekanizmalarina gore siniflandirildiginda endokrin etki gdsterenler grubuna
dahil olan Fibroblast Blyltme Faktorii 21’in (FGF21) enerji homeostazisinde rol
oynadig1 gosterilmistir. FGF21 karacigerde sentezlenmektedir ve B-klotho ile birlikte
aktivite gosteren tirozin kinaz tipi reseptorii bulunmaktadir (2). Bugiine kadar yapilan
reseptOr taramasi calismalarinda FGF21’in karacigerde, beyaz yag doku (BYD) ve
kahverengi yag dokuda (KYD), pankreasta ve son olarak da hipotalamusun
paraventrikiler nukleus (PVN) ve suprakiyazmatik nukleusunda (SCN) reseptorlerinin
varligi gosterilmistir (3, 4).

FGF21, beyaz ve kahverengi yag hiicrelerine glikozun alinmasini artirarak kan
glikoz diizeyini diisiirlici etki yapmaktadir. Ayrica yag hiicrelerine alinan glikozun
trigliserit olarak depolanmas1 yerine yag asitlerinin enerji metabolizmasinda
kullanilmasmi indiikleyerek oksijen tiiketimini ve enerji harcanmasini artirdigi
bilinmektedir (5). Yapilan ¢alismalarda FGF21’in bu etkilerini enerji kullaniminin
gostergesi olarak kabul edilen eslesme bozucu protein 1 (uncoupling protein 1; UCP1)
gen ifadesini artirarak ortaya koydugu ifade edilmistir (6).

Metabolizma hizininin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahip oldugu bilinen
tiroit hormonlarmin seviyesindeki degisimlerin metabolizma hizindaki degisimleri
yansittig1 kabul edilmektedir (7). Metabolik stirecin duzenlenmesinde FGF21 ve tiroit
hormonlarinin bir takim rollere sahip olmasi, FGF21 ile tiroit hormonlar1 arasinda
muhtemel bir iligkinin olabilecegini diistindiirmektedir.

Bu calisma enerji dengesinin diizenlenmesinde rol aldigi ileri siriilen FGF21’in,
erkek sicanlara intraserebroventrikiiler (icv) uygulama sonrasi hipotalamus-hipofiz-
tiroit aksi ve enerji kullaniminin gostergesi olarak kabul edilen BYD ve KYD UCP1

gen ifadeleri arasindaki muhtemel etkileri belirlemek amaciyla yapildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fibroblast Buyume Faktorleri

Fibroblast Biiyiime Faktorleri (FGF) ilk olarak yaklasitk 40 yil Once
kesfedilmislerdir. Hiicre gogii, biiylimesi, farklilagsmasi, anjiyogenezis, yara iyilesmesi
ve metabolizmay1 diizenlemesi gibi bir¢ok biyolojik fonksiyonu bulunan FGF’ler, ilk
kesfedildikleri zaman sadece fibroblastlarin proliferasyonunu sitiimiile ettigi
diisiiniildiigii i¢in bu sekilde isimlendirilmislerdir. ilk tanimlanan FGF, FGF1 olarak
isimlendirilmis ve son Uye olan FGF23’Un bulunmasiyla beraber FGF ailesi 22 iiyeye
ulagsmistir. Ancak fare ve sigandaki FGF15 insanlardaki FGF19’un gen homologudur bu
nedenle FGF ailesi toplamda 23 yerine 22 {iyeden olugmaktadir. 22 tane protein (yesi
olan FGF ailesi karmasikligin oniine gecebilmek igin 2004 yilinda metabolik ve
biyolojik fonksiyonlar1 yerine filojenik olarak 7 iist aileye ayrilmistir (8, 9).

FGF4
alt ailesi EGF5
FGF6
FGF4
e / FGF2
alt ailesi
FGF1

FGF13
FGF14
FGF12 FGF8
FGF11

FGF9\ FGFg
FGF16)\ alt ailesi
FGF20

FGF11
alt ailesi

alt ailesi

FGF19
alt ailesi

Sekil 2.1. Fibroblast Blytme Faktorlerinin filojenik siniflandiriimasi (8)

FGF’ ler 2011 yilinda etki etme sekillerine gore otokrin/intakrin, parakrin ve

endokrin olmak iizere 3 gruba ayrilmistir (10).



PARAKRIN FGF
Faf 4/5/6 alt ailesi Fgf 3/7/10/22 alt ailesi

Fots 98 Fof7

Fgf6 Fgfio

Faté Fgf22

Fgf 1/2 alt ailesi
Fgf2
Fagf1

Fagf 9/16/20 alt ailesi
Fgf9

Fgf1é
Fgf20

Fgf 11/12/13/14 alt ailesi
Faf 8/17/18 alt ailesi

Fgfi3
Fgfi4 Fgf8
Fgfi2 Fgfl7
rgr Fgf18

INTAKRIN FGF

Fof23  For2t Fgf15/19

Fof 15/19/21/23 alt ailesi

ENDOKRIN FGF

Sekil 2.2. Fibroblast Biyime Faktorlerinin etki sekillerine gore siniflandirilmasi (10)
2.1.1. Fibroblast Buyume Faktoru 21 (FGF21)

Insan FGF21° i, 19. kromozomda kodlanan 209 aminoasitlik olgun bir
proteinden tirevlenerek dolasima verilen 181 aminoasitlik (yaklasik 20 kDa) bir
proteindir (11). FGF21 karaciger, yag doku, iskelet kasi ve pankreasta ifade edilen ve
terapotik etkilerini yag doku, karaciger, pankreas ve hipotalamusta gosteren bir
proteindir (3, 12-14). FGF21 baslica karacigerde iiretilir ve ifadesi kismen bir
transkripsiyon faktori olan peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPARa)’
nin kontrolii altindadir (15-17). FGF21 ifadesi endojen PPARa ligandlari olan ve aglik
sonrasi artan yag asitleri, ketojenik diyet veya yapay PPARa ligandlar1 olan fibratlar
tarafindan uyarilir (18, 19). FGF21 hem insanlarin hem de farelerin aglik durumlarinda
sirkadyan ritim g0steren bir protein olup seviyesi gece yarisi yiikselmeye baslar,
sabahin erken saatlerinde en tepe noktaya ulasir ve ardindan 6gleden sonraki saatlerde
bazal konsantrasyon dizeyine diismeye baslar (20, 21). FGF21 aghk sonucu
karacigerden salinir ve daha sonra agliga metabolik adaptasyon olusturmak i¢in hedef

dokulari etkiler (22).



2.1.2. Fibroblast Buyume Faktort 21’ in Reseptoru

FGF’ ler hiicresel seviyedeki etkilerini klasik 4 tane FGF reseptor (FGFR) 1-4
izotiplerinden olusmus hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla gostermektedir (23). FGF
reseptorlerine spesifik olarak baglanan ve homolog tek-gecisli bir transmembran
proteini olan B-Klotho, FGF 21 aktivitesi igin esansiyel bir kofaktor olarak
tammmlanmustir (24, 25). FGF reseptorleri, secici ve non-kovalent bir esansiyel ko-
reseptoér olan B-Klotho ile birlikte FGF21-p-Klotho-FGFR kompleksi olusturan tirozin
kinazlardir (24). pB-Klotho yogun olarak yag dokuda, karacigerde ve pankreasta ifade

edilir ve etkilerini de biyik oranda bu dokularda gostermektedir (26).

Tablo 2.1. Fibroblast Bliytime Faktor reseptorleri

Gen Lokasyonu Protein
FGFR1 | 8p12 FGFR1b
FGFR1c
FGFR2 | 109.26.12 FGFR2b
FGFR2c
FGFR3 | 4p16.3 FGFR3b
FGFR3c
FGFR4 | 5qg35.2 FGFR4

2.1.3. Fibroblast Buyume Faktort 21° in Etkileri

FGF21’in son yillarda yapilan ¢alismalarla glikoz ve lipid metabolizmasi, besin
alimi ve enerji harcanmasi yani sira diger endokrin ve metabolik etkileri ortaya

konulmaya g¢aligilmistir.

2.1.3.1. Glikoz Metabolizmasi Uzerine Etkileri

FGF21’in kan glikozunu azalttig1, hepatik glikoz tiretimini baskiladigi, karaciger
glikojenini artirdigt ve kan glukagon seviyesini disiirdiigii belirtilmistir (27, 28).
FGF21l'in bu etkileri insilinden bagimsiz olmasina ragmen insilinin sergiledigi
metabolik etkilere katki saglar niteliktedir. insilin glikozun hiicre igine alimim
dakikalar icinde artiran hizli bir yolak iken FGF21’ in benzer etkisi saatler hatta gunler
igersinde ortaya ¢ikmaktadir (29).

FGF21 insllin biyosentezini artirir ve mitojeniteyi indiiklemeksizin B-hucre
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sagkalimini tesvik etmektedir (30). FGF21’in ¢ok kisa bir yar1 dmrii olan bir peptittir ve
yuksek metabolik gereksinimler siirecinde lokal salinir ve adipositlerde glikoz alimini
uyarir. Bu durum B-hiicre performansini devam ettirirken pankreatik a-hiicrelerinden de
glukagon salimimini inhibe ederck insilinin fizyolojik etkilerine pozitif yonde katki
saglar (30). FGF21 uygulanan diyabetik rhesus maymunlarin, fare ve si¢anlarin kan
glikoz seviyelerinde anlamli azalmalar meydana gelirken hipoglisemi gézlenmemistir.
Bu sonu¢ FGF21’in en azindan hayvanlarda insiilinin alternatifi  olarak
kullanilabilecegini diistindiirmiistiir (30, 31).

FGF21 adipositlerde glikoz alimini uyarici bir etkiye sahiptir ve bu etkisini en az
birka¢ saat icinde gostermektedir. Etkisini intraselliiler alandan plazma membranina
GLUT4 translokasyonu ile gosteren insulinin aksine FGF21 etkisini hicresel GLUT1
ifadesini artirarak ortaya koymaktadir (24, 30). Adipositlere alinan glikoz, trigliserit
(31) olarak depolanir ve glikoz klirensini artirarak BYD’ nin termojenik kapasitesini bir
miktar yukseltir (6, 16). FGF21, farelerin ac¢lik durumunda yag asitlerinin BYD’ den
karacigere mobilizasyonunda rol oynayan hormona duyarli lipaz enzimini ve adiposit
triacilgliserol lipaz enziminin gen ifadesini dizenler (28, 32, 33). Bunlara ek olarak
FGF21’ in karacigerde serbest yag asitlerinin keton cisimlerine doniistimi ile birlikte
adipositlerde lipolizisi uyardig1 gosterilmistir (27, 28). Sonug olarak FGF21’ in enerji
harcanmasimi ve yag kullanimini artirdigi ve bu duruma kilo kaybi, artmis vicut

sicakligi ve oksijen tiketiminin eslik ettigi bildirilmistir (32, 34).

2.1.3.2. Lipid Metabolizmas: Uzerine Etkileri

FGF21’ in plazma trigliserit, serbest yag asitleri ve LDL kolesterol seviyelerini
azaltirken, hepatik lipid oksidasyonu ve plazma HDL kolesterol seviyelerini artirdigi
gosterilmistir (35, 36).

FGF21 plazmadan alinan glikozu depolamak yerine beyaz yag hiicrelerinde
enerji elde etmek igin primer enerji kaynagi olarak yag asitlerinin kullanimini tesvik
eder (28). BYD’ de yag asitlerinin kullanilmasiyla enerji harcanmasi artar akabinde
BYD 0Once ‘bej’ daha sonra da KYD’ ye doniisiir (37). Yapilan bir ¢alismada BYD’ nin
KYD’ ye doniisiimiiniin ger¢eklesmesi i¢in FGF21 hem BYD hem de KYD’ de enerji
metabolizmasiyla iligkili tiim mitokondriyal genlerin transkripsiyon faktdrlerinin
ifadesini artirdigr bildirilmistir (38). Bir baska ¢alismada da FGF21’in yag asitleri,

trigliserit ve kolesterol sentezi icin gerekli olan Sterol Regulatory Element-Binding



Protein-1c (SREBP-1c) transkripsiyon faktorunt inhibe ederek karaciger yaglanmasini

azaltici etki gosterdigi ileri stiriilmiistiir (39).

2.1.3.3. Besin Alin ve Enerji Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

FGF21’in gida alimi iizerine olan etkileri bugiine kadar sadece deney hayvani
caligmalarinda incelenmistir. Hem intraserebroventrikiiler (icv) hem de intraperitonal
olarak FGF21 uygulanmasinin farelerin ve siganlarin total kalori alimin1 azaltmadan ve
fiziksel aktivitelerini etkilemeden viicut agirliklarinda azalmaya neden oldugu
belirlenmistir (40, 41). FGF21’in yag hiicrelerinde primer enerji kaynagi olarak yag
asitlerinin kullanimini tesvik etmesi, mitokondride glikoz kullanilarak enerji tiretilirken
harcanan oksijenden daha fazlasinin kullanilmasina neden olur ve bu duruma vicut

sicakliginin artist eslik eder (14, 42).

2.1.3.4. Diger Metabolik Etkileri

Yetersiz beslenmenin kemik biiyiimesini engelledigi bilinmektedir. FGF21’in de
yetersiz veya kotl beslenme durumunda osteoblastogenezis siirecinde rol oynadigi
gosterilmistir (43). Besin alimi kisitlanmis FGF21 knock-out fareler kontrol farelere
gore daha az iskelet gelismesi inhibisyonu géstermistir ve bu durum FGF21'in yetersiz
beslenme ile iliskili kemik biiylimesinde nedensel bir rolii oldugunu ileri stirmiistiir
(44). FGF2l-indiiklii kemik kaybinin muhtemelen osteoblastogenezis ve
kondrogenezisin dogrudan baskilanmasi nedeniyle meydana geldigi éngorilmektedir
(45).

Yapilan bir ¢alismada FGF21 ile biiyiime hormonu arasindaki feed-back iliskisi
incelenmistir. Blylme hormonu-indlikli olarak adipositlerden salinan serbest yag
asitlerinin karacigerde PPAR-o’y1 uyararak FGF21 salmimini uyardigr ve salinan
FGF21’in de plazmadaki asir1 yag asitlerininin adipositlere geri alimini1 uyardigi
goOsterilmistir (46).

FGF21’ in 2005 yilinda kesfedilmesinden bu yana farmakolojik dozlarda
obezite, diyabet ve yagl karaciger hastaliklar1 (izerine azaltict yonde yararli etkilerinin
oldugunun ortaya konulmasi bu peptidi dikkat ¢ekici bir konuma getirmistir (30, 31,
47).



2.2. Hipotalamus

2.2.1. Hipotalamusun Anatomisi ve Fonksiyonlari

Hipotalamus-hipofiz-tiroit aks1 birbiriyle hormonal olarak iliskili ii¢ organin ve
bu organlarin birbirleriyle etkilesimlerinin olusturdugu dinamik bir yapidir. Bu aksin ilk
bileseni olan hipotalamus, beyinde talamusun altinda, 3.ventrikiiliin taban ve yan
duvarlarinda yerlesmis ¢ekirdek topluluklarindan olusmustur. Hipotalamusta yer alan
cekirdekler gerek birbirleri arasinda gerekse de korteks, talamus ve beyin sap1 gibi diger
beyin bolgeleri ile sinirsel baglantilar kurmaktadir (48, 49).

Corpus callosum Fornix Koroid pleksus

—

Anterior
kamissiir

Pineal bez

Hipotalamus

infundibulum ] E-
|
Optik ki F g
e Dérdiinci
Adenochipofiz : ventrikdl

Narohipofiz

Sekil 2.3. Hipotalamusun konumu (50)

Besin alimi ile iligkili sinyallerin beyindeki entegrasyon merkezi olan hipotalamus
enerji harcanmasi ve viicut agirliginin kontrolliniin saglanmasi yani sira viicut sicakligi,
kan basincinin ayarlanmasi, sivi aliminin homeostatik kontrolii, iiremenin endokrin
kontrolli ve hipofiz bezi ile iliskili noral ve endokrin diizenlemelerin kontrol edildigi
6nemli bir beyin bolgesidir (51).

Enerji homeostazisinin kontroliniin yapildigr aglik ve tokluk merkezleri
hipotalamusta yer almaktadir. Besin aliminin kontrol edilmesinde hipotalamus
bolgesinin islevi lezyon calismalar1 ile aydinlatilmistir. Hipotalamus periventrikiiler

alan, medial alan ve lateral alan olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilmistir. Bu bolgelerden



arkuat nukleus, enerji homeostazisini etkileyen ve aglik/tokluk durumlarinda sinyalleri
alan bolgedir. Arkuat nukleus, hipotalamusta konumlanmis diger ¢ekirdeklerden
paraventrikiler nikleus (PVN), dorsomediyal nikleus, ventromediyal nikleus, lateral
hipotalamus, suprakiyazmatik nikleus arasinda noéronal mediatérler ile iletisim
halindedir (Sekil 2.2) (52).
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Sekil 2.4. Hipotalamusta yer alan ¢ekirdeklerin konumu (53)
2.2.2. Hipotalamustan Salgilanan Hormonlar

Hipotalamustan, hipofiz bezinden salgilanan hormonlarin salgisin1 kontrol eden
bazi hormonlar salgilanir. Bunlara diizenleyici hormon veya faktor denir. Bu hormonlar:
1- Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH): Hipofiz bezinden FSH ve LH
hormonlarinin salgisin1 kontrol eder. 2- Growth hormon salgilatici hormon (GHRH):
Hipofiz bezinden blyime hormonunun salgisin1 kontrol eder. 3- Tirotropin salgilatici
hormon (TRH): Hipofiz bezinden TSH hormonunun salgisim1 kontrol eder. 4-
Kortikotropin salgilatict hormon (CRH): Hipofiz bezinden ACTH hormonunun
salgisni kontrol eder. 5- Prolaktin inhibe edici hormon (PiH): Hipofiz bezinden

prolaktin salgilanmasini engeller. 6- Somatostatin: Hipofiz bezinden salgilanan biiyiime
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hormonu ve TSH hormonunun salgilanmasini inhibe eder. Bu hormonlar 6n hipofiz

bezindeki hormon salgisini diizenler (54).

2.2.3. Tirotropin Salgilatict Hormon

PVN, fgilincii ventrikiilin st kismu ile yan yana bulunmaktadir ve on
hipotalamusta yer almaktadir. PVN’de, enerji dengesini saglamakta gérev alan birgok
noronal yol bulunmaktadir. Hipotalamusta yer alan TRH néronlar1 PVN’de bulunan
noronal perikaryadan koken alir ve medyan eminensin dis tabakasinda yiiksek
yogunluklu akson terminalleri bulunmaktadir (55). TRH, hipotalamusun paraventrikiler
cekirdeklerinde bulunan parvoselliler néronal sistemde {iretilir. Aksonlar tarafindan
median eminensteki primer pleksusa taginan bu hormon daha sonra portal ven
araciligiyla on hipofize ulasir. PVN, tiroit ve hipotalamus-hipofiz aksi arasindaki
beslenme sinyallerinin birlestirilmesinde anahtar rol oynayan bolgedir (56).

Tiroit dongiisii ve islevlerinin dizenlenmesinde “Hipotalamus-hipofiz-tiroit aks1”
olarak adlandirilan, tiroit hormon sekresyonunu kontrol eden ve diizenleyen, endokrin
ve ndroendokrin organlardan olusan bir sistem rol oynamaktadir. Bu sistemin kontrolii
en 6nemli etkiyi olusturaran TRH tarafindan yapilir (57). TRH, hipotalamusta pro-TRH
halinde sentezlenmektedir ancak beynin ¢esitli bolgelerinde posttranskripsiyonel
islemlere maruz kalarak aktif TRH halini alir. TRH, tirotroplardaki spesifik TRH
reseptorlerine baglanir ve TSH geninin transkripsiyon ve translasyonunu artirarak TSH’
nin sentezini kontrol eder. Sentezlenen TSH’ nin salinimi da yine TRH’ nin kontroli
altindadir (58).

Plazmadaki diizeyi 25-100 pg/ml olan TRH’ nin yar1 émrii 5 dakikadir ve
giinlik salinma zaman1 gece 24 ile sabah 4 arasindadir. Saglikli insanlara intravendz
olarak verilen TRH, TSH duzeylerini 2 ile 5 dakikada yikselterek 20-30 dakikada
maksimuma ulastirir, 2-3 saat sonra da bazal seviyelere donmesini saglar. TRH’ nin
hipofiz anteromedial b6lgesindeki hiicreler Gzerine direk etkisi ile pulsatil olarak diurnal
ritim ile salgilanan TSH, hedef hiicrelerdeki reseptorlerine baglanarak fonksiyon

gosterir (59).



2.3. Hipofiz Bezi

Hipofiz bezi, beyin tabaninda sfenoid kemigin iist yiizeyindeki sella tursikada
yerlesmis, alt ve yanlardan onun tarafindan sarilmis, beyin tabaninda orta hatta bulunan
fasiilye seklinde bir bezdir. Hipofiz bezi, hipofiz sap1 ya da infundibulum olarak bilinen
yap1 ile hipotalamusa baghdir. Hipofiz bezi, kiiclik damarsiz bir bdlge olan pars
intermedia ile adenohipofiz (6n hipofiz) ve norohipofiz (arka hipofiz) olmak Uzere ikiye
ayrilir (Sekil 2.3). Hipofiz bezinin hemen hemen tiim sekresyonu, hipotalamusun
hormonal ya da sinirsel sinyalleri ile kontrol edilir. Hipofizden salgilanan hormonlarin
bir kism1 periferik yapilara direkt olarak etki ederken, bir kismi ise tropik hormonlar
olup, endokrin organlarda hormon yapimini kontrol ederler (60, 61).

Embriyolojik olarak farinks epitelinin embriyolojik bir ¢okuntisi olan Ratke
kesesinden meydana gelen 6n hipofiz bezi, hipofiz bezinin % 80’ ini olusturmaktadir.
On hipofiz hiicreleri; hipotalamik néronlar tarafindan Uretilip, median eminens
kapillerine salgilanan ve portal venler ile 6n hipofize tasinan serbestlestirici/baskilayici
ve noropeptid-salgilatict hormonlar ile kendi kendilerini kontrol ederler. Hipofiz bezinin
6n lobundan 6, arka lobundan 2 adet peptit yapili hormon salgilanmaktadir (Tablo 2.2)
(62).

Hipofiz bezi biiyiime, enerji metabolizmasinin konrolii, stres, lireme ve diger
fizyolojik sureclerde anahtar rol oynayan bir diizenleyici olmakla beraber hipotalamus
ve periferal organlar arasinda fizyolojik sinyal aligverisinin de gergeklestigi araci bir
organdir (63, 64).

Tablo 2.2. Hipofiz bezinden salgilanan hormonlar (62).

On hipofiz Arka hipofiz
Buyume Hormonu (BH) Antidilretik hormon (ADH)
Adrenokortikotropik hormon (ACTH) Oksitosin

Tiroit uyaricit hormon (TSH)

Prolaktin (PRL)

Liteinize edici hormon (LH)

Folikiil uyarict hormon (FSH)
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Salgilatici ve Baskilayici
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HIPOTALAMUS
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Sekil 2.5. Hipofiz bezinin anatomisi ve salgilanan hormonlar (64)

BH: Buylme hormonu, PRL: Prolaktin, LH: Luteinizan hormon, FSH: Folikil stimilan hormon,
ADH: Antidiuretik hormon, OCT: Oksitosin, ACTH: Adrenokortikotropik hormon, TSH: Tiroit
uyarct hormon.

2.3.1. Hipofiz Bezinin Anatomisi ve Fonksiyonlari

2.3.2. Tiroit Uyarict Hormon

TSH, adenohipofiz tarafindan salgilanan, 28-30 kDa agirliginda glikoprotein
yapisinda bir proteindir. Tiroit hormonlarinin sentez ve salgilanmasi hipofizde
sentezlenen TSH tarafindan kontrol edilir. insanlardaki tiroit uyarici hormon reseptor
geni (TSHR), 14. kromozomun q kolunun 31. lokasyonuna yerlesmistir. TSH, tiroit bezi
tizerindeki yaklasik 100.000 daltonluk glikoprotein yapisindaki reseptdrlerine yiiksek
afinite ile baglanir. TSH’ 1n reseptoriine baglanmasi adenilat siklazi aktive ederek
cAMP yapimmini saglar. TSH, hem hipotalamustan salgilanan TRH ile hem de tiroit
hormonlarimin hipofiz iizerine geri besleme etkisi ile kontrol edilir (65, 66).

TSH’ 1 salinmasi belirli bir ritim ile diizenlenir. Saglikli bir insanda; uykudan

birkag saat 6nce serum TSH diizeyi yiikkselmeye baslar, gece maksimum diizeye ulasir

11



ve sabaha dogru azalarak O6gleye dogru minimum diizeye diiser. Buna TSH’nin
sirkadyan ritmi denir (67).

TSH, tiroit bezinin morfolojisini ve fonksiyonunu etkileyen bir hormondur. TSH,
tirositlerin gelismesini kontrol etmenin yani sira tirositlerde tiroit peroksidaz ve
tiroglobulin ~ yapimini,  tiroglobulin  proteolizisini, iyodun tutulmasini  ve
organifikasyonunu, iyodotirozinlerin yapimini, T3-T4 hormonlarinin yapim ve

salimmasin1 da kontrol eder (68).

2.4. Tiroit Bezi ve Tiroit Hormonlari

2.4.1. Tiroit Bezinin Anatomisi

Tiroit bezi, C5-T1 vertebra’lar seviyesinde, krikoid kikirdak ve trakeanin 6n yan
kisimlarinda yerlesmis endokrin bir bezdir. Sag ve sol olmak lizere iki lobdan olusur.
Bu bezin fonksiyonu bazal metabolizmay: stimule eden tiroksin (T4) ve triidotironin
(T3) hormonlarini sentez etmektir. Endokrin bezlerin en biiyiigii olup agirlig1 eriskinde
15-20 g kadardir. Tiroit bezi kirmizi-kahverengi renkte olup kan damarlar1 bakimindan
zengin bir organdir. Histolojik yapist incelendiginde bezin birgok kiremsi (sferik)
foliktlden olustugu goriliir. Folikiiler hiicreler tiroglobiilin denilen globdiler bir protein
sentezleyerek onu tiroit folikiillerinin kolloidine salgilarlar. Her bir tiroglobiilin

moleklu tiroit hormonlarinin yapitasi olan tirozin aminoasidini igerir (69).

Sag
lob

Sollob

Sekil 2.6. insanlarda tiroit bezinin anatomisi (70)
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Sekil 2.7. Siganlarda tiroit bezinin yerlesimi (71)
(1- Larinks, 2- Tiroit bezi, 3- Mandibuler bez, 4- Trakea)

2.4.2. Tiroit Hormonlari

T3 ve T4, tiroit bezinden salgilanan ve metabolizmay: regiile etmekle gorevli
hormonlardir. Tiroksin 4, triityodotronin 3 iyot baglanmis tirozin aminoasididirler. Tiroit
bezi tarafindan sentezlenen baslica hormon T4’diir. Fakat biyolojik aktivitenin
¢ogundan sorumlu olan T3’ tiir ve T3 ¢ogunlukla periferik dokularda T4’den sentez
edilir. Tiroit hormonlarinin sentezi i¢in folikiler hicreler icinde iyodun konsantre

edilmesi gerekir ve biyolojik etkinliklerini de iyot atomunun yerlesimi belirler (72, 73).

[ I I [
OH @DQGHQ?H—COOH OH@D@GHE?H—CDDH
NH
T, ! 2 | I NH,
T,

Sekil 2.8. T3 ve T4 hormonlari (74)

Iyot, iyon halinde iyodid (indirgenmis formda, 17), okside olmus formda iyot

(I, ya da organik bilesik halinde iyot olarak besinlerle alinir. Organik ve element
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halindeki iyot, sindirim ve emilim esnasinda iyodide (I") indirgenir ve plazmada bu
sekilde bulunur (75). Tiroit bezi htcreleri iyodidi kan dolasimindan aktif transport
yoluyla hiicre igine alirlar. Bez i¢inde, plazmada ya da serumda bulunandan ¢ok daha
fazla iyodid bulunur. Iyodid aktif transportu, TSH tarafindan hizlandirilir. Iyodid hiicre
icine girince tiroit peroksidaz ile iyot (1) haline donistiiriiliir ve tiroglobiiline bagh
tirozin molekiillerine baglanir (33, 70). Bu sekilde monoiyodotirozin (MIT) ve
diiyodotirozin (DIT) meydana gelir. Bu iyotlu tirozinlerin bir araya gelmesiyle tiroit
bezinin aktif hormonlar1 olugsmaktadir. Iki molekiil DIT birlesmesi ile T4, bir DIT ile bir
MIT birlesmesiyle de T3 meydana gelir (61). T3 ve T4 hormonlari, tiroit hiicrelerinin
folikiil i¢ine salgiladig1 proteolitik ve peptidaz enzimleri ile tiroglobiiliinden ayrilarak
serbestlesir ve sistemik dolasima gegerler. Hormon haline gelmemis MIT ve DIT’ lar
serbest kalir, ancak kan dolasimina karismazlar. MIT ve DIT’ da bulunan iyot, tiroit
bezinde bulunan deiyodinaz enzimleri ile deiyonize edilir ve daha sonra serbestlesmis
bu iyotlar yeniden hormon sentezinde kullanilir (76, 77).

Bazi dokularda 5 deiyodinaz enzimi bulunur. Bu enzim T4 hormonunun i¢
halkasindan bir iyot atomu deiyodinasyonu ile biyolojik olarak etkisiz olan reverse T3
(rT3) olusumuna yol agar. rT3 sentezinin aglik durumunda veya bazi hastaliklar
esnasinda bazal metabolizma hizin1 azaltmaya yonelik koruyucu bir mekanizma oldugu

ileri siiriilmiistiir (78).

DIT
(Diiyodotirozin)

MIT
(Monoiyodotirozin)

T3
3.5,3"-Tiroksin

- PN /
\[r W\ ff'r’
i I A |
o N 0
DIT DIT . /
(Diivodotirozin) Y

(Diivodotirozin)

T4
3,5.3°,5 -Tiroksin

Sekil 2.9. Tiroit hormonlarinin sentezlenmesi (64)
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Tiroit hormonlarinin sentezini ve salgilanmasini hipofizde sentezlenen TSH
kontrol eder. Kanda tiroit hormonu belli bir seviyeyi asinca TSH salinmasi inhibe edilir.
Bu inhibisyon, kanda hormon miktarinin ayarlanmasinda geri besleme mekanizmasi ile
gerceklesmektedir (79). Tiroit hormonu bu etkisini de diger etkilerinde oldugu gibi
adenohipofizde TSH salgilamakla gorevli hiicrelerin niikleer reseptdrlerine baglanarak
yapmaktadir. Adenohipofizin TSH sentezleyen hiicrelerinin niikleer reseptorleri T3
tarafindan kapatilinca TSH salinmasi durur (80). Kanda tiroit hormonu seviyesi
diisiince, niikleer reseptorlerin T3 ile kapatilamayan miktar1 artar ve TSH salinmasi,
dolayisiyla T4 salinmasi artar. T4 diger doku hiicrelerinde oldugu gibi, tirotrof (TSH
salgilayan) hiicrelerde de deiyodinasyon yoluyla T3’e doniistiiriilmektedir. T3” Un TSH
salgilayan hiicrelerin niikleer reseptorleri ile birlesmeleri, geri besleme mekanizmasiyla,
TSH salinimini inhibe eder (81).

Tiroit hormonlart hiicre igerisine alindiklarinda sitoplazmada serbest halde
kalirlar veya diislik afiniteli sitozolik reseptorler ya da yliksek afiniteli niikleer
mitokondriyal reseptorlerine baglanirlar. Tiroit hormonlar1 hedef hiicrelerdeki
etkilerinin biiyiik bir kismini, hiicre ¢ekirdegi icindeki nikleer reseptorler araciligr ile ve
bir kismin1 da mitokondri igerisindeki reseptorleri araciligi ile gosterirler (82). Nikleus
icine giren tiroit hormonlart reseptOrlerine baglandiktan sonra hedef genlerin
transkripsiyonunu hizlandirarak yapisal ve fonksiyonel proteinlerin sentezini artirirlar.
Bu hormonlar, baz1 hiicre tiirlerinde mitokondride oksidatif metabolizmay1, oksijen
tiketimini ve sonug olarak oksidatif fosforilasyon olayini (ATP olusumunu) artirirlar.
Hicrede oksidasyonun artmasinda, mitokondrilerin sayisinin artmasit ve her bir
mitokondri i¢indeki oksidasyon yapan birimlerin sayisinin artmasi rol oynar (83).

Tiroit hormonlarinin en biiyiilk kismin1 karaciger, bobrek ve kas gibi enerji
gereksiniminin fazla oldugu dokular almaktadir. Beyin, dalak ve gonadlar ¢ok az tiroit
hormonu alirlar. Bu farkli alimlarin nedeni T4’ iin oksijen kullanimi iizerine metabolik
etkileri ile ilgilidir. Tiroit hormonlar1 dokularin normal fonksiyonu igin gerekli olan
metabolizma hizim1 ayarlar, oksijen kullantmim1 artirir, karbonhidrat ve lipid

metabolizmasinin diizenlenmesine yardim eder (84, 85).
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2.4.3. Tiroit Hormonlarimin Metabolizmay1 Diizenleyici Etkileri

Hipotalamus-hipofiz-tiroit aksi enerji metabolizmas1 basta olmak {izere,
metabolizma hizi, biiyiime ve gelisme gibi siireglerin saglikli bir sekilde devam
edebilmesinde kilit rol oynar (86, 87).

Tiroit hormonlariin protein metabolizmasi iizerine olan etkileri, hormonun
genel metabolizma tizerine olan etkilerinin temelini olusturur. Tiroit hormonlar1 protein
sentezini artirdigindan, 6zgil enzimlerin sentezini de artirir ve boylece metabolizmay1
hizlandirir. Tiroit hormonlarinin protein metabolizmasi Uzerine etkisi, hormon verilen
hayvanin ya da bireyin metabolik durumuna ve hormon dozuna gore degisiklik gosterir.
Tiroit hormonlart MRNA, tRNA ve rRNA sentezini artirarak azot dengesi Uzerinde
pozitif etki gosterir ve bu etki ile bllylime hormonu uyarilarak sentezi artirilir (88).

Tiroit hormonlart glukozun bagirsaklardan absorbsiyon hizini, yag dokusu ve
kaslar tarafindan alinim hizin1 artirirlar.  Tiroit hormonlart ile karbonhidrat
metabolizmasi arasinda doz bagimli ters bir iliski mevcuttur. Siganlara diisiik dozda
tiroit hormonu uygulanmasi insiilin varliginda glikojen sentezini artirirken, yiiksek
dozda uygulanmasi karaciger glikojeninin glukoza par¢alanmasini hizlandirir (82).

Tiroit hormonlar yag dokuda lipolizi artirarak lipid depolarini azaltir ve kanda
lipid dlzeyini disiiriir. Bu etkisini lipolitik maddelere karsi duyarli hale getirmekle
yapar. Lipoliz sonucu meydana gelen ve kanda diizeyi artan serbest yag asitlerinin
okside olmalarini hizlandirir. Tiroit hormonlarilarinin lipid metabolizmasina olan klasik
etkisi, kolesteroliin kan plazmasindaki derisimini diisirmesidir. Kolesteroliin digk: ile
atilmasin1 ve safra asitlerine doniismesini artirir (89). Ayrica hiicrelerin apoprotein
reseptOrlerinin yapimini artirarak, kolestrol tasiyan LDL’nin hiicrelere girisini ve
yikimini da hizlandirirlar (90).

Tiroit hormonlar1 ve katekolaminler KYD’ yi uyararak 1s1 olusumuna neden
olurlar (91). KYD’ nin uyarilmasinda Ozellikle etkili olan T3 hormonu, T4’ (n
deiyodizasyonu ile lokal olarak olusturulur. Termogenin transkripsiyonu ve deiyodinaz
enziminin aktivasyonu T4’ 0n bu metabolik yolda etkinligi ile olusur. Bu etki
erigkinlerde ve KYD’ nin bol oldugu yeni doganlarda titremesiz 1s1 olusumu olarak
bilinen termogenezisin dizenlenmesinde oldukca dnemlidir (92).

Tiroit hormonlar1 bu etkilerin ¢ogunu basta BYD ve KYD olmak (zere
karaciger, kalp ve iskelet kas1 gibi metabolik olarak aktif dokulardaki dogrudan etkileri
ile gergeklestirilir (84, 85).
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2.5. Beyaz ve Kahverengi Yag Doku

Yag doku besin kaynagi ve viicut sicakligindaki degisiklige cevap veren en
onemli dokudur ve enerji homeostazisinin devami i¢in ¢ok énemlidir (93). Insanlarda
BYD ve KYD olmak iizere iki tip yag doku bulunur (94). Yiksek omurgalilarda BYD
cok fazla miktarda besini tek-bdlmeli beyaz adipositlerde lipid olarak depo etmek ve
aclik durumlarinda bunlar1 yag asidi olarak kana vermek ile sorumludur (93). KYD,
BYD’nin aksine insanlarda, siganlarda ve bazi kis uykusuna yatan hayvanlarda bulunan
adipoz dokunun ozellesmis bir formudur (95). KYD, BYD’den lokalizasyonu,
morfolojisi ve fonksiyonu bakimindan farklidir. KYD zengin vaskiilarizasyon ve yogun
miktardaki mitokondri nedeniyle kahverengi bir renge sahiptir ve enerji harcanmasinda,
151 iretmek i¢in lipidlerin yikilmasi olan titremesiz 1s1 olusumunda 6nemli rol oynar
(96). Klasik kahverengi adipositler; ¢ok bdlmeli lipid damlacik yapisi, ¢ok fazla
miktarda mitokondri ve mitokondrinin i¢ zarina yerlesmis UCP1’ in Gretimi ile
karakterizedirler (97). KYD yiiksek derecede damarhidir ve yogun sekilde sempatik sinir
sisteminin terminal fibrilleri ile inerve edilir (98). KYD titremesiz 1s1 olusumu; soguga
maruz kalma, tiroit hormonlar1 ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonu ile kuvvetli bir
sekilde indiiklenir (99). Titremesiz 1s1 olusumu olarak bilinen siire¢, KYD’yi yogun bir
sekilde inerve eden sempatik sinir sistemi tarafindan salinan norepinefrin sayesinde
duzenlenir (95). Sempatik sinir sistemi aktivasyonu sayesinde norepinefrin, B3
adrenerjik reseptorler ile etkilesime girerek lipaz aracili triagilgliserol hidrolizine yol
acar. Norepinefrinin ayrica kahverengi preadipositlerin proliferasyonunu stimiile ettigi,
olgun kahverengi adipositlerin farklilagsmasini tesvik ettigi ve kahverengi adipositlerin
apoptozunu inhibe ettigi rapor edilmistir (100-102).

Insan fetiisiinde gebelik siiresince KYD gelisimi BYD gelisiminden 6nce baslar.
KYD gebeligin 5. aymdan itibaren olugsmaya baslar ve dogumda pik yapar (103).
Bebeklerde viicut agirhginin yaklasik % 5’ini olusturan KYD, yeni doganlarda 37 °C
olan uterus sicakligindan daha diisiik bir sicaklik olan dig ortam sicakligindaki ani
degisimlere kars1 koymada, viicut sicakliginin korunmasinda 6nemli bir rol oynar (104).
Insanlarda KYD, fetiis ve yeni doganlarin koltuk altinda, servikal, perirenal, periadrenal
bolgelerinde bulunur ancak dogumdan sonra yavas yavas kaybolmaya baslar (105-107).
KYD’nin geleneksel olarak sadece yeni doganlarda bulundugu ve 1s1 olusumuna olan
ihtiyacin azalmasi sebebiyle yasla azaldigina inaniliyordu (108). Heaton ve ark. 1972

yilinin baglarina kadar yasamin ilk 10 yilinda interskapular KYD’nin devamli olarak var
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oldugunu, ondan sonra 30 yasina kadar keskin bir azalma ile dereceli olarak
kayboldugunu ileri stirmiislerdir (109). Ancak 2000’li yillarin basinda niikleer tip
alaninda ®F-FDG PET/CT tarama yontemi kullanilarak yetiskin insanlarda KYD varlig
aciklanmistir. FDG-PET tekniginin sonuglarina gore yetiskin insan viicudunda KYD
dagilimi; boyun, supraklavikular, paravertebral, interskapular, midiastinum ve para-
aortik kisimlardadir (110).

Yetiskin insanlarda KYD’nin aktivitesinin soguga maruz kalma, insiilin
stimiilasyonu ve dolagimdaki artmis katekolamin seviyeleri gibi degerlerle arttigi
saptanmigtir. Disarida (sogukta) calisan insanlarin KYD kiitlesinin iceride c¢alisan
insanlardan ¢ok daha fazla oldugu belirtilmistir. Virtanen ve ark. BYD ile
kiyaslandiginda soguga maruz kalmanin paraservikal ve supraklavikular KYD’ de
glikoz alimin1 15 kat artirdigini géstermislerdir (105). KYD, plazma glukoz seviyelerini
ve trigliserit metabolizmasini kontrol eden giiglii bir metabolik dokudur ve aktif KYD
kiitlesinin miktar ile viicut kitle indeksi arasinda ters iliski bulunmaktadir (111). Son
yillarda insanlarda fonksiyonel KYD’nin kesfi, obezitenin tedavisi ig¢in titremesiz
termojenenik doku fikrini akillara getirmistir. Bir insanda yaklasik 50 gr KYD’nin
aktivasyonu gunluk enerji tiketimini %20 kadar artirmak igin yeterlidir. Bu deger
giinliik 2,500 kcal enerji tiiketimine esdegerdir, diyet ve/veya egzersiz ile indiiklenmis
kilo kaybindan sonra kilo alimini engellemek igin yeterlidir (112, 113). Alternatif KYD-
aktive edici ilaglar viicut agirligimin daha disiik kilolarda kalmasi i¢in gelistirilebilir.
Kok hiicre teknolojisindeki son gelismeler, enerji harcanmasini artirmak icin KYD
transplantasyonunu potansiyel olarak cazip bir tedavi yapmaktadir. KY D-aktive edici
ilaglarin gelisimine ve KYD transplantasyonuna ek olarak BYD’ de indiiklenmis KYD
olusumunu igeren bioterap6tik bir yaklasim da mumkuandir (114).

Tiroit hormonlar1 KYD’ ye etki ettigi zaman enerji kullanimini artirmasinin yant
sira ayni titremesiz 1s1 olusmu olarak adlandirilan termogenezis ile viicut sicakliginin
artmasina neden olur (115). Tiroit hormon reseptorleri olan TRal ve TRB1’ nin KYD’
de asir1 miktarda ifade edilmesi, KYD’ nin tiroit hormonlarinin dogrudan hedef dokusu
oldugunu gostermektedir (85, 116). Hem in vivo hem de in vitro galismalada T3
uygulamasinin TRB1 araciligiyla UCP1 duizeyini artirdigi gosterilmistir (85, 117, 118).
Bagka bir c¢alismada ise, tiroitektomi sonrasi hastalara Levo-T4 tedavisi sonrasi
abdominal ve supraskapular KYD’ de UCP1 mRNA ifadesinde artis gergeklestigi
bildirilmistir (119).
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2.6. Eslesme Bozucu (Uncoupling) Protein 1

Vicut hicrelerinde glukoz ve yag asitleri gibi molekillerin yikilmasi ile serbest
formda enerji Gretilir ve bu enerji ATP olarak depo edilir. Bu sure¢ ‘enerji
metabolizmasi’ olarak ifade edilir ve ¢esitli metabolik enzimler tarafindan kataliz edilen
reaksiyonlar icin gereklidir (120, 121). Enerji metabolizmasimnin son basamagi
mitokondride gerceklesir. Mitokondri tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan, hiicrenin
sagkalimi ve fonksiyon gosterebilmesi i¢in gerekli olan enerji iretimi, kalsiyum
homeoastazisi ve birgok metabolik-biyosentetik yolaklarin diizenlenmesini igeren Kritik
streclerde rol oynayan onemli organellerden bir tanesidir (122, 123). Mitokondriyal
enzim reaksiyonlar zinciri tarafindan aktarilan serbest enerji, mitokondriyal matriksteki
solunum substratlarinda muhafaza edilir. Bu substratlar mitokondri i¢ membraninda
yerlesmis olan solunum zinciri tarafindan oksitlenir. Solunum substratlarinin
oksidasyonu ile birlikte solunum =zinciri de protonlart matriksten mitokondriyal
membranlar arasi alana pompalar. Sonu¢ olarak serbest enerji mitokondriyal i¢
membrana karsi bir proton gradientine dontstiiriiliir (124). Bunun sonunda protonlar
ATP sentaz araciligiyla mitokondriyal matrikse gegerler. itici bir giic olarak bu proton
gradientini kullanarak ADP+Pi=ATP (ADP’nin fosforilasyonu) reaksiyonu ile ATP
sentezlenir. Bu nedenle ATP sentezlemek ic¢in solunum zincirinde ATP sentaz
tarafindan solunum subratlari ADP ile eslestirilir. Bu iki reaksiyonun genel adi
‘oksidatif fosforilasyon’dur (125).

UCP’ler (UCP1-5) anyon-tasiyici protein ailesinin iiyeleridir ve mitokondrinin ig
membranina yerlesmislerdir. Bu proteinler yapisal olarak benzerdirler ancak farkli
dokularda farkli miktarlarda ifade edilirler (126). Orjinal UCP, UCP1’dir ve genel
olarak KYD’ de ifade edilir. UCP1 gen ifadesi soguk, adrenerjik uyarim, g-3-agonistler,
retinoid ve tiroit hormonlart ve cAMP tarafindan artirilir. Esterlenmemis yag asitleri
tarafindan ifadesi aktiflenirken purin ndkleotitleri (GDP, ATP ve ADP) tarafindan
inhibe edilir (127).

Mitokondriyal i¢ membrana dogru proton sizdirma; istirahat halindeki
metabolizma hizininin 6nemli bir pargasini olusturur, enerji kaybi1 ve 1s1 tiretimi igin
potansiyel bir mekanizma sergiler (128). Mitokondriyal seviyede bazal ve uyarilabilir
olmak Uzere iki tip proton sizdirma tanimlanmistir. Bazal proton sizdirma, membranin
lipid yapisiyla iligkilidir ve tiim dokulardaki mitokondrilerde gerceklesir ancak

diizenlenme mekanizmas1 daha tam olarak aciklanamamistir. Uyarilabilir proton

19



sizdirma ise spesifik UCP’ lerle gerceklesir (129). 6 ekzon ve 5 intron igeren UCP1 geni
4. kromozomun (4928-q31) iizerinde 9 kb’lik bir alan1 kaplar (127). UCP1
mitokondriyal i¢ membrana dogru proton sizdirarak oksidatif fosforilasyon ile ATP
iiretilmeksizin 1s1 iiretir. Bu anyon tasiyici proteinler mitokondriyal matrikse proton
(H") tasirlar ve proton motif kuvvetini ATP liretimi yerine sicaklik ve eslesmemis
substrat oksidasyonu olarak harcarlar. Diger bir deyisle KYD’ de bu oksidatif
fosforilasyon UCP1 vasitasiyla eslestirilmez (130). Mitokondriyal i¢ memraninda
yerlesmis olan UCP1, ATP sentezinin itici giicii olan proton gradiyentini bozan bir
proton tastyict olarak rol oynar. Bu yiizden proton gradiyentinde muhafaza edilen
serbest enerji sicaklik olarak israf edilir. Bu mekanizma ile KYD’ de sicaklik iiretilir ve
kas dokularinda olusan ‘titremeli’ 1s1 olusumunun aksine ‘titremesiz’ 1s1 olusumu olarak
adlandirilir (131). Bu titremesiz 1s1 olusumu kas dokulari heniiz yeterli olarak
gelismemis olan yeni doganlar ve kiigiik kemirgenlerde oldukca dnemlidir. Tiim bunlara
ek olarak kis uykusuna yatan canlilar kis uykusu siiresince KYD’ nin fonksiyonuna
oldukca fazla ihtiyac duyarlar (129, 132).

ATP iretimi Proton sizmasi

Membranlar
arasi alan

Matriks

Sekil 2.10. Elektron tasima zincirinde ATP (retimi ve UCP1’ in proton sizdirmasi (111)

(UCP1, alandaki protonlari mitokondriyal matrikse tagir ve proton gradyanini azaltarak
enerjinin 1stya doniisiimiinii saglar)
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Uzun bir slre igin sadece kemirgenlerde ve yeni doganlarda (insan) ifade
edildigi diisiiniilen UCP1’ in son zamanlarda hem kendisinin hem de mRNA ifadesinin
insanlarin BYD’ de, iskelet kasinda, longitudinal diiz kas tabakalarinda, retinal
hiicrelerinde ve adacik hiicrelerinde de ifade edildigi gosterilmistir fakat bu dokularda
ve organlarda UCP1' in fizyolojik fonksiyonlarmin neler oldugu KYD' de gibi net
olarak ortaya konulamamistir (133, 134). UCP1’ in BYD ve KYD’ deki termogeneziste
onemli rol oynadig bilinmektedir. KYD’ nin, UCP1’ in gen ifadesi ve termojenik enerji
harcanmasi igin 6zel bir énemi vardir. Kimyasal enerjiyi yaymasi bakimmdan 6zel
islevi goz oniine alindiginda KYD’ nin soguk ve obeziteye karst dogal bir savunma

sagladig1 sOylenebilir (135).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismadaki uygulamalarin tamami Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafinca onaylanan (Protokol no: 2014/A-12) etik kurul
protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi. Calisma siiresince deney hayvanlarinin
beslenme ve bakimi Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama
Merkezi’ nde (INU-DEHUM); ELISA analizleri indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali’ nda; Ger¢ek Zamanli PZR analizleri ise inénii Universitesi
Biyoteknoloji  Arastirma ve Uygulama Birimi aragtirma laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada Wistar Albino cinsi, ortalama agirliklar1 220-280 gr, 4-6 aylik toplam
30 adet erkek sican kullanildi. TUm hayvanlar tartilarak viicut agirlik ortalamalari
birbirlerine en yakin olacak sekilde kontrol, sham kontrol ve FGF21 (0,72 pg/gin)
uygulanan olmak (zere rastgele l¢ gruba ayrildi (n=10). Calisma siiresince tiim si¢anlar
12 saat aydinlik — 12 saat karanlik dongiistiniin uygulandigi, sicakligi 21+2 °C’ de sabit
tutulan ortamda barindirildi. Hayvanlara normal musluk suyu igcirildi ve ad libitum

olarak pellet halindeki standart sican yemiyle beslendiler.

3.2. Stereotaksik islem Oncesi Hazirhklar

3.2.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisimin Hazirlanmasi

FGF21’in ¢oziiciisti olarak kullanilacak yapay beyin omurilik sivisini (yBOS)
hazirlamak i¢in Tablo 3.1°de belirtilen kimyasal bilesikler tartildi ve 500 ml steril distile
su igerisinde iki farkli ¢oOzelti seklinde hazirlandi. 1. ve 2. ¢6zelti 1:1 hacminde

karistirilarak yBOS elde edildi (136).
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Tablo 3.1. Yapay beyin omurilik sivisinin igerdigi bilesikler ve miktarlar

1. ¢Ozelti 2 cozelti
Bilesik Miktar (g) Bilesik Miktar (g)
NaCl 8.66 Na;HPO4. 7H20 0.214
KCI 0.224 NaH2PO4. H20 0.027
CaClz . 2H20 0.206
MgCl, . 6H.0 0.163

3.2.2. Beyin Infiizyon Kitlerinin Hazirlanmasi

Siganlarin lateral ventrikillne infiizyon yapabilmek icin beyin inflizyon kitleri
(Alzet Brain Infusion Kit-1, ABD) kullanild1 (Sekil 3.1). Beyin infuzyon Kkitine
baglanan kaniil hava kabarcigi kalmayacak bicimde kontrol edilerek yBOS ile
dolduruldu. Kit ve kantlun igerisi yBOS ile doldurulduktan sonra kanul serbest ucundan

yakilarak kapatildi.

Sekil 3.1. Beyin infuizyon kiti ve kanilu
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3.3. Stereotaksi Islemleri

3.3.1. Lateral Ventrikiiliin Koordinatlarinin Tespit Edilmesi

Beyin inflizyon kitinin yerlestirilecegi lateral ventrikilin stereotaksik
koordinatlar1 Paxinos & Watson sigan beyin atlasina goére belirlendi (137). Lateral
ventrikile giris noktasi, referans nokta olarak belirlenen bregmadan laterale 1.40 mm ve

posteriyore 0.8 mm gidilerek tespit edildi (Sekil 3.2).

Lateral 1.40 mm

Figure 82

Sekil 3.2. Paxinos & Watson si¢an beyin atlasina gore lateral ventrikidlin yerinin
belirlenmesi (137)

3.3.2. Hayvanlarin Anesteziye Alinmasi ve Cerrahi Operasyona

Hazirlanmasi

Siganlar spontan solunumlar1 ve goz kirpma refleksleri korunacak sekilde
intramuskdler olarak 70 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya), 8 mg/kg
ksilazin (Bioveta PLC, Cek Cumhuriyeti) ile anestezi altina alindi (138). Spontan
hareketleri kaybolan siganlarin anesteziye girip girmedigi parmak kistirma yanitlar1 ve

fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda saptandi. Anesteziye giren hayvanlarin kafa
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derilerinin iki kulak arasindan nazale dogru uzanan 4 x 2 cm'lik bolgesi tiras edildi ve

povidon iyot ile silindi.

3.3.3. Hayvanlarin Stereotaksik Cihazda Sabitlenmesi ve Beyin Infiizyon

Kitlerinin Yerlestirilmesi

Hayvanlar, stereotaksik cihaza kulak barlar1 kullanilarak sabitlendi (Small
Animal Stereotaxic System, ASI Instruments, ABD). Povidon iyodin surulerek
temizlenen kafa derisi bistiri ile kesildi ve kiint diseksiyon ile kemik yapiya ulasildi.
Kemik yuzeyi yine bir bistiiri yardimiyla temizlenerek referans noktasi bregmanin kolay

bir sekilde goriilmesi saglandi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Bregma noktasinin gosterimi

Stereotaksik koordinatlar, referans noktasi olarak kabul edilen bregmadan
itibaren sigan beyin atlasinda onceden belirlenen koordinatlara gore lateral 1.40,
posteriyor 0.8 mm giris koordinati olarak igaretlendi.

Isaretlenen noktaya 2 mm capli matkap ucu ile duraya zarar vermeden bir delik

25



acildi. Beyin infuzyon Kkiti stereotaksik cihaza monte edilmis olan &zel tutucunun
yardimiyla acgilan delikten lateral ventrikiile indirildi. Beyin infuzyon Kkiti dis
yapistiricis1 kullanmilarak hayvanin kafatasina sabitlendi. Insizyon bolgesi 2/0 ipek ile
dikildi ve insizyon alan1 %10 povidon iyodin ile silindi. Tim bu islemlerde steril
malzemeler kullanildi. Operasyon sonrasinda sicanlarin iyilesmeleri i¢in 1 hafta

beklendi.

Sekil 3.4. Beyin infuzyon kitinin kafa tasina sabitlenmesinin basamaklari
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3.4. Ozmotik Mini Pompa islemleri

3.4.1. Ozmotik Mini Pompalarin Kullanima Hazir Duruma Getirilmesi

Deneyde kullanilan FGF21, PROSPEC firmasindan (ABD, Katalog No: cyt-
130-b) satin alindi. FGF21, hazirlanan yBOS igerisinde ¢oziildii ve deneysel calismada
kullanilacak olan konsantrasyon (6 pug/2000 pl) hazirlandi.

Calismada 10 ul/saat/hafta icv infiizyon yapma Ozelligine sahip mini ozmotik
pompalar (Alzet 2ML1, ABD) kullanildi. Ozmotik mini pompalar, pompa setinin
icerisinden ¢ikan igne yardimiyla (sham kontrol grubu icin yBOS, deney grubu igin ise
6 png/2000 pl FGF21) dolduruldu ve beyin inflizyon kitine baglanacak olan metal
kaniillii kapak parcasi ile kapatildi. Ozmotik mini pompalar steril kabin icerisinde
dolduruldular (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Ozmotik mini pompalarin hazirlanmasi

(1.0zmotik mini pompalara FGF21’ in doldurulmasi, 2. Kapagin kapatilmast)

3.4.2. Ozmotik Mini Pompalarin Yerlestirilmesi

Bir haftanin sonunda hayvanlar yukarida anlatildigi sekilde tekrar anestezi altina
alindilar (138) ve ense derilerine bistiiri yardimiyla yaklasik 3-4 cm’ lik bir insizyon
yapildi. Beyin infiizyon kitinin kaniiliiniin yakilan ucu makasla kesilerek ozmotik mini
pompalara takildi. Beyin infiizyon kitine baglanan ozmotik mini pompalar siganlarin
acilan ense derisinin altina yerlestirildi. Islem sonrasi insizyon bolgesi 3.0 ipek ile

dikildi ve %10 povidon iyodin siirtildii (Sekil 3.5).
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3.5. Hayvanlari Dekapite Edilmesi, Serum ve Dokularin Alinmasi

Ozmotik mini pompalarin yerlestirilmesinden yedi gun sonra hayvanlar dekapite
edildi. Serum orneklerinden TSH, T3 ve T4 analizi igin kan, TRH mRNA ifadesi igin
hipotalamus, UCP1 mRNA ifadesi icin interskapular BYD ve KYD’ leri alindi. Kan
ornekleri toplandiktan sonra +4 °C’de 1 saat bekletildikten sonra 4500 rpm’de 10
dakika santrifij edildi ve serumlar1 ayrildi. Alinan hipotalamus, BYD ve KYD
ornekleri, icerisinde RNA-koruyucu soliisyon bulunan eppendorf tuplere konularak
analizler yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Dekapitasyon islemi sonrasinda ozmotik mini pompalar hayvanlardan geri alindi
ve pompa igerisinde kalan miktarlar enjektor icine gekilerek ozmotik mini pompalarin

inflizyon yapip yapmadig: kontrol edildi.

3.6. Analizlerin Yapilmasi

3.6.1. Serum TSH Duizeyinin Belirlenmesi

Serum TSH seviyesini belirlemek amaciyla ticari olarak satilan rat icin spesifik
TSH ELISA kiti (Elabscience, Cin;, Cin; Katalog no: E-EL-R0976) satin alind1 ve
kullanildi. Caligmaya baslamadan 6nce kit icerisinden ¢ikan 80 ng/mL konsantrasyona
sahip standart stok solisyon Sekil 3.6’da belirtildigi gibi seyreltilerek hazirlandi.
Referans standartin seyreltildigi distile su sifir (pg/ml veya ng/ml) olarak kabul edildi.

500pl  500pl 500pl 500 u 500pl 500 i

Stok
Standart

i L LS A L
ng/mlL 80 40 20 10 5 2.5 1.25 0

Sekil 3.6. TSH kitinin referans standartinin seri diliisyonu
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Kit igerisinden ¢ikan sollsyonlar ve serum oOrnekleri oda sicakligina getirilince

serum Ornekleri santrifuj edildi. Tim reaktifler pipetlenmeden 6nce vortekslenerek

karistirtldi ve serum Orneklerinden TSH duizeyini belirlemek igin asagidaki basamaklar

sirastyla uygulandi.

100 pl standart, kor veya ornekler kuyucuklarina eklendi.

Plakanin kapagi kit icerisinden ¢ikan etiket ile kapatilarak 37 °C’deki etuve
kaldirilarak 1 saat inkiibasyona birakildi.

1 saatlik inkiibasyonun sonunda tim kuyucuklara 100 pl Biyotinlenmis konjugat
eklendi ve plakanin kapagi yeni bir etiket ile kapatilarak 37 © etiive kaldirilarak
tekrar 1 saatlik inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 350 ul yikama soliisyonu pipetlendi ve
plaka ters c¢evirilerek c¢ok silkelemeden kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar
bosaltildiktan sonra plaka temiz bir kagit havlu tizerine ters ¢evrilerek kurutuldu
ve bu islem 3 defa tekrarland.

Sonrasinda biitiin kuyucuklara 100 pl HRP konjugat ¢alisma sollisyonu eklendi
ve plakanin kapagi kapatilarak 37 °C’deki yerlestirilerek etiive kaldirilarak 30
dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun sonrasinda 3. basamaktaki gibi her bir kuyucuk 5 defa yikandi.
Her kuyucuga 90 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve plaka kapagi kapatilarak
karanlik bir ortamda inkiibasyona birakildi (37 °C’de 15-30 dakika).

Inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi ve plaka
hafifce calkalandi.

Son olarak plaka 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu. Sonuglar
ng/ml olarak ifade edildi.

3.6.2. Serum T3 ve T4 Dizeylerinin Belirlenmesi

Serum T3 ve T4 seviyelerini belirlemek amaciyla ticari olarak satilan rat igin

spesifik T3 ve T4 ELISA Kkiti (Elabscience, Cin; Katalog no: E-EL-R1097 ve E-EL-
R0390) satin alindi ve kullanildi. Caligmaya baslamadan 6nce her iki Kit icerisinden

cikan referans standart solusyonlar Sekil 3.7°de gosterildigi gibi distile su ile

seyreltilerek hazirlandi. Referans standartin seyreltildigi distile su sifir (pg/ml veya

ng/ml) olarak kabul edildi.
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Referans §f - ——
standart [ge:
o
2 3 4 5

500 ul 500 ul - 500 pul 500 pul 500 ul 500 ul

r—.‘/"‘““““

- 1 6 7 8 tiip
100 50 25 125 625 3125 1563 0 pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 g tiip

T4 00 50 25 125 625 3125 1563 0 ng/ml

Sekil 3.7. T3 ve T4 kitlerinin referans standartlarinin seri diltisyonu

Kit igerisinden ¢ikan sollsyonlar ve serum oOrnekleri oda sicakligina getirilince

serum Ornekleri santrifij edildi. . Tam reaktifler pipetlenmeden &énce vortekslenerek

karistirildi ve serum oOrneklerinden T3 ve T4 dlzeyini belirlemek igin asagidaki

basamaklar sirasiyla uygulandi.

50 pl standart, koér ve ornekler kuyucuklarina eklendi. Kor kuyucuguna
standartin seyreltildigi distile su ilave edildi. Sonrasinda butin kuyucuklara 50
pl biyotinlenmis algilama reaktifi eklendi ve plakanin kapagi Kit igerisinden
cikan etiket ile kapatilarak 37 °C’deki etuve kaldirilarak 45 dakika inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 350 ul yikama soliisyonu pipetlendi ve
plaka ters cevirilerek ¢ok silkelemeden kuyucuklar bosaltildi. Kuyucuklar
bosaltildiktan sonra plaka temiz bir kagit havlu tizerine ters ¢evrilerek kurutuldu
ve bu islem 3 defa tekrarlandi.

Sonrasinda biitliin kuyucuklara 100 pl HRP konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi
ve plakanin kapagi kapatilarak 37 °C’deki yerlestirilerek etiive kaldirilarak 30
dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 2. basamaktaki gibi her bir kuyucuk 5 defa yikandh.

Her kuyucuga 90 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve plaka kapagi kapatilarak 37
°C’de 15 dakika etiivde inkiibasyona birakildi.
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- Inkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi ve plaka
hafifce calkalandi.

- Son olarak plaka 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu. Sonuglar T3
icin ng/ml, T4 i¢in pg/ml olarak ifade edildi.

3.7. Gerg¢ek Zamanh-gPZR ile Hipotalamik TRH, Beyaz ve Kahverengi
Yag Doku UCP1 mRNA Dizeyinin Belirlenmesi
3.7.1. Beyin ve Yag Dokusu Homejenizasyonu ve Total RNA

Saflastiriimasi

Beyin dokusundan TRH, BYD ve KYD’ lerinden UCP1 mRNA seviyelerini
tespit etmek icin kontrol grubu, sham grubu ve deney grubundan alinan doku drnekleri
steril ortamda buz Uzerinde kigik parcalara kesilerek RNA saklama ¢ozeltisi igine
konuldu ve bu dokulardan High Pure RNA Tissue kit (Roche, ABD; Lot no: 10156400)
izolasyon Kiti kullanilarak toplam RNA saflastirildi. Izolasyon kitinin igerisinden ¢ikan
protokole gore ilk olarak 25 mg doku tartildi, tizerine 350 pl lysis buffer eklenerek
homojenizatorde buz tzerinde 13.500 rpm hizda yaklasik 1 dakika homojenize edildi.
Homojenatin {izerine hacminin yaris1 kadar etanol eklendikten sonra vortekslendi ve
13.000xg’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda kolonun altindaki koleksiyon tliplinde
toplanan sivi dokuldi ve kolon tekrar takilarak islem tekrarlandi. Daha sonra kolona
100 pl DNase eklenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 15 dakikalik
inkiibasyonun sonunda 500 pl Wash buffer | eklendi ve 8.000xg’de 1 dakika santrifj
edildikten sonra kolonun altindaki toplama tiiptindeki sivi dokildi. Toplama tlpleri
kolona tekrar takildiktan sonra 500 pl Wash buffer 11 eklendi ve tekrardan 8.000xg’de 1
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi kolonun altindaki toplama tlupi dokilerek
kolona 300 pl Wash buffer Il eklendi ve 13.000xg’de 2 dakika santrifuj edildi. Bu
asamadan sonra toplama tiipii atilarak kolon steril bir ependorf tiipe alindi. Son olarak
kolona 100 pul eliisyon buffer eklendi ve 8.000xg’de 1 dakika santrifuj edildi ve santrifij
sonrast tiipte toplanan sivi toplam RNA olarak elde edildi.

High Pure RNA Tissue Kit izolasyon kiti kullanilarak hipotalamus, BYD ve
KYD’ den saflagtirilan toplam RNA’larda herhangi bir yikimin olup olmadigini tespit
etmek icin drnekler % 1’ lik agaroz jelde ve 1 X TBE (tris-borik asit-EDTA) tamponu
ile 100 mV’de elektroforez islemine tabi tutuldu. RNA goriintiilemesi UVP marka

ChemiDoc-1t2 sistemi ile ultraviyole 1s1k altinda gergeklestirildi. Saflastirilan

31



RNA’larda 28S ve 18S ribozomal bantlarinin varligi ve herhangi bir yikimin olmadigi

goriildi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Hipotalamus, BYD ve KYD orneklerinden saflagtirilan RNA’larin agaroz jel

(%1) elektroforez gorintisi

Dokulardan saflastirilan RNA  orneklerinin  spektrofotometrik — analizleri
yapilarak &rneklerin saf RNA igerdigi tespit edildi. Orneklerin RNA’lar1 miktar ve
saflik tayini igin spektrofotometre cihazi (BioTek, ABD) ile Gen5 programlari
kullanilarak 260 ve 280 nm UV spektrumda Ol¢iildii. RNA miktar1 ng/ul cinsinden
hesapland1 ve 260/280 oranlar1 yaklasik 2 olan saf RNA ornekleri cDNA sentezinde
kullanildi.

3.7.2. cDNA Sentez Protokolu

cDNA sentezi, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kiti (Roche, ABD; Lot
no0:14585924, Ref no: 04896866001) kullanilarak yapildi. cDNA sentezi, Kit icerisinden
¢ikan protokole gére yapildi. Ilk olarak 100 pl’lik PZR tiipiine 77 ng toplam RNA, 1 ul
OligodT18 (50 pmol/ul), 1 pl Random Hexamer Primer (600 pmol/ul) ve toplam hacim
13 ul olacak sekilde bidistile su eklendi ve karistirildi. Sonra 65 °C’de 10 dakika PZR
cihazinda 1sitildi. Bu karisimin iizerine 4 pl Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer, 0,5 pl Protector RNase Inhibitor, 2 pl Deoxynucleotide Mix (her

niikleotid i¢cin 10 mM konsantrasyonda), 0,5 pl Transcriptor Reverse Transcriptase
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enzimi eklendi ve boylece toplam hacim 20 pl oldu. Karistirilan numuneler PZR
cihazinda 25 °C’de 10 dakika, 55 °C’de 60 dakika ve 85 °C’de 5 dakika 1sitildi daha

sonra analiz edilinceye kadar -20 °C’de saklandi.

3.7.3. RT-gqPZR Protokolu

Orneklerin mRNA ifade olgtimleri Roche Light Cycler 96 RT-PZR cihazi, Fast
Start Essential DNA Probes Master Kit (Roche, ABD; Lot no: 10048800) ve Real Time
Ready Assay (B-Actin; Lot no: 90015222, TRH; Lot no: 90015384, UCP1; Lot no:
90015220) (8 pmol/ul) hidroliz problu primerler kullanilarak yapildi. Reaksiyonlar 10
ul toplam hacimde hazirlandi. Bunun i¢in 5 pl Master Mix, 0,5 ul Real Time Ready
Mix, 2 ul PCR kalitesinde su ve 2,5 ul cDNA olacak sekilde hazirlandi. Calismada her
ornek icin 3 tekrar yapildi. PZR sartlar1 firmanin Onerdigi 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 3.2’de dizilimleri ve biiyiikliikleri verilen primerler TRH ve UCP1

gen ifadelerinin analizinde kullanildi.

Tablo 3.2. B-Aktin, TRH ve UCP1 genine ait primer dizilimleri

Gen adi Gen dizisi (Forward, reverse) Sekans no* Urin
biiyiikliigii**

B-Aktin F:CTGGCTCCTAGCACCATGA NM_031144.3 76 bp
R:TAGAGCCACCAATCCACACA

TRH F: 5" AGCTCAGCATCTTGGAAAGC 3" | NM_013046.3 76 bp
R: 5" CCAGCAGCAACCAAGGTC 3’

UCP1 F: 5’ GCCTCTACGATACGGTCCAA3 | NM_012682.2 140 bp
R:5° TCTGACCTTCACCACCTCTGT 3’

(* NCBI Referans sekans numarasi, ** Beklenen Primer PCR iiriin (amplifikasyon tiriinii) bityiikliigii)

Her bir 6rnekten saflagtirllan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, B-aktin, TRH
ve genlerine 6zgli primerler kullanilarak gercek zamanli PZR ile ¢ogaltildi (Sekil 3.9).
TRH gen ifadesindeki degisimler f—aktin genine oranlanarak belirlendi.
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Sekil 3.9. B-aktin ve TRH cDNA’larinin ger¢ek zamanli PZR sirasinda olusan cogalim

egrileri

Primer baglanmasinin 6zgiinliigiinii kontrol etmek ig¢in p—aktin ve TRH
cDNA’lar1 kullanilarak yapilan gercek zamanli PZR sonrasi ornekler agaroz jelde
yurutildi ve goruntilendi. Goruntilemenin sonucunda her iki gen icin de tek ve
istenilen boyda bir DNA bandi olustugu gézlendi (Sekil 3.10).

Boya Marker B-aktin(+) B-aktin(-) Trh(+) Trh{-) Marker Boya

oo bp
N
50 bp

%1,5'luk agoroz jel elektroforezi Marker: 50 bp plus DNA ladder ready-to-use

Sekil 3.10. B-aktin ve TRH ¢cDNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel elektroforez
gorintusu (DNA standarti olarak 50 bp DNA Marker kullanildi. Bioron, Almanya;
Katalog no: 304007)
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Her bir ornekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen cDNA’lar, B-aktin ve
UCP1 (BYD) genlerine 6zgii primerler kullanilarak gercek zamanli PZR ile ¢ogaltildi
(Sekil 3.11) ve UCP1 gen ifadesindeki degisimler f—aktin genine oranlanarak belirlendi.

£.400
£.000
5.600
5.200
2300 B-aktin
4400
4.000 ucp-1
2 3600
3.200

2.800

Fluorescel

2.400

2.000 /

1.600

1.200

0.800

0.400 negatif kontrol

0.000 #2000

3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 2100 24.00 27.00 30.00 33.00 36.00 3%.00 42.00 45.00 48.00 5100 54.00
Cycle

Sekil 3.11. B-aktin ve UCP1 (BYD) cDNA’larinin ger¢ek zamanli PZR sirasinda olusan

cogalim egrileri

Primer baglanmasinin 6zgiinliigiinii kontrol etmek igin p—aktin ve UCP1 (BYD)
cDNA’lant kullanilarak yapilan gercek zamanli PZR sonrasi ornekler agaroz jelde
yurutildi ve goruntilendi. Goruntilemenin sonucunda her iki gen icin de tek ve
istenilen boyda bir DNA bandi olustugu gézlendi (Sekil 3.12).

35



Marker p-aktin(+) p-aktin{-) uwcp-1(+) ucp-1(-) Marker

%1,5'kK agoroz j&l elaktroforezi Marker: 50 bp plus DNA Ladder ready-to-uses

Sekil 3.12. B-aktin ve UCP1 (BYD) cDNA’larinin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel

elektroforez gorintlsi (DNA standart: olarak 50 bp DNA Marker kullanildi. Bioron,
Almanya; Katalog no: 304007)

Her bir 6rnekten saflastirilan RNA’lardan elde edilen ¢cDNA’lar, B-aktin ve
UCP1 (KYD) genlerine 6zgii primerler kullanilarak ger¢ek zamanli PZR ile ¢ogaltildi
(Sekil 3.13) ve UCP1 gen ifadesindeki degisimler B—aktin genine oranlanarak belirlendi.

6.500
6.000
5.500 B-aktin
5.000
4,300
4.000
3.500

3.000

Fluorescence

ucp-1
2,500 4

2.000
1.500
1.000

0.500 o negati%ntml
0.000 —

0.000

300 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24,00 27.00 30.00 33.00 36.00 38.00 42,00 45,00 48.00 51.00 34,00
Cycle

Sekil 3.13. B-aktin ve UCP1 (kahvrengi yag doku) c¢DNA’larinin ger¢ek zamanli PZR

sirasinda olusan ¢ogalim egrileri

Primer baglanmasinin 6zgiinliigiinii kontrol etmek igin f—aktin ve UCP1 (KYD)

cDNA’lan1 kullanilarak yapilan ger¢cek zamanli PZR sonrasi ornekler agaroz jelde
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yurutildi ve goruntilendi. Gortntilemenin sonucunda her iki gen icin de tek ve
istenilen boyda bir DNA bandi olustugu gozlendi (Sekil 3.14).

Marker p-aktin(+) p-aktin(-) ucp-1(+) ucp-1(-) Marker

%1,5'luk agoroz jel elektroforezi Marker: 50 bp plus DNA Ladder ready-to-use

Sekil 3.14. pB-aktin ve UCP1 (KYD) cDNA’larmmin PZR’deki ¢ogaliminin agaroz jel

elektroforez goruntlisii (DNA standart: olarak 50 bp DNA Marker kullamldi. Bioron,
Almanya; Katalog no: 304007)

3.8. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS statistics version 22.0 for Windows
paket programu ile yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile
degerlendirildi. Hipotalamik TRH ve yag dokusu UCP1 mRNA degerleri normal
dagilim gostermediginden (p<0.005), gruplar Kruskal Wallis testi ile analiz edildi. Daha
sonra ¢oklu karsilagtirmalarda Conover testi kullanildi. Sonuclar ortanca (en kiguk-en
blylk) olarak verildi ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Serum
T3 ve T4 seviyelerinin belirlenmesinde One Way Anova testi ve Post hoc olarak da
Tamhane testi kullanildi. Sonuglar ortalama * standart sapma (SD) olarak verildi ve
serum T3 seviyesi icin p<0.05 degeri serum T4 seviyesi i¢in p<0.001 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.. Yem tiketimi ve viicut agirh@inin belirlenmesinde
Wilcoxon, post hoc olarak da Bonferroni testi kullamldi. Istatistiksel olarak 100 gr
viicut agirligi basina yem tiiketimi i¢in p<<0.001, % viicut agirligr degisimi i¢in p<0.05

degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. lcv FGF21 Uygulanmasimin Hipotalamik TRH mRNA Seviyesi Uzerine

Etkisi

FGF21’ in yedi glnlik infizyonu sonrasinda hayvanlarin hipotalamus
dokusundaki TRH mRNA ifade oranlarinda meydana gelen degisimler Tablo 4.1’de;
gruplar arasindaki farkliliklar Sekil 4.1° de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Merkezi FGF21 inflizyonunun hipotalamik TRH mRNA ifade duzeyi
uzerine etkisi (n=10)
Kontrol Sham Kontrol FGF21

TRH/ p-Aktin
mRNA orami  0.100 (0.0085-0.234)% 0.0653 (0.056-0.088)  0.2389 (0.1-0.435)"

(Sttunlarda farkli harfi tasiyan degerler birbirlerinden istatistiksel olarak
farklidir p<0.05)

Kontrol ve sham gruplarin karsilastirllmasinda hipotalamik TRH mRNA
ifadeleri bakimindan iki grup arasinda herhangi bir farkliligin olmadig1 belirlendi.
FGF21 uygulanan grup ile kontrol ve sham gruplart TRH mRNA seviyeleri bakimindan
karsilastirildiginda, FGF21 uygulanan grubun TRH mRNA dizeylerinin hem kontrol
hem de sham gruba gore anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.1. FGF21 infizyonunun gruplarin TRH mRNA ifadeleri lizerine etkileri
(Grafiklerde farkli harfi tasiyan gruplar birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir p<0.05)
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4.2. Icv FGF21 Uygulanmasinin Serum T3 ve T4 Seviyeleri Uzerine Etkileri

FGF21 inflizyonu sonrasi gruplarin serum T3 ve T4 hormon dizeyleri Tablo

4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2. Merkezi FGF21 inflizyonunun serum T3 ve T4 hormon diizeyleri (zerine

etkisi (n=10)
Kontrol Sham Kontrol FGF21
T3 (ng/ml) 2.15+0.422 2.25+0.202 2.54+0.35°
T4 (pg/ml) 2.31+0.19°2 2.65+0.08° 2.94+0.09°

(Satirlarda farkli harfi tagiyan degerler birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir.
T3 icin p<0.05, T4 icin p<0.001)

Merkezi FGF21 inflizyonu sonrasinda gruplarin serum T3 diizeyleri arasindaki
karsilastirmalar Sekil 4.2 de gosterilmistir. Gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda
sham ve kontrol grubu arasinda herhangi bir anlamli fark gozlenmezken FGF21
uygulanan grubun serum T3 seviyelerinin hem kontrol hem de sham grubundaki
hayvanlarin serum T3 seviyelerinde istatiksel olarak anlamli bigimde yiiksek oldugu
gorildi (p<0.05).

[]

Serum T3 seviyeleri (ng /ml)

Kontrol Sham FGF21

Sekil 4.2. FGF21 infiizyonunun gruplarin serum T3 hormon seviyesi izerine etkisi

(Grafiklerde farkli harfi tagtyan gruplar birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir p<0.05)
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Calismada kullanilan gruplar serum T4 hormon seviyeleri bakimindan
kiyaslandiginda, sham grubun hormon seviyesinin kontrole gére anlamli olarak yiiksek
oldugu gozlendi (p<0.001). Yedi giin siireyle FGF21 infiizyonu yapilan gruptaki
hayvanlarin serum T4 diizeyinin ise hem kontrol hem de sham grubunda bulunan

siganlara gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu belirlendi (p<0.001; Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. FGF21 inflizyonunun gruplarin serum T4 hormon seviyesi Gzerine etkisi
(Grafiklerde farkl1 harfi tagiyan gruplar birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir p<0.001)

4.3. lcv FGF21 Uygulanmasimin Beyaz Yag Doku UCP1 mRNA Seviyesi
Uzerine Etkisi

FGF21’ in yedi gunlik inflizyonu sonrasinda hayvanlarin BYD’ deki UCP1
MRNA ifade oranlarinda meydana gelen degisimler Tablo 4.3°te; gruplar arasindaki
farkliliklar Sekil 4.4° de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Merkezi FGF21 infuzyonunun beyaz yag doku UCP1 mRNA ifadesi (izerine

etkisi (n=10)
Kontrol Sham Kontrol FGF21
UCP1/ B-
Aktin mMRNA

oram: 1.417 (0.002-4.075)* 0.4 (0.0001-5.23)%  3.08 (1.01-20.81)°

(Siitunlarda farkli harfi tasiyan degerler birbirlerinden istatistiksel olarak
farklidir p<0.05)
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Kontrol ve sham gruplarin karsilagtirilmasinda beyaz yag doku UCP1 mRNA
ifadeleri bakimindan iki grup arasinda herhangi bir farkliligin olmadigi belirlendi.
FGF21 uygulanan grup ile kontrol ve sham gruplar beyaz yag doku UCP1 mRNA
seviyeleri bakimindan karsilastirildiginda, FGF21 uygulanan grubun UCPI mRNA

diizeylerinin hem kontrol hem de sham gruba gore anlamli olarak yiiksek oldugu

belirlendi (p<0.05).
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Bevaz vag doku
Sekil 4.4. FGF21 inflizyonunun gruplarin beyaz yag doku UCP1 mRNA ifadesi Uzerine

etkisi
(Grafiklerde farkli harfi tagtyan gruplar birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir p<0.05)

4.4.1cv FGF21 Uygulamasimin Kahverengi Yag Doku UCP1 mRNA

Seviyesi Uzerine EtKisi

FGF21’ in yedi ginlik infuzyonu sonrasinda hayvanlarin KYD’ deki UCP1
MRNA ifade oranlarinda meydana gelen degisimler Tablo 4.4’te; gruplar arasindaki
farklarda Sekil 4.5 de gosterilmistir.

41



Tablo 4.4. Merkezi FGF21 inflizyonunun kahverengi yag doku UCP1 mRNA ifadesi

Uzerine etkisi

Kontrol Sham Kontrol FGF21
UCP1/ -
Akt:'r;':l'?NA 0.04 (0.3-20.71)  6.029 (0.0021-22.46)  6.21 (1.0-31.15)

Icv FGF21 uygulamasi sonrasinda hayvanlarin KYD’ deki UCP1 mRNA
seviyesi lizerine etkileri Sekil 4.6 da verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonrasinda
kontrol, sham ve FGF21 uygulanan grupta yer alan hayvanlarin kahverengi yag doku

UCP1 mRNA ifadeleri arasinda anlamli bir fark olmadig belirlendi.
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Kahverengi vag doku
Sekil 4.5. FGF21 infiizyonunun gruplarin kahverengi yag doku UCP1 mRNA ifadesi

Uzerine etkisi
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4.5. Icv FGF21 Uygulamasinin Yem Tiiketimi Uzerine Etkisi

Hayvanlarin 100 gram viicut agirlig1 basia gunlik yem tiiketimleri Sekil 4.6” da

gosterilmistir.

-®-Kontrol —+—Sham --#-FGF21

Ozmotik mini

100 gr viicut agirhg1 bagina giinliik yem tiiketimleri (%)

Beyin infiizyon pompalarin
kitlerinin yerlestirilmesi
verlestirilmesi
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Giin

Sekil 4.6. Icv FGF21 uygulamasinin deney siiresince kontrol, sham ve deney grubunun
yem tiketimi Gzerine etkisi

Icv FGF21 uygulamasmi takiben hayvanlarin 100 gr viicut agirligi basma
tilkettikleri yem miktarindaki degisimler % olarak hesaplandi. Hesaplamalar sonucunda
gruplar arasinda yem tiiketimi bakimindan yapilan kiyaslamalarda, sham grubunun
kontrole gore yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.001). FGF21 uygulanan grupta ise 100 gr
canli agirlik basina yem tiikketiminin hem sham hem de kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli bicimde yuksek oldugu belirlendi (p<0.001).
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100 gr viicut agirligi bagina ginlik vem tiketimleri (%6)

Kontrol Sham FGF21

Sekil 4.7. lcv FGF21 uygulamasi sonrasinda gruplarin yem tiketimleri
(Grafiklerde farkli harfi tasiyan gruplar birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir p<0.001)

4.6. lcv FGF21 Uygulamasiin Viicut Agirhg Uzerine Etkisi

Deney siresince (15 gun) hayvanlarin viicut agirhigindaki degisimler Sekil 4.8’
de gosterilmistir. FGF21 inflizyonunu takiben gruplarin viicut agirliklarindaki %
degisim bakimindan yapilan karsilastirmalarda sham ve FGF21 grubunda kontrole gore
anlamli herhangi bir degisiklik gozlenmedi. FGF21 inflizyonu yapilan grup ile sham
arasinda yapilan kiyaslamada ise FGF21 uygulanan grubun viicut agirhigindaki
degisimin istatistiksel olarak anlamli bi¢imde diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 4.9;
p<0.05).
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Sekil 4.8. Icv FGF21 uygulamasinin deney siiresince kontrol, sham ve deney grubunun
vicut agirligi degisimi tzerine etkisi
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Sekil 4.9. lcv FGF21 uygulamasinin gruplarin viicut agirligi tizerine etkisi
(Grafiklerde farkli harfi tasiyan gruplar birbirlerinden istatistiksel olarak farklidir p<0.05)
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5. TARTISMA

5.1. lcv FGF21 Uygulamasimin TRH Gen ifadesi, Serum T3 ve T4 Hormon

Seviyeleri Uzerine EtkKisi

Beslenme ve enerjinin korunmasi-kullanilmas1 beyinde 6zellesmis bolgeler ve
bu bolgelere gelen endokrin ve sinirsel sinyaller ile kontrol edilir (139). Enerji
homeostazisi ve beslenme davramiginin kontroliniin  diizenlenmesinin  beynin
hipotalamus bdlgesinde 6zellikle de paraventrikiiler ve suprakiyazmatik nukleus gibi
boliimlerinde gergeklestigi  bilinmektedir (140-143). Son zamanlarda yapilan
calismalarda da FGF21’ in reseptoriinin ve ko-reseptoriinin bu alanlarda bol miktarda
bulundugunun gosterilmis olmasi, FGF21’ in besin alimi, enerji homeostazisi ve
endokrin sinyallerin olusmasinda anahtar rol oynayabilecegi goriisiine destek
saglamaktadir (3, 144). FGF21’ in etkisini sergileyebilmesi icin gerekli olan ko-reseptor
B-klothonun da pankreas ve Ozellikle de BYD ve KYD’ deki varliginin gosterilmesi,
FGF21’ in beslenme ve enerji homeostazisinin diizenlenmesinde gorev aldigi fikrini
oldukca gucli bir hale getirmektedir (145, 146). Bugiine kadar FGF21”’ in besin alimi,
enerji harcanmast ve kilo kaybi gibi durumlar {izerine etkilerinin incelendigi
calismalarda, FGF21’ in besin alimini degistirmeden viicut agirligini azalttig1 bir¢ok kez
rapor edilmistir (147, 148). Yapilan deneysel ¢alismalarda, FGF21’ in hayvanlarin yem
tiketimi artirmasina karsin viicut agirhiginda azalmaya sebep olmasi, enerji
harcanmasinin artmasina sebep oldugunun bir isareti olarak kabul edilmistir (149-151).
Yapilan birgok calismada da, FGF21’ in kan dolagimindaki glikozun adipositlere
almmmim artirdigr ve adipositlere alinan glikozun depolanmasi yerine mitokondride
kullanimini tesvik ettigi rapor edilmistir (152, 153).

Son yillarda yapilan ¢alismalarla birlikte tiroit hormonlarinin ve ekzojen olarak
uygulanan FGF21’ in ortak spesifik dokular1 hedef alarak enerji harcanmasini artirdigi
ve metabolizmay1 hizlandirdigr bilinmektedir (154). Ancak enerji homeostazisinin
kontrolii Uzerinde FGF21 ve tiroit hormonlar1 arasindaki iliskinin/etkilesimin nasil
oldugu tam olarak ortaya konulamamustir. FGF21 ve tiroit hormonlar1 arasindaki
iliskinin incelendigi bir ¢alismada diyetle indiiklenmis obez farelere iki hafta stresince
subkutan (sc) olarak FGF21 uygulanmasi sonrasi serum TSH, T3 ve T4 seviyeleri
incelenmis olup FGF21’ in hayvanlarin serum TSH seviyelerini etkilemeksizin serum

T3 ve T4 seviyelerini doz bagiml olarak azalttig1 bildirilmistir (32). FGF21 knock-out
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farelere tiroit hormonunun uygulandigt; hipotiroitli farelere de FGF21’ in uygulandig
bir ¢aligmada, tiroit hormonu uygulamasimin FGF21 knock-out farelerin karacigerinde
transkripsiyonel olarak FGF21 ifadesini artirdigi, FGF21 uygulmasinin ise hipotiroitli
farelerde serum tiroit hormonlar1 seviyelerini azalttigi ifade edilmistir. Sonu¢ olarak
hem FGF21’ in hem de tiroit hormonlarmin farelerde enerji harcanmasi ve lipid
kullanimin artirdig1 ancak aralarindaki iligkinin ne oldugunun aragtiritlmasinin gerektigi
bildirilmistir (155). Bir diger ¢alismada ise hipotiroitli kisilerde plazma FGF21 seviyesi
incelenmis olup, bu kisilerde FGF21 seviyesinin yiiksek oldugu ayrica plazma FGF21
seviyesi ile serum TSH seviyesi arasinda pozitif, serum T4 seviyesi ile de negatif bir
lineer iliskinin oldugu rapor edilmistir (156). Tiroit hormonunun karacigerde FGF21
ifadesi tizerine olan etkisinin incelendigi bir ¢calismada da hem normal hem de PPARa
knock-out farelere ip olarak T3 uygulanmis ve normal farelerin karacigerlerinde FGF21
ifadesinin doz bagimli olarak arttig;; BYD’ deki FGF21 ifadesinin ise baskilandigi
belirlenmistir. PPARa knock-out farelerde ise hicbir etki gézlenmemistir (157). Hem
wild type hem de FGF21 knock-out farelere T3 uygulanmasini takiben elde edilen
sonuclar tiroit hormonu uygulamasinin ne farelerin lipid profilinde ne de FGF21’ in
karacigerdeki ifadesinde degisiklige neden olmadigini géstermis olup, T3' iin FGF21’in
karacigerdeki ifadesi i¢in elzem olmadigini ortaya koymustur (158).

Yapilan g¢alismalar incelendiginde FGF21’ in hipotalamik dizeyde etkilerini
arastiran c¢alismalarin literatiirde mevcut bulunmadigi goriilmektedir. Bu calismada
FGF21’in icv uygulamasi sonrasinda hipotalamus-hipofiz-tiroit aksinda meydana
gelecek muhtemel etkilerin belirlenmesine ¢alisildi. Calisma sonuglarina gore yedi
giinliik icv FGF21 uygulamasi sonrasi hayvanlarin TRH mRNA seviyesinin kontrol
grubundaki hayvanlara oranla yaklasik 2,5 kat, sham grubundaki hayvanlara kiyasla da
yaklasik 3 kat yiiksek oldugu goriildii.

Yapilan ¢aligmalarda FGF21 ile tiroit hormon seviyeleri arasinda karmasik bir
feed-back sisteminin oldugu, FGF21 ile tiroit hormonlarinin dogrudan veya dolayl
yoldan birbirlerini etkiledigi ifade edilmektedir (155). Bu calismalarda genel itibariyle
sc veya ip yolla tiroit hormonlar1 uygulanip FGF21 seviyesi incelenmis veya FGF21
uygulanip tiroit hormonlarinin seviyesi belirlenmistir. Bu ¢alisma merkezi FGF21
uygulamasi sonrasinda TRH mRNA, serum T3 ve T4 hormon seviyelerinde meydana
gelen degisimlerle ilgili ilk bulgulari saglamasi bakimindan 6nemlidir. Calismamizin
sonucunda meydana gelen hem hipotalamik TRH mRNA seviyelerindeki artislar hem

de serum T3 ve T4 seviyelerindeki artislar, FGF21 uygulamasinin merkezi ve periferal
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diizeyde tiroit aksi ilizerinde pozitif yonli etkisinin oldugunu gostermektedir.

5.2. lcv FGF21 Uygulamasimin Beyaz ve Kahverengi Yag Doku UCP1
mRNA ifadesi Uzerine Etkisi

FGF21 mitokondriyal biyogenezi olusturan genleri transkripsiyon seviyesinde
etkileyerek enerji harcanmasini indiikler. BYD ve KYD’ ler enerji depolanmasi ve
harcanmasi bakimindan oldukga aktif dokulardir. FGF21 ko-reseptori olan B-Klotho’
nun BYD ve KYD’ de fazla miktarda bulunmasi bu dokularin FGF21 i¢in hedef
olduguna isaret etmektedir (159). Kronik FGF21 uygulamasmin kan glikozunun
adipositlere alinimini artirdigi, BYD ve KYD’ de mitokondriyal biyogenezi ve lipid
oksidasyonunu indiikledigi bilinmektedir (160, 161). Sistemik olarak FGF21
verilmesinin serum trigliserid, serbest yag asitleri ve LDL kolesterol seviyesini azalttig1
yag dokuda lipogenezi baskiladigi ve enerji elde etmek icin glikoz yerine yag asidi
kullanimimi tesvik ettigi bildirilmistir (162, 163). FGF21 uygulamasinin enerji
harcanmasinin biyobelirteci olarak kabul edilen UCP1 geninin hem BYD hem de KYD’
de ifadesini artirdigi rapor edilmistir. FGF21” in UCP1 geninin transkripsiyon faktori
olan PGC1l-o’ nin ifade seviyesini artirmak suretiyle mitokondride UCP1 mRNA
ifadesini artirdigi ifade edilmistir (42).

Tiroit hormonlar1 enerji homeostazisi, glikoz ve lipit metabolizmasi (zerine
birtakim etkilere sahiptir (164). Tiroit hormonlar1i BYD ve KYD’ lerdeki etkinligini
adrenerjik sinir sistemi araciligiyla veya dogrudan bu dokulardaki ilgili genleri
trankripsiyon seviyesinde etkileyerek gergeklestirir (165). Yapilan ¢alismalar, tiroit
hormonu metabolizmasindan 6zellikle T3 hormonunun enerji harcanmasinda goérevli
mitokondriyal genleri transkripsiyonel seviyede uyardigi ve boylelikle ATP Gretimini
diizenledigini gostermektedir (166, 167). Hem hicre kdltiri hem de deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda ekzojen T3 uygulamasmin UCP1 mRNA dizeyini
doz bagimli olarak artirdig: bildirmislerdir (118, 168). Baska bir ¢alismada ise 3T3-L1
adiposit hiicre hattina uygulanan T3’lin TR reseptoriini hedef alarak UCP1 mRNA
seviyesini artirdigi rapor edilmistir (169). Tiroitektomi sonras1 Levo-T4 tedavisi goren
bireylerin abdominal ve supraskapular KYD’ lerinde UCP1 mRNA seviyesinde artis
meydana geldigi bildirilmistir (119). Aymi sekilde tiroitektomi yapilan si¢anlara T3
uygulamasi sonrast KYD’ de UCP1 mRNA seviyesinin arttig1 gosterilmistir (170). Son
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veriler de g6z Oniinde bulunduruldugunda yag dokudaki UCP1 ifadesinin tiroit
hormonlart araciligiyla diizenlendigi anlagilmaktadir.

FGF21’ in UCPI gen seviyesi lizerine olan etkilerin incelendigi ilk calisma 2012
yilinda yapilmistir. Bu ¢alismada wild type ve FGF21 knock-out farelere ip olarak 8
giinliik FGF21 uygulanmig, BYD ve KYD’ lerdeki UCP1 mRNA ifadesi incelenmis ve
doz bagimli olarak FGF21’in wild type farelerde UCP1 mRNA seviyesi artirirken
knock-out farelerde istatiksel olarak bir fark olusturmadigi bildirilmistir (171). Yuksek
yagh diyetle indiiklenmis farelere iki hafta sliresince FGF21 infizyonu yapilmis ve
inflizyon sonrasinda BYD ve KYD’ de UCP1 mRNA’ siin arttig1 gosterilmistir (32).
Fisher ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada 3 giinliik sc FGF21 infizyonunun hem BYD
hem de KYD’ de UCP1 gen ifadesini artirdigini rapor etmislerdir (6). Yiiksek yagh
diyetle indiiklenmis obez farelere FGF21 geni transfer edilmis ve FGF21’in KYD’ de
termogenezisle iligkili bircok genin 0&zellikle de UCP1 mRNA ifadesini artirdigi
bildirilmistir (148). UCP1 knock-out farelere sc FGF21 uygulanan her iki ¢alismada da
glikoz, trigliserid, LDL kolesterol seviyelerinin azaldigi, yem tiiketimini etkilemeden ve
viicut agirhg azaltip enerji harcanmasimi artirdigr gosterilmistir. Ancak c¢alisma
stiresince UCP1 geninin ifadesi degismediginden, FGF21’ in bu metabolik etkileri
gosterebilmesi i¢in termogenezis ile iliskili UCP1 geninin gerekli olmadigini ifade
etmislerdir (38, 172). Termondétralite’ de wild type ve UCP1 knock-out olan fareler
serum FGF21 seviyesi ve yag doku FGF21 mRNA ifadesi bakimindan
karsilagtirildiginda anlamli bir fark olmadigi ancak soguga maruz kalmayla birlikte
UCP1 knock-out farelerin serum FGF21 seviyesinin ve yag dokuda FGF21 mRNA
seviyesinin arttig1 bildirilmistir (149).

Calismamiz icv FGF21 uygulanmasi sonrast BYD ve KYD’ deki UCP1 mRNA
ifadesinin incelendigi ilk ¢alismalardan bir tanesi olmasi bakimindan énemlidir. Yedi
gunlik FGF21 infiizyon sonrasinda uygulama grubundaki hayvanlarin BYD UCP1
MRNA seviyelerinin kontrol ve sham grubundaki hayvanlara oranla yaklasik bes kat
daha yiksek oldugu belirlendi. KYD UCP1 mRNA seviyesi bakimindan ise gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli herhangi bir fark gézlenmedi.

Bu calismanin sonucuna gére merkezi FGF21 uygulanmasinin tiroit hormonlari
aracilifiyla BYD’ de mitokondriyal oksidatif kapasitenin biyobelirteci olan UCPI
MRNA seviyesini artirarak BYD’ de termogenezisi ve enerji harcanmasini artirdigini
sOyleyebiliriz. BYD” de UCPI mRNA seviyesinin yiiksek olmasi mitokondriyal

aktivitenin arttiginin, enerji kaynagi olarak yag asitlerinin kullanildiginin ve daha fazla
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oksijen tiiketildiginin dolayisiyla da enerji harcanmasinin arttiginin bir gostergesi iken
KYD’ deki UCP1 mRNA seviyesinde meydana gelen degisiklikler, viicut sicakliginin

korunmasi (titremesiz termogenez) hakkinda bilgi vermektedir (173, 174).

5.3. lcv FGF21 Uygulamasimin Yem Tiiketimi ve Viicut Agirhig Uzerine
Olan Etkileri

FGF21’ in sempatik sinir sistemi aktivasyonu, fiziksel aktiviteyi veya UCP1 gen
ifadesini artirarak enerji harcanmasini artirmasi araciligiyla viicut agirligini azalttigi
birgok kez gosterilmistir (159, 175, 176). Samms ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar
bir ¢alismada diyetle indiiklenmis obez ve UCP1 knock-out farelere sc yedi ginlik
FGF21 uygulamasimin yem tiiketimi {izerine anlamli bir etki etmedigini ancak viicut
agirligint azalttigini bildirmislerdir (172). 2015 yilinda yapilan bir bagka ¢aligmada ise
obez siganlarda FGF21 enjeksiyonunun yem tiiketimini etkilemeden viicut agiriligini
azalttigr gosterilmistir (177). Sibirya hamsterlarina sc ozmotik mini pompalarla 14
giinliik FGF21 uygulamasi sonrasinda yem tiketiminin ve viicut agirligimin azaldig
rapor edilmistir (40). Diyetle indiiklenmis obez siganlara icv FGF21 uygulamasinin
gida alimini artirdigr ve viicut agirhi@inda bir degisiklik gostermedigi bildirilmistir (14).
Kharitonenkov ve arkadaslari diyabetik maymunlara sc FGF21 uygulamasimin yem
tiiketimi tizerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigint ancak viicut agirligini
azaltigimi gostermiglerdir (31). Xu ve arkadaslar1 diyetle indiiklenmis obez farelerde
FGF21’ in giinlik gida alimii azaltmamasia ragmen doz bagimli olarak fiziksel
aktivite ve enerji harcanmasini artirarak viicut agirh@n azalttigini gostermislerdir (34).
Yapilan bagka bir ¢alismada ise sc ozmotik mini pompalarla FGF21’in inflizyonunun
total kalori alimin1 azaltmadan veya fiziksel aktiviteyi etkilemeden doz bagimli olarak
diyetle indiiklenmis obez ve ob/ob farelerin viicut agirligini %20 oraninda azalttigi
belirtilmistir (32).

Biz de calismamizda deney slresince hayvanlarin giinliilk yem tuketimini ve
viicut agirhigini takip edip kayit altina aldik. Icv FGF21 inflizyonu yapilan hayvanlarin
100 gr viicut agirligi basina diisen yem tiiketimlerinin sham ve kontrol grubuna gore
arttigi, vlcut agirligiin yiizde degisiminin ise sadece sham grubuna gore anlamli olarak
azaldig: belirlendi. Literatirde merkezi FGF21 infiizyonu sonrasi gida alimi ve viicut

agirligindaki degisimin arastirildigi sadece bir ¢alisma mevcuttur. Bu calismada da
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FGF21 inflizyonunun gida alimini artirdigi ancak viicut agirligmi degistirmedigi
bildirilmistir (14). Calismamiz yem tiiketimi bakimindan bu g¢aligma ile paralellik

gostermekle  beraber viicut agirhig bakimindan farklilk arz  etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak merkezi FGF21 uygulamasinin hipotalamusta TRH, periferde ise
T3 ve T4 hormon seviyelerinin artirarak, etkisini merkezi diizeyde baslatip tiroit aksini
kullanarak metabolizmay1 hizlandirdigini séyleyebiliriz. Calismamizin sonucunda tiroit
aksindaki artisa BYD’ de UCP1 gen ifadesinin de eslik etmesi, tiroit hormonlarinin
BYD’ de mitokondriyi hedef alarak UCP1 gen ifadesini artirdigini ve enerji
harcanmasina sebep oldugunu gostermektedir. Ayrica c¢alismamizin sonucunda yem
tiiketiminin arttigini1 ancak viicut agirliginin ise azaldigini tespit ettik. Bu durum, BYD’
deki mitokondrilerde seviyesi artan UCP1’ in lipid depolarinin yikilmasin tesvik ettigi
ve enerji harcanmasini artirdigi; hayvanlarin yem tuketimini artirmasina ragmen viicut
agirliklarinin artmamasina neden oldugu seklinde yorumlanabilir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma ile FGF21’ in hipotalamus-hipofiz-tiroit aksi ve
enerji kullanimi tizerine olan etkilerini kismen de olsa agiklamaya g¢alistik. Calisma
bulgular1 arasinda yer alan serum TSH seviyelerinin belirlenememis olmasi
hipotalamus-hipofiz-tiroit aksini hipofizer seviyede eksik birakmaktadir. Serum TSH
seviyesinin de belirlenmesiyle aks iizerine olan etki daha acgik bir bi¢cimde ortaya
konulabilecektir. Ayrica ¢ok az bir kismi bilinen FGF21-tiroit hormonlari-enerji
homeostazisi arasindaki iligkinin daha iyi analasilabilmesi igin kapsamli ve

mekanizmaya yonelik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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