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1. OZET

Deneysel Olarak Mide Kanseri Olusturulan Farelerde Irisin Hormonu ve Baz

Kasektik Faktorlerin Ekspresyonlarinin Incelenmesi

Irisin, fibronektin tip 3 domaini igeren 5. protein (FNDC5)’in ekstraseliiler kisminin
proteoliziyle iskelet kasindan kana salinan ve adipoz dokuda yag oksidasyonunu artirarak
kilo kaybina sebep olan yeni tanimlanmig bir miyokindir. Irisinle ilgili yapilan ¢aligmalar
siirli sayida olup, etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Zayiflamanin siklikla
goriildiigii (mide, pankreas vb.) kanserlerle olan iliskisini inceleyen herhangi bir ¢alismaya
da rastlanilmamistir. Bu ¢alismada irisinin, kilo kaybina sebep olan o6zelligi dikkate
alinarak, deneysel olarak mide kanseri olusturulan farelerin tiimér dokusundan salgilanip

salgilanmadigimin ve kanser kaseksisinde etkili olup olmadiginin aydinlatilmasi amaglandi.

Calismamizda, 60 adet Balb/c irk1 fareden kontrol olarak 12, N-metil-N-nitrozoiire
(MNU) ile kanser olusturmak iizere 48 fare ayrildi ve 150 giinliik oral yolla MNU
uygulanmasinin ardindan sag kalan farelerin dekapitasyonuyla kan, mide, iskelet kasi,
kahverengi ve beyaz yag dokulart alindi. Mide dokularinin histopatolojik degerlendirilmesi
sonucunda; kontrol, MNU uygulanip kanser olugsmayan, kanser 6ncesi ve kanserli olmak
tizere 4 grup olusturulmasi uygun goriildii. Doku 6rneklerinde Fndc5 ve kaseksiyle iliskili
bazi proteinlerin ekspresyonlari, serumlarda ise FNDC5/irisin, bazi inflamatuar ve kanser
belirtecleriyle birlikte bazi kasektik faktorlerin seviyeleri 6lgiildii. Serum orneklerinde
Olgiilen kasektik ve inflamatuar belirteclerle, FNDCS5/irisin seviyeleri kanserli grupta
kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu. Kontrol ve kanserli mide dokularinda Fndc5
ve kasektik faktorlerden ¢inko-a-2 glikoprotein (Zag) genlerinin ekspresyonunun olmadigi,
beyaz ve kahverengi yag dokularinda kanserli grupta kontrol grubuna gore Fndcb
ekspresyonunun anlamli yiiksek oldugu belirlendi. Sonu¢ olarak, mide kanserinin
olusturuldugu farelerin kahverengi ve beyaz yag dokularinda artmig Fndc5 ekspresyonu,
bu proteinin kanser kaseksisinde kasektik faktorler gibi etkili bir faktér olabilecegi
kanaatine varildi. Ancak, midedeki kanserlesme ile irisinin kasektik etkisi arasindaki

iliskinin mekanizmasi aydinlatilamadi.

Anahtar Sozciikler: FNDC5/irisin, Kaseksi, Mide Kanseri, Miyokin



2. SUMMARY

Investigation of The Expression of Irisin and Some Cachectic Factors of
Experimentally Gastric Cancer Developed Mice

Irisin is a recently defined myokine which is released into blood by proteolysis of the
extracellular domain of fibronectin type Ill domain-containing protein 5 (FNDC5) and
which causes weight loss by increasing fat oxidation in adipose tissue. Researches made on
irisin are limited and its mechanism of action has not yet been elucidated. No study
showing its relationship with the neoplasms in which weight loss is frequently seen such as
gastric and pancreatic cancers has been found. By taking the weight reducing effect of
irisin into consideration, to elucidate if irisin is secreted by experimentally developed mice
gastric tumor cells and also if it has any effect on cancer cachexy.

In this research, 12 of total 60 Balb/c mice were taken as control group and N-
nitroso-N-methylurea (MNU) had been administered orally to the remaining 48. After 150
days, the survived mice were Killed by decapitation and their blood and stomach, skeletal
muscle, brown and white adipose tissues were taken. At the end of the histopathological
evaluation of the stomach tissues, it was decided to create 4 groups of which one for the
control group, and the remaining three for MNU administered mice as; with no cancer,
precancer and cancer. For the tissue samples, gene expression analyzes of Fndc5 and some
cachexy related proteins had been made and in the serum samples the levels
FNDCS5/irisin, some inflammatory and tumor markers together with cachectic factors had
been determined. The levels of the inflammatory and tumor markers and the cachectic
factors in the serum samples were found to be significantly higher in the cancer group with
respect to the control group. No expression of Fndc5 and zinc-a-2 glycoprotein (Zag), a
cachectic factor, was seen in the gastric tissues of the control and MNU administered
groups, whereas a significantly increased Fndc5 expression was found in the both white
and brown adipose tissues of the cancer group. In conclusion, it can be mentioned that the
increased Fndc5 expression in the white and brown adipose tissues of the cancer developed
mice could have a cachectic effect. But, it is not possible to explain the mechanism of the

relationship between irisin and gastric cancer development with the results of this study.

Key Words: FNDC5/irisin, Cachexy, Gastric cancer, Miyokine



3. GIRIS ve AMAC

[risin, Bostrom ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda kesfedilmis, ekspresyonu
peroksizom proliferatorleri ile aktiflestirilen reseptor-y-koaktivatér 1-a (PGCl-a)
tarafindan diizenlenen, tip | membran proteini olarak bilinen FNDC5’in ekstraseliiler
kisminin  (amino ucunun) bilinmeyen bir proteaz tarafindan proteolitik olarak kesilmesi
sonucu iskelet kasindan kana salinan ve adipoz doku iizerinde reseptoriine baglanarak,
termogenik fonksiyonu aktive eden 112 amino asitlik polipeptid yapili bir miyokindir
(1). Bu miyokin bazal seviyede kanda bulunmakta olup, akut egzersiz (kisa ve yogun
egzersiz) ile iskelet kasindan kana saliniminin arttigi ve subkutan (derialti) adipoz doku
izerindeki heniliz tanimlanmamis reseptoriine baglanarak, toplam viicut enerjisinin
harcanmasinda 6nemli artisa ve zayiflamaya sebep oldugu bildirilmistir (2, 3). Yeni
kesfedilen bir protein olmasindan dolay1 irisin ile ilgili calismalar sinirlidir ve literatiir
incelendiginde bu miyokinin kanser ve kanserde meydana gelen asir1 zayiflama (kanser
kaseksisi) ile olan iligkisini inceleyen in vivo ve in vitro herhangi bir calismaya
rastlanilmamistir. Bu durumdan yola ¢ikilarak kanser ve kanser kaseksisi ile irisinin

iligkisinin olup olmadiginin arastirilmasi planlanmaistir.

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun asir1 ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi sonucu
meydana gelir. Kanserli olgularin % 30-80’inde hastalik seyri ig¢inde kilo kaybi, kaseksi
ortaya ¢ikmaktadir (4). Ozellikle, mide ve pankreas tiimorlerinde kilo kayb1 ¢ok hizlidur.
Kanserde kilo kayb1 ve kaseksinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla
birlikte, bu siiregte, tiimor hiicrelerinden salinan proteoliz indiikleyici faktor (PIF), ZAG ve
viicut tarafindan asir1 sentez edilen tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-o), interlokin-1 (IL-1)
ve interlokin-6 (IL-6) gibi inflamatuar sitokinlerin énemli oldugu ifade edilmis ve kanser

kaseksisine sebep olan faktorlerin arastirilmasina halen devam edilmektedir (5).

Bu ¢alismada, irisinin kilo kaybina sebep olan 6zelligi dikkate alinarak, bu miyokinin
tiimor dokusundan salgilanip salgilanmadigi ve kasekside etken bir faktor olup olmadiginin
arastirtlmas1 amaglandi. Deneysel olarak mide kanseri olusturulan farelerin tiimor, iskelet
kasi, beyaz ve kahverengi yag dokularinda ve serumlarinda bazi kasektik faktorler (ZAG,
PIF), baz1 inflamatuar ve timor belirtegler beraberliginde FNDC5/irisin’in ekspresyonu ve
seviyeleri ilk kez belirlendi. Boylelikle irisinin kanser ve kanser kaseksisi ile bir iligkisinin

olup, olmadig1 ortaya konulmus oldu.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Kanser

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun asir1 ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi sonucu
meydana gelir (6). Hastalik bu anormal hiicrelerin koken aldigi organ (akciger, meme,
mide, prostat kanseri, vb.) ve hiicre tipine gore adlandirilmaktadir. Kanser, gelismis
tilkelerdeki istatistiklere gore 6liime yol acan nedenler arasinda kalp hastaliklarindan sonra
ikinci sirada yer alir ve tiim 6liimlerin % 22.3" iinden sorumlu tutulmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2001 yilindaki kayitlarina gore diinyada her yi1l 10 milyon kisi kanser tanist

almakta ve 6 milyon kisi de kanserden 6lmektedir (7).

Kanserli vakalarin % 30-80’inde hastaligin seyri boyunca kilo kaybi goriilmekte, kilo
kaybinin miktar1 ve gelisim siiresi; etkilenen dokuya, tiimoériin tipine, biiyiikliigiine,
cogalma hizina ve evresine gore degisiklik gdstermektedir (4). Ozellikle mide ve pankreas
timorlerinde kilo kaybi ¢ok hizlidir. Bunlart akciger, prostat, kolon tiimdrleri ve
hematolojik maligniteler izlemektedir. Mide ve pankreas kanserlerinde hasta ¢ogunlukla

hastaligin ileri evresinde asir1 kilo kaybi klinigiyle doktora bagvurmaktadir.
4.1.1. Mide Kanseri

Mide kanseri, azalan sikligina ragmen kansere bagli Oliimlerin 6nde gelen
nedenlerindendir (8-10). Son on yilda oranlarin diismesi ile birlikte, Kuzey Amerika ve
Afrika’nin birgok yerinde nadir kanserler arasinda yer almaya baslamis olup, Dogu Asya,
Avrupa ve Gliney Amerika’da halen yaygin olarak goriilmektedir. 2008 yilinda yapilan bir
aragtirmanin sonucuna gore mide kanseri diinyada 4. en yaygin kanser olup, 6liime sebep
olan kanserler arasinda 2. sirada yer almaktadir (11). Tirkiye’de ise Saglik Bakanligi
Kanserle Savas Dernegi’nin kayitlarina gore mide karsinomu kanserler arasindaki goriilme
sikligina gore erkeklerde 2. kadinlarda ise 5. siradadir. Bu kanserden 6liim orani kolon,

meme ve prostat kanserleri gibi malignitelerden daha yiiksektir.

Mide kanseri, bir¢cok faktoriin rol oynadigi ¢ok asamali bir siirectir. Bu kanserin
gelisimi kompleks olup; onkogenlerin, tiimdr baskilayict genlerin, deoksiriboniikleik asit
(DNA) tamir genlerinin, hiicre dongiisii diizenleyicilerinin ve sinyal molekiillerinin ¢ok
sayida genetik ve epigenetik degisimlerini icermektedir. Mide kanseri seyrinin, farkli
asamalarinda onkogenler aktive olup bazi tiimor supresor genleri inaktive olmaktadir.

Yakin zamanlarda, mide kanseri ile iligkili yeni onkogenler ve tiimor baskilayic1 genler



aydinlatilmis ve bu genler Tablo 1’de 6zetlenmistir. Mide kanserinin erken tani ve

tedavisinde etkili olacak yeni hedeflerin bulunmasi klinik olarak ¢ok 6nemlidir (12).

Tablo 1. Mide kanseri ile iliskilendirilmis genler ve tiimor olusumundaki rolleri
(Dinggelik’ten, 13)

Genler Fonksiyon Mutasyon tipi Tiimoregenez ile iliskisi
c-met Onkogen Asir1 ekspresyon Tiimor invazyonu, lenf nodu
tutulumu, kétii prognoz
K-sam Onkogen Asir ekspresyon Kétii prognoz
C-erbB2 Onkogen Asirt ekspresyon  Tiimor invazyonu, lenf nodu
tutulumu

K-ras Onkogen Nokta mutasyont Tiimor ilerlemesi, metastaz

c-myc Onkogen Amplifikasyon Kotii prognoz

p-53 Timor Nokta Mutasyont Cogalma, lenf nodu
baskilayici tutulumu

p-27 TUmor Baskilanmig Tiimoér invazyonu,
baskilayict ekspresyon metastaz

p-16 Timor Baskilanmis Lenf nodu tutulumu
baskilayici ekspresyon

Mide kanserlerinde gen inaktivasyonunu saglayan bircok epigenetik mekanizma
bilinmekte ve bunlarin basinda “DNA metilasyonu yoluyla epigenetik susturulma”
gelmektedir. Memelilerde DNA metilasyonu ¢ogunlukla CpG adaciklarinda gézlenir. CpG
adaciklar1 genlerin promotor veya diger cis-etkili diizenleyici dizilerinde bulunmaktadir.
DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleri bu bolgelerde yer alan sitidinleri 5.
pozisyonlarindan metillemektedir. Bugiine kadar memelilerde DNMT1, DNMT3a ve
DNMT3b olmak iizere CpG metilasyonundan sorumlu {i¢ enzim tanimlanmistir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda, degisik tiimor tiplerinde karsinogenez ile iliskili

genlerin anormal metilasyonu saptanmustir (13).

Insanlarda mide kanseri etiyolojisi, diyet, genetik, Helicobacter pylori gibi diyetle
ilgili olmayan cesitli predispozan faktorleri icermektedir. Diyetle iliskili risk faktorleri,
yiiksek miktarda nitrat ve tuz alimidir. Helicobacter pylori enfeksiyonu mide kanseri

patogenezinde 6nemlidir (14). Azalmis antioksidan savunma, artmis oksidatif stres ve lipid



peroksidasyonunun, gastrik karsinogenezisde rol oynadigi goriisii savunulmaktadir (15,
16). Mide kanserini Onlemek igin; meyve ve sebze igerikli dengeli diyet programi
uygulamak, hijyen ve saglik 6nlemlerini artirmak, kanser onciilii lezyonlar1 takip etmek,
Helicobacter pylori taramasi yaptirmak ve varsa tedavi olmak gerekmektedir. Mide kanseri
sinsi seyirli bir hastalik olup oldukca ge¢ belirti verir ve belirtiler hastalifa 6zgii degildir,
erken asamada yakalanildiginda bu hastaligin 5 yillik sag kalimi1 % 90’lara ulagsmaktadir.
Japonya gibi mide karsinomunun sik goriildiigii bazi iilkelerde, tarama programlari

uygulanarak erken evrede tani ile tedavide yiiksek basar1 oranlari elde edilmektedir (17).

Mide kanserleri, genellikle ileri asamada kesfedilmektedir. Ileri mide kanserlerinin
prognozu kotii olup, tedavisi i¢in tek ¢are cerrahidir. Tedavide iyi sonuglar alabilmek i¢in
mide kanserinin erken belirlenmesi dnemlidir ve bu nedenle spesifik tarama programlarina
ihtiyag vardir (18). Insan ve hayvan deneyleri ile kanser 6ncesi lezyonlarda dahil olmak
tizere bu kanserin patolojik ve biyolojik analizleri yapilmistir (19). Resim 1’de MNU
uygulanmis farelerde glandular mide tiimoriiniin  makroskobik, Resim 2’de ise
hematoksilen-eozin boyamasi sonucu mide adenokarsinom olusumunun histopatolojik

goriintiisii yer almaktadir.

Resim 1. MNU uygulanmus farelerde, gladular mide tiimoriiniin makroskobik gorintiisii
(Tsukamoto’dan, 19)
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Resim 2. Gastrik adenokarsinom histopatolojik  goriinimii  (Endoskobik  biyopsi
materyalinde H&E boyamada, tek yiiziik hiicreleri goériinmekte (Wikipedia’
dan, 20)

4.2. Kaseksi

Kagseksi, Yunanca “kakos hexis” den tiirevlenmis “kétii durum” anlamina gelen,
kanser hastalar1 arasinda morbidite ve mortalitenin temel sebebi olmasimna ragmen
mekanizmasi halen tam olarak bilinmeyen, istem dis1 gelisen ve ilerleyen bir zayiflama
sendromudur (21). Kaseksi, preklinik ve kaseksi donemi olmak {izere iki asamadan olusur,

her iki donemde gergeklesen degisimler Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Kaseksinin yikici etkilerinden biri asir1 kilo kaybidir. Kaseksi durumunda adipoz
doku ve iskelet kasinda siddetli doku azalmasi1 gézlenmektedir. Ancak, bu durum agliktaki
durumdan olduk¢a farkhidir, ¢iinkii viseral yag rezervleri kaseksi durumunda
korunmaktadir. Kagekside kilo kayb1 % 30’lara ulagtig1 zaman, adipoz doku kayb1 % 85’1
ve iskelet kasi kaybi ise % 75’i bulmakta ve oliim ihtimali artmaktadir (22). Iskelet
kasindaki protein kaybi, yasamin siirdiiriilmesini etkileyen en onemli faktorlerden biri
olup, protein kaybr ile birlikte doku fizyolojik fonksiyonlarini kaybetmekte ve 6zellikle

solunumla ilgili fonksiyonlar1 azalmaktadir (23).

Kageksi, kanserli hastalarda siklikla ortaya ¢ikmakla birlikte, 6liimlerin yaklasik %
20’ sinden sorumlu tutulmaktadir (24). Ancak, kanser tiirleri i¢inde kaseksi olma ihtimali
esit degildir. Ozellikle pankreas ve mide kanserinde (% 83-87) en yiiksek; non-Hodgkin
lenfoma, kolon, prostat ve akciger kanserinde (% 48-61) orta seviyede; meme, akut

nonlenfotik 16semi ve sarkomada (% 31-40) ise en diisiik seviyededir (25). Kaseksinin


http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Gastric_signet_ring_cell_carcinoma_histopatholgy_(1).jpg

goriilme siklig1, kemoterapi alanlarda % 2, ileri evre kanserlerde % 51, terminal donemde
% 80 oranindadir (26).

Tablo 2. Kaseksinin Asamalar1 ( Marin Cora’dan, 27)

Preklinik Donem Kaseksi Donemi
Proteoliz ve lipolizden sorumlu molekiiler Gida aliminda azalma
mekanizmalarda artmis aktivite Erken doyma
Beslenme ve kilo durumu heniiz Kas Kitlesinde azalma
bozulmamig Yag kitlesinde azalma
Kilo Kayb1
Anemi

Hipoalbuminemi

4.2.1. Kanser Kaseksisi

Kagseksi, siddetli adipoz doku ve iskelet kasi kaybi ile karakterize bir katabolik
sendromdur. Kanser kaseksisi, ilerleyen adipoz doku ve iskelet kasi kaybiyla ortaya
¢cikmaktadir. Bu durumda adipoz doku kiitlesi % 85 azalmakta, kilo kaybi % 30'lara
ulagmakta, glukoz ve yag asiti dongiisii de % 25 oraninda artmaktadir (22). Bagka bir
deyisle, kanser kaseksisi anoreksi (istahsizlik), iskelet kasi atrofisi, doku kaybi, anerji,
yorgunluk, anemi ve hipoalbuminemi gibi bulgularin tamaminin olusturdugu klinik
tablonun adidir. Dermansizlik (asthenia), kanser kaseksisinde kas atrofisi ile dogrudan
iligskilidir ve kanser hastalarmin hayat kalitesini azaltmaktadir. Kanser hastalarindaki
performans azalmasi, iskelet kasinda ileri derecedeki protein yikiminin bir gdstergesidir
(25).

Evde yasayan ileri derecedeki pankreas kanserli kasektik hastalarda, istirahat
halindeki enerji harcama seviyesi (REE) saglikli kisilerle karsilagtirildiginda artmis ancak
total enerji harcanmasi ve fiziksel aktivite seviyesi azalmistir (28). Artmis REE seviyesi,
akciger kanserli hastalarda da gozlenmis fakat mide ve kolorektal kanserli hastalarda artis
olmamigtir (29). REE artisi, muhtemelen, futile (bosuna) metabolik dongiilerdeki
artiglardan kaynaklanan enerji harcanmasina bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kaseksi

indiiklii tiimorlerde gen ekspresyonlari da degismis olabilir. Bunun sonucu olarak da



adipoz dokuda bulunan trigliserid depolarinin ve iskelet kasinda bulunan miyofibrillerdeki

proteinlerin yikim faktorleri tiretilebilir.
4.2.2. Kanser Kaseksisinde Enerji Kullanimi

Timor varliginda ‘futile cycles’ yani bosuna devirler artmaktadir. Bu devirlerden
biri, tiimor varliginda artan triagilgliserol yikimi sonucu agiga ¢ikan serbest yag asitlerinin
adipoz dokudan salinir salinmaz, tekrar esterlesme reaksiyonlari girmesidir. Bu durum
timor iceren farelerde 3 kat artmakta ancak kaseksili olan ve olmayanlar arasinda bir fark
olusturmamaktadir (30). Diger bir bosuna devir ise Cori devridir. Bu devirde kanser
hastalarinda yaklasik 300 kcal/giin enerji kaybi hesaplanmaktadir (31). Timor hiicreleri,
yiiksek oranda glukozu kullanarak ve bunu laktata donistiirerek dolasima vermektedir.
Glukozun piruvata degilde laktata doniisiim nedeni, Krebs devri ve mitokondiyal oksidatif
fosforilasyonu gergeklestirebilmek i¢in gereken oksijenin bu hiicrelerde yetersiz olmasidir.
Uretilen laktat dolasimla karacigere gelir ve burada yeniden glukoza déniistiiriilmekte ve
bu devire Cori devri denilmektedir. Cori devri, normalde glukozun doéniisiimiinin %
20’sinden sorumlu olmasina ragmen, kasektik kanser hastalarinda bu oran % 50’ye
cikmakta ve laktat liretimi ise % 60 seviyelerine ulagsmaktadir (32). Glukoneogenez ile
laktattan glukoz tiretiminde 6 adenozin trifosat (ATP) kullanilmakta, bu durum timoriin
bulundugu konakgiy1 etkilemezken, kasektik durumlarda REE artisina katki saglamaktadir.
Enerji harcanmasini artiran diger bir mekanizma ise mitokondriyal “uncoupling”
proteinlerin ekspresyonlarinin ve aktivitelerinin artmasidir. Bu proteinler protonlari
mitokondriyal i¢ membrana dogru tasir, adenozin difosfat (ADP) fosforillenemez ve enerji
1s1 olarak ag¢iga ¢ikar. Uncoupling protein 1 (UCP1) sadece kahverengi yag dokusunda
(KYD), uncoupling protein 3 (UCP3) ise KYD ve iskelet kasinda bulunmaktadir. Kagektik
kanser hastalarinin kahverengi yag dokulart saglikli kisilerle kiyaslandiginda, kasektik
kanser hastalarinda periadrenal dokularindaki KYD miktar1 % 80, kontrollerde ise % 13
oraninda bulunmus, yaklasik 6 kat artig goriilmiistiir (33).

MAC16 tiimorii enjekte edilmis ve adekarsinom olusturulmus farelerin kahverengi
yag dokularinda UCP1, iskelet kasinda ise UCP3 mRNA seviyeleri kontrollere oranla
anlamli artmistir (34). Basgka bir ¢calismada UCP3 mRNA seviyeleri, kilo kaybi olan kanser
hastalariin iskelet kasinda, kilo kayb1 olmayan kanser hastalarina oranla yiiksektir (35).
Kanser hastalarinda UCP ekspresyonundaki artis, REE artirmakta ve bu durum Kkilo

kaybinin artmasina sebep olmaktadir.



Belirli sitokinler ve tlimor triinleri de UCP ekspresyonlarint upregiile etmektedir.
Kasekside, timor varliginda gergeklesen metabolik degisimler nedeniyle genellikle REE

artmakta bazi durumlarda ise normal seviyede kalmaktadir.
4.2.3. Kanser Kaseksisinde Adipoz Doku ve iskelet Kas1 Degisimleri

Kilo kaybi olan kanser hastalarinda, saglikli kisiler ve kilo kaybi olmayan kanser
hastalarina kiyasla, lipoliz artisindan kaynakli gliserol ve yag asitleri dongiisii, (36)
dolayisiyla da aglik plazma gliserol konsantrasyonlar1 yiiksektir (37). Salinan yag asitleri
hizli bir sekilde okside olur ve bunun sonucunda yag asitleri oksidasyonunda % 20 artis
gerceklesmektedir. Kanser hastalariin adipoz dokularinda lipoprotein lipaz (LPL)
azalmasi ilgili bir kanit yoktur ancak hormon duyarli lipaz (HSL) seviyesinde 2 Kkat
goreceli bir artis vardir ve triagilgliserol hidrolizi upregiile olmustur (38). Yag asitlerinin
salinimi ile bosuna devrin siirdiiriilmesi iskelet kasi1 ve kahverengi yag dokusunda 1si

tiretimi i¢in enerji kaynagi olarak kullanilir.

Kanser hastalari ile ilgili birgok ¢alisma, iskelet kasinda protein sentezinde azalma
ve protein degredasyonunda artma oldugunu gostermektedir (39). Kilo kaybi olan kanser
hastalarmin iskelet kasinda, ubiquitin-proteazom proteolitik yolunda yer alan genlerin

ekspresyonunun ve aktivitesinin arttigi yapilan arastirmalarla da gosterilmistir (40, 41).
4.2.4. Kanser Kaseksisinde Doku Yikiminda Yer Alan Faktorler

Timor varhi@inda, konakg¢r ve tiimor tarafindan ¢ok sayida metabolik faktor
tiretilmekte ve bunlar kanser kaseksisindeki doku (yag ve iskelet kasi) harcanmasinda
kritik rol oynamaktadir. Mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, kanser
kaseksisinde tiimor hiicrelerinden salinan proteoliz indiikleyici faktor (PIF), lipid mobilize
edici faktor (LMF)/ Cinko-a-2-glikoprotein (ZAG), viicut tarafindan asir1 sentez edilen
timor nekrozis faktor-o (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-6 (IL-6) gibi
inflamatuar sitokinlerin 6nemli oldugu ifade edilmis olup, kanser kaseksisine sebep olan

faktorlerin arastirilmasina devam edilmektedir (42).
4.2.4.1. Sitokinler

Sitokinler genel olarak bagisiklik ve yangi olaylarini yani organizmanin savunma
mekanizmasmi diizenleyen proteinlerdir. Bunun yaninda yapilan c¢aligmalarda birgok

sitokinin timor hiicreleri iizerine olumlu veya olumsuz etkilerinin bulunmasi, kanserlesme
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stirecinde sitokinleri 6nemli bir noktaya tagimistir (43). Kanser kaseksisi de doku hasari,
enfeksiyon ya da inflamasyon cevabi ile benzerlik gostermektedir. Kanser kaseksisinde
karacigerde protein sentezi degismekte ve albumin tiretimi yerini akut faz protein cevabina
doniistiirmekte ve C-reaktif protein (CRP), fibrinojen ve alfa-1 antiripsin gibi akut faz
proteinler iretilmektedir. Akciger ve gastrointestinal kanserli hastalarda, artmig CRP
seviyesi kilo kayb1 oraniyla, panreatik kanserli hastalarda ise artmis fibrinojen seviyesi,
kisa yasam siiresiyle iliskilidir (44). Akut faz cevabi1 (APR)’nin sitokinler (IL-6, IL-8,
TNF-0) tarafindan aktive edildigi ve kanser kaseksisinde rol alabilecegi diistiniilmistiir.
Ancak yapilan hayvan deneylerinde sitokinlerin APR’1 kilo kaybini indiiklemeden
uyardigi, IL-6’nin saglikli farelere enjekte edildigi 7 giinliikk periyotta, viicut agirligina
etkisi olmadan hepatik APR’1 indiikledigi gosterilmistir (45). IL-6 ailesinin bir iiyesi olan
“cilliary” norotrofik faktér (CNTF), IL-6 ile ayn1 seviyede farelere enjekte edildiginde,
hem kilo kaybina hem de APR’a sebep olmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda APR,

kaseksi geligimi ile iliskilidir ancak tek basina bu duruma sebep olamamaktadir.

Ayrica sitokinler, tiimor hiicreleri ve konake¢i dokular tarafindan tiretilmektedir.
Lewis akciger tlimoriine sahip farelerde, tiimor biiyiidiiglinde ve kaseksi gozlendiginde
dalak hiicreleri tarafindan IL-6, IL-11, oncostatin M iiretilmektedir. Pankreatik timor
hiicre serisi tarafindan IL-8’in {iretildigi gosterilmistir (46). Kilo kaybi olan kanser
hastalarinda, tiimor biiytikliigii ile TNF-a seviyelerindeki artis arasindaki iligski tam olarak
kabul edilmesede, ¢aligmalarda serum TNF-a 6l¢iimii tiimdr yiikiiniin bir gostergesi olarak
kullanilabilmektedir (47). Pankreas kanserli 63 hastanin % 36,5’lik kisminda serum TNF-a
seviyelerinin metastazik pankreas tiimoriine sahip kisilerde yiiksek, diger hastalarda ise
diisiik seviyede oldugu gosterilmistir (48). Benzer konuda yapilan farkli ¢alismalarda ise
ileri ve terminal donemdeki kanser hastalarinda, TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y seviyeleri kilo
kaybi ile iligkili bulunmamistir (49). Buna ragmen TNF-o, IL-1, IL-6 genellikle kanser
hastalarinin serum ve plazmasinda artarken (50), IFN-y ise kaseksi semptomlarinin
sorumlu olarak bazi tiimor ¢esitlerinde artis gostermektedir. Sonug¢ olarak yapilan
caligmalar gostermistir Ki, sitokinler gesitli tiimor tiplerinde kaseksi indiiklenmesinde yer
alirken, her biri tek basina bu isi gergeklestiremez, baska sitokin ve faktorlerle birlikte

kaseksi indiiklenmesinden sorumludur.
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4.2.4.2. Tuimor Nekrozis Faktor — o

TNF-0, 26 kDa agirliginda transmembran monomeri (mTNFa) olarak sentezlenen bir
sitokindir. mTNFa, TNF-o doniistiiriici enzim (TACE) tarafindan proteolitik olarak
yikilarak, 17 kDa’luk ¢dziilebilir TNF-o (sTNFa) molekiilii olusur (51). insanlarda mTNF-
o, 233 amino asitten, STNF-o ise 77. ve 233. amino asitler arasindaki 157 amino asitlik
kisimdan olugsmaktadir. Farelerde ise bu sitokin 235 amino asittir (52, 53). Her iki molekiil
de (MTNF-a, STNF-a) ¢ok sayida hiicresel ve biyolojik prosesi (immun fonksiyon, hiicre
farklilasmasi, proliferasyon, apopitoz ve enerji metabolizmasi vb.) diizenlemektedir.
MTNF-0, parakrin ve otokrin sinyallere, STNF-a ise endokrin sinyallere aracilik eder.
STNF-o’nin endokrin fonksiyonunu gergeklestirebilmesi, kandaki yiiksek seviyelerinin
devamliligina baglidir ve bunun katabolik hastalik durumlarinda (kasektik durumlarla
iligkili sepsis, kanser vb.) meydana gelmesi daha muhtemeldir (54). TNF-o, akut
inflamasyon durumunda makrofajlar ve monositler tarafindan iretilen inflamatuar bir
sitokin olup, hiicre i¢i sinyal yolaklarini etkileyerek apopitoz ve nekroza neden olmaktadir.
Kanser ve enfeksiyona direng gosteren 6nemli bir protein olmakla birlikte, birgok biyolojik
fonksiyona sahiptir ancak bunlarin mekanizmalar1 karigiktir.  Bu protein  bazi
enfeksiyonlara karsi direnmeyi saglarken, bazi patolojik komplikasyonlara da aracilik
ederek birbirine zit roller iistlenmistir. TNF-a geni ¢gikarilmig farelerde yapilan arastirmada
leismania direncinin olmadigi, dalaklarinda ve dalagin germinal merkezinde fonksiyon
kayiplart oldugu goriilmistiir. TNF-o reseptorii ¢ikarilmis farelerde mikrobiyal
enfeksiyonlara karsi hassasiyet artmig ve bakteriyal endotoksinlere karsi inflamatuar cevap

baskilanmistir (55).

Kilo kaybindan sorumlu temel inflamatuvar sitokin olan TNF- o’nin reseptorleri kas,
karaciger ve adipoz dokularda bulunur. Kasta protein yikimini, karacigerde protein
sentezini ve glukoz iretimini artirir. Yag dokusunda lipoprotein lipaz (LPL) enzimini
inhibe ederek kanser kaseksisinin gelisiminde rol oynar (56-58). Biyolojik olarak aktif
TNF-o’nin yarilanma Omriiniin kisa olmasi ve c¢oziilebilir reseptorleri ile kompleks
olusturmasi, tayininde belirsizlige sebep olmaktadir. Cin hamster over hiicreleri insan
TNF-o geni ile birlikte nude farelere enjekte edildiginde, bu farelerde kaseksinin olustugu
gozlemlenmistir. Bu farelerin normalde TNF-o serum degerleri 1.0-22.8 ng/mL iken,
kanser olanlarda yaklasik 1000 kat daha yiiksek bulunmustur. ilging olarak bu hiicrelerin

kilo kayb1 iizerine etkilerinin transplante edilen sahayada bagimli olduguda ortaya
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konulmustur (59). Bu hiicreler intraserebral olarak verildiginde, istahsizlik veya anoreksi
ve kilo kaybi goézlenmis, tiim viicut lipid seviyesi azalmis ancak protein seviyeleri
korunmustur. Intramuskular olarak verildiginde siddetli anoreksiya gelismemis, 50 giin

sonra kaseksi gelismis ve bununla birlikte protein ve lipid tiikketimi olmustur.
4.2.4.3. Interlokin-1

Interlokin-1 (IL-1), 15 kDa agirhiginda, makrofaj, endotel ve bazi epitelyal
hiicrelerden salgilananan prototipik proinflamatuvar bir sitokindir.
IL-1a ve IL-1B olmak tizere iki formu bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bu iki formun
biyolojik aktiviteleri ayirt edilememistir. IL-1, baska bir proinflamatuar sitokin olan TNF-a
ile uyum i¢inde, hemen hemen, her hiicre tipini etkilemekte ve immunoadjuvant
(bagisikliga yardimei) olarak fonksiyon gdrmektedir. Ozellikle IL-1B’nin sentezi,

salgilanmasi ve aktivitesi siki bir kontrol ile diizenlenmektedir (60).

Enfeksiyon, travma ve kansere bagli olarak IL-1 salinimi artmaktadir. Kasektin
olarakta bilinen kilo kaybinin ana mediatorii olan TNF-o’nin, salinimini arttirdigi yapilan

birgok arastirma ile bildirilmistir (57, 58, 61).
4.2.4.4. interlokin-6

Interldkin-6 (IL-6), insanlarda sinyal dizilisli hali 212, olgun hali 183 amino asitten
olusan bir proteindir (62). Farelerde ise sinyal dizilisli hali 211, olgun hali 187 amino
asitten olusan bir proteindir (63). Aktiflesmis mononiikleer fagositler, endotelyal hiicreler
ve fibroblastlar gibi bir¢ok hiicre tipinden salgilanmakta ve TNF-o tarafindan salinimi
indiiklenmektedir. IL-6, biyolojik etkilerini IL-6 reseptoriine baglanarak gdsterir. Janus
Activated Kinase-Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK-STAT) sinyal
yolunu aktive etmektedir. Mekanizmasi leptin hormonu ile benzemektedir (64). Hiicre
savunmasinda merkezi rol oynayan ¢ok fonksiyonlu bir sitokin olup, karacigerde akut faz
proteinlerin  sentezini uyarmakta ve doku katabolizmasini tetiklemektedir. Akut faz
cevabini olusturmada giiglii etkisi bulunmakla birlikte, fazla ekspresyonu multiple
miyelom, romatoid artrit, psOriyazis ve menopoz sonrasi olusan osteoporoz gibi bazi

hastaliklarin patolojisiyle iligkilidir (65).

Pedersen ve arkadaslari, ¢cok sayida biyolojik olayda onemli olan IL-6 (en iyi
tanimlanan miyokin) ve diger miyokinleri aydinlatmistir. IL-6, fiziksel aktivitenin

uzunlugu ile orantili olarak, plazma konsantrasyonundaki artis1 nedeniyle iskelet kasinin
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salgi {irlinii olarak kesfedilmis, akut ve yogun egzersiz sonrasi iskelet kasi hiicrelerinde ve
plazmadaki IL-6 artis1 bir siirpriz olmus ve bir miyokin olarak kabul edilmistir. Insan
iskelet kasinda dinlenme esnasinda IL-6 mRNA seviyesi Ol¢iilmiis ve oldukga diisiik
bulunmustur (66). IL-6 seviyesi, kaseksinin erken evrelerinde yavas artarken, yapilan
calisma sonuclarina gore 6liimden hemen once IL-6’nin ani ve hizli arttig1 gdsterilmistir.
Sekil 1°de kanser kaseksisinde artmis sitokin sentezi ve akut faz cevabi sonucu ortaya

¢ikan ciddi kilo kaybr ile ilgili metabolik tablo 6zetlenmistir.

Malign TOmor

Hucreleri \
4

Proteoliz tetikleyici TNF (kaseksin), Ghrelin reseptirl
faktor (PIF) artisi [L-1 ve IL-6 artisi direnci (hipotalamik)
| \‘ ’
Artmis katabolik hiz Yuksek akut faz Istahsizhk

reaksiyonu

| Zilals

Kas kaybi | I Artmis 1ET H Yaksek CRP } Anoreksi
< 5 = < L < 5>
CIDD! KILO KAYBI

Sekil 1. Kanser kaseksisinde artmis sitokin sentezi ve akut faz cevabi (Saka’dan, 67)
4.2.4.5. Lipid mobilize edici faktor /Cinko-a-2-glikoprotein

Timor ve konak¢i kaynakli ¢ok sayida faktor kasekside lipid yikimina sebep
olmaktadir. Bu faktorler arasinda inflamatuar sitokinler TNF, IL-1, IL-6 ve LMF/ZAG gibi
lipolitik faktorler yer almaktadir. Lipid mobilize edici aktiviteye sahip olan tiimdr iirlini
LMF, kanser kaseksisi olan hastalarin idrarindan 41 kDA’luk glikoprotein olarak
saflagtinnlmistir (68,69). Bu glikoprotein, plazma proteini olan ¢inko-a-2-glikoprotein
(ZAG, AZGP1) ile aminoasit dizilisi, elektroforetik mobilite, immunoreaktivite agisindan

homoloji gostermektedir. ZAG, 1961 yilinda insan plazmasinda kesfedilmis, 41 kDA
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agirhiginda bir salgi proteinidir (70). ZAG adini, ¢inko tuzlari ile birlikte ¢6kme egiliminin
olmasi ve plazma a-2 globulinleri ile elektroforetik mobilitesinin benzerlik géstermesinden
almaktadir (71). Aminoasit sekans1 ve yapisi, major histocompability kompleks-1 (MHC-
1) ailesi ile yiiksek oranda homoloji gosterir ve bagisiklikta da onemli fonksiyonlari
istlenmistir.  Makroglobulin ailesinin  bir {iyesi olup, timor biiylimesini ve
proliferasyonunu inhibe ederken, hidrolaz enzimlerine baglanarak apopitozu aktive

etmektedir (72).

ZAG geni (AZGP1), 7. kromozomun 22.1’inde lokalizedir. Floresan hibridizasyon
karyotiplemesine gore bu gen 4 ekzon ve 3 introndan olusmaktadir. Insan plazmasinda
kesfinin ardindan birgok dokuda gdsterilmistir. Immunohistokimyasal ¢alismalarin
sonuglarina gore, temel olarak meme, prostat, KC ve diger gastrointestinal organlarin epitel
hiicrelerinde bulunmakta, meme, prostat ve akciger kanseri gibi malign bir¢cok tiimorde
yiiksek derecede eksprese olmakta buna bagli kanser biyobelirteci olarak kullanilabilecegi
distiniilmektedir (73). Bing ve arkadaslari, farelerde yaptiklari bir arastirmada Zag
sinyalini karaciger (KC), kahverengi yag dokusu (KYD) ve murin adenokarsinom 16
(MAC16) tiimoriiniin asilandigi farelerin beyaz yag dokusunda (BYD) giiclii, kalp, akciger
(AC), epididimal BYD’da orta derecede alirken, bobrek, dalak, bagirsak, beyin ve
hipotalamusta ise sinyal alamamuislardir (74).

Salg1 epitel hiicrelerinde de iiretilen ZAG, ¢ok sayida viicut sivisinda bulunmakta ve
insan viicudunda fertilizasyon, immun diizenleme ve lipid mobilizasyonu gibi bir¢ok
fonksiyonda gorev almaktadir. Saflastirllmis ZAG’in obez ve outbred NMRI farelere
uygulanmasi sonucunda viicut yag kiitlesinde azalma oldugu ortaya konulmustur. In vitro
yapilan bir ¢aligmada, insan ve kemirgen adipositlerinden izole edilmis ZAG’1n lipolizi
indiikledigi gosterilmis ve bunu B3 adrenerjik reseptor (B3-AR) aracilifiyla yaptigi ortaya
konulmustur. LMF ve ZAG’1n etki mekanizmalar1 da aymidir ve Sekil 2’de 6zetlenmistir.
Her ikisi de B3-AR’ye baglanarak, GTP bagimli yolakla, adenilat siklazi uyarip ATP’den
siklik AMP (cAMP) iiretmekte ve cAMP artisi ile kemirgenlerin epididimal adipositlerinde
dogrudan lipolizi uyarmaktadir (75).
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Sekil 2. Adipoz dokuda lipid sentezi ve yikimi ( Tisdale’den, 76)

KYD’da UCP1 ekspresyonundaki artis adipoz doku kaybina eslik etmektedir (77).
ZAG, KYD’nin primer kiiltirinde UCP1’in ve kemirgen miyotiiplerinde UCP2 ile
UCP3’iin ekspresyonlarini arttirmaktadir. UCP1 ve UCP2 B3-AR araciligiyla, UCP3 ise
mitojen tarafindan aktiflestirilen protein kinaz aracilifiyla fonksiyon gostermektedir.
Yakin zamanda yapilan arastirmalara gore, ZAG, sadece belirli tiimorler tarafindan degil,
beyaz yag dokusu (BYD) ve KYD tarafindan da tiretilmektedir. ZAG mRNA ve protein
seviyesinin her iki adipoz dokuda artmasi kaseksinin indiiklenmesine eslik etmektedir.

Adiposit tiirevli ZAG, lipoliz ve UCP ekspresyonunu indiiklemektedir (78).
4.2.4.6. Proteoliz Indiikleyici Faktor

Dermisidin (DCD) proteini 19 aa’lik sinyal peptid, 30 aa proteoliz indiikleyici faktor-
merkez peptid (PIF-CP) (ndronal yagsam uyarict peptid), 13 aa propeptid, 48 aa dermicidin-
1 (DCD-1) polipeptidinden olusmaktadir (Bkz. Sekil 3). PIF-CP, noronal yasam faktorii
(Y-P30) ile ayn1 aa sekansina sahiptir (79). DCD mRNA’sinin translasyonu ile 110 aa’lik
DCD proteini olugsmaktadir.
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19 aa sinyal peptid 30 aa PIF-merkez/ Y-P30 13 aa propeptid 48aa dermisidin (DCD-1)
polipeptid polipeptid

Sekil 3. Demisidin proteininin alt birimleri ( Stewart’dan, 79)

C-terminal peptid olan DCD-1, ter bezlerinde bulunur, antibakteriyal ve antifungal
aktivitelere sahiptir. N-terminalde bulunan PIF-merkez peptid, difiiz edilebilir peptid olup,
siddetli oksidadif stres altinda noéral hiicre yasamini uyarmaktadir. N-terminalinin
glikozillenmis formu da kaseksi ile iliskilidir. PIF merkez peptidin, glikozilasyonu
onemlidir. Glikozillenmis PIF-merkez peptid farelerde kas proteolizinin artmasina sebep
olmaktadir. PIF merkez peptid ilizerinde ii¢ tane O-glikozilasyon ve iki tane N-
glikozilasyon bolgesi vardir. PIF merkez peptidinin aksine, DCD glikozillenmemis
formdadir (21). PIF, kasektik bir faktor olarak tanimlanmis, ilk olarak MAC16 tiimoriine
sahip kemirgenlerin serumundan izole edilmistirr MAC16 tiimorii implantasyonu ile
farelerde kaseksi indiiklenmis ve PIF fare serumuna ilave edilen antikora baglanarak bu
serumdan saflastirilmistir ancak MAC13 timoriine (kaseksi indiiklii olmayan) sahip fare
serumlarda PIF’a rastlanilmamistir (80). Fareler iizerinde yapilan bir baska caligsmada,
PIF’1n istah1 azaltmadan, protein yikimi artisini uyararak kilo kaybina neden oldugu
gosterilmis ve kaseksi indiiklii timdre sahip farelerin dolasiminda aydinlatilmistir. Farelere
24 saatlik PIF enjeksiyonu, viicut agirhginda yaklasik % 13 azalmaya sebep olurken,

yiyecek ve icegek aliminda azalma olmamistir (81).

PIF, saglikli kisilerin idrarinda bulunmazken, kasektik kanser hastalarinin idrarinda
bulunmamaktadir. Kilo kaybi ile PIF arasinda pozitif korelasyon olmasi, bu proteinin yeni
kasektik faktdr olarak aydinlatilmasina sebep olmustur. Insanlarda bulunan PIF, 12.
kromozomda 13.1 de lokalizedir. 523 baz ¢iftinden olusur ve 6 ekzonu vardir.
Saflagtirlmig PIF yaklagik 24 kDa agirliginda olup, N-(10kDa) ve O-bagli (6kDa)
stilfatlanmis oligosakkarit kisa polipeptid zinciri igermektedir. PIF, kilo kaybi olmayan
kanser hastalarinda ve benign hastaligi olup kilo kaybi olan hastalarda bulunmaz (82).
PIF’1n proteolitik olarak aktif olabilmesi igin glikozilasyon gerekmektedir, ne PIF-CP tek
basina ne de deglikozile dogal PIF’in farelerde kilo kaybi fiizerine hicbir etkisi

bulunmamaktadir.
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Glikozillenmis PIF, hepatositlerde transkripsiyon faktorleri NF-kB ve STAT3
araciligiyla, akut faz proteini CRP ve sitokinler IL-6 ve IL-8 iiretimini uyarmaktadir.
Boylece PIF, kanser kaseksisinde proteolitik fonksiyonunun yani sira inflamatuar duruma
da katki saglamaktadir (21). Bazi gastrointestinal kanserler ve kanser hiicreleri,
glikozillenmis PIF proteinini iiretmektedir. Glikozillenmis PIF, tiimor hiicrelerinde
immunohistokimya, idrarda ise western blotlama ile belirlenmistir. Tiimor hiicrelerinde
glikozillenmis PIF 1n varliginda bu hastalar arasinda kilo kaybi1 artmaktadir. PIF ayrica
insan melonoma (G361) ve pankraetik hiicre serilerinde aydinlatilmistir. Anlamli derecede
yiiksek kilo kaybinin oldugu pankreas kanserli hastalarin % 80’inin idrarinda bu protein

belirlenmistir.

PIF ekspresyonu prostat, kolon, karaciger, 6zafagus, akciger ve pankreas gibi kilo
kaybimin gerceklestigi tiimorlerde de bulunmustur. Normal dokularda ise ekspresyonuna
rastlanilmamistir (83). Viicut agirhigindaki azalmaya katkisi, protein sentezini % 50
azaltirken, yikimmi % 50 oraninda artirmasindan kaynaklanmaktadir. Iskelet kasi ve
kemirgen miyotiiplerinin PIF ile muamele edilmesi, ubiquitin- proteozom proteolitik

yolunda yer alan anahtar molekiillerin ekspresyonunu ve aktivitesini artirmaktadir (84).

Insanlarda PIF’1n mRNA dizisi aydinlatilmis olmakla beraber farelere 6zgii olan
Pi’in mRNA dizilisi hakkinda net bir bilgi bulunmamaktadir. Yapilan bir ¢alismada,
insan dermisidin proteini i¢inde yer alan 20 aminoasitlik PIF dizisi ile fare Pif sekansi
arasinda, % 90 homoloji oldugu sdylenmektedir. Sonu¢ olarak, tiimor dokusundan
salgilanan LMF/ZAG’1n adipoz dokunun, PIF’1n ise iskelet kasin atrofisine sebep olarak
kanserli hastalarda kaseksi gelismesine yol acgtigi ifade edilebilir (85).

4.3. Yag Dokusunun Yapisi

Yag dokusu lipit yiklii yag hiicrelerinden olusan gevsek bag dokusu olarak kabul
edilmektedir (86). Yag hiicreleri, yetigskinlerde yag dokusunun yaklasik % 35-70’ini,
toplam hiicre popiilasyonunun ise yaklasik % 25’ini olusturmaktadir. Yag dokusu sadece
yag hiicrelerinden degil, makrofajlarinda dahil oldugu stromavaskiiler fraksiyonda bulunan
diger hiicre tipleri, fibroblastlar, perisitler, kan hiicreleri, endotelial hiicreler, preadipositler,
az farklilasmis mezenkimal hiicrelerin birlesiminden olusmustur. Lipit damlaciklari
kolesterol, fosfolipit, yag asitleri, trigliserid (TG) ve noétral yaglarin karisimini igerir.

Depolanan total lipit i¢eriginin % 95’1 palmitik asit ve oleik asitten olusan trigliseritlerdir.
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Geriye kalan kisim ise diagilgliserol, fosfolipit, esterlesmemis yag asidi ve kolesterolden
olugmaktadir. Olgun beyaz yag hiicreleri tek biiyiik lipit damlacig1 icermekte ve unilokiiler

olarak tanimlanmaktadir.

4.3.1. Yag Dokusunun Tiirleri, Viicuttaki Yerlesimi ve Ozellikleri

Yag dokusu anatomik yerlerine gore subkutan ve visseral yag dokusu olarak
siniflandirilmaktadir. Insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik % 80’i yiizeysel ve
derin subkutan yag dokusudur. Subkutan yag dokusu boyun, sirt, bel, karn, gluteal,
femoral ve meme bdolgesinde bulunurken yaklasik % 20’si ise visseral yag olarak mide,
barsak, goObek, pankreas, aort, kalp, bobrek ve i¢ tireme organlart c¢evresinde
bulunmaktadir. Ayrica kas i¢inde ve kas ¢evresinde az miktarda bulunan yag dokusu da
visseral yag dokusuna dahil edilmektedir (86). Yag dokusu hiicre yapisi, rengi ve
fonksiyon farkliliklar1 acisindan ise iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar beyaz yag dokusu ve
kahverengi yag dokusudur (87). Beyaz yag dokusu yetiskinlerde deri altinda, bobrek
gevresinde ve visseral bolgede bol miktarda bulunurken, (88) kahverengi yag dokusu ise
insanlarda o6zellikle yeni doganlarda bulunur ve zamanla miktar1 azalan mitokondri
yoniinden zengin bir dokudur (89, 90). Beyaz yag dokusu ve kahverengi yag dokusu
arasindaki farkliliklar Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3. Kemirgenlerde beyaz ve kahverengi yag dokusu belirte¢ farkliliklart
(Frithbeck’den, 86)

Beyaz Yag Dokusu Kahverengi Yag Dokusu
Dokunun bol bulundugu Inguinal, retroperitoneal, Interskapular, bobrek
yer gonadal gevresi, koltuk alti,

paravertebral

Renk Sar1 veya fildisi Kahverengi
Damar sistemi ++ +++
Hiicre sekli Unilokiiler hiicre Multilokiiler hiicre
Mitokondri + ++
Uncoupling proteinler UCP2(++) UCP1, UCP2(+), UCP3
Adrenoreseptorler B3(++), a2(+) B3(+++)

Beyaz yag dokusunun fonksiyonlar1 ii¢ baslik altinda toplanmaktadir. Serbest yag
asitlerini triagilgliserol (TAG) olarak depolama, depolamis oldugu TAG’leri gliserol ve
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serbest yag asitlerine katabolize etme ve son olarakta, 6zel biyolojik fonksiyonlar1 olan
proteinleri, sitokinleri, hormonlar1 ve adipokinleri iireterek salgilamaktadir (91). Yag
dokusu ayn1 zamanda yag hiicrelerinin depo ve fonksiyonel karakteristiklerinin topografik
yerlesimine gore farkliliklar gostermektedir. Genel olarak subkutan ve viseral yag dokusu

olarak smiflandirilan yag dokularinda fonksiyonel ve yapisal farkliliklar bulunmaktadir.
4.3.2. Kahverengi Yag Dokusu ve Uncoupling Protein-1

Kahverengi yag dokusu yeni doganlarda, kii¢iik omurgalilarda ve kis uykusuna yatan
hayvanlarda, yag dokusunun o6nemli bir kismini olusturur. BYD’dan farkli olarak
adipositleri daha kii¢iik (¢ap1 20-40 um) ve bi¢imleri poligonaldir. Beyaz yag dokusundaki
adipositler de triagilgliserolleri depolamakta ancak hiicrenin ortasinda tek bir biiyiik
damlacik olarak degil de, daha kiiclik yag damlaciklar1 seklinde depo etmektedir. Bu
hiicrelerde daha fazla mitokondri ve daha zengin bir kilcal damar ag1 bulunur. Dokuya
kendi rengini veren de mitokondrilerde bulunan sitokromlar ve hemoglobindir. Kahverengi
adipositlerin ayirt edici bir 6zelligide mitokondriyal kenetlenmeyi bozan termogenin
proteinini kodloyan UCP1 geninin giiglii ifadesidir. Kemirgenlerde de soguga maruz kalma

durumunda adaptif termogenezden sorumlu olan en 6nemli dokudur (92).

KYD ve iskelet kasinin termogenik etkisi uncoupling proteinler varligindadir. UCP1
sadece KYD’da, UCP2 bir¢cok dokuda ve UCP3 ise sadece KYD ve iskelet kasinda
bulunmaktadir (93). KYD’su bebeklerde viicut sicakliginin diizenlenmesine Kkatki
saglamasina ragmen, yetiskinlerdeki fizyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir
(94).

MAC16 enjeksiyonu ile kanser kaseksisi olusturulmus farelerde yapilan bir
calismada, KYD’de UCP1, iskelet kasinda UCP2 ve UCP3 ekspresyonlar1 kontrol farelerle
kiyaslandiginda oldukca yiliksek seviyede bulunmustur. Kanser kaseksili farelerin
kahverengi yag dokusu ve iskelet kasinda UCP ekspresyonlar1 kanser kaseksisine baglh
olarak artmustir (95). Shellock ve arkadaslari, kanser kaseksisinden ve farkli hastaliklardan
Olmiis 25 kisinin periadrenal dokularindan alinan biyopsi Orneklerini incelemisler ve
kanser kaseksili olanlarda KYD miktar1 % 80, digerlerinde ise % 13 bulmuslardir (96). Bu
veriler 1g1¢inda kanser kaseksisinde KYD miktart ve UCP ekspresyonlar1 artmakta, bu

durum toplam viicut enerjisinin harcanmasinda artisa sebep olmaktadir.
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4.4. Peroksizom Proliferatorleri ile Aktive Edilen Reseptor-y-Koaktivator-1 (PGC-1)
Ailesi

Transkripsiyonel koaktivatorler, kromatin {izerindeki transkripsiyon faktorlerine
baglanip, onlarin aktivasyonuna yardim eden, kendi baslarina spesifik DNA dizilislerini
tanimayan proteinlerdir. Tim transkripsiyon faktorleri normal fonksiyonlar1 igin
koaktivator ve korepresorlere ihtiyag duymaktadir. PGC-1 ailesi transkripsiyonel
koaktivatorler arasinda en iyi bilinen ailelerden biridir. Bu ailenin bugiin i¢in bilinen 3

iiyesi vardir. Bunlar PGC-1a, PGC-1B ve PGC-1 1liskili Protein (PRC)’dir (97).
4.4.1. PGC-1 Ailesi Koaktivatorlerinin Yap1 ve Fonksiyonu

PGC-1 geni farelerde 5. insanlarda ise 4. kromozom {iizerinde yer almaktadir.
Insanlarda 794 farelerde ise 797 amino asit (aa) uzunlugundadir (98). Yapisal ve
fonksiyonel g¢alismalara goére PGC-1o’ nin N-terminalinde 200 aa uzunlugunda olan ve
histon asetil transferaz kompleksi, cCAMP cevap elementi baglayici protein (CREBP), p300
ve steroid reseptor koaktivator-1 ile etkilesen giiclii bir aktivasyon bolgesi veya “domain”i
vardir. C- terminal bolgesi tiroid reseptdr bagimli protein, vitamin D reseptor etkilesimli
protein ve mediator kompleksini aktiflestirerek transkripsiyonun baglamasina katki
saglamaktadir (99). PGC-1 ailesi iiyeleri omurgalilarda yiiksek oranda korunmustur.
Drosophilalarda PGC-1 ailesinin homolog adi Spargel’dir. Yeni tanimlanmis olup,
mitokondriyal aktiviteyi ve insulin sinyalini diizenlemektedir (100). PGC-1a ve PGC-1p
ile biiyiik oranda domain benzerligi gosterir. Yapilarinda ¢ok sayida korunmus aa vardir. 3
aile tliyesi de aktivasyon ve RNA baglanma bdlgesi igerir, ancak PRC’nin PGC-la ve
PGC-1p ile benzerlikleri sinirlidir (101).

PGC-1a ve PGC-1p adaptif termogenezde mitokondriyal biyogenezde, glukoz ve
yag asiti metabolizmasinda, reaktif oksijen tiirleri (ROS) detoksifikasyonunda,
anjiyogenez, iskelet kas1 fiber tip doniisiimlerinde ve kalp gelisiminin diizenlenmesinde
gorev alir. Bunlarin ¢ok yonliiligii, dokulara spesifik olarak ¢ok sayida transkripsiyon
faktori ile etkilesim icinde olmalarindan kaynaklanir. PGC1l-a enerji metabolizmasi ile
ilgili bir¢ok biyolojik olaya aracilik eden bir transkripsiyonel koaktivatdr olup, mitokondri
sayisinin ¢ok ve oksidatif metabolizmanin aktif oldugu kalp, iskelet kasi, kahverengi yag
dokusunda beyin ve bobrekte yiiksek miktarda (102) karacigerde az miktarda, beyaz yag

dokusunda ise oldukg¢a az miktarlarda sentezlenir. PGC1-a ¢ok yonlii bir koaktivator olup
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¢ok sayida niikleer reseptor ailesinin (Gstrojen, PPAR, Retinoik asit X Reseptor (RXR) ,
mineralakortikoidler, glukokortikoid reseptor (GR), liver X reseptor (LXR), vitamin D,
tiroid hormon reseptor) transkripsiyonel aktivitesini arttirma yetenegine sahiptir (103).
PGC1-a ligandi olmayan bir takim niikleer reseptorlere baglanarak da etki gostermektedir.
PGC1-a sadece niikleer reseptdr siiper ailesinin degil, farkli transkripsiyonel faktorlerin de
koaktivatoriidiir (104).

4.4.2. PGC-1 Koaktivatorlerinin Doku Spesifik Metabolik Durumlari
4.4.2.1. Beyin

PGCl-a’s1 olmayan farelerin beyninde, ozellikle striatumda siingerimsi lezyonlar
gbzlenmis, buna bagli olarak bu fareler hiperaktivite ile duygusal sistemde davranissal
anormallik  sergilemislerdir  (105). Farelerde néronlara  spesifik PGCl-a’nin
inaktivasyonuyla ilgili son ¢alismalar, bu faktoriin enerji dengesi ve ndronal
fonksiyonlarda 6nemli rol aldigini1 desteklemektedir. Hungtinton hastaliginda ise beyinde
mutant Hungtinton proteini birikir ve bu protein PGCl-o’nin transkripsiyonunu

baskilayarak onun fonksiyonunu etkilemektedir (106).
4.4.2.2. Kalp

Kalp, ATP talebi ¢cok olan dinamik bir organdir ve bu ihtiyacinin biiyiik bir kismin
yag asitlerinin B-oksidasyonuyla karsilamaktadir. Bunun yan1 sira glukozu da yakit olarak
kullanabilmektedir. PGC1-a, kalpte oksidatif metabolizmanin énemli bir diizenleyicisidir
(107). Kalp bozukluklarina sahip birgok hayvan modelinde PGCl-o ekspresyonunun
azaldig1 soylenmektedir (108). PGC1-B’da kalpte bol miktarda eksprese edilmektedir.
PGCl-a ve PGCI1-B’st olmayan farelerde, bradikardi, kiigiik kalp ve kardiyak
performansinin  azalmasindan dolayi, dogumdan kisa bir siire sonra ani Olim

gerceklesmektedir.
4.4.2.3. Iskelet Kas

PGC-1la iskelet kasinda ozellikle de yavas kasilan miyofiberlerde bol miktarda
eksprese edilmektedir. Insan ve kemirgenlerde egzersiz ile hizli indiiklenmektedir.
Kalsiyum sinyal yolaklar1 calcineurin, kalsiyum bagimli protein kinazlar (CaMK), CREBP
ve miyosit artirict faktor 2 iskelet kasinda PGC-1a’nin indiiklenmesinde rol oynamaktadir
(109, 110). Buna ek olarak, p38 mitojen aktiveli protein kinaz (MAPK) ve AMP aktiveli
protein kinaz (AMPK) egzersiz indiikli PGC-/a ekspresyonu igin gerekmektedir (111).
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Iskelet kasinda mitokondriyal fonksiyonun diizenlenmesinde gorev alan PGC-la, yag
metabolizmasinda yer alan yag asidi translokaz/CD36, karnitin palmitoil transferaz-1 ve

orta zincir acil-coA dehidrogenaz enzimlerinin mRNA miktarlarini artirmaktadir (112).
4.4.2.4. Kahverengi Yag Dokusu

Kahverengi yag dokusunda PGC-/a ekspresyonu diisiik sicakliklarda giiglii bir
sekilde indiiklenmektedir (98). PGC1-a, PPAR-o , RXR, tiroid reseptor (TR) gibi niikleer
hormon reseptorleri ile etkileserek, UCP1 ekspresyonunu arttirmaktadir. UCP1 proteini 1s1
ireterek mitokondriyal proton gradiyentini bozmakta ve oksidadif fosforilasyonla ATP
tiretimini Onlemektedir. PGC-1a’s1 olmayan fareler soguga kars1 savunmasizdir bunun
nedeni ise bu farelerde meydana gelen termogenik defektlerdir. PGC-/ mRNA's1 beyaz
ve kahverengi adiposit farklilasmas: esnasinda indiiklenmektedir. ilging olarak PGC-1p

ekspresyonu soguk ile uyarilmaktadir (113).
4.5. Iskelet Kasi

Insan viicudunda 600’iin iizerinde iskelet kas1 bulunmakta ve iskelet kas1 say1siz kas
lifinden olusmaktadir. Iskelet kasmm hiicresel iinitesi olan kas lifi, kas onciilii hiicrelerin
flizyonu ile olusmus, ileri derecede 6zellesmis, silindir seklinde, yiizlerce ¢ekirdege sahip
tek bir kas hiicresidir. 2003 yilinda Pederson ve arkadaslar tarafindan iskelet kasinin da
adipoz doku gibi endokrin bir organ oldugu ortaya konulmus ve adipoz dokudaki
benzetmeden yola ¢ikilarak miyositlerin salgilarina da miyokin adi verilmistir. Miyokinler,

lokal otokrin ve parakrin ve endokrin etkiye sahiptir (114).

Iskelet kas1 egzersiz sirasinda degisik bicimlerde kasilma modelini igermektedir. Her
kasilma bigimi ile iliskili sinyal ve stres muhtemelen spesifik olarak sinyal uyarim yolunun
bir agin1 aktive etmektedir. Bu yollar; kalsineurin, CaMK, MAPK, protein kinaz C (PKC),
niikleer faktor kappa B (NF-kB), AMPK, insulin sinyal ve gelisme yollarini icermektedir.
Aktive edilmis transdiiksiyon yollar1 degisik mekanizmalar ile transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarin1 arttirmakta ya da aktive etmektedir (115). Egzersiz ile iskelet kasinda
PGC1-a ekspresyonu artmakta ve bu artis ¢ok sayida kas gen triiniiniin (FNDC5, vaskiiler
endotel growth faktor (VEGF-p), losin rich glikoprotein-1 (LRG-1), tissue inhibitor
matriks metalloproteinase-4 (TIMP-4), Interlékin 15 (IL-15) ekspresyonunu uyarmaktadir.
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4.6. Fibronektin Tip ITI Domainini Iceren 5. Protein/ Irisin

Ik defa, 2002 yilinda 2 farkli grup tarafindan kesfedilip, karakterize edilen FNDC5’in
diger adlar1 fibronektin tip III domainini igeren 2. protein (FRCP2) ve peroksizomal
protein (PeP)’dir (116, 117). Fare FNDCS5 proteini, 29 aa’lik sinyal peptid, 94 aa’lik tek
fibronektin I domaini ve C terminali olmak tizere 3 kisimdan olusur (118). FNDCS5, tip 1
membran proteini olup, eksprese edildigi kadar N-terminalinden yikilarak (heniiz
tamimlanmamis bir proteaz tarafindan kesilerek) yeni tanimlanmis bir miyokin olan irisin
dolasima salinmaktadir. FNDC5 mRNA, irisin prekiirsorii olup, yiiksekten diisiige dogru
kas, rektum, perikardiyum, intrakraniyal arter, kalp, dil, optik sinir, uvula, beyin,over,
yumurta kanali (tuba uterina), hipofiz bezi (pituitary), seminal keseler, adrenal bez,
0zofagus, vena kava, bobrek , penis, retina, testis, {iretra, tiriner kese, spinak kord, KC,

tonsil, tiroid ve vaginada eksprese edilmektedir (3).
4.6.1. Irisin’in Yapusi, Izolasyonu ve Adlandirmasi

[risin; iristen tiirevlenmis olup, Yunan mitolojisine gére Thamus ve Electra’nin kiz
kardesi, gokkusagin1i sembolize eden, tanrilardan gilizel haberleri insanlara tasiyan
anlamlarina gelmektedir (119). 112 aa’lik 12 kDA agirhiginda bir protein olup, ilk defa
2012 yilinda Bostrom ve arkadaslari tarafindan kas dokusundan izole edilmistir. Bu
aragtirmacilar, irisinin glikoprotein yapisinda oldugunu sdylemisler ve western-blot
analizlerinde, ¢ok sayida band gérmiislerdir. Bu analizlerde, ¢ok sayida band goriilmesi
salgilanabilen ve glikozillenmis proteinlerin genel 6zelliklerini yansitmaktadir. Ancak bu

proteinde glikozilasyon tam olarak aydinlatilamamistir (1).

Insan ve fareler kiyaslandiginda irisin % 100, insiilin % 85, glukagon % 90 ve leptin
% 83 oraninda benzemektedir. Irisinin, termogenik bir protein olup, beyaz yag dokusunu
kahverengi yag dokusuna doniistiirerek enerji harcanmasina sebep oldugu sdylenmektedir.
FNDCS5 proteininin yikim iiriinii olan irisin, fare ve insanlarda bilinmeyen bir proteaz
tarafindan kesilmektedir (3). Irisinin salgilanmasi ve kesilmesi, epidermal biiyiime faktorii
(EGF) ve transforming biiylime faktor (TGF)’ye benzemektedir. FNDC5 gen
ekspresyonunun artmast PPARy ve PGC-/a araciligiyladir. PGC-/a artisina bagl olarak
kas dokusunda 5 farkli proteinin ekspresyonunu artirmaktadir. Bunlar FNDCS5, IL-15,
LRG1, TIMP4, VEGF dir. FNDCS5, kahverengi yag dokusu genlerinin (Elov13, Cox7a ve

Otopl) ekspresyonlarmi artirirken, beyaz yag dokusu iirlinii olan leptin sentezini ise
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azaltmaktadir. Disiik miktar (yaklagik 20nM) FNDC5’in, UCP1 ekspresyonunu 7-1500
kat arttirdigi ve artmig UCP1 ekspresyonunun ATP sentezini azaltarak is1 tretimini
sagladigindan, enerji kaynaklarinin daha fazla harcanmasina yol a¢tigi bildirilmistir ve
irisinin etki mekanizmas1 Sekil 4’te 6zetlenmistir Tiim bu verilerin 1s1ginda, kahverengi

yag dokusundaki termogenez aktivasyonun FNDCS5 tarafindan diizenlendigi soylenebilir

(1).
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Sekil 4. Irisinin etki mekanizmas1 (Novelle’den, 120)

4.6.1.1. Irisin Sentezleyen Bashca Organlar ve Irisinin Biyokimyasal Etkileri

Irisin, iskelet kasindan baska bir¢ok dokuda sentezlenmektedir (121). Bunlar adipoz
doku, kalp kasi, bobrek, karaciger, miyelin kilifi, ndral hiicreler, optik sinir, over, purkinje
hiicreleri, rektum, tiikiiriik bezleri, mide, testis, dil, intrakraniyal arterlerdir. Irisinin
immunoreaktifitesini gostermek i¢in spesifik irisin antikoru kullanilmistir (cat:H-067-17,
Phoneix Pharma.). Irisinin temel sentez yeri iskelet kas1 olmasina ragmen, daha sonra
yapilan immunhistokimyasal caligmalarla, miyokardiyumda genis Olgiide sentezlendigi
belirlenmistir. Yapilan bir ¢calismada, ratlarin iskelet kas1 ve kalp kasinda mg doku bagina
irisin seviyeleri kiyaslanmis ve kalp kasinda iskelet kasina gore daha fazla irisin oldugu
ortaya konulmustur. Ug temel salgi organ1 olan paratiroid, submandibular, sublinguinal
bezlerde de irisin immunoreaktivitesi bulunmustur. Sublinguinal bezlerde tiikiiriik

bezlerine oranla diisiik, ayrica bobrekler, yumurtalik, testis, rektum, perikardiyum,
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intrakraniyel arterler, kalp, dil, optik sinir, mide ve derideki yag bezlerinde irisin
immunoreaktivitesi gézlenmistir. Periferal sinir kiliflar1 da irisin antikoruna karsi giiglii

immunoreaktivite gostermektedir (3, 122).

Irisin yag dokusunda da sentezlenmektedir (123). Bu nedenle irisin miyokin
ailesinin liyesi olmasinin yani sira adipokin ailesininde iiyesi olarak kabul edilmektedir.
Roca-Rivada ve ark. ad libitum sartlarda adipoz dokudan salgilanan FNDC5/irisin iskelet
kasindakinden % 20 az oldugunu ve derialt1 adipoz dokudan salgilandigin1 gostermislerdir

(124).
4.6.1.2. irisin ve Metabolik Hastahklarla Olan Iliskisi

Obezite, diinyada, yag kiitlesindeki artis ile karakterize giderek biiyiiyen bir saglik
problemidir (125). Irisinin termogenik bir ajan olarak kabul edilmesinden bu yana
obezlerde yag kiitlesinin azalmasinda rol oynadig diisiiniilmektedir. Irisinle ilgili yapilan
bir arastirmada, erkeklerde ve obez Kisilerde irisin seviyesi daha yiiksek bulunmustur
(126). Obezite cerrahisi gecirmis kisilerde operasyondan 6 ay sonra iskelet kasinda FNDC5
MRNA ve kanda irisin seviyesinde azalma goriilmistiir. Enerji kisitlamasi ve cerrahi
olarak indiikklenmis kilo kaybinin, irisin seviyesini azalttig1 sonucuna varilmistir (3). Obez
ve diyabetik hastalar arasinda yapilan bir diger ¢alismada serum irisin konsantrasyonu ile
viicut kitle indeksi (VKI), yas, diger biyolojik parametreler arasinda korelasyon
olmadigini, irisin ile homosistein, HbAlc ile arasinda pozitif korelasyon oldugu
gdsterilmistir (123). Baz1 arastirmacilar ise irisin ve VKI arasinda pozitif korelasyondan
bahsederken, bazilari ise irisin seviyesi ile adipoz doku kiitlesi arasinda negatif korelasyon

oldugunu 6ne siirmiislerdir (3, 126-128).

Park ve arkadaslari, akdeniz diyeti ve saglikli yeme indekslerine gore irisin
seviyelerinin  nasil  degistigini incelemis ve irisin  seviyesinin bu diyetlerden
etkilenmedigini, CRP ve bu skorlar arasinda negatif iliski oldugunu ortaya koymuslar ve
saglikli diyetin irisin seviyesini etkilemedigi sonucuna varmiglardir (127). Yapilan baska
caligmalarda irisin seviyesi, diyabet hastalarinda kontrollere kiyasla azalirken, (129)
gestasyonel diyabetli annelerin siitlerinde ve kanlarinda ise artis bulunmustur (130). Sesti
ve arkadaslart dolagimdaki irisin; kardiyo-metabolik degiskenler; insulin duyarliligini ve
yaygin karotid intima-media kalinligimi (vaskiiler ateroskleroz indikatorii) belirledikleri

calismalarinda, insanlarda insulin duyarliligi ve irisin arasinda negatif, karotid intima
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media kalinlig ile irisin arasinda pozitif iliski oldugunu gostermislerdir (131). Son yapilan
aragtirmalarin  sonuglarina gore miyogenik farklilagma esnasinda irisin sekresyonu
artmaktadir. Ayrica adipositlere 10, 50nM irisin uygulanmasi, insulin benzeri biiyiime
faktori-1 (IGF-1) seviyesini anlamli artirirken ve Ostrojen iliskili kinaz (ERK) yolu
araciligiyla miyostatin gen ekspresyonunu ise azaltmistir. FNDCS5/irisinin kaslarda
pleiotropik rolii vardir (132). Arastirmacilar egzersiz yapmadan 6nce ve 3 haftalik aralikli
stirat kosusu idmani1 sonrasinda fibroblast growth factor-21 (FGF21) ve FNDC5’in plazma
konsantrasyonunu Ol¢miislerdir. Siirat kosusu, FGF21 seviyesini azaltirken, FNDCS5’1
etkilememis, ancak irisin erkeklerde azalirken kadmlarda artmustir (133, 134). Irisinin
farkli doz ve siirelerde uygulanmasi, metabolik gen ekspresyonunu (PGC-1a, niikleer
respiratory factor-1 (NRF-1), mitokondriyal transkripsiyon faktor A (TFAM), irisin,
glukoz transporter 4 (GLUT4), UCP3) indiiklemekte, mitokondriyal biyogenezi ve
termogenezin artmasina sebep olmaktadir. Rana ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada 81
saglikli kiside, telomer uzunlugu ve plazma irisin seviyelerini 6l¢miisler ve irisinin enerji

dengesi ile yaslanma prosesinin diizenlenmesini destekledigini gostermislerdir (135).
4.7. N-Metil-N-Nitrozoiire

Cesitli kimyasal ajanlar, deney hayvanlarina degisik yollarla verilerek (intraperitonal
(i.p) intravenoz (i.v), subkutan (s.k), oral, intragastrik(i.g)) birbirinden farkli 6zellikte
timor modelleri olusturulabilmektedir (136). N-Metil-N-Nitrozotire (MNU), kanser modeli
olusturmakta kullamlan kimyasal ajanlardan biridir. Tlk defa 1943 yilinda laboratuvar
sartlarinda 1.5 mol 200g % 24’liikk sulu metilamin ¢6zeltisine, konsantre 150 mL HCI ve 5
mol 300 g iire ilave edilerek yiiksek sicaklikta kaynatilmis ve oda sicakligina kadar
sogutulan ¢ozeltiye, sodyum nitrit ve siilfirik asit ilave edilerek asidik ortamda N-metil-N-

nitrozoiire (MNU) sentezlenmistir (137).

MNU, alkilleyici bir ajan olup yapisindaki alkil (metil) grubunu, DNA yapisindaki
bazlara transfer ederek toksik etkisini gostermektedir. Mutasyonlarin olusumu, hedef
organlarda kanser riskini artirabilir, ya da, asirt DNA hasarinin tamir edilemedigi
durumlardan kolay etkilenen hiicre ve dokularda hiicre 6liimiine sebep olabilmektedir.
MNU indiiklii karsinogenez ve hiicre hasari, cesitli hayvan tiirlerinde ¢ok sayida orgam
hedef almaktadir. MNU bu hayvanlara olgunlasmadan 6nce uygulanmalidir. Yashlarda ise,

fotoreseptor hiicreler MNU’ya kars1 oldukga hassastir ve apopitoz yoluyla hiicre 6liimiine
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sebep olmaktadir. Arastirilan birgok N-nitrozo bilesigi icinde, insanlarin laboratuvar
disinda maruz kalabilecegi ¢ok az sayida, kararli ve dogrudan etkili olmayan nitrozamin
mevcuttur. Bu nitrozaminlerin deney hayvanlarinda karaciger, akciger, bobrek, mesane,
pankreas, yemek borusu ve dil gibi ¢esitli organlarda kanser olusumunu tetikledigi, ancak,
cilt, beyin, kolon ve kemiklerde kanser olusumuna sebep olmadigi rapor edilmistir.
Canlilarda hangi organin hangi N-nitrozo bilesiginden etkilenecegi canlinin tiiriine ve
kanserojenin kimyasal yapisina gore degiskenlik gostermektedir. Alkilnitrozoiireler veya
alkilnitrozokarbamatlar gibi dogrudan etkili nitrozaminlerin ise sinir sistemi, mide,

gastrointestinal sistem ve kemiklerde tiiméor olusturdugu bildirilmistir (138).

Hayvanlarda N-nitrozo bilesiklerinin neden oldugu tiimorlerin - birgogunun
insanlarda goriilen tiimorlere benzerlik gostermesi, insanlarda da bu bilesiklere maruz
kalmanin tiimorlerin kaynak noktasindan biri olabilecegini disiindiirmektedir (139).
Takayama ve arkadaslar1 anatomik, fizyolojik ve biyokimyasal bakimdan insana daha
yakin olan primatlarin, nitrozaminlere uzun siireli maruziyetinde MNU’nun
gastrointestinal sistemde skuamoz hiicre kanserini indiikledigini gostermislerdir (140). Bu
kimyasal genis Ol¢iide ratlarda ve farelerde kullanilmakla birlikte, diger hayvanlarda da
gastrik karsinoma modelinin  olusumunda onemlidir (141). N-metil N-nitro-N-
nitrozoguanidin  (MNNG), 7,12-dimetil-benz[a]antrasen (DMBA), cisplatin gibi
kimyasallarda hayvanlarda deneysel olarak kanser olusturmada yaygin kullanilan

ajanlardir.

Kimyasal ajanlar kullanilarak kanser olusturulmus farelerde yapilan caligmalarin
genellikle antioksidan 6zelligi yiiksek maddelerin kanser tizerindeki etkilerini arastirmaya
yoneliktir. Ornegin, MNNG ile mide kanseri olusturulmus ve tedavi amaciyla narenciye
verilmis ratlarla yapilan bir calismada lipid peroksidasyonunda azalma, enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan aktivitelerinde artma belirlenmistir (142). Nitrozaminlerin
metabolizmasi karacigerde gerceklesir. Nitrozaminler toksik etkilerini, oncelikle kanda ve
ozellikle karacigerde olustururlar. Ayrica kan akimimin fazla oldugu bdbrekler gibi diger
organlar da bu durumdan karacigere gore daha diisiik diizeyde etkilenirler. Cesitli
aragtirmalarda deney hayvanlarina farkli nitrozaminler verildiginde bu bilesiklerin basta
karaciger olmak tizere diger organ ve doku tiimorlerine neden oldugu gosterilmistir (143,
144). Kanserojen maddeler kanser olusumunda organ ve hedef hiicrelerde farklilik

gostermektedir. Bunun sebebi ¢ok acik degildir ancak organlar arasinda hiicre ¢ogalma hiz1
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fizyolojik farklilikla iligkilendirilmistir. Farkli dokularda hiicre ¢ogalmasi a)deri ve
bargirsak epitelinde oldugu gibi hizli ¢cogalma, b) tirotelyal epitelyum, akciger, karaciger,
bobrek, prostat ve omurilikte oldugu gibi yavas c¢ogalma seklindedir. MNU’nun kimyasal
yapist Sekil 5’te gosterilmistir.

C
s, ~CH;4

N

o

Sekil 5. N-Metil-N-Nitrozotire’nin Kimyasal Yapisi

MNU, deney hayvanlarinin igme suyuna ilave edilerek verildiginde kanser yapici
etkisini dogrudan midede olusturdugunu gosteren galismalar mevcuttur (145-147). MNU,
genis Olglide ratlarda ve farelerde kullanilmakla birlikte diger hayvanlarda da gastrik
karsinoma modelinin olusturulmasinda 6nemlidir. Bu kimyasalla yapilan bir¢ok ¢alismada
deney hayvanlarinda kanser olusturulabilmis ve farkli maddelerle olusturulan bu kanserin
tedavisi arastirilmistir. Akut olarak bu kimyasala maruz kalinmasi diger kimyasallarda
oldugu gibi deri ve gézde irritasyon, bas agrisi, bulanti ve kusmaya sebep olabilmektedir.
(141). Farelerde alkilnitrozoiirelerin 6zellikle gebeligin son déneminde plasenta yoluyla
fare yavrulara gecerek beyin ve sinir sistemlerinde tiimor olusumunun potansiyel
tetikleyicisi oldugu uzun zamandir bilinmektedir (139). Bundan dolayidir ki, insanlarda
ozellikle cocuklarda goriilen beyin tiimorlerinin sebebi olarak besinler ile alinan

alkilnitrozoiire gibi kimyasallarla ile ilgili yapilan arastirmalar hiz kazanmistir.

N-nitrozo bilesikleri, tek doz uygulama sonrasinda tiimor olusumunu, bir¢ok
organda alkilleyerek indiiklemektedir. Dimetilnitrozoamin (DMNA), kemirgenlerde
niikleik asit ve proteinleri farkli derecelerde alkillemekte ve metilasyon miktar ile
tiimoriin olusum derecesi arasinda bir korelasyon oldugu sdylenmektedir. Bir arastirmada,
MNU intravendz ve oral yolla (intragastrik entlibasyonla) uygulanmis ve birgok dokuda
niikleik asitleri metilleyerek tiimor olusturdugu ortaya konulmustur. MNU, intragastrik

entiibasyonla  mideye direkt verildiginde hemen pargalanmaz, mide asidik ortam
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oldugundan kararli davranir ve biiyiikk bir kismi midede degismeden kan dolasimina
gecmektedir. pH arttikca MNU’nun yarilanma siiresi kisalmaktadir. (pH=6da 24 h, pH=7
de 1-2 h ve pH=8 de ise 0-1 h’dir) MNU’nun midede emilen kismi niikleik asitlerin

yapisindaki bazlarin metillenmesine ve midede kanser olusumuna sebep olmaktadir.

Druckrey ve arkadaslarinin 1968 yili raporlarina gore outbred (akraba olmayanlarin
ciftlestirilmesi) guinea domuzlarda igme suyu i¢ine uzun siireli MNU uygulanmasi sonucu
pankreas ve mide adenokarsinomu olusmustur (148). 1992 yilinda Tatematsu ve
arkadaglari, Balb/c tiirii farelere haftada bir defa 0,5 mg MNU’yu 10 hafta boyunca
intragastrik entiibasyonla uygulamislar, 20 ve 40 haftalik siire sonunda hayvanlarin
dekapitasyonunu takiben glandular adenokarsinom olusumunu, sirasiyla % 20 ve % 100
olarak bulmuslardir (149). 1993 yilinda yine ayni arastirmacilar, C3H tiirii farelerin igme
suyu i¢ine farkli konsantrasyonlarda MNU uygulayarak (120, 60, 30 ve 0 ppm) glandular
adenokarsinom olusumunu incelemislerdir. Yiiksek konsantrasyon uygulamalarinda
yiiksek oranda glandular adenokarsinom olustugunu gostermislerdir (147). 1998 yilinda
Yamachika ve arkadaslar1 Balb/c tiirii farelerin igme suyu igine farkli konsantrasyon ve
zamanlarda MNU uygulamasinin, mide kanseri olusumu {izerine etkisini incelemigler ve
kanser olusumunda yiiksek konsantrasyon, kisa siireli ve diisiik konsantrasyon, uzun siireli
MNU uygulanmasindan daha etkili oldugunu bulmuslardir (150). 1999 yilinda Kobayashi
ve arkadaslar1 diyetle indiiklii katekol uygulamasinin MNU’nun i¢gme suyu i¢ine ilavesi
sonucu glandular midede olusturulan neoplastik ve preneoplastik lezyonlarin olugumunu,
artirdigint gostermislerdir. Disiik doz katekol uygulamasi midede preneoplastik lezyon

gelisimini indiiklerken, neoplastik lezyon olusumu gézlenmemistir (151).
4.8. Tiimor Belirtecleri

Mide kanseri, gastrointestinal sistemin en 6nemli ve en sik goriilen hastaliklarindan
biridir. Bu hastaligin tanisinda ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri de
tiimor belirteclerinin kullanilmasidir. Tiimor belirtegleri bir¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi
mide kanserlerinde de tani, tarama, prognoz ve tedavinin monitérizasyonunu belirlemek
amaciyla kullanilmaktadir. Diger yontemlere gdre en Onemli avantaji, kan Orneginden
kolayca tespit edilebilmesidir. Spesifik ve sensitif timor belirtelerinin gelistirilerek rutin
olarak uygulanmasi veya diger testleri destekleyici ve tamamlayict olarak kullanima

girmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir (152).
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4.8.1. Tiimor Belirteclerinin Tanim ve Klinik Kullanimi

Yiiksek molekiil agirlikli, glikoprotein 6zelligindeki bu antijenler taniya yardimci
olduklar1 gibi, tedavinin takibinde de 6nemli rol oynamaktadir. Timor belirtegleri, kanser
ya da konak hiicreleri tarafindan salindigi diisiiniilen, tedaviye cevabin
degerlendirilmesinde, izlenmesinde ve niikslerin saptanmasinda kullanilan biyolojik
ajanlardir. Olgiimleri kanda, sekresyonlarda, serdz sivilarda immiinohistolojik veya
immiinositolojik yontemlerle (immiinofluoresans, immiinoperoksidaz) yapilmaktadir (152,
153). Timor belirtegleri genellikle kanserin tanisi, prognozunun belirlenmesi ve tedavinin
incelenmesinde kullanilmaktadir. Ideal bir tiimor belirteci, timor hiicreleri tarafindan
tiretilip viicut sivilarinda saptanabilir olmalidir. Saglikli kisilerde ve benign hastaliklarda
negatif olmali, aranilan hastaliga yakalanan tiim olgularda pozitif olmali, 6lgiilen diizeyleri

timor evresi ile orantili olmalidir (154).
4.8.1.1 Karsinoembriyonik Antijen (CEA)

ik kez 1965 yilinda gastrointestinal sistem adenokarsinomlu hastalarin timéor
dokusunda izole edilmistir. ilk basta kolorektal kanserler icin spesifik oldugu diisiiniilmiis,
daha sonra diger kanserlerde ve kanser dis1 patolojik durumlarda da spesifikliginin yiiksek
olabilecegi saptanmistir. Kanser arastirmalart ve tedavisinde en sik arastirilan ve kullanilan
belirtegtir. CEA, onkofetal proteinler grubundan olan bir hiicre yiizey glikoproteinidir.
Molekiil agirligr 200 kDa olan bu molekiiliin, baslica aminoasit yapist asparajin glutamin,
theronin ve serin’den olusmustur. Yapisal olarak 3’te 2 oraninda N-asetil glukozamin
icermektedir (155). Elektron mikroskopu ile yapilan aragtirmalarda, CEA’nin tiimor hiicre
membraninin altinda yer aldig: tespit edilmistir. Hiicre yiizeyinde yer almasi sebebiyle
viicut sivilarina da kolayca gegebilir. Serumda CEA miktari, CEA iireten bir tiimoriin

rezeksiyonu sonrasinda 3 hafta i¢inde 6l¢iilemeyecek kadar azalmaktadir.

CEA’nin yaygin bir klinik kullanim1 vardir ve Kkolorektal kanser disinda, brons,
meme, pankreas, mide, mesane, prostat, over, troid kanserinde ve ndroblastomada da
tiimor belirteci olarak kullanilmaktadir. Malign durumlardaki 6l¢iimlerde yiiksek diizeyde

saptanmaktadir. Tlerlemis kanserler de ise daha yiiksek diizeylere ulasmaktadir (153).
4.8.1.2. Karbohidrat Antijen 72-4 (CA 72-4)

CA 72-4, yiiksek molekiil agirlikli, musin tip glikoprotein olup, (insan tumor iligkili
glikoprotein) monoklonal antikorlar CC49 ve B72.3 kullanilarak belirlenmistir. 94’
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malign, 100’1 ise benign gastrik kanser tanis1 almis 194 hastada yapilan bir ¢alismada, 3
farkli (CEA, Karsinoembriyonik antijen 19-9 (CA 19-9) ve CA 72-4) serum kanser
belirtegleri ol¢iilmiis ve 94 malign gastrik kanserli hastada CA 72-4, CA 19-9, CEA
sirastyla % 42.6, 31.9, 20.2 pozitif bulunmustur (156). Literatiirde mide kanserinde CEA,
CA 19-9, CA 72-4’iin prognostik faktor oldugu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (157). Byrne
ve arkadaslari, mide kanserinde CA 72-4’lin CEA ve CA 19-9°dan daha sensitif oldugunu
hastalik evresini ve aktivitesini daha iyi yansittigini bildirmislerdir (158). Farkli
arastirmalarda mide kanserli hastalarda, CEA’nin bulunma orani1 % 28-40, CA 19-9 % 43-
52 ve CA 72-4 {in ise % 42-48 arasinda oldugu bildirilmistir (154).

4.9. Real-Time PCR

Bilim ve tip alaninda yapilan ¢aligsmalar niikleik asit miktar1 belirleme analizleri
icerisinde en etkili teknigin Real-time PCR (Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu)
oldugunu ortaya koymustur. Bu teknik, DNA amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis
gosteren floresans sinyalin Ol¢iilmesi ile kantitatif sonug¢ verebilen bir PCR yontemidir.
Kary Mullis ve arkadaglari tarafindan gelistirilmis olan geleneksel PCR’ i ileri bir
versiyonudur. Geleneksel PCR ile karmagik bir 6rnekten herhangi bir niikleik asit dizisini
analiz edebilmek, ¢ok sayida dongiisel islemle miimkiin olmakta ve bu islemde tek basina
matematiksel olarak iiriin miktar1 hakkinda bilgi saglamamakla birlikte, iiriin miktarinin
tam olarak belirlenmesi oldukga giictlir. Ayrica bu PCR’da baslangigta var olan DNA
miktarindan bagimsiz olarak iiriin miktar1 ortaya ¢ikmaktadir. 1992 yilinda Higuchi ve
arkadaslar1 real-time PCR’ 1 gelistirmigler ve bu teknik ile DNA dizileri es zamanli olarak
cogaltilmis, reaksiyon siiresi boyunca olusan TUriiniin miktarmi goézlemek kolaylikla
miimkiin olmustur. Amplifikasyonun her basamaginin gozlenebilmesi real-time PCR’1
ayricaliklt kilan en 6nemli 6zelligidir. Amplifikasyon egrileri lizerinde tiim amplifikasyon
profili izlenebilmekte ve bu durum reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe 6zgii

floresans isaretli problar ile saglanmaktadir (159, 160).

Son yillarda aragtirmalar i¢in kullanilan gen ekspresyon g¢alismalarinda kantitatif
real-time PCR yontemi altin standart olarak kabul edilmis ve gen ekspresyon seviyeleri
hassas bir sekilde belirlenebilmektedir. Real-time PCR ile elde edilen veriler mutlak
kantitasyon (absolute quantification) veya goreceli kantitasyon (relative quantification)

analiz teknikleri ile degerlendirilmektedir. mRNA ekspresyon c¢alismalarinda ise siklikla
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goreceli kantitasyon kullanilmaktadir. Bu teknikte ayni 6rnege ait iki farkli hedef genin
ekspresyon seviyeleri karsilastirilir ve sonu¢ bu hedeflerin orani olarak ifade edilir.
Karsilastirma amaciyla kullanilan ikinci gen ekspresyonu '"referans gen" olarak
isimlendirilir ve tiim deney sartlarinda degismez miktarda eksprese oldugu kabul edilir. Bu
referans gen internal kontrol olarak bilinir ve Ornekten Ornege olan farkliliklarin
degisiminin normalizasyonu i¢in kullanilir. ilgilenilen genin deney gruplarinin ekspresyon
seviyeleri muamelesiz grup (negatif kontrol) ekspresyon seviyeleri baslangi¢ alinarak
rOlatif olarak ifade edilir. Boylelikle rolatif kantitasyon kullanicilara, bir hedef genin en az
iki farki durumdaki ekspresyon profilini kolayca karsilagtirmalarina olanak saglar. Goreceli
kantifikasyon gen ekspresyonunun belirlenmesinde en iyi teknik olarak kabul edilmektedir
(161).
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5. GEREC VE YONTEM
5.1. Gerecler
5.1.1. Kullanilan Fareler

Calismamizda KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edilen Balb/c

irk1 60 adet erkek 6-8 haftalik 20-25 g agirliginda fareler kullanildi.

5.1.2. Kullamilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve malzemeleri tiretici firmalari

ile birlikte Tablo 4’de listelenmistir.

Tablo 4. Calismada kullanilan cihazlarin ve laboratuvar malzemelerinin 6zellikleri

Kullamlan Cihaz, Alet ve Malzeme Marka/Model

Santrifiij Eppendorf 5804

Buzdolabi-Derin dondurucular(+4°C, -20  Altus, Thermo Electron Corporation
°C, -80 °C)

Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S

Etiiv (37 °C) Heraeus

Calkalayicili inkiibator ShelLab/Sheldon S14-2

Otoklav Tuttnauer 3150 ELV

Manyetik karistiric Termal

pH-metre Hanna Instruments, HI 9321

Mikropleyt okuyucu

Mikro dalga firin

Sogutmal1 santrifiij

ELISA yikayicisi

Mikro hacimli spektrofotometre
Real-Time PCR cihazi
Calkalayicili 1s1 blogu

Mikrosantrifiij

PCR cihaz1

Jel goriintiileme sistemi
Elektroforez gii¢ kaynagi
Elektroforez tanki

Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
El homojenizatdrii

SpectraMax Paradigm Multi-Mode
Altus ALMD 171

Allegra 64R centrifuge

Biotek

Thermo Nanodrop 2000

Roche LightCycler 480 11
Eppendorf Thermo Mixer Comfort

Thermo IEC Micromax

Applied Biosystems GeneAmp9700
Gel logic 200 imaging system
Thermo EC250-90

Thermo EC300
Ependorf
Omni Tissue Master 125
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5.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve tretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo 5’de

verilmigtir.

Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri ve satin alindiklar firmalar

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Firma, Kodu ve Safhig

Agaroz

Etidyum Bromiir

Dietil Pirokarbonat (DEPC)
Asetik Asit

Hidroklorik Asit (HCI)

Tris

Sodyum EDTA

Sodyum Hidroksit (NaOH)
N-Metil N-Nitrozoiire (MNU)
Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Etanol (C;Hs0OH)
Kloroform

Izopropilalkol (2-propanol)

Serva, 11404, 9012-36-6
Sigma, E1510, 1239-45-8
Sigma, D5758,1609-47-8
Merck, M8187552500
Merck, M1003172500,(%37)
Merck, M1083870500
Merck, 324503, 6381-92-6
Merck, 1064621000, (>%97)
Sigma, N1517, 684-93-5
Sigma, D2650 (steril),67-68-5
Merck, K393741247 844
Merck, K18537631

Merck, K361103495 623
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5.1.4. Kullanilan Ticari Kitler

Calismada kullanilan kitler ve tiretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo 6’da sunulmustur.

Tablo 6. Calismada kullanilan kitler ve {iretici firmalar

Kullanilan Kitler Uretici firma, Kodu, Safhigi
IL-6 ELISA Kiti EBioscience, 99600009

TNF-o ELISA kiti EBioscience, 99377005

IL-1oo ELISA kiti EBioscience, 100526021
FNDC5/Irisin ELISA kiti SunRed, DZE201022874, 201407
ZAG ELISA Kkiti SunRed, DZE201022876, 201407
PIF ELISA Kiti SunRed, DZE201022877, 201409
CEA ELISA Kkiti SunRed, DZE201020099, 201407
CA72-4 SunRed, DZE201020354, 201407
RNA izolasyon Kiti Roche, 12033674001

TRIzol RNA Izolasyon Reaktifi Invitrogen, 15596026,12086202
TriPure Izolasyon Reaktifi Roche, 11667165001

cDNA izolasyon Kiti Roche, 04 896 866 001

Real time ready Gapdh Assay Roche, 307884

Real time ready Fndc5 Assay Roche, 317294

Real time ready Ucpl Assay Roche, 313368

Real time ready Pgcl-a Assay Roche, 313428

Real time ready Azgpl Assay Roche, 317292

LightCycler 480 Sealing Foil, Roche, 04729757001

5.2. Yontemler

Bu tez ¢alismasinin hayvan uygulamalari 2013 Kasim-2014 Nisan aylar1 arasinda
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastrma Merkezi'nde
gerceklestirildi. Bu uygulamanin yiiriitiilebilmesi i¢in, Oncelikle, Karadeniz Teknik
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalart Degerlendirme Komisyonu’ndan
24.04.2012 tarihli, 2012/15 toplant1 ve 3 karar no’lu onay alind1 (Bkz. Etik Kurul Karari).
Calisma, KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimince (BAP-01-Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Projeleri, Proje No: 9672) desteklendi.
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5.2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Calisma grubu, 60 adet 20-25 g agirhiginda, 6-8 haftalik Balb/c tiirii erkek fareden
olusmaktadir. Bu fareler KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden temin edilip,
ayni yerde deneysel calisma i¢in 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ortam saglanarak
barindirtlip, beslendi. Hayvanlarin yem ve sulari adaptasyon siiresi boyunca ad libitum
olarak verildi. Daha sonra, fareler 12’si kontrol, 48’i kanser yapict kimyasal MNU
verilmek lizere rastgele ikiye ayrildi. Kontrol farelere, standart fare yemi ve igme suyu,
digerlerine ise standart fare yemi yaninda, igme sularina 60 ppm (pg/mL) MNU ilave
edilerek verildi. Bu kafeste yer alan 48 fare, her kafeste 12 fare olacak sekilde 4 farkli
kafese dagitildi. (n=48). Bdylelikle farelerin yem ve igme sularmma ulagmalari

kolaylastirildi.

Bir farenin giinliikk su tiiketiminin yaklasik 3-4 mL oldugu dikkate alindiginda,
fareler giinliik 180-240 ug MNU kimyasalini igme suyu iginde almis oldu. Farelere verilen
igme sulart her gilin taze, koyu renkli siselerde sularin dokiilme miktarlar1 da gbz Oniine

aliarak her kafes icin giinliik 50 mL olacak sekilde ayarlandi.

Fare sayisinin MNU verilen kafeslerde kontrol farelerin sayisina gore fazla olmasinin
nedeni:
e Kanserojen bir kimyasal madde uygulamasi sonunda farelerin mortalite riskinin
olmast (% 30) (141).
e I¢me suyuna ilave edilerek verilen kimyasal maddeye bazi farelerin direng

gostermeleri, bu farelerde mide kanseri olusumunu 6nleyebilecek olmasidir.
MNU uygulamasina 20 hafta boyunca (5 ay) devam edildi (143).

Bu siire¢ icerisinde farelerin agirliklar1 her ay diizenli olarak tartildi ve agirliklarindaki
degisimler kaydedildi. Deney siirenin sonunda hayvanlarin dekapitasyonunun ardindan
tim farelerin mide dokular1 histopatolojik olarak incelendi. Histopatolojik degerlendirme
sonuclar1 dogrultusunda farelerden 4 grup olusturulmasi uygun goriildii ve bu gruplar
kontrol, kimyasal verildigi halde kanser olusmayan (mikrokist formasyonu ve minimal
displazi), kanser 6ncesi (midelerinde glanduler/adenomatoz hiperplazi ve displazi olusmus
fareler), kanser (intramukozal ve invaziv kanser olusmus fareler) gruplar1 olarak
adlandirildu.
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5.2.2. Farelere oral yolla verilen MNU’nun Hazirlanmasi

1g MNU (Sigma Aldrich)’nun tam olarak ¢6ziilebilmesi igin siseye yaklasik 4 mL
dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edildi ve iyice vortekslendi boylelikle liyofilize haldeki
MNU’nun ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra ¢ozelti hacmi distile su ile bir balonjoje iginde
100 mL’ye tamamlandi. Bu stoktan 1.5 mL’lik eppendorf tiiplerine, her tiipte 1 mL olacak
sekilde pipetlendi ve -20°C’de saklandi. Her giin bu tiiplerden bir tane almip, distile su ile
hacim 200 mL ye tamamlanarak, her bir kafese 50 mL olacak sekilde 4 kafese koyu renkli
su siseleri i¢inde 150 giin boyunca taze olarak verildi. Tiikettikleri yem miktarlar1 ve

belirlenen siirelerdeki agirliklar1 kaydedildi.

20 haftalik siirenin sonunda hayvanlarin dekapitasyonunun ardindan asagidaki adimlar

takip edildi:

e Kontrol ve MNU uygulanan farelerin 6ncelikle mide dokular1 alinarak 4 esit parcaya
ayrildi, capraz kesitlerden ikisi histopatolojik inceleme i¢in formaldehid ¢ozeltine diger
ikisi ise deneysel galismalarda kullanilmak {izere i¢in 1.5 mL' lik RNaz ve DNaz’siz
plastik eppendorf tiiplerine koyuldu ve -80°C de derin dondurucularda saklandi.

e Daha sonra sirasiyla kahverengi, subkutan, inguinal yag dokulari ve iskelet kaslari
alindi ve elde edilen doku 6rnekleri mide doku drneklerinde oldugu gibi 1.5 mL' lik RNaz
ve DNaz’si1z plastik eppendorf tiiplere koyularak saklandi.

e Farelerin kanlari, jelli biyokimya tiiplerine alinarak, yaklasik 30 dk’lik bekleme
stiresinin ardindan 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve serumlart ayrilip, doku
Srnekleri gibi -80°C’de derin dondurucuya konuldu.

e Kontrol ve MNU uygulanan farelerden alinan serum orneklerinde, yaygin bir kanser
belirtegi olan CEA ve mide kanserine 6zgii belirteg olan CA 72-4, kasektik faktorlerden
PIF ve ZAG, inflamatuar belirteglerden TNF-a, IL-1 ve IL-6 ve FNDCS5/irisin seviyeleri
iretici firmalarin tavsiyeleri dogrultusunda ELISA kitleri kullanilarak belirlendi.
e5.2.1.°de aciklanan sekilde mide dokularinin histopatolojik olarak degerlendirilmesi
sonucunda 4 fakli grup olusturuldu.

¢ 4 grubunda kahverengi, subkutan ve inguinal yag, mide ve iskelet kasindan alinan doku
orneklerde TRIzol (Invitrogen) ve TRipure (Roche) reaktifleri kullanilarak total RNA

izolasyonlar1 yapildu.
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e Total RNA’lar Transciptor First cDNA Synthesis kiti (Roche-Katalog No:04 896 866
001) kullanilarak cDNA'ya ¢evrildi, ekspresyonlarina bakilacak olan genler (Pgc-/a,
Fndc5, Zag, Ucpl, Gapdh) i¢in uygun ready assayler kullanilarak belirlendi ve
Lightcycler 480 Il RT-PCR cihazi kullanilarak mRNA seviyeleri 6lgiildii.

e Mideden alinan doku orneklerinde Pgc-/a, Fndc5 ve Zag, iskelet kasindan alinan
dokularda Pgc-/a, Fndch, subkutan yag dokusu ve kahverengi yag dokusunda ise Fndc5,
Pgc-1a, Ucpl ve Zag ekspresyonlari olgiildi. (Pif’in farelerdeki mRNA dizilisi tam
olarak belirlenemedigi i¢in primer dizayn1 yapilamadi ve farelerde Pif’ ekspresyonu
caligilamad).

eReferans gen olarak bu dokularda ekspresyonu yiiksek olan gliseraldehid 3-fosfat
dehidrogenaz (Gapdh) ve g-aktin kullanildi.

5.2.3. Serum IL-6 Seviyesinin Olgiilmesi

Serum IL-6 ol¢iimiinde e-Bioscience firmasmin BMS603/2 referans ve 99600009 lot
numarali fare IL-6 ELISA kiti kullanildi. Serum numulerindeki 6l¢iim, kit protokoliine
uygun olarak gerceklestirildi. Bu 6l¢imiin gergeklestirilen ¢alisma basamaklar1 asagidaki
gibidir.

IL-6 Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 4000 pg/mL olan IL-6 stok standart
¢ozeltisinden, seri diliisyonla konsantrasyonlar1 2000-0 pg/mL arasinda olacak sekilde

standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan IL-6 standart grafigi Sekil 6’da gosterildi.
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Sekil 6. IL-6 standart grafigi

Orneklerin ELISA Pleytine Aktarilmast ve Olgiime Hazirlanmast

-80°C’deki muhafaza edilen serumlar oda sicakligina getirildi.

IL-6 standartlari ELISA pleyt dizaynina uygun sekilde, 100 pL olacak sekilde
kuyucuklara yiiklendi.
Kor i¢in ayrilan kuyucuga sadece assay ¢ozeltisinden 100 pL ilave edildi.
Pleytin numuneler igin ayrilan kuyucuklarina, 50 pL assay ¢ozeltisi ve 50 pL serum
ilave edildi.
Kuyucuklarin hepsine 50 pL biotin konjugati (antikor) eklendi.
Daha sonra pleyt, folyo ile kapatilarak oda sicaklifinda calkalayicida 2 saat
inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon sonrasinda pleyt, ELISA pleyt yikayicisinda yikama tamponu kullanilarak
4 kez yikandi. Kuyucuklarda kalan artik maddeler yikama tamponu kullanilarak
uzaklastirildi.

Her bir kuyucuga 100 pL Streptavidin-HRP (enzim) ¢ozeltisi ilave edildi.
Pleyt, tekrar folyo ile kapatilarak oda sicakliginda calkalayicida 1 saat daha
inkiibasyona birakilda.
Inkiibasyon sonrasinda pleyt, yikama tamponu ile pleyt yikayicisi ile 4 kez yikandu.

Kuyucuklarda kalan artiklar yikama tamponu ile uzaklastirilda.
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Numunelerin Renklendirilmesi ve Olciim

e Her bir kuyucuga renklendirme i¢cin TMB substrat ¢ozeltisinden 100 uL eklendi ve
oda sicakliginda karanlikta 10 dk inkiibasyona birakild.

e Referans dalga boyu olan 620 nm’deki 6l¢iim sonuglarina bakilarak en yiiksek
standardin optik yogunlugu 0.9-0.95’e ulasmasiyla birlikte her bir kuyucuga 100 pL
renklenmeyi durdurma ¢o6zeltisi eklendi ve numunelerin renginin sariya dondigi
gozlemlendi.

e Orneklerin absorbanslari VERSA (Designed by Molecular Divices in California,
USA) marka mikro pleyt okuyucuda 450 nm dalga boyunda dlg¢iildii.

e Sonuglar pg/mL cinsinden verildi. Bu ELISA yonteminin intra-assay dagiliminin

giivenilirligi, % 3.4 ve inter-assay dagiliminin giivenilirligi % 5.2 olarak bulunmustur.

5.2.4. Serum IL-1la Seviyesinin Olciilmesi

Serum IL-1a oOlgiimiinde e-Bioscience firmasmin BMS611 referans ve 100526021
lot numarali fare IL-1a ELISA kiti kullanilarak 6l¢timii kit protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. Bu 6l¢iimiin gergeklestirildigi ELISA kiti, IL-6 kiti ile ayn1 firmaya ait
olup islem basamaklar1 bu kit ile aymdir. IL-6’dan farkli olarak sadece IL-1a’e spesifik

standartlar hazirlandi.
IL-71a Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 500 pg/mL olan IL-1a stok standart ¢ozeltisi
kullanilarak seri dillisyonla konsantrasyonlart 500-0 pg/mL arasinda olacak sekilde

standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan IL-1a standart grafigi Sekil 7°de gosterildi.
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Sekil 7. IL-1a standart grafigi

5.2.5. Serum TNF-a Seviyesinin Olgiilmesi

Serum TNF-o 6lgiimiinde e-Bioscience firmasimin BMS607/3 referans ve 99377005
lot numarali fare TNF-o ELISA kiti kullanilarak olgtimii kit protokoliine uygun olarak
gercgeklestirildi. Bu ol¢iimiin gergeklestirildigi ELISA kiti, IL-6 kiti ile ayn1 firmaya ait
olup islem basamaklari bu kit ile aymidir. Farkli olarak sadece TNF-o standartlar

hazirlandi.
TNF-a Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Kit iginde bulunan ve konsantrasyonu 2000 pg/mL olan TNF-o stok standart
¢ozeltisinden seri diliisyonla konsantrasyonlart 2000-0 pg/mL arasinda olacak sekilde

standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan TNF-a standart grafigi Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 8. TNF-a standart grafigi

5.2.6. Serum CEA Seviyesinin Ol¢iilmesi

Serum CEA o6l¢liimiinde Sunred firmasinin DZE201020099 referans ve 201407 lot
numarali fare CEA ELISA kiti kullanilarak ol¢limii kit protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. Bu 6l¢timiin gergeklestirilen ¢alisma basamaklar1 asagidaki gibi olup farkli

olarak sadece bu kite spesifik standartlar hazirlandi.

CEA Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 4000 ng/mL olan CEA stok standart ¢ozeltisi
kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlart 4000-0 pg/mL arasinda olacak sekilde

standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan CEA standart grafigi Sekil 9°da gosterildi.
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Sekil 9. CEA standart grafigi

Orneklerin ELISA Pleytine Aktarilmast ve Olgiime Hazirlanmast

Numuneler asagida siralanan islemler ile ELISA pleytine aktarilarak olgiime

hazirlandi.

e -80°C’deki numuneler oda sicakligina getirildi.

e Standartlar sirast ile 50 pL olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi ve iginde standart
bulunan her bir kuyucuga 50 uL Streptavidin-HRP(enzim) eklendi. Kor i¢in ayrilan
kuyucuga sadece sirasi geldiginde kromojen A, kromojen B ve Streptavidin-HRP
eklendi.

e Diger kuyucuklara sirasi ile 40 uL numune ve numune bulunan her kuyucuga 10 pL
irisin-antikoru ve 50 uL Streptavidin- HRP eklendi. Sonrasinda pleyt folyo ile
kapatilarak ¢alkalayicida 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

e Kitten ¢ikan yikama tamponu 30 kat seyreltildi.

e Inkiibasyon sonrasi pleyt, pleyt yikayicida yikama tamponu ile 5 kez yikandi ve

kuyucuklarda kalan artik yitkama tamponu kullanilarak tamamen uzaklastirildi.
Numunelerin Renklendirilmesi ve Olciim
Numuneler asagidaki islem basamaklari ile renklendirildi ve miktarlar1 6l¢iildii.

e Her bir kuyucuga renklendirme i¢in kromojen A ve B ¢ozeltilerinden 50’ser pL

eklendi. 37°C’de karanlikta 10 dk inkiibasyona birakildi.
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e Standarlarin rengi maviye doner donmez her bir kuyucuga 50 pL renklenmeyi
durdurma ¢ozeltisi eklendi ve numunelerin renginin sartya dondiigii gézlendi.

e 450 nm dalga boyunda absorbanslar 6l¢iildii.

5.2.7. Serum CA72-4 Seviyesinin Olgiilmesi

Serum CA72-4 6lgtimiinde Sunred firmasinin DZE201020354 referans ve 201407 lot
numarali fare ELISA Kiti kullanilarak oOl¢imii kit protokoliine uygun sekilde

gergeklestirildi. Bu 6l¢iim i¢in gergeklestirilen ¢alisma basamaklart CEA kiti ile aynidir.
CA 72-4 Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 15 U/L olan CA72-4 stok standart ¢ozeltisi
kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlar1 15-0 U/L arasinda olacak sekilde standart

cozeltiler hazirlandi. Hazirlanan CA 72-4 standart grafigi Sekil 10°da gosterildi.
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Sekil 10. CA72-4 standart grafigi

5.2.8. Serum PIF/DCD Seviyesinin Olgiilmesi

Serum PIF/DCD o6lgiimiinde Sunred firmasinin DZE201022877 referans ve 201409
lot numarali fare PIF/DCD ELISA Kkiti ol¢imi kit protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. Bu 6l¢iimiin gerceklestirilen calisma basamaklar CEA kiti ile aynidir.

PIF/DCD Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 100 ng/mL olan PIF/DCD stok standart

cozeltisi kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlart 100-0 ng/mL arasinda olacak
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sekilde standart c¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan PIF/DCD standart grafigi Sekil 11°de
gosterildi.
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Sekil 11. PIF/DCD standart grafigi

5.2.9. Serum ZAG (AZGP1) Ol¢iimii

Serum ZAG o6l¢iimiinde Sunred firmasinin DZE201022876 referans ve 201407 lot
kiti kullanildi. Serumda ZAG 6l¢liimii kit protokoliine uygun sekilde gerceklestirildi. Bu

Olclimiin icin gergeklestirilen ¢alisma basamaklar1 CEA kiti ile aynidir.
ZAG Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 40 mg/mL olan ZAG stok standart ¢ozeltisi
kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlar1 40-0 mg/mL arasinda olacak sekilde standart

cozeltiler hazirland1. Hazirlanan ZAG standart grafigi Sekil 12°de gosterildi.
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Sekil 12. ZAG standart grafigi

5.2.10. Serum FNDC5/irisin Ol¢iimii

Serum FNDC5/irisin 6l¢timiinde Sunred firmasinin DZE201022874 referans ve
201407 lot nolu fare FNDC5/irisin ELISA kiti kullanildi. Bu 6l¢iimiin i¢in gerceklestirilen
calisma protokolii ayni firmaya ait olduklar1 icin CEA kiti ile aynidir.

FNDCY5/irisin Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 8 ng/mL olan FNDCS5/irisin stok standart
cozeltisi kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlar1 8-0 ng/mL arasinda olacak sekilde
standart ¢oOzeltiler hazirlandi. Hazirlanan FNDC5/irisin  standart grafigi Sekil 13’de

gosterildi.
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Sekil 13. FNDC5/irisin standart grafigi

5.3. Total RNA izolasyonunda Kullanilan Dietilpirokarbonat (DEPC)’li Su

Hazirlamis1

100mL'lik DEPC (D5758-Sigma Aldrich) ¢ozeltisinden, % 0.1 (v/v)’lik 500 mL
DEPC’li su hazirlanarak 2 saat boyunca 37°C inkiibe edildi ve inkiibasyonun ardindan 15-
20 dk boyunca otoklavlandi ve 1siktan etkilenmesini dnlemek i¢in koyu siselerde saklandi.
Calismada kullanilacak DEPC’1i suyun 6zellikleri, suda bulunmasi muhtemel olan DNAaz
ve RNAz enzimlerinin disiilfit baglarin1 kopararak bu enzimleri inaktive etmesidir. Doku
kesimi isleminde kullanilan tiim plastik kaplar, bisturi ve bisturi saplari, 6ncelikle, distile
su ile ardindan DEPC’li sudan gegirilerek kullanildi. Boylelikle DNAaz ve RNAz’lara

kars1 korunma saglanilmis olundu.

Total RNA izolasyonu yapilacak olan dokular prosediire uygun olarak tartildi. Bisturi
yardimiyla, enine ve boyuna esit miktarda parcalamalar yapilarak DNaz ve RNaz’siz
eppendorflar igine alindi ve ardindan total RNA izolasyonlar1 yapildi. Bu asamalarin

hepsinde kontaminasyon olmamasina dikkat edildi.
5.3.1. iskelet Kasi, Mide ve Yag Dokularindan Total RNA izolasyonu

Iskelet kasi, mide ve yag dokularindan Total RNA izolasyonu 3 asamada

gerceklesmektedir. Bu asamalar asagida anlatilmaktadir.
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Doku hazirlama asamast

« 50-100 mg doku 6rnegi buz iizerinde ve steril petri kaplarinda bistiiri yardimryla kiigiik
parcalara ayrildi.

« Pargalanan dokular 1.5 mL’lik polipropilen eppendorf tiiplerine aktarildi.

« 50-100 mg doku 6rnegi tizerine 1 mL TriPure Isolation Reagent (Roche, Almanya; Kat
N0:11667165001) ilave edildi ve el homojenizatorii ( Tissue Master 125, TM125-115,
USA ) yardimiyla dokular pargalandi.

Faz ayrimi asamasi

« Niikleoprotein kompleksinin ayrimindan emin olmak i¢in tiipler oda sicaklifinda 5
dakika inkiibe edildi.

« Ornekler iizerine her bir 1 mL TriPure Isolation Reagent igin 200 uL kloroform
eklendikten sonra tiipler 15 saniye kuvvetlice calkalandi.

« Tipler +4°C’de 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edildi.

« Santrifiijden sonra ii¢ ayr1 faza ayrilan soliisyondan RNA 6rnegi iceren lstteki renksiz

stvi faz 1.5 mL'lik RNase free steril tiiplere aktarildi.
RNA izolasyonu

« Ornekler iizerine her bir 1ml TriPure Isolation Reagent icin 500 pL izopropanol eklendi.

. Tipler sikica kapatilip ve ters gevirerek birkag defa iyice karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi.

« Tiipler +4°C’de 12.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatan uzaklastirildi.

« Ornekler iizerine her bir 1ImL TriPure Isolation Reagent igin 1 mL %75’lik etanol
eklendi ve tiipler +4°C’de 7500 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

« Siipernatan uzaklastirildiktan sonra RNA pelleti 5 dakika havada kurumaya birakildi.

« RNA pelleti 50 uL DEPC’li su ile 60°C’de 10 dakika inkiibe edilerek ¢oziildii.

« Elde edilen RNA 6rnekleri steril mikrofiij tiiptinde -80°C’de sakland.

5.3.2. RNA’nin Miktarsal Ol¢iimii (Kantitasyonu)

Nanodrop kullanilarak RNA konsantrasyonlar1 ve A260/280 oran1 (RNA saflig1)
ol¢iildii. Tiim konsantrasyonlar en diisiik konsantrasyondaki drnegin degerine esit olacak
sekilde DEPC’Ii su ile esitlendi. Elde edilen total RNA {iriin konsantrasyonlarinin literatiir

bilgisine gore 10 ng-5 pg (5000 ng) arasinda olmasina dikkat edildi
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5.4. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile RNA’dan ¢cDNA Elde

Edilmesi ve Cogaltilmasi

Elde edilen total RNA’lar komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in kalip olarak
kullanild1. Total RNA’dan cDNA eldesinde ticari “Transciptor First cONA Synthesis” Kiti
(Roche-Katalog No:04 896 866 001) kullanild1 ve Kit prosediiriine uygun olarak cDNA

sentez islemi yapildi.

Izole edilen RNA orneklerinden cDNA eldesi ticari kitin tavsiyesi dogrultusunda
asagidaki gibi gergeklestirildi.
e -80 °C’ de saklanan RNA ornekleri oda sicakligina gelmeleri i¢in bekletildi. RNA

orneklerinin homojenligini saglamak i¢in bu 6rnekler 1s1 blogu {izerinde 65 °C’ de 10

dakika 1s1t1ldi.

e RNA konsantrasyonlar1 Olciilerek kaydedildi. Elde edilen en diisik RNA
konsantrasyonu dikkate alinarak diger RNA Ornekleri bu konsantrasyona gelecek

sekilde DEPC’1i su seyreltildi.

e 1.5 mL hacimli steril tiip igerisinde, gerekli reaksiyon ortami Tablo 7° de verilen
hacimler kullanilarak hazirlandi. cDNA sentezi i¢in gerekli olan malzeme karisimi buz

uzerinde hazirlandi.

Tablo 7. RNA 6rneklerinden cDNA sentezi igin gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktifler Her bir érnek icin gerekli hacim (uL)
Anchored-oligo dT primer 1

Random hexamer primer 2

Transkriptor reaksiyon tamponu 4

RNaz inhibitorii 0,5

dNTP karigimi 2

Reverse Transkriptaz 0,5

« Hazirlanan karisim cDNA elde edilecek her bir 6rnek i¢in dnceden hazirlanmig 250 pL

hacimli tiiplere her birinde 10° ar pL olacak sekilde dagitildi. Dagitilan karisimlar
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lizerine her bir deney grubu icin 10’ ar pL esitlenmis konsantrasyondaki RNA
orneklerinden ilave edildi.
« PCR cihaz1; 10 dakika 25°C

60 dakika 50°C
5 dakika 85°C olacak sekilde ayarlandi ve cDNA sentezi islemi baglatildi.

« Siire sonunda sentezlenen cDNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak nanodrop
ile Olciildii, gruplar arasi farklar1 ortadan kaldirmak i¢in ¢cDNA konsantrasyonlari
esitlendi ve RT-PCR asamasina geg¢ildi. Reaksiyon ortami igin istenen ideal cDNA
konsantrasyonunun 50 pg (0,05 ng) — 50 ng arasinda olmasina dikkat edildi.

5.5. Real Time PCR Protokolii

RT-PCR cihaz1 kullanilarak ekspresyonu olgiilecek genlere ait primerler Tablo 8’da

gosterildi.

Tablo 8. RT- PCR’da ekspresyonu dl¢iilmek istenen hedef genler

Primer Adi

Primer Dizisi

Roche Real time ready Azgpl
Assay 1D: 317292

Roche Real time ready Fndc5
Assay ID: 317294

Roche Real time ready Ppargcla
Assay ID: 313428

Roche Real time ready Ucpl
Assay ID: 313368

Roche Real time ready Gapdh Assay
ID:307884

Ileri Primer Sekansi

Geri Primer Sekansi

[leri Primer Sekanst:

Geri Primer Sekansi

ileri Primer Sekanst:

Geri Primer Sekansi

[leri Primer Sekanst:

Geri Primer Sekansi

ileri Primer Sekanst:

: 5’-GATCTCACCTGGACCGAATAGA-3’
: 5’-CATAGGCCAGGCATTTGAATA-3’

5’-TTGTGGTCCTCTTCATGTGG-3’
: S>-TTATTGGGCTCGTTGTCCTT-3’

5’- GAAAGGGCCAAACAGAGAGA-3’

: 5’-GTAAATCACACGGCGCTCTT-3

5’-GGCCTCTACGACTCAGTCCA-3’
: 5’-TAAGCCGGCTGAGATCTTGT-3’

5’- AAGAGGGATGCTGCCCTTA-3’,

Geri Primer Sekansi: 5’-TTTTGTCTACGGGACGAGGA-3’

Roche Real time ready 3-aktin
Assay 1D:307884

[leri Primer Sekanst: 5°- CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3’
Geri Primer Sekansi: 5°~ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’

Gen ekspresyon caligmalari; ekspresyonu olgiilmek istenen hedef genler ve referans

gen i¢in spesifik olarak tiretilen UPL (Universal Probe Library) problar kullanilarak iiretici
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firmanin yonlendirmeleri dogrultusunda Roche Light Cycler 480 Il marka cihaz

kullanilarak ger¢eklestirildi. RT-PCR analizi i¢in asagidaki adimlar takip edildi:

e 1.5 mL hacimli tiip igerisinde hedef gen ve referans gen igin ayr1 ayri olmak iizere

gerekli reaksiyon ortami Tablo 9 da verilen hacimler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 9. Real Time PCR analizi i¢in gerekli reaksiyon bilesenler

Her bir ornek icin

Reaktif (L)
LightCycler 480 Probes master 10
Real time ready assay .
(Fndc5, Ucpl, Ppargcla, Azgpl, Gapdh, 5-aktin)

PCR safliginda su 4

e Hazirlanan karisim her bir 6rnek i¢in {i¢ kuyucuk olacak sekilde RT-PCR igin 6zel
olarak {iretilmis beyaz 96 kuyucuklu pleyte her bir kuyucukta 15° er uL olacak sekilde
dagitildi. Dagitilan karigimlar iizerine de her bir deney grubu icin 5° er pL. cDNA

ornegi ilave edildi.

e Pleytin iizeri seffaf folyo (LightCycler 480 Sealing Foil, Cat. no: 04 729 757 001, Lot
n0:13048402) ile hava almayacak sekilde kapatildi. Sonra 1500 g’de 2 dakika santrifiij

edilip cihaza verildi.

e Cihaz ayarlar1 Tablo 10’ de verilen sablona gore diizenlendi ve RT-PCR analizi

gerceklestirildi.
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Tablo 10. RT-PCR protokolii

Tespit formati: Tek Renkli Hidroliz Prob/ UPL Probe
Pleyt tiirii: 96 kuyucuklu
Reaksiyon hacmi: 20 uL

Program Dongii Analiz Modu

On inkiibasyon 1 -

Amplifikasyon 45 Kantifikasyon

Sogutma 1 -

Hedef Sicakhk Elde etme Siire Sicaklik artis hizi (°C/s)
°C Modu

On inkiibasyon

95 - 10 dakika 4.4
Amplifikasyon

95 - 10 saniye 4.4
60 - 30 saniye 2.2
72 Tek 1 saniye 4.4
Sogutma

40 - 30 saniye 2.2

Molekiiler laboratuarimizda bulunan Roche LightCycler 480-I1 cihazi kullanilarak
Advanced Relative Quantification programi ile sonuglar analiz edildi. Bu program ile
amplifikasyon donglisiine karsilik floresans degisimi grafigi olusturuldu. Hedef genlerin
(Fndc5, Ucpl, Zag, Pgc-/a) floresans sinyali artisina baslamasi igin gegen amplifikasyon
dongii sayilar1 referans genin (Gapdh) dongii sayilarina oranlandi. Goreceli kantitasyon
modunda; deney gruplarinin ekspresyon seviyeleri, muamelesiz (kontrol) grubunun

ekspresyon seviyeleri baslangic alinarak rolatif olarak ifade edildi.
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5.5.1. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Real-Time PCR sonunda elde edilen PCR fiiriinleri, % 2’lik agaroz jelde yiirtitiildii ve
elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina
aktarilarak, goriintii kaydedildi ve bu sekilde reaksiyon kontrol edildi. Goriintiillemede

kullanilan ¢ozeltiler asagida anlatilmigtir.

Goriintiillemede Kullanilan Cozeltiler:

Tris-asetik asit-EDTA (TAE) elektroforez tamponu: 242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H,0
bir miktar saf suda ¢6ziildii ve lizerine 57 mL asetik asit ilave edildi. 1 M NaOH ile pH
8.5’a ayarlandi ve son hacim 1L’ye tamamlandi. Hazirlanan Tris-Asetikasit-EDTA (TAE)
tamponunu 50 kat seyreltildi ve hem elektroforez tamponu olarak, hem de, agaroz jelin

hazirlanmasinda kullanildi.

Etidyum Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda ¢oziildi (10
mg/mL). Buzdolabinda (4°C de) sakland.

% 2’lik agaroz jel hazirlanmasi: Beher igerisine 2 g agaroz ve 100 mL TAE tamponu
konuldu ve karisimin mikrodalga firinda 60 saniye ¢oziinmesi saglandi. Elde edilen jele 3
pL etidyum bromiir eklendi ve biraz soguduktan sonra hazirlanan agaroz jel kalibina
dokiildii. Jel tamamen donduktan sonra taraklar cikartildi ve elektroforez tankina

yerlestirildi.

Uriinlerin jele yiiklenmesi: Her bir 6rnekten 7 uL alinip, 3 pL yiikleme boyas1 ve 2 pL su
ile karigtirlldi ve elektroforez tankindaki agaroz jele zarar verilmeden kuyucuklara
yiiklendikten sonra 80 voltta 60 dk iriinlerin gogii saglandi. Yiriitme isleminin sonunda
elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina
aktarildi ve kaydedildi. Jel goriintiilerinde yaklasik 100 baz ¢ifti civarinda {iriinlerin

cogaldig1 gozlemlendi. Agaroz jeldeki {irlinlerin goriintiisii Sekil 14°de gosterilmistir.
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Sekil 14. RT-PCR’dan sonra agaroz jelde tiriinlerin goriintiisii

Goriintiilemek i¢in agaroz jele yiliklenen 6rnekler Tablo 11°de sunulmustur.

Tablo 11. Agaroz jele yiiklenen 6rnekler

Ornek No Doku Tiirii Gen Tiirii
1 Iskelet kas1 Gapdh
2 Iskelet kast Fndc5
3 Iskelet kasi Pgcl-a
4 Beyaz yag dokusu Fndc5
5 Beyaz yag dokusu Zag
6 Beyaz yag dokusu Ucpl
7 Kahverengi yag dokusu Gapdh
8 Kahverengi yag dokusu Ucpl
9 Kahverengi yag dokusu Zag
10 Kahverengi yag dokusu Beta aktin
11 Kahverengi yag dokusu Fndc5
12 Kahverengi yag dokusu Ucpl
13 Markir (100-3000) Markir (100-3000)
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5.6. istatistiksel Yontemler

Calisma sonrasinda elde edilen analiz sonuglari; aritmetik ortalama ve standart
sapma (X+SD) olarak ifade edildi. Deney sonuglari, SPSS (Statistics Program for Social
and Science) 13.0.1 (Lisans numarasi: 9069727) istatistik programina yiiklenerek normal
dagilima uygunluklar1 Kolmogorov-Smirnov Testi ile kontrol edildi. Normal dagilima
uyan; bagimsiz parametrelerin ikili karsilastirmalari ig¢in Student t testi, {igten fazla
bagimsiz gruplarin degerlendirmesinde  ANOVA testi ve grup igindeki posthoc
degerlendirmeler igin Turkey ve Tamhane’s testleri ile kullanilarak belirlendi. Parametreler
arasindaki korelasyon karsilastirilmalarinda; parametrik degerlerde Pearson, testleri
kullanildi. Istatistiksel testlerdeki sonuglarin p<0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Morfolojik Bulgular

Calismamuz i¢in KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’'nden 6-8 haftalik,
20-25 g agirhiginda, Balb/c irk1 60 adet erkek fare alindi. 12 saat aydinlik-karanlik ortam
saglandi ve toplam 150 giin (5 ay) bu merkezde barindirilip, beslendi. Adaptasyon (ilk 15
giin) ve deney siiresi boyunca hayvanlarin yem ve sular1 ad libitum olarak verildi.
Adaptasyon sonunda fareler 12’si kontrol, 48’1 kanser yapicit kimyasal MNU verilmek
izere rastgele ikiye ayrildi. Kontrol farelere, standart fare yemi ve icme suyu, digerlerine
ise standart fare yemi yaninda, igme sularma 60ppm (pg/mL) MNU ilave edilerek verildi.
48 farenin bulundugu kafes, farelerin yem ve sularina ulasmasini kolaylagtirmak amaciyla
her bir kafeste 12 fare olacak sekilde 4 farkli kafese yerlestirildi. Tiim farelerin ictikleri Su

ve yedikleri yem miktarlar1 deney siiresinin bitimine kadar kaydedildi.

MNU uygulamas1 oncesi ve sonunda farelerin goriintiileri Resim 3 ve Resim 4°de

goriilmektedir.

Resim 3. Deney baslangicindaki farelerin goriintiisii
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Resim 4. Deney siiresi sonunda farelerin goriintiisii A) kontrol, B) MNU uygulanan

Deney siiresi sonunda tiim gruplardaki farelerin yedikleri yem miktarlar
karsilastirildiginda, MNU verilen gruplar (kafes 1, 2, 3, 4) kontrol grubuna yakin miktarda
yem tiiketmislerdir ( Bkz. Tablo 12).

Tablo 12. Farelerin 5 aylik deney siiresi boyunca yedikleri toplam ve bir giinde tiiketilen
yaklasik yem miktarlari

Gruplar Baslangic Deney 150 giin boyunca 1 giinde tiiketilen
sonu fare tiiketilen toplam yaklasik yem miktari (g)
fare sayisi
sayis1 yem (g)
Kontrol 12 11 6826 45.5
Kafes 1 12 9 6960 46.4
Kafes 2 12 9 6770 45.1
Kafes 3 12 9 6546 43.6
Kafes 4 12 7 6684 44.5

MNU uygulamasina baslamadan oOnce tiim fareler tartildi. Farelerin baglangic
agirliklar1 ve sayist Tablo 13’ de goriilmektedir. Deney siiresi sonunda kontrol farelerin
agirliklan artarken, diger kafesteki MNU verilen farelerde zayiflama goriildii (Resim 4),
bu farelerin bir kismi1 enfeksiyon, kanser ve diger nedenlerden dolayr 6ldiigiinden deney

kontrol 11, Kafes 1, 2, 3 9 ve kafes 4 ise 7 fare ile tamamlanda.
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Tablo 13. 5 aylik siire sonunda farelerin ortalama agirliklar1 ve standart sapma degerleri

Gruplar Baslangic Deney sonu Baslangi¢ 1.5ay (g) 3.ay (9) 4.ay (9) 5.ay(g) X+SD
fare sayisi fare sayis1 9)

Kontrol 12 11 251 40.6 40.8 43.6 45.1 42.5+1.89

Kafes 1 12 9 251 33.6 29.5 30.9 31.7 314+£1.48

Kafes 2 12 9 25 31.3 31.7 30.7 315 31.3+0.38

Kafes 3 12 9 235 31.2 29 29.6 31.3 30.3+0.98

Kafes 4 12 7 23.3 32.3 31.2 29.7 295 30.7+1.13

X£SD: 1.5., 3., 4., 5.ay agirliklarinin ortalama ve standart sapma degerleri

Farelerin dekapitasyonunun ardindan, ¢ikarilan mide dokular1 4 esit par¢aya ayrildi
ve c¢apraz kesitlerden ikisi histopatolojik inceleme i¢in diger kismi ise deneysel asamada
kullanilmak {tizere ikiye ayrildi. Histopatolojik inceleme sonucunda; midelerin patolojik
olarak degisim seviyelerine gore 5.2.1°de anlatildig1 gibi 4 grup olusturuldu. Buna gore
kontrol 6, MNU verilip kanser olusmayan 8, kanser oncesi 8 ve kanser grubunda 6 fare
olmak tizere 28 fare ile calisgmaya devam edildi) Bu gruplara ait elektron mikroskop
gorlntiileri asagida verilmistir. (Resim 5 kontrol, Resim 6 kimyasal verildigi halde kanser
olugmayan, Resim 7 kanser oncesi, Resim 8 ve 9°da kanserli gruplara ait mide doku

orneklerinin elektron mikroskobik goriintiileridir)

Resim 5. Normal mide mukozasi (Mide korpus mukozas1) (10x)
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Resim 6. MNU verildigi halde kanser olusmayan gruptaki farelerin midelerinde meydana
gelen patolojik degisimler. (a) Glanduler hiperplazi, minimal displastik
degisiklikler (20x), (b) Glanduler mukozada hiperplazi, displastik degisiklikler,
minimal arsitektiirel bozulma (20x), (c) Glanduler mukozada hiperplazi,
displastik degisiklikler, mikrokist formasyonu (20x)

Resim 7. Kanser oncesi (preneo) grubundaki fareler midelerinde meydana gelen patolojik
degisimler. (a) Adeno karsinoma, lamina muskularis ve subserozal invazyon
(10x), (b) Adeno karsinoma, lamina muskularis invazyonu (20x), (c) Adeno
karsinoma (40x)
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Resim 8. Kanser (neo) grubundaki fareler midelerinde meydana gelen patolojik degisimler
(1). (a) Intramukozal karsinoma (tam kat mukozay: iceren, sitolojik atipi
bulgular1 gosteren gland proliferasyonu, arsitektiirel yapida bozulma) (10x), (b)
Intramukozal karsinoma) (20x), (¢) intramukozal karsinoma (30x)

Resim 9. Kanser (neo) grubundaki fareler midelerinde meydana gelen patolojik degisimler
(2). (a) intramukozal karsinoma (Glanduler mukozada displastik degisiklikler,
mikrokist formasyonu ve minimal arsitektiirel bozulma) (10x) (b) Intramukozal
karsinoma (20x)

Tablo 14. Patoloji sonuglarina gore olusturulan gruplarin deney sonundaki agirliklart

Parametreler Kontrol Kanser Kanser oncesi Kanser
grubu olusmayan grup grup P
grup
(n=6) (n=8) (n=8) (n=6)

5 ay sonunda

agirhik (g) 46.2+1.87 325191 31.1£234%  25.6+2.36° 0.000

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.

Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapilmistir.
a: Kontrol grubundan anlamli farkli,

b: Kanser olugsmayan gruptan anlamli farkls,

c¢: Kanser grubundan anlamli farkl olarak degerler verilmistir.
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kontrol kanser olmayan kanser dncesi kanser

Sekil 15. Gruplar arasinda 5 aylik deney siiresi sonundaki kilo degisimleri ([*Kontrol,
kanserlesme olmayan ve kanser Oncesi gruplarina gore, kanser dncesi grubu
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli artig goriildii (p<0.05)]

Histopatolojik incelenme sonuclarina gore olusturulan gruplarin 5 aylik deney siiresi
sonundaki, ortalama agirliklari ile ilgili elde edilen sonuglar yukarida Tablo 14 ve Sekil
15°te verildi.

6.2. Serum Orneklerinde Olgiilen Parametrelerle Ilgili Bulgular

6.2.1. Kanser Belirtecleriyle Ilgili Bulgular

5.2.1.de agiklanan sekilde olusturulan gruplara ait CEA ve CA72-4 seviyeleri serum
orneklerinde ELISA kitleri kullanilarak belirlendi ve elde edilen sonuglar Tablo 15, Sekil
16 ve Sekil 17° de verildi.

Tablo 15. Serum o6rneklerinde dlgiilen CEA ve CA 72-4 diizeyleri

Parametreler Kontrol Kanser . Kanser Kanser P
grubu Olusmayan grup Oncesi grup grubu
n:6 n:8 n:8 n:6
CEA (ng/mL)  326+24.3 363 +45.8 428 +32.8%° 461+252 20 0.000
CAT72-4 (U/L) 1.8+0.13 1.9+0.18 23+0.37° 23+0.16%° 0.001

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.

Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapilmistir.
a: Kontrol grubundan anlamli farkls,

b: Kanser olugsmayan gruptan anlaml farkli olarak degerler verilmistir.
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Sekil 16. Gruplar arasinda CEA konsantrasyonlari1 [*Kontrol ve kanserlesme olmayan
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artig goriildii (p<0.05)]
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Sekil 17. Gruplar arasinda CA 72-4 konsantrasyonlar1 [*Kontrol ve kanserlesme olmayan
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artis goriildii (p<0.05)]
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Elde edilen sonuglara gore; kanser ve kanser oncesi gruplar kontrol (muamele gérmemis)
ve kanserlesme olmayan gruplarla kiyaslandiginda CEA ve CA 72-4 seviyeleri agisindan

anlamli artis gézlendi.
6.2.2. Kasektik Faktorlerle Ilgili Bulgular

Serum Orneklerinde kagektik faktorlerden ZAG ve PIF diizeyleri ELISA kitleri
kullanilarak belirlendi. Calisma gruplarina ait ZAG ve PIF diizeyleri Tablo 16, Sekil 18 ve
Sekil 19°da verildi.

Tablo 16. Serum orneklerinde dlgiilen ZAG ve PIF diizeyleri

Parametreler Kontrol Kanser ] Kanser Kanser p
grubu Olusmayan grup  Oncesi grup grubu
n:6 n:8 n:8 n:6
ZAG (Mg/mL) 2.7+0.58 3.1+£0.71 40=091° 3.9+0.64% 0.008
PIF (ng/mL) 5.1 £0.97 6.5+0.89% 6.2+0.70 6.7+0.50% 0.009

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.
Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2 testleri ile yapilmustir.
a: Kontrol grubundan anlamli farkli olarak degerler verilmistir.

*
*
0 T T 1

kontrol kanser olusmayan kanser dncesi kanser

ZAG(ug/mL)
w S

M
|

Sekil 18. Gruplar arasinda ZAG konsantrasyonlar1 [*Kontrol ve kanserlesme olmayan
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artig goriildii (p<0.05)]
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Sekil 19. Gruplar arasinda PIF konsantrasyonlar1 [*Kontrol ve kanser oncesi gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli artig goriildii (p<0.05)]

ZAG seviyesi kanser ve kanser oncesi gruplarda, PIF ise kanser ve kanser olusmayan
gruplarda kontrol grubuna gére anlamli yiiksek bulundu.
6.2.3. irisinle Ilgili Bulgular

Serum Orneklerinde irisin diizeyi diger parametrelerde oldugu gibi ELISA kiti
kullanilarak belirlendi. Calisma gruplaria ait irisin diizeyleri Tablo 17 ve Sekil 20°de

verildi.

Tablo 17. Serum o6rneklerinde 6lgiilen irisin diizeyleri

Parametreler Kontrol Kanser Kanser Kanser P
grubu Olusmayan grup  Oncesi grup grubu
n:6 n:8 n:8 n:6
irisin (ng/mL) 1.4+0.18 1.9+0.33 2340412 2.3+0.56° 0.001

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.
Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapilmistir.
a: Kontrol grubundan anlamli farkli olarak degerler verilmistir.
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Sekil 20. Gruplar arasinda irisin konsantrasyonlari [*Kontrol ve kanserlesme olmayan
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artig goriildii (p<0.05)]

Serum irisin seviyesi, kanser ve kanser Oncesi gruplarda, kontrol grubuna gore anlamli
yiiksek bulundu. Kanser olugsmayan grupta, kontrol grubuna gore fark vardir ancak bu fark

istatistiksel olarak anlamli tegkil etmemektedir.
6.2.4. Inflamatuar Belirteclerle Tlgili Bulgular

Serum Orneklerinde inflamatuar belirteclerden olan TNF-a, IL-1 ve IL-6 diizeyleri
ELISA kiti kullanilarak 6l¢iildii. Calisma gruplarina ait TNF-a, IL-1 ve IL-6 diizeyleri
Tablo 18, Sekil 21 ve Sekil 22°de verildi.

Tablo 18. Serum Orneklerinde Olgiilen TNF-o, IL-1 ve IL-6 diizeyleri

Parametreler Kontrol Kanser _ Kanser Kanser P
grubu Olusmayan grup  Oncesi grup grubu
n:6 n:8 n:8 n:6
TNF-a (pg/mL) 20.4+2.8 274+45 279+48  33.8+28%C 0.000
IL-1 (pg/mL) 90.4 + 4.4 97.4+253 107+19.7 104+ 15.6 0.398
IL-6 (pg/mL) 36.1+10.5 382+13.5 387+154  63.7+154°%0¢ 0.017

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.

Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapilmistir.
a: Kontrol grubundan anlaml1 farkli,

b: Kanser olusmayan gruptan anlaml farkls,

¢: Kanser grubundan anlaml farkli olarak degerler verilmistir.
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Sekil 21. Gruplar arasinda TNF-o konsantrasyonlar1 [*Kontrol, kanserlesme olmayan ve
kanser Oncesi gruplaria gore istatistiksel olarak anlaml artig goriildii (p<0.05)]
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Sekil 22. Gruplar arasinda IL-6 konsantrasyonlari [*Kontrol, kanserlesme olmayan ve
kanser oncesi gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli artis goriildii
(p<0.05)]

Elde edilen sonuglara gore; kanserli grupta kontrol, kanser olusmayan ve kanser
oncesi gruplarina gére TNF-a, IL-6 seviyeleri yiiksek bulundu. Gruplar arasinda diger bir

inflamasyon belirteg olan IL-1 seviyesi agisindan bir fark bulunamadi.
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6.2.5. Serum Orneklerinde Olciilen Parametrelerle Tlgili Korelasyon Analizleri

Tim gruplar arasinda korelasyonlar yapilmis ve sadece kanser grubunda yer alan
parametrelerle ilgili korelasyonlar anlamli gériilmiis olup bu analizlerin grafikleri Sekil 23,
Sekil 24 ve Sekil 25°de gosterilmistir.

6.2.5.1. Kanser Grubundaki Parametreler Arasindaki Korelasyonlar

Bu grupta CA72-4 ile IL-6 arasinda pozitif korelasyon goriildii (r=0.83, p=0.040).
ZAG ile PIF arasinda kuvvetli pozitif korelasyon bulundu (r=0.93, p=0.008). CEA ile IL-1
arasinda (r=0.88, p=0.022) pozitif korelasyon gdoriildii.
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Sekil 23. Kanser grubunda CA72-4 ile IL-6 korelasyon grafigi
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Kanser grubunda ZAG ile PIF korelasyon grafigi
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Sekil 25. Kanser grubunda IL-1 ile CEA korelasyon grafigi

6.3. Doku Orneklerinde Olgiilen Parametrelerin Ekspresyonu le lgili Bulgular

6.3.1. Mide Dokusunda Olciilen Genlerin Ekspresyonlari ile lgili Bulgular

5.2.1°de anlatilan 4 gruba ait 28 mide doku drneginin her biri igin ii¢ tekrar yapilmis

olup, tiim mide doku 6rneklerinde (kontrol, MNU verilmis kanser olusmus ve olugsmamis)

Gapdh i¢in dongii sayis1 (Cp) tespit edilirken; hi¢bir mide doku 6rneginde Pgcl-a, Fndc5
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ve Zag i¢in dongii sayisi degeri elde edilemedi. Bu sonuglardan hareketle, bu proteinlerin
mide dokusunda eksprese olmadigi ve bu durumun karsinogenez siirecinde de degismedigi
sonucuna varildi. Mide dokularindan elde edilen Pgcl-a, Fndc5, Zag ve Gapdh genlerine

ait amplifikasyon egrileri Resim 10’da verilmistir.

Mide Dokusu
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Resim 10. Mide dokusunda Pgcla, Zag, Fndc5 mRNA ekspresyonlarinin analizinden elde
edilen amplifikasyon egrileri

6.3.2. Beyaz Yag Dokusunda Olg¢iilen Genlerin Ekspresyonu Ile Ilgili Bulgular

Kontrol ve diger 3 gruba ait toplam 28 beyaz yag dokusunda, her bir numune i¢in ii¢
tekrar yapilmis olup, bu dokularda Gapdh, Fndc5, Ucpl ve Zag ekspresyonu ve dongii
sayis1 (Cp) degerleri elde edilmistir.

Bu sonuglara gore; kanser grubunda kontrol grubuna gore Fndc5 ekspresyonunda
anlaml artig goriildii. Kanser olusmayan ve kanser oncesi gruplarda da kontrol grubuna
gore Fndc5 ekspresyonunda artis olsa da bu durum istatistiksel olarak anlamlilik teskil
etmemektedir. Benzer sekilde Pgc-/a ekspresyonu da kanser ve kanser oncesi gruplarda
kontrole gore anlamli artmistir. Kanser olusmayan sadece MNU’ya maruz kalan grupta ise

ise sonuglar kontrole benzer ¢ikmuistir.

Kanser ve kanser oncesi grubunda Zag ekspresyonu, kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmus ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Kanser olugsmayan grupta,
Zag ekspresyonunun kontrolden farksiz olmasi, Zag ekspresyon degisiminin MNU
kaynakl1 degilde kanser olusum siirecinden kaynakli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Resim

11°’de gortldiigii gibi Ucpl’in beyaz yag dokusunda ekspresyonu yoktur. Beyaz yag
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dokusuna ait Fndc5, Zag, Pgcl-a ve Ucpl genlerinin ekspresyon sonuglart Tablo 19 ve

Sekil 26’da , amplifikasyon egrileri Resim 11’de verilmistir.

Tablo 19. Beyaz Yag Dokusuna ait Fndc5, Zag, Pgc-1a ekspresyon sonuglari

Parametreler Kontrol Kanser Kanser Kanser P
grubu Olusmayan grup Oncesi grup grubu
n:6 n:8 n:8 n:6
FNDC5 1.04+0.04 1.34+0.51 1.64+0.42 1.91+0.53% 0.014
ZAG 1.04£0.04 1.05+0.36 1.39+0.19 1.44+0.33 0.508
PGC-la 1.04£0.04 1.10£0.05 1.42+0.152 1.65+0.202 0.003

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.
Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2 testleri ile yapilmistir.
a: Kontrol grubundan anlaml farkli olarak degerler verilmistir.
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Sekil 26.Beyaz Yag Dokusuna ait Fndc5, Zag, Pgc-1a mRNA ekspresyon analizisonuglari
(n=3) [ Negatif kontrole gore anlamli artig goriildii (p<0.05)]

71



Beyaz Yag Dokusu

Fluorescence History

90.04
S 800
5
& 70.0]
3 60.0;
P
% 50.0-
8 400
S
2 300

20.0{ = ——

1 35 79 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 5 B0 b4

Resim 11. Beyaz yag dokusunda Zag, Fndc5, Ucpl mRNA ekspresyonlarinin analizinde
elde edilen amplifikasyon egrileri

6.3.3. Kahverengi Yag Dokusu Zag, Ucpl Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Kahverengi yag dokusunda, diger dokulardan farkli olarak 3 gruba ( kontrol, kanser
ve kanser Oncesi gruplara) ait orneklerde her bir numune i¢in t¢ tekrar yapilmis olup,
Gapdh, Ucpl ve Zag ekspresyonu ve dongii sayisi (Cp) degerleri elde edilmistir. Bu
sonuclara gore, Zag ve Ucpl ekspresyonlari agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur. Ucpl ekspresyonunda, kanser ve kanser 6ncesi gruplarda kontrol
grubuna gore artig goriilmekte ancak anlamlilik teskil etmemektedir. Kahverengi yag
dokusuna ait ekspresyon sonuglar1 Tablo 20 ve Sekil 27°de amplifikasyon egrileri Resim

12°de verilmistir.

Tablo 20. Kahverengi Yag Dokusuna ait Zag, Ucpl ekspresyon sonuglari

Parametreler Kontrol grubu Kanser Oncesi grup Kanser grubu p
n:6 n:8 n:6
ZAG 1.05+0.04 1.13+0.59 1.03+0.16 0.907
UCP1 1.05+0.04 1.41+£0.4 1.65+0.64 0.142

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.
Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapilmustir.

72



2,5 -

1,5 1

W ZAG
mUCP1

Ekspresyon Diizeyi {Kat)

kontrol kanser kanser
oncesi

Sekil 27. Kahverengi Yag Dokusuna ait Zag, Ucpl mRNA ekspresyon analizi sonuglari
(n=3)
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Resim 12. Kahverengi yag dokusunda Zag ve Ucpl ekspresyonlarinin analizinde elde
edilen amplifikasyon egrileri

6.6.3.1. Kahverengi Yag Dokusu Fndc5, Pgcl-a Ekspresyonu ile ilgili Bulgular

3 gruba (kontrol, kanser ve kanser oncesi gruplara) ait drneklerde her bir numune
icin 2 tekrar yapilmis olup, Fndc5 ve Pgcl-a ekspresyonu ve dongii sayisi (Cp) degerleri
elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Fndc5 ve Pgcl-a ekspresyonlart kanser ve
kanser oncesi gruplarda anlamli yiiksek bulundu. Kahverengi yag dokusuna ait ekspresyon

sonuglar1 Tablo 21, Sekil 28 ve amplifikasyon egrileri Resim 13’de verilmistir.
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Tablo 21. Kahverengi Yag Dokusuna ait Fndc5, Pgcl-a ekspresyon sonuglari

Parametreler Kontrol grubu Kanser Oncesi grup Kanser grubu P
n:6 n:8 n:6
FNDC5 1.05 £0.04 1.87 £0.34° 1.84 +0.15° 0.000
PGC1l-a 1.05 £0.04 1.37+0.11° 1.42 £0.15% 0.001

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.
Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2 testleri ile yapilmistir.
a: Kontrol grubundan anlamli farkli olarak degerler verilmistir.
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Sekil 28. Kahverengi Yag Dokusuna ait Fndc5, Pgcla mRNA ekspresyon analizi
sonuglart (n=3) [ Negatif kontrole gore anlamli artis goriildi (p<0.05)]

Kahverengi Yag Dokusu

Fluorescence History

w
=T — T 1
2. 2. 2

=
=

Fluorescence (465-510)
=
=

W &= N O - O
=1
=)

no
o o
o 2

Resim 13. Kahverengi yag dokusunda Fndc5, Pgcla ekspresyonlarinin analizinde elde
edilen amplifikasyon egrisi
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6.6.4. Iskelet Kasinda Olciilen Genlerin Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Iskelet kasinda, 4 gruba ait 6rneklerde her bir numune igin ii¢ tekrar yapilmis olup,

Gapdh, Fndc5 ve Pgcl-a ekspresyonu ve dongii sayisi (Cp) degerleri elde edilmistir. Bu

sonuglara gore, Fndc5 ekspresyonlari agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

Pgcl-a ckspresyonunda, kanser grubunda kontrol ve kanser olusmayan gruplarla

kiyaslandiginda azaldign gozlenmistir (p=0.004). Iskelet kasina ait gen ekspresyon

sonuglar1 Tablo 22, Sekil 29 ve amplifikasyon egrileri Resim 14°da verildi.

Tablo 22. iskelet kasina ait Fndc5 ve Pgcl-a ekspresyon sonuglari

Parametreler Kontrol Kanser Kanser Kanser grubu P
grubu Olusmayan grup  Oncesi grup n:6
n:6 n:8 n:8
FNDC5 1.03£0.02 0.86+£0.19 0.74 £0.21 1.04 £0.22 0.701
PGC1l-a 1.08 £0.08 1.81 £0.69 1.12+0.46 0.45+0.04*° 0.004

p; "One way ANOVA testi" ne gore verilmistir.

Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapilmistir. o
a: Kontrol grubundan anlamli farkli olarak degerler verilmistir.

b: Kanser dncesi grubundan anlamli farkli olarak degerler verilmistir.

L5 - BFNDC5

B PGCILA

Ekspresyon Degisimi (Kat)

kontrol kanser kanser dncesi kanser
olmayan

Sekil 29. Iskelet kasina ait Fndc5, Pgcla mRNA ekspresyon analizi sonuglari (n=3)
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Iskelet Kasi
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Resim 14. iskelet kasinda Fndc5, Pgcl-a ekspresyonlarmin analizinde elde edilen
amplifikasyon egrileri
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7. TARTISMA ve SONUC

Irisin, ekspresyonu PGC1l-a tarafindan diizenlenen ve bir membran proteini olan
FNDC5’in ekstraseliiler kisminin proteoliziyle iskelet kasindan kana salinan ve adipoz
dokuda yag oksidasyonunu artirarak kilo kaybina sebep olan yeni tanimlanmis bir
miyokindir (1). Bu protein kanda bazal seviyede bulunmakta olup, akut ve yogun
egzersizle iskelet kasindan kana salinimi artmakta ve subkutan (derialti) adipoz dokuda
heniiz tanimlanmamis reseptoriine baglanarak, peroksizom proliferatorleri ile aktiflestirilen
reseptor alfa (PPAR«) aracilikli UCP1 ekspresyonunu uyararak, toplam viicut enerjisinin

harcanmasinda 6nemli bir artiga ve zayiflamaya sebep oldugu bildirilmistir (2, 3).

Kanser, viicuttaki bir hiicre grubunun asir1 ve kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi sonucu
meydana gelen ve gelismis tlilkelerdeki istatistiklere gore, 6liime yol acan nedenler arasinda
kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer alan bir hastaliktir (6, 7). Kanserli vakalarin
% 30-80’inde hastalik seyri i¢inde Kilo kaybi ortaya ¢ikmaktadir (4). Kilo kaybinin miktari
ve gelisim siiresi; etkilenen dokuya, tiimor tipine, biiyiikliigiine, ¢ogalma hizina ve evresine
gore degisiklik gostermektedir. Ozellikle, mide ve pankreas tiimérlerinde kilo kaybi ¢ok

hizl1 gerceklesmektedir.

Kaseksi, Yunanca “kakos hexis” kelimelerinden tiirevlenmis “k6tii durum” anlamina
gelen, kanser hastalar1 arasinda morbidite ve mortalitenin temel sebebi olmasina ragmen,
mekanizmasi halen tam olarak bilinmeyen, istem dis1 gelisen ve ilerleyen bir zayiflama
sendromudur (21). Kaseksinin yikici etkilerinden biri asir1 kilo kaybidir. Adipoz doku ve
iskelet kasinda siddetli doku azalmasi1 gozlenmektedir. Kasekside kilo kayb1 % 30’lara
ulastig1 zaman, adipoz doku kayb1 % 85’1 ve iskelet kasi kaybi ise % 75’1 bulmaktadir (22).

Kanserli hastalarda kilo kaybi ve kaseksinin mekanizmast tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte, bu siire¢ iginde tiimdr hiicrelerinden salinan PIF, ZAG
ve viicut tarafindan asir1 sentez edilen TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin
kanser kaseksisinde ve kanser olusum silirecinde 6nemli oldugu ortaya konulmus olup,
kanser kaseksisine sebep olan faktorlerin ve kanserle meydana gelen asirt zayiflamanin

mekanizmasinin arastirilmasina halen devam edilmektedir.

Bu calismada, irisinin kilo kayb1 olusturan 6zelligi dikkate alinarak, deneysel olarak
mide kanseri olusturulmus olan farelerin iskelet kasi, KYD, BYD ve tiimor dokularyla

serumlarinda bazi kasektik faktorler (ZAG ve PIF), baz1 inflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-
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6 ve IL-1) beraberliginde Fndc5 ekspresyonu ve irisin seviyeleri ilk kez belirlenerek, bu
miyokinin tiimér dokusundan salgilanip salgilanmadigi ve kaseksi etkeni olup olmadiginin
arastirtlmasi1 planlandi. Yeni kesfedilen bir protein olmasindan dolay1, irisin ile ilgili
calismalar sinirli sayida olup, literatiirde bu miyokinin in vivo kanserle iligkisini inceleyen

bir ¢aligmaya rastlanilmamastir.

Cesitli  kimyasal ajanlar, deney hayvanlarima degisik yollarla verilerek
(intraperitonal, intravendz, subkutan, oral, intragastrik vb.) birbirinden farkl tiirde tiimorler
olusturulmaktadir (136). MNU, bu kimyasal ajanlardan biridir ve yapisindaki alkil (metil)
grubunu, DNA yapisindaki bazlara transfer ederek toksik etkisini gostermektedir.
Mutasyonlarin olusumu, hedef organlarda kanser riskini artirmakta ve asirt DNA hasarinin
tamir edilememesi hiicre 6liimiine sebep olmaktadir. MNU indiiklii karsinogenez ve hiicre
hasari1 ¢esitli hayvan tiirlerinde ¢ok sayida organi hedef almakta ve yapilan arastirmalarin
sonuglarina gore, yeni dogan hayvanlarda kimyasalla karsinogenez olusumu, olgun

olanlara oranla daha kolay gergeklesmektedir.

MNU kullanilarak in vivo mide kanseri olusturmaya yonelik ¢ok sayida calisma
vardir ve bu ¢alismada da MNU kullanilarak farelerde mide kanseri olusturulmustur.
Mackava ve arkadaslari, F344 ratlara 100 ppm (100 mg/L) MNU’yu i¢me suyuna ilave
ederek vermigler ve 42. hafta sonunda ratlarin % 18’inde adenokarsinom olusumunu
gozlemiglerdir (162). Tatematsu ve arkadaslari, Balb/c tirii farelere intragastik
entiibasyonla MNU uygulamis ve midelerinde adenokarsinom olusumunu géstermislerdir.
Yine ayni aragtirmacilar C3H farelere 120 ppm (120 mg/L) MNU’yu igme suyu iginde 30
hafta boyunca vermis ve 54. hafta sonunda hayvanlarin dekapitasyonunun ardindan %
40’min midelerinde adenokarsinom olusumunu bildirmislerdir (147, 149). Yapilan baska
bir ¢alismada, MNU’nun tek basina uygulamasinda % 12 olan gastrik adenokarsinom
olusum oranin1 dimetilitokonat (DMI)’nin ilave edilmesinin % 95’e ¢ikardigi bildirilmistir.
(163). Tello ve arkadaglari, ratlara intraperitoneal (i.p) olarak MNU (50 mg/kg)
uygulamislar, meme kanseri olusturarak ve 1sirgan otu ile tedavi etmeye calismislardir

(164).

Bu calismalardan hareketle KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi’nden
temin edilen farelerin igme sularina her giin taze hazirlanmis olarak 60 pg/mL eklenmis
MNU (60 ppm) verilmis ve bu uygulamaya 150 giin boyunca devam edilmistir (147). Bu
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stire icinde igme sulariin fareler tarafindan esit miktarda alinmadigi gézlenmis olup bazi
farelerde kanser olusmamis olmasi bu duruma dayandirilmigtir. MNU verilen farelerden
bazilar1 enfeksiyon gelisimi, kanser olusumu, kaseksi ve diger nedenlerden dolay:r deney
siiresi tamamlanmadan dlmiistiir. Olecegi fark edilen baz1 farelerin mide dokular1 otoliz
olmadan hemen c¢ikartilarak histopatolojik olarak incelenmis, bazilarinda kanser olusumu
gozlenmis ve bu da MNU uygulama siiresinin belirlenmesine yardimci olmustur. 150 giin
sonunda fareler dekapitasyonla oldiirilmiis tim mide dokularinda histopatalojik analiz
yapilmistir. Bu inceleme sonuglarina gore bolim 5.2.1 de agiklandigi sekilde 4 grup
olusturulmustur. Histopatolojik incelemenin yani sira fare serumlarinda mide kanseri
belirtegi olan CA72-4 ile kanser arastirmalari ve tedavisinde en sik kullanilan belirte¢ olan
CEA seviyeleri olciilmiis, kanser ve kanser oncesi gruplar, kontrol ve kanser olusmayan
gruplarla kiyaslandiginda, beklenildigi gibi, CEA ve CA72-4 seviyesi anlamli olarak
yiksek bulunmustur (Bkz. Tablo 15, Sekil 16, 17). Farelerin serumlarinda CA72-4
belirteginin pozitif bulunmasi ve histopatalojik incelemelerle de bu durumun teyid edilmesi
mide kanseri olusumunun basar1 Ol¢iitii olarak kabul edilmistir. Ayrica, deney siiresi
sonunda tiim gruplardaki farelerin yedikleri yem miktarlar1 karsilastirildiginda (Bkz. Tablo
12), oral yolla MNU verilen fareler kontrol grubuna yakin miktarda yem tiiketmelerine
ragmen, bu gruplarda zayiflama goriilmiis ve bu durumun istah baskilanmasindan degil de,
sindirim ve emilim sisteminin MNU’dan etkilenmesine bagli bir durum olabilecegini
diistindiirmektedir. Daha once yapilan c¢alismalarda bu konu ile ilgili bir bilgiye
rastlanilmadigindan deney farelerinin digki ve idrarlarinin incelenmesi planlanmamistir.
Ancak bu husus yapilan ¢alismay1 etkilememekle birlikte, MNU indiiklii zayiflamanin
sebeplerini arastiran ¢alismalarda digk: ve idrarlarin toplanarak analiz edilmesi Onerilir. Bir
diger husus da farelerin yemlerini yemeden kemirdikten sonra kafes igine atmis
olabileceklerini diisiindiirmektedir. Maddi imkanlar dahilinde bu tiir ¢alismalar igin
metabolik kafes kullanilmasi1 yenilen yem, icilen su, diski ve idrar miktarlarini tayin etmek

acgisindan Onerilebilir.

Arastirmamizin deneysel kismi temelde iki ydnteme dayanmaktadir. Bunlar;
serumdaki aragtirma konusu olan proteinlerin kantitatif analizinde kullanilan ELISA ve
dokularda eksprese edilen proteinlerin mRNA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilan RT-
PCR metodlaridir. Bu galismada 6nce mide, iskelet kasi, beyaz ve kahverengi yag

dokularinda belirledigimiz genlerin ekspresyonlarini ortaya koymak i¢in, dokudan yiiksek
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saflikta RNA izolasyon kiti (Roche-Uriin no: 12033674001) kullanarak total RNA
izolasyonu yapilmistir. Ancak kit prosediiriiniin incelenmesi ile yukarida adi gegen
dokularla ilgili bir izolasyon bilgisine rastlanilmamistir. Kasla ilgili olarak da, total
RNA’nin spektrofotometrik olarak belirlenmemesine ragmen, RT-PCR da sinyal alindig:
ifade edilmistir. Ancak yaptigimiz ¢alismada iskelet kasinda saf RNA elde edilememesinin

yant sira RT-PCR’da da sinyal alinamamustir.

Kit prospektiisiinde kalp, karaciger, bobrek, dalak ve akciger dokular1 i¢in elde
edilen total RNA iirtin miktarlar1 verilmistir. Calismada bu kit kullanarak gergeklestirilen
total RNA izolasyonu sonucunda ideal total RNA miktarindan (10 ng-5 mg) daha diisiik
seviyelerde sonuglar bulunmustur. Bundan dolay1 bu kitin yag dokusu, iskelet kas1 ve mide
dokulari ig¢in uygun olmadig1 kanaatine varilmig ve bu sebeple Trizol ve Tripure total RNA
izolasyon reaktifleri kullanilarak deneylerimiz tekrarlanmis ve istenilen konsantrasyon
araliginda sonuglar elde edilmistir. Bu RNA’lardan cDNA sentezi ayni firmanin (Roche)
kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. cDNA sentez kiti (Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit) secilirken, kit prospektiisiiniin dikkatli okunulmas1 6nerilir. Ciinkii rastgele
(random) hegzamer primer ve dizilise (Sequence) spesifik primer iceren 2 farkli cDNA
sentez kiti bulunmaktadir. Eger incelenecek genin ilgili dokulardaki ekspresyonu hakkinda
yeterli bilgi yoksa dizilise spesifik primerlerin kullanilmasi Onerilir. Boylelikle, bu
primerlerin  dogrudan total RNA {izerinde kendilerine komplementer bdlgelere
baglanmalarinin saglanip, RT-PCR’in 06zgiilliigii artirtlmis olunur. Bu c¢alismaya
baglamadan 6nce, bu bilgiye sahip olunmadigindan random hegzamer primer iceren
cDNA sentez kiti firmadan istenilmis ve kullanilmistir. Iskelet kas1 ve yag dokusunda,
ilgili hedef ve referans genlerin ekspresyonlar1 hakkinda daha 6nce yapilan caligmalardan
bilgimiz oldugundan RT-PCR sinyalleri sikintisiz olarak elde edilirken, mide dokusunda
ya cok disik ya da ekspresyonlart bulunmadigindan ilgilenilen genlerin sinyalleri
belirlenememistir. Calismadan kaynaklanabilecek sebepleri bertaraf etmek i¢in reaksiyon
ortamina ideal cDNA konsantrasyonunun (25 ng) disinda daha yiiksek miktarlarda CDNA

ilave edilmesine ragmen sonuglarin degismedigi gézlenmistir.

Bu calismada irisin, bazi kasektik faktorler, bazi tiimor ve inflamatuar belirtecler gibi
parametrelerin serumdaki miktarlar1 ELISA yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bunlardan
irisin disindaki parametrelerin tayini ile ilgili ELISA kitleri uzun siireden beri piyasada

bulunan, performanslar1 giiven veren ve hastaliklarin takip ve teshisinde de kullanilabilen
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tayin yontemleridir. Ancak irisin ile ilgili benzer seyleri ifade etmek miimkiin degildir.
Farkli firmalar tarafindan iiretilen ELISA kitlerinde kullanilan monoklonal antikorlarin
baglandiklar1 epitoplari, biiyiikk ihtimalle farkli oldugundan bu kitlerin her birinin
performanslarinin, 6l¢iim limit ve sartlarinin farkli olacagi asikardir. Bundan dolay: degisik
arastirmalarda irisin tayininde kullanilan ELISA kitlerinin sonuglar1 arasinda geligkilerin
olmasiin sebebi yukarida ifade edilen husustur. Yapilan bu galismalarda irisin seviyeleri
sasirtict bir sekilde farklidir. Irisin seviyeleri bu kitlerde 24 pg/mL ile 2 mg/mL arasinda
degismektedir. Yillar icinde ¢alismalarla ilgili ortaya ¢ikan geri doniistimler neticesinde en
uygun kitin ve c¢alisma seklinin ortaya g¢ikacagi siiphesizdir. Bu calismada kullanilan kit
daha once yapilan arastirmalarin sonuglarina ve arastirmacilarin izlenimlerine dayanarak
tercih edilmistir. Performansla ilgili olarak irisin 6rneginde ifade edilen nispeten yeni
kitlerin kullaniminda, daha giivenilir sonuglar elde etmek icin her 6rnegin en az 3 kez

tekrarlanarak calisilmasi bu sahada edindigimiz tecriibelerle uygun goriilmiistir.

Kanserli hastalarin % 30-80’inde kilo kayb1 ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle, pankreas
ve mide kanserinde (% 83-87) en yiiksek, non-Hodgkin lenfoma, kolon, prostat ve akciger
kanserinde (% 48-61) orta seviyede, meme, akut nonlenfotik 16semi ve sarkomada (% 31-
40) ise kilo kaybi en diisiik seviyededir (25). Kanserde kilo kaybi ve kaseksinin
mekanizmast tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, bu siire¢ i¢inde tiimor
hiicrelerinden salinan kasektik faktorler ve viicut tarafindan asir1 sentez edilen inflamatuar
sitokinlerin salinimi 6nemlidir ve kanser kaseksisine sebep olan diger faktorlerin de
arastirilmasina devam edilmektedir. Bu c¢alismada, yukarida s6zii edilen kasektik
faktorlerden Zag ve Pif “‘iin incelenen dokulardaki ekspresyonlarmin yani sira serumdaki

seviyelerinin de 6l¢iilmesi planlanmustir.

Kaslarda atropiyi indiikleyen kasektik faktorlerden PIF, ilk olarak kanser hastalarinin
idrarinda kesfedilmistir. Insanlarda PIF’in mRNA dizisi aydinlatilmis olmakla beraber
farelere 6zgii olan Pif” in mRNA dizilisi hakkinda net bir bilgi bulunmamaktadir. Yapilan
bir ¢aligmada, insan dermisidin proteini i¢inde yer alan 20 aminoasitlik PIF dizisi ile fare
Pif sekansi arasinda, % 90 homoloji oldugu bildirilmektedir. (165). Ancak, bu homolojiye
dayanarak fare Pif"1 i¢in bir primer olusturmak ve buna bagli RT-PCR ¢alismasi ile Pif
mRNA miktarim1 belirlemenin gilivenilir olmayacagi kanaati ile PIF 6l¢timlerini yalniz

serumda gerceklestirip, doku ekspresyonlarinin ¢alisilmamasi uygun goriilmiistiir.
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DCD/PIF diizeyi fare serumunda Ol¢iilmiis olup, kanser grubunda, kontrol ve kanser

olusmayan gruplara gore yiiksek bulunmustur (Bkz. Tablo 16, Sekil 19).

ZAG, 43 kDA agirhiginda glikoprotein yapisinda olup, meme, prostat, AC, kalp,
KYD ve BYD’nun tiim tiplerinde eksprese edilmektedir. Koti huylu ve kaseksinin
goriildiigi tiimorlerde asir1 miktarda sentezlendigi gosterilmistir. Farelerde MAC16 tiimor
implantasyonu ile olusturulan kanserde en yiiksek Zag ekspresyonunun KC ve KYD’unda
goriiliip, AC, kalp, epididimal beyaz yag dokular1 orta derecede; bobrek, dalak, bagirsak,
beyin ve hipotalamusta ise hi¢ bulunmadigi ifade edilmistir (74). Meme kanserinin
histolojik smiflandirmas: ile ilgili yapilan bir c¢aligmada, ¢ok farklilasmis meme
timorlerinde yiikksek miktarda, zayif ve orta derecede farklilagsmis olanlarda ise diisiik ZAG
ekspresyonu gozlenmistir. Bir¢ok calismanin sonucuna gére ZAG’nin prostat kanseri igin
potansiyel bir serum belirte¢i de olabilecegi ifade edilmistir (71). Daniel ve arkadaslari,
akciger adenokarsinomunda ZAG ekspresyonunun arttigini géstermislerdir. Ayrica ZAG ‘in
timor baskilayict 6zelligine sahip oldugu meme, prostat, pankreas ve diger malign
timorlerle ilgili yapilan g¢alismalarda rapor edilmistir (72). ZAG tiimor baskilayici
ozelligini siklin bagimli kinazin (cdc2) etkisini azaltip, hiicre dongiisiinii G2/M fazinda
durdurarak gostermektedir. Ayrica TGF-B bagimli epitel-mezensimal farklilasmasini
(EMT) inhibe ederek, tiimdr invazyonun azalmasina da sebep olmaktadir. ZAG’in mide
kanserindeki rolii ile ilgili insan ¢alismasinda, ZAG gen ekspresyonu ve protein seviyesi
timorlii mide dokularinda, normal mide dokularina kiyasla % 80 oraninda azalma
gozlenmistir (72). ZAG ekspresyonu, meme, prostat ve akciger adenokarsinomada

artarken, pankreatik, oral, mide adenokarsinomlarda azalmaktadir.

Bu ¢alismada tiim gruplardan alinan mide, BYD ve KYD o6rneklerinin her biri liger
defa calisilarak bu dokulardaki Zag ekspresyonlarit belirlenmistir. Tiim farelerin mide
dokularinda referans geni olan Gapdh igin sinyali alinmis olup, Zag i¢in herhangi bir sinyal
alinamamustir (Bkz. Resim 10). Buradan Zag geninin farelerin normal ya da timorlii mide
dokularinda sentezlenmedigi ortaya ¢ikmaktadir. Yukarida anlatildigi gibi mide kanserli
hastalarda Zag ekspresyonunun goézlenmis olmasi, insan ve fareler arasinda onemli bir

farklilig1 da ortaya koymaktadir.

Farelerin subkutan yag dokularinda Zag ekpresyonunun incelenmesi sonucunda

Tablo 19 ve Sekil 26’da goriildiigii gibi, kanser ve kanser oncesi gruplariyla kontrol ve

82



kanserlesme olmayan gruplar arasinda artis gozlenmesine ragmen, bu artis istatistiksel
olarak anlamli degildir (p=0.508). Bu farelerin serumlarinda ZAG seviyeleri belirlenmis
olup, Tablo 16 ve Sekil 18’de goriildiigii gibi kanser ve kanser dncesi gruplarda, kontrol ve
kanser olusmayan gruplara goére ZAG seviyesinde artis gozlenmis ve bu sonugtan yola
cikilarak kanser olusumu ile ZAG seviyesi arasinda pozitif bir iliski oldugu ortaya
konulmustur. Mracek ve arkadaslart ¢aligmalarinda, ZAG ekspresyonunu, timor
derecesinden (LILIILIV) bagimsiz olarak kasektik kanser hastalarinda kasektik olmayan
kanser hastalarina oranla subkutan adipoz dokuda 2.7 kat anlamli olarak arttigini
gostermisler (p=0.028) ve adipoz doku tiirevli ZAG ekspresyon artisin1 kaseksinin siddeti
ile iliskilendirmislerdir. Ayn1 arastirmacilar, subkutan adipoz dokuda ZAG proteinini ve
dolagimdaki serum ZAG seviyesini incelediklerinde ve kasektik kanser hastalarini,
kasektik olmayan kanser hastalar1 ile kiyasladiklarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulamamislardir (p=0.076, p=0.45) (73). Literatiirde kanserli kisilerle saglhikli kisileri
subkutan yag dokusunda ZAG ekspresyonunu agisindan degerlendiren bir ¢alismaya

rastlanilmamustir.

KYD’da kontrol, kanser Oncesi ve kanser gruplari Zag ekpresyonu agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Bkz. Tablo 20 ve Sekil
27). Bing ve arkadaslarmin yaptigi caligmada farelerde timor implantasyonu ile
olusturulan kanserde en yiiksek Zag miktarinin KC ve KYD’da goriiliip, AC, kalp ve
epididimal beyaz yag dokusunda orta derecede; bobrek, dalak, bagirsak, beyin ve
hipotalamusta ise hi¢ bulunmadigi ifade edilmektedir (74). Bu ¢alismada ise KYD’da Zag

ekspresyonu gozlenmis ancak kanser ve saglikli gruplar arasinda fark goriilmemistir.

TNF-a, IL-6 ve IL-1 kanser siirecinde viicut tarafindan asir1 sentez edilen
inflamatuar sitokinlerdendir. Bu sitokinlerden TNF-a, IL-6 seviyelerinin kanserli grupta
diger tiim gruplara gore anlamli bir artis sergiledigi, diger bir inflamasyon belirte¢i olan
IL-1 seviyesinde artig goriilmesine ragmen bu artigin istatistiksel olarak énemli olmadigi

goriilmiistiir (Bkz. Tablo 18, Sekil 21-22).

FNDC5/irisinin termogenik bir ajan olarak kabul edilmesinden sonra ¢agimizin
biiyiik bir problemi olan obezitenin tedavisinde yararlanilmasi amactyla FNDC5/irisinle
ilgili birgok ¢alisma yapilmistir (1, 125). Diyet kisitlamasi beraberliginde obezite cerrahisi

gecirmis kisilerle ilgili yapilan bir arastirmada, operasyondan 6 ay sonra, iskelet kasi ve
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kan o6rneklerinde FNDC5 mRNA ve dolasimdaki irisin seviyelerinin diistiigii ve bu sonuca
gore enerji kisitlamasi ve cerrahi olarak indiiklenmis kilo kaybinin irisin seviyesini
azaltigr gorilmistir (3). Aydin ve arkadaslar1 gestasyonel diyabetli annelerin siit ve
kanlarinda irisin seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir (122). Fakat giiniimiize kadar
yapilan ¢aligmalarda, insulin ile irisin arasinda bir iligkinin varlig1 belirlenememistir. Sesti
ve arkadaglari, 192 Kazak yetiskinde irisin seviyesi ve insulin duyarlilig1 arasinda negatif,
karotid intima media kalinlig1 (vaskiiler ateroskleroz indikatorii)ile pozitif bir iligki
oldugunu gostermislerdir (131). Farelerde artan irisin ekspresyonunun kilo kaybi ve insulin
direncinde azalmaya sebep oldugunu gosteren Zhang ve arkadaslar1 ayn1 zamanda Ucpl
gibi termogenik etkileri olan Elovl3, Cox7a, Otopl genlerinin ekspresyonlarini da
artirdigin1 gostermislerdir. Bu sekilde farelerdeki zayiflama ve beraberinde gelisen insulin
direncindeki azalmanin tamamen irisinin termogenik etkilerine atfedilebilecegini ortaya
koymuslardir (166). Bdylece irisin termogenik ajan olup, hiicre ylizey reseptorleri
araciligiyla antiobezite ve antidiyabetik fonksiyonlara hizmet etmektedir (123, 124).
Ayrica, tip II diyabet hastalarinda, HbALlc ve irisin seviyesi arasinda negatif bir iliski
gosterilirken, irisin miktarlarinda da anlamli bir azalma bildirilmistir (167, 129). Stengel ve
arkadaslarinin viicut kitle indeksi (VKI), yag kiitlesi, insulin ve plazma irisin seviyeleri
arasinda pozitif iliski bildirilmis (128) ve dolasimdaki irisin seviyesinin, viicut yag
kiitlesinin indikatorii oldugunu bildirmislerdir. Ancak bazi g¢aligmalar, insanda irisin
seviyesi ve VKI arasindaki pozitif iligkiden bahsederken, (3, 126-128) bu bilgiye zit olarak
irisin ile viicut kitle indeksi arasinda negatif bir iliski oldugunu ve obez kisilerde zayiflara
gore irisin seviyesinin diisiik oldugundanda bahsetmektedir (168, 169). Yeni kesfedilen bir
protein olmasindan dolayi, irisin ile ilgili ¢alismalar sinirlidir ve yapilan arastirmalar da
yukarida anlatildigi gibi genellikle obezite ve T2DM’la iligkili olup literatiirde bu
miyokinin in vivo kanser ve kanser kaseksisi ile iligkisini inceleyen bir calismaya

rastlanilmamastir.

Bu calismada saglikli ve mide kanseri olusturan farelerden alinan dokularin tiimiinde
her bir doku tiger kez tekrarlanacak sekilde Fndc5 ekspresyonu olgiiliirken, fare
serumlarinda da ELISA yontemi ile irisin seviyeleri belirlenmistir. Analizler sonucunda
normal ve kanserli mide dokularinda Fndc5 ekspresyonu tespit edilememistir. FNDC5
ekspresyonunun iskelet kasinda % 100 kabul edildigi bir insan ¢alismasina gore rektum,

perikardiyum ve kalpte oldukea yiiksek, nemli organlar olan karaciger, akciger, bobrek ve
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yag dokularinda oldukga diisiik, mide, kolon, lenf nodlari, dalak, timus ve trekeada da
belirlenemeyecek diizeyde oldugu bildirilmistir (3). Bu ¢alismada Fndc5 ekspresyonunun
higbir fare mide dokusu 6rneginde bulunamamis olmasi, Huh ve arkadaslarinin insanlarda
yaptig1 arastirma sonuglarina benzemektedir. Mide dokusunda kanserlesme ile de Fndch
ekspresyonunun bulunmamasi, ektopik olarak da etkilenmedigini gostermektedir. Ayrica
bu calisma farelerde kanserli ve normal mide dokusunu Fndc5 ekspresyonlari agisindan

inceleyen ilk aragtirmadir.

Iskelet kasinda Fndc5 ekspresyonunun belirlenmesi sonucunda tiim gruplar arasinda
anlamli fark gozlenmemis olup (p=0.701), iskelet kasinda kanserlesme Oncesinde ve
stiresince, kontrol grubuna gore Fndc5 ekspresyonu degismemistir (Bkz. Tablo 22, Sekil
29). Buradan hareketle kanserlesme ile kasta Fndc5 ekspresyonu ve dolayisiyla irisin

salinimi arasinda bir iligki olmadig1 sonucuna varilabilir.

FNDCS ile ilgili yapilan son aragtirmalar, FNDC5 proteininin bir adipokin olarak
kabul edilmesine yol agmistir (124). Bu durumdan yola ¢ikilarak, beyaz ve kahverengi yag
dokularindaki FNDC5 ekspresyonunun, kanserlesme ile iliskisinin de incelenmesinin
onemli oldugu diisiiniilerek, tiim gruplarda Olgiilmiistiir. Sonug olarak kanser grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis goriilmiis (Bkz. Tablo 19, Sekil 26)
ve Kkanserlesmeyle, subkutan yag dokusunda Fndc5 ekspresyonunun arttigi ortaya
konulmustur. Ayrica kontrol grubu ile MNU uygulandigi halde kanserlesmenin
goriilmedigi grup arasinda Fndc5 ekspresyonu agisindan anlamli fark gézlenmemistir.
Ortaya ¢ikan bu durumdan MNU uygulanmasinin, BYD’da Fndc5 ekspresyonunda ve
dolayisiyla irisin salgilamasinda bir artisa sebep olmadigi1 anlasilmaktadir. Kahverengi yag
dokusu Fndc5 ekspresyonu agisindan incelendiginde kanser ve kanser oncesi gruplarda
kontrol gruplarma oranla anlamli yiiksek bulunmustur (Bkz. Tablo 21, Sekil 28). BYD ve
KYD’da, Fndc5 ekspresyonundaki artis, dolasimda da irisin seviyesindeki artigt
desteklemektedir. Nitekim serumda 6lgiilen irisin miktarlari bunu dogrulamaktadir; ELISA
ile 6lgiilen dolasimdaki irisin miktari, kanser grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml yiiksek bulunmustur (Bkz Tablo 17, Sekil 20). Yapilan bu ¢aligma kanser
ile FNDC5/irisin arasindaki iligkinin aydinlatilmaya ¢alisildigi, ilk arastirma oldugundan

elde edilen sonuglar bu a¢idan 6nem tasimaktadir.
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FNDC5 proteininin diizenleyicisi olan PGC-/a, mitokondrilerin bol ve oksidatif
metabolizmanin aktif oldugu kalp, iskelet kasi beyin ve bobrek gibi dokularda yiiksek
oranda sentezlenirken, KC de nispeten az, beyaz yag dokusunda olduk¢a az ekspresyonu
vardir. Bu calismada kanserlesme olayr ile birlikte iskelet kasindaki Pgc-/a
ekspresyonunun azaldigir belirlenmistir (p=0.004). Burada kanser ve kanser Oncesi
grubunda kanser olmayan gruba goére anlamli azalma oldugu goriilmektedir (Bkz. Tablo
22, Sekil 29). Ancak kanser siirecinde bu azalisin sebebini agiklayacak bir bilgiye

rastlanilmamustir.

Mide dokusunda ise Fndc5 ‘e benzer sekilde Pgc-/a ekspresyonu tespit edilememistir
(Resim 10). Bu durum mide de Fndc5 analizinden sonra beklenen bir sonugtur. Kahverengi
ve beyaz yag dokularinda da Pgc-/a ekspresyonunun, hem kanser, hem de, kanser 6ncesi
grubunda kontrol grubuna gore anlamli miktarda arttig1 gozlenmektedir (Bkz. Tablo 19, 21
ve Sekil 26, 28). Bu artislar Fndc5 biyosentezindeki artis1 da agiklamaktadir.

KYD ve BYD’da Ucpl ekspresyonlar1 da aragtirtlmistir. BYD da 6lgiilecek seviyede
Ucpl ekspresyonu gozlenmezken, Tablo 20, Sekil 27 ve Resim 13’te gosterilen sonuglara
gore KYD da kanserlesme ile artan Ucpl ekspresyonu bulunmus, ancak bu artisin énemli
olmadig1 anlasilmistir. Beyaz yag dokusunda biiyilkk oranda kahverengilesme artigi
olmadik¢a, mitokondri sayilarinin azligindan dolayi, Ucpl mRNA’smin olgiilememesi
olagandir. Akut egzersiz ile kastan salinan irisin miktarinin dolagimda olusturdugu yiiksek
konsantrasyonuyla beyaz yag dokusunda Ucpl biyosentezi artarken, bu c¢alismada
kanserlesme ile yag dokularindan kana salinan irisin artisinin, yeterli Ucpl ekspresyonu
olusturmadigi da sOylenebilir. Bundan dolay1 akut egzersizin sonrasinda iriSin artisi
kaynakli zayiflamanin, kanserli farelerdeki irisin artist kaynakli zayiflamadan farklh
olabilecegi diisliniilmektedir. Kanserli farelerdeki zayiflamanin, yag dokularinda artan
irisin sentezinin otokrin bir etki ile heniiz tanimlanmamis bir yolag: aktiflestirerek,
triagilgliserollerin hidroliziyle yag asitlerinin ortaya c¢ikisini saglayarak zayiflamayi
gergeklestirebilecegi diisiiniilebilir. Bu sekilde dolasima gegen yag asitleri, 6zellikle, MNU
uygulamasiyla emilim kaynakli besin eksikligine maruz kalan dokular tarafindan hizli bir

sekilde kullanilabilir.

Bu ¢alismada, saglam ve tiimorli mide dokularinda Fndc5 ve diizenleyicisi olan

Pgcl-a’nin sentezlenmedigi bulunmus, BYD ve KYD’da Fndc5 ekspresyonu kanserli
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gruplarda, kontrol ve MNU verildigi halde kanser olusmayan gruplara gore artmistir. MNU
verildigi halde kanserlesmenin olmadigi, sadece MNU kaynakli zayiflamanin oldugu
grupta, Fndc5 ekspresyonu kontrol grubuna goére biraz artmistir ancak bu farkin anlamlilik
teskil etmemesi, BYD ve KYD da kanser grubunda Fndc5 ekspresyonundaki anlamli
artisin sadece kanser kaynakli olabilecegini ortaya koymustur. iskelet kasinda kontrol ve
kanserli gruplar arasinda Fndc5 ve Pgcl-a ekspresyonlari agisindan fark bulunamamastir.
Mide dokusundaki kanserlesme beraberliginde iskelet kasinda Fndc5 ekspresyonunda
herhangi bir degisiklik ortaya c¢ikmamustir. Iskelet kasinda akut (yogun, kisa siireli)
egzersizle Pgcl-a aktiflesmekte ve Fndc5 ekspresyonunu artmakta ve bu sekilde
dolasimdaki konsantrasyonu artan irisin gesitli sinyal yolaklarini etkileyerek zayiflamaya
sebep olmaktadir. Yukarida ifade edilen sonuglar bu yolagin sadece egzersizle aktive

oldugunu ve kanser olusumu ve kaseksi ile hi¢bir iliskisi olmadigin1 gostermektedir.

Sonugta, deneysel olarak mide kanseri olusturulan farelerin mide tiimér dokusundan
salinan bir takim faktorlerin bilinmeyen bir takim sinyal yolaklarini aktive ederek, BYD ve
KYD’da, Fndc5 ve onun koaktivatorii Pgcl-a’y:, dolayisiyla, dolagimda irisin artigini
uyardigi, irisinin de otokrin etkiyle (kasektik faktorlerden Zag gibi) BYD’da TAG yikimini
artirarak zayiflamaya sebep oldugu distinilmektedir. Ancak kanser olusumu ile beyaz ve
kahverengi yag dokularinda Fndc5’in ve dolasimdaki irisinin artigina neyin sebep oldugu

ortaya konulamamustir. Bu husus baska arastirmalarla aydinlatilmalidir.
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