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OZET

YUKSEK YAGLI DIiYETLE BESLENEN FARELERDE TAURIN
TAKVIYESININ KAHVERENGI YAG DOKUSU OLUSUMU UZERINE
ETKIiSi

Gokhan BAGCI

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Hatice OKTEN
2020, 94 Sayfa
Son yillarda, beyaz yag doku (BYD) ve kahverengi yag dokudan (KYD) farkli olarak
yeni bir yag doku (bej yag doku) tipinden de bahsedilmektedir. Bej hiicreler KYD gibi
termogenez yetenegine sahiptir. Cesitli uyaranlara yanit olarak bej yag hiicreleri
“kahverengilesme” adli bir siire¢ ile BYD’de gelisebilmektedir. Bu yiizden yeni
potansiyel uyaranlarla BYD kahverengilesmesi saglanarak obezite ve iliskili hastaliklarin
onlenmesi son yillarda yogun bir bi¢imde ¢alisilmaktadir. Taurinin viicutta bir ¢ok
fizyolojik gorevinin olmasinin yani sira obezite ve iliskili metabolik bozukluklar tizerinde
faydali etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle, ¢alismamizda taurin takviyesinin BYD
kahverengilesmesi ve obeziteyi azaltma tizerinde etkilerinin olup olmadigini arastirmay1
amacladik.

Otuz iki erkek C57BL/6 fare ¢alisma i¢in kullanildi. Fareler kontrol, kontrol +
taurin, yiiksek yagh diyet (YYD), YYD + taurin olmak {izere 4 gruba ayrilarak 20 hafta
boyunca beslendi. Taurin igme suyu iginde (% 5) verildi. Farelerden epididimal BYD
ornekleri alind1 ve bu dokulardan RNA izolasyonu yapildi. FLCN, mTOR, TFE3, PGC-
la, PGC1-1B, AMPK, S6K ve UCP1 gen ifadeleri real-time PCR ile belirlendi.

Taurin takviyesi YYD ile indiiklenen obeziteyi azaltti. Higbir grupta UCP1 ifadesi
tespit edilmedi. YYD grubu ile YYD + taurin gruplar1 arasmnda hi¢bir gen ifadesi
yoniinden istatistiksel olarak anlaml fark yoktu. PGC-1a, PGC-1p ifadeleri hem YYD
hem de YYD + taurin gruplarinda azald:.

Sonug olarak, bu ¢alismada, taurin YYD ile beslenen farelerde obeziteyi azaltti,
fakat epididimal BYD kahverengilesmesini etkilemedi.

Anahtar kelimeler: Taurin, Kahverengi yag doku, Bej yag doku, Beyaz yag doku,
Obezite, Yiiksek yaglh diyet, Gen ifadesi, UCP1



ABSTRACT

THE EFFECT OF TAURINE SUPPLEMENTATION ON THE DEVELOPMENT
OF BROWN ADIPOSE TISSUE IN HIGH-FAT DIET FED MICE

Gokhan BAGCI
PhD Thesis, Department of Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Hatice OKTEN
2020, 94 Pages

In recent years, a new type of adipose tissue (beige adipose tissue) has been mentioned,
unlike white adipose tissue (WAT) and brown adipose tissue (BAT). Beige cells are
capable of thermogenesis like BAT. In response to various agents, beige cells can develop
within WAT through a process called “browning”. Therefore, the prevention of obesity
and related diseases by providing WAT browning with new potential agents has been
extensively studied in recent years. Taurine has many physiological functions in the body
and has beneficial effects on obesity and related metabolic disorders. For this reason, we
aimed to investigate whether taurine supplementation has effects on browning of WAT
and attenuating obesity.

Thirty-two male C57BL/6 mice were used for the study. Mice were divided into
4 groups as control, control + taurine, high fat diet (HFD) and HFD + taurine, and fed for
20 weeks. Taurine was given in drinking water (5%). Epididymal WAT samples were
obtained from mice and RNA was extracted from these tissues. Expression levels of
FLCN, mTOR, TFE3, PGC-1a, PGCI1-1B, AMPK, S6K and UCP1 genes were measured
by real-time PCR.

Taurine supplementation reduced HFD-induced obesity. No UCP1 expression
was detected in any of the groups studied. Any of the gene expressions were not
significantly different between HFD and HFD + taurine groups. Reduced PGC-1a and
PGC-1p expressions were observed in both HFD and HFD + taurine groups.

In conclusion, taurine reduced the obesity in HFD fed mice, but had no effect on
browning of epididymal WAT in this study.

Keywords: Taurine, Brown adipose tissue, Beige adipose tissue, White adipose tissue,
Obesity, High fat diet, Gene expression, UCP1
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1. GIRIS
Son yillarda yapilan ¢alismalarla yag dokunun (YD) yalnizca enerjinin depo edildigi bir
doku olmadigi, yag hiicrelerinden salgilanan ¢esitli maddelerden dolayr ¢ok Onemli
fonksiyonlara sahip bir doku oldugu gosterilmistir. Iki smif YD vardir; beyaz YD
(BYD); nétral yaglarin depolanmasi ve gerektiginde enerji eldesi igin serbest yag
asitlerinin (SYA) salinimindan sorumludur. Kahverengi YD (KYD) ise termojenezde
onemlidir (Berry ve ark., 2013). Son yillarda yapilan ¢alismalarla BYD ve KYD’den
farkli olarak yeni bir YD sinifindan da bahsedilmektedir. Bu adipositler ise farkl bir grup
olarak “bej” (kahverengi-beyaz, pembe, indiiklenen kahverengi) YD olarak

adlandirilmistir (Harms ve Seale, 2013; Wu ve ark., 2012).

KYD yenidogan doneminde islev gorse de, yakin tarihli ¢aligmalar KYD’nin
yetiskinlerde de var oldugunu gostermistir (Nedergaard ve ark., 2007). KYD hiicreleri,
“uncoupling protein-1” (eslesme bozucu protein-1, termojenin, UCP1) igeren mitokondri
ile doludur. Mitokondriyal solunum zinciri, i¢ mitokondriyal membran boyunca ATP
iiretimi i¢in bir proton gradiyenti olusturmaktadir. Ancak KYD ve bej YD’ye spesifik
olan UCP1 proteini i¢ zardan proton kagisina sebep olup, solunum zinciri sonrasi olusan

ADP’nin fosforilasyonu ile ATP olusturmasini 6nleyerek 1s1 iiretimi saglar (Cinti, 2012).

Obezite, beden kitle indeksinin (BKI) 30 kg/m?'den fazla olmasiyla tanimlanan,
ozellikle batili iilkelerde epidemik olarak goriilen ve c¢ogunlukla diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla birlikte bulunan bir hastaliktir (Bastien ve ark., 2014).
Diinya Saglik Orgiiti (DSO) (World Health Statistics, 2017) ve iilkemizde Saglik
Bakanligi raporlarina (Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi-2010, 2014) gore obezite
prevalansinda tehlikeli boyutlara varan bir artis gdzlenmektedir. Obezite, dzellikle tip 2
diyabet, hipertansiyon, kalp damar hastaliklar1 ve bazi kanser tiirlerine yakalanma riskini
artirmaktadir (Bastien ve ark., 2014; Wiltink ve ark., 2013). Obezite yiizyilin en 6nemli
saghk  problemlerinden  biri  kabul edilmektedir. Bu yiizden obezitenin

azaltilmasy/Onlenmesi biiylik dnem tagimaktadir.

Taurin, deniz {iriinlerinde bol bulunan, kiikiirt iceren ve standart olmayan bir
amino asittir (Murakami, 2015; Ito ve ark., 2015). Hayvanlarda, diyetle alinan taurinin
hipertansiyon, karaciger hasar1 ve hiperkolesterolemiye karst koruyucu oldugu
bildirilmistir (Xu ve ark., 2008). Taurin takviyesinin obez farelerde viicut kiitlesini ve
karm yag depolarmni azalttigi, glukoz toleransmi ve insiilin duyarlihigini ise artirdigi

gozlenmistir (Tsuboyama-Kasaoka ve ark., 2006). Taurinin fazla kilolu ve obez

1



bireylerde serum lipidleri {izerinde faydali etkileri oldugu goriilmiistiir (Zhang ve ark.,
2004). Tiim bu caligmalar birlikte degerlendirildiginde diyetteki taurinin, obezite ve
diyabet hastaligin1 ve bunlarin komplikasyonlarin1 dnlemede faydali olabilecegi iddia
edilmistir.

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) dkaryotik hiicrelerdeki hiicresel enerji
ve besin durumunun bir sensoriidiir (Hardie, 2014). “Mammalian target of rapamycin C1*
(mTORC1), ii¢ temel alt birimden olusan bir protein kompleksidir. Biiyiime faktorleri,
enerji durumu, amino asitler ve mekanik uyaranlar gibi cesitli uyaranlar tarafindan
diizenlenir. B- adrenerjik reseptor (B-AR) uyarimi lizerine, protein kinaz A (PKA), raptoru
dogrudan fosforile eder ve standart mTORCI1 substrat1i S6 kinaz (S6K)nm
fosforilasyonuna ve daha sonra kahverengilesme programmin indiiksiyonuna yol agar
(Shimobayashi ve Hall, 2016;, Liu ve ark., 2016). Biyokimyasal ve genetik ¢alismalarla,
amino asit algilama yolunda mTORCI1'in diizenleyicileri tanimlanmistir. Bununla
birlikte, amino asit varligmin mTORCI1'e aktarildigi kesin mekanizma ve farkli amino
asitlerin  mTORCI1 aktivitesini nasil tesvik ettigi ise halen anlasilamamistir

(Shimobayashi ve Hall, 2016).

Folikiilin’in (FLCN), FLCN ile etkilesen protein (FNIP) araciligiyla ana enerji
sensOrit AMPK’nin bir represorii olarak islev gérdiigli ortaya konmustur (Baba ve ark.,
2006). Yaki zamanda yapilan arastirmalar, FNIP ile kompleks yapmis olan FLCN'nin
MTORC1 lizozomal translokasyonunu ve amino asitlere cevap olarak mTORCL1
aktivitesini uyardigmi gostermistir. FLCN represyonu, peroksizom proliferator
aktiflestirici reseptor y ko-aktivator la (PGC-1a) ekspresyonunu (ifadesini) uyaran
AMPK'yi aktive eder ve artmis mitokondriyal aktivite ile sonuglanir. Bu da FLCN’nin
MTORCI yolaginmn bir pozitif diizenleyicisi oldugunu vurgulamaktadir (Petit ve ark.,
2013; Tsun ve ark., 2013). FLCN kaybu1 tizerine, “transcription factor binding to IGHM
enhancer 3” (TFE3) niikleusa girer ve PGC-1f'nin dogrudan harekete gecirilmesi yoluyla
bir kahverengilesme programini indiikler. Amino asit uyarimmm TFE3'i sitoplazmada
lokalize ettigini ancak FLCN'den yoksun hiicrelerin bunu yapamadig1 gosterilmistir. Bu
da amino asit algilamasinda FLCN’nin 6nemli bir rolii oldugunu diigiindiirmiistiir (Wada
ve ark., 2016). Bu siiregte hangi spesifik amino asit (ler)’in yer aldig1 veya islemin hangi

mekanizma ile gerceklestigi ise belirsizligini korumaktadir.

Kalori kisitlama ve yogun egzersiz gibi geleneksel yontemler ya da farmakolojik

miidahalelerin obezitenin 6nlenmesi/azaltilmasi a¢isindan yetersiz oldugu goriilmektedir.

2



BYD’nin c¢esitli uyaranlarla kahverengilestirilmesi ve bdylece obezite ve bagh
hastaliklarin onlenmesi, lizerinde son yillarda yogun bir bi¢imde calisilan bir alan
olmustur. Yiiksek oranda UCP1 ifade eden mitokondri i¢eriginden dolayi, KYD veya bej
YD’de enerji harcanmasinin artirilarak kilo verilebilecegi diistiniilmektedir. Birgok
caligmada taurin takviyesi ile obezite ve iliskili komplikasyonlarm azaltildig:
gosterilmistir. Yaygin goriise gore, BYD’nin bej YD’ye doniisiimii standart yolak olan
AMPK/mTORC1/S6K/PGC-1a sinyal yolaginin aktivasyonu ile ger¢eklesmektedir (Liu
ve ark., 2016). Fakat son zamanlarda AMPK/mTORC1/S6K/PGC-1a sinyal yolagina
alternatif olarak FLCN/mTORCL/TFE3/PGC-1B sinyal yolagi tizerinden de
kahverengilesme programinin indiiklenebildigi 6ne siiriilmiistiir (Wada ve ark., 2016).
Tim bu bilgiler 15181nda bu ¢alismadaki amaglarimiz;

1) Taurin takviyesinin viicut kiitlesini azaltma {izerine bir etkisi olup olmadigini,

2) Taurin takviyesinin BYD kahverengilesme programini indiikleme {izerine bir
etkisi olup olmadigini,

3) Eger varsa bu etkinin klasik sinyal yolagi olan AMPK/mTORC1/S6K/PGC-1a
iizerinden mi yoksa yeni 6nerilen bir yolak olan FLCN/mTORC1/TFE3/PGC-1f yolag1

tizerinden mi gergeklestirildigini incelemektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Yag Doku

Son yillarda yapilan ¢alismalarla YD’nin yalnizca enerjinin depo edildigi bir organ
olmadigi, yag hiicrelerinden salgilanan ¢esitli maddelerden dolay1 ¢ok dnemli bir doku
oldugu gosterilmistir. Normal bir eriskinin deri alti, karin boslugu, iskelet kasi, meme
bezleri ve damarlarinin etrafinda ¢ok fazla miktarda YD bulunmaktadir (Berry ve ark.,
2013). YD metabolizma i¢in yakit deposu gorevi gorerek organizmanin yasamsal
gereksinimlerinin ¢oguna katkida bulunur. Ayrica termojenez, hormon sentezi ve
salmimi, laktasyon ve immiin cevapta 6nemli rolleri vardir (Cinti, 2012; Harms ve Seale,

2013).

Iki smif YD vardir; BYD, nétral yaglarin depolanmasi ve gerektiginde enerji
eldesi icin SYA’nin salinimindan sorumludur, KYD ise termojenezde énemlidir (Berry
ve ark., 2013). Son yillarda yapilan ¢alismalarla BYD ve KYD’den farkli olarak yeni bir
YD sinifindan da bahsedilmektedir. Bu adipositler ise farkli bir grup olarak bej YD olarak
adlandirilmistir (Harms ve Seale, 2013; Wu ve ark., 2012).

2.1.1 Beyaz Yag Doku

BYD trigliserit depolamasi saglayan tek bir biiyiik vakuoliin hakimiyeti altindadir, fakat
hala damarlanma gosterir. BYD ayrica, beyaz adiposit proliferasyonu ve adaptasyonu
iizerinde merkezi kontrolii kolaylastiran, hem afferent hem de efferent sempatik sinirlerle
de oldukga i¢ ig¢edir (Bartness ve Song, 2007; Bartness ve ark., 2014; Merlin ve ark.,
2016). Fazla miktarda besin alimindan (veya diisiik enerji harcanmasindan) sonra BYD,
hem glukozu hem de SYA’y1, kan plazmasindan trigliseritlere doniistiiriilmek tizere
alabilir (Virtue ve ark., 2012). BYD, leptin, adiponektin, resistin gibi adipokinler ve
timor nekroz faktorii-o (TNF-o) dahil inflamatuar mediatorleri vaskiiler ve lenfatik
sistemlere  salgilayarak besinsel durumu degistirebilir. Obezite baglaminda
diistiniildigiinde, bu mediatorler hem adiposit proliferasyonu ve farklilagmasi gibi etkiler

yaparak yerel, hem de toklugu ve enerji katabolizmasini1 kontrol ederek merkezi bir rol

oynarlar (Galic ve ark., 2010; Ouchi ve ark., 2011).

2.1.2 Kahverengi Yag Doku
KYD, hayvanlar1 hipotermiden korumakta énemli bir rol oynar ve daha ¢ok kis uykusu
doneminde kullanilir. KYD'nin yenidoganlarda islev gordiigli uzun zamandir

bilinmektedir. Fakat yakin tarihli ¢aligmalar, KYD’nin yetigskinlerde de var oldugunu



gostermistir (Nedergaard ve ark., 2007). KYD’ye miiltilokiiler YD’de denir. KYD’de ¢ok
sayida kan kapilerleri vardir ve bolca mitokondri icermektedir. Yogun bir sinirlenme
gostermektedir. Mitokondriyal enzim olan sitokrom oksidazdaki hem kofaktorlerinin
bulunmasindan dolayi, makroskobik olarak doku kahverengi goriinimde olur. KYD
viicudun her yerinde bulunan BYD’ye oranla daha smirli dagilim gosterir. BYD
hiicrelerine oranla, KYD’nin hiicreleri kiigiik ve ¢ok kenarlidir. Sitoplazmalarinda ¢ok
miktarda ve ¢esitli boyutlarda lipid damlacigi igerir. Ayrica merkezde yerlesmis bir

niikleus ve bol miktarda uzun kristali mitokondrileri vardir (Cedikova ve ark., 2016).

Kahverengi adipositlerdeki mitokondri, diisiik ATP sentaz diizeyine sahiptir.
Bundan dolayr mitokondri ATP iiretmek i¢in proton gradyanini kullanamaz. Bunun
yerine, hiicresel solunum ve ATP sentezini birbirinden ayran UCP1 kullanirlar ve
boylece 151 ag1ga ¢ikar (Kajimura ve Saito., 2014). In vivo ¢alismalar, UCP1 genine sahip
olmayan farelerin obez bir fenotipe sahip oldugunu gostermistir (Feldmann ve ark.,
2009).

2.1.3 Bej Yag Doku

Son yillarda yapilan ¢alismalarda termojenik kapasiteye sahip UCP1 ifade eden yag
hiicrelerinin ¢esitli uyaranlara yanit olarak BYD’de de gelisebildigi gosterilmistir. Bu
adipositler ise BYD ve KYD’den farkli bir grup olarak “bej” (kahverengi-beyaz, pembe,
indiiklenen kahverengi) YD olarak adlandirilmistir (Harms ve Seale, 2013; Wu ve ark.,
2012). Bu sekilde adlandirilmasinin sebebi, bej adipositlerin; miyositler ve "klasik"
kahverengi adipositlerden farkli olarak miyojen faktori 5 (MYF5)-pozitif
adipomyoblastlardan degil, beyaz adipositler gibi MYF5-negatif mezodermal koék
hiicreden koken almasidir (Sekil 2.1) (Merlin ve ark., 2016).

Bej YD hiicreleri BYD i¢inde infiltre olmuslardir. Yogun mitokondri igerirler. Bej
YD hiicreleri de KYD gibi yogun vaskiilarizasyon ve sinirlenme gosterirler ve soguk ve
cesitli uyaranlarla aktiflestirilerek olusturulurlar (Sekil 2.2) (Wankhade ve ark., 2016).
Hiicre soy calismalari, soguga maruz kalan farelerden inguinal BYD (iBYD)'de bej
adipositlerin dogrudan 6nceden var olan beyaz adipositlerden ve diiz kas hiicrelerinden
elde edildigini gostermektedir (Lee ve ark., 2014; Long ve ark., 2014). insanlarda YD’nin
ara formu olan bej YD’ye, hem deri altinda hem de visseral bolgelerde rastlanmaktadir

(Saito, 2014).
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Sekil 2.1 Adiposit hiicrelerinin kokeni (Merlin ve ark., 2016)

Myf-5 ifade eden progenitor hiicreler, iskelet kasi ve kahverengi adipositlere geligebilir. Myf-5 negatif
progenitdr hiicreler, beyaz adipositler ve bej adipositler i¢in onctillerdir.

Beyaz yag doku
Tiim viicutta bulunur BYD’da infiltre olmustur. Cogunlukla interskapiiler

-Unilokiiler lipid damlaciklar1 -Multilokiiler lipit -Multilokiiler lipit
damlaciklar1 BYD iginde damlaciklari
infiltre olmustur

-Seyrek mitokondri -Y ogun mitokondri -Yogun mitokondri

-Enerji fazlasinin depolanmasi -Damar ve sinirle -Yiksek derecede
donatilmis damar ve sinirle

donatilnus

-Is1 seklinde enerji tretimi -Is1 seklinde enerji tiretimi
-Soguk ve ¢esitli uyaranlarla
olusturulur

Sekil 2.2 Farkli yag doku tiplerinin sematik olarak gdsterimi ve genel Gzellikleri
(Wankhade ve ark., 2016)



Soguk, egzersiz, besinsel takviyeler vb. gibi g¢esitli uyaranlarla BYD’nin
indiiklenerek bej YD’ye doniisebildigi bilinmektedir. Bej YD’nin lipidlerin plazmadan
temizlenmesinde ve hiperlipideminin tedavisinde 6nemli rol oynadig: fareler lizerinde
yapilan calismalarda gosterilmistir (Bartelt ve ark., 2011). Ayrica, bej yag dokunun
glukoz toleransi tizerine olan etkileri de mevcuttur (Guerra ve ark., 2001). BYD’nin bej
YD’ye doniistiiriilmesinin obezite ve iliskili komplikasyonlarin tedavisinde gelecek vaad

eden bir hedef olabilecegi ongoriilmektedir (Tan ve ark., 2011).

Insan ve fare caligmalar1 arasindaki fikir birligine dayanarak, UCP1 hem
kahverengi hem de bej adipositler i¢in anahtar belirte¢ iken, “T-box transkripsiyon
faktorii 17 (Tbx1) bej adipositler icin en secici belirtegtir (Wu ve ark., 2012). Hem
kahverengi hem de bej adipositler ayrica enerji metabolizmasinin ana diizenleyicisi olan
PGC-1a'y1 da yiiksek oranda ifade eder. “Homeobox ¢9” (Hoxc9), BYD'da ve subkiitan
adipoz doku kokenli fare bej adipositlerinde ifade edilir. Insan supraklavikiiler drneklerde
ise daha diistik ifade goriiliir (Merlin ve ark., 2016).

2.1.4 Kahverengi ve Bej Yagin fonksiyonlari

KYD ve bej yag dokunun BYD'den ayr1 fonksiyonlar1 vardir. BYD, asir1 kimyasal
enerjinin triagilgliserol (TAG) olarak depolandig1 viicut i¢in bir enerji deposu gorevi
goriir. Buna karsilik, hem KYD hem de bej yag yiiksek derecede metabolik olarak aktiftir
ve 1s1 Uiretimi i¢in kimyasal enerji kullanir. KYD ve bej yag; termojenez, viicut sicakligi,
enerji homeostazi ve viicut kiitlesi kontroliinde kritik rol oynar. Son bulgular, KYD ve
bej yagm metabolik fonksiyonunu da vurgulayarak, metabolik hastaliklar i¢in potansiyel
terapotik hedef olma ihtimalini artirmaktadir (Wankhade ve ark., 2016).

2.1.4.1 Termojenez

Termojenez, kimyasal enerjiyi 1siya doniistiirme islemidir. Titremeli termojenez, 1s1
tretmek igin hizli kas titremelerinden faydalanirken, KYD titremesiz veya adaptif
termojenez adi1 verilen bir islemle 1s1 iiretmek i¢in 6zellesmis doku tipidir (Azhar ve ark.,
2016). Mitokondriyal solunum zinciri, i¢ mitokondriyal membran boyunca ATP iiretimi
i¢in bir proton gradiyenti olusturmaktadir. Ancak KYD ve bej YD’ye spesifik olan UCP1
proteini i¢ zardan proton kagisma sebep olup ADP’nin, solunum zinciri sonrasi olusan
fosforilasyonu ile ATP olusturmasini onleyerek 1s1 iiretimi saglar (Chouchani ve ark.,

2019). Sonug olarak, KYD’deki UCP1 ifadesi mitokondride ATP sentezini yonlendiren



elektrokimyasal gradiyenti bozar ve ATP sentezi yerine 1s1 enerjisi agiga ¢ikar (Cinti,
2012). Termojenez olarak adlandirilan bu islem, B3-adrenerjik reseptor sempatik
stimiilasyonu ile kontrol edilse de ayni1 zamanda yag asitleri ve tiroid hormonlar1 da
gerekli diizenlemeler igin 6nemli role sahiptir (Harms ve Seale, 2013) Sempatik sinir
sistemi, KYD termojenezinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Transient reseptor
potansiyel (TRP) katyon kanallar1 (Al, M8 ve V1 {iiyeleri) yoluyla soguk maruziyeti ile
sempatik uyarilmanin bir sonucu olarak norepinefrin gibi katekolaminlerin salinmasi
KYD'de mitokondri aktivasyonuna yol acar bu da daha fazla 1s1 olusumunu saglar.
Norepinefrinin f3-AR’ye baglanmasi, UCP1 kaynakli termojenez i¢in ana enerji kaynagi

olan KYD'den SY A’nin salinimina neden olur (Sekil 2.3) (Saito 2014).
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Sekil 2.3 Kahverengi adipositlerde f3-AR aracili termojenez

B3-AR'lere etki eden sempatik sinirlerden salinan noradrenalin, hiicre i¢ci cAMP’diizeyini yiikselterek
lipazlar1 fosforillemesi i¢cin PKA'yi aktive eder. Boylece lipoliz ile olusan serbest yag asitleri de UCP'yi
aktive eder. PKA ayrica P38 MAPK'yi fosforile eder, boylece bir dizi transkripsiyonel proteinin
aktivasyonuna yol agarak UCP1 geninin ifadesinin artmasina yol agar. AC: Adenilat siklaz; ATF2:
Activating transcription factor 2; ATGL: Adipoz trigliserit lipaz; cAMP: Siklik adenozin monofosfat; HSL:
Hormon sensitif lipaz; LPL: Lipoprotein lipaz; NE: Norepinefrin; P38 MAPK: p38 mitogen-activated
protein kinase; PGCla: Peroksizom proliferator aktiflestirici reseptor y ko-aktivator la; PKA: Protein Kinaz
A; PPAR-vy: Peroksizom proliferator aktiflestirici reseptor y; PRDM16: PR domain containing 16; RXR:
Retinoid X reseptor; UCP1: Uncoupling protein-1; B3-AR: B3- adrenerjik reseptor (Merlin ve ark., 2016).

2.1.4.2 Enerji Homeostaz1 ve Viicut Kiitlesi
Enerji harcanmas: enerji alimin1 dengeler, bdylece viicut kiitlesni nispeten sabit bir
seviyede tutar (Rui, 2013). Birgok kanit KYD ve bej yag kaynakli termojenezin enerji

harcanmasmna katkida bulundugu ve obeziteye karst korudugu goriisiini



desteklemektedir. Bu kavram dogrultusunda, ¢esitli metabolik hormonlar, metabolitler ve
besinler kahverengi ve/veya bej adipogenezi uyarabilir (Seale ve ark., 2009). KYD ve bej
yag, en azindan kismen, diyet kaynakli termojeneze aracilik eder. Boylece kilo artigini
engeller (Feldmann ve ark.,, 2009). Farmakolojik veya genetik yaklasimlarin
kullanilmasiyla, KYD ve bej yag termojenezinin aktivasyonu, kemirgenlerde 6nemli
olctide kiitle kaybma neden olmustur (Seale ve ark., 2011). Tersine, KYD ve bej yagin
ablasyonunun farelerde ciddi obezite ile sonuglandigi gozlenmistir (Lowell ve ark.,
1993). Daha da 6nemlisi, kronik soguk maruziyetinin kahverengi ve bej yag hiicrelerini
aktive ederek yetiskin insanlarda da viicut kiitlesi ve yag kiitlesini azalttig1 bildirilmistir
(Yoneshiro ve ark., 2013).

2.1.4.3 Glukoz ve Lipid Homeostaz

Enerji harcanmasi ve viicut kiitlesinin diizenlenmesindeki onemli rolleri goz Oniine
alindiginda, KYD ve bej YD’nin metabolik homeostazin diizenlenmesinde yer almasi
sasirtict degildir. Ayrica, KYD ve bej yag viicut kiitlesinden bagimsiz bir mekanizma ile
glukoz ve lipid metabolizmasmni da diizenleyebilir. KYD transplantasyonunun
hiperglisemiyi normallestirdigi ve streptozotosin ile indiiklenen veya tip 1 diyabetli alic1
farelerde glukoz intoleransini 6nemli dlgiide iyilestirdigi gozlenmistir (Gunawardana ve
Piston, 2015; Gunawardana ve Piston, 2012). KYD transplantasyonu ile yiiksek yagh
diyet (YYD) ile indiiklenmis obez alici farelerde insiilin direncinin de azaldig:
goriilmiistiir. (Srivastava ve ark., 2012). Bununla birlikte, KYD'nin, insiilin duyarlilig1 ve

glukoz metabolizmasindaki etkilerinin mekanizmasi belirsiz kalmaktadir.

KYD ve bej YD oncelikle termojenezi beslemek icin yag asitlerini kullanir.
Lipidler, KYD'ye ve bej YD’ye ya SYA ya da TAG bakimindan zengin lipoprotein
partikiilleri seklinde gonderilir. Kemirgenlerde, KYD ve bej YD soguk maruziyeti ile bol
miktarda lipoprotein lipaz (LPL) ifade eder ve salgilar. LPL, TAG bakimimdan zengin
lipoproteinleri hidrolize ederek, kahverengi ve bej adipositlere alinan SYA'lari, bir
plazma zar1 SYA tasiyicist olan CD36 araciligiyla serbest birakir (Bartelt ve ark., 2011;
Carneheim ve ark., 1984) Soguga maruz kalma, KYD’de bulunan, endojen LPL
inhibitorii olan anjiyopoietin benzeri protein 4’4 azaltir, boylece LPL aktivitesini artirir
(Dijk ve ark., 2015). Kemirgenlerde KYD ve bej YD’nin kan TAG homeostazinin
korunmasinda kritik bir rol oynadig1 ortaya ¢ikmaktadir. Insandaki KYD ve bej YD nin

da benzer sekilde glukoz ve lipid metabolizmasini diizenlemesi muhtemeldir (Rui, 2017).



2.1.4.4 Endokrin Fonksiyonlar

BYD'nin, leptin ve adiponektin de dahil olmak {izere bircok metabolik hormon ve
mediator (adipokinler) salgiladigi ve bu adipokinlerin de enerji ve besin metabolizmasini
yonetmeye yardimci oldugu iyi bilinmektedir. Ayni1 sekilde, kahverengi ve bej adipositler
de leptin ve adiponektin salgilarlar. BYD'a gore kiigiik kiitleleri géz 6niine alindiginda,
kahverengi ve bej yagin insanlarda dolasimdaki leptin ve adiponektinin dnemli bir
kaynagi olma olasilig1 diisiiktiir. Ek olarak, kahverengi ve bej adipositler, neuregulin 4,
insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-1), fibroblast biiyiime faktori 21 (FGF21) ve
interlokin-6 (IL-6) (de Jong ve ark., 2015; Fisher ve ark., 2012; Gunawardana ve Piston,
2015; Keipert ve ark., 2015; Wang ve Wahl, 2014) dahil olmak {izere birgok spesifik
adipokin salgilar. Bu adipokinlerden neuregulin 4, bir endokrin hormon olarak hepatik
lipojenezi baskilar (Wang ve Wahl, 2014). FGF21 ve IL-6, parakrin veya otokrin yolla
kahverengi ve bej adiposit termojenezini uyarmaktadir (Hondares ve ark., 2010; Fisher,
2012; Knudsen ve ark., 2014). KYD transplantasyonu yapilan tip 1 diyabetli farelerde
IGF-1’in diizeyinin arttigi, buna bagh olarak da hipergliseminin azaltilmasinda rol

oynadigina inanilmaktadir (Gunawardana ve Piston, 2015).

2.1.5 Kahverengilestirme Ajanlar

Kalori kisitlamas1 ve yogun egzersiz gibi geleneksel yontemler ya da farmakolojik
miidahalelerin obezitenin 6nlenmesi/azaltilmasi agisindan yetersiz oldugu goriilmektedir.
BYD’nin c¢esitli uyaranlarla kahverengilestirilmesi ve bdylece obezite ve bagh
hastaliklarin 6nlenmesi, tizerinde son yillarda yogun bigimde calisilan bir alan olmustur.
Yiiksek oranda UCP1 ifade eden mitokondri iceriginden dolayi, KYD veya BYD’de
enerji harcanmasinin artirilarak kilo verilebilecegi diistiniilmektedir. Bugiine kadar soguk
maruziyeti, egzersiz gibi uyaranlara ¢k olarak tiroid hormonlari, leptin, melatonin dahil
cesitli hormonlarin; peroksizom proliferator-aktiflestirici reseptor (PPAR) agonistleri
gibi farmakolojik ajanlarin; kapsaisin, biitein gibi bitkisel kokenli maddelerin BYD’yi
kahverengilestirilebildigi veya YYD ile indiiklenmis obeziteye kars1 koruyucu olduklar
gosterilmistir. Ayrca bazi genlerin bloklanmasi ya da bazi genlerin asir1 ifade edilmesinin
de etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu amaca yonelik olarak 6zellikle son yillarda bir¢ok ajan
denenmistir ve birgogunun kahverengilesme tizerine ve YYD ile indiiklenen obeziteye
kars1 dnemli etkileri oldugu goriilmistiir (Bkz. Cizelge 2. 1) (Wankhade ve ark., 2016;
Kaisanlahti ve Glumoff, 2019).
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Cizelge 2.1 Yag dokuda kahverengilesmeyi indiikleyen veya YYD ile indiiklenmis
obeziteden korunma saglayan bazi1 kahverengilestirici ajanlar (Wankhade ve ark., 2016;

Kaisanlahti ve Glumoff, 2019)

Ajan

Soguk maruziyeti

Egzersiz

UCP1 (Uncoupling protein-1)
Prdm16 (PR domain containing 16)
Cox2 (Siklooksijenaz 2)

LXA4 (Lipoksin A4)

ABHDG6 (Alpha/beta-Hydrolase
domain containing 6)

FLCN (Folikiilin)

CL 316243 (beta3-adrenerjik agonist)
PPAR agonistleri

Asetat

TZDler (Thiazolidinedionlar)
PGE2 (Prostaglandin E2)

Tiroid hormonlan

GLP-1 (Glukagon benzeri peptid-1)
Leptin

Melatonin

Butein

Kapsaisin

Retinoik asit

Laktat

B-hidroksibiitirat

Kaynak

Young ve ark.,1984

Wu ve ark., 1999
Kopecky ve ark., 1995
Seale ve ark.,2011
Vegiopoulos ve ark., 2010
Zietak ve Kozak, 2016
Zhao ve ark., 2016

Yan ve ark., 2016

Guerra ve ark., 1998,

Fukui ve ark., 2000
Sahuri-Arisoylu ve ark., 2016
Petrovic ve ark., 2010
Garcia-Alonso ve Claria, 2014
Weiner ve ark., 2017

Beiroa ve ark., 2014

Dodd ve ark., 2015
Jiménez-Aranda ve ark., 2013
Song ve ark., 2016

Baskaran ve ark., 2016

Wang ve ark., 2017

Carriére ve ark., 2014
Carriére ve ark., 2014

2.1.5.1 Amino Asitlerin BYD Kahverengilesmesindeki Rolleri ve Anti-obezite

Etkileri

Yapilan ¢aligmalarla bazi amino asitlerin kisitlanmasi ya da takviye edilmesinin hem

hiicre enerji harcanmasinda artig, hem de UCP1 ve PGC-1a gen ifadelerinde artiga neden

oldugu goriilmiistiir. Diyetteki metiyonin kisitlamasi, BYD'de hatta ob/ob farelerde bile

UCP1 ifadesinde artis ile birlikte enerji harcanmasinda da artisa neden olur (Hasek ve

ark., 2010; Jha ve ark., 2014). Diyetsel metiyonin kisitlamasi ile, BYD ve KYD’de sinir

sistemi uyarimi ile UCP1 diizeyi ve enerji harcanmasmin arttig1 goriilmektedir (Plaisance

ve ark., 2010).



Arjinin  amino asidinin mitokondriyal biyogenezi ve KYD gelisimini
artirabilecegine dair inandirict kanitlar bulunmustur. Arjininin bu metabolik etkileri,
artmig PGC-1a ifadesiyle iligkilidir (Satterfield ve Wu, 2011; Jobgen ve ark., 2009).
Arjininli diyet takviyesi yetiskin siganlarda mitokondri sayisini ve kiitlesini artirabilir.
(Petrovic¢ ve ark., 2008). Arjininden elde edilen nitrik oksitin de PGC-1a bagimli bir
mekanizma ile mitokondriyal biyogenezin bir diizenleyicisi oldugu tespit edilmistir
(Nisoli ve ark., 2008). Diger bir potansiyel besin, sitrulin amino asididir. Sitriilin amino
asidi tire siklusunda gérev alir ve arjininin sentezinde gereklidir. Sitriilin amino asidinin
gerek kontrol gerekse YYD ile indiiklenen obez sicanlara verilmesinin, BYD'de UCP1,
PPAR-a ve PGC1-a ifadelerini artirdig: goriilmistiir (Joffin ve ark., 2015).

Esansiyel ve dalli zincirli amino asitlerden biri olan 18sin takviyesinin yiiksek
yag/kolesterol diyeti ile beslenen farelerde lipid metabolizmasini iyilestirdigi
gorilmistiir. Losin takviyesinin UCP1, B3-AR’ler, PGCl-a ve FGF21 gibi termojenik
program ve BYD kahverengilesmesi ile ilgili genlerin ifadelerini artirdigi goriilmiistiir
(Jiao ve ark., 2016). Losin kisitlanmig diyet verilmesiyle, farelerde KYD'de UCP1
ifadesinin arttigi bildirilmistir (Cheng ve ark., 2010). Bazi amino asitlerin takviye
edilmesi bazilarinin da kisitlanmasi ile BYD kahverengilesmesi iizerinde etkilerinin
oldugu goriilmektedir. Hatta 16sin gibi hem takviye (Jiao ve ark., 2016) hem de kisitlanma
(Cheng ve ark., 2010) durumunda BYD kahverengilesmesi iizerinde olumlu etkilerinin
oldugu gbéz Oniline alindiginda, amino asitlerin BYD kahverengilesmesi iizerindeki
potansiyel etkilerinin hangi beslenme sekli ile ve hangi mekanizmalar iizerinden

oldugunun aydinlatilmas1 biiylik 6nem tagimaktadir.

2.2 Obezite

Obezite; enerji alimmin, enerji harcanmasindan fazla olmasi nedeniyle gelisen bir
enerji dengesizligi hastaligidir. BKi’nin 30 kg/m?den fazla olmasiyla tamimlanir
(Chakrabarti, 2009). DSO’ye gore obezite “Saghgi bozacak 6lgiide yag dokularinda
anormal veya asir1 miktarda yag birikmesidir.” (WHO Tecnical report 894, 2000).

Viicutta fazla olan enerji, trigliserit formunda adipoz dokuda depolanmaktadir.
Olgun yag hiicreleri enerji fazlasina yag hiicresinin i¢cine TAG’leri alarak genisleme
(hipertrofi) ile cevap verirler. Asir1 enerji alim1 ve gesitli endojen faktorlerin varliginda
preadipositlerden yeni adipositler de gelisebilir (hiperplazi) (Chakrabarti, 2009).
Erigkinlerde goriilen ¢ogu obezite formunda hipertrofik yag hiicresi ve artmis lipoliz

goriilir. Bu hastalarda genellikle santral tipte obezite ve insiilin direnci goriiliir.
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Genellikle ¢ocuklarda goriilen obezite tipinde (hiperselliiler obezite) ise toplam yag

hiicrelerinin sayisinda artis goriiliir ve BKI genellikle 35 kg/m? iizerindedir (Chakrabarti,
2009; Ersoy ve Cakir, 2007).

Obezite giiniimiizde sadece bir estetik problem olmaktan ¢ikmistir. Cok fazla
hastaliga zemin olusturdugu anlasilmistir (Bastien ve ark., 2014; Rayalam ve ark., 2008;
Sullivan ve ark., 2005). Bunlar arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar, felg, tip 2 diyabet,
hipertansiyon, dislipidemi, kanser ( meme, endometrium, prostat, kolon) safra kesesi ile
ilgili hastaliklar, osteoartrit, astim ve uyku apnesi yer almaktadir. Nefes alma kapasitesi
ve fiziksel aktivite yeteneginin obezite ile kisitlandigi (Grundy, 2000; Racette ve ark.,
2003), ayrica kendine giivensizlik, depresyon gibi psikolojik yonden negatif etkileri
oldugu da bilinmektedir (Wiltink ve ark, 2013). Bu yiizden 21. yiizy1lin en 6nemli saglik
problemlerinden biri olan obezite insidansinin azaltilmasi ve 6nlenmesi biiyliik 6nem

tasimaktadir.

2.2.1 Obezitenin Etiyolojisi

Obeziteye neden olan faktorlerin basinda asir1 ve yanlis beslenme ile fiziksel aktivite
yetersizligi gelmektedir. Genetik, ¢cevresel, biyokimyasal, fizyolojik, psikolojik, norolojik
ve sosyo-kiiltirel pek cok faktoriin de obezite olusumu iizerinde etkileri oldugu
anlasilmistir. Obezitenin baslica nedenleri enerji bakimindan zengin fakat besin degeri
acisindan fakir diyetle (doymus yaglar ve sekerler gibi) beslenmenin artmasi ve fiziksel
aktivitenin azalmasidir (Chakrabarti, 2009; Wright ve Aronne, 2012). Genetik faktorler
de obezite lizerinde etkilidir. Anne babasi obez olan ¢ocuklarin obez olama olasilig1
digerlerine gore 2-3 kat fazladir. Fakat bu durumu aile i¢i faktér ve gevrenin etkisinden
ayirmak zordur. Obezite goriilme sikliginda 60 yasa kadar hem kadin hem de erkeklerde
diizenli bir artis gozlenmektedir. Fakat kadinlarda dstrojenin etkisi, gebelik, emzirme ve
menopoz donemindeki hormonal degisiklikler nedeniyle obezite goriilme orani daha

yiiksek seyretmektedir (Thaker, 2017; Wright ve Aronne, 2012).

Kullanilan bazi ilaglar (antidepresanlar vb.), sigara ve alkol kullanimi, sosyo-
kiiltiirel diizey, gelir diizeyi, egitim, meslek, ve evlilik gibi sosyal faktorlerin de beslenme
ve fiziksel aktivite diizeyi lizerinden obeziteyi etkileyen faktorler arasinda yer aldigi
degerlendirilmektedir. Ayrica, stres, anksiyete, 6fke gibi psikolojik durumlara bireylerin
asir1 yeme ile yanit vermesi obeziteye neden olan bir diger faktordiir. Ayrica cushing
sendromu, polikistik over sendromu ve hipotiroidizm gibi noroendokrin nedenler de

obeziteye sebep olan hastaliklardir (Wright ve Aronne, 2012). Anne siitiiyle beslenen
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cocuklarda obezite gelisiminin anne siitii ile beslenmeyen ¢ocuklardan daha az oldugu
goriilmiistiir. Anne siitii verme siiresinin de yine obezite gelisim riski ile ters orantill

oldugu goriilmiistiir (Singhal ve Lanigan, 2007).

2.2.2 Obezite Prevelansi

DSO’niin en son 2016 yilin1 kapsayan raporuna gore, diinya capinda obezite
prevalansinin 1975'ten bu yana neredeyse li¢ kat arttig1 anlasilmistir. Bin dokuz yiiz
yetmis bes yilinda erkeklerde % 3,2 ve kadinlarda % 6,4 olmasina karsin 2016 yilinda,
1,9 milyardan fazla 18 yas ve tstii yetiskinin fazla kilolu oldugu, bunlarin 650 milyondan
fazlasmin ise obez oldugu bildirilmisti. DSO 2016 raporunda, 18 yas ve fiistii
yetiskinlerin yaklasik % 40’min fazla kilolu oldugu goriilmiistiir. Yetiskinlerin yaklasik
% 13"l 1se (erkekler % 11 ve kadmlar % 15) obez olarak degerlendirilmistir. 5-19 yas
aras1 ¢ocuklar ve adolesanlar arasinda fazla kiloluluk ve obezite prevalansi, 1975'te %
4'ten 2016'da % 18'e yiikselmistir. Artis, erkekler ve kizlar arasinda benzer oranlarda
gerceklesmistir (kizlarda % 18 ve erkeklerde % 19). Bin dokuz yiiz yetmis bes yilinda 5-
19 yas arasi ¢ocuklarin ve ergenlerin sadece % 1'inden az1 obezken, 2016'da 124
milyondan fazla ¢ocuk ve ergen (kizlarda % 6 ve erkeklerde % 8) obez olarak
degerlendirilmistir (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5).

°
°
[ °
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[ 20.0-20.9
B =300

[:] Veri yok

Uygulanabilir degil

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data Source: World Health Organization 722N, World Health
on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its Map i Evidence and Research (IER) Y Organization
or ing the ion of its frontiers or ies. Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization e

for which there may not yet be full agreement © WHO 2017. All rights reserved

Sekil 2.4 DSO 2016 obezite raporuna gore 18 yas iistii erkeklerde obezite prevalansi
(http://gamapserver.who.int/mapL.ibrary/Files/Maps/Global_Obesity 2016 Male.png)
Erisim: 30.10.2019
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Fazla kiloluluk ve obezite, diinya ¢apinda asir1 zayifliktan daha fazla 6liim nedeni
ile baglantilidir. Diinyada asir1 zayiflardan daha fazla obez insan vardir. Sahra alt1 Afrika
ve Asya bolgelerinin digindaki her bolgede bu durum gozlenmektedir. Bir zamanlar
yiiksek gelirli iilkelerin bir problemi olarak kabul edilse de, fazla kiloluluk ve obezite,
diisiik ve orta gelirli tilkelerde de 6zellikle kentsel bolgelerde artmaktadir. 2000 yilindan
bu yana Afrika'da, 5 yasin altindaki fazla kilolu ¢ocuklarin sayisi yaklasik yiizde 50
artmustir. 2016 yilinda 5 yas altindaki fazla kilolu veya obez ¢ocuklarin yaklasik yarisi
Asya'da yasamaktadir (World Health Statistics 2017).

o

Prevalans %

| <100
| | 10.0-19.9
[ 20.0-209
I =00
| Veri yok
1 Uygulanabilir degil
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Data Source: World Health Organization {7 o World Health
on the part of the Werld Health Organzation conceming the legal status of any country, terrtory, city or area or of its authorities, Map Production: Information Evidence and Research (IER) - o,ganiza'ion
or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries, Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines World Health Organization
for which there may not yet be full agreement © WHO 2017. All nghts reserved

Sekil 2.5 DSO 2016 obezite raporuna gore 18 yas iistii kadinlarda obezite prevalansi
(http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global Obesity 2016 Female.png)
Erisim: 30.10.2019

Tiirkiye’de de obezitenin yasam tarzinin hizla degismesinden dolayi, sikligi
giderek artan ve halk sagligini biiyiik 6l¢iide tehdit eden bir sorun haline gelmistir.
Tiirkiye’de de obezite prevalansi gelismis batili iilkelerdekine benzer bi¢cimde, 6zellikle
kadinlarda yiiksek oranlara ulasmaktadir. Ulkemizde yetiskinlerle yapilan baslica obezite
caligmalar1 Cizelge 2.2°de verilmistir. 1997-1998 yillarinda yapilan Tiirkiye Diyabet,
Obezite ve Hipertansiyon Epidemiyolojisi Arastirmasi-l (TURDEP-I) ¢aligmasinda
yetiskinlerde obezite prevalanst % 22,3 (kadinlar % 30, erkekler % 13) olarak tespit
edilmistir (Satman ve ark., 2002). TURDEP-II ¢alismasinda ise obezite prevalansmin %
40 artarak 2010°da % 31,2°ye (kadinlar % 44, erkekler % 27) ulastig1 goriilmiistiir
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(Satman ve ark., 2013). Son olarak Saglik Bakanligi tarafindan yiiriitiilmiis Tirkiye
Beslenme ve Saglik Arastirmasi-2010, (2014) sonuglarina gore, obezite sikligi; 19 yas ve
tizerindeki bireylerde % 30,3 (kadmlar % 41, erkekler % 20,5) olarak tespit edilmis, fazla
kilolu olma orani ise % 34,6 olarak tespit edilmistir. Bolgesel dagilimlar g6z Oniine
alindiginda, en yiiksek oran % 33,1 ile Dogu Karadeniz Bdlgesinde, en diisiik oran ise
Ortadogu Anadolu Bolgesinde goriilmiistiir. Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi-
2017 ise halen devam etmekte olup heniiz ¢aligma sonuglar1 yayimlanmamistir. Bu

ylizden elimizde son yillara ait veriler bulunmamaktadir.

Cizelge 2.2 Tiirkiye’de yetiskinlerde yapilmis bazi obezite ¢alismalar1 (Obezite Tan1 ve
Tedavi Kilavuzu, 2018)

Cahsma Yil Katihme sayisi / Obezite

yas prevalansi (%0)
TURDEP-I 1997- 24788 (K: 13708; Genel: 22,3
(Satman ve ark., 2002) 1998 E: 11080), >20yas  (K:29,9; E: 12,9)
TEKHARF 2000 3681, >30 yas (K: 43,0; E: 21,1)
(Onat, 2017) 2003 2269, >30 yas (K: 44,2; E: 25,2)
TURDEP-II 2010 26499 (K: 16696; Genel: 31,2
(Satman ve ark., 2013) E: 9327), > 20 yas (K: 44,0; E: 27,0
TBSA-2010 2010 4853 (K: 3038; Genel: 30,3
(Tiirkiye Beslenme ve Saghk E: 1815), > 19 yas (K: 41,0; E: 20,5)

Arastirmasi-2010, 2014)

K: Kadmn, E: Erkek, TURDEP Tiirkiye Diyabet Obezite ve Hipertansiyon Epidemiyoloji Caligsmasi,
TEKHARF: Tirkiye Erigkin Kalp Sagligi ve Hipertansiyon Arastirmasi ve Risk Faktorleri, TBSA:
Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi.

2.3 Diyabet
Amerikan Diyabet Dernegi sekiz saatlik aclik kan sekerinin 126 mg/dl iizerinde olmasini
diyabet olarak kabul etmistir ve diyabet hastaligin1 tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, gestasyonel

diyabet ve spesifik diyabet tiirleri olmak tlizere dort ayr1 tipte smiflandirmistir (American

Diabetes Association, 2017).

2.3.1 Tip 1 Diyabet

Insiilin, pankreasin Langerhans adaciklarmnda bulunan, beta hiicrelerinden salgilanir
(Katsarou ve ark., 2017). Insiilin, glukozun hiicre igerisine girmesini ve metabolizmasini
saglayan bir hormondur. Immiin sistemde rol alan makrofajlarm, T ve B lenfositlerin,
beta hiicrelerinde harabiyete sebep olarak Tip 1 diyabet hastaliginin olusumunda etkili
oldugu bilinmektedir (Hassan ve ark., 2012). Tip 1 diyabet, otoimmiin kaynakli veya
immiin yanit olusturan farmakolojik ajanlar vb. aracilifiyla pankreasin beta hiicrelerinde

harabiyete bagli gelisen insiilin saliniminin azalmasi ya da engellenmesi ile gelisen
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diyabet tiirtidiir (Bandeira ve ark., 2012). Tip 1 diyabet, jiivenil diyabet ya da insiiline
bagimli diyabet olarak da isimlendirilir. Daha ¢ok ¢ocuklarda ve gencglerde goriilse de her
yasta goriilebilir. Tip 1 diyabet, diyabet vakalarinin ortalama % 5-10’unu olusturmaktadir

ve hastalik disaridan insiilin kullanimini gerektirir (Satman, 2007).

2.3.2 Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, organizmada olusan insiilin direncine bagli gelisen diyabet tiirtidiir
(DeFronzo ve ark., 2015). Hiicrelerde insiilin cevabi, hiicrelerin membranlarinda bulunan
insiilin reseptorleri araciligi ile olur. Bu reseptdrlerde gelisen insiilin duyarliligindaki
azalmaya bagl plazma insiilin seviyesinde artis olur. Tip 2 diyabette viicut insiilini etkili

kullanamaz. Bu duruma bagli olarak kanda glukoz diizeyi artar (Feero ve ark., 2010).

Eskiden insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus olarak da adlandirilan, tip 2
diyabet degisken oranlarda insiilin direnci, ilerleyici B hiicre disfonksiyonu ve bazi
bireylerde insiilin salinim eksikligi veya yoklugu ile karakterize bir hastaliktir. Tip 2
diyabet, eriskinlerde en sik goriilen diyabet tipidir (> % 90). Son yillarda tip 2 diyabet
prevalansi asir1 diizeyde artmustir. Obezite ve sedanter yasam tarzinin bu artista etkisinin
cok biiyiik oldugu degerlendirilmektedir (DeFronzo ve ark., 2015; Sullivan ve ark., 2005).
Tip 2 diyabet hastalarmda degisen diizeylerde insiilin direnci ve goreceli insiilin
yetersizligi vardir (Stumvoll ve ark., 2005). Her iki durum da tip 2 diyabet gelisimine
katkida bulunur. Ayrica, hiperglisemi bagl basina pankreas beta hiicre fonksiyonunu
bozabilir ve insiilin direncini artirabilir. Boylelikle, olusan hiperglisemi kisir dongiist

sonucunda, metabolik durum daha da kétiilesir (Li ve ark., 2004).

Tip 2 diyabette insiilinin sentez, salgi ve depolanmasinda bir bozukluk olmadig:
halde, perifer dokularda mevcut insiiline kars1 direng vardir. Aclik ve gida alim1 sonrasi
hipergliseminin gelismesi B hiicre sekresyonunu daha fazla uyarmaktadir. Bunun
sonucunda da insiilin salinimi artar ve insiilinin reseptorlerine baglanmasi reseptor
sayisini azaltir (down regiilasyon). Bu durum insiilinin etkilerini bozarak insiilin direncini
daha da siddetlendirir (American Diabetes Association, 2017). Olusan insiilin direnci,
reseptor sayisinda azalmadan ziyade reseptorlere duyarsizliktan kaynaklanmaktadir (Li

ve ark., 2004).

Insiilinin insiilin reseptdriine baglanmasi reseptdr iizerindeki tirozin kalntilarinim
otofosforilasyonunu tesvik eder. Insiilin reseptdrii substrat proteinleri (IRS1 ve IRS2),

insiilin reseptor tirozin kinazin anahtar hedefleridir ve metabolizmanin hormonal kontrolii
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icin gereklidir. Hiicre bazli c¢aligmalar, IRS'nin serin ve treonin kalintilarmin
fosforilasyonu araciligi ile insiilin sinyalinin bozuldugunu gdstermektedir, bu durum da

diyabette insiilin direncine katkida bulunabilir (Copps ve White, 2012).

2.3.3 Insiilin Direnci ve Metabolik Sendrom

Insiilin direnci, hiicre reseptdr defektlerine bagl olarak iiretilen insiilinin dokularda
kullanimindaki sorunlar nedeniyle, glukozun hiicre igine alinip enerji olarak
kullanilamamasmdan kaynaklanan, 6zellikle kas, karaciger ve YD gibi dokularda
insiilinin etkisinde yetersizlik meydana gelmesi ile karakterize bir bozukluktur. Ayrica
pankreas da, kan glukoz diizeyine cevap olarak yeteri kadar insiilin salgilayamaz. Tip 2
diyabet Oncesinden baslayan insiilin direnci yillarca siirmesine ragmen, insiilin
salmiminda ciddi azalma diyabetin iler1 donemlerinde veya diger hastaliklar ile komplike

oldugu durumlarda 6n plana ¢ikmaktadir (Roden ve ark., 2017).

Insiiline direngli ve diyabetik insanlardan alman dokularda, IRS'ye bagimli
sinyallerde bozukluk oldugu goriilmiistiir. Bu durum IRS bagimli sinyal iletiminin
bozulmasmnin metabolik hastaligin baslamasinda ve ilerlemesindeki Onemini
vurgulamaktadir. Bununla birlikte, IRS1 ve IRS2 50°den fazla serin/treonin kalintisinin
fosforilasyonunu igeren karmasik bir mekanizma ile diizenlenir. Insiilinle uyarilan
kinazlar (protein kinaz C, protein kinaz B, mTOR, S6K dahil) IRS'nin feedback
serin/treonin fosforilasyonuna aracilik ederler (Copps ve White, 2012). YYD ile
beslenerek obez ve insiilin direnci olusturulan kemirgenlerin metabolik dokularinda
mTORC1 ve S6K aktivasyonunun arttigi, ayrica IRS1’in bazi serin kalntilarinin
fosforilasyonunun da arttig1 gosterilmistir (Um ve ark., 2004; Khamzina ve ark., 2005).
Genetik olarak obez ob/ob farelerde S6K tarafindan fosforillenen IRS1’in serin

kalmtilarinda artmis fosforilasyon oldugu gosterilmistir (Shah ve Hunter, 2006).

Insiilin direnci tip 2 diyabet gelisimi i¢in en 6nemli belirleyici olarak kabul
edilmektedir. Bu durum yas ve kilo alimi ile daha ciddi seviyelere ulasmaktadir (Sigal ve
ark., 1997). Hiperglisemi ise, muhtemelen insiilin gen ifadesini bozarak, pankreas beta
hiicreleri ilizerine toksik etkiyle durumun ilerlemesine sebep olur. Ayrica, insiilin
direncinin gelismesinde, adipositlerden salman leptin, adiponektin, TNF-a ve rezistin gibi

adipokinler de sorumlu tutulmaktadir (Moran ve ark., 1997).

Hipertansiyon, serum diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol ytiksekligi
ve serum Yyiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol diistikliigii siklikla tip 2
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diyabete eslik eder ve bu klinik durumlar da kardiyovaskiiler hastalik riskini artirir.
Insiilin direnci sonucu ortaya ¢ikan hiperinsiilinemi bu anormalliklerin olusumunda
onemli rol oynamaktadir (Tabak ve ark., 2009). Ayrica insiilin direnci, hipertansiyon,
obezite ve dislipidemi (trigliserit ve LDL kolesterolde artis) ile birlikte ortaya ¢ikabilir.
Diger metabolik anormalliklerden biri veya daha fazlasi hastaligin klinik olarak ortaya
¢ikisindan 6nce mevcut olup bunlarla birlikte insiilin direncinin de meydana gelmesi

metabolik sendrom olarak tanimlanir (Baez-Duarte ve ark., 2010).

2.3.4 Obezite ve Tip 2 Diyabet Iliskisi

Diinya ¢apinda tip 2 diyabette goriilen artisin, obezite prevalansindaki artis ile paralel
oldugu goriilmektedir (Grundy, 2000; Sullivan ve ark., 2005). Tip 2 diyabet ile obezite
arasmnda yakin bir iliski bulunmaktadir. Hastalarin ¢ogunlugu obez ve BKI 35 kg/m?
tizerindedir. Bu kisilerde diyabet goriilme riski ¢ok fazladir ve obezitenin insiilin
direncine neden olarak tip 2 diyabet olusumunu kolaylastirdig: bildirilmektedir (Leung
ve ark, 2017).

Obez bireylerde adipoz dokudan artan miktarda esterlesmemis yag asitleri,
gliserol, proinflamatuar sitokinler, hormonlar gibi insiilin direncinin gelismesi ile iligkili
olan ¢esitli faktorler salgilanmaktadir. Uygun miktarda SYA insan saghgi i¢in 6nemli
olmasmna ragmen ylksek miktarda olduklarinda genellikle insiilin direnci,
hipertrigliseridemi, hepatik insiilin klirensinde azalma ve P hiicrelerinden insiilin
saliniminda bozulma meydana gelir. Insiilin direnci ile birlikte insiilin salgilanmasindan
sorumlu olan pankreas B hiicreleri disfonksiyonu gerceklestiginde kan glukoz diizeyinin
kontrolii bozulmaktadir. B hiicrelerinin ¢alismasinda problem yasanmasi tip 2 diyabet
olusumunda oldukga kritiktir. Bu durum g6z 6niine alindiginda obezitenin, insiilin direnci
ve tip 2 diyabetin gelismesi ile iliskili oldugu goriilmiistir (Kahn ve ark., 2006).
Metabolik sendromun da dahil oldugu bu siire¢ kan damarlari iizerinde olumsuz etkilere

sahiptir ve erken ateroskleroz igin yiiksek risk teskil eder (Baez-Duarte ve ark., 2010).

2.4 Taurin

Taurin (2-aminoetansiilfonik asit), kiikiirt iceren, renksiz, suda ¢6ziinen, mol kiitlesi
yaklasik 125 dalton olup metiyonin ve sistein metabolizmasindan tiireyen standart
olmayan bir amino asittir. Memeli dokularinda, anne siitiinde ve deniz iiriinlerinde yiiksek
oranlarda bulunmaktadir (Das ve ark., 2012). Taurini diger amino asitlerden farkl kilan
karakteristik 6zellik karboksil (-COOH) grubu yerine siilfonik asit (-SOzH) grubu
icermesidir (Sekil 2.6) (Kendler, 1989). Diger amino asitlerdeki bir karboksil grubunun
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aksine, bir siilfonik asit grubunun varligi, taurine 1.5 pKa degeri kazandirarak onu en

asidik amino asit yapar (Jacobsen ve Smith, 1968).

Sekil 2.6 Taurinin kimyasal formiili (Jacobsen ve Smith, 1968)

Bugiinkii bilinen adiyla “taurin™ ilk olarak 1827°de Friedrich Tiedemann ve
Leopold Gmelin ismindeki iki Alman bilimadami tarafindan boga (Bos taurus)
safrasindan 1zole edilmistir ve Gallen-Asparagin olarak isimlendirilmistir (Tiedmann ve
Gmelin, 1827). Sonrasinda Taurus diye anilan bu molekiil literatiirde ilk kez 1838 yilinda
von H. Demarcay tarafindan bugiinkii adiyla kullanilmistir (Demarcay, 1838). 1975
yilinda, kedilerdeki taurin eksikliginin, taurin takviyesi ile tersine cevrilen retina
dejenerasyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bu tarihe kadar, sadece kiikiirtlii amino
asitlerin metabolizmasmin bir yan iirtinii oldugu diisiiniilmiistiir. Emziren anne sicanlara
intraperitoneal olarak verilen isaretli taurinin hem yavrularin beyninde hem de anne
sicanlarim siitiinde bulunmasi (Struman ve ark., 1977), yeterli miktarda taurin aliminin
beyin gelisimi i¢in 6nemli oldugunu gostermistir. Bu bulgulara dayanarak, 1980'lerden
sonra ¢ogu bebek mamasina taurin eklenmistir (Tyson ve ark., 1989). Taurin enerji
iceceklerine de eklenmektedir. Mental performans iizerine olumlu etkisi oldugu
belirlenmistir. Fakat bu etkilerin enerji icecegindeki ii¢ bilesenin (kafein, taurin,
glukoronolakton) etkisi ile olustugu disiiniilmektedir. Bu etkiler, kafeinin purinerjik
reseptorler ve taurinin reseptor diizenleyici etkisi ile agiklanmistir (Seidl ve ark., 2000).
Taurin yaklagik 200 yildir literatiirde olmasina karsin yalnizca son 45 yildir klinik ve

besinsel 6zellikleri tizerine ¢alisilmaktadir (Hayes ve Carey, 1975; Murakami, 2017).

Taurin hayvan dokularinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bazi algler harig
bitki hiicrelerinde bulunmaz. Ornegin 70 kg kiitlede bir erkegin 70 g taurin igerdigi
hesaplanmistir (Jacobsen ve Smith, 1968). Kalp 25-30 mM, akciger 11-17 mM,
notrofiller 50-60 mM, retina 50-70 mM diizeyde taurin igerir (Green ve ark., 1991).
Plazma, serebrospinal sivi ve ekstraselliiler sivi gibi viicut sivilar1 ise 10-100 pM

arasinda, diisiik oranda taurin igermektedir. Fakat fizyolojik rolii tam olarak a¢ik degildir
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(Hansen, 2001). iki kaynak viicuttaki taurin seviyelerine katkida bulunur: diyetten aktif
alim, sistein ve metiyonin gibi diger kiikiirt iceren amino asitlerin biyosentetik yolaklari

(Lambert ve Hansen, 2011).

2.4.1 Taurinin Gorevleri

Taurin, hiicre homeostazinin temel bir diizenleyicisi olarak kabul edilir. Hiicresel taurin;
sentez, hiicreye giris ve hiicre disma ¢ikisin uyumlu c¢alismasi sonucu olusur. En iyi
bilinen rolii safra asitleri ile konjiige olmasidir. Iyi bilinen bu roliine ek olarak, yapilan
enerjetik caligmalar, taurinin ¢esitli fizyolojik ve farmakolojik etkilerini ortaya
koymustur. Bu etkiler osmoregiilasyon, anti-oksidan, anti-inflamatuar, anti-
aterosklerotik, Ca?* modiilasyonu, hiicre zar1 stabilizasyonu ve ndéromodiilasyon ile
iliskilendirilir (Huxtable, 1992; Bouckenooghe ve ark., 2006). Taurin mitokondriyal
miyopati, ensefalopati, laktik asidoz ve inme benzeri epizotlar (MELAS) ve miyoklonik
epilepsi ve ragged-red lifleri (MERRF)’in patolojilerinde 6nemli rol oynar (Suzuki ve
ark., 2002; Schaffer ve ark., 2014). Koruyucu bir madde olarak, ¢esitli gevresel toksinlere

ve ilaca bagli coklu organ hasarina kars1 korur (Das ve ark., 2012).

2.4.2 Endojen Taurin Sentezi

Taurin, hem amin hem de siilfonik gruplar1 iyonize olabilen nétr bir f-amino asittir.
Taurin biyosentezi, insanlarda diisiik ve kemirgenlerde yiiksek olmasindan dolay: tiire
bagimlhidir. Taurinin viicuttaki toplam igerigi; diyetten dogrudan taurin alimi, karaciger
ve alternatif dokularda de novo taurin sentezi ve bobrekten geri emilim olmak iizere ti¢
farkli sekilde saglanir. Endojen taurin sentezi ¢ogunlukla karaciger ve beyinde olusur.
Vitamin B6’nin eksikliginde, taurin sentezi azalr. Ciinki, sistatyonin [B-sentaz,
sistatyonin y-liyaz ve sistein siilfinik asit dekarboksilaz (SSD) enzimlerinin tamami
kofaktor olarak vitamin B6’ya ihtiyag¢ duyarlar (Lourengo ve Camilo, 2002).

Taurin, kiikiirt iceren amino asitlerin metabolizmasmdaki bir {iriin olarak
metiyonin ve sisteinden sentezlenebilir (Sekil 2.7). Sentezin ilk adimi metiyoninin,
transmetilasyon ve remetilasyon islemleri ile homosistein'e geri doniisiimlii olarak
doniistiiriilmesidir. Homosistein daha sonra, sistatyonin B-sentaz ve sistatyonin y-liyaz
tarafindan katalize edilen transsiilfiirasyon yolu araciligi ile geri doniisiimsiiz bir sekilde
sisteine doniistiiriilebilir. Taurin sentezinde sistein, sistein dioksijenaz (SDO) enzimi ile
sistein siilfinik asite oksidize edilir. Daha sonra SSD ile sistein siilfinik asit, hipotaurine
cevrilir. Hipotaurini taurine doniistiiren enzim ise hipotaurin dehidrogenazdir. Bununla

birlikte, hipotaurinin taurine oksidasyonunun enzimatik reaksiyon olup olmadig: hala
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belirsizligini siirdiirmektedir (Ueki ve Stipanuk, 2009, De Luca ve ark., 2015) Taurin
biyosentetik enzimlerine birka¢ faktor katkida bulunur. Protein seviyeleri ve kiikiirtlii
amino asitler SSD'nin aktivitesini etkiler. Diisiik doz taurin ve diisiik protein ve kiikiirtlii
amino asitlerden kisitlandirilmis diyetler, hiicre i¢i taurin konsantrasyonunu artirabilir ve
endojen olarak taurin biyosentetik yolunu uyarabilir (Zhang ve ark., 2013; Rozen ve
Charles, 1982). Sistein seviyeleri hepatik aktivitenin diizenlenmesinden etkilenir
(Stipanuk ve ark., 2002). Taurin biyogenezinin aktivitesinin SSD ve SDO ile smirli
oldugu o6ne siirtilmiistiir. SDO, iskelet kas1 ve kalp kasinda diisiik ifade gosterir, ancak
karaciger, BYD ve KYD’de yiiksek oranda ifade edilir. Bununla birlikte, obez farelerde,
BYD’de SDO ifadesinin azalmasi, biiyiik boyutlu adipositlerin daha diisiik seviyede
taurin sentezledigini ve salgiladigini gosterir (Tsuboyama-Kasaoka ve ark., 2006). Bazi
dokularda sistein, N-asetil sistein ve glutatyon gibi 6nciil maddelerden de taurin
sentezlenebildiginden, bu bilesiklerdeki konstrasyon degisiklikleri hiicrede taurin

konsantrasyonunda degisimlere yol agabilir (Hansen, 2001).

I P P =P  Koenzim A —p = —p Sisteamin
Sisteamin
g dioksijenaz

NH

[0x) ' -0, [0x)

Sistei — QEog G irgs o e i i — i
el L —r Sistein siilfinik  igtein suiinik Hipotaurin —— TAURIN
dioksijenaz st askt dehﬂlr:gt::ll‘az
I dekarboksilaz
Sistatyonin €~ Homosistein — — Metiyonin
Sistatyonin
B-sentaz t g

Sekil 2.7 Sistein ve metiyonin amino asitlerinden taurin biyosentezi (De Luca ve ark.,
2015)

2.4.3 Taurinin Anti-obezite Etkileri

Taurin, viicutta ¢esitli fizyolojik roller oynar. Taurinin, obezite karsit1 etkisinin oldugu
diisiiniilmektedir. Bu yiizden ¢ogunlukla obezite ile iliskili olan dislipidemi, insiilin
direnci ve hiperglisemi gibi metabolik islev bozukluklarini azaltmak igin faydali bir
molekiil olarak arastirilmistir (Kim ve ark., 2012, Zhao ve ark., 2019). Taurinin anti-
obezite etkisi, bircok aragtirmaci tarafindan kilo vermek i¢in potansiyel giivenli bir ajan

olarak biiyiik ilgi gdrmiistiir (Murakami, 2017). Obez insanlarin viicudunda daha diisiik
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miktarda taurin bulundugu bildirilmistir (Rosa ve ark., 2014). Yiiksek miktarda taurin
iceren ¢ok fazla deniz iiriinii tiikketenlerin obezite, diyabet, dislipidemi ve hipertansiyon
gibi metabolik hastaliklara yakalanma riskinin tiiketmeyenlere gore daha diisiik oldugu
bildirilmistir (Yamori ve ark. 2009; Sagara ve ark., 2015). Bu gozlemler dolayli olarak
viicuttaki taurin eksikliginin obezite ve dislipidemi gibi metabolik islev bozukluklarina
neden olabilecegini ve taurinin ¢ok Onemli ve faydali bir amino asit oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle, taurinin hangi molekiiler mekanizma ile metabolizmay1

etkiledigini agiga kavusturmak biiylik 6nem tagimaktadir.

Taurinin anti-obezite etkileri fare, sigan ve Caenorhabditis elegans'ta (C. elegans)
incelenmistir. Diyetteki taurinin, obezite ve diyabet hastalifin1i ve bunlarin
komplikasyonlarin1 6nlemede faydali olabilecegi iddia edilmistir (Murakami, 2015; Ito
ve ark., 2012). YYD ile indiikklenen modeller, hayvanlarda obezite etkilerini
degerlendirmek icin en cok kullamlan modellerdir. Ozellikle, hayvan calismalari,
taurinin, YYD ile beslenen farelerde obeziteyi etkili bir sekilde azalttigini veya
geciktirdigini gostermistir (Lin ve ark., 2013; Batista ve ark., 2013). Taurin takviyesinin
obez farelerde viicut kiitlesi ve karin yag depolarini azalttigi, glukoz toleransi ve insiilin
duyarliligimi ise artirdigi gézlenmistir (Tsuboyama-Kasaoka ve ark., 2006). Hayvanlarda,
diyetle aliman taurinin hipertansiyon, karaciger hasar1 ve hiperkolesterolemiyi diizelttigi
bildirilmistir (Xu ve ark., 2008). Diyabetik siganlarda diyetle verilen taurin takviyesinin
inslilin - duyarhiligmmi artirdigr  gozlenmistir (Nakaya ve ark., 2000). Glukoz
metabolizmasini diizenlemek i¢in insiilin direncini hafifletmek de dahil olmak {izere

metabolik sendromu iyilestirici etkileri vardir (Chen ve ark., 2016).

Hayvan caligmalariin aksine, taurinin insanlarda anti-obezite etkileri hakkinda
cok daha az veri mevcuttur. Taurinin asir1 kilolu ve obez bireylerde serum lipidleri
iizerinde faydali etkileri oldugu goriilmiistiir. Taurinin bu 6zelliginden dolay1
kardiyovaskiiler hastaliklar1 dnlemeye yonelik olarak da 6nemli bir role sahip oldugu 6ne
stiriilmiistiir (Zhang ve ark., 2004). Sekiz haftalik taurin takviyesinden sonra plazma
taurin ve adiponektin diizeyinin arttig1, oksidatif stres ve inflamasyonun azaldigi
goriilmiistiir (Rosa ve ark., 2014). Ek olarak, idrar taurin icerigi yiiksek olan kisilerde
daha diisiik BKI, sistolik ve diyastolik kan basinci ve plazma total kolesterolii
saptanmustir (Sagara ve ark., 2015). Daha ¢ok balik tiiketenlerin viicut taurin seviyelerinin
et yiyenlere veya vejeteryanlara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Yamori ve ark.,

2009). Bu bulgulara dayanarak, siirekli bir sekilde diyetsel taurin aliminin, obezite,
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diyabet, hiperlipidemi ve hipertansiyon gibi metabolik hastalik riskini ve kardiyovaskiiler

hastaliklardan dolay1 meydana gelen 6liimleri azaltabilecegi 6ne stiriilmistiir.

25FLCN

FLCN baslangigta Birt-Hogg-Dubé sendromlu hastalarda mutasyona ugramis bir gen
olarak tanimlanmis ve timor siipresor gen oldugu bildirilmistir (Khoo ve ark., 2001;
Nickerson ve ark., 2002). Daha sonraki ¢alismalar FLCN’nin, folikiilin ile etkilesen
protein 1 (FNIP1) araciligiyla ana enerji sensorii AMPK’nin bir represorii olarak islev
gordigiinii (Baba ve ark., 2006), deri ve uzantilari, akcigerler (tip 1 pnomositler) ve
bobrek (distal nefron) dahil olmak iizere ¢cogu dokuda ifade edildigini ortaya ¢ikarmistir
(Warren ve ark., 2004).

FLCN'nin C terminali FNIP1 proteini araciligiyla AMPK ile etkilesime girer.
Hasumi ve ark.’nin (2008) FNIP1 homologlarin1 arastirmak igin yaptiklari ¢aligma
sonucu FNIP1 ile % 49 homolojiye sahip, FLCN'nin C terminali aracilig1 ile AMPK ile
etkilesen, FNIP2’yi tanimlamiglardir. FLCN, mTOR ve AMPK sinyalleri araciligi ile
fosforile edilen ¢oklu fosforilasyon bolgelerine sahiptir (Baba ve ark., 2006). FLCN'nin
Rag proteinlerine baglanmasi i¢in FNIP2 gereklidir. FLCN-FNIP2, Rag C (ve daha az
oranda Rag D) i¢in bir GTPaz aktive edici protein (GAP) olarak gorev yapar ve bu etkisi
araciligi ile mTORC1'in Rag heterodimerine baglanmasini tesvik eder (Tsun ve ark.,

2013).

FLCN, amino asit aghigina yanit olarak lizozomal ylizeye lokalize olur ve amino
asit stimiilasyonu tizerine ayrilir. FLCN varhiginda amino asit algilanmasi, Rag C/D'nin
aktivasyonuna yol agar, bu da TFE3'in Rag kompleksine alinip ardindan mTORC1
tarafindan fosforile edilmesini saglar. Fosforile edilmis TFE3, 14-3-3 proteini ile baglanir
ve sitoplazmada tutulmasi saglanir. FLCN'min yoklugunda, TFE3 niikleusa gecerek
(PGC-1p’y1 PGC-la’dan daha fazla olmak iizere) aktive ederek mitokondriyal ve
kahverengi/bej yag genlerininin aktivasyonunu saglar (Sekil 2.8) (Wada ve ark., 2016).

FLCN represyonu, PGC-1la ifadesini uyaran AMPK'yi aktive eder ve artmis
mitokondriyal aktivite ile sonuglanir. Bu da FLCN’nin mTOR yolagmmin pozitif
diizenleyicisi oldugunu diisiindiirmektedir (Yan ve ark., 2014; Tsun ve ark., 2013; Possik
ve ark., 2014; Petit ve ark., 2013). FLCN’nin asagi sinyal yolaginda BYD’nin
kahverengilesmesini diizenleyen, klasik kahverengilesme yolagindan farkli, yeni bir

MTORCI1-TFE3 sinyal yolag: tespit edilmistir. FLCN kayb1 {izerine, TFE3 niikleusa
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lokalize olur ve burada TFE3, PGC-1B araciligiyla bir kahverengilesme programini
indiikler (Sekil 2.9) (Wada ve Arany, 2017). Amino asit uyariminin TFE3'ii sitoplazmada
lokalize ettigi ancak FLCN'den yoksun hiicrelerin bunu yapamadigi goriilmiistiir.
Dolayistyla amino asit algilamasinda FLCN’nin 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmiistiir
(Wada ve ark., 2016). Bu siiregte hangi spesifik amino asit (ler)’in yer aldig1 veya islemin

mekanizmasinin belirsizligi devam etmektedir.

Amino asit

algilanmasi leozom
|imeni

FLCN

PGC-18>PGC-1a

|

Mitokondriyal & kahverengi/bej genler

Sekil 2.8 BYD kahverengilesmesinde FLCN, TFE3 ve mTORCI arasindaki iliskinin

sematik gosterimi (Wada ve ark., 2016)

FLCN varliginda amino asit algilanmasi, Rag C/D'nin aktivasyonuna yol agar, bu da TFE3'in Rag
kompleksine alinmasina ve ardindan mTORCI tarafindan fosforile edilmesine neden olur. Fosforile edilmis
TFE3, 14-3-3 proteini ile baglanir ve sitoplazmada tutulur. FLCN'nin yoklugunda, TFE3 niikleusa gegerek
(PGC-1p’y1 PGC-la dan daha fazla olmak iizere) aktive ederek mitokondriyal ve kahverengi/bej yag
genlerini aktive eder.
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Soguk stiimilasyonu Aminoasitler ?
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Sekil 2.9 Adipoz doku kahverengilesmesini diizenledigi diistiniilen iki mTORC1
yolaginin sematik gdésterimi

Soguk stimiilasyonu veya B-adrenerjik uyari, kahverengilesmeyi indiiklemek icin PKA araciligiyla
mTORCT1'i aktive eder. Diger yandan, amino asitler tarafindan FLCN, RagC/D guanil niikleotid yiikli
durumunu kontrol ederek mTORCI araciligiyla TFE3’{in niikleusa lokalize olmasini baskilar. mTORC1
kaybi, soguk stimiilasyonu {iizerine kahverengilesme tepkisini ortadan kaldirirken ayni zamanda
kahverengilesmeye neden olan TFE3'in siirekli olarak agir1 aktif olmasma neden olur (Wada ve Arany,
2017).

2.6 AMPK

AMPK okaryotik hiicrelerdeki hiicresel enerji ve besin durumunun bir sensoriidiir
(Hardie, 2014). AMPK Kkatalitik o alt birim ve diizenleyici B ve y alt birimleri olmak iizere
3 alt birimden olusan bir serin/treonin kinazdir. Iskelet kas1 ve karaciger dahil gesitli
dokularda ifade edilir. Tiim 6karyotlarda ifade edilir. Memelilerde AMPK, hiicre i¢i ATP
diizeyi azaldig1 zaman aktiflestirilir. Besinsel yoksunluk, hipoksi ve oksidatif stres gibi
metabolik stres durumlarinda AMPK; daha fazla ATP olusturmak i¢in katabolik yolaklar1
(glikoliz, yag asidi oksidasyonu ve mitokondriyal biyogenez) tesvik eder ve anabolik
yolaklar1 (glukoneogenez, lipogenez ve protein sentezi) inhibe eder (Hardie, 2014;
Mihaylova ve Shaw, 2011). AMPK Kkaraciger, iskelet kasi ve hipotalamus da dahil bir ¢ok
dokuda enerji dengesi iizerinde leptin, adiponektin, glukokortikoidler ve insiilin gibi
hormonlarin metabolik etkilerine aracilik eder (Lim ve ark., 2010; Long ve Zierath,
2006).
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Aktive edilen AMPK, metabolik enzimlerin dogrudan fosforilasyonu ve gen
ifadesinin diizenlenmesi yoluyla enerji homeostazini kolaylastirir. AMPK, hiicresel AMP
veya ADP diizeylerindeki yiikselise cevap olarak, asetil KoA karboksilaz (ACC) ve 3-
hidroksi-3-metil-glutaril-KoA reduktaz (HMG-CoA rediiktaz) gibi anahtar lipojenik
enzimleri fosforile ederek inaktiflestiri. AMPK YD’de lipojenik genlerin ifadesini
baskilar. AMPK ayrica birka¢ farmakolojik ajana yanit olarak da aktive edilebilir. En
yaygin regete edilen tip 2 diyabet ilaci olan metformin'in AMPK'yi aktive ettigi
gosterilmistir (Zhou ve ark., 2001; Mihaylova ve Shaw, 2011). Hiicresel enerji durumunu
gosteren Onemli bir enerji algilama enzimi olan AMPK, mTOR'un negatif bir
diizenleyicisidir. FNIP1 ve FNIP2'min aracilik ettigi FLCN ve AMPK etkilesiminin
mTOR sinyalini diizenledigi gosterilmistir (Baba ve ark., 2006; Hasumi ve ark., 2008).

2.7 mTORC1

MTORC1 mTOR, Raptor ve mLST8 olmak {izere {i¢ temel alt birimden olusan bir protein
kompleksidir. Biiylime faktorleri, enerji durumu, amino asitler ve mekanik uyaranlar gibi
cesitli sinyaller tarafindan diizenlenir. mMTORC1 protein sentezi, glukoz metabolizmast,
ribozom biyojenezi, besinlerin tasmmasi ve lipid sentezi gibi siiregleri diizenler. Bu
nedenle, besin, enerji ve biiyiime faktorlerini iceren siireglerde bir sensor gibi
davranmaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle, otofaji lizerinde negatif diizenleyici etkisi vardir.
mTORCL, protein, lipid ve organel biyosentezi gibi anabolik siire¢leri artirmasina karsin

otofaji gibi katabolik stirecleri sinirlamaktadir (Laplante ve Sabatini, 2009).

Memeli hiicrelerinde amino asitlerle mTORCL aktivasyonu, lizozom tizerindeki
vakuolar ATPaz (V-ATPaz), Ragiilator kompleksi ve Rag GTPazlardan olusan bir protein
kompleksi araciligi ile gergeklestirilir. Rag proteinleri, Rag A/B ve Rag C/D gibi zorunlu
heterodimerler olarak fonksiyon yapar. Lizozomal liimen i¢indeki amino asitlerin sinyali
ragiilatére V-ATPaz bagimli bir sekilde gonderilir. Ragiilator daha sonra guanin
“exchange” (degisim) faktorii (GEF) aktivitesi aracihigi ile Rag A/B'yi aktive eder. Rag
A/B heterodimeri mTORC1'i kiigiik GTPaz “Ras homolog enriched in brain” (RHEB)
tarafindan aktive edilmesi i¢in lizozom yiizeyine yonlendirir (Bar-Peled ve Sabatini,
2014). Rag proteinlerinin niikleotit bagh durumu (GDP/GTP), mTORC!'in lizozoma

yonlendirilmesini belirler (Petit ve ark., 2013).

B-AR uyarimi iizerine, PKA, raptoru dogrudan fosforile eder ve standart
MTORC1 substratt S6K'min fosforilasyonuna ve daha sonra asagi yonli bir

kahverengilesme programinin indiiksiyonuna yol acar (Bkz. Sekil 2.9) (Shimobayashi ve
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Hall, 2016; Liu ve ark., 2016). Biyokimyasal ve genetik ¢calismalar, amino asit algilama
yolunda mTORC1'in diizenleyicilerini tanimlamistir (Shimobayashi ve Hall, 2016).
Bununla birlikte, amino asit mevcudiyetinin mTORC1'e aktarildig1 kesin mekanizma ve

farkli amino asitlerin mTORCI aktivitesini nasil tegvik ettigi hala anlagilamamustir.

Yag dokuya spesifik olarak mTORC1'in 6nemli bir bileseni olan raptor geninin
delesyona ugratildigi (raptor®®’) farelerle yapilan bir galismada, farelerin YYD ile
indiiklenen obeziteye kars1 direngli oldugu, ve bu farelerde BYD’nin kahverengilestigi
gosterilmistir (Polak ve ark., 2008). Bu c¢alismanin sonuglari mTORC1’in
kahverengilesmeyi baskiladigini 6ne siirmektedir. Bununla birlikte, son zamanlarda
yapilan ¢alismalar mTORCl1'in sogukla indiiklenebilen BYD kahverengilesmesini
artirdigini bildirmistir (Liu ve ark., 2016; Tran ve ark., 2016). Dolayisiyla mTORC1'in
soguk maruziyeti veya B-adrenerjik uyarana cevap olarak kahverengilesmeyi tesvik ettigi,
fakat termal notralitede ters etkili oldugunu bildiren birbirini desteklemeyen sonuglar

bulunmaktadir.

2.8 S6K

Ribozomal bir protein olan S6K, mTORCI1’in substratidir. S6K aktivasyonu icin
mTORC]1 aracili fosforilasyon gereklidir. Her ne kadar mTORCI1-S6K sinyalinin
fizyolojideki roliinii tam olarak anlayamasak da, kanitlar bu sinyal ekseninin, en azindan
kismen, glukoz homeostazi, insiilin duyarliligi, adiposit metabolizmasi, viicut kiitlesi,
enerji dengesi, hafiza ve yaslanmay1 kontrol ettigini gostermektedir. Bir ¢ok kanit
bozulmus mTORC1-S6K sinyal yolagmin diyabet, obezite, kanser, organ hipertropisi

gibi c¢esitli patolojik durumlara katkida bulundugunu géstermistir (Magnuson ve ark.,
2012).

29 TFE3

TFE3, X kromozomunun (p) kolunun 11.2 konumunda lokalize olan bir gendir. Genlerin
promotoriinde MUES3 tipi E-kutu dizilerine baglanan bir transkripsiyon faktoriinii kodlar.
Bu protein, “transforming growth factor-f3” (TGF-) sinyalinin asag1 yoniindeki genlerin
ifadesini uyarir, renal hiicreli karsinomlarda ve diger kanserlerde kromozomal
translokasyonlarda rol oynayabilir ve flizyon proteinlerinin iiretilmesine neden olabilir.

Alternatif splaysing, ¢coklu transkript varyantlara yol acar (Kauffman ve ark., 2014).

Son yillarda yapilan bir ¢caligmada, arastirmacilar TFE3 ve FLCN arasinda klasik
kahverengilesme yolagina alternatif olan bir yolak oldugunu bildirmislerdir. FLCN kayb1
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iizerine, TFE3 niikleusa lokalize olur ve burada TFE3, PGC-1B'nin dogrudan harekete
gegirilmesi yoluyla bir kahverengilesme programini indiikler (Bkz Sekil 2.8, Sekil 2.9)
(Wada ve ark., 2016).

TFE3'lin metabolik genlerin ifadesini diizenlemedeki rolii daha belirsizdir. TFE3,
insiilin sinyal yolagmda yer alan birka¢ genin ifadesini diizenleyerek karaciger ve kasta
enerji homeostazinda 6nemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir. Kasa spesifik TFE3
geni degistirilmis farelerde glikojen depolanmasinda artis ve yiiksek egzersiz dayaniklilik
kapasitesi goriilmiistiir (Iwasaki ve ark., 2012). TFE3 ayrica, kasta PGC-1a ifadesini
diizenler (Salma ve ark., 2015). Son olarak, TFE3'lin lipolizi diizenleyen anahtar
proteinlerin ifadesi tizerinden YD’de lipid metabolizmasini diizenledigi 6ne siiriilmiistiir

(Fujimoto ve ark., 2013; Raben ve Puertollano, 2016).

2.10 PGC-1a

PGC-1a, PPARy'min bir koaktivatorii olarak rolii anlasildiktan sonra bu isimle
adlandirilmistir. PGC-1a, ATP sentezinde oksidasyon-fosforilasyon kenetlenmesini
bozan proteinleri indiikleyerek ve niikleer solunum yolu faktorlerini modiile ederek
mitokondriyal biyogenez ve hiicresel solunum sistemini kontrol eder (Wu ve ark., 1999).
Soguga maruziyet PGC-lo’nin ifadesini artirir (Puigserver ve ark., 1998). KYD
termojenezi i¢in gerekli olmasma karsin KYD farklilasmasi i¢cin gerekli degildir (Uldry

ve ark., 2006).

Farelerde adipoz PGC-1a eksikligi, deri alt1 BYD'de termojenik ve mitokondriyal
genlerin ifadesinde azalmaya yol agmustir (Kleiner ve ark., 2012). Bununla birlikte,
YD’de PGC-1a geni bloklanmis fare modelinde, PGC-1a'nin BYD'de mitokondriyal gen
ifadesi veya biyogenezinin indiiksiyonu i¢in zorunlu olmamakla birlikte, UCP1 ve diger
KYD-spesifik genlerin indiiksiyonu i¢in gerekli oldugu bulunmustur (Pardo ve ark.,
2011). UCP1 ifadesinin PGC-1a'ya bagimli olarak artmasi, BYD'nin de es zamanli olarak
kahverengilesmesine, dolayisiyla yag metabolizmasi, obezite ve tip 2 diyabetin de

diizelmesine yol agar (Wu ve ark., 2012).

2.11 PGC-1B

PGC-1a’ya analog olan PGC-18 da, agirlikli olarak yiiksek mitokondri icerigine sahip
onemli metabolik dokular olan KYD, kalp, beyin ve kasta ifade edilir. PGC-1B ¢ogu
dokuda ise disiik seviyelerde ifade edilir. PGC-1p, niikleer reseptor baglanmasi ve

transkripsiyonel aktivasyon dahil olmak tizere PGC-la ile benzer molekiiler yap1 ve islevi
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paylasir ve ayrica mitokondriyal biyogenezi de diizenler (Uldry ve ark., 2006). PGC-1f3
Ostrojen reseptorii alfa, niikleer respirator faktor-1 (NRF-1) ve glukokortikoid reseptorii
dahil olmak tizere ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin ve niikleer reseptorlerin aktivitesini
uyarir. PGC-1p kahverengi yag hiicre farklilagsmasi sirasinda indiiklenir. Bu yiizden PGC-
1f’nin kahverengi yag hiicrelerinin gelisiminde temel bir rol oynayabilecegi 6ne

stirtilmiistiir (Lin ve ark., 2005).

PGC-1p proteininin yag oksidasyonu, oksidatif olmayan glukoz metabolizmasi ve
enerji harcanmasmin diizenlenmesi ile iliskili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Lin ve ark.,
2005). Obez farelerde PGC-1p gen ifadesinin azaldig1 goriilmistiir (Crunkhorn ve ark.,
2007). L6 myoblastlarinda oldugu gibi PGC-1f'nin ektopik ifadesi, mitokondriyal
biyogenezi indiikler ve bazal oksijen tiiketimini artirr. Bununla birlikte, PGC-la’dan
farkli olarak, PGC-1p ifadesi soguga cevap olarak KYD’de ve egzersize cevap olarak
kasta transkripsiyonel seviyede diizenlenmez. PGC-1a ve PGC-1B"in bagimsiz olarak
uyarildigi, ancak her ikisinin de hiicrenin enerji gereksinimlerini karsilamasini saglamak
icin NRF-1 araciligiyla mitokondriyal biyogenezin diizenlenmesini sagladigi

gosterilmistir (Uldry ve ark., 2006; Meirhaeghe ve ark., 2003).

2.12 UCP1

Oksidatif fosforilasyonda oksidasyon-fosforilasyon kenetlenmesini bozan “uncoupling”
proteinler (1, 2, 3, 4, 5) mitokondri i¢ membraninda bulunan ve mitokondriyal membran
potansiyelini diizenleyen anyon tasiyici proteinlerin siiper ailesindendir. UCP1, agirlikli
olarak KYD’de bulunmaktadir (Fisler ve Warden, 2006). Yakin zamana kadar UCP1'in
sadece KYD’de ifade edildigine inaniliyordu; ancak UCP1 mRNA ve/veya protein
ifadesinin, fare ve insan BYD’sinde, memeli pankreas adaciklari, insan iskelet kasi, sigir

retinasi, sigan ve fare timositlerinde de gozlendigi bildirilmistir (Brondani ve ark., 2012).

Elektron transportu normal sartlarda protonlarin mitokondri matriksinden zarlar
arasi bosluga gecisi ile ger¢eklesir. Elektronlarin transferi esnasinda agiga ¢ikan enerjinin
cogu zarlar arasi bosluga proton pompalamak i¢in kullanilir ve bu zar boyunca bir proton
gradientinin olugmasina neden olur. Boylece elektron transfer enerjisi zar boyunca proton
gradienti seklinde korunur. Proton gradienti seklinde depolanan enerji ATP sentezi igin
gereken enerjiyi saglar. Bu olay oksidatif fosforilasyon olarak tanimlanir. UCP1,
mitokondri i¢ zarmda bir por olusturarak mitokondri matriksine proton kagisma neden
olarak elektrokimyasal gradienti bozar. Sonug olarak daha az ATP {iretimine neden olarak

1s1 liretimi saglar (Chouchani ve ark., 2019).
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UCP1 soguk ve diyete bagli termojenezde enerji dengesi, metabolik diizenleme
ve mitokondri aracili reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin azaltilmasinda 6nemli rol oynar.
UCP1 gen ifadesi soguk, adrenerjik stimiilasyon, [3-agonistler, retinoidler, tiroid
hormonlar1 ve cAMP uyarist ile artar (Azzu ve Brand, 2010; Dalgaard ve Pedersen, 2001).
BYD’de artmis UCP1 ifadesi olan genetigi degistirilmis farelerin, doymus yag
bakimindan zengin bir diyetle beslendikten sonra obeziteye direngli oldugu gézlenmistir.
Obez insanlarda karin i¢i BYD’de UCP1 ifadesinin normal kilolulara gére % 50 daha az
oldugu tespit edilmistir (Dalgaard ve Pedersen, 2001).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
= Homojenizator (TissueLyser LT, Qiagen; Almanya)
= Real-time PCR (Rotor Gene Q, Qiagen; Almanya)
= Mikro hacimli spektrofotometre (Maestro gen; Tayvan)
= pH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)
= Masa iistii santrifiij (Sabit baslikli) (Hettich Rotina 380R; Almanya)
=  Mikro santrifiij (Eppendorf 5415C; Almanya)
= Biyogiivenlik kabini (Bilser class 2; Tiirkiye)
= Hassas teraziler (Sartorius; Almanya, Desis; Tiirkiye)
= Otomatik pipetler (10 pl, 20 ul, 200 ul, 1000 ul) (Gilson; ABD)
= Buzdolab1 (Argelik; Tiirkiye)
* Derin dondurucu (Ariston; italya)
= Vorteks (WiseMix; Kore)
= Strip tip (0,2mL, Qiagen; Almanya)

3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler, Kitler ve Fare Yemleri
= Etanol %96 (Merck; Almanya)
= Kloroform (MERCK; Almanya)
= Tris (hidroksimetil) aminometan (Merck; Almanya)
= Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Sigma-Aldrich; ABD)
= Hidroklorik asit (HCI) (Merck; Almanya)
= Asetik asit (Riedel deHaen; Almanya)
= Agaroz (PRONA; Ispanya)
= Taurin > % 99 (Sigma-Aldrich; ABD)
= Marker (Gene Ruler 100 b¢’lik DNA Ladder, ThermoFischer Scientific; ABD)
= RNA stabilize edici soliisyon (RNAlater RNA Stabilization Reagent, Qiagen;
Almanya)
= cDNA sentez kiti (RT2 First Strand Kit, Qiagen; Almanya
= FLCN QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)
= mTOR QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)
= TFE3 QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)
= PGC1-Alfa QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)
= PGC1-Beta QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)
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=  AMPK QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)

=  S6K QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)

=  UCP1 QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)

= Beta aktin QuantiTect Primer Assay (Qiagen; Almanya)

= RT? SYBR Green gPCR Mastermix (Qiagen; Almanya)

= Fare yemi (Yiiksek oranda yag iceren, % 60) (C1090-60, Altromin; Almanya)
= Fare yemi (Kontrol-adaptasyon, % 10) (C1090-10, Altromin; Almanya)

3.3 Deney hayvanlan

Projeye baslamadan dnce Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’na basvuruldu ve 01.06.2017 tarih ve “65202830-63" say1 no ile etik kurul onay1
almdi. YYD ile indiiklenen obeziteye yatkin bir irk olmas1 sebebi ile C57BL/6 fare ki
calismada tercih edilmistir (Wang ve Liao, 2012). Caligmada kullanilacak 8 haftalik 32
adet erkek C57BL/6 k1 fare Bilkent Universitesi, Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Boliimii, Deney Hayvanlar1 Arastirma Unitesinden temin edildi.

3.3.1 Farelerin beslenmesi

Farelerin beslenmesi Sivas Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi, Hayvan Laboratuvari
bilinyesinde gerceklestirildi. Fareler deneye baslamadan dnce yeni ortamlarina ve deneyde
kullanilacak yemlere adapte olmalar1 i¢in 2 hafta boyunca ayni kosullar altinda kontrol-
adaptasyon yemi (Altromin, Almanya) ile beslendi. 2 haftalik adaptasyon siiresinden
sonra deneye 10 haftalik fareler ile baslanmis oldu. Fareler beslenme sekillerine gore
Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1°de gosterildigi gibi her bir grupta esit sayida (8) fare olacak
sekilde 4 farkli gruba ayrild1.

Cizelge 3.1 Beslenme tiplerine goére farelerin gruplandirilmasi

K Kontrol yemle beslenen fareler

K+T Kontrol yem + % 5 taurinle beslenen fareler

YYD % 60lik yiiksek yagli yemle beslenen fareler

YYD +T % 60lik yiiksek yagli yem + % 5 taurinle beslenen fareler

Deneyin baginda tiim gruplardaki farelerin kiitle olgtimleri yapildi. Farelerin
beslenmesi ad libitum (istedigi zaman yem ve suya ulasacak sekilde) olarak yapildi.
Taurin (Taurin > % 99, Sigma-Aldrich, ABD) % 5 (kiitle/hacim) olacak sekilde, igme
suyu iginde K+ T ve YYD + T grubuna verildi. Grup K ve YYD deki farelere ise yalnizca
icme suyu verildi. Fareler, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ritminde, 22 + 2 °C’de tutuldu.

33



Calisma gruplarindaki farelerin her hafta sonunda kiitle Ol¢ciimii yapilarak haftalik
ortalama kiitleleri belirlendi. Benzer sekilde her gruptaki farelerin haftalik ortalama yem
ve su tiiketimi 6l¢iildii. Fare bast yem ve su tiiketimi agsagidaki formiile gére hesaplandi.
v’ Fare basi glinliik yem tiiketimi = Haftalik toplam yem tiiketimi / fare sayisi / 7
gin,
v' Fare basi giinliik su tiiketimi = Haftalik toplam su tiiketimi / fare sayisi/ 7 giin.
Her bir gruptaki fareler 20 hafta boyunca beslendi. 20 haftalik beslenme sonunda hic¢bir

grupta herhangi bir fare 6liimii gergeklesmedi.

K K+T YYD YYD+ T

Sekil 3.1 Beslenme tiplerine gore fareler

3.3.2 Farelerden Epididimal Yag Dokunun Alinmasi

Deney sonunda her gruptaki farelere Otenazi uygulandi. Farelerde YD’nin bolca
bulundugu ve daha 6nceki ¢alismalarda BYD kahverengilesmesinin gosterildigi bir doku
olan epididimis etrafindaki yaglardan olusan epididimal BYD (eBYD) ¢aligma i¢in tercih
edildi (Sekil 3.2). Bu amaca uygun olarak ¢alisma gruplarindaki farelerden ~100 mg
eBYD alindi. Dokular hemen RNA stabilize edici soliisyon (RNAlater RNA Stabilization

Reagent, Qiagen; Almanya) i¢erisine alinarak -20 °C’de saklandi.
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Sekil 3.2 Fare epididimal yag dokusu

3.4 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in beyin ve YD gibi yag bakimmdan zengin dokularin optimal lizisi
ve yliksek kaliteli total RNA'nin izolasyonu i¢in iiretilmis yag dokudan RNA izolasyon
kiti (RNeasy Lipid Tissue Mini Kit, Qiagen; Almanya) kullanildi. Kitin kullanim
protokoliine uygun olarak izolasyon islemi gergeklestirildi (Sekil 3.3).

Lizis ve
homojenizasyon

Kloroform ekle
ve calkala

Fazlara ayir

Sivi faza
etanol ekle

Total RNA’y1
bagla

Yika

Ayrnistir

et e gt -t ot

Sekil 3.3 Yag dokudan total RNA izolasyonu yonteminin temel protokolii
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3.4.1 Yontemin Temel Prensibi

Yontem, fenol/guanidin bazli 6rnek lizisi ve total RNA'nin silika-membran kullanilarak
izole edilmesinin entegrasyonu esasina dayanir. Kit igerisinde bulunan QIAzol Lizis
Reaktifi, yag dokularmnin parcalanmasini kolaylastirmak ve RNazlar1 inhibe etmek igin
tasarlanmis monofazik fenol ve guanidin tiyosiyanat ¢ozeltisidir. Reaktifin yiiksek lizis
verimliligi ve daha sonra organik faz ekstraksiyonu ile kontamine edici maddelerin
uzaklastirilmasi, spin kolonlar ile daha biiyilik miktarlarda dokunun kullanilmasina olanak

saglar.

Doku ornekleri QIAzol lizis reaktifi i¢inde homojenize edilir. Kloroform
eklendikten sonra, homojenat santrifiijleme ile sulu ve organik fazlara ayrilir. RNA iist,
sulu faza ayrilirken, DNA ara faza, proteinler ise alttaki organik faz veya ara faza ayrilir.
RNA igeren {ist sulu faz toplanir ve uygun baglama kosullarimi saglamak i¢in etanol
eklenir. Numune daha sonra, total RNA'nin membrana baglandig1 ve fenol ve diger
kontamine edici maddelerin verimli bir sekilde yikanarak uzaklastirildig: bir spin kolona
aktarilir. Yiiksek kaliteli RNA daha sonra niikleaz icermeyen su icinde ayristirilarak

saklanir.

3.4.2 Epididimal Yag Doku Homojenizasyonu

Calismamizda homojenizasyon i¢in TissueLyser LT (Qiagen; Almanya) kullanildi.

Homojenizasyon isleminin agsamalar1 asagida sirastyla verilmistir.

» RNAlater i¢cinde -20 “C’de korunan eYD’ler (~35 mg) i¢inde 1 adet paslanmaz ¢elik
boncuk bulunan 2 mL’lik tiip igine alind1

» 1 mL QIAzol Lysis Reagent tiipiin i¢ine konuldu.

3 dakika 20 hz. de homojenize edildi.

» Elde edilen lizat baska bir tiipe aktarildi ve RNA izolasyonu oncesi 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

Y

3.4.3 Epididimal Yag Dokudan Total RNA izolasyonu
Izolasyon islemine baslamadan énce RPE tampon ¢ozeltisi iizerine 44 mL mutlak (% 96-
100) etanol eklendi ve karistirildi. Her bir 6rnek i¢in total RNA izolasyonu isleminin
asamalar1 asagida sirasi ile verilmistir.

» Homojenizasyon islemi ile elde edilen lizat iizerine 200 pl kloroform eklendi.

» 15 saniye hafifce calkalandi.

» Oda sicakliginda 3 dakika bekletildi.
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» +4°C’de 12.000 g’de 15 dakika santriflij edildi.

» Santrifiij sonras1 0rnek 3 faza ayrildi: RNA igeren iist renksiz sulu faz, beyaz ara
faz, ve daha diisiik kirmiz1 organik faz.

» RNA iceren st sulu faz yeni bir tiipe aktarildi.

» Tipiin icerisine 600 ul % 70’lik etanol eklendi ve vortekslendi

> Ornegin 700 pl'lik kismi 2 mL'lik bir toplama tiipiine yerlestirilmis spin kolona
aktarildi. Kolonun kapagi yavasca kapatildi ve oda sicakliginda 8000 x g'de 15 s
santrifiij edildi.

» Kolon tekrar saklama tiipiine konularak, oda sicakliginda 8000 x g'de 15 s
santriftijlendi.

» Kolon iizerine 700 pl RW1 tampon ¢ozeltisi konuldu ve kolonun kapagi
kapatilarak oda sicakliginda 8000 x g'de 15 s santrifiijlendi.

» Kolona 500 ul RPE tampon ¢ozeltisi eklenerek tekrar santrifiijlendi.

» Kolona 500 pul RPE tampon ¢6zeltisi eklenerek ayni kosullarda 2 dakika
santrifiijlendi.

» Kolon yeni bir saklama tiipiine almarak 13000 x g’de 1 dakika santrifiij yapild1.
> Kolon yeni bir 1,5 mL’lik saklama tiipiine aktarildi. Uzerine 20 ve 10 pl niikleaz
icermeyen su eklenip 8000 x g'de 1’er dakika santrifiij edilerek total RNA eliie edildi.
» Elde edilen RNA’nin 1-2 pl kadar1 RNA saflik ve konsantrasyon dlglimiinde
kullanildi. Kalan kisim uzun siireli saklanmak {tizere -20 °C’lik dondurucuya

kaldirildi.

3.5 Kalip RNA Kalite ve Miktarlarinin Belirlenmesi

eBYD’den elde edilen RNA o6rneklerinin saflik ve konsantrasyon oOlg¢iimleri mikro
hacimli spektrofotometre (Maestro gen; Tayvan) kullanilarak yapildi. Orneklerin
A260/A280 oranlarmin 1,9-2,1 arasinda olmasi saglandi. Her bir 6rnek igin RNA
miktarlari, 1pg/ul olacak sekilde hazirlandi. Bu sekilde 6rneklerdeki ifade farkliliklarmin
kalip RNA miktarlarindan kaynaklanmasmin 6niine gecilmis oldu. cDNA sentezi i¢in

reaksiyon hacmi 8 ul’yi gegcmeyecek sekilde gerekli su miktarlart RNA {izerine eklendi.

3.6 cDNA Sentezi

Her bir 6rnekten elde edilen RNAlardan, cDNA sentez kiti (RT2 First Strand cDNA
syhntesis kit, Qiagen; Almanya) kullanilarak cDNA sentezlendi. Cizelge 3.2’de verildigi
gibi cDNA reaksiyonu i¢in toplam hacim 10 pl olacak sekilde 8 ul RNA + niikleaz

icermeyen su ve 2 pl Buffer GE tamponu (genomik DNA eliminasyonu igin) eklenerek
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1. karisim hazirlandi. Karisim termal cyclerda 42 °C’ de 5 dakika inkiibe edildikden sonra
hizl1 bir bigimde buz igine alind1 ve 1 dakika bekletildi.

Cizelge 3.2 cDNA reaksiyonu i¢in 1. karigimimn (genomik DNA eliminasyon karigimi)
hazirlanmasi

Reaksiyon bileseni Her bir 6rnek i¢in
eklenecek miktar (pl)

RNA + niikleaz icermeyen su 8

GE tamponu 2

Toplam hacim 10

Cizelge 3.3’de gosterilen revers transkripsiyon karisimi i¢in hazirlanmis olan 2.
karisim, daha 6nce genomik DNA eliminasyon karigimi i¢in hazirlanip 42 °C’de inkiibe
edilen 1. karisimin {izerine eklendi. Bir pipet yardimiyla hafice karistirildi. Toplam hacim
20 pl olacak sekilde 42 °C’de 15 dakika ve 95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Elde edilen
cDNA’lar -20 C’de saklandi.

Cizelge 3.3 cDNA reaksiyonu i¢in 2. karisim hazirlanmasi (revers transkripsiyon
karigimi)

Reaksiyon bileseni Hacim (pl)
5x BC3 tamponu 4

Kontrol P2 1

RES3 revers transkriptaz karisin = 2

Niikleaz icermeyen su 3

Toplam hacim 10

3.7 Gen ifadesi Analizi

Calismamizdaki ¢cDNA oOrneklerinde real-time PCR yontemi kullanilarak gen ifadesi
analizi yapildi. FLCN, mTOR, TFE3, PGC-la, PGCI1-B, AMPK, S6K ve UCP1l
genlerinin ifadeleri analiz edildi (Bkz. Cizelge 3.4). Referans gen olarak da “beta aktin”
geni kullanildi. “Threshold” (esik) degeri 0,03 alinarak degerlendirme yapildi, elde edilen
“cycle threshold”, esik dongiisti, (Ct) degerleri kaydedildi.
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Cizelge 3.4 Calismada yer alan genlere ait bilgiler

Gen Kromozom Gen ID No.

FLCN 11 NC_000077.6
MmTOR 4 NC_000070.6
TFE3 X NC_000086.7
PGC-1Alfa 5 NC_000071.6
PGC-1Beta 18 NC_000084.6
AMPK 15 NC_000081.6
S6K 11 NC_000077.6
UCP1 8 NC_000074.6
Beta aktin (referans gen) 5 NC_000071.6

Yontemin temel prensibi: Real-time PCR, gen ifadesi analizinde kullanilan altin
standart bir yontemdir. Bu yontem i¢in dncelikle mRNA’nin revers transkripsiyon islemi
ile cDNA’ya ¢evrilmesi gerekmektedir. PCR reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan DNA veya
cDNA’nin floresan boyalar kullanilarak ger¢ek zamanli kantitatif tespitidir. PCR
reaksiyonu esnasinda ¢ogaltilan iirin miktari, floresan boyalar verdigi sinyal ile dogru
orantili olarak artmakta ve hangi dongiide hangi oranda artisin oldugu reaksiyon

esnasinda belirlenebilmektedir.

Real-time-PCR, dort asamada gergeklesir:
» Dogrusal diizlem fazi
> Ussel faz
» Logaritmik dogrusal faz
» Plato faz1
Dogrusal diizlem fazinda genellikle ilk 10-15 dongilide her bir dongiide floresan
emilimi zemin ¢izgisinin tizerine ¢ikacak diizeyde degildir. Boylece zemin floresan
diizeyinin altinda kalir ve saptanabilir oranda iiriin ortaya ¢ikmaz. Ussel fazda, floresan
miktar1 zemin ¢izgisindeki floresan boyadan daha giiclii olarak saptanabilecegi esik
degerine ulasir. Amplifikasyonun basladigi dongii (egrinin zemin ¢izgisinden
yiikselmeye basladig1 dongii), “cycle threshold”, esik dongiisii, (Ct) olarak adlandirilir ve
ornekteki ilgili gen miktarinin belirlenmesi agisindan real-time PCR i¢in ¢ok dnemli bir
noktadir. Amplifikasyonla iligkili floresan sinyallerin alinmasi i¢in gereken siklus sayisi
(Ct degeri) baslangigtaki hedef niikleik asit miktar1 ile ters orantilidir. Logaritmik
dogrusal fazda, her dongiide floresan miktarinin artig1 gézlenir ve egri ylikselmeye devam
eder. Son faz olan plato fazinda ise amplifikasyon durma noktasina gelir. Bu durumun

nedeni ise reaksiyon ortaminda primer, enzim ve niikleotitlerin tiikenmesi, tirlinlerin
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birbiriyle esleserek yapigsmaya baslamasi, yiiksek sicaklik nedeniyle hidroliz ve

ekzoniikleaz aktivitesi nedeniyle bir kisim iirliniin kaybedilmesi olarak agiklanmaktadir.

3.7.1 Orneklerin hazirlanmasi

Primerler

Calismamizda ilgili gene spesifik PCR iiriinii olusturmak i¢in sicaklik profilleri tiretici
firma tarafindan optimize edilmis primerler kullanildi. Primerler liyofilize halde
bulundugundan dolay1 her bir primerin {izerine 1.1 mL (10 mM Tris-Cl ve 1 mM EDTA
iceren) TE tamponu (pH 8.0) eklenerek sulandirildi.

c¢DNA’nmin sulandirilmasi
Daha dnce sentezlenmis olan cDNAlarin {izerine 45 pl niikleaz icermeyen su eklenerek

seyreltme islemi yapildi.

3.7.2 Gen ifadelerinin Belirlenmesi
Her bir PCR karisimi toplam hacim 25 pl olacak sekilde Cizelge 3.5°de belirtildigi gibi

hazirland1.
Cizelge 3.5 Her bir 6rnek i¢in PCR karisimi

PCR bilesenleri Her bir ornek i¢in
eklenecek miktar (ul)

SYBR® Green Mastermix (SYBR® Green

iceren floresan boya, HotStarTaq Plus DNA 125

Polimeraz, dNTP, enzim, tampon ve tuz)

Primer (Her bir gen icin) 2,5
Niikleaz icermeyen su

cDNA 5
Toplam Hacim 25

Hazirlanan PCR karisimi real-time PCR cihazima yerlestirilerek Cizelge 3.6’da
gosterilen DNA amplifikasyon kosullarina gore her bir genin amplifiye edilmesi sagland:.
Real-time PCR reaksiyonu sonrasinda amplifiye edilen PCR iiriinlerinin spesifikligi
“melting-curve analysis” (erime egrisi analizi) ve % 2’lik agaroz jelde {irliniin

goriintiilenmesi yoluyla teyit edildi.
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Cizelge 3.6 DNA amplifikasyonu kosullar1

Basamak Sicakhk = Siire Aciklamalar
Baslangi¢ aktivasyonu 95 °C 10 dk. HotStarTaq Plus DNA
Polimerazi aktive eder
Denatiirasyon 95 °C 15sn
40
Uzama déngii 60 °C 60 sn Floresan veri birikimi saglar.

3.7.3 Gen Ifadesi Verilerinin Incelenmesi

Prensip: Bir genin ifade diizeyinin belirlenmesinde mMRNA miktar dlgiim yontemi
oldukga 6nemlidir. Rolatif (goreceli) kantitasyon iki grup arasinda mRNA ifadesindeki
goreceli degisimleri belirler. Boylelikle, goreceli kantitasyon, temelde iki grup arasindaki
kat degisimlerinin (gen ifadesi degisimleri) belirlenmesine imkan saglar. Kisa siirede
hazirlanmasi ve daha kolay kullanim saglamasindan dolay1 goreceli kantitasyon ¢ok fazla
tercih edilmektedir. Real-time PCR ile gen ifadesi tayininde ilgili gen i¢in karsilastirma
yapilacak her iki grubun da 6rnekleri uygun bir referans gen ile normalize edilir.

2°AACt yontemi ile goreceli gen ifadesi degerlerinin eldesi: Her bir gen i¢in ¢alisma

gruplarinda belirlenen ortalama Ct degerleri ile referans gen arasindaki ortalama Ct
degerlerinin farki ile ACt degeri elde edildi. Gruplar arasinda karsilastirma yapmak i¢in
ise ornek grubun ortalama ACt degeri ile kontrol grubunun ortalama ACt’si arasindaki
fark hesaplanarak AACt degeri elde edildi. 224t degeri 6rnek grubunun kontrol grubuna
gore kag kat arttig1 ya da azaldigmi gdsteren degerdir. 222 yontemi, olarak adlandirilan
bu yontemin formiilii asagida verilmistir:

2-AACT — 9-(AACt brmek- AACt kontrol)

ACt (6rnek) = Ortalama Ct ilgili gen — ortalama Ct referans gen

ACt (kontrol) = Ortalama Ct ilgili gen — ortalama Ct referans gen

AACt = ACt (6rnek) - ACt (kontrol) (Kubista ve ark., 2006).

Ct degeri 35’in altinda olan ornekler analize dahil edilmis olup 35’in {istiinde
olanlar analiz dis1 birakilmistir. Calismamizda hedef gen ifadesi degisimleri, RT2 Profiler
PCR Array Data Analysis v3.5 programu ile (https://dataanalysis2.qiagen.com Erigim:
30.10.2019) AACt degerleri kullanilarak belirlendi. Normalizasyon metodu olarak
aritmetik ortalama alindi. Veri normalizasyonu i¢in ise “fold change” (kat degisimi = 2-
AACT) degeri hesaplandi. Kat degisimi degeri birden biiyiikse ilgili genin ifade diizeyinin

arttig1, birden azsa gen ifade diizeyinin azaldig1 anlamima gelir. “Fold regulation” (kat
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regiilasyonu) kat degisim sonuglarinin biyolojik sistemlere uyarlanmasidir. Eger kat
degisimi degeri (2722“") birden biiyiikse kat regiilasyonu degerine esittir. Kat degisimi
degeri (224" birden kiiciikse Kat regiilasyonu degeri kat degisimi degerinin negatif
tersidir (-1/244¢Y),
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Calismamizdan elde edilen bulgularin istatistiksel analizi i¢in “Statistical Package for the
Social Sciences” (IBM SPSS Versiyon 22; IBM, ABD) istatistik programi kullanildi.
Istatistiksel testlerde yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi. Veriler ortalama + SD olarak
gosterildi. Verilerin normal dagilima uygunlugunun degerlendirilmesinde “Shapiro-
Wilk” testi kullanildi. Tiim gruplardaki verilerin normal dagilim gosterdigi goriildii. ki
grup arasinda, her hafta sonunda farelerin fare basi ortalama giinliik yem ve su tiiketimi,
iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi, “Student’s T-test” kullanilarak analiz edildi.
Calismaya baslandigi giin Olgiilen her bir grubun ortalama kiitlesi ile c¢alisma
sonlandirildigi giin arasindaki ortalama kiitle arasindaki farkin analiz edilmesi i¢in
bagimli gruplarda t testi “Paired sample T-test” kullanildi. Gruplar arasi farkliliklar
belirlemek i¢in tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Gruplarin ikili
karsilastirmalarinda post hoc analizi olarak “Tukey test” kullanildi. Calismamizdaki
genlerin ifadelerinin verileri (ct degeri) kullanilarak iki grup arasindaki kat degisiminin
“fold change” (2722“") hesaplanmas: igin iki ortalama arasindaki farkm onemlilik testi

“Student’s T-test” kullanild1.
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5. BULGULAR
5.1 Farelerin Yem ve Su Tiiketimleri

YYD ile beslenen farelerde taurin amino asidinin bej YD olusumu {iizerine etkilerinin

incelendigi bu ¢alismada kullanilan fareler agsagida belirtildigi gibi gruplara ayrilmistir;
» K: Kontrol yemle beslenen fareler,
» K+ T: Kontrol yem + % 5 taurinle beslenen fareler,
> YYD: % 60lik yiiksek yagli yemle beslenen fareler,
» YYD + T: % 60lik yiiksek yagl yem + % 5 taurinle beslenen fareler.

Fareler 20 hafta boyunca beslendi ve her hafta sonunda kiitle 6l¢iimleri, yem ve

su tiiketimleri belirlendi.

Farelerin 20 hafta sonunda fare bas1 giinliik ortalama yem ve su tiiketimi Cizelge
5.1°de gosterilmistir. Hesaplamalar toplam tiiketim / 20 hafta / 7 gilin olarak

hesaplanmistir.

Cizelge 5.1 Gruplarin fare basi giinliik ortalama yem ve su tiiketimi

Grup Yem (Q) Su (mL)

K 2,59 +£0,08 2,93+0,16
K+T 2,62+0,1 4,06=+0,57
YYD 2,66 £0,33 2,46+ 0,27
YYD+T 2,81+0,38 3,13+0,22

K grubundaki fareler ile K + T grubundaki farelerin haftalik fare basi yem ve su
tiiketimi karsilastirildiginda K grubundaki farelerin ortalama giinliik yem tiiketimi 2,59 +
0,08 g olarak saptanmustir. K + T grubundaki farelerin yem tiiketimi de benzer sekilde
2,62 +0,1 golarak tespit edilmistir. Yem tiiketimi agisindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark olmadigi analiz edilmistir (p > 0,05). Iki grubun su tiiketimi
karsilagtirildiginda K + T grubundaki farelerin K grubundaki farelerden daha fazla su
tiikettigi gortlmistir (K: 2,93 + 0,16 mL; K + T: 4,06 + 0,57 mL). Bu farkin istatistiksel
olarak da anlamli oldugu belirlenmistir (p < 0,001) (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2 K ve K + T grubunun fare basi ortalama giinliik yem ve su tiiketimi

Grup Yem (Q) p Su (mL) p
K 2,59 £0,08 > 0,05 2,93+0,16 < 0,001
K+T 2,62+0,1 4,06 +0,57
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YYD ve YYD + T grubundaki farelerin giinliik ortalama yem ve su tiiketimleri
Cizelge 5.3°de gosterilmistir. YYD grubundaki farelerin giinliik yem tiiketimi 2,66 + 0,33
g iken YYD + T grubundaki farelerin 2,81 + 0,38 g yem tiikettigi gézlenmistir. Yem
tiiketimi agisindan 2 grup arasinda anlamli fark tespit edilmemistir (p = 0,22). Iki grubun
giinliik fare basi su tiiketimi degerlendirildiginde YYD grubundaki farelerin 2,46 + 0,27
mL, YYD + T grubundaki farelerin ise 3,13 + 0,22 mL su tiikettigi goriilmiistiir. Gruplar

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (p < 0,001).

Cizelge 5.3 YYD ve YYD + T grubunun fare basi giinliik ortalama yem ve su tiikketimi

Grup Yem (g) p Su (mL) p
YYD 2,66 + 0,33 2,46 £ 0,27

) > > 0,05 2 2 < 0,001
YYD+T  2,81+0,38 3,13+0,22

K ve YYD gruplar1 arasinda giinliik ortalama yem tiiketimi agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamisken (p > 0,05) su tiikketimi agisindan degerlendirildiginde
K grubunun YYD grubundan daha fazla su tiikettigi goriilmiistir (K: 2,93 + 0,16 mL,;
YYD: 2,46 + 0,27 mL). Bu farkin istatistiksel olarak da anlamli oldugu belirlenmistir (p
<0,001) (Cizelge 5.4).

Cizelge 5.4 K ve YYD grubunun fare basi giinliik ortalama yem ve su tiiketimi

Grup Yem (Q) p Su (mL) p
K 2,59 £ 0,08 2,93 +0,16
2 b > b b <
YYD 2,66+ 0,33 0.05 2,46 0,27 0.001

K+ Tile YYD + T grubundaki farelerin giinliik ortalama yem ve su tiiketimleri
Cizelge 5.5°de gosterilmistir. YYD + T grubundaki fareler ile K + T grubundaki farelerin
giinliik ortalama yem tiiketimi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir (p > 0,05). K + T grubundaki farelerin YYD + T farelerden istatistiksel
olarak anlamli derecede daha fazla su tiikettigi goriilmiistiir (K +T: 4,06 £ 0,57 mL; YYD
+T:3,13+0,22 mL; p <0,001).

Cizelge 5.5 K + T ve YYD + T grubunun fare bas1 giinliik ortalama yem ve su tiikketimi

Grup Yem (Q) p Su (mL) p
K+T 2,62 +0,1 > 0,05 4,06 +0,57 < 0,001
YYD+ T 2,81 £0,38 3,13 +£0,22
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5.2 Farelerin Kiitle Degisimleri

K grubundaki farelerin ¢aligmaya baslandig1 hafta ve ¢alismanin sonlandirildigi 20. hafta
arasindaki haftalik kiitle degisim grafigi Sekil 5.1°de verilmistir. Calismanin
baslangicinda fare basi ortalama kiitlenin 22,58 g oldugu gozlenirken ¢alisma sonunda
29,01 g’a ulastig1 gdzlenmistir. Ortalama kiitle degisiminin 6,43 g oldugu ve baslangig
haftasina gore % 28,47 kiitle artis1 oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.1 K grubundaki farelerin haftalik kiitle degisimi

Sekil 5.2°de K + T grubundaki farelerin ¢alismaya baslanan hafta ve ¢alisma sonu
arasindaki haftalik ortalama kiitle degisim grafigi sunulmustur. Calismanin baslangicinda
fare basi ortalama kiitle 23,56 g olarak Olciiliirken, calisma sonunda, ayni zamanda
haftalik en yiiksek kiitle olan 28,03 g kiitleye ulastigi gozlenmistir. Calisma sonunda
baslangic¢ haftasina gore ortalama kiitle artis1 4,47 g (% 18,97) olmustur.
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Sekil 5.2 K + T grubundaki farelerin haftalik kiitle degisimi

YYD grubundaki farelerin ¢calismaya baslandig1 hafta ve sonlandirildig 20. hafta
arasindaki haftalik ortalama kiitle degisim grafigi Sekil 5.3’de verilmistir. Calismaya
23,43 g fare basi ortalama kiitle ile baslanmigken ¢aligma sonunda farelerin 41,95 g
kiitleye ulastiklar1 goriilmiistiir. Farelerin kiitlelerinin ortalama yaklasik 18,52 g (%
79,04) arttig1 goriilmiistiir.

YYD

41,95
42 40,72 40,75
40 39,08 39,43 39,69

32,91 33,01
85

Sekil 5.3 YYD grubundaki farelerin haftalik kiitle degisimi
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YYD + T grubundaki farelerde kiitle artisinin YYD grubundaki farelere gore daha
az oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.4). Calismanin baglangicinda fare basi ortalama kiitle
24,58 g iken galisma sonunda farelerin kiitlesi 36,32 g olarak belirlenmistir. Farelerde
ortalama kiitle degisiminin 11,74 g (% 47,76) oldugu gozlenmistir. Bu degisimin YYD
ile beslenen gruptaki degisimden (18,52 g) daha az oldugu gozlenmistir.

YYD+T

38
36,21 36,32
36 35,51

34

32

Kiitle (g)
ny
(==}
]
-~

28 2747 2,76 27,12

2
i Hafta

Sekil 5.4 YYD + T grubundaki farelerin haftalik kiitle degisimi

Cizelge 5.6’da calisma basinda ve calisma sonunda tiim gruplardaki farelerin
ortalama kiitleleri verilmistir. Her grubun ¢aligma basi ile calisma sonu arasindaki kiitle
degisimi istatistiksel olarak anlamli saptanmustir (tiim gruplar p < 0,001). K grubundaki
farelerin kiitlelerinin baslangi¢ haftas1 (22,58 + 1,27 g) ile ¢aligmanin sonlandirildigi hafta
(29,01 + 2,64 g) arasinda ortalama 6,43 + 2,3 g arttig1 goriilmiistiir (p < 0,001). K+ T
grubunda da ¢aligma bas1 (23,56 + 1,11) ile sonu (28,03 + 1,28) arasinda ortalama kiitle
artiginin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p < 0,001). YYD ile beslenen
farelerde kiitlenin baslangic haftasi (23,43 + 1,16) ile ¢alismanin sonlandirildigi hafta
(41,95 £ 7,50) arasinda ortalama 18,52 g arttig1 goriilmiistiir (p < 0,001). Benzer sekilde
YYD + T grubundaki farelerin de ortalama kiitlelerinin ¢alisma sonunda (36,32 + 5,14)
calisma basina (24,58 + 1,63) gore 11,74 + 5,42 g artti§1 ve bu artigin da istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p < 0,001).
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Cizelge 5.6 Gruplara gore ortalama kiitle degisimleri

Grup Baslangic Cahsma
kiitle sonunda
ortalamasi kiitle
(9) ortalamasi (g)
K 22,58+ 1,27 29,01 £2,64

K+T 2356+ 1,11 28,03+ 1,28
YYD 23,43+ 1,16 41,95+ 7,50
YYD+T 24,58+1,63  36,32+5,14

Cizelge 5.7°de 20 haftalik beslenme sonunda baglangig¢ kiitlelerine gore ortalama
kiitle degisimlerinin gruplar arasi karsilastirmasi gosterilmistir. K grubundaki fareler ile
K + T grubundaki fareler arasindaki ortalama kiitle degisimi farkinin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p > 0,05). K grubu ile YYD grubu karsilastirildiginda ise
iki grubun kiitle degisimleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmiistiir (p < 0,001). Benzer sekilde YYD ile YYD + T grubuve K+ Tile YYD + T

grubu karsilastirildiginda ortalama kiitle degisiminin gruplar arasinda istatistiksel olarak

Ortalama
kiitle
degisimi (g)

6,43 +23
4,47 £ 1,35
18,52 £ 7,42
11,74 £5,42

anlamli derecede farkli oldugu tespit edilmistir (p < 0,05).

Ortalama p

kiitle

degisimi

(%)

28,47 < 0,001
18,97 < 0,001
79,04 < 0,001
47,76 < 0,001

Cizelge 5.7 Gruplar arasinda ortalama kiitle degisiminin karsilastirilmasi

Grup Ortalama

kiitle degisimi (Q)
K/IK+T 6,43 / 4,47
K/YYD 6,43 /18,52

YYD/YYD+T 1852/11,87
K+T/YYD+T 4,47/11,87

p

> 0.05
< 0,001
< 0,05
< 0,05

5.3. Genlerin ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

BYD’nin bej YD’ye doniisiimii ile ilgili olabilecegi bildirilen FLCN, mTOR, TFE3,
PGC-1a, PGC-1B, AMPK, S6K ve UCP1 genlerinin ifade diizeyleri real-time PCR cihazi
ile 222t metodu kullamilarak rolatif kantitasyon ile belirlendi. Calismadaki gruplarin
hi¢birinde UCP1 geninde amplifikasyon gozlenmedi. Elde ettigimiz gen amplifikasyon

egrilerine ait bir 6rnek Sekil 5.5’de verilmistir.
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Sekil 5.5 Bir 6rnege ait ilgili genlerin amplifikasyon egrileri ve Ct degerleri

Real-time PCR sonrasinda amplifiye edilen PCR iiriinlerinin spesifikligi “melting
curve analysis” (erime egrisi analizi) (Sekil 5.6) ve % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile
teyit edildi (Sekil 5.7). UCP1 disindaki tiim genlere ait erime egrisi analizi sonuglar1 Sekil
5.6°da verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi her gen i¢in spesifik tek bir iirlin elde
edilmistir. Agaroz jel elektroforez sonuglarindan da UCP1 geninin amplifiye olmadig:
fakat diger genlerde tek bir amplifikasyon {iriinii olustugu goriildii (Bkz. Sekil 5.7, 9

numarali 6rnek).
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Sekil 5.7 Ilgili genlere ait real-time PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii.
1: Marker (Gene Ruler 100 bg’lik DNA Ladder); 2: FLCN; 3: mTOR; 4: TFES3; 5: PGC-1a; 6: PGC-1;
7: AMPK; 8: S6K; 9: UCP1; 10: p-aktin (referans gen).

K grubu ile K + T grubu gen ifade ortalamalarinin istatistiksel analizi Cizelge 5.8
ve Sekil 5.8’de verilmistir. UCP1l geninde ifade saptanmadigindan analize dahil
edilmemistir. K+ T grubunda FLCN (-1,92) ve PGC-1p (1,72) gen ifade diizeyleri K
grubuna gore yiiksek diizeyde farkli bulunmasina karsin bu degisimin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Diger genlerde de iki grup arasinda anlamli bir degisklik

saptanmamuistir.

Cizelge 5.8 K grubu ile K + T grubu gen ifade diizey ortalamalarinin analizi

Gen ad1  Ortalama Ortalama Kat degisimi p Kat
Ct degeri ACt 2(AACH regiilasyonu
K+T K K+T K K+T/K K+T/K K+T/K
FLCN 22,76 20,97 7,70 6,76 0,52 0,18 -1,92
mTOR 22,6 2135 754 7,14 0,76 0,50 -1,32
TFE3 20,92 19,75 586 555 0,80 0,39 -1,24
PGC-1a 27,1 26,1 12,04 11,89 0,9 0,82 -1,11
PGC-1p 22,25 22,18 7,19 7,97 1,72 0,18 1,72
AMPK 2294 2193 788 7,72 0,89 0,54 -1,12
S6K 20,16 19,72 510 551 1,33 0,78 1,33
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Sekil 5.8 K grubuna gére K + T grubu gen ifade diizeyi ortalamalar1

FLCN
MTOR
TFE3
PGC1-Alfa
PGC1-Beta
AMPK

S6K

Beta Aktin

Cizelge 5.9 ve Sekil 5.9°da YYD grubu ile YYD + T grubundaki gen ifadelerinin

istatistiksel analizi sunulmustur. UCP1 geninde ifade saptanmadigindan analize dahil

edilmemistir. YYD + T grubunda PGC-1a (1,53) ve S6K (1,79) gen ifade diizeyleri YYD

grubuna gore yiiksek diizeyde farkli bulunmus olmasina karsin bu degisimin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Diger genlerde de iki grup arasinda anlamli bir

degisklik saptanmamustir.

Cizelge 5.9 YYD grubu ile YYD + T grubu gen ifade diizey ortalamalarmin analizi

Ortalama Ct
Gen degeri

YYD YYD

+T
FLCN 22,25 21,33
mTOR 22,06 20,75
TFE3 20,39 19,83
PGC-1a 28,4 27,97
PGC-1p 23,21 27,97
AMPK 2361 21,09
S6K 20,03 19,84

Ortalama AC;
YYD YYD
+T

7,81 7,93
7,62 7,75
5,95 6,43
13,96 14,57
8,77 9,06
9,17 8,69
5,59 6,44
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Kat
degisimi
(-AACH)
YYD+ T/
YYD
1,09
1,09
1,39
1,53
1,23
0,72
1,79

p

YYD +
T/YYD
0,47
0,46
0,12
0,47
0,49
0,22
0,12

Kat
regiillasyonu

YYD+ T/
YYD
1,09
1,09
1,39
1,53
1,23
-1,39
1,79
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Beta Aktin

Sekil 5.9 YYD grubuna gore YYD + T grubu gen ifade diizeyi ortalamalar1

YYD ile K gruplar1 gen ifade diizeyi ortalamalar1 Cizelge 5.10 ve Sekil 5.10’da

verilmistir. YYD ile beslenen farelerde PGC-1a geninde K grubuna gore 6,42 kat (p =
0.012), PGC-1p geninde ise 2,16 kat (p = 0.049) ifade azalmas1 saptanmistir. FLCN gen

ifadesi 2,26 kat azalmis olmasina karsin bu oran istatistiksel olarak anlamli diizeyde

olmamustir (p = 0.12). Benzer sekilde YYD grubundaki mTOR, TFE3, AMPK ve S6K

genlerinin ifadelerinin K grubuna gore ¢ok diisiik oldugu goriilmiistiir. Fakat istatistiksel

olarak anlamlilik sinirina ¢ok yakin olsa da p degerleri 0,05’den biiyiik saptanmustir.

Cizelge 5.10 YYD grubu ile K grubu gen ifade diizey ortalamalarinin analizi

Gen ad1  Ortalama

Ct degeri

YYD K
FLCN 21,33 20,97
mTOR 20,75 21,35
TFE3 19,83 19,75
PGC-1a 27,97 26,1
PGC-1p 27,97 22,18
AMPK 21,09 21,93
S6K 19,84 19,72

*p < 0.05

Ortalama AC;
YYD K
793 6,76
7,75 7,14
6,43 5,55
14,57 11,89
9,06 7,97
8,69 7,72
6,44 551

54

Kat degisimi
2(-AACt)

YYD/K
0,44
0,65
0,54
0,16
0,46
0,51
0,53

p

YYD /K
0,12
0,15
0,13
0,012*
0,049*
0,21

0,13

Kat
regiillasyonu

YYD /K
-2,26
-1,53
-1,84
-6,42
-2,16
-1,96
-1,90
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Sekil 5.10 K grubuna gére YYD grubu gen ifade diizeyi ortalamalar1

YYD

FLCN
MTOR
TFE3
PGC1-Alfa
PGC1-Beta
AMPK

56K

Beta Aktin

*PGC-1a geninde 6.42 kat (p = 0.012), PGC-1p geninde ise 2.16 kat (p = 0.049) ifade azalmasi.

K+ T grubu ile YYD + T grubundaki gen ifade diizeyi ortalamalarinin istatistiksel

analizi Cizelge 5.11 ve Sekil 5.11°de verilmistir. YYD ile beslenen grupta K grubuna

gore PGC-1a, PGC-1B ve AMPK genlerinin ifadesinin istatistiksel olarak anlaml

derecede azaldig1 saptanmistir.

Cizelge 5.11 K+ T grubu ile YYD + T grubu gen ifade diizey ortalamalarinin analizi

Ortalama

Genadv 4 egeri
YYD K+T
+T

FLCN 22,25 22,76

mTOR 22,06 22,6

TEE3 20,39 20,92

PGC-la 284 27,1

PGC-1p 2321 22,25

AMPK 2361 22,94

S6K 20,03 20,16

*p<0.05

Ortalama AC;
YYD K+
+T T
7,81 7,70
7,62 7,54
5,95 5,86
13,96 12,04
8,77 7,19
9,17 7,88
5,59 5,10

55

Kat
degisimi
o(-AACt)

YYD+ T/ YYD+T/

K+T
0,93
0,94
0,94
0,27
0,33
0,41
0,71

p

K+T
0,72
0,71
0,98
0,046*
0,024*
0,037*
0,43

Kat
regiillasyonu

YYD + T/
K+T
-1,08
-1,06
-1,07
-3,77
-2,99
-2,44
-1,41



YYD + T grubunda K + T grubuna gére gen ifadelerinin PGC-1a geninde 3,77
kat (p = 0.046), PGC-1p geninde 2,99 kat (p = 0.024), AMPK geninde ise 2.44 kat (p =

0.037) azaldig1 saptanmustir.

08
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Kat degisimi

0.4
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YYD+T

Sekil 5.11 K + T grubuna gore YYD + T grubu gen ifade diizeyi ortalamalari

FLCN
MTOR
TFE3
PGC-1Alfa
PGC-1Beta
AMPK

S6K

Beta Aktin

*PGC-1a geninde 3,77 kat (p = 0.046), PGC-1p geninde 2,99 kat (p = 0.024) ve AMPK geninde 2.44 kat

(p = 0.037) ifade azalmasi.
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6. TARTISMA VE SONUC
Hareketsiz bir yasam ve yiiksek kalorili beslenme, gelismis {ilkelerde obezite
prevalansinda hizli bir artisa neden olmaktadir. Bu durum, 6zellikle tip 2 diyabet, kalp
hastaligi, insiilin direnci, hiperglisemi, dislipidemi, hipertansiyon ve bir¢ok kanser tiirii
dahil olmak tizere ¢ok sayida obezite ile iligkili hastaliklar1 artirmasi nedeniyle endise
vericidir (Bastien ve ark., 2014; WHO Technical report 894, 2000). Sonug olarak,
toplumdaki kronik hastaliklara sahip bireylerin artmasi, saglik harcamalarinin asiri
yiikselmesi ve ileriki nesillerin 6nceki nesillere gore daha kisa 6mre sahip olacaginin
ongorisidir. Bu nedenle, yeni kilo verme stratejilerine acil ihtiya¢ bulunmaktadir (Cai

ve ark., 2010; Hammond ve Levine, 2010).

Gilintimiizde, obezite i¢cin farmakolojik tedavi ¢ok kisithidir ve birgok ilag ¢ogu
zaman ciddi yan etkiler nedeniyle geri ¢ekilmektedir. Temel olarak, obezite tedavisindeki
mekanizmalara yaklasim iki segenege odaklanir: 1) merkezi etki, yani besin alimini
azaltma 2) c¢evresel etki, 6rnegin lipid emiliminin inhibe edilmesi (Tseng ve ark., 2010).
Bununla birlikte, obezitede yag doku inflamasyonlu ve islevi bozulmus oldugundan
dogrudan etkili olan onaylanmuis bir ilag yoktur. Ayn1 zamanda endokrin bir organ olarak
islevi bozulmus yag doku, diger organlar1 etkileyen ve karbonhidrat metabolizmasi ile
ilgili anormalliklerinin gelismesine katkida bulunan birka¢ molekiilii salgilar (Vargas-

Castillo ve ark., 2017).

Obezite ile miicadelede enerji harcanmasini hedef almanin cezbedici bir yaklasim
olduguna inanilmaktadir. Termojenez, enerjiyi 1s1 seklinde dagitarak metabolik
homeostaz1 gelistirir. Bu islem, kahverengi ve bej adipositler dahil termojenik
adipositlere 6zgii olan ve bu hiicreler i¢in fonksiyonel bir belirteg gorevi géren UCP1'in
aktivasyonu ile gergeklestirilir. KYD'de termojenik kapasitenin tesvik edilmesi veya
BYD'de KYD benzeri ozellikler elde edilmesi, obezitenin ve komplikasyonlarimin
tedavisi i¢in terapotik bir strateji olabilir (Bartelt ve Heeren, 2014; Yoneshiro ve ark.,
2013). BYD kahverengilesmesi, plazmadan glukoz aliminda ve lipidlerin alinmasinda
etkilidir. Bu ylizden BYD kahverengilesmesini aktive eden yeni molekiillerin
bulunmasinin obezite ve diyabete karsi miicadelede katki saglamasi beklenmektedir
(Mossenbock ve ark., 2014; Yoneshiro ve ark., 2013). Termojenik adipositler plazmadan
SY A’lar1 alip oksidasyon i¢in kullanarak dislipideminin iyilestirilmesini saglarlar. Her ne
kadar kahverengilestirme siirecini indiiklemek obezite ve iliskili bozukluklarin

tedavisinde ¢ok cazip bir yaklasim olsa da, bu ajanlarin insanlarda kahverengilestirme
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cevabmni siirdiiriip siirdiiremedigini ve bunun yani sira uzun vadeli potansiyel yan
etkilerini degerlendirmek i¢in daha fazla ¢aligsmaya ihtiya¢ vardir (Vargas-Castillo ve
ark., 2017).

Taurin insan viicudunda bol bulunan bir amino asittir. Taurin, viicutta gesitli
fizyolojik roller oynar ve ¢cogunlukla obezite ile iliskili olan dislipidemi, insiilin direnci
ve hiperglisemi gibi metabolik islev bozukluklarini azaltmak i¢in faydali bir molekiil
olarak arastirilmigtir (Lambert ve ark., 2015; Kim ve ark., 2012). Bu nedenle, taurinin
anti-obezite etkisi, birgok arastirmaci tarafindan, kiiresel obezite ¢aginda kilo vermek igin
potansiyel olarak giivenli bir ajan olarak biiyiik ilgi gormiistiir (Murakami, 2017). Obez
insanlarm viicudunda daha diisiikk miktarda taurin bulundugu bildirilmistir (Rosa ve ark.,
2014). Yapilan ¢alismalarla taurin takviyesinin yag doku iizerindeki etkileri
gosterilmistir. Bu etkileri; BYD depolanmasinin azaltilmasi (Tsuboyama-Kasaoka ve
ark., 2006; Nardelli ve ark., 2011; Batista ve ark., 2013; Bonfleur ve ark., 2015; Cao ve
ark., 2016; Caetano ve ark., 2017; Branco ve ark., 2017; Leao ve ark., 2019), KYD’nin
artirilmas1 (Cao ve ark., 2016), PKA aktivitesinin ve P-adrenerjiklerle indiiklenen
lipolizin artirilmasi (Pina-Zentella ve ark., 2012), PGC-1a (Tsuboyama-Kasaoka ve ark.,
2006; Cao ve ark., 2016) ve UCP1 ifadesinin artrilmasi (Guo ve ark., 2019),
proinflamatuar molekiillerin azaltilmas1 ve anti-inflamatuar molekiillerin artirilmasi
(Caetano ve ark., 2017; Murakami, 2017) olarak swralayabiliriz. Ozellikle hayvan
calismalari, taurinin YYD ile beslenen farelerde obeziteyi etkili bir sekilde azalttigini
veya geciktirdigini gostermistir (Lin ve ark., 2013; Batista ve ark., 2013). Bu gozlemler,
viicuttaki taurin eksikliginin dolayli olarak obezite ve dislipidemi gibi metabolik islev
bozukluklarina neden olabilecegini ve taurinin ¢ok 6nemli etkileri olan faydali bir amino
asit oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, taurinin metabolik disfonksiyonu inhibe ettigi

molekiiler mekanizmay1 agikliga kavusturmak daha da 6nemlidir.

Calismamizin oncelikli amaci bizim deney kosullarimizda YYD ile beslenmede
taurin takviyesinin viicut kiitlesini azaltma {izerine bir etkisi olup olmadigini
arastirmaktir. Bu amaca uygun olarak hem YYD hem de YYD + T grubu 20 hafta
boyunca beslendi. YYD + T grubunun ortalama kiitlelerinin 36,32 + 5,14 g oldugu, YYD
grubundaki farelerin ortalama kiitlelerinin ise 41,95 + 7,50 g oldugu goriildii. Bu kiitle
artiglarmm yem tiiketimi ile ilgili olup olmadigi analiz edildiginde YYD ve YYD + T
gruplarmin yem tiikketim miktarlarinin benzer oldugu goriildii. Yem tiiketimleri benzer

olmasina karsin, taurin verilen grupta YYD grubuna oranla kiitle artisinin daha az oldugu
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gozlendi. (Bkz. Sekil 5.3, Sekil 5.4, Cizelge 5.6, Cizelge 5.7). Taurin ile beslenen
gruplarda yem tiiketimi agisindan farklilik olmamasina ragmen, taurin igeren gruplarda
taurin igermeyen gruplara gore su tiiketimi fazlaydi (Bkz. Cizelge 5.2, Cizelge 5.3).
Taurin takviyesinin bobrek bosaltim fonksiyonunu artirdigina isaret eden bir¢ok calisma
vardir. Viicutta taurin homeostazini saglamak i¢in, renal taurin tastyici1 ko-transporter
(Na*-CI taurin ko-transporter) ¢ok siki bir sekilde diizenlenir (Mozaffari ve Schaffer,
2002). Diyetle asir1 taurin alindiginda, renal taurin tasiyici ko-transporter ifadesi azalir ve
idrarda fazla miktarda taurinin bulunmasina neden olur. Renal ko-transporter aktivitesi
azaldiginda tiibiil hiicrelerine daha az taurin alindigindan, bunu tiibiil hiicrelerine daha az
sodyum tasinmasi takip eder (Mozaffari ve Schaffer, 2002). Bu nedenle, taurin
takviyesinin, natrilirez ve diiirezi artirarak tauriniiriye yol ag¢masi olasidir.
Calismamizdaki taurin takviyesi yapilan gruplarda asir1 taurin tiiketimine bagli olarak
ditirezin artmus olabilecegi, artmus dilirezin de taurin takviyesi alan gruplarda su

tikketimini artirdig1 diisiiniilebilir.

Viicuttaki taurin miktar1 ile obezite arasinda zit bir iliski oldugu bildirilmistir. Bazi
arastirmacilar obez insanlarda ve hayvanlarda plazma taurin seviyelerinin azaldigini
tespit ederek obezitenin taurin eksikligi ile iliskili bir durum oldugunu vurgulamislardir
(Rosa ve ark., 2014; Tsuboyama-Kasaoka ve ark., 2006). Obez fare ve siganlarda taurin
miktarinin ve de novo taurin sentezinden sorumlu SDO ve SSD gen ifade diizeylerinin
azaldig1 bildirilmistir (Tsuboyama-Kasaoka ve ark., 2006; Ueki ve Stipanuk 2009). YYD
ile beslenen farelerde plazma SDO ve taurin seviyelerinin BYD’de azalmasina karsin
KYD’de azalmadig1 goriilmiistiir. Bu durum, BYD’de bulunan SDO'nun plazma taurin
seviyelerini diizenledigini, adiposit blyiikliigli arttikca taurin sentezinin azaldigim
gostermistir (Tsuboyama-Kasaoka ve ark., 2006). Adipositler, adiponektin gibi ¢esitli
molekiiller salgilarlar. Obez hastalarda ve siganlarda adiponektin diizeyleri diismektedir.
Taurin takviyesi ile YYD ile beslenen si¢anlarda plazma adiponektin diizeyinin arttigi,
ayrica, plazma taurin diizeyi ile total kolesterol diizeyi arasinda negatif, plazma
adiponektin diizeyi arasinda ise pozitif korelasyon oldugu saptanmustir. (You ve ark.,
2013). Taurinin adiponektin diizeyini artirarak obeziteyi azaltabilecegi ve insiilin
duyarliligini artirabilecegi diisiiniilmektedir (Rosa ve ark., 2014). Taurinin YYD ile
indiiklenen obeziteyi azaltmasi, doza bagh bir sekilde yag depolarini ve plazma insiilin
seviyelerini diisiirmesi ile iliskilendirilmistir (Wen ve ark., 2019). Taurinin PKA katalitik

aktivitesini uyararak adipositlerdeki lipolizi artirdig1 6ne siiriilmiistiir (Pina-Zentella ve
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ark., 2012). Taurinin, doza bagl bir sekilde insan preadipositlerinin adipositlere
farklilagmasimi inhibe ettigi gozlenmistir (Kim ve ark., 2013; Kim ve ark., 2019).
Makrofajlar tarafindan iretilen taurin kloramin, preadipositlerin adipositlere
farklilagmasmi engeller. Taurin kloraminin “signal transducer and activator of
transcription-3” (stat-3) sinyal yolagini inhibe ederek, adipokinlerin ifadesini
diizenledigi, boylelikle obezite ile iligkili hastaliklar i¢in faydali bir ajan olarak

kullanilabilecegi onerilmistir (Kim ve ark., 2013).

Obezite ve obezite ile iligkili metabolik arastirmalar i¢in uygun bir hayvan
modelinin kullanilmasi, ilgili fizyopatolojik mekanizmalarm aydinlatilabilmesi i¢in
biiyiikk 6nem tasimaktadir. Leptin geninde (ob/ob) ve leptin reseptorii geninde mutasyon
tastyan (db/db) gibi monogenik olarak bilinen transgenik fare modelleri obezite
calismalarinda en sik kullanilan hayvan modelleridir (Matyskova ve ark., 2008). Ancak,
monogenik hayvan modelleri insanlardaki obeziteyi taklit edecek Ozellikte degildir.
Ciinkii insanlarda tek gen eksikligine bagl goriilen obezite tiim obezite olgularinin sadece
cok az bir kismini temsil etmektedir. Farelerde YYD ile olusturulan obezite modeli gen
diizeyinde olusturulan obezite modellerine gore gec olusturulan bir obezite modeli
olmakla birlikte sedanter yasam, hazir gidanin kolaylikla bulunabilmesi ve yliksek oranda
enerji igeren diyet tiiketimine bagli sekillenen insan obezitesini taklit edebilecek en uygun
model olarak degerlendirilmektedir. Deney hayvanmin tiirii ve irkinin yaninda, kullanilan
diyetteki yag oran1 ve besleme siiresi bu obezite modelinde gerekli viicut kiitlesi artigmin
saglanabilmesi i¢in 6nemli olmaktadir (Tschop ve Heiman, 2001; Hariri ve Thibault,
2010). Yapilan ¢alismalar, YYD ile olusturulan obezite modeli i¢in C57BL/6 wkinin
uygun bir fare ki oldugunu gostermektedir (Chu ve ark., 2017). Bizim ¢alismamizda da
C57BL/6 fare ki kullanilmistir. Calismamizda 20 haftalik YYD ile beslenme sonucunda
hem YYD ile beslenen grupta hem de YYD + T ile beslenen grupta 1. haftadan itibaren
belirgin bir sekilde viicut kiitlelerinde artis goriilmiistiir. Deney sonunda deney
baslangicina gore viicut kiitlesinin YYD ile beslenen grupta yaklasik % 79, YYD + T ile
beslenen grupta ise yaklasik % 48 artmis oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu artiglar sirasiyla
K ve K + T gruplant ile karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 5.6). Sonug olarak C57BL/6 fare wrkimin YYD ile indiiklenen

obezite ¢aligmalar1 i¢in uygun bir fare ki oldugu bizim ¢aligmamizda da gozlenmistir.

Taurin ile uzun siireli tedavi obez fare modellerinde anti-obezite, anti-

hiperglisemik ve anti-aterosklerotik etkiler gibi faydali etkiler gostermistir (Borck ve
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ark., 2018; Murakami ve ark., 2000). Monosodyum glutamat (MSG) ile indiiklenen obez
sicanlarda, 70 giin boyunca igme suyunda % 2,5 oraninda taurin takviyesinin BYD’de
yag birikimini azalttigi, plazma ve karaciger lipid seviyelerini diisiirdiigii goriilmistiir
(Nardelli ve ark., 2011). Hafif obez farelerde taurin takviyesi ile adipogenezle iliskili
genlerin ifadesinin BYD’de azaldigi KYD’de ise degismedigi gériilmiistiir. Uzun siireli
taurin takviyesinin muhtemelen BYD'de adipogenezi inhibe ederek kilo kaybma neden
oldugu 6ne siirtilmistiir (Kim ve ark., 2019). Genetik olarak obez/hiperglisemik (ob/ob)
farelere siitten kesilmelerini takiben 90 giinliik oluncaya kadar igme suyunda % 5 taurin
verilmis, glukoz homeostazinin diizeldigi, obezitenin ise etkilenmedigi gorilmiistiir
(Santos-Silva ve ark., 2015). On dort hafta boyunca YYD ile beslenen C57BL/6J
farelerde, % 5 taurin takviyesi ile viicut kiitle artisinin ve BYD miktarinin azaldigi
gbzlenmistir. Taurinin bu etkileri, YD’de inflamasyonun iyilestirilmesi, makrofaj
infiltrasyonunun baskilanmasi ve proinflamatuar adipokin iiretiminin inhibisyonu ile
iligkilendirilmistir (Lin ve ark., 2013). Taurinin anti-obezite etkileri ayrica genetik olarak
obez farelerde de gosterilmistir. Genetik olarak obez/hiperglisemik KK farelerde yirmi
haftalik taurin takviyesinin (igme suyunda % 0,5 ve % 1), kontrol KK farelerine kiyasla
viicut kiitle artisin1 ve abdominal yag depolarini azalttig1 gosterilmistir (Fujihira ve ark.,
1970). Bizim c¢ahsmamizla da uyumlu olarak yukarida belirtilen ¢aligmalarin
sonuglarindan da goriilecegi gibi taurinin anti-obezite etkili bir amino asit oldugu ile ilgili
kanitlarin sayis1 giin gectikce artmaktadir. Fakat bu etkinin hangi mekanizma iizerinden
gerceklestiginin detaylari tizerinde tartigmalar devam etmektedir. Bu alandaki ¢alismalar

birbirine benzer ya da farkli mekanizmalar 6nerebilmektedir.

Calismamizin bir diger amaci da taurin takviyesinin BYD kahverengilesme
programimi indiikleme {izerine etkisi olup olmadigmin ve bu etkinin muhtemel
yolaklarmin incelenmesidir. Bu amaca uygun olarak her bir gruptaki farelerden alinan
eBYD’de AMPK, mTOR, S6K, PGC-1a, FLCN, TFE3, PGC-1p ve UCP1 genlerinin
ifade diizeyleri belirlendi. Caligilan bu genler BYD’nin kahverengilesme yolaklarinda rol
aldigr  bildirilen genlerdir. Bircok c¢alisma BYD’nin kahverengilesmesinin
AMPK/mTORC1/S6K/PGC-1a genlerinin kodladigi proteinler lizerinden gergeklestigini
bildirmistir. 2016 yilinda yayinlanan bir c¢alismada, bu yolak disinda BYD
kahverengilesmesinin alternatif bir yolak lizerinden de gergeklesebilecegi bildirilmistir.
S6z konusu caligsmaya gore de, FLCN, mTORCI1, TFE3 ve PGC-1f genleri tarafindan

kodlanan proteinlerin etkilesimlerinin kahverengilesmeyi gerceklestirebileceginden sz
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edilmektedir (Wada ve ark., 2016). Biz de bu ¢alismada hem taurinin kahverengilesme
iizerindeki etkisini hem de bu etkiyi hangi yolak lizerinden gergeklestirdigini belirlemek

amaciyla her iki yolakta etkili olan genlerin ifade diizeylerini belirledik.

BYD’nin bej YD’ye doniisiimiinde fonksiyonu olabilecegi bildirilen genlerin
ifade diizeylerinin incelendigi bu ¢aliymada ne K ve K + T ne de YYD ve YYD + T
gruplar1 karsilastirildiginda calistigimiz genlerin ifade diizeyleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli fark gézlenmemistir. Bizim deney kosullarimizda taurinin bu genlerin
ifadesi lizerinde herhangi bir etki olusturmadigi goriilmiistiir. Ekim 2019°da yayinlanan
bir ¢alismada Guo ve ark., (2019) +4 °C’de YYD ile beslemis oldugu C57BL/6 farelere,
besleme siiresinin (14 hafta) son 5 haftasindan itibaren intraperitoneal olarak taurin
(glinliik fare bas1 150 mg/kg) vermislerdir. Bes haftalik taurin takviyesinin fareleri kiitle
artisgina kars1 korudugunu goézlemlemislerdir. Taurin takviyesi ile en fazla iBYD’de
olmak iizere KYD, iBYD ve eBYD’de UCP1 ve PGC-1la gen ifadelerinin indiiklendigi
goriilmiistiir. Sonug olarak arastirmacilar taurinin anti-obezite 6zelligi oldugunu ve
ozellikle iBYD’de BYD kahverengilesmesini indiikledigini bildirmislerdir. Bizim
calismamizda en 6nemli kahverengilesme belirteci olan UCP1 geninin mRNA diizeyi
hicbir grupta saptanabilir diizeyde olmadigindan analiz edilemedi. Bu durum tiim
gruplarda BYD kahverengilesmesinin ya hi¢ gergeklesmedigini ya da saptanamayacak
kadar minimum diizeyde oldugunu diisiindiirmektedir. Daha Once yapilan bazi
caligmalarda da BYD’de UCP1 gen ifadesinin saptanmadig: bildirilmistir (Garcia-Ruiz
ve ark., 2015; Castrejon-Tellez ve ark., 2016). Cesitli ¢alismalar eBYD’nin iBYD ile
karsilastirildiginda kahverengilesmeyi uyaran ajanlara karsi daha az duyarl oldugunu
gostermistir (Wang ve ark., 2015; Seale ve ark.,2011; Zhang ve ark., 2014; Guo ve ark.,
2019). Bizim ¢alismamizda da eBYD’de UCP1 gen ifadesinin saptanamamasiin nedeni
buna bagli olabilir. Guo ve ark.’nin (2019) hem iBYD hem de eBYD’de taurinin BYD
kahverengilesmesini uyardigini bildirdikleri ¢alismalarinda arastirma boyunca fareleri +
4 °C sicaklikta tutmuslardir. Onlarin g¢alismasinda + 4 °C’de besleme ile sogukla
indiiklenen (adaptif) termojenezin indiiklenmis olmasi olasidir. Ciinkii soguga
maruziyetin UCP1 gen ifadesinin en 6nemli uyarani oldugu bilinmektedir (Chouchani ve
ark., 2019). Bizim ¢alismamizda fareler yaklasik oda sicakliginda beslendi (22 + 2 °C).
UCP1 gen ifadesini higbir grupta saptayamamis olmamizin nedeni farelerin beslendigi
ortam sicaklig1 olabilir. Ayrica Guo ve ark.’nin (2019) ¢alismalar1 ve bizim ¢alismamiz

farelere taurinin uygulanma sekli itibariyle de birbirinden ayrigmaktadir. Onlar taurini
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intraperitoneal olarak uygulamisken biz igme suyu iginde ¢Oziinmiis olarak verdik.
Dolayisiyla onlarin ¢aligmasinda taurin dogrudan dokuya ulastigi halde bizim
calismamizda gastrointestinal sistemden emilerek kan yoluyla ulastigindan taurinin

emilimi ile ilgili faktorler maddenin dokuya ulasan miktarini etkilemis olabilir.

Calismamizda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda YYD grubundaki PGC-1a
mRNA diizeyinin kontrol grubuna gore 6,42 kat (p = 0,012) azaldig1 goriilmiistiir. Benzer
sekilde PGC-1p mRNA diizeyinde ise 2,16 kat (p = 0,049) azalma oldugu goriilmiistiir.
Diger genlerde anlamli bir fark saptanmamistir (Bkz. Cizelge 5.10). YYD + T grubunda
da K + T grubuna gére PGC-la, PGC-1p ve AMPK genlerinin ifadesinin anlamh
derecede azaldigi saptanmistir. PGC-1a geninde 3,77 kat (p = 0,046), PGC-1p geninde
2,99 kat (p = 0,024), AMPK geninde ise 2.44 kat (p = 0,037) azalmis ifade saptanmustir
(Bkz. Cizelge 5.10). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda YYD ile beslenen hayvanlarda
kontrol yemle beslenen hayvanlara gore PGC-la ve AMPK ifadesinin azaldigi
bildirilmistir (Barroso ve ark., 2018; Lindholm ve ark., 2013). Bizim ¢alismamizda da
yiiksek yagli beslenmenin yag dokuda PGC-la, PGC-1p ve AMPK ifadelerini azalttig1 ve
taurin takviyesinin bu genlerin ifadesi {izerinde bir etkisi olmadig1 gozlenmistir. Asiri
beslenme ve obezitenin azalmis PGC-la ifadesi tizerinden mitokondriyal ve metabolik
genlerin ifadesini azaltarak oksidatif fosforilasyon ve lipid oksidasyon hizimi diisiirdiigi,
boylelikle insiilin direnci ve tip 2 diyabete neden oldugu diistiniilmektedir (Liang ve
Ward, 2006; Patti ve ark., 2003).

Et tiikketiminin artmasina bagl olarak alinan yag miktarindaki artisin obezite ve
tip 2 diyabetin nedenlerinden biri oldugu diistiniilmektedir. Et temelli bir beslenme yerine
deniz tiriinleri ile beslenmenin obezite ve diyabet riskini azaltabilecegi diisiiniilmektedir.
Ete gore deniz iirlinlerinde bol miktarda bulunan taurin, obezite ve diyabeti 6nlemede
faydali olabilecek bir amino asittir (Nkondjock ve Receveur, 2003). Taurin igerigi yiiksek
deniz {iriinleriyle beslenmenin obezite, diyabet, dislipidemi ve hipertansiyon gibi
metabolik hastaliklara yakalanma riskini azaltmasi1 beklenmektedir (Yamori ve ark.,
2009; Sagara ve ark., 2015). Ornegin, Norvegte yapilan bir galismada, yiiksek taurin
icerigine sahip olan ringa balig1 veya somon balig1 proteinlerinin hidrolizatlarindan elde
edilen besinlerin obez Zucker siganlarda biiyiimeyi, lipid metabolizmasni, tokluk kan
glukoz regiilasyonunu ve serum ve adipoz dokulardaki yag asidi icerigini etkiledigi
goriilmiistiir (Drotningsvik ve ark., 2016). Japonya'da yenilebilir bir deniz iiriinii olan,

yiiksek taurin i¢erigine sahip, pudra haline getirilmis deniz taraginin sicanlarda viicut yag
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kiitlesini azalttigi, ayrica hem BYD’deki lipolizi hem de UCP1 proteininin ifadesini
artirdigr goriilmistir (Liu ve ark., 2006). Balikk yagi ve taurin kombinasyonunu
tiikketmenin, tip 2 diyabetik/obez KK-A(y) farelerde yag birikimini azalttig1, kan glukoz
seviyelerini diisiirdigii ve kas dokunun plazma membraninda GLUT-4 yogunlugunu

artirdig1 goriilmiistiir (Mikami ve ark., 2012).

Giiniimiizde, kahverengilestirme aktivatorleri olarak kullanilabilecek diyetsel
biyoaktif bilesikler bulunmaktadir. Bununla birlikte, yakin gelecekte, termojenik
programi hedefleyen ve aktive edebilen spesifik molekiillerin tasarimi, obezite tedavisi
icin yeni nesil bir farmakolojik tedavi stratejisi olabilir. Ancak yine de, insanlarda bu
faydali etkilerin ¢cok az olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Bu nedenle, gelecekteki
kahverengilestirme ajanlarmin obez insanlarda terapotik amacli kullanilabilmesi i¢in
daha fazla randomize kontrollii galigmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Vargas-Castillo ve
ark., 2017).

Sonug olarak, ¢aligmamizda taurin takviyesinin viicut kiitlesini azaltma {izerine
onemli etkileri oldugu goriilmiistiir. Bu ylizden taurinin anti-obezite 6zelligi gosteren bir
amino asit oldugunu soyleyebiliriz. Calismamizda taurinin BYD kahverengilesmesi
tizerinde bir etkisi saptanmamustir. Taurinin BYD kahverengilesmesi ilizerine olan
etkilerini degerlendirebilmek i¢in farkli deney kosullarinda daha fazla ¢alismaya ihtiyag

bulunmaktadir.
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