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X-Box Binding Protein 1'in Pro-opiomelanokortin Sentezleyen Noronlarda Leptin

Sensitivitesi Uzerine Etkisi

OZET

Obezite ve iligkili tiim patolojiler son otuz yilda en 6nemli halk saglig1 sorunlarindan biri
haline gelmislerdir. Her ne kadar pek ¢ok hastalik gibi obezitenin de bazi tiirlerinin tek gen
bozukluklarindan kaynaklandig: bilinse de, obezite insidansinda son otuz yil igerisinde
gozlenen biiylik artis sorunun tamamen genetik kaynakli olma ihtimalini ortadan
kaldirmaktadir. Giiniimiizde gecerli goriis obezitenin genetik yatkinlik ve gevresel faktorler
nedeniyle gelisen metabolik dengenin kaybi neticesinde ortaya ciktigir yoniindedir. Bugiin
itibariyle obezitenin hangi hiicresel mekanizmalarin hatali ¢calismasi nedeniyle gelistigi
bilinmemektedir. Ancak son yillarda endoplazmik retikulum stresi (ER stresi) ve pek ¢ok
metabolik hastalik arasinda onemli iliskilerin var oldugu gosterilmistir. Aym sekilde
obezitenin Oonemli olgularindan biri olan leptin direncinin noral dokularda gelisen ER
stresine bagh olarak ortaya c¢ikabildigi de gosterilmistir. Bu tez calismasinda da hedefi
daraltmak {iizere, yeme davranisimi baskilama konusundaki goérevleri iyi bilinen pro-
opiomelanokortin (POMC) sentezleyen hipotalamus arcuate ¢ekirdek noronlarindaki ER
stresinin, deney hayvanlarinin yeme davranisi, viicut agirhig ve iligkili metabolik
parametrelerde yarttigi degisim incelenmistir. Bu amagla gelistirilen POMC néron spesifik
XBPI1 knock out model organizma, gelistirilmesinde kullanilan transgenik soylarin her
ikisinin de (hem Cre rekombinaz transgenik) negatif kontrol olarak kullanildig1 bir deney
diizeni icerisinde incelenmistir. Iki temel sonug elde edilmistir. Daha onceki calismalar
dikkate alindiginda literatiirde yeterince degerlendirilmemis olan Cre kontrol grubunun da
bir fenotipinin oldugu gosterilmis ve ayrica ¢calismanin ana hipoteziyle uyumlu bir sekilde
POMC noronlarinda olugturulan ER stresi modelinin leptin direncine yol acgtigi da

gosterilmistir.
91 sayfa 2013
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The Effect of X-Box Binding Protein 1 on Leptin Sensitivity of Pro-opiomelanocortin

Synthesizing Neurons

ABSTRACT

Obesity and obesity related diseases became one of most important public health problems
in last 3 decades. Although some forms of obesity arise from single gene mutations like
many other diseases, the very high increase of incidence observed in last 3 decades rules
out a possibility of a reason of the disease solely comes from genetic alterations. The
generally accepted view for a reason of this current obesity epidemic is a combination of
genetic predisposition and environmental factors which lead to loss of metabolic
equilibrium. As of today’s knowledge we still don’t know which cellular mechanisms
cause obesity when they go wrong. But in recent years growing number of studies show
that there is a clear and important connection between endoplasmic reticulum stress (ER
stress) and many other metabolic diseases. In a similar way, leptin resistance which is one
of the most important events in obesity has been showed that can emerge related with ER
stress. In this thesis work we investigate the changings in feeding behavior, body weight
and related metabolic parameters of the mice which have ER stress in the pro-
opiomelanocortin (POMC) synthesizing neurons of hypothalamic arcuate nucleus. For
reaching this aim the model organism which is generated for POMC neuron specific XBP1
knock out was investigated with its two background strains (Cre recombinase transgenic
and XBP1 floxed strains) as its negative controls. We have two important results. We
clearly show that Cre recombinase have a phenotype, which is not an issue of having
enough importance at the current literature. Also we show that generation of ER stress by
genetic modulation in POMC neurons cause leptin resistance. This is compatible with the

main hypothesis of this work.

91 pages 2013
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1. GIRiS

Bir hastaliga tedavi gelistirebilmek icin, etkinligi tesadiifen fark edilmis ilaclar harig¢, o
hastaliga neden olan mekanizmanin bilinmesi gerekir. Ancak bundan sonra hatali siire¢leri
diizeltecek tibbi yaklasimlar gelistirilebilir. Metabolik hastaliklar i¢in de durum farkl
degildir. Ancak metabolizma, bilesenlerinin ¢oklugu ve karsilikli etkilesimlerinin sayisi
itibariyle ¢oziimlenmesi zor bir hiicresel siirectir. Ornegin bir agr1 kesici ilag agr1 hissine
neden olan bir molekiilil iireten bir enzimin inhibitorii olarak gelistirilebilir. Ayrica agriy1
algilayan reseptoriin inhibitorii de aym1 amagla islev gorebilir. Fakat s6z konusu olan
obezite gibi ¢ok degiskenli bir hastalik oldugunda manipiile ederek belirli bir iyilesme
saglanacak tek bir hedef bulmak imkansiz denecek kadar zordur. Kaynak ozetleri
boliimiinde referanslar ile birlikte aktarildigi gibi obezite ¢agimizin en 6nemli saglik
sorunlarindan biridir. Sadece obezite degil obezite nedeniyle gelisen hastaliklar da bash
basina biiyiik birer saglik sorunu ve harcama kaynagidirlar. Bu nedenle obezitenin tedavisi
ve Onlenmesi amactiyla biilylik bir maddi kaynak harcanmaktadir. Yine de obezitenin son 30
yilda neden kiiresel bir salgin haline geldigi ve nasil tedavi edilecegi konusunda net bir

goriis yoktur.

Baz tiirleri tek gen hastaliklar1 seklinde goriilmekle birlikte obezite ancak son 30 yilda
kiiresel bir salgin halini almistir. Son 30 yil igerisinde insanligin gen havuzunun bu denli
degismis olma ihtimali yoktur. O halde geriye ii¢ ihtimal kalmaktadir. Yeme davranisinin
bozulmasi ve veya alinan gidalarin igeriinin degismesi ve veya yasam tarzinin
degismesinden kaynaklanan bir durum. Muhtemelen bu faktorlerin her iicii de mevcut
sorun iizerinde belirli Olciide pay sahibidir. Ancak bunlardan ancak yasam tarzinin
degismesinin yarattig1 etkiler kolayca anlasilir niteliktedirler. Zira duragan bir yasam tarzi
daha az kalori harcanmasi1 ve beraberinde kilo almayi giindeme getirebilir. Modern
yasamin “masa bag1”, “bilgisayar basi” gibi tanimlamalarla anilan is kosullar1 insanin
biyolojisi ve evrimsel gecmisiyle kiyaslandiginda normalde yasanabilecekten ¢ok daha az
enerji harcanan bir yasama isaret eder. Bu durum haliyle bir sorun kaynagi olarak
tanimlanabilir. Fakat giiniimiiziin obezite epidemisinin pargasi olan her bireyin duragan bir
yasam siirdiigiinii iddia etmek gercekei degildir. Aksine duragan bir yasam sunma olasilig
zayif olan islerde calisan insanlar da giinden giine daha kilolu olmaktadirlar. Bu nedenle

besinsel ve davranigsal degisikliklerin de hesaba katilmas1 kacinmilmazdir.



Obezite epidemisi kiiresel bir sorun gibi goriinmekle birlikte Oncelikle gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde gozlenen bir halk sagligi sorunudur. Bu durum haliyle akillara
besinlerde ortaya ¢ikan degisimleri getirmektedir. Zira obezite adeta endiistriyel tarim ve
hayvancilikla dogru orantili bir artig gosterir gibidir. Fakat bu tiir istatistiksel ¢aligmalar da
soruya net bir cevap vermekten uzaktir. Besinlerdeki degisim viicutlarimizi nasil ve neden
etkilemektedir? Bu degisimler neden kilo aldirma yoniinde bir etki ortaya ¢ikartmaktadir?
Davranmigsal degisikliklerin buradaki payr nedir? Yediklerimiz, yeme davranislarimizi
degistiriyor olabilir mi? Bu ve buna benzer daha pek ¢ok soru halen ya cevapsiz ya da

ancak kismen cevaplanabilmis haldedir.

Endoplazmik retikulum stresi (ER stresi) de bir hiicresel mekanizma olarak kesfinden bu
yana pek cok metabolik hastalikla iliskilendirilmistir. Alzheimer’dan, tip 1 diyabete, ¢esitli
kanser tiirlerinden, otoimmiin sistem hastaliklarina kadar pek cok patolojiyle yakindan
iliskisi vardir. Son zamanlarda ER stres ile obezite arasinda da onemli iligkiler gosterilmis
ve obezite patolojisinin anlasilmasinda ER stres ¢alismalarinin da 6nemli katkilar1 olmaya
baslamistir. Ancak bugiin hala ER stresin mi obeziteye neden oldugu yoksa obezitenin mi
bir ¢esit ER stresi kaynagi olarak, ER strese bagli patolojilere yol agtigi kesin degildir.
Belki her ikisi de belirli kosullarda belirli oranlarda gegerli olan durumlardir. Ancak her
durumda obezite ve ER stres iliskisi iizerinde bilimsel arastirmalar yapilmasina gerek

vardir.

Ebetteki tiim bu tartismalarin odak noktasinda beyin vardir. Zira viicudun metabolik hizini
ayarlayan ve yeme davranigini belirleyen organ beyindir. Beyin tiim bu islevleri evrimsel
siire¢ icerisinde kazanilis olan genetik bilgi ile yapar. Zira besin maddelerini algilama,
organizmanin icinde bulundugu metabolik durumu tespit etme ve tiim bu verilere gore
karar verme asamalarinin hepsi genetik program tarafindan olusturulan bazi néral aglar
sayesinde basarilmaktadir. Iste bu sistemin c¢alisma detaylarinin bilinmesi hangi girdilerin

hatal1 ¢iktilara sebep oldugunun anlasilmasinda kritik bir dneme sahiptir.

Yiiksek yaglh diyetlerin beynin kandaki besin maddelerini algilama yetenegini bozduguna
dair hipotezler vardir. Ayrica asir1 kalorili ve lezzetli yiyecekleri tiiketmenin beyinde
hedonik bir tepkiye neden oldugu ve bunun bir bagimliliga doniiserek kisiyi siirekli olarak
daha cok yemeye siiriikledigi seklinde hipotezler de vardir. Ancak tiim bu mekanizmalar
icerisinde en az calisilmig olan1 yeme davramisimi diizenleyen noronlardaki ER stresinin

etkileridir. Ciinkii ER stresin hiicresel sinyal aglarim bozdugu bilinmektedir. Ayrica bu
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sinyal aglar1 yeme davranisini belirleyen noronlarin reseptorlerinin sinyal iletmek amaciyla
kullandiklar1 hiicresel yolaklardir. Sonugta bu hiicresel mekanizmalarin bozulmasi
besinlerin, besinsel sinyalleri tasiyan leptin ve insiilin gibi hormonlarm yanlis
algilanmasina ve néronlar arasi sinyal iletiminin bozulmasi ile de verilen sinirsel kararlarin
bozulmasina neden oluyor olabilir. Ancak bu ¢ok bilinmeyenli bir sistemdir ve hatal
hiicresel sinyal iletim mekanizmasinin ne oldugunu ve veya bu hatanin nerede basladigini

soylemek giictiir.

Leptin direnci obezitenin iyi tanimlanmig 6zelliklerinden birisidir. Zira leptinin kalitsal
olarak obez bir grup hayvandaki eksik protein oldugunun kesfiyle birlikte akillara gelen ilk
soru, obez bireylere leptin verilmesinin yaratacagi etki olmustur. Ancak bu diisiince kisa
zamanda ortadan kalkmistir. Ciinkii leptin geninde bir mutasyon tasidigi i¢in obez olan
bireyler hari¢ obez bireylerin kan dolasimlarinda normalin ¢ok distiinde bir leptin
konsantrasyonu vardir. Ancak bu bireylerin merkezi sinir sistemi bu hormona gereken
cevabr verememektedir. Leptin direnci olarak adlandirilan bu durum bir hiicresel sinyal
yolunun sekteye ugramasidir ki ER stresi de cesitli hiicresel sinyal yollarinin islevini bu

sekilde bozabilir.

Iste tiim bu bilgiler 1s131nda, bu tez calismasinda ER stresin leptin direnci iizerinde bir

etkisi olup olmadig1 incelenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1 Obezite

Obezite, cagimizin en 6nemli halk sagligi problemlerinden birisidir ve tip2 diyabet, kalp
damar hastaliklari, metabolik sendrom ve iliskili tiim hastaliklar i¢cin ciddi bir risk
faktoriidiir (Friedman 2000, Hofbauer et al. 2007). Sadece viicut kiitle indeksi (BMI) ve
sonraki ortalama 10 yillik zaman dilimi i¢indeki 6liim beklentisi arasinda belirgin bir iligki
vardir (sekil 2.1) (Berrington de Gonzalez et al. 2010). Bu durum obezitenin 1970’lerin
sonu ve 80’lerin basindan itibaren kiiresel bir salgin halini almis olmasiyla birlikte

degerlendirildiginde halk saglig1 acisindan tehlikenin boyutlar anlasilir (Caballero 2007).
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Sekil 2. 1 BMI ve 6liim riski iliskisi. Her bir viicut kiitle indeksi (BMI) degerine karsi, o degeri alan
bireylerin sonraki 10 yillik siire icin herhangi bir nedene dayali ortalama 6liim beklentisini, sigara
icmeyen saghklh bireyler ve tiim érneklem icin goreli oranlar cinsinden verir grafik (Berrington de
Gonzalez et al. 2010’dan Tiirkcelestirilmistir).



Obezitenin, genetik ve cevresel faktorlerin bileskesi sonucu ortaya ¢iktigi hakkinda belirli

Olciide bir goriis birligi olmakla birlikte, genetik alt yapimin katkisinin daha biiyiik

oldugunu ve tersi bicimde davramigsal bozukluklarin daha onemli oldugunu diisiinen
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arastirmacilar da vardir (Hewitt 1997, Casazza
et al. 2013). Tamamen tek gen hastaliklarina
bagl obezite patolojileri bilinmektedir ve bu
durum cesitli genetik bozukluklarin da
davramigsal degisikliklerden bagimsiz olarak
bagli basina birer obezite nedeni olabilecegini
ortaya koyar (Farooqi and O'Rahilly 2005).
Bu hastaliklar genelde leptin, leptin reseptoril,
melanokortinler (aMSH vb tiim POMC tiirevi
molekiiller), basta MC4R olmak tizere cesitli
melanokortin  reseptorleri ve POMC’yi
keserek tiirev peptitleri olusturan prohormon
konvertaz’lar ile
kaynaklanir (Farooqi and O'Rahilly 2005,

Brennan and Mantzoros 2006, Cone 2006).

ilgili  mutasyonlardan

Tim genetik temelli tartigmalara ragmen
obezitenin ancak son 30-40 yillik siire i¢inde
ciddi bir halk sagligi sorunu haline geldigi
gercegi, diinyadaki tiim toplumlar1 ayn1 6l¢iide
birlikte ele

gercegi  ile

alindiginda, mevcut epideminin tek nedeninin

etkilemedigi

genetik bozukluklar olamayacag kolayca

goriilir. Bu nedenle pek c¢ok arastirmaci

yenilen  yemegin  cesidi ve = yeme

aligkanligindaki degisikliklere

Sekil 2. 2 Gida ahmu icin diizey belirlenmesi. Gida
alimim artiric1 ve azaltic1 kuvvetler arasindaki denge
gidanin ulasilabilirligi ve lezzeti nedeniyle degisebilir.
Olusan yeni karar diizeyi daha cok besin tiiketilmesi
yoniinde bir etki yaratmaktadir (grafik Myers et al.
2010’den alinmustir).



odaklanmaktadir. Ozellikle yemegin daha lezzetli ve yemege erisimin daha kolay
olmasinin, tokluk hissedilen ve yemek yeme davramisinin sonlandirildigi sinirin

degismesine neden oldugu yoniinde kanitlar da vardir (sekil 2.2) (Myers et al. 2010).

Sonug¢ olarak mevcut obezite epidemisine pek cok genetik yatkinlik faktorii ve yeme
davramigimi degistiren tiir ve miktardaki gidalar ile sedanter (duragan) yasam tarzinin bir
bileskesinin neden oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ger¢ekten de BMI %40 ila %70
arasinda degisen oranlarda kalitsal olup (O'Rahilly et al. 2003) viicut yaglanmasinin %84
kadarim tek basina agiklar (Farooqi and O'Rahilly 2005). Bu durumda hem metabolizmay1
diizenleyen genetik faktorlerin hem de degisen gida aliminin, gida alimi ve enerji
harcanmasi ile ilgili diizenlerini bozdugu kontrol mekanizmalarinin nasil calistiklarini

bilmek, obezite ile miicadele etmek i¢in son derece 6nemli bir hal almaktadir.
2.1.1 Obezite ve endoplazmik retikulum stresi

Bolim 2.3’te aciklandign gibi “Endoplazmik Retikulum Stresi” (ER Stresi) hiicresel
homeostazisin saglanmasinda kritik bir oneme sahiptir. Ilginctir ki hiicre icinde asir1
miktarda biriken gidalar da bir ER Stresi kaynagidirlar (Park et al. 2010, Wek and Anthony
2010, Winnay et al. 2010). Ayrica hiicre i¢inde asir1 miktarda yag depolanmasinin 6zellikle
yag doku i¢in bir “kronik diisiik diizey inflamasyon (yang1)” kaynagi oldugu bilinmektedir
(Hotamisligil 2006). Leptin de pek ¢ok immiin yanitin diizenlenmesinde gorev aldigi
bilinen 6nemli bir hormondur ve pek c¢ok inflamatuar durum ile yakindan iligkilidir
(Fantuzzi and Faggioni 2000). Ayrica leptin reseptdrii hem molekiiler yapis1 hem de
downstream sinyal iletim mekanizmalar itibariyle tipik bir sitokin reseptdriidiir ve immiin
yanitla ilgili pek cok sinyal yolagi, insiilin sinyal yolagi ve leptin sinyal yolagi cesitli
basamaklarda kesisirler (Fantuzzi and Faggioni 2000). Sonu¢ olarak immiin cevap,
iflamasyon, ER stresi ve obezite arasinda son yillarda gittik¢e artan oranda dikkat ¢eken bir
baglantt vardir (Hotamisligil and Erbay 2008, Hotamisligil 2008, Hotamisligil 2010
Hummasti and Hotamisligil 2010, Tripathi and Pandey 2012).

2.2 Leptin

Leptin geni ve iligkili mRNA ve protein iirtinleri, 1994 yilinda Jeffrey M. Friedman ve
Douglas L. Coleman tarafindan ob/ob diye bilinen ve siddetli kalitsal obezite gbzlenen bir

fare soy hattinin incelenmesi ile bulunmustur (Zhang et al. 1994). Daha sonraki ¢alismalar



leptinin yag (adipoz) dokudan, dokunun miktariyla orantili olacak sekilde salgilandigini
ortaya koymustur (Maffei et al. 1995). Bu durumun akla getirdigi ilk diisiince olan
“leptinin bir c¢esit negatif geri besleme (feedback) sisteminin ana sinyal molekiilii
olabilecegi” goriisii de takip eden donemde bulunan ve merkezi sinir sisteminde ifade
edilen leptin reseptoriiniin varlig: ile kanitlanmistir (Tartaglia et al. 1995, Friedman and
Halaas 1998). Ayrica leptinin insanlarda da ayni islevleri yerine getirecek sekilde calistig
ve fare ile sicanin insanda leptin sinyal yolunun calisilmast i¢in uygun birer model oldugu
anlasilmistir (Haniu et al. 1998, Brennan and Mantzoros 2006, Mantzoros et al. 2011).
Boylece leptin, kesfedilmesi ile birlikte adipoz dokunun aslinda duragan bir depo degil son
derece etkin bir endokrin organ oldugunun anlagilmasina neden olmus olan ¢cok onemli bir

hormondur (sekil 2.3).
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Sekil 2. 3 Leptin ve kesfinin bilimsel 6nemi. 16 Mayis 2013 itibariyle PubMed’de listelenen leptin
yaymlarinin sayisinin yillara gore dokiimiinii gosterir grafik. Leptinin, bulunusunun ardindan ne
kadar kisa bir zamanda onemli bir arastirma hedefi oldugu goriilmektedir. Arama <("'leptin"'[MeSH
Terms] OR "leptin''[All Fields]) NOT leptin[Author]> seklindeki girdi ile yapilmistir ve 1993 icin 1,
1994 icin 0 ve 1995 icin 40 kayit vardir. 2013’iin ilk 4,5 ayindaki yayin sayisi ise 1000’e yakindir.

Leptin, Yunanca zayif anlamina gelen “leptos” (Aemtdg) kelimesinden tiiretilmistir.
Gergekten de leptin, olas1 bir besin kithigimin engellenmesi i¢in fizyolojik bir adaptasyon
sinyali olarak calisir (Ahima and Flier 2000). Protein yapisindaki 16kDa’luk bu hormon,
aclik-tokluk hissi, metabolizma hizi, enerji harcama diizeyi ve iireme gibi pek cok

metabolik olayda diizenleyici rol oynar (Brennan and Mantzoros 2006). Hem insanda hem



de farede 167 amino asit uzunlugundadir (http://www.uniprot.org/uniprot/P41159 2013 ve

http://www.uniprot.org/uniprot/P41160 2013). Ancak sekresyon sinyali de iceren sinyal

peptidinin kesilmesinden sonra dolasima verilen olgun protein hali 146 amino asit
uzunlugundadir (Margetic et al. 2002). Yag doku miktarinin azalmasiyla birlikte kandaki
diizeyi diiser ve merkezi sinir sistemi tarafindan algilanan sinyal azalir. Leptin sinyalinin
azalmasi depo besininin azaldigi anlamina gelir ve metabolizmanin, merkezi sinir
sistemince besin yetersizligi kosullarina uygun olarak yeniden diizenlemesine neden olur.
Bu goriisii destekleyen en 6nemli kanit islevsel bir leptin geni olmayan ob/ob hayvanlarin
asirt aghigin fizyolojik tepkilerini gostermeleridir. Bu fareler sadece asir1 yemek yeme
ihtiyaci ile kilo almaz fakat aym1 zamanda tireme sistemleri de gelismez. Bu hayvanlarda
termogenez de sekteye ugrar ve bu nedenle siirekli olarak iisiime davranisi sergiler ve
hareketliliklerini azaltirlar. Bagigiklik sistemi ve gelisimsel fonksiyonlarda da aksakliklar

goriiliir (Ahima and Flier 2000).

2.2.1 Leptin reseptorii ve leptin direnci

LEP-R diye de bilinen leptin reseptorii LEPR geni (ilgili fare geni lepr diye anilir)
tarafindan kodlanan bir proteindir. Hem insan da hem de farenin de dahil oldugu diger
omurgali canlilarda yag dokudan salinan bir hormon olan leptinin baglanip sinyal ilettigi
bir reseptor olarak calisir (Tartaglia et al. 1995, Winick et al. 1997). Ayrica CD295 olarak

da tamimlanmistir.

Leptin yag doku kiitlesini hipotalamus iizerinde etki yaratarak diizenler. Hipotalamustaki
reseptoriine baglanan leptin tokluk hissi yaratir ve enerji harcanmasimi gerektiren tiim
metabolik siirecleri hizlandirir. Lep-R tek bir transmembran domaini olan (¢Oziiniir
izoformu harig) bir sitokin reseptoriidiir (sekil 2.4) (http://www.uniprot.org/uniprot/P48356
2013, http://omim.org/entry/601007 2013 ve http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16847
2013). Alternatif splays ile 5 farkli izoformu olusturulur. Bunlardan 130,8 kDa (1162

amino asit) biiyiikliigiinde olan “b” izoformu (izoform1) hipotalamusta sinyal iletiminde
kullanilan fizyolojik olarak aktif izoformdur (LepRb). Sadece LepRb’nin islevsiz oldugu
db/db farelerin obez, diyabetik ve kisir olmalar1 ve db/db farelerle tiim leptin reseptor
izoformlar1 i¢in knock out olan db*'/db* farelerin fenotipleri arasinda belirgin bir farkin
olmayisi, leptin sinyali i¢in “b” izoformun tasidigi 6nemi ortaya koyar (Lee et al. 1996,
Miinzberg et al. 2005). Sadece bu izoformun noronlarda ifade edildigi transgenik db/db

farelerin obezite, diyabet ve kisirliktan tamamen kurtulduklarinin gozlenmis olmasi, hem
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leptin sinyali icin beyindeki reseptorlerin énemini hem de “b” izoformunun islev ve
yeterliligini kanitlar (de Luca et al. 2005). Buna ragmen leptin reseptdriiniin baska bazi
dokularda da ifade edildigi bilinmektedir ancak bu dokulardaki islevi net degildir
(Margetic et al. 2002). Reseptoriin, bazilar1 ¢oziiniir formda kan plazmasinda bulunan diger
izoformlariin olas1 gorevleri hakkinda ¢ok fazla bir bilgi bulunmamaktadir. Ancak son
yillarda ozellikle “a” izoformunun “b” izoformu ile leptin varliinda heterodimer

olusturarak sinyal iletiminde calistigina dair baz1 bulgular vardir (Bacart et al. 2010, Gong

et al. 2013).
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Sekil 2. 4 OB-R (LepR) ve gp130-iliskili sitokin reseptorii ailesi arasindaki yapisal benzerlikler. Siyah
dolgu ile isaretli bolgeler smif 1 sitokin reseptor ailesine ait korunmus domainleri gostermektedir.
Leptin reseptoriiniin kisa formalar1 haric (burada LepRa ile temsil edilmistir), bu ailenin tiim iiyeleri
JAK/STAT sinyal yolunu aktive ederek calisirlar (Fantuzzi and Faggioni 2000’den).

LepRb’nin sinyal iletim mekanizmasi, JAK/STAT yolagi diye bilenen tipik bir immiin
cevap sinyal yolaginin STAT3 fosforilasyonu ile ¢alisan bir tiirevidir (Bates et al. 2004,
Stark and Darnell 2012). Reseptoriin enzimatik bir 6zelligi yoktur ancak hiicre ici
bolgesinde Jak2 i¢in bir baglanma bolgesi bulunur (Ihle and Kerr 1995, Taniguchi 1995,
Kloek et al. 2002). Bir tirozin kinaz olan Jak2 reseptore leptin baglanmasiyla meydana
gelen konformasyonel degisimle aktive olur ve hem kendisini hem de reseptoriin bazi
tirozin amino asitlerini fosforile ederek takip eden sinyal aginin olusmasini saglar (sekil

2.5) (White et al. 1997, Banks et al. 2000, Myers et al. 2008).

Sekil 2.5°te de goriilece8i gibi leptin reseptor sinyali kendi iginde bir geribesleme
inhibisyonu dongiisiine sahiptir. Yapilan ¢alismalar 985 numarali tirozin amino asidinin
deneysel olarak 16sin gibi fosforile edilemeyen bir diger amino asit ile degistirilmesinin
leptin sinyalini artirdigimi ortaya koymaktadir (Bjornholm et al. 2007). Bu inhibitor leptin

sinyalini iiretemeyen fareler, HFD kosullarinda daha zayif kalmakta ve daha normal bir
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endokrin fonksiyon sergilemektedirler. Yine de tiim bu olumlu degisimlerin biiyiik Sl¢iide
disi hayvanlar ile sinirli olmasi leptin sinyal yolunun ne kadar karmagsik bir yapisi

oldugunu ve cok sayida etkilesim icerdigini ortaya koyar.

Leptin
PI3K
, . pY pY mTOR
PTPIB | ceeeeseeeseeee] AMPK |
Jak2 pY:"'""“"""""""""""'; """ ’2 Ureme
e -,-i . /| Blyime
s /| Hematopoiesis
"',' :'a pY pY ".“.‘ ‘." AgRP/ NPY
3 ' | 2 i Diger etkiler
i— 7 o -
SOCS3
*| PYsss —>| SHP-2 “u 4
A \— / < Doygunluk
— Artan enerji
PY1077—>! S ™ | harcamasi
Y1135 — R POMC
| ) Diger

s
‘‘‘‘
_________

Sekil 2. 5 LepRb sinyali, geribesleme inhibisyonu ve ilgili fizyolojik diizenlemeler. Leptinin baglanmasi
reseptoriin konformasyonunu degistirir ve Jak2’yi aktive eder. Jak2 de kendisini baz tirozin amino
asitleri iizerinden fosforile eder (pY). Aym zamanda reseptorii de Y985, Y1077 ve Y1138 iizerinden
fosforile eder. pY1138 STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) ile etkilesime giren
en onemli fosforilasyon bolgelerinden biridir. STAT3’iin bu etkilesimi ve takip eden fosforilasyonu ¢cok
onemli bir transkripsiyon faktorii olan pSTAT3 dimerinin olusmasina neden olur. POMC SOCS3 gibi
pek cok genin ifadesi pSTAT3 kontrolii altindadir. pY1077 de benzer sekilde STATS fosforilasyonu ve
aktivasyonunu saglar. pY985 bir tirozin fosfotaz olan SHP-2 ile etkilesir ve SOCS3 icin de bir
baglanma bdélgesi olarak tiim bu fosforilasyon sinyali i¢in bir geribesleme inhibisyonu mekanizmasi
olusturur (Myers et al. 2008’den alinmistir).

Leptin sinyalinin tek diizenleyicisi geribesleme inhibisyonu degildir. Tiim diger sitokin
reseptorleri gibi LepRb’nin de asir1 ligand uyarimi durumunda sinyali baskilanir

(Knobelspies et al. 2010). Bu siirecin tiim detaylar1 bilinmemektedir ve giiniimiiziin dnemli
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aragtirma alanlarindan birini olusturmaktadir. Reseptoriin leptin ile asir1 boyutta uyarilmasi
bir siire sonra reseptoriin sinyal iletme yetenegini ciddi olgiide diisiiriir. Bunun en iyi
Ornegi obez bireylerde gozlenen hiperleptinemia durumudur. Aslinda, leptin genleri hasarl
olanlar hari¢, tiim obez bireyler asir1 yag dokusu nedeniyle ¢ok yiiksek plazma leptin
diizeylerine sahiptirler. Fakat bu hiperleptinemi durumu, yeme davranisinin baskilanmasi
icin gereken sinyali iiretememektedir. Buna leptin direnci denir ve “obez bireylerdeki
yiiksek kan leptin diizeylerinin yeme davramsimi baskilama veya azaltma kabiliyetini
kaybetmesi” olarak tamimlanir (Miinzberg and Myers 2005, Myers et al. 2008, Myers et al.
2010). Leptin direnci, bilinen bir genetik bozukluk haricindeki obezite vakalarinin
tamaminda gozlenmesi ve obezitenin de son 30 yildir kiiresel bir salgin haline gelmis
olmasiyla birlikte ele alindiginda, obezite calismalar icin ¢cok Onemli bir hedef halini
almistir. Zira bu kadar kisa siire icerisinde degisen sey insanligin gen havuzu olamaz.
Cevresel sartlardaki degisimin genetik sistemin gida alimi diizeyini ayarlayan
mekanizmalarimi bozmus olmas1 daha olasidir ve leptin direnci ilk akla gelen sorunlardan

birisidir (Myers et al. 2010, Casazza et al. 2013).

Knight et al. 2010°daki bir seri zekice tasarlanmis deneyle ispat edildigi iizere leptin
direncine hiperleptinemia yani kronik ligand uyarimi neden olmaktadir. Merkezi bir leptin
direncinin olugmasim takiben ortaya ¢ikmis bir hiperleptinemia hipotezi ¢iiriitiilmiistiir.
Buna ragmen leptinin 6zellikle median eminence' vasitasiyla merkezi sinir sistemine

taginima ile ilgili olas1 aksakliklar hala birer arastirma konusudurlar (Lee 2009).
2.3 Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum tiim Okaryot canlilarin en temel hiicresel organelidir. Pek cok
yasamsal olay (protein iiretimi, hiicre i¢i sindirim, madde tasinmasi, besin depolanmasi vb)
endoplazmik retikulum icerisinde cereyan eder. Ancak bu organelin de bir kapasitesi vardir
ve bu kapasite asildifinda pek cok ciddi sorun olusur. Bu sorunlara ve neticesinde
meydana gelen hiicresel cevaplara topluca endoplazmik retikulum stresi denir (Schréder
2008, Ozcan and Tabas 2012). Pek cok hastalik ¢esitli sekillerde endoplazmik retikulum
stresi ile iliskilidir (Lin et al. 2008).

! Median eminence hipotalamus ile hipofiz bezi arasindaki iletisimi saglar ve bu nedenle kan beyin
bariyerinin bulunmadig1 nadir bolgelerden birisidir (bu tiir bolgelere circumventricular organ denir) (Scott
and Pepe 1987). Kandaki besin maddeleri ve ¢esitli hormonlarin (ve bu arada leptin ve insiilinin) 6zellikle
hipotalamus arcuate ¢ekirdegi tarafindan algilanmasinda bu yapinin 6nemi biiyiiktiir (Rodriguez et al. 2010).
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Endoplazmik retikulum (ER) stresinin en onemli nedenlerinden biri iiretilen proteinlerdir.
Ozellikle salgi yapan hiicreler ele alindiginda iiretilmesi, dogru bigimde katlanmasi ve
salgilanmasi gereken ne kadar ¢ok protein oldugu kolayca goriilebilir (Fonseca et al. 2009).
Ayrica yiiksek diizeyde besin maddesi girisi, obez bireylerde yag doku basta olmak iizere
pek cok dokuya ait hiicrelerin ER stresi ile karsi karsiya kalmasina neden olur (Tripathi

and Pandey 2012).

ER igerisinde {liretilen proteinlerin dogru sekilde katlanmasinin islev gorebilmeleri ve
dogru hiicre i¢i bolgeye yollanmalan veya salgilanmalar agisindan tagidigi 6nem biiyiiktiir
(Schroder and Kaufman 2005). Bu nedenle tiim Okaryotlarda dogru katlanmamis
proteinlerin ER liimeni i¢inde biriktigi durumda harekete gecen ve evrimsel olarak son
derece korunmus olan ve “katlanmamus protein cevabi / UPR (Unfolded Protein
Response)” diye anilan bir hiicresel tepki mekanizmasi1 vardir (Schroder and Kaufman
2005). Sekil 2.6’da ozetlendigi gibi UPR’nin evrimsel olarak korunmus ve tiim
Okaryotlarda bulunan 3 kolu vardir. Bunlar ER membrani iizerinde bulunan ve ER stresinin

diizeyini algilayabilen 3 farkli protein ve ilgili etkilesimleridir (Wiseman et al. 2010).

Cok hiicreli canlilarda (metazoa’da) bulunan UPR sistemlerinden ilki IREI-XBP1
sistemidir (S. cerevisiae’de IRE1-Hacl). S. cerevisiae’deki IRE1’in metazoa’da iki adet
ortologu bulunur; IREla ve IRE1B. IRE1 [Inositol-Requiring Enzyme 1 / HGNC (HUGO
Gene Nomenclature Committee) tarafindan kabul edilmis gen sembolii: ERNI1
(Endoplasmic Reticulum-To-Nucleus Signaling 1) IREla i¢in ve ERN2 IREIp i¢in] ER
icerisinde birikmis olan katlanmamis proteinler ile etkilestiginde aktive olan bir kinaz ve

riboniikleazdir (http://omim.org/entry/604033 2013, Wiseman et al. 2010, Hetz et al.

2011). ik olarak mayada kesfedilen Hacl’in metazoan homologu olan XBP1 (X Box-
Binding Protein 1) mRNA’simin 3’ bolgesinden 26 niikleotidler bir bolgeyi kesip ¢ikartir.
Boylece XBPlu mRNA’s1t XBP1s mRNA’sina doniisiir ve olusan XBP1s mRNA’sinin
transle olmasiyla ¢ok kuvvetli bir transkripsiyon faktorii olan XBP1 proteini ortaya cikar

(http://omim.org/entry/194355 2013). Bu transkripsiyon faktorii pek cok ER iligkili

saperonun ifadesini kontrol eder. Boylece ortaya ¢ikan gen iiriinleri ER {izerindeki yiikiin
azaltilmasimi saglar. Bu esnada IREl, ER’da katlanmasi gereken proteinlere iliskin
mRNA’lan degrede ederek siirece katki saglar (Hollien and Weissman 2006, Hollien et al
2009). Ayrica kronik ER stresi durumunda TRAF2 fosforilasyonu iizerinden apoptoz

sinyali de iiretir. Boylece ER stresin ¢oziillemedigi durumlarda hasarli hiicreler ortadan
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kaldirilmis olur (Mauro et al 2006). Tiim bunlar birlikte ele alindiginda IRE1’in aktive
olmasinin hiicrede kiiresel anlamda gen ifade profilini degistiren 6nemli bir etki yarattig

goriiliir (Hetz et al. 2011).

Metazoa’nin 2.UPR sistemi “PKR-like ER-localized elF2a kinase (PERK)” iizerinden
yiiriiyen bir fosforilasyona sinyal yolagidir. Proteine ismini de veren ilk substrati olan
Eukaryotic Initiation Factor 2 (elF2) a altbiriminin fosforile olmas1 hiicresel diizeydeki
tiim translasyon olaylarinin baslamasim engeller (Ron and Harding 2007). Boylece ER
tizerindeki yiik hizla azaltilir. Ancak elF2a fosforilasyonu translasyonel olaylar1 genel
olarak azaltsa da ATF4’iin (activating transcription factor 4) translasyonunu tersi bicimde
artirir. ATF4 de kuvvetli bir transkripsiyon faktoriidiir ve ¢ekirdege giderek amino asit
transporter’lari, ER icgerisinde disiilfit baglar1 kurarak protein katlanmasina yardimei olan
EROI1 gibi redoks enzimleri ve CHOP (CCAAT enhancer-binding homologous protein)
ad1 verilen bir proapoptotik transkripsiyon faktoriiniin de aralarinda bulundugu bir grup
genin ifadesi baslatir (Malhi and Kaufman 2011). Ayrica XBP1 mRNA’sinin ifadesini de

artirarak UPR etkinliginin ¢ercevesini genigletir (Wiseman et al. 2010).

ATF6 da UPR’nin diger iiyeleri gibi ER liimeni icerisindeki katlanmamig proteinlerin
yarattig1 stresi hem bu proteinlerle hem de ER saperonu BiP ile olan etkilesiminin BiP’in
katlanmamis proteinler tarafindan artan kullanimi nedeniyle azalmasi sayesinde algilar.
Boylce BiP’in ATF6’dan ayrilmasi onun golgiye tasinmasina neden olur ve orada iki farkl
dizi 6zgiil proteaz olan S1P ve S2P tarafindan kesilir. 50 kDa’luk sitosolik domaini
boylece serbest kalir. Bu domain bir transkripsiyon faktoriidiir ve ER saperonlarinin
ifadesini aktive eder (Yoshida et al. 2000, Yoshida et al. 2001). ATF6 hepatositlerdeki
CREB-H ile homologtur ve bu protein de promotorlarinda inflamatuar cevap elementi
iceren genlerin stres bagiml olarak ifadesini saglar (Bernales et al. 2006, Pavitt and Ron

2012).

Her ii¢ sensor sisteminin ¢aligmasi i¢in de BiP [Binding immunoglobulin protein / 78 kDa
glucose-regulated protein (Grp78) / heat shock 70 kDa protein 5 (HSPAS)] ile kurduklar
etkilesimler biiyiikk 6nem tasir. ER liimeni icerisinde olun ve yeni sentezlenen proteinlerle
etkileserek dogru katlanmalarin1 saglayan bu protein ayn1 zamanda UPR sisteminin iiyeleri
ile de etkilesir. ER icerisinde biriken katlanmamis proteinler BiP’in UPR proteinleri ile

kurdugu etkilesimi azaltarak ER stres sinyali tiretir (sekil 2.7) (Hetz et al. 2011).
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Sekil 2. 6 (onceki sayfada) UPR. Katlanmams protein cevabinin evrensel olarak korunmus 3 kolu
vardir. Bu ii¢c kolun her birinde ER saperonlarindan BiP (Grp78) ve veya katlanmamis ER
proteinleriyle etkileserek ER stresinin diizeyini algillayan ve ardindan hiicresel tepki icin gereken
sinyali baslatan bir sensor protein ve onun efektor proteinleri s6z konusudur. Ortaya c¢ikan hiicresel
cevap ER stresini azaltici onlemlerle baslar ancak céziimlenemeyen kronik ER stresi durumunda
apoptotik mekanizmalar devreye girer. Sonucta meydana gelen olaylarin bazilar1 doku ozgiilken
(CREB-H gibi) bazilar1 da her doku tiiriinde aymdir (ATF4 gibi). Wiseman et al. 2010°’dan alinmstir.

ER luminal Cytosolic
A A

IRE1a P Linker Kinase RNAse

PERK =] n ) Kinase ] )
I aLs1 Y cLsz |
ATF6a. bzIP TAD [
[ aLs2 |
ATF6p e bZIP TAD P

Bip interacting domain

IRE1x and PERK homology

Sekil 2. 7 UPR elemanlarinin islevsel domainleri. UPR’nin her ii¢ kolu da transmembran birer ER
membran proteini icerir. Bu proteinlerin ER liimenine bakan kisimlar1 ER stresinin diizeyini algilama
islevi yiiriitiirken, sitozole bakan domainler efektor fonksiyonlarla ilgilidirler. Sekilde bu sensér
proteinlerin ER saperonu BiP ile etkilesen bolgeleri (Bip interacting domain) ve ATF6’min IREla ve
PERK ile homoloji gosteren bolgeleri isaretlenmistir. Her sensor proteininin sitoplazmik kisimlari
islevine 6zgiil domainler bulundurur (bZIP, basic leucine zipper [tipik bir trankripsiyon faktorii
domaini]; GLS, Golgi localization sequences [ilgili proteinin golgiye tasimm icin sinyal iceren
bolgeler]; TAD, transcriptional activation domain [transkripsiyon faktorlerinin RNApol ile etkileserek
transkripsiyon diizeyini artirmasim saglayan domain]; TM, transmembrane domain). Hetz et al.
2011°den.

2.5 Leptin-Melanokortin Sistemi ve Gida Aliminin Hormonal Kontrolii

Yeme davranigi (miktar ve siklig1) bir grup beyin merkezi tarafindan ayarlanir. Bunlarin en
onemlilerinden biri de hipotalamustur (Rohner-Jeanrenaud et al. 1996). Pek ¢ok fizyolojik
sinyali, sinirsel impulsu, kan yoluyla gelen besin maddelerini ve hormonlar1 algilayarak
yemeyi azaltan veya artiran sinyaller iiretir (Belgardt et al. 2009). Hipotalamus farkli
gorevler icin bir araya gelmis farkli yapidaki noronlardan olusan cekirdekler (niiklei)
seklinde organize olmustur. Bu cekirdeklerin yeme davranigi ve metabolizma agisindan en
onemlilerinden biri arcuate niikleus (Arc) olup, ayn1 zamanda median eminence ile iligki
halinde olan boliim de burasidir (Rodriguez et al. 2010). Burada bulunan iki grup néron

kan kokenli hormonlarin algilanmasinda son derece Onemlidir. Bu néronlardan pro-
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opiomelanakortin sentezleyenlere POMC, Agouti-related peptit ve noropeptit Y
sentezleyenlere ise AgRP/NPY (kisaca AgRP) noronlart adi verilir. POMC ve AgRP
noronlarinin her ikisi de leptin ve insiilin reseptorleri tasirlar. Gergekten de Arc tiim fare
beyninde en cok leptin reseptorii ifade edilen bolgedir (sekil 2.8) (Myers et al 2009).
Ayrica bu reseptorlerin, leptin reseptorii basta olmak {iizere, beyindeki varlik ve
islevselliklerinin normal bir viicut agirligmin saglanmasi icin gerekli oldugu tespit

edilmistir (Balthasar et al. 2004).

Satiety Brainstem leptin,

gut signals
(via vagus, etc.)

Autonomic
Neuroendocrine

leptin,

_. stress
Hypothalamus \ S

DMH

leptin,

body temp

; VMH

leptin, / ] leptin,

POA hypoglycemia i insulin,
" % ¢ ghrelin,
nutrients

Sekil 2. 8 Yesil fliioresan protein (GFP) ifade ederek goriiniir hale gelen LepRb noronlari. LepRb
promotoru ile birlikte aktarillan GFP’nin sadece tasidigi promotorun ifade edildigi hiicrelerde
gozlenmesi dayali bu transgenik hayvan teknigi sayesinde leptin reseptorlerinin beyindeki
yerlesimlerini belirlemek miimkiin olmustur. En yiiksek reseptor yogunlugunun Arc (hipotalamus
arcuate cekirdegi) bolgesinde oldugu goriilmektedir. Myers et al 2009’den alinnustir.

POMC ve AgRP noronlan aldiklart sinyaller karsisinda birbirine zit sekilde calisip
projeksiyon yaptiklar (aksonlarinin sinaps yaptiklart hedefte bulunan) beyin bolgelerini
aktive veya pasifize ederek islev goriirler. Bu néronlarin ayirt edici 6zellikleri,
hedeflerindeki diger noronlarla, bu noéronlarin yiizeyindeki 6zel reseptorlerce algilanan
kendilerine has ve peptit yapida norotransmitterler aracilifiyla iletisim kurmalaridir (Yeo
and Heisler 2012). Bu nedenle hem kendileri, iirettikleri 6zel proteinler sayesinde hem de
projeksiyon yaptiklar1 hiicreler, bu peptit yapili norotransmitterler icin 6zgiill olan
reseptorlerin varligl nedeniyle kolayca tespit edilebilmektedirler. Ayrica kan beyin bariyeri
sayesinde cevresel dokularda ¢ok baska amaglar icin kullanilan peptitler merkezi sinir

sisteminde norotransmitter olarak kullanilabilmektedir (Yeo and Heisler 2012). Ornegin
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oMSH cevresel dokular i¢in bir hormon iken merkezi sinir sisteminde POMC néronlarinin
kullandig1 bir norotransmitterdir. Bu noronlarin leptin ve insiilin reseptorleri aracilifiyla
sinyal alip, aldiklar1 bu sinyale gore cevap liretmeleri sekil 2.9°da 6zetlenmistir (Niswender
et al. 2004). Insiilin ve leptinin POMC ve AgRP noronlar iizerindeki etkileri birbirine
zittir. Ornegin leptinin reseptoriine baglanmast POMC noronunun impuls  sikligini
artinrken AgRP noronununkini azaltir (sekil 2.10) (Bates et al. 2003). Ayrica bu noronlari

projeksiyon yaptiklar1 2.diizey noronlar iizerindeki etkileri de farklidir.
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Sekil 2. 9 Arcuate cekirdekteki noronlar leptin ve insiilin reseptorleri ifade ederek cevresel dokulardan
gelen sinyalleri enerji homeostazisini saglamak iizere algilarlar. insiilin ve leptinin POMC ve AgRP
noronlari iizerindeki etkileri birbirine zittir. Bu néronlarin aktive olduklarinda yarattiklar: etkiler de
birbirine zittir. Boylece gida alim ve enerji harcanmasi siirecleri birbirine zit ¢alisan iki farkh itici
giiciin etkisi altinda dengelenir. Niswender et al. 2004’ten alinmstir.

POMC noéronlarinin saldigt aMSH merkezi sinir sistemindeki reseptorii olan 4 numaral
melanokortin reseptoriine (MC4R) baglandiginda yeme istegini azaltici ve enerji
harcanmasini artirict siirecleri baglatir (Balthasar et al. 2004). Oysaki AgRP néronlarindan

salinan agouti-iligkili protein (AgRP), MC4R iizerinde ters agonist olarak calisir ve
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reseptoriin  zemin sinyal iiretim diizeyinin de altina inmesine neden olarak POMC
noronlarinin aksine yeme istegini artirici ve enerji harcanmasimi kisitlayici siiregleri
baslatir (Seeley et al 2004). Yine AgRP noronlarindan salinan bir diger peptit olan
noropeptit Y nin (NPY) ise kendine has reseptorleri bulunur (Bates et al. 2003).
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Sekil 2. 10 Leptin sinyali POMC ve AgRP noronlarim farkh bicimde etkilemektedir. Hiicre ici sinyal
yollar1 baslangicta ayni olsa da sonucta ortaya c¢ikan etkiler itibariyle leptin sinyalinin POMC ve AgRP
noronlarindaki etkileri birbirine zittir. Bates et al. 2003’ten.

Ayrica leptin ve insiilin sinyal yollar da belirli baz1 basamaklarda kesisirler. Bu sayede bu
iki hormonun etkileri eklemeli olarak ortaya c¢ikar (Barsh and Schwartz 2002). Arc
noronlar tizerindeki leptin reseptorlerinin tek bagina aktivite gostermesi belirli diizeyde bir
impuls etkinligi yaratir. Ancak asil etki pSTAT3 iizerinden gelisen gen ifadesiyledir.
Insiilinin de leptinle birlikte ayn1 zamanda reseptoriine baglanmasi noronlar iizerindeki
potansiyeli, ndéronun tiiriine goére degismek iizere, cok daha kuvvetli bicimde degistirir
(sekil 2.11) (Barsh and Schwartz 2002, Varela and Horvath 2012). Pro-
opiomelanokortin’den tiireyen tiim peptitlere melanokortinler denilir ve bdylece viicut
agirligi ve enerji harcanmasini kontrol eden bu sisteme de leptin-melanokortin sistemi adi

verilir (Catania et al. 2010).
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Sekil 2. 11 Insiilin ve leptin reseptor sinyali Irs fosforilasyonu basamaginda kesisir. Tirozin rezidiisii
iizerinden fosforile olan IRS proteini, fosfatidilinositol 3-kinaz’1 (PI3K) aktive eder. PI3K ise noron
plazma membranindaki ATP duyarh potasyum iyonu kanallarm (K*,rp) aktive eder. Boylece bu
reseptorleri tasiyan POMC ve AgRP noronlarinin membran potansiyelleri ve buna bagh olarak da
uyarilabilirlikleri degisir. Barsh and Schwartz 2002’den.

POMC ve AgRP noronlarindaki leptin ve insiilin kaynakli gen ifade profili degisimleri de
farkliliklar gosterir. Oyledir ki leptin ve insiilinin etkisi alinda POMC ifadesi artarken
AgRP ifadesi baskilanir. Tersi durumda ise AgRP ifadesi artarken POMC ifadesi baskilanir
(sekil 2.12) (Morton et al. 2006).
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Sekil 2. 12 AgRP ve POMC genlerinin promotorlarinda hem pSTAT3 hem de FoxO1 icin hedef diziler
bulunur. Ancak bu transkripsiyon faktorlerinin baglanmas ilgili promotorlar: farkl bicimde etkiler.
FoxO1 POMC geninin ifadesini baskilarken AgRP geninin ifadesini artirir. pSTAT3 icin ise tersi
gecerlidir. Leptin ve insiilin sinyali STAT3 fosforilasyonu ve FoxO1 baskilanmasi ile POMC ifadesini
artirlp AgRP ifadesini azaltirken, bu hormonlardan gelen sinyallerin azalmasi tersi bir etki ile AgRP
ifadesini artiripp POMC ifadesini azaltir ki bu da gida aliminin artmasi ile sonuclanir. Morton et al.
2006’dan alinmstir.
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Pro-opiomelanokortin ifadesini takiben farkli dokularda farkli protezlarin etkinligi ile
parcalanir ve o-MSH, B-MSH, y-MSH, B-Endorfin, B-Lipotropin ve Kortikotropin veya
daha iyi bilinen ismiyle Adrenokortikotropik Hormon (ACTH) iiretilir. (sekil 2.13) (Yeo
and Heisler 2012). Fare ve si¢can soy hattinda ilgili proteaz kesim bolgeleri olmadigindan y
ve B-MSH olusmaz (Mountjoy 2010). Bu protein / peptit triinlerinin merkezi sinir
sistemindeki ve cevresel dokulardaki islevleri farklidir. Bunu saglayan iki temel
mekanizma bulunmaktadir. Birincisi kan beyin bariyeri nedeniyle cevresel dokulardaki
melanokortinlerin merkezi sinir sistemi dokusuna giremeyisi, ikincisi ise farkli dokularda
farkli reseptorlerin ifade ediliyor olmasidir. Ozellikle MC4R’in yeme davraniginin
kontroliindeki 6nemi biiyiiktiir. Bu reseptordeki mutasyonlar obezitenin genetik nedenleri
arasinda Onemli bir yer tutar (Adan et al. 2006). Leptin etkinliginin MC4R iizerinden

yiiriidiigii de uzun zamandir bilinmektedir (Seeley et al. 1997).

POMC
1 LA 4 v v
NH, — I:Y:I :Y *  — — COOH
i vov 7 Loy AN vy 'y,
L JACTH Y B-LPH,
s | ==
173-MSH o-MSH  CLIP v-LPH: B-end
] —
v,-MSH B-MSH
"
v>o,B AgRP B>a>>>y
o>>ACTH, B, ¥ ACTH \ / o>>ACTH, B,y
Melanogenesis  Steroidogenesis Energy Energy Sebum
homeostasis, homeostasis production
energy
partitioning

Sekil 2. 13 Melanokortinler ve reseptorleri. Tamam POMC’den tiireyen bu peptitlerin hepsine birden
melanokortinler adi verilir. Kirmizi cerceve icerisinde gosterilen etkilesimler reseptorlerinin sadece
merkezi sinir sisteminde ifade ediliyor olmasi ve kan beyin bariyeri nedeniyle melanokortin gecisinin
miimkiin olmamasi nedeniyle digerlerinden farkli bir kullamm alnim sembolize eder. Ana peptit
iizerindeki siyah oklar proteaz kesim bolgelerini isaret etmektedir. Su ana kadar bilinen 5 farkh
melanokortin reseptorii vardir. Tlgili ligandlarin baglanma giicleri reseptorlerin iizerinde
gosterilmistir. Yeo and Heisler 2012’den alinmistir.

MC4R ve MC3R’nin merkezi sinir sisteminde bulundugu konuma goére de islevi
degismektedir. POMC noéronlar1 beynin ¢ok sayida farkli bolgesine projeksiyon yaparlar ve
bu bolgelerde bulunan MC4R ve MC3R’leri etkinlestirirler. Bu reseptor etkinligi
bulundugu bolgeye gore bir sonug yaratir ve yeme davranisindan metabolik hiza kadar pek

cok ayarlama yapilir (sekil 2.14) (Myers and Olson 2012).
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Sekil 2. 14 Merkezi sinir sistemindeki melanokortin reseptorlerinin ifade edildikleri beyin bolgesine
gore farkh islevleri vardir. Myers and Olson 2012°den alinmistir. PVH; paraventrikiiler hipotalamik
cekirdek, VMH; ventromedial hipotalamik cekirdek, LH; lateral hipotalamus, DMV; vagus’un dorsal
motor cekirdegi, NTS; nucleus tractus solitarius, IML; omuriligin intermediolateral hiicre kolonu.

2.6 Mevcut Literatiiriin Isig1 Altinda Bu Tez Calismasinin Ana Hipotezi

Yukarida aktarilan literatiir gostermektedir ki leptin direnci gilinlimiiziin en 6nemli halk
saglhigr problemlerinden olan obezitenin gelisiminde merkezi bir dneme sahiptir. Yine
acik¢a ortadadir ki obezite hem ER stresine sebep olmakta hem de ER stresi hiicre ici
sinyal yollarmin bozulmasina neden olarak obeziteye sebep olabilecek pek ¢ok genetik
mekanizmanin bozulmasina neden olmaktadir. Sonugta ER stresi ile obezitenin molekiiler

diizeyde iligkisini incelemek onemli ve anlamli bir arastirma hedefi haline gelmektedir.

Ozcan et al. 2009’da yaymladiklan ilging bir calismada ER stresinin leptin direnci
gelisiminde Onemli bir rol oynadigina dair ilk kanitlar1 ortaya koymuslardir. Ozcan ve
arkadaslan once hiicre kiiltiiriinde ER stresinin LepRb sinyalini azalttifin1 géstermis (sekil
2.15) daha sonra da yine hiicre kiiltiiriinde yiiksek XBP1 etkinliginin LepRb sinyalini
kuvvetlendirdigini gostermislerdir (sekil 2.16). Ardindan nestin promotoru tasiyan Cre

rekombinaz transgenik hayvanlarla XBP1 floxed hayvanlan caprazlayarak noron spesifik
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XBP1 knock out hayvan iiretmislerdir. Arastirmacilar bu hayvanlarin son derece yiiksek
bir leptin direnci gelistirdigini ve HFD kosullarinda XBP1 floxed kontrollerinden
istatistiksel olarak anlamli olciide daha fazla kilo aldiklarini ortaya koymuslardir (sekil
2.17).

DMSO Tunicamycin

. + 4+ - + + «leptin
PY
LepRb
PY Sekil 2. 15 LepRb ifade eden plazmit ile
transfekte edilmis Hek293 hiicrelerinde
Jak?2 tunicamycin’ ile indiiklenmis ER stresinin

LepRb fosforilasyonu, Jak2 fosforilasyonu
ve STATS3 fosforilasyonuna etkisi. Ozcan et
p-Stat3 al 2009’dan.

Ad-LacZ Ad-XBP1s TUN
0 0.0010.01 005 0.1 1 0 0.001001 005 01 1 <(pg/ml)
- 4+ + 4+ + + + - 4+ + + + + + 4leptin

Sekil 2. 16 LepRb ifade eden Hek293 hiicrelerinde adenoviriis ile asir1 miktarda ifade edilen XBP1’in
tunicamycin ile tetiklenmis ER stresin LepRb sinyalini bozucu etkisini azalttigim gosterir
westernblotlar. XBP1 ifadesinin negatif kontrolii olarak LacZ kullamlmstir. Ozcan et al. 2009’dan.

2 Tunicamycin ER i¢indeki glikozilasyon enzimlerini inhibe ederek protein katlanmasini bozan ve yapay bir
ER stresi yaratmak amaciyla siklikla kullanilan bir kimyasaldir.
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Sekil 2. 17 Sinir sisteminde XBP1 silinmis deney hayvanlarimin leptin direnci gelistirmesi. Noron
spesifik XBP1 knock out hayvanlar (XNKO) ile onlarm flox kontrollerinin (XBP1MxMo%)y HEp
kosullarinda beslenirken zamana bagh viicut agirh@ ve kan leptin diizeyleri degisimi. Ozcan et al.
2009’dan. **¥p < 0,001

Tiim bu literatiir bilgisi ve gelinen nokta dikkate alindiginda ER stresinin merkezi sinir
sistemi tizerinde etki gostererek bir leptin direnci yarattifi hedef néron grubunun tespiti
onem kazanmaktadir. Bu tez caligmasinin ana hipotezi bu ndron grubunun, yeme
davramigimi baskilayan sinyalleri iireten ve {iizerindeki leptin reseptorleri ile dogrudan
dogruya kan leptin diizeylerini algilayan POMC néronlart olabilecegidir. Eger bu
noronlarda meydana gelen ER stresi leptin sinyalini etkiliyorsa bu durum hem kilo alma ile
sonuclanabilir hem de bu nedenle kronik bir hiperleptinemiye neden olup bir leptin direnci
gelistirebilir. Bu tez calismasinda iiretilen POMC spesifik Cre rekombinaz iireten XBP1

floxed deney hayvanlarinin incelenmesi ile bu hipotez test edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasinda model olarak segilen Mus musculus B6 susunun POMC noron spesifik
XBP1 geni silinmis bir soyu ile bunun kontrolii olarak, yabanil tiire esdeger (ayn1 genetik
alt yapiya sahip) soylar kullanilmistir. Yapilan deney ve ¢alismalar iki ana grup altinda

siniflandirilabilir. Bunlarin 6zet halindeki bir dokiimii agsagida verildigi gibidir.

A.) Canli Hayvanlarla Yapilan Calismalar
» Hayvanlarin viicut agirliklarinin takibi
Hayvanlarin gida alimlarinin takibi
Hayvanlarin CLAMS sistemi kullanilarak metabolik dl¢iimlerinin yapilmasi
Hayvanlarin viicut sicakliklarinin rektal prob kullanilarak dl¢iilmesi

Glikoz tolerans testi (GTT)

YV V V V V

Insiilin tolerans testi (ITT)
» Hayvanlarin yag doku yiizdelerinin DEXA ile belirlenmesi
B.) Deney Grubundaki Hayvanlarin Dokular ile Yapilan Calismalar
» Hayvanlarin kan leptin diizeylerinin ELISA ile dl¢ctilmesi
» Hayvanlarin kan total kolesterol ve trigliserit diizeylerinin 6l¢iilmesi.
» Farkli dokulardan saflagtirlan mRNA’larin gPCR analizleri
Yapilan tiim calismalar Harvard Universitesi Tip Fakiiltesinin Egitim ve Arastirma
Hastanesi olan Boston Children’s Hospital’in Endokrinoloji kiirsiisiine bagli arastirma
laboratuarlarindan, Associate Professor Umut OZCAN, M.D.’ nin laboratuvar1 (Ozcanlab

http://www.ozcanlab.com/ 2013) ve soz konusu iiniversitenin diger laboratuvar imkanlar

kullanilarak gergeklestirilmistir. Biitiin canli hayvan calismalar1 ise yine ayni iiniversite
hastanesinin hayvan ¢alismalar1 i¢in kurulmus bulunan arastirma laboratuvarinda (ARCH:
Animal Resources of Children's Hospital / Karp and Enders Buildings, Longwood Ave.)

gergeklestirilmistir.
3.1 Canh Hayvanlarla Yapilan Calismalar

Calismada kullanilan canli, genetik temeli itibariyle Mus musculus’un Black6é (B6) diye
bilinen C57BL/6J soyudur. Bu fare soyu Jackson laboratuvarlarinca satilmaktadir (stok

numarast: 000664 http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html 2013). Calismada kullanilan

pro-opiomelanokortin sentezleyen néronlara (POMC noron) ozgiil olarak XBP1 geni
silinmis varyete ise, bu soyun 6zel olarak iiretilmis iki varyantinin ¢aprazlanmasiyla elde

edilmistir. Bunlar sirasiyla genomunda, POMC geninin promotorunu 5° bolgesinde
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bulunduran bir Cre rekombinaz geni tasiyan transgenik bir soy (B6.FVB-Tg(Pomc-
cre)1Stl/J) (stok numarasi: 010714 http://jaxmice.jax.org/strain/010714.html 2013) ile

genomundaki Xbp1l geni LoxP dizileri arasina alinmis (floxed) bir diger transgenik soydur.
Bu Xbpl floxed soy ise dogrudan dogruya bu soyu gelistiren Dr. Laurie H. Glimcher’dan
alimmustir (Ozcan et al. 2009, Hetz et al. 2008). Bu soyda, Xbp1 geninin 2 numarali ekzonu
LoxP dizileri arasina alinmistir. Cre rekombinaz ifade eden her hiicrede kesilerek ortadan
kaldirilir ve islevsiz bir Xbpl geni olusmasina yol acar. Calismada kullanilan gen silinmig
(knock out) hayvandaki Cre rekombinaz ifadesi POMC genine iligkin promotorun kontrolii
altinda oldugundan sadece POMC ifade eden hiicrelerde Xbpl genini silmek miimkiin

olmustur.
3.1.1 Cre-Lox rekombinasyonu

Cre-Lox rekombinasyonu istenen gen veya genleri silinmis (knock out), sadece belirli bazi
dokularda silinmis ve tiim viicutta veya yine sadece belirli baz1 dokularda asir1 ifade edilen
genleri olan deney hayvanlar olusturmak icin siklikla kullanilan bir sistemdir. Dizi 6zgiil
rekombinasyona (site-specific recombination) dayali bu teknik DuPont firmasindan Dr.
Brian Sauer tarafindan gelistirilmistir (Sauer 1987, Sauer and Henderson 1988). Teknigin
esasl, bakteriyofaj P1’in Cre rekombinaz adli enzimi araciligiyla, 34b¢’lik LoxP dizilerine
0zgiil olarak baglanip, bu dizilerin yerlesimlerine gore, ayn1t DNA zinciri iizerinde kesip
cikartma rekombinasyonu yapmasina dayanir (Sternberg and Hamilton 1981, Nagy 2000,

http://cre.jax.org/introduction.html 2013). Bdylece uygun yonelimdeki iki LoxP dizisi

arasindaki DNA parc¢asi Cre rekombinaz ifade eden her hiicrede aradan kesilip ¢ikartilir ve
atasal DNA molekiiliiniin agikta kalan ucglar1 da birlestirilir. Bu sayede bu teknik, Cre
rekombinazin ifade edildigi hiicre ve zaman, LoxP dizilerinin arasinda islevsel bir gen
veya islevsel bir genin calismasimi engelleyen bir dizinin yerlestirilmesi gibi cesitli
varyasyonlarla kullanilarak, istenilen gen silinmis veya gen aktarilmis model organizmanin

tiretilmesine olanak vermektedir.
3.1.2 Deney gruplarmin olusturulmasi

Heterozigot ve homozigot Xbpl floxed hayvanlar (Xbpl™” ve Xbp1™™*), heterozigot
POMCCre hayvanlar ("°™CCre™”) ve cifte heterozigot "*Cre™”, Xbp1™" hayvanlarla
citlestirilip deneyde kullanilan ii¢ farkli genotipte yavru dol tiretmeleri saglanmistir. Bunlar
sirasiyla gen  silinmis  (FOM“Cre™”, Xbp1™*), floxed kontrol grubu (F*MCCre™”,

Xbp1™*) ve Cre kontrol grubu (*®M“Cre™”), Xbp1™") seklindedir. F1 kusagi 5 haftalik
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oldugunda genotiplenmis ve 6.haftada her genotipten c¢izelge 3.1°de gosterildigi gibi
sadece erkek hayvanlardan olusacak sekilde ikiser kafes kurulmustur. Boylece disi
hayvanlarin hormonal dongiilerinden etkilenmeyecek ve her kafesin kendine es bir

biyolojik kontroliiniin de bulundugu bir deney kurulumu hedeflenmistir.

Cre rekombinazin asirt ifadesinden kaynaklanabilecek etkileri en aza indirebilmek i¢in Cre
kontrol ve Knock out hayvanlarin sadece tek bir Cre rekombinaz kopyasi tasimalar
saglanmistir. Bu amagla ciftlestirme kafesleri kurulurken kullanilan hayvanlardan sadece
birinin Cre rekombinaz tasimasi saglanmistir. Elde edilen yavru dollerin genotiplenmesi ile

deney gruplarinda kullanilacak hayvanlar se¢ilmistir.

Yem Cesidi Fenotip Genotip Kafes / Hayvan Sayisi
Klasik Yem | Knock out FOMCCre™ | Xbp1™™ 2/10
Klasik Yem | Flox Kontrol | "M“Cre®™”, Xbp1™™" 2/8
Klasik Yem | Cre Kontrol POMC e R Xbplt(” ) 2/8
HFD Knock out | "OMCCre™”, Xbp1™* 2/10
HFD Flox Kontrol | "“Cre™, Xbp1™™* 2/9
HFD Cre Kontrol | "“Cre™”, Xbp1™™" 2/10

Cizelge 3. 1 Deneyde kullanilan kafes ve hayvanlarin sayilari ile aldiklari yem cesidini gosterir gizelge. HFD (High Fat
Diet), Research Diets, Inc. sirketince hazirlanan ve igeriginin kcal cinsinden %45’i yag olan yiiksek sekerli bir yemdir.
Kcal olarak %17’si, agirlikga ise %20’si siikrozdur.

Yiiksek kalorili ve lezzetli gidalarla beslenen hayvanlarin “diyet ile tetiklenmis obezite”
(diet induced obesity / DIO) diye adlandirilan bir sekilde kilo aldiklar1 bilinmektedir.
Insanlardaki obezite sorununu temsil etmek icin kullanilan genel gecer hayvan modeli de
budur. Zira nadir goriilen baz1 tek gen mutasyonlar haricinde, insanlarda gozlenen asiri
kilo sorununun temelinde alinan gidanin ¢esidi, genetik faktorler ve yasam tarzi gibi birden
¢ok etmenin rol aldig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan obez hayvan
modeli “Diyet ile Tetiklenmis Obezite” (Diet Induced Obesity / DIO) olarak secilmistir.
[lgili gen degisiminin etkisi “Yiiksek Yagh Diyet” (High Fat Diet / High Fat High Sucrose
Diet / HFD) ve bunun kontrolii olarak da normal diyet ile beslenen hayvanlarda

incelenmistir.
3.1.3 Viicut agirhiklarimin takibi

Deneyin baglamasini takiben hayvanlarin viicut agirliklar1 her haftada bir defa olmak iizere

diizenli olarak tartilarak kaydedilmistir. Bu amacgla hayvanin hareketliliginden
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etkilenmeyen ©zel bir tarti kullamilmistir. Bu tartt 10 saniyelik bir zaman araliginda

Olctimler alip bunlarin ortalamasin1 vermektedir.
3.1.4 Gida almlarmin takibi

Deneyin baslamasini takiben kafeslere arastirmaci haricinde yem eklenip ¢ikartilmamasi
gerektigine dair etiketler konulmus ve agirligi bilenen miktarda yem verilen hayvanlarin,
en az 4 en ¢ok 7 giinlikk gida tiiketimleri haftada bir defa olarak hesaplanmistir. Bu deger
kafesteki hayvan ve bir onceki Ol¢iimden sonra gecen giin sayisina boliinerek “hayvan

basina diisen gida alim degeri” olarak kullanilmistir.
3.1.5 Hayvanlarin metabolik diizeylerinin 6l¢iilmesi

Hayvanlarin metabolik diizeylerine iligkin veriler, Columbus Instruments firmasinca
iretilen 0zel bir metabolik kafes sisteminde Olciilmiistiir. Bu deney sistemine CLAMS

(Comprehensive Lab Animal Monitoring System) adi verilmektedir

(http://www.colinst.com/brief.php?id=61 2013). Bu sistemde her bir hayvan seffaf ve
solunum gazlan agisindan tamamen izole bir kafes igerisine alinir. Her bir kafes otomatik
sistemlerce su ve hava ile beslenir ve ¢ikan solunum gazlari da ayr bir kanaldan toplanarak
incelenmektedir. Ayrica seffaf kafesin 4 tarafinda bulunan ve kizilotesi dalga boyunda
caligsan alic1 ve vericilerle, hayvanin hareketleri de kaydedilmektedir. Bu alic1 ve vericiler
sayesinde hayvanlarin kafes yiizeyi dikkate alindiginda iki boyuttaki hareketlilikleri
oOlciilebilmektedir. Tiim bu veriler birlikte ele alindiginda her bir hayvamin metabolik

diizeyini hesaplamak miimkiin olmaktadir.
3.1.6 Viicut sicakhiklarimin rektal prob kullanilarak oél¢iilmesi

Hayvanlarin viicut sicakliklari, her defasinda giiniin aym saatinde olmak {iizere, birer hafta
arayla ii¢ defa Olciilmiistiir. Bu amacla rektal problu hassas termometre kullanilmistir. Prob
ile her hayvanin rektumundan en az 5 saniye beklendikten sonra Ol¢iim alinmis, her
Olctimde probun pozisyonu ayni tutulmustur. Her ol¢iimden sonra prob bast %70 etanol

¢ozeltisi ile 1slatilmis bez ile silinerek temizlenmistir.
3.1.7 Glikoz tolerans testi (GTT)

Hayvanlarin obezite, leptin direnci, yeme davranisinin bozulmasi ve metabolik sendrom
yoniinden incelendigi her durumda, tiim bu bozukluklarin énemli bir gostergesi olan kan

seker diizeyleri ve bu diizeyin kontroliinii saglayan mekanizmalarin ne kadar saglikli
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calistiklarimin kontrolii yapilmistir. Bu amagla uygulanan iki temel testten biri glikoz
tolerans testidir (GTT). Bu test ile hayvanlarin kan glikoz diizeylerindeki ani bir atisa

verdikleri tepki ol¢iiliir.

HFD ve Chow diet gruplann GTT islemine ayr1 ayri tabi tutulmuslardir. Bu amagla
hayvanlar testten bir gece Once (saat 19.00’da) tartildi ve temiz kafeslere alinarak ac
birakildi. Ertesi sabah 8.00’de once aclik kan glikoz degerleri, kuyruklarinda acilan kesi
yoluyla alinan kandan, glikoz metre ile 6l¢iildii. Takiben her hayvana 1mg/kg (hayvanin kg
viicut agirhig basin 1mg glikoz denk gelecek) konsantrasyonda ve ayni hacimde (200ul)
olacak sekilde, intraperitoneal yoldan (IP) steril glikoz ¢ozeltisi enjekte edildi. ilk
enjeksiyonla birlikte saya¢ ¢alistirildi ve 15., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda kan sekerleri
ol¢iildii.

3.1.8 insiilin tolerans testi (ITT)

GTT uygulamasi ile ayn1 nedenlerle insiilin tolerans testi (ITT) de uygulanmistir. Bu test
ile hem insiiline verilen sistemik cevap, hem de karacigerin ani olarak diisen kan glikoz

diizeylerini diizeltecek sekilde glikoz salimi yapma yetenegi incelenmistir.

HFD ve Chow diet gruplart ITT islemine ayr1 ayn tabi tutulmuslardir. Bu amagla
hayvanlar testin yapilacagi giiniin sabah1 (saat 8.00’de) tartild1 ve temiz kafeslere alinarak
ac birakildi. Ogleden sonra (saat 14.00’de) once aglik kan glikoz degerleri, kuyruklarinda
acilan kesi yoluyla alinan kandan, glikoz metre ile dlciildii. Takiben her hayvana 1,251U/kg
(hayvanin kg viicut agirligi basin 1,25 iinite insiilin denk gelecek) konsantrasyonda ve ayni
hacimde (200ul) olacak sekilde, intraperitoneal yoldan (IP) steril insiilin ¢ozeltisi enjekte
edildi. ik enjeksiyonla birlikte sayac calistirildi ve 15., 30., 60., 90. ve 120. dakikalarda

kan sekerleri olciildii.
3.1.9 Viicut yag doku yiizdelerinin DEXA ile belirlenmesi

Hayvanlarin kilo almalar her zaman yag depoladiklari anlamina gelmez. Eger kas dokusu
veya diger bazi dokular hipertrofi ve veya hiperplazi gelistiriyorlarsa bu durum da
hayvanin agirhiginda bir artisa neden olabilir. Boyle bir durumun séz konusu olup
olmadigint analiz edebilmek icin deneyde kullamilan tiim hayvanlara DEXA analizi
yapilmistir. DEXA (Dual-energy X-ray absorptiometry) cihazi, yag doku ve diger dokular
icin absorbsiyon katsayilar1 farkli olan iki ayr1 dalga boyunda X 1s1n1 kullanarak, canlinin

viicudundaki yag ylizdesini belirler. Bu amacla hayvanlar isoflurane (2-chloro-2-
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(difluoromethoxy)-1,1,1-trifluoro-ethane) ile uyutulmus ve DEXA cihaz ile viicutlarindaki

yag yiizdeleri belirlenmistir.
3.2 Deney Grubundaki Hayvanlarin Dokulari ile Yapilan Calismalar

Canli hayvanlarla yapilan calismalarin tamamlanmasini takiben deney grubundaki
hayvanlar 6nce CO; ile 6tenazi edilmis ve ardindan gogiis kafesleri agilarak sag ventrikiil
yoluyla kan toplanmistir. Heparinize tiiplere alinan kan +4°C’da santrifiij edilip serum
fraksiyonu —80°C’da muhafaza edilmistir. Diseksiyon hayvanlarindan toplanan dokular;
Beyaz yag doku (epididimal), kahverengi yag doku (intraskapular), karaciger, hipotalamus,

serebral korteks ve hipofizdir.
3.2.1 Kan leptin diizeylerinin ELISA ile ol¢iilmesi

Hayvanlarin bir leptin direnci gelistirip gelistirmedigi, kan leptin diizeyleri ve viicut
agirhi@ iliskisine bakilarak incelenebilir. Zira tamimi geregi leptin direnci; “obez bir
canhdaki yiiksek leptin diizeyinin, yemeyi azaltma veya obeziteyi engelleme yetenegini

yitirmis olmasidir” (Myers et al. 2008).

Bu amagla Crystal Chem, Inc. firmasinin irettigi fare leptin ELISA kiti (katalog no:
90030) kullanilmistir. Standardin tespit araligmin ¢ok {istiinde kalan HFD grubu
hayvanlarin leptin diizeyleri, ilgili kitin 6rnek seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak 1/5 oraninda
seyreltilen serumlardan Ol¢iilmiistiir. Normal diyetle beslenen hayvanlarin serumlari ise

dogrudan dogruya kullanilmistir.
3.2.2 Kan total kolesterol, serbest gliserol ve trigliserit diizeylerinin 6lciilmesi.

Enerjinin yag olarak depolanmasi ve yag dokuda depo edilmis bulunan besinin
kullanilmasi1 sempatik sinir sistemi ve adrenerjik reseptorler yoluyla merkezi sinir sistemi
kontrolii altindadir. Merkezi sinir sisteminin bu kontroliinde meydana gelmis olabilecek
degisikliklerin incelenmesinde kolesterol ve trigliserit miktarlarinin bilinmesi onem arz
etmektedir. Bu amagla enzim reaksiyonuna dayali iki farkli yontemle hem kan kolesterol

hem de trigliserit miktarlar1 ol¢iilmiistiir.

Hayvanlarin total kan kolesterol diizeylerinin 6lciimii i¢in Thermo Scientific firmasinin
Infinity Cholesterol Liquid Stable Reagent’i kullanmilmistir. Serum trigliserit diizeyi ise
Sigma-Aldrich firmasinin Serum Triglyceride Determination Kit’i (katalog no: TR0100)

kullanilarak ol¢iilmiistiir.
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Total kolesterol Ol¢iimlerinde HFD grubu hayvanlarin serumlart PBS ile 1/5 oraninda
seyreltilerek, normal diyet grubundaki hayvanlarin serumlart ise seyreltilmeden
kullanilmistir. Ayn1 seyreltme yaklasimi serbest gliserol ve trigliserit dl¢iimleri i¢in de

uygulanarak tiim okumalarin 1 — 0.1 absorbans araliginda olmasi saglanmistir.
3.2.3 Farkh dokulardan saflastirilan mRNA’larin qPCR analizleri

Canli hayvan calismalarindan elde edilen verilerin istatistiksel incelemeleri 6zellikle HFD
grubu hayvanlar arasinda genotip ile iliskili anlamli farkliliklar ortaya koydugundan bu
farkliliklarin sebebi olabilecek genlerin ifade diizeylerindeki olasi degisimler incelenmistir.
Ozellikle kahverengi yag dokuda farklilasma ve enerji iiretimi, Xbp1 hedef genleri, POMC
noronlarinin bulundugu arcuate niikleus’ta iiretildigi bilinen ve yeme davranisi iizerinde

etki gosteren noropeptitlerin genleri gibi hedefler, qPCR ile incelenmistir.

Bu amagla ilgili dokulardan trizol ile mRNA izole edilmistir. Saflastirilan mRNA’larin
konsantrasyonlari nanodrop ile Olciilmiistiir. Ayrica RNA’lar agaroz jel elektroforezi ile
incelenmis, ribozomal RNA bantlarinin varlig: iizerinden kontrol edilmiglerdir (sekil 3.1).
Daha sonra bu mRNA’lardan Bio-Rad firmasinin iirettigi iScript cDNA Sentez Kiti
(katalog no 170-8890) araciligtyla cDNA  sentezlenmistir. Sentez sirasinda
konsatrasyonlar1 bilinen 6rneklerin her birinden lug RNA kullanilmistir. Sentezlenen
cDNA’lar cizelge 3.2°de verilen ve ilgili genin mRNA’sina 0zgiil primer c¢iftleri
kullanilarak qPCR ile incelenmistir. qPCR calismasinda Life Technologies (Invitrogen)
firmasinca {iretilen “SYBR GreenER qPCR SuperMix for iCycler Instrument” marka
SYBR green mix (katalog no: 11761-02K) ve Applied Biosystems Inc. firmasinca iiretilen
Power SYBR Green PCR Master Mix marka SYBR green mix (katalog no: 4368702)
kullanilmistir. gPCR deneyleri Applied Biosystems viiA 7 markali cihaz ile yapilmistir.

gPCR primerlerinin tasariminda fare genomunda bilinen SNP’lere dikkat edilmis ve 70 —
350 b¢’lik iiriin verecek, 60°C(x1°C) annealing sicakligina sahip ve mRNA’da karsiligi
olmasina ragmen genom iizerinde hedef ile yarisabilecek iiriin vermeyecek primer ¢iftleri
secilmistir. Boylece olasi bir DNA kontaminasyonu durumunda sonuglarin olumsuz y6nde
etkilenmesi engellenmistir. Ayrica primerlerin 3’ uclarinin kendine komplementer
olmamasina ve primerler arasindan 1°C’dan daha biiyiik bir sicaklik farki bulunmamasina
da dikkat edilmistir. Tiim primerler NCBI'in Primer Blast algoritmasi kullanilarak
tasarlanmistir ve yine Primer Blast algoritmasi ile Mus musculus genomu ve transkriptomu

tizerinde kontrol edilmistir.
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Sekil 3. 1 RNA ekstraktimin kontrolii. qPCR incelemesine tabi tutulan tiim hayvanlardan elde edilen
total RNA ekstrakti %2 agaroz jel iizerinde yiiriitiilmiis ve ethidium bromiir yardimiyla UV 15181
altinda goriintiilenmistir (burada 6rek olarak beyaz yag dokudan elde edilen RNA’lar goriilmektedir).

Primerin adi 5’-3’ dizisi Aciklama
SM-g-mAgRP-F GGCTCTGTTCCCAGAGTTCC
SM-q-mAgRP-R GATCTAGCACCTCCGCCAAA

SM-g-mNPY-F TGTGTTTGGGCATTCTGGCT

SM-g-mNPY-R TAGTGTCGCAGAGCGGAGTA
SM-q-mPOMC-F TGAAAACCCCCGGAAGTACG
SM-q-mPOMC-R ACGTTGGGGTACACCTTCAC
SM-g-mXBP1s-F CTGAGTCCGCAGCAGGTG Xbpls ozgiil
SM-q-mXBP1s-R TTCCAGCTTGGCTGATGAGG Xbpls ozgiil
SM-q-mXBP1u-F AACACGCTTGGGAATGGACA | Xbplu ozgiil
SM-g-mXBP1u-R CACATAGTCTGAGTGCTGCGG | Xbplu dzgiil

SM-q-mXBPlu+s-F TACGGGAGAAAACTCACGGC Total Xbpl
SM-g-mXBPlu+s-R GCCACCAGCCTTACTCCAC Total Xbpl
SM-q-mFOXOI1-F CCGTAAGACGGGAGTCTGC
SM-g-mFOXO1-R TTAACTTCGCTGGGTCACCG

SM-q-mUCP1-F CCTGCCTCTCTCGGAAACAA
SM-q-mUCP1-R TCTGGGCTTGCATTCTGACC
SM-q-mUCP2-F ACTTCACTTCTGCCTTCGGG
SM-q-mUCP2-R AGGAAGGCATGAACCCCTTG
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SM-g-mPPARy1-F

GAGCCTGTGAGACCAACAGC

SM-q-mPPARY1-R GGTCCACAGAGCTGATTCCG
SM-q-mPPARY2-F GCACTGCCTATGAGCACTTCA
SM-q-mPPARY2-R CGAGTGGTCTTCCATCACGG
SM-q-mSOCS3-F TTTCCAACACCGAAGGGAGG
SM-q-mSOCS3-R GAGGCTCTCGGACCTACTGA
SM-q-mCOX7A1-F AGTACACTTGAAAGGCGGGG
SM-g-mCOX7A1-R TGGTGTCACTTCTTGTGGGG
SM-q-mPGCla-F TGGATGAAGACGGATTGCCC
SM-q-mPGClo-R GGAGGGTCATCGTTTGTGGT
SM-q-m-mtCox1-F GAGCCTGAGCGGGAATAGTG
SM-q-m-mtCox1-R CTGTGTTATGGCTGGGGGTT
SM-q-mAdrb3-F CCCTCTCCAAAACTCCATCCTC
SM-g-mAdrb3-R TGCTGAGGGCTTCTGGTTTC
SM-q-mGrp78-F ATTGGAGGTGGGCAAACCAA
SM-q-mGrp78-R TCGCTGGGCATCATTGAAGT
SM-q-mF4/80-F TCTGGGGAGCTTACGATGGA
SM-q-mF4/80-R GAATCCCGCAATGATGGCAC
SM-q-mSerp1-F GACCCTGGTTATTGGCCCTC
SM-q-mSerpl-R GAGGCAGGCCGATTTACTCA

Cizelge 3. 2 Tez calismasi icin tasarlanan primer ciftleri.

32




4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1 Viicut Agirhg Degisimleri

Obezite ile ilgili her tiirlii bilimsel incelemenin baslangi¢ noktasini viicut agirliginin tespiti
olusturmaktadir. Bu ¢alismada deney hayvanlarinin viicut agirliklari, hem normal (chow
diyet) hem de yiiksek diizeyde yag ve seker iceren besin (High Fat Diet / HFD) ile
beslendikleri durumda takip edilmistir. Siire¢ igerisinde “chow diyet” diye anilan normal
besini tiikketen hayvanlarin HFD ile beslenenlerden ¢cok daha az kilo aldiklar1 goriilmiistiir.
Her diyet grubuna iliskin her ii¢ genotipten hayvanlarin ortalama viicut agirliklar

degisimini gosterir grafik, sekil 4.2’de, ortalamanin standart hatas ile birlikte verilmistir.

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi diyetin viicut agirlig lizerinde belirleyici bir etkisi vardir.
Yiiksek diizeyde yag ve karbonhidrat iceren HFD ile beslenen hayvanlar, chow diyet ile
beslenenlerden istatistiksel olarak anlamli bicimde daha agirdir. Ancak aym genotipten
olup da farkl besinle beslenen deney gruplart arasinda gozlenen viicut agirhg farkliliklart
her genotip icin aym diizeyde degildir. Bu farklilik knock out model organizmada en

yiiksek diizeye ulagmaktadir.

0,1 -

0,09 - =& Chow Flox Kontrol - HFD Flox Kontrol
== Chow Cre Kontrol - HFD Cre Kontrol
0,08 - Chow Knock out - HFD Knock out

0,07 - +

0,06 -

0,05 A
0,04 - V

0,03 -

p Degeri

0,02 -

0,01 -

0 +— T - T ‘_'\_I--_I\_n_.‘_n_'u‘_l

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
Giinler

Sekil 4. 1 Aym genotipten olup da farkh besinlerle beslenen gruplar arasi viicut agirhg: farklihiginin

anlamh olup olmadigim sinayan t-testi ''p'' degerlerinin, her agirhk 6l¢iim giinii icin aldig1 degerlerin
degisimini gosterir cizelge

33



Tum Gruplarin Ortalama Viicut Agirliklan
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Sekil 4. 2 Farkh genotip gruplarimin, HFD ve Chow diyet ile beslendiklerinde gosterdikleri viicut agirhgi degisimine iliskin grafik
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Sekil 4.2 ve sekil 4.1 birlikte incelendiginde goriilecektir ki diyetin viicut agirhig
tizerindeki belirleyici etkisi son derece giigliidiir. Ayn1 genotipten olan gruplar diyetin
degismesi ile birlikte birbirlerinden hizla farklilasmakta ve biitin HFD gruplan ciddi
bicimde kilo almaya baslamaktadir. Bu beklenen bir sonuctur ve literatiirde “diyet ile

indiiklenmis obezite” (DIO) olarak anilmaktadir.

Ancak bu siirecte farkli genotipten hayvanlarin farklilagsma zamanlariin birbirinden fakl
oldugu goriilmektedir. Knock out hayvanlar 6 haftalikken alindiklart HFD’e son derece
hizli tepki verip daha ilk agirlik Olciimlerinden itibaren ayni genotipteki chow diyet
hayvanlarindan istatistiksel olarak anlamli Olciide daha agir olmuslardir. Bu durum
hayvanlardaki genetik modifikasyonun diyet ile iligkili bir etkisi olabilecegine dair ilk

isarettir.

Yabanil tiire en yakin kontrol grubu olan flox kontrol hayvanlarimin ilerleyen yas ile
birlikte chow diyet ile beslenirken bile kilo almalar1 ve HFD ile beslenen grupla olan
farkliliklarinin diger genotiplere kiyasla azalmasi da yabanil soya ¢ok yakin bir reaksiyon

gosterdiklerini diisiindiirmektedir.

Yine sekil 4.2’de incelendiginde goriilecektir ki HFD gruplart kendi aralarinda
farklilagarak aldiklar1 diyete farkl tepkiler vermektedir. Ancak bu durum chow diyet grubu
icin gecerli degildir. Bu ilk gozlemden ¢ikan en onemli sonug iiretilen genetik modelin
diyet ile iliskili tepkiler tirettigidir. Bu durum s6z konusu genetik modelin insan obezite

calismalarinda son derece 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sekil 4.3’te chow diyet ile beslenen hayvanlarin kendi aralarinda gosterdikleri viicut
agirhig farkliliginin istatistiksel olarak anlamliligi, her agirlik 6l¢iimii i¢in hesaplanmis ve
grafige dokiilmiistiir. Chow diyet Cre kontrol hayvanlarinin yaslandikca kilo kaybetme
egiliminde olmalarma ragmen bu agirlik farkliligi higbir zaman p < 0,05 degerini belirgin
bicimde almamistir. Genel olarak ele alindiginda chow diyet grubu hipotezle uyumlu

sekilde birbirinden farksizdir.

Sekil 4.4 ise HFD grubu hayvanlarin birbirlerinden istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde
farklilagtiklarin1 ortaya koymaktadir. Knock out hayvanlar flox kontrollerinden tiim zaman
dilimlerinde istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide daha agirdirlar. Bu iliski son derece kuvvetli
olup p degeri her kiyaslamada 0,01’in altindadir. Knock out hayvanlarla Cre kontrol

gruplan arasi farklilik ise daha degisik bir seyir izlemis ve flox kontroller gibi ¢ok yiiksek
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bir diizeyden baslamasina ragmen zamanla azalmig ve 165. giinden sonra

anlamsizlasmastir.
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Sekil 4. 3 Chow diyet ile beslenen gruplar arasi viicut agirh@g farkhhgmmn anlamh olup olmadigim
simnayan t-testi ''p'"' degerlerinin her agirhk olciimii icin aldig1 degerin zamana gore degisimini gosterir
grafik

0,5 -

0,45 -
==@==HFD Flox Kontrol - HFD Cre Kontrol

04 - == HFD Flox Kontrol - HFD Knock out
=f==HFD Cre Kontrol - HFD Knock out

0,05

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Sekil 4. 4 HFD ile beslenen gruplar arasi viicut agirhg: farkliiginin anlamh olup olmadigin sinayan t-
testi ''p"' degerlerinin her agirhk 6l¢iimii icin aldig1 degerin zamana gore degisimini gosterir grafik
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Cre kontrol grubu hayvanlar 124. giin civarinda flox kontrollerden anlamli bi¢imde

farklilasmig ve daha yiiksek bir viicut agirlig sergilemeye baglamiglardir.

Tiim bu verilerden ilgili genetik degisikligin hipotezle uyumlu sekilde diyete baglh bir
degisiklik yarattigi ve hayvam diyet ile tetiklenmis obeziteye daha kolay yakalanir hale
getirdigi sonucu ¢ikarilabilir. Boylece kilo alan hayvanlarda bir leptin direnci olugsmasi da
beklenebilir. Ancak bu etki erken dénemli olmalidir. Zira HFD ile beslenme nedeniyle hem
knock out hem de bunun Cre ve flox kontrolleri zaten zaman icerisinde diyet nedeniyle
kilo alarak leptin direnci gelistireceklerdir. Zira kilo almaya bagli yag doku artisi
beraberinde yiiksek leptin diizeyleri olugsmasina bu da leptin direncine neden olur (Knight
et al. 2010). Fakat POMC noronlarinda XBP1 geninin silinmesiyle ortaya cikartilmasi
beklenen E.R. stresi ve iligkili islev bozuklugu bu leptin direncinin erken dénemde

gelismesine neden olmus gibi goriinmektedir.

Ayrica Cre kontrol genotipinin de belirgin bir fenotipi vardir. Bu g¢alismanin temel
hipotezinde belirtildigi gibi Cre rekombinaz geninin ifade edilmesi énemsiz sayillamayacak
bir degisikliktir ve kontrol grubu gerektirir. Literatiirdeki bu eksiklik daha ilk 6l¢iimlerden
itibaren belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Zira sekil 4.5, 4.6 ve 4.7’ de gosterildigi gibi
sadece flox kontrolle yapilan kiyaslamalar Cre rekombinazin ilgili knock out fenotipe

yaptig1 katkiy1 gizlemektedir. Ancak her durumda knock out fenotip belirgin ve giicliidiir.
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Sekil 4. 5 Sadece knock out ve flox kontrol gruplarinin, HFD ve Chow diyet ile beslendiklerinde
gosterdikleri viicut agirhg: degisimine iliskin grafik
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Sekil 4. 6 Aym genotipten olup da farkh besinlerle beslenen gruplar arasi viicut agirhg: farklihiginin

anlamh olup olmadigim smayan t-testi ''p"' degerlerinin, her agirhk oélciim giinii icin aldig1 degerlerin
degisimini sadece knock out ve flox kontrol gruplari icin gosterir cizelge
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Sekil 4. 7 Flox kontrol ve knock out gruplari arasi viicut agirhgi farkhihigimmin anlamh olup olmadigim,

HFD ve chow diyet kosullar: icin ayr1 ayr1 sinayan t-testi ''p'' degerlerinin her agirhk ol¢iimii icin
aldig1 degerin zamana gore degisimini gosterir cizelge
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Ileride tekrar tartisilacag: iizere 70 ila 120. giinler arasi1 gozlenen dalgalanmalar biiyiik
olasilikla yapilan GTT ve ITT’ler nedeniyle ve yine 190 ila 210. giinler arasindaki
dalgalanmalar da biiylik olasilikla metabolik kafes deneyleri (CLAMS) nedeniyledir.
Yapilan bu tiir incelemelerin tarihleri ile viicut agirligi ve gida alimi grafiklerinde gozlenen
dalgalanmalar bire bir oOrtiismektedir. Bu tiir testlerin gida alimi {izerindeki etkisi
beklentileri asan boyutta olmustur ve o6zellikle davranis calismalarinda dikkat edilmesi

gereken yeni bir olgu olarak ortaya ¢ikmaktadir.
4.2 Serum Leptin Diizeyi ve Leptin Direnci

Leptin direnci, obez bireylerdeki yiiksek leptin diizeylerinin yeme davranisini baskilama
veya azaltma kabiliyetini kaybetmesi olarak tanimlanir (Myers et al. 2008). Her ne kadar
serum leptin diizeyleri dogrudan dogruya viicuttaki yag miktari ile orantili olsa da (Baile et
al. 2010) ve yine leptin direncinin de yiiksek kan leptin diizeyinin bir sonucu olarak
gelistigi bilinse de (Knight et al. 2010) kan leptin diizeylerinin 6l¢iimii bu ¢alisma icin
temel niteliktedir. Zira ileride DEXA sonuclar cercevesinde agiklanacag gibi daha yiiksek
viicut agirliglt her zaman icin daha yiiksek bir yag ylizdesine isaret etmez. Dahasi bu
durum, bu caligmadaki knock out hayvanlar icin de aynen boyle bulunmustur. Buna
ragmen sekil 4.8’de goriilecegi gibi knock out hayvanlar hipotezle uyumlu bicimde ¢ok

yiiksek kan leptin diizeyleri sergilemektedirler.
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Sekil 4. 8 Deneylerde kullamlan
tiim gruplarin ortalama kan leptin
diizeylerini ve bu ortalamalarin
standart hatalarim verir grafik.
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Hayvanlarin kan leptin diizeyleri, her genotip i¢in, HFD ve chow diyet gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak son derece kuvvetli ve anlaml bir farklilik tagimaktadir. Aym genotipe
sahip hayvanlarin farkli diyet alan gruplari ile yapilan tiim kiyaslamalar icin t testi p degeri
0,0001’den diisiiktiir. Bu beklenen bir durumdur. Zira DIO fare modelinde yiiksek kan
leptin diizeyleri olustugu ve bunun leptin direncine neden oldugu bilinmektedir. Ancak asil
onemli analiz chow diyet ve HFD gruplarinin kendi i¢ farkliliklaridir. Tipki viicut agirlig
degisimlerinde oldugu gibi kan leptin diizeyi 6l¢timlerinde de genetik degisikligin fenotipte

etki gostermesi diyet ile baglantili olarak ortaya ¢ikmstir.

Chow diyet grubunda sadece flox kontrol hayvanlar cre kontrol ve knock out hayvanlardan
belirgin bicimde farklilasmis ve bu farklilik sadece cre kontroller ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli olacak bir diizeye erismistir. Ancak knock out hayvanlarla olan
kiyasta da farklilasmaya yonelik belirgin bir egilim vardir. Chow diyetteki flox kontrol
grubunun ilerleyen yas ile birlikte kilo aldig1 sekil 4.2’de goriilmektedir. Bu nedenle daha
yiikksek bir kan leptin diizeyi gostermeleri sasirtici degildir. Aym sekilde cre kontrol
hayvanlarinin aym yas grubunda flox kontrollerden daha diisiik kilolu olmasi da cre
rekombinaz ifadesinin yarattigi metabolik yiike baglanabilir. Ancak sasirtici olan durum
knock out hayvanlarin flox kontrollerden istatistiksel olarak biiyiik olclide farksiz ancak
cre kontrollerden farklilasma egiliminde olmasidir (p degerleri; Chow KO <> Chow Flox
kiyasi icin 0,24 ve Chow KO <> Chow Cre kiyasi icinse 0,09). Bu durum gen silinmesi
sonucu gozlenen fenotipin biiyiik Olciide diyet bagimli oldugunu bir kere daha
diisiindiirmektedir. POMC noronlarinin davranisinda sadece genetik yapilarmin degil
median eminence vasitasiyla hipotalamus arcuate cekirdegine giren kan kokenli besin

maddelerinin etkisinin de olabilecegi ilk akla gelen mekanizmadir.

HFD gruplan dikkate alindiginda ise hipotezle iist diizeyde uyumlu olacak sekilde, knock
out hayvanlarin flox kontrollerinden istatistiksel olarak ¢cok kuvvetli sekilde anlamli olacak
Olctide daha yiiksek bir leptin diizeyi sergiledikleri goriilmektedir. Ayrica knock out
hayvanlar cre kontrollerinden de, istatistiksel olarak anlamli kabul edilen sinirin altinda
olmakla birlikte, onemli olciide farklilasma egilimindedirler (sekil 4.8). Bu iki grup
arasinda herhangi bir farklilasma olmasaydi, gozlenen etkinin hemen tamamen cre
rekombinaz etkinliginden kaynaklandigini soylemek miimkiin olabilirdi. Ancak knock out
hayvanlarla cre kontrolleri arasinda belirli diizeyde bir fark ve cre kontroller ile flox
kontroller arasinda da ayn1 yonde bir fark vardir. Ayrica cre kontroller ile flox kontroller

arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli sayilacak diizeye erismemektedir (p = 0,16).
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Bu durumda cre kontrol grubunun ara degeri temsil ettigi ve gdzlenen fenotipin cre
rekombinaz ve XBP1 silinmesinin eklemeli etkileri neticesinde gelistigi sonucu
cikartilabilir. Ayrica cre kontrol grubunun biiyiik standart hatasi dikkate alinirsa, p < 0,05
diizeyine ulasamayan t testi degerlerinin muhtelif nedenlerle gelismis grup ici
varyasyondan kaynaklandigi ve daha ¢ok sayida 6rneklem kullanilmasi durumunda her iki

kiyas i¢in de p < 0,05 degerinin gozlenebilecegi sonucu ¢ikarilabilir.

4.3 DEXA Olciimleri ve Viicut Yag Yiizdesi
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Sekil 4. 9 DEXA ile viicut yag yiizdesi 6l¢ciim sonuclari.

DEXA olciimleri neticesinde (sekil 4.9) ayni genotipe sahip hayvanlarin viicut yag
yiizdelerinin yedikleri besinle iligkili olarak farklilagtiklar: istatistiksel olarak yiiksek
diizeyde anlamli olarak ortaya ¢cikmistir. Her HFD alan genotip kendi chow diyet esinden t
testi p degeri 0,01°den diisiik olmak iizere daha yiiksek bir viicut yag icerigine sahip

cikmistir. Bu durum DIO modelinin basariyla ¢alistiginin bir diger kanitidir.

Viicut yag icerigi, chow diyet ve HFD gruplar1 kendi aralarinda degerlendirildiklerinde
diyete bagh bir zithik gostermektedir. Chow diyet icin knock out modelin cre ve flox

kontrolleriyle gosterdigi iliski Oriintiisiiniin tam zittt HFD gruplan arasindaki iliski
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oOriintiisii i¢in gecerlidir. Bu durum olusturulan genetik modelden gozlenen fenotipin diyet

bagimli oldugunun bir diger gii¢lii kanitini olusturmaktadir.

DEXA ol¢timlerinden ¢ikan ¢ok sasirtici bir sonug, en yiiksek viicut agirligina sahip grup
olan HFD knock out hayvanlarin viicut yiizde yag iceriklerinin HFD grubunun en diisiik
viicut agirligina sahip olan flox kontrol hayvanlarininkinden anlamli 6l¢iide farkl
olmadiginin ortaya ¢ikmis olmasidir. Bu durumda HFD knock out hayvanlarda gozlenen
obez ve leptin diren¢li fenotip, viicutta biriken yag nedeniyle degil, aksine yag disi
dokularin artmasi ve leptin iiretim ve devridaim (turnover) hizinin degismesi nedeniyledir.
Bu durum yag yakan dokular iizerinde olasi bir merkezi sinir sistemi uyarimini akla

getirmektedir.
4.4 Gida Alim

Hayvanlarin viicut agirliklarinda gbzlenen degisimlerin gida alimlart ile dogru orantili olup
olmadig1 bir diger onemli inceleme konusudur. Ciinkii daha ¢ok kilo alan hayvan her
zaman icin daha ¢ok yiyen hayvan olmayabilir. Hayvanlarin hareketliliklerinde ve veya
metabolik diizeylerinde biiyiik Olciide degisiklik yaratan genetik bir modifikasyon, gida

alim degeri ve viicut agirligr arasindaki iliskiye bakildiginda kendini ele verebilir.

Her ne kadar gida alimi verisi, 6l¢timii ve incelenmesi kolay gibi goriinen bir ¢caligma alan
olsa da aslinda birka¢ nedenden otiirii uygulamada ciddi zorluklar1 olan bir yaklagimdir.
Her seyden once olgiimler hemen her zaman biiyiik bir varyasyon gosterir. Kafesteki
kavgalar, disaridan gelen sesler ve kan sekeri Olctimii gibi basit goriinen her deneysel
uygulama neticesinde hayvanlarin yeme davranmisinda biiyiik degisiklikler olmaktadir.
Ayrica gida alimi her Olgiim donemi icin digerlerinden bagimsiz bir olay olarak
tanimlanamaz. Yakin zamanda her hangi bir nedenden dolay1 az yiyen bir grup hayvan, bir
sonraki zaman diliminde olagandan daha ¢ok yemek tiiketir. Bu durum az ve ¢ok yemek
yeme dongiilerinin olugsmasina neden olabilir. Asil olan, uzun doénemli besin alim
diizeylerinin nasil degistigini hesaplamaktir. Dahasi bu 6l¢tim uygulama olarak da bazi
zorluklara sahiptir. Kafeste kalan yemegin hayvanlar 6nemli 6lgiide tedirgin etmeden ve

kafese diigsmiis olabilecek pargalar1 da dikkate alarak tartilmasi son derece onemlidir.

Son olarak literatiirde sik¢a yapilan bir yanhishk gida alim degerini viicut agirligina
normalize etmektir. Bu tiir bir hesaplama stratejisi kulaga mantikli gelse de obez
hayvanlarin zayif kontrollerinden daha az yedigi sonucunu vermektedir. Ciinkii obez bir

canlinin  viicudunda metabolik olarak etkinligi Ornegin bir kas dokusuyla
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kiyaslanamayacak kadar diisiik olan biiyiik miktarda yag dokusu artis1 vardir. Bu doku
artisini, zayif bir hayvanin gida ihtiyaci ile ayni cercevede degerlendirip hesaplara katmak
hatal1 sonuglar alinmasina neden olmaktadir. Bu calismada gida alim degerleri aksi
belirtilmedikce “gr besin/giin/hayvan” seklinde yani hayvan basina giinliik gida tiiketimi

olarak verilmistir.

Sekil 4.10 gida aliminda dalgalanmalarin en az oldugu ilk 21 haftanin verilerinden
olusturulmustur. Verilerin sonunda gozlenen biiylik dalgalanmalar yapilan ilk GTT
deneyleri i¢cin kuyruktan kan toplanmasiyla aym1 zaman denk gelmektedir. Sekil 4.10
incelendiginde goriilecektir ki gergekten de gida alim degerleri, yakin ol¢iimler arasinda

biiyiik varyasyonlar ve dalgalanmalar sergilemektedir.

Gida Alimi (g/hayvan/giin)

=¢=Chow Flox Kontrol

== Chow Cre Kontrol

=== Chow Knock out

=== HFD Flox Kontrol

=3=HFD Cre Kontrol
=@=HFD Knock out

012 3 456 7 8 91011121314151617 1819202122
Haftalar

Her hayvanin, giin basina, gram cinsinden gida alimi

Sekil 4. 10 Her hafta alinan gida tiiketim olciimlerinin kafesteki hayvan sayisina boliinmesiyle elde
edilmis gida alinm grafigi.

Sekil 4.10, tahil icerikli ve daha diisiik kalorili chow diyet ile beslenen gruplarin, daha
yilksek kalorili HFD ile beslenen gruplardan, agirlik cinsinden daha fazla gida
titkettiklerini ve chow diyet grubunda cre kontrol hayvanlarinin, HFD grubunda ise knock
out hayvanlarinin grup icinde daha c¢ok besin tiiketen genotip olarak ©ne c¢iktiklar

izlenimini vermektedir.
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Bu veriyi anlamli ve daha kolay okunur hale getirebilmek igin literatiirde “running
average” denilen bir yaklasim uygulanmistir. Gida alimlar birbirlerinden bagimsiz olaylar
olmadiklarindan ardisik gida alim degerlerinin ortalamalarinin  alinmas1 grafiklerde
gozlenen biiyiik dalgalanmalar1 azaltarak genel egilimi ortaya cikartabilir. Bu amagla
uygulanan “running average” yaklagiminda her haftanin gida alim degeri sonraki 2
haftanin degerleri ile birlikte ortalamasi alinmis ve bu islem teker teker her hafta icin
tekrarlanmistir. “Ardisik 3’er haftalik ortalamalar” olarak adlandirdigimiz bu yontemle
hem tiim ol¢iim degerleri korunmus, hem degerlerde gercekten sapmaya yol agabilecek
modifikasyonlar yapilmamis, hem de bireysel Ol¢iimlerdeki rastgelelilikten kaynaklanan
dalgalanmalar biiyiikk Olciide azaltilmistir. Ardisik 3’er haftalik ortalama yaklagiminin

isleyisi ¢izelge 4.1°de sonucta elde edilen grafik ise sekil 4.11’de goriilmektedir.

Gida Alimm

(g/hayvan/giin) Hafta 1 Hafta 2 Hafta 3 Hafta 4 Hafta 5 Hafta 6
Chow Flox Kontrol 4,56 3,9725 4,07875 4,34125 4,5575 4,14875
Chow Cre Kontrol 4,40625 4,295 4,65125 4,8375 4,98625 420125
Chow Knock out 2,348 3,856 4,055 4,237 4,181 4,23

HFD Flox Kontrol 2,5705 2,66375 2,27275 2,2935 2,4115 2,843
HFD Cre Kontrol 2,696 2,396 2,105 2,718 2,466 2,948
HFD Knock out 3,592 2,734 2,557 2,354 2,853 3,038

3 Haftahk Ardisik

Ortalama 1 2 3 4 5 6

Chow Flox Kontrol hafta 1,2,3 hafta 2,3,4 hafta 3,4,5 hafta4,5,6 hafta5,6,7 hafta 6,7,8
Chow Cre Kontrol hafta 1,2,3 hafta 2,3,4 hafta 3,4,5 hafta 4,5,6 hafta5,6,7 hafta6,7,8
Chow Knock out hafta 1,2,3 hafta2,3,4 hafta 3,4,5 hafta4,5,6 hafta5,6,7 hafta 6,7,8
HFD Flox Kontrol hafta 1,2,3 hafta 2,3,4 hafta 3,4,5 hafta4,5,6 hafta5,6,7 hafta 6,7,8
HFD Cre Kontrol hafta 1,2,3 hafta 2,3,4 hafta 3,4,5 hafta 4,5,6 hafta5,6,7 hafta6,7,8
HFD Knock out hafta 1,2,3 hafta2,3,4 hafta 3,4,5 hafta4,5,6 hafta5,6,7 hafta 6,7,8

Cizelge 4. 1 Ardisik ortalama yaklasimini 6zetleyen cizelge

Sekil 4.11 incelendiginde chow diyet grubunda knock out hayvanlar ve flox kontrollerinin
birbirlerinden farksiz olduklar1 goriilmektedir. Ancak cre kontroller ilging ve belirgin bir
sekilde daha cok besin tiiketmektedirler. Bu durum hem olusturulan genetik modelin
gercekten de diyet bagimli olarak ¢alistigin1 ve dolayisiyla chow diyet kosullarinda anlaml
bir farklilik yaratmadigin1 hem de cre kontrollerin, cre rekombinaz ifadesine bagl olarak
metabolik bir ylik altinda olabileceklerini diisiindiirmektedir. Gergekten de toplam gida
kiitlesi cinsinden ele alindiginda en ¢ok gida tiiketen grup olan chow diyet cre kontrol
hayvanlari, ayn1 zamanda tiim gruplar arasinda, deneyin sonu itibariyle en diisiik ortalama
viicut agirhigina sahip gruptur. Bu durum cre kontrol hayvanlarinin da belirli bir fenotipe
sahip oldugunu acikca ortaya koyar. Bu grup, biiyiik ol¢iide yabanil soy ozellikleri

gostermesi beklenen flox kontrollerden, belirgin bicimde farklilagmaktadir.
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Sekil 4. 11 Ardisik 3’er haftalik ortalamalar cinsinden gida alim degerleri

Yine sekil 4.11 incelendiginde HFD grubunun gida alim degerlerinin tam olarak hipotezle
uyumlu bir sekilde ortaya ciktigi goriilmektedir. Cre ve flox kontrol hayvanlarinin gida
alim degerleri arasinda belirgin bir farklilik géze ¢carpmazken, knock out hayvanlar, POMC
noronlarinda olusturulan E.R. stresi ve leptin direnci nedeniyle yeme davranisim baskilama
konusunda kontrol gruplarindan daha basarisizdirlar. Bu hayvanlarn tim gruplar i¢inde en
yiiksek viicut agirligina sahip olmalariyla birlikte degerlendirildiginde POMC néronlar ve
projeksiyonlar1 altindaki beyin bolgelerinde aktiflesen MC4R reseptorlerinin  yeme
davranisi ve alinan gidanin miktarindaki 6nemi bir kere daha ortaya ¢ikmaktadir. Simdi bu
calismayla s6z konusu mekanizmaya, POMC noronlardaki XBP1 etkinliginin 6nemi de

eklenmektedir.

Ancak DEXA sonuclart da dikkate alindifinda bu durumun sadece daha fazla yag
depolanmasi ile sonuglanmadigi aciktir. Aksine POMC noron spesifik XBP1 knock out
hayvanlarin viicut yag yiizdeleri cre kontrollerinden istatistiksel olarak anlamli &lgiide
diisiik ve HFD grubunun en diisiik kilolu grubu olan flox kontroller ile aym diizeylerdedir.
Bu durum yag kullanan dokularda metabolik farkliliklar olustugu diisiincesini akillara
getirmektedir. Ileride tartisilacagi gibi qPCR verileri ile bu goriis onemli olgiide

dogrulanmustir.
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Mevcut gida alimi degerlerinden hayvan basina alinan ortalama kalori miktarini ortaya
cikartmak da miimkiindiir. Bu amacla hayvan basina ortalama gida alim degerleri, ilgili
yemin gram basina kalori degeri ile carpilarak kalori alim degerleri elde edilmistir. Bu

degerin ardigik 3’er haftalik ortalamalar cinsinden gosterimi ile sekil 4.12 elde edilmistir.
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Sekil 4. 12 Ardisik 3’er haftalik ortalamalar cinsinden kalori alim degerleri

Sekil 4.12 su ana kadar yapilan tartismalar1 en iyi 6zetleyen veri setidir. HFD kosullarinda
knock out genotipin chow diyet kosullarinda ise cre kontrol genotipinin belirgin birer
fenotipinin oldugu acik¢a goriilmektedir. Diger diyet ve genotip ciftlerinin kalori alim

degerleri biiyiik olciide benzer diizeylerdedir.

Yine sekil 4.12 incelendiginde goriilecektir ki bu hayvanlarda gozlenen diyet ile
tetiklenmis obezitede, sadece alinan gidanin toplam kalori igerigi degil, tiirii de dnemlidir.
Zira yabanil soya en yakin genotip olan flox kontrol hayvanlarimin, HFD ve chow diyet
kosullart arasinda gosterdikleri viicut agirlign farkliligi, kalori alim degerlerinde
gozlenmemektedir. Bu nedenle flox kontrol hayvanlarinin kilo almalarinin nedeni daha ¢ok
kalori almalan degil, aldiklar1 besinin tiirii ve bu besin tiiriiniin degistirdigi metabolik

diizey olmalidir.
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4.5 Glikoz ve insiilin Tolerans Testleri (GTT ve iTT)

Obezitenin diyabet ile bilinen iliskisi nedeniyle tiim obezite ve metabolizma ¢alismalarinda
ilgili canlinin glikoz tolerans1 ve insiilin direncinin incelenmesi bilyiik 6nem tagimaktadir.
Bu olciimler neticesinde alinan veriler hem obezitenin genel durumu hakkinda bilgi
vericidir hem de temel enerji molekiilii olan glikozun kullanimindaki olas1 farkliliklara

isaret ederek gozlenen fenotipin agiklanmasina katkida bulunabilir.

Yapilan GTT ve ITT’ler neticesinde gruplar arasinda gozlenen fenotipleri agiklayacak
onemli bir farklilik ortaya ¢ikmamistir. Sadece HFD gruplarinin GTT’lerinde ve chow
diyet gruplarmin ITT’lerinde zayif baz1 farkliliklar vardir. Bu deneylere iliskin grafikler
sekil 4.13 ve sekil 4.14’te verilmistir. GTT ve ITT’lerde gozlenen farkliliklarin anlamlilik
analizleri icin her bir Ol¢clim noktasinin karsilagtirilmasi, kan seker diizeylerinde
gozlenebilecek ve kisa donemli olmayan farkliliklar temsil etmekte yetersiz kalabilecegi
icin, deney siirecinde ortaya ¢ikan tiim degisikligi hesaba katacak sekilde, her bir hayvanin
kan sekeri degisim grafiginin “egri altinda kalan alami” hesaplanmis ve istatistiksel
degerlendirmeler bu sonuglar {izerinde yapilmistir. Sekil 4.13 ve 4.14’lin gruplar arasi

farkliliklarin anlamlilik testlerinin sirasiyla gosteren cizelge
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Sekil 4. 13 HFD grubuna iliskin GTT sonugclari
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Sekil 4.13’te egrinin altinda kalan alan icin t-testi kiyaslamalari
HFD Knock out «+» HFD Flox Kontrol 0,037

HFD Knock out «» HFD Cre Kontrol 0,379

HFD Cre Kontrol «» HFD Flox Kontrol 0,078*

Cizelge 4. 2 sekil 4.13’teki verilere iliskin T testi p degerlerini gosterir cizelge. p<0,05 seklindeki
degerler yesil zemin ile isaretlenmistir.

Sadece HFD grubunda gozlemlenen bu farklilik dahi son derece zayiftir ve egrinin altinda
kalan alanlarin farklilig: istatistiksel olarak sadece knock out hayvanlar ve flox kontrolleri
arasinda anlamli bir diizeye erismektedir (p=0,037). Bu durum “daha yiiksek bir viicut
agirligina sahip olan knock out hayvanlar, leptin direnci ile birlikte insiilin direnci de
gelistirmislerdir” seklinde yorumlanabilir ancak bu grubun ITT’lerinde her hangi bir
farklilik gozlenmedigi gibi DEXA sonuglarina gore de viicutlarinin daha diisiik bir yiizdesi
yagdir. Bu gozlemler ilgili deney gruplarinda gozlenen fenotipin karbonhidrat
metabolizmasi ve bunun diizenleyicisi olan karaciger gibi organlardaki farkliliklardan

ziyade yag metabolizmasiyla ilgili oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 4. 14 Chow diyet grubuna iliskin ITT sonuclar
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Sekil 4.14’te egrinin altinda kalan alan icin t-testi kiyaslamalari
Chow Knock out <+ Chow Flox Kontrol 0,010
Chow Knock out <» Chow Cre Kontrol 0,099

Chow Cre Kontrol <+ Chow Flox Kontrol 0,002

Cizelge 4. 3 sekil 4.14’teki verilere iliskin T testi p degerlerini gosterir cizelge. p<0,05 seklindeki
degerler yesil zemin ile isaretlenmistir.

Knock out fenotipin en belirgin oldugu HFD grubunun aksine, iTT’inde gruplar arasi
farklilik sadece chow diyet grubunda ortaya cikmistir. Ancak bu farkliligin anlamlilik
iliskileri incelendiginde (cizelge 4.3) mevcut etkinin XBP1 silinmesiyle degil de cre
rekombinaz varligi ile alakali oldugu goriilebilir. Zira farklilasan grup flox kontrollerdir ve
cre kontroller ile knock out’lar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bir degere
varmamaktadir. Boylece gozlenen fenotipin bilyiik Olclide cre rekombinaz etkisinden

kaynaklandig1 kanaati olusmaktadir.
4.6 Metabolik Kafes Verileri (CLAMYS)

HFD grubunda go6zlenen obez, cok yiyen, leptin direngli ve fakat diisiik viicut yag yiizdeli
fenotipi aciklamak i¢in en uygun yaklasimlardan biri metabolik kafes sistemi kullanarak
hayvanlarin hareketlilikleri ve metabolik diizeylerinin belirlenmesidir. Ayrica metabolik
kafes sisteminden elde edilecek veriler leptin direngli bir fenotipin var olup olmadiginin ve

ozelliklerinin anlasilmasinda da onemli bilgiler saglar.

Metabolik kafes verileri 3 farkli analiz setinden olusmaktadir. Bunlardan ilki yer
degistirme hareketlerinin Ol¢timiidiir. Sekil 4.15 ve 4.16’da verilen grafiklerde sirasiyla
HFD ve chow diyet grubu hayvanlarinin kafes icerisindeki yer degistirme hareketlerinin
bir dokiimii goriilmektedir. CLAMS kafeslerinde hayvanlarin detektorlerin oniinden her
gecisi algilanarak kaydedilmektedir. Daha sonra bu hareketlerin detektorler iizerinde belirli
bir sira ile sinyal yaratanlar1 yazilimsal olarak segilerek x ve y eksenleri i¢in ayri ayr yer
degistirme hareketleri verisine doniistiiriilmektedir. Boylece bulundugu yerde kimildama,
cesitli nobet ve titremeler veya kuyruk hareketleri gibi nedenlerden kaynaklanan ol¢iimler
dikkate alinmamis olur. Bu sayede bulundugu yerde kimildayan bir hayvanla gercek
anlamda hareket eden bir hayvan birbirinden ayirt edilebilir ve enerji harcamasina iliskin

hesaplarin daha dogru olmasi saglanir.
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CLAMS Yerdegistirme Hareketleri Verisi (HFD Grubu)
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Sekil 4. 15 HFD grubu hayvanlarin CLAMS sistemi gozlemlerinden elde edilen, x ve y eksenlerindeki toplam yerdegistirme hareketlerini gosterir grafik.
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CLAMS Yerdegistirme Hareketleri Verisi (Chow Diyet Grubu)
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Sekil 4. 16 Chow diyet grubu hayvanlarin CLAMS sistemi gozlemlerinden elde edilen, x ve y eksenlerindeki toplam yerdegistirme hareketlerini gosterir grafik.
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Yer degistirme hareketleri verisi incelendiginde goriilecektir ki ii¢ genotip, 6zellikle HFD
ile beslendikleri kosulda birbirinden farkli birer fenotip vermektedir. HFD grubundaki
knock out hayvanlar kan leptin diizeyleri dikkate alindiginda en yiiksek leptin direncine
sahip grup olmalidir. Ancak sekil 4.15’e bakildiginda, leptin direngli fenotipten
kaynaklanan beklentinin tam aksine, en hareketli grup olduklar1 goriilmektedir. Bu
durumun olas1 bir agiklamasi, leptin algilayan sistemlerden birisi olan POMC néronlarinda
XBPI silinmesiyle olusan E.R. stresi ve takip eden islev bozuklugunun leptin direncine yol
acip hayvam daha ¢ok yiyen ve daha kilolu bir hale getirmis olmasi ve fakat onemli bir
transkripsiyon faktorii olan XBP1’1n yoklugunda degisen gen ifadesi profilinin ve XBP1
eksikligini dengeleme mekanizmalarinin, daha hareketli ve daha lipolitik bir fenotip

iretmis olmasi olabilir.

Sekil 4.16’da chow diyet alan hayvanlar icin de benzeri bir durum, daha zayif da olsa,
gozlenmektedir. Ancak burada asil sasirtici olan sey bu grubun en ¢ok yemek tiiketen ve
zayif hayvanlar olan Cre kontrol grubunun ayni zamanda belirgin bir sekilde en diisiik
hareketlilige sahip grup oldugunun goriiliiyor olmasidir. Bu durumun olasi nedenleri
yukarida degindigimiz gibi cre rekombinazin metabolik bir yiik veya yiiksek ifade diizeyi
gibi bir nedenle bizzat kendisinin E.R. stresi yaratarak bir fenotip ortaya koymas1 olabilir.
Her durumda Cre-Lox rekombinasyonuna dayali sistemler kullanilirken alisilageldigi gibi
sadece flox kontrol kullanilmasinin dogru bir yaklagim olmadigr agiktir. Cre’nin kendi

fenotipi vardir ve mutlaka hesaba katilmas1 gerekmektedir.

Metabolik kafes verilerinden ikincisi hayvanlarin tirettigi 1s1dir. Sekil 4.17, ¢izelge 4.4 teki
p degerleri dikkate alinarak incelendiginde ii¢ sonu¢ ortaya c¢ikar. Hem POMC
noronlarindan XBP1 silinmesinin, hem de cre’nin kendilerine 6zgii birer fenotipi vardir.
Bu fenotipler diyet bagimhidir ve farkli diyetle beslenen gruplarda farkli fenotipler
gozlenmistir. Ayrica tek basina diyet degisikliginin de onemli etkileri vardir. Bu durum,
aym genotipe sahip olup da iki farkli diyet ile beslenen hayvanlar arasinda goriilen

istatistiksel olarak iist diizeyde anlaml farklilik verisi incelenerek goriilebilir.

Daha yiiksek kilolu hayvanlarin daha biiyiik viicut kiitlesi nedeniyle toplamda daha fazla
metabolik 1s1 iiretmeleri anlagilabilir bir durumdur. Ancak tek basina HFD grubu ele
alindiginda goriilecektir ki knock out hayvanlar cre ve flox kontrollerinden belirgin 6lciide

daha fazla 1s1 iiretmektedirler. Bu fark cre kontrollerle kiyaslanarak degerlendirildiginde
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istatistiksel olarak da anlamlidir. Ayrica flox kontrollerle olan farkliligin anlamliligina

iliskin p degeri de p<0,05 diizeyine olduk¢a yakindir.

Ist Uretimi (kcal/hr)
0,60
0,40 -
W HFD Flox Kontrol
0,20 - W HFD Cre Kontrol
m HFD Knock out
B Chow Flox Kontrol
B Chow Cre Kontrol
0,00 - ® Chow Knock out

Sekil 4. 17 CLAMS 1s1 iiretimi verisi. Hayvanlarin iirettigi 1s1 tiiketilen O, ve iiretilen CO,
miktarlarindan cihazin yazihhminca otomatik olarak iiretilmektedir.

Ist Uretimi icin T Testi Kiyaslamalar p Degeri

HFD Cre Kontrol «» HFD Knock Out 0,035

HFD Flox Kontrol «» HFD Knock Out 0,081%* Cizelge 4. 4 Sekil 4.17 icin gruplar

HFD Cre Kontrol <> HFD Flox kontrol | 0,433 arast  farkhiiklarm  anlamhik
testlerine dair p degerleri cizelgesi.

Chow Cre Kontrol <» Chow Knock Out 0,918 Agik  yesil zeminle isaretlenen
Chow Flox Kontrol <> Chow Knock Out |0,048 ﬁfgerler 0,01 l< P s 10’05 ;’ev aﬁl?k
% rmiz1 zemin ile isaretlenen degerler

Chow Cre Kontrol «» Chow Flox Kontrol |0,052 e p < 001 anlamndadr.
HFD Cre Kontrol «» Chow Cre Kontrol 0,003 istatistiksel olarak anlamlilik sinirma
HFD Flox Kontrol <» Chow Flox Kontrol |0,003 ulasamamis egilimlere iligkin

degerler, yanlarmma ‘*” jsareti
konularak isaretlenmistir.

HFD Knock Out <» Chow Knock Out 0,002

Chow diyet grubunda ise yukarida aktarilan diger deney ve gozlemlere paralel sekilde cre
rekombinazin fenotipi belirgindir. Zira istatistiksel olarak anlaml farkliliklar flox kontrol
ile cre kontrol gruplar1 ve yine flox kontrol ile knock out gruplar arasinda, iistelik de ayni
diizeylerde gozlenmislerdir. Bu iki farkli kiyaslamaya iliskin ve aymi diizeylerde
godzlemlenen anlamh farkliligin tek ortak noktasi cre rekombinaz ifadesidir. Daha 6nce de
vurgulandigi gibi cre’nin bir fenotipinin oldugu ve dikkate alinmasi gerektigi yine ortaya

cikmig, ayrica POMC noronlarinda XBP1 silinmesinin yarattifi fenotipin diyet bagiml
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olarak ortaya ¢iktigi da bir kere daha gosterilmistir. Farkli analizlerin benzer iliskiler

ortaya koymasi ile yapilan yorumlarin giicii ve gecerliligi artmaktadir.

Uciincii metabolik kafes verisi RER’dir. RER solunum Kkatsayis1 anlamdaki “Respiratory

Exchange Ratio” ifadesinin kisaltmasidir. Bu deger bir orandir ve birimsizdir. Formiilii;

V CO2
V02

RER =

seklindedir. Tiim bu basitligine ragmen metabolizma ¢aligmalarinda ¢ok

onemli ve bilgi vericidir. Ciinkii bu oran canlinin enerji liretim siireclerinde karbonhidrat
m1 yoksa yag mu kullandigi hakkinda bilgi verir. Cizelge 4.5°te farkli baslangic
molekiillerinin tiiketilmesi ile enerji tiretildiginde olusacak RER degerleri listelenmistir.
Saf yag asitleri kullanilarak bile elde edilebilecek en diisikk RER 0,7°dir. Saf karbonhidrat
yakarak ise maksimum 1 degeri elde edilebilir. Ancak yiiksek diizeyde oksitlenmis ve
enerji kaynag olarak degil de metabolik reaksiyonlarda ara molekiil olarak kullanilan
cesitli organik asitlerin oksidasyonu 1’den biiyiik bir deger verir. Su halde dogal kosullarda
bir canlidan olciillecek RER degeri i¢in en mantikli beklenti 1 ile 0,7 arasindadir. Sekil
4.18’de verilen RER degerleri incelendiginde goriilecektir ki deneyden elde edilen degerler

bu beklenti ile ortiismektedir.

Kullanilan Molekiil RER

Karbonhidratlar 1

Proteinler 0,8-0,9

Ketonlar 0,73 - 0,66

Triolein 0,7

Oleik Asit (zeytinyagi bileseni) |0,71

Tripalmitin 0,7

Malik Asit 1,33

Tartarik Asit 1,6 Cizelge 4. 5 Eneriji iiretiminde kullamlan farkh
Oksalik Asit 4 moleKkiillerin oksidasyonlar1 sonucunda olusan

RER degerlerini gosterir cizelge

RER verilerinin en ilging yam1 POMC promotoru ile ifade edilen Cre rekombinaz ve
POMC o6zgiill XBP1 knock out genotiplerin birbirinin zitt1 iki farkli fenotip iirettigini
gostermesidir. Her ne kadar chow diyet grubunda istatistiksel olarak anlamli bulunmamissa
da HFD grubundaki ile neredeyse ayni profili gostermesi bakimidan bu veri de soz
konusu goriisii giiclendirmektedir. Ozetle Cre kontrol hayvanlart biiyiik 6lciide
karbonhidrat tiiketmekte ve yagi, varsa depolayarak kilo almakta iken (HFD Cre kontrol
grubunda oldugu gibi), olmadigi durumda aldigi karbonhidrati harcayarak daha zayif

kalmaktadir (tahil icerigi yiiksek chow diyet ile beslenen Cre kontrol grubunda oldugu
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gibi). Ancak knock out hayvanlar gelistirdikleri POMC 6zgiil ER stresi ve iligkili leptin
direnci nedeniyle kilo almakta ancak muhtemelen XBP1 delesyonunu dengeleyici ve veya
bu delesyon nedeniyle degisen gen ifade profili degisiklikleri nedeniyle lipolitik olmakta
ve temel besin maddesi olarak yagi kullanmaktadirlar. Yabanil tiire en yakin soy olan flox
kontrol hayvanlan ise bu tiir bir etkinin yoklugunda bu iki genotipin arasinda bir RER
degeri almaktadirlar. Bu durum daha onceki verilerden gelistirilen leptin direncli fakat

lipolitik bir fenotip degerlendirmesini giiclendiren yeni bir veri olusturmaktadir.

R.E.R
0,96 W Chow Flox Kontrol
0.92 B Chow Cre Konrol
’ ® Chow Knock out
0.88 m HFD Flox Kontrol
! ® HFD Cre Konrol
0.84 - m HFD Knock out
0,80 -
0,76 -
0,72 -
0,68 -
0,64 -
0,60 -

Sekil 4. 18 Gruplarin ortalama RER degerleri

R.E.R. icin T Testi Kiyaslamalari p Degeri
HFD Cre Kontrol «» HFD Knock Out 0,011
HFD Flox Kontrol «» HFD Knock Out 0,194
HFD Cre Kontrol «<» HFD Flox kontrol 0,004
Chow Cre Kontrol <> Chow Knock Out 0,106
Chow Flox Kontrol <> Chow Knock Out |0,792
Chow Cre Kontrol «» Chow Flox Kontrol |0,164
HFD Cre Kontrol «<» Chow Cre Kontrol 0,001
HFD Flox Kontrol <+ Chow Flox Kontrol |0,006
HFD Knock Out <> Chow Knock Out 1,18x10°

Cizelge 4. 6 RER icin gruplar arasi farkhiliklarin anlamhilik testlerine dair p degerleri cizelgesi. Acik
yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p < 0,05 ve acik kirmizi zemin ile isaretlenen degerler ise p <
0,01 anlamindadar.
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CLAMS sisteminde elde edilen veriler pek ¢ok metabolik parametrenin ayr1 ayr olgiiliip

daha sonra bu oOl¢iim sonuclarinin belirli formiilasyonlar ile degerlendirilmesiyle elde

edilmektedir. Bu nedenle her Olc¢iime iliskin ham veriye de ulagsmak miimkiindiir.

Metabolik 1s1 iiretim hesabinda Isi(kcal/LL O,) = (3,815 + 1,232 x RER) x VO,(L)” formiilii

uyarinca RER verisi ile birlikte kullanilmas1 nedeniyle incelenmesi bilgi verici olan O,

tiketim degerleri sekil 4.19°da ve gruplar arasi farkin anlamliligina iliskin t testi p

degerleri de ¢izelge 4.7°de verilmistir. Bu ham verideki sayisal deger kafese giren havadaki

%0, miktarindan kafesten ¢ikan havadaki %O, miktarinin ¢ikartilmasi neticesinde kalan

say1y1 temsil etmektedir. Grafik olusturulurken, her hayvan i¢in her dl¢iimde hesaplanan

bu AQO; degerinin gruplar i¢in ortalamalar alinarak bu deger kullanilmistir.

0,35

AO,

0,30

0,25

0,20 -

0,15 -

0,10 -

0,05 -

0,00 -

B Chow Flox Kontrol
H Chow Cre Kontrol
B Chow Knock out
B HFD Flox Kontrol
m HFD Cre Kontrol
m HFD Knock out

Sekil 4. 19 Gruplarin ortalama AO, degerlerini gosterir cizelge.

Delta O2 icin T Test Kiyaslamalar: p Degeri
HFD Cre Kontrol «» HFD Knock Out 0,029
HFD Flox Kontrol <~ HFD Knock Out 0,069*
HFD Cre Kontrol «» HFD Flox kontrol 0,447
Chow Cre Kontrol «» Chow Knock Out 0,988
Chow Flox Kontrol «<» Chow Knock Out 0,038
Chow Cre Kontrol «<» Chow Flox Kontrol |0,039
HFD Cre Kontrol <» Chow Cre Kontrol 0,003
HFD Flox Kontrol < Chow Flox Kontrol |0,001
HFD Knock Out <> Chow Knock Out 0,002
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Cizelge 4. 7 Sekil 4.19 icin gruplar

arasl farkhihklarin anlamhhk
testlerine dair p degerleri cizelgesi.
Acik  yesil zeminle isaretlenen

degerler 0,01 < p < 0,05 ve acik
kirmizi zemin ile isaretlenen degerler
ise p < 001 anlamindadir.
istatistiksel olarak anlamlihk simrina
ulasamanms egilimlere iliskin
degerler, yanlarma ‘*” isareti
konularak isaretlenmistir.



4.7 Viicut Sicakhig Verileri

Metabolik kafes (CLAMS) deneylerinden elde edilen verilerden POMC néron spesifik
XBP1 knock out hayvanlarin HFD ile beslenirken anlamli oOlciide daha yiiksek bir
metabolik 1s1 iirettikleri goriilmiistiir. Her ne kadar deneyde kullanilan model organizma bir
memeli hayvan olarak viicut sicakligini aktif bicimde koruyabiliyor olsa da, gozlenen
gruplar arasi farkl 1s1 iiretim degerleri ve farkli besin maddelerini enerji kaynagi olarak
kullanma durumunun, viicut sicakligi iizerinde etkisi olabilir. Bu durum go6zlenen fenotipi
daha iyi tanimlayacak ve gen silinmesine bagli ER stres iizerinden gelisebilecegi hipotetize
edilen leptin direnci kosullarim1 daha iyi tamimlayabilecek bir veri sunabileceginden tiim
hayvanlarm viicut sicakliklar1 3 defa dlciilmiistiir. Her grubun her 6l¢iimiiniin ve gruplarin

tiim Ol¢timlerinin ortalamalarim yansitan grafik sekil 4.20°de verilmistir.

Veriler dikkatlice incelendiginde goriilecektir ki farkli gruplarin viicut sicakliklarinda
anlamlilig1 tutarh bir sekilde birden cok defa elde edilebilmis bir farklilik yoktur. Bu
nedenle bazi1 Olclimlerde gozlemlenen istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin da bir

anlam1 yoktur.

Ortalama Viicut Sicakhigi (°C)

38,5
38
37,5
B Chow Flox Kontrol
37 B Chow Cre Kontrol
® Chow Knock out
36,5 H HFD Flox Kontrol
m HFD Cre Kontrol
36 m HFD Knock out
35,5
35

ORTALAMA Olgiim 1 Olgiim 2 Olgiim 3

Sekil 4. 20 Her grubun ortalama viicut sickhiklarmi, birer hafta arayla yapilan birbirinden farkh
olciimler icin grup ortalamalari ve tiim bu él¢iimlerin grup ortalamalari cinsinden gosterir grafik.
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T Testi p Degerleri Ortalama |Olciim 1 | Olciim 2 | Ol¢iim 3
HFD Knock Out <> Chow Knock Out 0,051* 0,132 0,348 0,136
HFD Flox Kontrol «<» Chow Flox Kontrol | 0,001 0,002 0,439 0,182
HFD Cre Kontrol «<» Chow Cre Kontrol |0,394 0,945 0,789 0,117
HFD Flox Kontrol <> HFD Knock Out 0,000 0,000 0,060%* 0,934
HFD Cre Kontrol <~ HFD Knock Out 0,052%* 0,000 0,148 0,747
HFD Cre Kontrol «<» HFD Flox kontrol 0,006 0,001 0,597 0,813
Chow Flox Kontrol <> Chow Knock Out |0,380 0,577 0,012 0,771
Chow Cre Kontrol <+ Chow Knock Out | 0,047 0,568 0,044 0,020
Chow Cre Kontrol «<» Chow Flox Kontrol | 0,179 0,775 0,967 0,072%

Cizelge 4. 8 Sekil 4.20 icin gruplar arasi farkhliklarin anlamlilik testlerine dair p degerleri cizelgesi.
Acik yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p < 0,05 ve acik kirnmzi zemin ile isaretlenen degerler ise
p < 0,01 anlamindadir. istatistiksel olarak anlamliik sinira ulasamanus egilimlere iliskin degerler,
yanlarna ‘“*” isareti konularak isaretlenmistir.

Gercekten de viicut sicakliklar1 arasinda anlamli ve tutarli bir farklilik olmayabilir. Fakat
var olan farkliliklarin ¢ok diisilk olmasit ve Olciimlerdeki rastgelelilikten kaynaklanan
sapmalarin genliginin bu farklardan biiyilk olmasi gibi bir durumda, az sayida yapilan
ornekleme ile, her grubun etrafinda dalgalandigi ve bir diger gruptan farkli olan sicaklik
derecesini tespit etmek miimkiin degildir. Cok sayida 6rnekleme yani ¢ok sayida sicaklik
Olctimii ile bu sorun asilabilir (tipk1 gida alimi degerlerinde oldugu gibi) ancak hayvanlar
rahatsiz eden her tiirlii uygulamanin gida alim iizerinde net bir etkisi oldugundan deney
grubu hayvanlar icin burada gosterilenden daha fazla sayida viicut sicakligi ol¢iimii

yapilamamustir.

4.8 Trigliserit ve Serbest Gliserol Olciimleri

Yukarida aktarildigi gibi sadece bir leptin direnci durumu degil aym zamanda yag
metabolizmasimi ilgilendiren bir alt yapidan siiphe edilmesi nedeniyle ilgili fenotipi, kan
trigliserit ve lipoliz {iriinii olan serbest gliserol miktarlart acisindan da inceledik. Bu
incelemelerden ilgili fenotipin karakterizasyonu agisindan son derece ilging bazi sonuglar
elde edilmistir. Her seyden 6nce chow diyet ile beslenen zayif hayvanlarda serum trigliserit
diizeyleri yalmzca ortalama degerler dikkate alindiginda daha yiiksektir. Ancak bu deger
istatistiksel olarak anlaml bir diizeye erismemistir. Tiim bunlar sekil 4.21°de verilen serum
trigliserit diizeyleri ve ¢izelge 4.9°da verilen bu diizeylere iligkin farklarin anlamliliklarina
iliskin t testi p degerleri incelenerek goriilebilir. Enzimatik yolla trigliserit 6l¢iimii yapan
kitler kullanildig1 i¢in bu trigliseritlerin nasil paketlendigini bilme ihtimali yoktur. Ancak

zayif hayvanlarda gozlenen daha yiiksek trigliserit miktarlar yiiksek HDL diizeylerinden
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kaynaklaniyor olabilir. Ayrica bu gruplarin standart hatalar1 da HFD gruplarina kiyasla ¢ok
daha yiiksektir. Bu durum bireysel farkliliklarin cok daha fazla oldugu anlamina gelir. Tiim
bunlarin haricinde genotipe ya da diyete bagli ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamamistir. Belki de bu ol¢iimlerde elde edilen en ilging sonug, her hangi bir ciddi

farkliligin gozlemlenememis olmasidir.

Ancak serum serbest gliserol degerleri icin farkli gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar vardir. Ayrica chow diyet grubunda trigliserit l¢iimlerinin aksine HFD
grubuna yakin diizeyde bir standart hata degeri elde edilmistir. Olciimler icin kullanilan kit
iki basamakli bir enzim reaksiyonuyla once serbest gliserol miktarin1 daha sonra da
trigliserit miktarini1 6lgmektedir. Bu nedenle serum trigliserit miktarlarinda gozlenen biiyiik
standart hatanin muhtelif uygulama hatalarindan degil gercek olciim degerlerinin yiiksek

standart sapmasindan kaynaklandigi aciktir.

Sekil 4.22 ve sekil 4.22°deki verilere iliskin t testlerinin p degerlerinin bulundugu cizelge
4.10 incelendiginde goriilecektir ki, daha once sunulan verilere benzer bir durum aynen
serum serbest gliserol degerleri icin de s6z konusudur. Oncelikle diyete bagl biiyiik bir
farklilik s6z konusudur. Knock out fenotip diyete bagl olarak sadece HFD grubunda

gozlemlenirken, chow diyet grubunda cre rekombinazin belirgin bir fenotipi vardir.

1,20
1,10
1,00 - = Chow Flox Kontrol
0,90 - B Chow Cre Kontrol
0.80 ® Chow Knock out
5 B HFD Flox Kontrol
2 070 - m HFD Cre Kontrol
2 ® HFD Knock out
= 0,60 -
£
5 050 ~
(72}
E 0,40 -
-1
E 030 -
0,20
0,10
0,00 -

Sekil 4. 21 Her grubun mg/ml cinsinden ortalama serum trigliserit diizeylerini gosterir grafik
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Serum Trigliseritleri icin T Testi Kiyaslamalar1 |p Degeri
HFD Cre Kontrol <» HFD Knock Out 0,509
HFD Flox Kontrol «<» HFD Knock Out 0,272
HED Cre Kontrol <» HFD Flox kontrol 0,729
Chow Cre Kontrol «» Chow Knock Out 0,815
Chow Flox Kontrol <~ Chow Knock Out 0,804
Chow Cre Kontrol «<» Chow Flox Kontrol 0,987
HFD Cre Kontrol «<» Chow Cre Kontrol 0,264
HFD Flox Kontrol «<» Chow Flox Kontrol 0,219
HFD Knock Out <> Chow Knock Out 0,625

Cizelge 4. 9 Sekil 4.21 icin gruplar arasi farkhiliklarin anlamhilik testlerine dair p degerleri cizelgesi.

Her ne kadar gliserol bir lipoliz iiriinii olsa da diisiik gliserol diizeyleri her zaman igin

diisiik lipoliz diizeyi anlamina gelmez. Gliseroliin yiiksek kullanim diizeyi de daha diisiik

bir serbest gliserol diizeyi olugsmasina neden olabilir. Gliseroliin temel olarak karaciger ve

bobreklerde kullanildigi ve glikoneogenez ve/veya glikolize,

gliseraldehit-3-fosfat

basamagindan katildig1 dikkate alinirsa, glikoneogenez ve/veya glikolizin diizey ve hizina

baglh olarak artan veya azalan kullamimindan bahsedilebilir. Fakat bunun i¢in 6ncelikle

glikoneogenez ve glikoliz diizeyleri incelenmelidir. Her durumda serbest gliserol ve

trigliserit verilerinden cikan sonug, diger verilerdekine paralel bir fenotipe ve yagin

tasinimdaki miktarindan ziyade metabolizmasindaki bir degisiklige isaret etmektedir.

1,35

1,20

1,05

0,90

0,75

0,60

0,45

mg/ml serum serbest gliserolii

0,30 -

0,15 -

0,00 -

B Chow Flox Kontrol
B Chow Cre Kontrol
H Chow Knock out
B HFD Flox Kontrol
H HFD Cre Kontrol
B HFD Knock out

Sekil 4. 22 Her grubun mg/ml cinsinden ortalama serum serbest gliserol diizeylerini gosterir grafik
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Serum Trigliseritleri icin T Testi Kiyaslamalar1 |p Degeri
HFD Cre Kontrol <~ HFD Knock Out 0,064*
HFED Flox Kontrol «<» HFD Knock Out 0,000
HFD Cre Kontrol <~ HFD Flox kontrol 0,101
Chow Cre Kontrol «» Chow Knock Out 0,024
Chow Flox Kontrol «<» Chow Knock Out 0,256
Chow Cre Kontrol «<» Chow Flox Kontrol 0,086*
HFED Cre Kontrol «<» Chow Cre Kontrol 0,000
HFD Flox Kontrol «<» Chow Flox Kontrol 0,000
HFD Knock Out «<» Chow Knock Out 0,000

Cizelge 4. 10 Sekil 4.22 icin gruplar arasi farklihiklarin anlamhlik testlerine dair p degerleri cizelgesi.
Acik yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p < 0,05 ve acik kirmizi zemin ile isaretlenen degerler ise
p < 0,01 anlamindadir. istatistiksel olarak anlamliik siniria ulasamanus egilimlere iliskin degerler,
yanlarna ‘“*” isareti konularak isaretlenmistir.

4.9 Total Kolesterol Olciimleri

Kolesterol olciimlerinde de serbest gliserol diizeylerinde gozlenenle tamamen ayni fenotip
ortaya ¢ikmistir. Ancak bu sefer var olan iligskide serbest gliseroliin yiiksek oldugu grupta,
bunun aksine diisiik bir kolesterol diizeyi gozlenmektedir. Yani tiim iligki oriintiisii aynen,
fakat diizeyler itibariyle ters donmiis bir halde elde edilmistir. Bu veriler Sekil 4.23’te ve

bu sekildeki verilerin t testlerine iliskin p degerlerinin oldugu cizelge 4.12’de incelenebilir.
Kolesteroliin temel olarak hiicre zarinda kullanildig1 ve kan diizeylerinin kanin igerdigi
cesitli lipoproteinlerin diizeyi ile iliskili oldugu diistiniiliirse (bakiniz cizelge 4.11) gruplar

arasinda gozlenen anlamli farkliliklarin taginan yagin tiirii ile ilgili olabilecegi sonucu

cikarilabilir.
Y?gg/;g:l)lk Simif % Protein | % Kolesterol % Fosfolipit 1?012 :tlfll-l:f Z?t::i
>1,063 HDL 33 30 29 4
1,019-1,063 LDL 25 50 21 8
1,006-1,019 IDL 18 29 22 31
0,95-1,006 VLDL 10 22 18 50
<0,95 Silomikron <2 8 7 84

Cizelge 4. 11 Kan lipoproteinleri. Lipitler kanda basta lipoproteinler olmak iizere cesitli protein
molekiilleriyle iliskili halde tasinirlar. Bu paketlere lipoprotein partikiilleri ad1 verilir. Lipoproteinler
icerdikleri yag ve proteinin tiirii ve miktarma bagh olarak farkh fiziksel 6zellikler gosterirler. Garrett
and Grisham 1995’ten.

Yine sekil 4.23, sekil 4.2 ile birlikte incelendiginde goriilecektir ki, tiim gruplarin total kan

kolesterol diizeyleri viicut agirliklarn iliskisiyle aym iligki bigcimini (goreli oranlar farkli
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olsa da) yansitmaktadir. Bu durum kolesterol metabolizmasinda degisiklik yaratan 6zel bir

genetik etkiden cok, viicut agirligi ve alinan gidanin c¢esidine bagli bir etkiyi akla

getirmektedir.
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Sekil 4. 23 Tiim gruplarin mg/ml cinsinden ortalama total kolesterol diizeylerini ve bu diizeylere iliskin

standart hatalar: gosterir grafik.

HFD Knock Out «» Chow Knock Out 1,2x10°®
HFD Flox Kontrol <> Chow Flox Kontrol |5,46x10"?
HED Cre Kontrol <> Chow Cre Kontrol 1,44x10°8
HFD Flox Kontrol «» HFD Knock Out 0,002
HFD Cre Kontrol «» HFD Knock Out 0,482
HFD Cre Kontrol < HFD Flox kontrol 0,019
Chow Flox Kontrol <> Chow Knock Out | 0,608
Chow Cre Kontrol «<» Chow Knock Out 0,029
Chow Cre Kontrol «» Chow Flox Kontrol |(,073*

Cizelge 4. 12 Sekil 4.23 icin gruplar arasi farkhiliklarin anlamhlik testlerine dair p degerleri cizelgesi.
Acik yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p < 0,05 ve acik kirmzi zemin ile isaretlenen degerler ise
p < 0,01 anlanmindadir. istatistiksel olarak anlamliik simria ulasamamis egilimlere iliskin degerler,
yanlarina ‘“*” isareti konularak isaretlenmistir.
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4.10 qPCR Temelli Gen ifade Analizleri

Her ne kadar fenotipin karakterizasyonunu saglasa da su ana kadar ki calismalar leptin
direncinin diizeyi, genetik kontrolii ve farkli dokularda yarattig: etkiler konusunda detayl
bir inceleme icermemektedir. Bu tiir verilere de ulasilabilmesi amaciyla segilen belirli
dokularda yine secilen belirli genlerin ifade diizeylerindeki degisimler gPCR teknigi ile

incelenmistir. Sonuglar dokulara gore siniflandirilarak asagida verilmistir.

Oncelikle POMC néronlarin bulundugu beyin bolgesi olan hipotalamus, segilen bir dizi
genin ifade diizeyi acisindan incelenmistir. Hipotalamus dokusu i¢in secilen ve qPCR ile
ifade analizi yapilan genlere iligskin veriler sekil 4.24’te verilmistir. Cizelge 4.13’te de bu
genlerin farkli genotip ve diyet gruplari arasindaki ifade farkliliklarinin anlamliliklarina

iliskin t testi p degerleri verilmistir.

Oncelikle POMC ifade diizeyi, yapilan knock out model organizmada bu genin promotoru
kullanildigr i¢in ilk olarak incelenmistir. Yine CART ve AgRP genleri gida alimim
diizenleyen diger noro-peptitlerden olmalart ve hipotalamus arcuate cekirdegin yeme

davranisi ile ilgili temel mekanizmasinin yapi taslari olduklar icin incelenmislerdir.

Pro-opiomelanokortin ifadesi arcuate cekirdekteki bir grup ndronun ayirt edici 6zelligi
oldugundan, buradan yapilacak mRNA 6rneklemesinde tespit edilmesi beklenen
genlerdendir. Bu genin iiriinii olan aMSH merkezi sinir sisteminde, davranig ve metabolik
hiz ile ilgili pek cok bolgede bulunan MC4R reseptorlerine baglanarak yeme davranisini
baskilayan bir norotransmitterdir. POMC Cre hayvanlarin POMC noéronlarinda cre
rekombinaz ifade ettikleri ve bu noronlarin 6lmesine neden olmadiklar1 literatiirden
bilinmektedir. Ancak bu tez caligmasinda kullanilmak {iizere iiretilen POMC noron spesifik
XBP1 knock out model organizmada gézlenen obez ve ¢ok yiyen fenotipin gercekten de
POMC noronlarinda XBP1 silinmesine bagl leptin direnci olusmasindan mi, yoksa bu
noronlarin XBP1 eksikligi ve veya basa bir nedenle 6lmesinden mi kaynaklandigini
anlamanin bir yolu da POMC ifadesini kontrol etmektedir. Bu genin ifadesindeki ciddi bir

diisiis POMC noronlarinin 6lmesinden kaynaklanip gozlenen fenotipin nedeni olabilir.

Tiim genler i¢in oldugu gibi POMC qPCR’1 i¢in de “melting curve” analizi yapilmis ve tek
bir pik verdigi goriilmiistiir. Aym 6rnegin iki farkli 6l¢iimii ¢cok yakin sonuclar vermis ve
Cr’leri belirgin bir ifade diizeyini yansitacak sekilde 22,5 dolaylarinda ¢ikmistir. Bu diizey
ayn1 dokudaki B—actin Cy’sine (20) ¢ok yakindir ve hem yiiksek gen ifade diizeyini hem de

POMC néronlarimin saglikli olduklarim kanitlar.
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Sekil 4.24 ve cizelge 4.13’teki POMC verileri birlikte incelendiginde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadigi goriilmektedir. Aynt durum AgRP ve
NPY noropeptitleri i¢in de gecgerlidir. Bu durum gergekten de gozlenen fenotipin XBP1
silinmesinin ve veya cre rekombinaz ifadesinin POMC noronlarimin islevinde meydana
getirdigi bir degisiklikten kaynaklandigim diisiindiirmektedir. POMC geninin ifade
diizeyleri arasinda anlamliliga en ¢ok yaklasan farklilik HFD ve Chow diyet gruplari
karsilastirildiginda knock out hayvanlardadir. Bu durum goézlenen fenotiple uyumlu bir
sekilde yaratilan genetik degisikligin HFD kosullarinda, hayvanlarin yeme davranisini
baskilama yeteneklerini daha c¢ok disiirdiigiinii akla getirmektedir. Ancak aym profil
AgRP geninin ifade diizeyleri incelendiginde de goriilmistir. AgRP’nin MC4R
reseptorleri i¢in ters agonist oldugu diisiiniiliirse bu durum ilgingtir. Cilinkii AgRP (ve
NPY), POMC’nin aksine istahi artirir ve metabolik hiz ile enerji harcanmasini diisiiriir.
Ustelik de AgRP ve NPY baska bir néron grubunca iiretilen néropeptitlerdir ve POMC
noronlarindaki XBP1 silinmesine bagli olarak olusan ER stres vb kosullardan
etkilenmemeleri gerekir. Bu nedenle, eger bir anlam1 varsa, AgRP néropeptitinin knock out
hayvanlarin HFD ile beslendikleri kosullarda azalmasi, deneysel olarak olusturulan POMC
noron spesifik ER stres nedeniyle azalan POMC ifadesinin yarattigi bir diizenlenme
olabilir. aMSH ile tam tersi bir islev géren AgRP’nin diizeyi, azalan aMSH diizeylerini
takip ederek denge kosulunun saglanmasi icin diizenlenmis olabilir. Yine de tiim bu

farkliliklar sadece birer egilimdir ve istatistiksel olarak anlamlilik sinirim1 agamamustir.

Gida alimini kontrol eden bir diger noropeptit olan CART icin ise farkli gruplar arasinda
egilim cinsinden bile olsa bir ifade farkliligi goriillmemistir. Yine POMC noronlarindan
salinan yeme istegini azaltici bir noropeptit olan CART 1n ifade diizeyinde bir azalma
olmamasi1 gozlenen fenotipin istah1 diizenleyen noropeptitlerle ilgili olmadigini
diisiindiirmektedir. Tiim bunlar knock out hayvanlarda gézlenen yiiksek leptin diizeyleri ile

birlikte degerlendirildiginde hipotezle uyumlu bir leptin direnci goriintiisii olugturmaktadir.

Dogrudan ¢alismanin hedefi olmasi nedeniyle XBP1 diizeylerinin incelenmesi de 6nemli
ve gereklidir. Bu amacla hem XBP1’in bazal ifade diizeyi hem de ER stres ile ilgili

modifikasyonunun diizeyini gosterecek sekilde bir qPCR stratejisi benimsenmistir.
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1,6
T Hipotalamus (qPCR)

AGRP POMC XBPlu+s NPY SERP1 SOCS3 GRP78 MCH TRH XBP1s CART

B Chow Flox Kontrol B Chow Cre Kontrol ® Chow Knock out B HFD Flox Kontrol W HFD Cre Kontrol ® HFD Knock out

Sekil 4. 24 Hipotalamus dokusunda qPCR incelemesi yapilan genlerin farkh genotip ve diyet gruplarmna iliskin ifade profilleri. Tiim degerler grup ortalamasim
gostermektedir ve standart hata barlar ile birlikte verilmistir. Her gen icin ilk grubun degeri 1’e esitlenerek inceleme kolaylhig1 saglanmistir. “y” ekseninde
verilen sayilar kesin miktarlar: degil goreli oranlar1 yansitmak icin kullamilmus rastgele degerlerdir. Her gene iliskin “Cy”” degerleri yalnizca kendi icinde orantili
olarak ve p-aktin Cy’leri ile normalize edilerek verilmistir.
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Her gen icin hipotalamus qPCR t testi p degerleri |AGRP |POMC |XBPlu+s |NPY [SERP1 |SOCS3 (GRP78 |[MCH (TRH XBP1s | CART
HFD Cre Kontrol <> HFD Knock Out 0,989 [0,88 0,016 0,922 |0,05 0,02 0,235 |[0,761 |0,574 |0,151 0,349
HFD Flox Kontrol <> HFD Knock Out 0,462 0,28 0,534 0,169 |0,603 0,134 |0,966 |0,338 |0,593 |0,201 |0,459
HFD Cre Kontrol <> HFD Flox kontrol 0,62 0,332 (0,033 0,398 |0,042 |0,468 ]0,235 0,368 (0,996 |0,927 (0,58

Chow Cre Kontrol €< Chow Knock Out 0,452 (0,489 0,011 0,614 |0,516 0,363 |0,42 0,833 |0,22 (0,196 0,396
Chow Flox Kontrol €< Chow Knock Out 0,399 (0,802 (0,341 0,194 |0,964 0,953 0,007 0,295 |0,67 |0,245 |0,771
Chow Cre Kontrol <> Chow Flox Kontrol 0,821 (0,138 (0,005 0,109 |0,523 0,383 |0,031 |0,266 |0,277 |0,043 |0,626
HFD Cre Kontrol <> Chow Cre Kontrol 0,904 (0,804 (0,546 0,829 |0,924 (0,037 |0,928 0,727 (0,3 0,569 [0,995
HFD Flox Kontrol <> Chow Flox Kontrol 0,898 (0,779 [0,312 0,472 (0,238 |0,28 0,001 |0,689 [0,59 [0,060* |0,68

HFD Knock Out <& Chow Knock Out 0,094* (0,077* (0,387 0,18 |0,263 |0,619 |0,004 |0,63 (0,948 (0,279 (0,343

Cizelge 4. 13 Sekil 4.24 icin gruplar arasi farkhliklarin anlamhilik testlerine dair p degerleri cizelgesi. Acik yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p < 0,05 ve
acik kirmizi zemin ile isaretlenen degerler ise p < 0,01 anlanmundadir. istatistiksel olarak anlamlilik simiria ulasamanus egilimlere iliskin degerler, yanlarina ¢+
isareti konularak isaretlenmistir.
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Buna gore XBP1’in total diizeyini (XBP1lu+s) ve sadece IREla tarafindan splays edilmis
formunun (XBP1s) incelenecegi iki fakli qPCR analizi yapilmistir. Elbette ki beyin
dokusunda noéronlardan ¢ok daha fazla sayida noroglia hiicresi vardir. Ayrica POMC
noronlari da toplanan hipotalamus dokusundaki noronlarin ancak kiigiik bir kesimini temsil
eder. Bu nedenle knock out hayvanlarda da total XBP1 ve XBPls mRNA’lan
kontrollerdeki diizeylere yakin bicimde tespit edilebilir. Bu nedenle goézlenebilecek

farkliliklar genetik modifikasyondan ziyade fizyolojik diizenlemelerden kaynaklanacaktir.

Sekil 4.24 ve cizelge 4.13 incelendiginde goriilecektir ki XBP1’in total ifade diizeyi HFD
ve chow diyet kosullar1 arasinda herhangi bir farklilik gostermemektedir. Ancak XBPls
diizeyleri incelendiginde oOzellikle yabanil tiire en yakin soy olan flox kontrollerde
istatistiksel anlamlilik simirina ¢ok yakin olan belirgin bir fark goriilmektedir. Bunun
nedeni sadece diyetin degismesinin bile Ozellikle besin maddelerini algilayan norolojik

dokularda bir ¢esit ER stresi yaratmasi olabilir.

XBP1’in total diizeyi ayn1 diyeti alan gruplar icinde Cre rekombinaz ifadesine bagl olarak
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermektedir. Bu anlamlilik chow diyet grubunda
cok daha giicliidiir. Chow diyet grubunda gozlenen cre bagimli fenotipin altinda yatan
nedenlerden birisi bu olabilir. Buna ragmen 6zellikle chow diyet grubunda bu total XBP1
mRNA’smin cre kontrol grubunda splays olan kismi flox kontrol genotipi ile

kiyaslandiginda yine istatistiksel olarak anlamli bicimde daha diisiiktiir.

XBP1s bagimli ER stresin diizeyini belirleyebilmek i¢in dogrudan dogruya XBP1’in hedefi
olan SERPI1 ve Grp78 (BiP) ifade diizeyleri de incelenmistir. Grp78 aym1 zamanda
IRElo’nmin etkinligini diizenleyerek XBP1 splaysinin diizeyini belirler. Bu gen protein
iriinleri ayn1 zamanda birer ER saperonudurlar ve ER stresi ile miicadele etmekte
kullanilirlar. Bu genlerin ifade diizeylerindeki degisikligin, model organizmanin iiretilme
stratejisi ve toplanan hipotalamus dokusundaki POMC noronlarinin goreli olarak diisiik
bollugu nedeniyle, POMC néronlarindaki degil fakat bunlara komsu tiim hiicrelerdeki

ifade degisikligi yansitmas1 beklenir.

Grp78 verisi incelendiginde goriilecektir ki sadece diyet degisikligi bile bu genin ifade
profilini anlamli sekilde degistirmektedir. Flox kontroller ve knock out’lar dikkate
alindiginda HFD kosullarinda Grp78 ifadesi chow diyet kosullarina gore daha diisiiktiir. Bu
durum HFD kosullarinda gézlenen ER stresi aciklar niteliktedir. Zira Grp78 ve benzeri

saperonlarin yeterli diizeyde ifade edilmedigi hiicrelere bir de yiiksek diizeyde besin
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maddesi girisi olursa ER stres gelismesi kacimilmazdir. Ancak cre kontroller ilging bigimde
bu profili gostermemektedir. Belki de cre rekombinaz ifadesi baslt basina bir ER stresi
kaynag1 olarak Grp78 diizeylerinin artmasina neden oluyor olabilir. Elbette ki cre
rekombinaz knock out hayvanlarda da ifade edilmektedir ancak belki de XBP1 silinmesi
nedeniyle bu model organizma, gelisen ER stresine yeterli ve gerekli tepkiyi

verememektedir.

SERP1 i¢in de ozellikle HFD kosullarinda Grp78 ile benzeri bir iliski vardir. Aynen
Grp78’de oldugu gibi HFD kosullarinda sadece cre kontrollerde anlamli bir SERP1 ifade
artist goriilmektedir. Bu durum aynen cre kontroller gibi cre rekombinaz ifade eden knock
out hayvanlarda goriilmemektedir ve yine muhtemelen XBP1 silinmesi nedeniyledir. Zira

SERP1 promotoru XBP1 kontroliindedir.

Hipotalamus dokusunda incelenen bir diger 6nemli gen de SOCS3’tiir. Bu gen pek c¢ok
sitokin reseptorii i¢cin sinyal baskilayicidir. JAK-STAT yolagi ile c¢alisan sitokin
reseptorleri iizerinde etkindir. Leptin de sitokin ailesinin bir iiyesidir ve leptin reseptorii de
STATS3 fosforilasyonu ile sinyal iletir. Ayrica SOCS3’iin leptin reseptor sinyali i¢cin de
baskilama yaptigi daha Onceki calismalardan bilinmektedir. Obezitenin iflamatuar bir
durum yarattifi bilinmektedir. HFD kosullarinda sadece cre kontrollerdeki SOCS3
ifadesinin anlamli sekilde artmasi ise belki de yine knock out hayvanlarin stres kosullarina

uygun yaniti veremiyor olmalarindan kaynaklaniyor olabilir.

Son olarak hipotalamustan salgilanan hormonlardan birisi olmasina ragmen gida alimi
izerinde etkisi oldugu bilinen MCH ve hipofiz 6n lobundan TSH salgilanmasini
tetikleyerek tiroit bezinin tiroksin salgilamasini saglayan TRH genlerinin ifade diizeyleri
de incelenmistir. Ozellikle TRH metabolik hizin kontrol edicilerinden birisi olan tiroksin
salgilanmasin1 diizenlediginden go6zlenen fenotipi agiklayabilir. Ancak sekil 4.24 ve
cizelge 4.13 incelendiginde goriilecektir ki bu genlerin ifade diizeylerinde hicbir genotip

veya diyete bagl bir degisim yoktur.

Hipotalamus dokusundaki ¢aligsmalarin bir negatif kontrolii olarak serebral korteks dokusu
da siirh sayida gen icin incelenmistir. Bunlar AgRP, POMC ve total XBP1’dir. Bu
dokuda AgRP ve POMC’nin Cr’leri f—actin Cy’sinden 10 ila 14 basamak asagida (27-32
aras1 degerlerde) ortaya cikarak hipotalamus dokusunun dogru sekilde toplandigini
kanmitlamislardir. Asagidaki cizelge 4.14’te hem hipotalamustan hem de serebral korteksten

yapilan kontrol qPCR’lart icin elde edilen ortalama Cry’ler ve bu ortalamalara iligkin
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standart hatalar verilmistir. Bu cizelge incelendiginde goriilecektir ki serebral korteks

dokusunda PB-actin ile kiyaslandiginda sadece total XBP1 ifade diizeyleri anlamli bir

inceleme yapilacak kadar yiiksektir. Serebral korteks dokusundaki AgRP ve POMC ifade

diizeyleri ise neredeyse yok denecek kadar diisiiktiir. Bu durum literatiirle uyumludur.

Karsilastirmal Cy Degerleri Actin AGRP POMC XBP1lu+s

Serebral Korteks ortalama Cy'leri 18,458 30,920 29,586 25,014
Serebral Korteks icin standart hatalar 0,067 0,099 0,251 0,092
Hipotalamus ortalama Cy'leri 19,743 |  24,557| 23,145 23,155
Hipotalamus icin standart hatalar 0,191 0,335 0,278 0,170

Cizelge 4. 14 Hipotalamus ve serebral korteks dokularindan yapilan qPCR’lar sonucu AgRP ve
POMC icin elde edilen Cy degerlerinin aym dokudaki B-actin Cy degeri ile kiyaslanmasim gosterir

grafik.

Cerebral Cortex qPCR

14

1,2

0,8 -

0,6 -

04 -

0,2 -

XBPlu+s

B Chow Flox Kontrol
H Chow Cre Kontrol
m Chow Knock out
B HFD Flox Kontrol
M HFD Cre Kontrol
H HFD Knock out

Serebral kortex qPCR t testi p degerleri | XBP1lu+s
HFD Cre Kontrol € HFD Knock Out 0,161
HFD Flox Kontrol <> HFD Knock Out 0,047
HFD Cre Kontrol <> HFD Flox kontrol 0,000
Chow Cre Kontrol <> Chow Knock Out 0,001
Chow Flox Kontrol > Chow Knock Out | 0,174
Chow Cre Kontrol <> Chow Flox Kontrol | 0,002
HFD Cre Kontrol €< Chow Cre Kontrol 0,384
HFD Flox Kontrol < Chow Flox Kontrol | 0,003
HFD Knock Out <> Chow Knock Out 0,213
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Sekil 4. 25 Serebral Korteks XBP1 ifade profili.

Cizelge 4. 15 Sekil 4.25 icin p degerleri cizelgesi.
Acik yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p
< 0,05 ve ack kirmizi zemin ile isaretlenen
degerler ise p < 0,01 anlamindadir.



Sekil 4.25 ve cizelge 4.15 birlikte incelendiginde goriilecektir ki POMC néron spesifik
olmasina ragmen cre ifadesi serebral korteks dokusunda XBP1’in bazal seviyesini kuvvetli
ve iist diizeyde anlamli bir sekilde artirmaktadir. Ayrica flox kontrol hayvanlarinin
kiyaslanmasi ile goriilebilecegi gibi diyet degisikligi de bu etkinin tersini yapmaktadir.
Hipotalamustan c¢ok uzaktaki bir dokunun bile bu sekilde etkilenmis olmasi ilgingtir.
Ancak bu degisikligin so6z konusu fenotipe katkisini ortaya koyabilmek i¢in ¢cok daha fazla

calismaya ihtiya¢ vardir.

POMC’nin ifade edildigi ve bu nedenle XBP1’in silinmesinin kaginilmaz oldugu bir diger
doku da hipofizdir. Hipofiz 6n lobunda preproopiomelanokortin proteolitik olarak ACTH’a
doniistiiriilir. ACTH ise adrenal korteksten kortikosteroit’lerin salinmasini diizenler.
Bunlarin arasinda kortizol ve kortizon gibi karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasini

diizenleyen ¢ok 6nemli glikokortikoit hormonlar bulunur.

Hipofiz bezi farelerde son derece kii¢iik oldugundan toplanmasi ve RNA saflastirilmasi zor
bir dokudur. Her ne kadar calisma da toplanan hipofiz dokular1 icin gereken &zen
gosterilmigse de bazi 6rneklerden yeterli miktarda RNA elde edilemedigi qPCR analizleri
sonucu anlagilmis ve bu oOrnekler degerlendirme digi birakilmistir. Bu amagla B-aktin
gPCR’indan elde edilen Cr’ler incelenmis ve Orneklerin genelinin 17 ila 19 arasinda
degisen degerler aldig1 goriilmiistiir. Daha sonra 20, 25, 33, 36 ve 40 seklinde Cr’ler alan 5
ornek hesaplamalardan ¢ikartilmistir. Buna ragmen gruplara iligkin ortalamalarin standart
hatalar1 biiyiiktiir. Fakat bu durumun chow diyet alan hayvanlarda daha belirgin olmasi
gPCR siirecindeki bir hatadan ¢ok gercek bir yiikksek varyasyonu yansittigi diisiincesini

akla getirmektedir.

Sekil 4.26 ve cizelge 4.16 birlikte incelendiginde goriilecektir ki alinan besine baglh
degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. Fakat genotipe bagli anlamli degisimler
vardir ve bu degisimlerin giicii diyet ile alakalidir. Genel goriinti HFD kosulunun

genotipler arasinda gozlenen farkliliklar artirici etki yaptigi seklindedir.
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Hipofiz (qPCR)
1,6

M Chow Flox Kontrol

B Chow Cre Kontrol

® Chow Knock out

B HFD Flox Kontrol

M HFD Cre Kontrol

® HFD Knock out

POMC XBP1s XBP1lu+s

Sekil 4. 26 Hipofiz dokusunda qPCR incelemesi yapilan genlerin farkh genotip ve diyet gruplarma
iligkin ifade profilleri. Tiim degerler grup ortalamasimi gostermektedir ve standart hata barlar ile
birlikte verilmistir. Her gen icin ilk grubun degeri 1’e esitlenerek inceleme kolayhig: saglanmistir. “y”
ekseninde verilen sayillar kesin miktarlar1 degil goreli oranlar1 yansitmak icin kullanmilms rastgele
degerlerdir. Her gene iliskin “Cy;” degerleri yalmzca kendi icinde orantili olarak ve p—aktin Cy’leri ile
normalize edilerek verilmistir.

Her gen icin hipofiz qPCR t testi p degerleri |POMC |XBP1s |XBPlu+s
HFD Cre Kontrol <» HFD Knock Out 0,498 0,156 0,759
HFD Flox Kontrol «<» HFD Knock Out 0,014 0,031 0,010
HED Cre Kontrol <» HFD Flox kontrol 0,002 0,734 10,152
Chow Cre Kontrol «» Chow Knock Out 0,285 0,219 0,497
Chow Flox Kontrol <> Chow Knock Out 0,139 0,454 0,605
Chow Cre Kontrol «<» Chow Flox Kontrol 0,045 0,679 (0,963
HFED Cre Kontrol «<» Chow Cre Kontrol 0,181 0,458 0,210
HFD Flox Kontrol «<» Chow Flox Kontrol 0,290 0,400 10,301
HFD Knock Out «» Chow Knock Out 0,743 0,268 [0,337

Cizelge 4. 16 Sekil 4.26 icin gruplar arasi farkhiliklarin anlamhlik testlerine dair p degerleri cizelgesi.
Acik yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p < 0,05 ve acik kirnmzi zemin ile isaretlenen degerler ise
p < 0,01 anlamindadir.

POMC ifadesi cre kontrollerde flox kontrollere kiyasla anlamli bi¢imde diisiiktiir. Bu etki
HFD kosullarinda daha da belirgindir. Bunun daha diisiik ACTH salgisina yol agmasi ve
daha diisiik bir metabolizma ile daha yiiksek bir viicut agirlig1 ortaya koymasi beklenebilir
fakat cre kontroller her iki diyet grubu i¢in de en yiiksek viicut agirligi olan genotip

degillerdir. Fakat ACTH etkinligi ile salgilanan kortisol ve kortizon’un glikoneogenezi
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artiricr ozellikleri®  dikkate alindiginda ilging bir cizelge ortaya cikar. Cre kontrol
gruplarindaki daha yiliksek RER degeri, diisiik glikoneogenez nedeniyle bu hayvanlarin
gida kokenli glikozu ana besin maddesi olarak yikmalarindan kaynaklanabilir. Bu diisiince
DEXA verileri dikkate alindiginda da gecerlidir. Zira cre kontrol hayvanlar chow diyet
alirken tiim genotip ve diyet gruplan icinde en az viicut yagina sahip grup olmakta, buna
karsin HFD kosullarinda da en tiim deney gruplar1 arasinda en yiiksek diizeyde viicut yagi
bulunan grup haline gelmektedirler. Bu gozlemler gergekten de bu hayvanlarin aldiklar
sekeri enerji i¢in kullanip, yag1 seker iiretmek icin kullanamadiklari sonucunu ortaya
cikartir. Zira nisasta icerigi dogal olarak yiiksek olan tahil temelli chow diyet alan cre
kontroller bunu yaga doniistirmekte en yetersiz grupken, yine HFD ile aldign biiyiik
miktarda yag1 metabolize ederek enerji veya sekere doniistiirme konusunda da en basarisiz

grup olarak tiim gruplar arasinda en yiiksek viicut yag yiizdesini ortaya koymuslardir.

Kknock out’larda ise cre kontrolere kiyasla POMC ifadesinde bir artig vardir. Ancak bu
artis hala flox kontrollerle kiyaslandiginda anlamh 6l¢iide diisiik olan bir diizeye kadardir.
Bu ilging cizelgenun nedeni su olabilir. Cre kontrollerdeki POMC ifade diisiisiiniin nedeni
asint ifade edilen cre rekombinazin ER stres yaratmasi nedeniyle gelisen genel bir
translasyonel baskila ve veya cre rekombinazin Oniindeki POMC promotorunun asiri
calisarak genomik POMC promotoru ile rekabete girip onun ifade diizeyini azaltmasi
olabilir. Ancak knock out’lar XBP1 silinmesi nedeniyle etkin bicimde ER stres algilamasi
yapamadigindan POMC promotorunun ifadesi devam ediyor olabilir. Ger¢ekten de DEXA
verilerinde acikca goriildiigii gibi knock out hayvanlar flox kontrollere daha yakin degerler
almaktadirlar ve her iki diyet grubu icin de cre kontrollerdeki degisimin tersi istikamette ve
fakat flox kontrollerin diizeyine erisemeyen bir degisiklik s6z konusudur. Tiim bunlar
dikkate alindiginda gozlenen fenotipin en azindan bir kismimin hipofize bagh

degisikliklerden kaynaklandig: goriilebilir.

Her ne kadar hipofizdeki degisikliklerin fenotipi agiklayici bir giicii varsa da 6rnegin HFD
grubundaki knock out hayvanlarin neden daha ¢ok yedikleri hala bir soru isaretidir. Bu
durumu en iyi yeme davranigi iizerinde etkili olan hipotalamus ve yeme istegini baskilayan
POMC noronlarindaki ER stres nedeniyle gelisen leptin direncinin bu noronlarin islevini
bozmasi agiklar. Zira yeme davranisi ve leptin direncini diizeyi DEXA sonuglariyla paralel

degildir. Beklentinin aksine cre kontrollerinden daha diisiik bir viicut yag yiizdesi olan

? Farelerde insanin aksine daha etkin olan glikokortikoit hormon kortisol degil kortikosteron’dur. Ancak bu
durum mevcut tartismayi etkilemez, zira kortikosteron da ACTH kontroliinde salgilanmaktadir.
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HFD knock out hayvanlarin daha yiiksek leptin diizeylerine sahip olmalar1 da leptinin hem
tiretilmesinde hem de algilanmasinda bir degisiklik oldugunu ve bunun POMC

noronlarindaki genetik degisikligi takip ettigini gdstermektedir.

Bu konuda literatiirde net bir hesaplama bulunamamis olmasina ragmen, hipofiz
dokusunda yapilan POMC IHC c¢alismalarindan anlasildigi kadariyla, hipofizin ancak %40
kadar1 POMC ifade etmektedir. Bu nedenle knock out hayvanlarda dokunun tamamindan
XBP1 silinmesi s6z konusu degildir. Ayrica ¢alisma icin hazirlanan qPCR primerleri ekson
3 ve bundan daha 3’ bolge dizilerini ¢ogaltacak sekilde tasarlandigi ve LoxP dizilerinin de
ekson 2 etrafinda bulundugu dikkate alinirsa XBP1’in en azindan temel ifade diizeylerinin
hala knock out hayvanlarda da c¢alisilabilecegi goriiliir. Bu delesyonun XBPlu
mRNA’smin IREla tarafindan XBP1s mRNA’sina splays edilmesini nasil etkiledigine dair
bir bilgi yoktur. Ancak ortaya her durumda islevsiz bir gen iiriinii ¢citkmaktadir. Su durumda
hipofiz dokusundaki total XBP1 diizeyleri ve knock out’lar i¢in olan veri kesin olmasa da,

XBP1s ifade diizeyleri, dokunun yiiksek POMC ifade diizeyine ragmen incelenebilir.

Her ne kadar chow diyet grubu i¢in istatistiksel olarak anlamli bir diizeye erisemediyse de
ozellikle HFD grubu verileri XBP1’in hem total diizeyinin hem de XBP1s diizeylerinin
knock out hayvanlarda flox kontrollerle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde arttigim1 gostermektedir. Knock out’larin cre kontrollerden anlamli bi¢cimde farkli
olmamasi nedeniyle bu etkinin cre rekombinaz ifadesinden kaynaklandigi diisiiniilebilir
ancak daha once sunulan pek cok verideki profilin aynisin1 yansitacak sekilde cre
kontroller yine flox kontroller ve knock out’lar arasinda bir deger almaktadirlar. Bu durum
knock out genotipin POMC ifade eden veya buna komsu hipofiz hiicrelerinde bir ER stres

tetiklediginin en acgik gostergesidir.

gPCR caligmasi yapilan bir diger doku da kahverengi yag dokusudur. Bir memeli hayvan
olan Mus musculus igin viicut sicakligin1 korumak cok dnemlidir. Kiiciik viicut bityiikliigii
nedeniyle kolayca 1s1 kaybedebilen bu hayvanin yalnizca bu amag icin etkin bi¢gimde 1s1
ireten en temel sistemi kahverengi yag dokusudur. Kahverengi yag doku sempatik sinir
sistemi kontrolii altindadir ve temel olarak yag yakar. Lipolitik ve leptin direngli fenotipin
gercekten de merkezi sinir sisteminden gelen bir uyari ile mi tetiklendigini anlamak icin
incelenebilecek en ideal doku da budur. Bu nedenle deney hayvanlarindan toplanan
intraskapular kahverengi yag doku bir grup genin ifade profili acisindan incelenmistir.
Bunlar dokuya gelen sempatik sinir sistemi ve lipoliz sinyalini algilayan (B3-Adrenerjik

reseptor [Adrb3]), 1s1 iiretimi ile ilgili olup kahverengi yag dokuya 6zgiil olan (UCP1 ve
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UCP2), kahverengi yag doku biyogenezinde rol oynayan (PPARy1, PPARY2, PGCla ve
PRDM16) ve yag dokudaki inflamasyon diizeyini ortaya koyan (F4/80) bir grup gendir.
Sonuglar asagidaki sekil 4.27 ve ¢izelge 4.17°de verilmistir.

B3-Adrenerjik reseptor ifadesinin farkli diyet gruplan arasinda gosterdigi farklilik sadece
cre kontrollerde anlamli bir diizeye eristigi i¢in diyete bagh etki ¢ok da kuvvetli bir egilim
degildir. Fakat HFD grubundaki B3-Adrenerjik reseptor ifadesinde kismen cre bagimli
olarak olsa da istatistiksel olarak anlaml1 6l¢iide bir artis bulunmasi ilgingtir. B3-Adrenerjik
reseptor, lipoliz sinyalinin ilk alindigi basamaktir. Bir GPCR olan bu reseptdriin aktive
olmas1 adenilat siklaz — cAMP — protein kinaz A (PKA) — lipolitik enzim ve
proteinlerin fosforilasyon yoluyla aktivasyonu seklinde bir sinyal yolag ile lipolize neden
olur. Bu genin ifade diizeyinin artmasi ilgili dokunun sempatik yolla uyarildigina dair net

bir igarettir.

UCP1 (termogenin) icin elde edilen veriler daha da ilginctir. Flox kontroller diyete bagl
bir farklilasma ortaya koymazken, cre kontrol ve knock out hayvanlar chow diyet alirken
azalan, HFD alirken ise artan bir ifade profili sergilemektedirler. Ayn1 diyeti alan cre
kontroller ile knock out’lar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmamasi bu
durumun tamamen cre rekombinaz etkisi ile gelistigini diisiindiirmektedir. Neredeyse
karbon kopya bir profil PPARYy2 ifade diizeyleri icin de gecerlidir. Adipogenez, yag asidi
alimi1 ve depolanmasi gibi islevleri bulunan bir niikleer reseptdr olan PPARy2’nin, yag
asitleri ile aktive olan ve yine bu yag asitlerinin yikimindan elde edilen enerjiyi kullanan

UCPI1 ile aym profili sergilemesi sasirtic1 degildir.

Yag veya kahverengi yag dokuya 6zgiil olmayip daha genis birer dokusal ifade profili
sergileyen PPARY1 ve PGCla s6z konusu oldugunda ise gruplar aras1 anlamli farkliliklar

ortaya cikmamuistir.
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Kahverengi Yag Doku (qPCR) ® Chow Flox Kontrol

.[ B Chow Cre Kontrol
2 m Chow Knock out
m HFD Flox Kontrol
H HFD Cre Kontrol
® HFD Knock out
sl T |

Adrb3 UCP1 PPARgl PPARg2 UCP2 PGCla PRDM16 F4/80

Sekil 4. 27 Kahverengi yag dokusunda qPCR incelemesi yapilan genlerin farkli genotip ve diyet gruplarina iliskin ifade profilleri. Tiim degerler grup
ortalamasim gostermektedir ve standart hata barlari ile birlikte verilmistir. Her gen icin ilk grubun degeri 1’e esitlenerek inceleme kolayhgi saglanmistir. *“y”
ekseninde verilen sayilar kesin miktarlar1 degil goreli oranlar1 yansitmak icin kullamilms rastgele degerlerdir. Her gene iliskin “Cy” degerleri yalnizca kendi
icinde orantih olarak ve p—aktin Cy’leri ile normalize edilerek verilmistir
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Her gen icin BAT qPCR t testi p degerleri [Adrb3 |UCP1 [PPARgl |PPARg2 |UCP2 (PGCla |PRDM16 |F4/80
HFD Cre Kontrol <> HFD Knock Out 0,302 (0,632 0,769 0,627 0,001 10,929 0,523 0,177
HFD Flox Kontrol «» HFD Knock Out 0,032 10,050 (0,204 0,153 0,000 ]0,071* 10,008 0,374
HFD Cre Kontrol «» HFD Flox kontrol 0,006 (0,033 (0,150 0,251 0,715 10,180 0,003 0,700
Chow Cre Kontrol «» Chow Knock Out 0,425 0,511 (0,821 0,863 0,565 10,560 0,704 0,556
Chow Flox Kontrol < Chow Knock Out 0,771 10,459 (0,901 0,217 0,354 10,780 0,847 0,428
Chow Cre Kontrol «<» Chow Flox Kontrol 0,341 0,189 10,891 0,116 0,581 10,437 0,938 0,840
HFD Cre Kontrol «» Chow Cre Kontrol 0,041 10,013 (0,647 0,106 0,180 10,520 0,907 0,052%*
HFD Flox Kontrol <> Chow Flox Kontrol 0,278 (0,428 10,108 0,748 0,838 10,111 0,452 0,135
HFD Knock Out <> Chow Knock Out 0,106 0,000 0,466 0,001 0,000 10,838 0,348 0,022

Cizelge 4. 17 Sekil 4.25 icin gruplar arasi farkhliklarin anlamhilik testlerine dair p degerleri cizelgesi. Acik yesil zeminle isaretlenen degerler 0,01 < p < 0,05 ve
acik kirmizi zemin ile isaretlenen degerler ise p < 0,01 anlanmundadir. istatistiksel olarak anlamlilik simiria ulasamanus egilimlere iliskin degerler, yanlarna ¢
isareti konularak isaretlenmistir.
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Adipositlerin kahverengi yag doku hiicrelerine doniismesindeki en kritik molekiillerden
biri olan PRDM16, flox kontroller ile kiyaslandiginda, yine sadece HFD kosullarinda ve

yine cre bagimli olacak sekilde artan bir ifade profili gostermektedir.

Obez hayvanlarin yag dokularinda yaygin bir inflamasyon oldugu daha 6nceki
calismalardan bilinmektedir. F4/80 verileri bunu dogrular niteliktedir. Bir makrofaj
proteini olan F/80 o©nemli bir inflamasyon marker’idir. Burada asil ilging olan
inflamasyonun HFD knock out grubuna ozgii bi¢cimde artmasidir. UCP2 ifadesi ise
tamamen knock out genotiple ilgili bir degisim gostermektedir. Literatiirde UCP2’nin
sadece bir “uncoupling protein” degil fakat ayn1 zamanda hiicreleri zararh reaktif oksijen
tirevlerinden de koruyan bir protein olduguna dair calisma ve goriisler mevcuttur. Bu
acidan bakilinca HFD knock out’lardaki yiiksek inflamasyon diizeyi ile yiiksek UCP2

diizeyleri ayni islevselligin birer bileseni olarak goriinmektedirler.
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5. SONUC

Tez calismasinda ii¢c 6nemli sonug elde edilmistir. Bunlar test edilen hipotez ile uyumlu bir
gozlem, bu tez calismasinda da kullanilan transgenik model organizmanin gelistirilme
stratejisi ile negatif kontrollerinin se¢cimi hakkinda bazi yeni gercekler ve deneylerin
hayvan davranisi ¢aligmalart iizerindeki etkileri olarak siralanabilir. Ayrica gelecekteki

caligsmalar i¢in bazi yeni sorular da olugsmustur.

Oncelikle hayvan davramsi calismalarinda yapilan her deneysel miidahalenin veriler
izerinde ciddi ve gozle goriiliir etkileri oldugu ortaya ¢ikmustir. Sekil 5.1 incelendiginde
goriilecektir ki viicut agirligi degisimlerinde yapilan deneysel calismalarin etkileri kolayca
izlenebilmektedir. Bu ¢eliskili bir durum yaratmaktadir. Zira deney grubundaki hayvanlari,
kuyruktan kan alma gibi en basit uygulamalar bile etkilemektedir. Ancak bu incelemeleri,
calismanin kontrollii dogas1 geregi, bir diger grup hayvan iizerinde yapma olanag da
yoktur. Sonugcta olabilen en az invazif yontemlerin se¢ildigi bir ¢calisma plam1 hazirlanmasi

kacimilmazdir.
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Sekil 5. 1 Yapilan deneysel calismalarin viicut agirhgi iizerine etkisi. Verilerdeki ani degisim donemleri
deney gruplarindaki hayvanlar iizerinde yapilan fiziksel cahsmalarla zamansal olarak cakismaktadir.
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Bir diger 6nemli sonug literatiirde siklikla yapilan bir yanlis1 agik¢a ortaya koymaktadir.
Giiniimiizde yapilan ve Cre-Lox rekombinasyonu esasina dayanan, knock out model
organizma calismalarinda negatif kontrol olarak floxed hayvanlar kullanilmaktadir.
Incelenen seyin ilgili gen oldugu diisiiniildiigiinde bu yaklasim dogru bulunabilir. Zira
genin varligi ile yoklugunu kiyaslarken degisimin eklenen LoxP dizisinden gelip
gelmedigini anlamak ve veya bu dizilerin etkilerini de hesaba katabilmek icin floxed
hayvanlarin negatif kontrol grubu olarak kullanilmasi akla yatkindir. Ancak dikkatlice bir
inceleme durumun bu kadar basit olmadigim gézler oniine serer. Her durumda intron veya
benzeri kodlanmayan ve diizenleyici bir gorevi de bulunmayan bolgelere eklenen LoxP
dizilerinin belirli bir etki yaratmalar1 zaten beklenmez. Bu durum yoOntemin temel
mantiklarindan birisidir. Ancak bu dizilerden DNA’y1 keserek arada kalan parcayi cikartan
Cre rekombinaz, hedef hiicrelerde iiretilen bir enzimdir ve doku 6zgiil promotoru ile ifade
edildigi dokuda yeni bir protein ortaya c¢ikmasina neden olur. Sonug¢ olarak Cre
rekombinaz ifadesini LoxP dizilerinin varligi gibi ihmal edilebilecek bir etki olarak
degerlendirmek ¢ok da miimkiin ve mantikli degildir. Bu durumda knock out hayvanlarin
tasidig1 genetik degisimlerin (Cre rekombinaz ifadesi + silinmis hedef gen + LoxP dizisi)
gercek negatif kontroliiniin icerdigi genetik modifikasyonlar geregi (Cre rekombinaz
ifadesi + hedef gen) Cre kontrol grubu olmasi daha akla yatkindir. Bu tez calismasinda
hem floxed kontrol grubunun hem de Cre kontrol grubun kullanilmasi neticesinde
goriilmiistiir ki gergekten de bu ii¢ farkli genotipin ii¢ farkli fenotipi vardir ve flox kontrol
grubundaki hayvanlar mevcut literatiir bilgisi 1s18inda degerlendirildiklerinde biiyiik 6lgiide
yabanil soy gibi davranmaktadirlar. Calisma sonucunda knock out soyda gozlenen etkilerin
en azindan bir kisminin Cre rekombinazdan geldigi agikca ortaya ¢cikmistir. Bunun hesaba
katilmadigi ¢aligmalarda gozlenen fenotipler kimi zaman abartili kimi zaman da hatalidir.
Sonug olarak Cre kontrol gruplarinin Cre-Lox rekombinasyonu esasina dayali her model
organizma calismasinda deney gruplan arasinda bulunmasi ve asil negatif kontrol olarak

degerlendirmeye alinmalar1 gerekmektedir.

Tez calismasi sonucunda ER stresinin POMC néronlarini etkiledigine dair bulgulara
ulagilmistir. Knock out grubu pek cok testte hem flox kontrollerden hem de Cre
kontrollerden farkli bir fenotip gostermistir. Ozellikle kaslarda gozlenen titremeye bagl 1s1
tiretme mekanizmas1 haricindeki en temel 1s1 iiretim mekanizmasi olan termogenin ile
mitokondriyal membran potansiyelinden 1s1 lireten bir organ olan kahverengi yag dokudaki

degisiklikler ilgingtir ve hem diyet bagimli hem de knock out genotipe dzgiidiirler. Bu
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durum hipotezle uyumlu bir yorumu ortaya ¢ikartmaktadir. Zira kahverengi yag doku,
Bartness et al. 2010’da detayl1 bir derlemesi verildigi iizere, merkezi sinir sistemi kontrolii
altindadir. Daha da 6nemlisi Song et al. 2008’de gosterildigi gibi kahverengi yag dokuya
projeksiyon yapan sempatik sistemi noronlarinda MC4R reseptorleri vardir. Tiim bunlar
gozlenen ilging fenotipin POMC noron sinyalindeki degisikliklerden kaynaklandigi
izlenimini uyandirmaktadir. Zira kahverengi yag doku ile POMC néronlar1 arasinda net bir
sekilde gosterilmis bir baglant1 vardir ve POMC noéron spesifik XBP1 knock out hayvanlar
Cre kontrollerinin aksine lipolitik ve daha az yagli buna ragmen daha yiiksek kan leptin

diizeyleri ve leptin direncine sahiptirler.

Knock out genotipteki en belirgin degisikliklerden birinin UCP2 ifade diizeyinde
gozlenmesi de ilgingtir. Kan serbest gliserol ve viicut yag yiizdesi verilerinden anlasildigi
gibi lipolitik yapida olan bir fenotipten beklenen sey UCP1 diizeylerinin artmasidir. Ancak
ifade diizeyinde artis gozlenen gen UCP2 olmustur. Andrews et al. 2008 ve Diano and
Horvath 2012°de belirtildigi gibi UCP2 sadece adaptif termogenezde degil, ayn1 zamanda
ve belki de oncelikli olarak oksidatif serbest radikallerin etkisizlestirilmesinde gorevlidir.
Zira UCP2 okside olmus membran lipitleri gibi molekiillerle aktive olur ve membran
potansiyelini diisiirerek serbest radikal olusumunu azaltir. Bu literatiir bilgisi mevcut
gozlemi daha da ilging bir hale getirmektedir zira “ER stresi — obezite — inflamasyon”
iligkisi uzun zamandir bilinmekte ve siklikla cesitli arastirmalara konu olmaktadir
(Hotamisligil 2006, 2008 ve 2010). Dahas1 F4/80 qPCR verilerine bakildiginda &zellikle
HFD grubunda, chow diyet grubuna kiyasla kahverengi yag doku inflamasyon diizeyinde
belirli oranda bir artis oldugu goriilmektedir. Fakat dogrudan dogruya merkezi sinir sistemi
ile iligkili bu dokuda UCP2 ifade artis1i sadece POMC noron spesifik XBP1 knock out
model organizmada gozlenmektedir. Bu durum haliyle, artan yag yakis1 ve iliskili oksidatif
serbest radikal olusumunun UCP2 ifade artiginda temel neden oldugu ve POMC néron
spesifik XBP1 knock out model organizmanin merkezi sinir sistemi kontrolii altinda
lipolitik bir profil sergiledigi diisiincesini akla getirmektedir. Sonu¢ olarak Cre kontrol
hayvanlarin yag depolayan fenotipini, bugiin icin bilemedigimiz mekanizmalarla Cre
rekombinaz varligi; knock out model organizmanin lipolitik, leptin direngli fenotipini ise
yiiksek inflamasyon diizeyli yag dokusunda UCP2 ile enerji harcayan ER stres diizeyi
yiiksek POMC noronlar agiklar. Muhtemel bu néronlarin hem Cre hem de flox kontrol

gruplarin farkli davranisinin altinda iki nedenden biri veya her ikisi vardir. Gelisen ER
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stresi nedeniyle bozulan leptin sinyali ve veya gelisen ER stresi nedeniyle ortaya ¢ikan,

hedef dokulara yonelik hatali sinyal iletimi.

Tez calismasi sonucunda, bu konulardaki ¢aligmalarin gelecekte alacagi yon acisindan
akillara gelen bazi sorular da sOyle siralanabilir. Cre rekombinazin yiiksek hiicresel
diizeyleri de bir cesit ER stresi kaynagi olabilir mi? Eger oyleyse XBP1 silinmesi neden
fenotipi tam tersi olacak sekilde degistirmektedir? UCP2’nin anti-oksidatif 6zellikleri tam
olarak ispatlanirsa, obezitede gozlenen yiiksek inflamasyon diizeyleri ve UCP2 iliskisi

hakkinda daha genel gecerli bir iligkinin varlifindan s6z edilebilir mi?
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