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1. OZET

Beyin Kaynaklh Norotrofik Faktor (BDNF) Heterozigot Farelerde Yiiksek Yagh

Diyetin Baz1 Adipokinlerin Gen Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Beyin Kaynakli Norotrofik Faktér (BDNF), enerji metabolizmasinin merkezi
kontroliinde gérev alan bir nérotrofindir. BDNF ekspresyonunun az oldugu hayvanlarda
hiperfaji, obezite ve diyabet goriilmektedir. Yag dokusu, salgiladigi adipokinler
vasitasiyla besin alimi, insiilin direnci, inflamasyon gibi birg¢ok fizyolojik olayda
fonksiyon gosterir. Yag Kkiitlesinin arttigi durumlarda, adipokinlerin sentezinde
degisiklikler meydana gelmekte ve bu da obeziteyle ilgili birgok komplikasyonu
beraberinde getirmektedir. Periferde etkileri ¢ok iyi bilinmeyen BDNF’nin yag
dokusunda sentezi olmakta ve reseptorii bulunmaktadir. Calismamizda bu proteinin
standart ve yiiksek yagh diyetle beslenen farelerde yag dokusundan adipokin sentezine
etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Farkli metabolik etkileri oldugundan subkutan ve
viseral yag dokularmin her ikisinde de belirlenen adipokinlerin ekspresyonlari

arastirildi.

C57BL/6J 1rk1 wild tip ve BDNF (+/-) farelerden 4 grup olusturuldu. Bu gruplar
standart ve yiiksek yagl diyetle 4 ay boyunca beslendi. Beslenme periyodunun sonunda
alinan serumlarda insiilin, BDNF, leptin, rezistin, PAI-1 seviyeleri ELISA Kkitleriyle
olgiildii. Yag dokularinda ise leptin, rezistin, adiponektin ve PAI-1 gen ekspresyonlarina
bakildi.

Serum leptin, insiilin seviyeleri yiiksek yagli ve standart diyetle beslenen BDNF
(+/-) gruplarinda yiiksek, adiponektin seviyeleri ise bu gruplarda diisiik bulundu. Serum
rezistin seviyeleri yiiksek yagl diyetle beslenen gruplarda yiliksek bulundu. Epididimal
yag dokusunda leptin ve PAI-1 ekspresyonlart kontrole gore yiiksek, rezistin
ekspresyonu ise diisiik bulundu. Adiponektin ekspresyonu yiiksek yagli diyetle beslenen
BDNF(+/-) grubunda diisiik bulundu. Subkutan yag dokusunda leptin ve PAI-1
ekspresyonlar yiiksek bulundu (p<0.05). BDNF’nin bazi adipokinlerin sentezini ve
salgilanmasini diizenleyerek yag dokusu fonksiyonunu etkileyebilecegi ve obezitede

koruyucu rol oynayabilecegi kanaatine varildu.

Anahtar Sozciikler: BDNF, leptin, néropeptit, obezite, yag dokusu



2. SUMMARY

Investigation of Effect of High Fat Diet on Some Adipokines Gene Expression in

Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF) Heterozygous Mice

BDNF is a neurotrophin involved in the central control of energy metabolism. In
animals with low BDNF expression, hyperphagia, obesity and diabetes are observed.
Adipose tissue functions in many physiological events such as food intake, insulin
resistance, and inflammation through secreted adipokines. When fat mass increases,
synthesis of adipokines changes, which leading to many complications with obesity.
BDNF, whose effects are not known at the periphery, is also synthesized in fat tissue
and has its receptor. In our study, we aimed to investigate effect of this protein on
adipokine synthesis of adipose tissue in mice fed with standard and high fat diets.
Because of their different metabolic effects, the expression of adipokines identified in

both subcutaneous and visceral fat tissues was investigated.

Four groups were generated by C57BL/6J wild type and BDNF (+/-) mice . These
groups were fed on standard and high fat diets for 4 months. Insulin, BDNF, leptin,
resistin, PAI-1 levels were measured by ELISA kits at the end of the feeding period.
Leptin, resistin, adiponectin and PAI-1 gene expressions were measured in adipose

tissues.

Serum leptin, insulin levels were high in the BDNF (+/-) group fed with high fat
and standard diet, and adiponectin levels were low in these groups. Serum resistin levels
were higher in the groups fed the high fat diet. Leptin and PAI-1 expressions were
higher and resistin expression was lower than control in epididymal adipose tissue.
Adiponectin expression was found to be low in the BDNF (+/-) group fed on a high fat
diet. Leptin and PAI-1 expressions were high in subcutaneous adipose tissue (p <0.05).
It has been concluded that BDNF may play a protective role in obesity by regulating the
synthesis and secretion of some adipokines and affecting fatty tissue function.

Key Words: BDNF, leptin, neuropeptide, obesity, adipose tissue



3. GIRIS ve AMAC

BDNF, merkezi sinir sisteminin gelisimi ve fonksiyonlarinin kontroliinde énemli
roller iistlenen bir nérotrofindir. BDNF, TrkB (tropomiyozin reseptor kinaz B) reseptorii
aktivasyonu sonucu noronlarda farklilasma, hayatta kalim, sinaptik plastite gibi bir¢ok
noronal fonksiyonu destekler (1). Kemirgenlerde kronik intraserebroventrikiiler (ICV)
BDNF uygulamasinin viicut agirhigr artisindaki azalmalar1 indiikledigi gosterilerek,
beslenme davranisinin kontroliindeki rolii ilk kez ortaya koyulmustur (2, 3). Daha
sonraki ¢aligmalarla istahin kontroliinde BDNF'min 6nemi, hiperfajik davranig gosteren
ve viicut agirh@ yiikkselen BDNF (+/-) mutant farelerde gozlenmistir (4). Viicut
agirh@ginda meydana getirdigi artislara ek olarak, merkezi BDNF azalmasi olan BDNF
(+/-) farelerde, leptin ve insiilin direnci, dislipidemi, hiperglisemi de dahil olmak tizere
metabolik sendromun diger semptomlar1 da gelismektedir (5). Giiglii noronal etkileri
sebebiyle bircok ndrolojik rahatsizlikla iliskisi ortaya koyulan bu proteinin,
metabolizmanin diizenlenmesindeki merkezi etkilerinden dolay1 obezite, diyabet gibi
metabolik hastaliklarin gelisiminde rol aldigi belirlenmis olsa da metabolizmada 6nemli
yeri olan ve bu hastaliklarin patolojilerinin olusumuna katkisi olan yag dokusu,
pankreas, karaciger gibi periferik dokular tizerine etkisiyle ilgili sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. BDNF’yi sentezleyen ve reseptoriinii bulunduran yag dokusu, metabolik
kontroliin diizenlenmesinde rolii olan endokrin organlarin 6nemli bir bileseni olarak
kabul edilmektedir. Leptin, adiponektin, rezistin, plazminojen aktivatdr inhibitorii-1
(PAI-1), vaspin, apelin, gibi salgiladigi birgok molekiil vasitasiyla beslenme, istah,
enerji dengesi, insiilin ve glukoz metabolizmasi, lipid metabolizmasi, kan basincinin
diizenlenmesi, vaskiiler yapilanma, koagiilasyon, inflamasyon gibi viicudun bir¢ok
fizyolojik islevinde gorev almaktadir (6). Yag dokusunun artmasiyla sentezlenen
adipokinlerin miktarinda degisiklik meydana gelmekte ve bu durum obeziteyle birlikte
birgok patolojinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Adipokin sentezi, reseptor icerigi
gibi baz1 6zellikler beyaz yag dokularin yerlesimine gore (subkutan, viseral) farklilik
gosterdiginden, bu yag dokularinin metabolik etkileri ve ortaya cikaracagi patolojiler

degisiklik gostermektedir.

Kronik olarak alinan enerjinin fazla olmasina bagli olarak gelisen obezite son
yillarda 6ne ¢ikan saglik problemlerinden biridir. Giderek yayginlasan ve 6nemli bir

halk sagligi sorunu haline gelen obezite ve 6zellikle viseral yag birikimi; tip 2 diyabet,



kardiyovaskiiler hastalik, hipertansiyon, hiperkolestrolemi, hipertrigliseridemi ve bazi
kanser tiirleri gibi bir¢ok hastaligin olusumu igin risk faktoriidiir (7). Calismalarda
obezitenin altinda yatan biyokimyasal mekanizmalar1 anlayabilmek, olasi tedavi
yaklasimlar1 gelistirebilmek ve ilag etkinliklerini arastirabilmek igin hayvanlarda
obezite olusturma siklikla kullanilmaktadir. Obezite etiyolojisinde hormonlarin,
cevresel ve genetik faktorlerin rol aldigi kompleks bir hastaliktir. Insanlarda ortaya
cikan obezite biiyiilk oranda diyet kaynakli oldugu i¢in bu konudaki arastirmalarda
cevresel faktorlerden biri olan diyetle indiiklenmis hayvan obezite modelleri ¢ogunlukla
tercih edilmektedir (8).

Genis bir endokrin doku olan yag dokusundan sentezlenen adipokinler birgok
fizyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynadiklari i¢in obezitenin ve
obezite ile ilgili hastaliklarin gelecekteki tedavisi i¢in umut vericidirler (9).
Calismalarda BDNF’nin de besin alimi, enerji metabolizmasinda gorev alan anahtar
molekiillerden biri oldugu gosterilmistir. Enerji metabolizmasindaki etkilerinden dolay1
BDNF’nin obezite, diyabet gibi metabolik bozukluklarin tedavisinde kullanilabilecek
hedef molekiillerden biri olabilecegi diisiiniilmektedir (10). Fakat merkezi etkileri
disinda fazla etkisi bilinmeyen bu molekiiliin iliskili oldugu metabolik durumlardan
dolay1 yag dokusunun protein salgisini, sentezlemesini etkileyebilmesi ve diyet indiiklii
obezitede adipokinlerin sentezini degistirerek patolojik durumlarda roliiniin olmasi
muhtemeldir. Bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda metabolik fonksiyonlar1 olan ve
obezite gelisiminde, patolojilerinin ortaya ¢ikmasinda Onemli yeri olan leptin,
adiponektin, plazminojen aktivatér inhibitér-1 (PAI-1), rezistin adipokinlerine

BDNF’nin etkisiyle ilgili bir calisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, obezite ve obeziteye bagli patolojilerin gelisiminde énemli rolleri
olan adipokinlere, enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde ciddi rolleri oldugu 6ne
stiriilen BDNF’nin etkisinin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla, yiiksek yag igerikli
ve standart diyetle beslenen wild tip ve BDNF (+/-) fareler kullanilarak yapilan
calismada, bazi adipokinlerin serum seviyeleri ile farkli lokalizasyondaki yag

dokularinda (subkutan, epididimal) bu adipokinlerin gen ekspresyonlar1 arastirildi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Norotrofinler

Norotrofinler, 6zellikle merkezi ve periferik sinir sistemindeki néronlarin gelisimi
ve fonksiyonlarinin kontroliinde rol oynayan biiyiime faktor ailesidir. Noronlardan
salgilanan bu yasamsal faktorlerin kesfi {izerine norotrofin terimi ilk olarak 1988 yilinda
Purves ve arkadaslari tarafindan Onerilmistir (11). NGF (Sinir Biiyiime Faktorii),
BDNF, NT-3 (norotrofin-3) NT-4/5, NT-6 ve NT-7 norotrofin ailesinin su zamana
kadar kesfedilmis tiyeleridir. Norotrofinler biiyiime i¢in gerekli destegi saglayarak hiicre
hayatta kalimini artirmanin yani sira, hiicre 6liim dongiileri {izerine inhibitor etkiler
gosterirler.  Norotrofinler  ndronlarin ~ yasamlarina  devam  edebilmelerinde,
fonksiyonlarin1 yerine getirebilmelerinde, norotransmitter saliniminda, ndéronlarin
oksidatif stresten ve apoptozdan korunmasinda, nérogenezin uyarilmasinda, agrinin ve
sinaptik plastisitenin diizenlemesinde o6nemli role sahiptirler (12). Norotrofinler
preprondrotrofin olarak sentezlendikten sonra sinyal peptidinin kesilmesiyle pro-
norotrofin (Molekiil agirligi, M.A. ~30 kDa) olusturulur. Daha sonra prohormon
konvertazlar tarafindan olgun nérotrofinleri (M.A. ~14 kDa) olusturmak i¢in proteolitik
kesime ugrarlar. Norotrofinler iki reseptor iizerinden etkilerini gosterirler; bunlar
yiiksek ilgi gosterdikleri Trk (Tropomiyozin reseptor kinaz) reseptorleri ve daha diisiik

ilgi gosterdikleri p75™™" NTR

(p75, pannorotrofin reseptor)’diir. Biitiin norotrofinler p75
reseptoriine baglanirken, olgun nérotrofinlerin spesifik olarak baglandiklart farkli Trk
(TrkA, TrkB, TrkC) reseptorleri vardir (Sekil 1). NGF TrkA’ya, BDNF ve NT4

TrkB’ye, NT-3 ise biitiin Trk reseptorlerine baglanabilmektedir (13).
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Sekil 1. Norotrofinler ve reseptorleri (Rosaild’den, 14).
4.2. BDNF ve Genel Ozellikleri

Beyin kaynakli norotrofik faktor, ndrotrofin ailesinin 2. iiyesi olarak 1982 yilinda
kesfedilmistir (15). Amino asit dizisinin % 50’si NGF, NT-3 ve NT-4/5 ile benzerlik
gostermektedir. Fare ve sican BDNF geninin farkli promotorler iceren sekiz kisa 5’
eksonu (ekson I-VIII), olgun BDNF proteinini kodlayan bir 3’ eksonu (ekson IX) ve
pek ¢cok diizenleyici elementi ile kompleks bir yapisi vardir. Promotdrlerin alternatif
kullanimlar1 ve splicing mekanizmalarinin kullanimi farkli BDNF mRNA’larinm
olusmasma neden olmaktadir (Sekil 2). BDNF gen ekspresyonu, aktivite bagimli ve
doku spesifik promotérlerle kontrol edilmektedir. Hepsi olgun BDNF’ye transle olan
toplamda 9 promotor 24 farkli transkript liretmektedir. BDNF transkriptlerinden 11, 111,
IV, V ve VII eksonlarint bulunduranlar beyine spesifikken, digerleri beyine ek olarak
néron dist dokularda da eksprese olmaktadir (5, 16). Ozellikle néronal aktiviteyle
pozitif iliski gosteren BDNF ekspresyonu depresyon, antidepresan tedavi (17), stres
(18), zenginlestirilmis cevre (19), egzersiz (20) gibi bazi fizyolojik ve patolojik

durumlarda degismektedir.
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Sekil 2. Fare ve sican BDNF genlerinin yapilari ve alternatif transkriptleri (Carla’dan,

21).

BDNF, Sekil 3’de gosterildigi gibi sinyal dizisiyle birlikte pre-proBDNF olarak

sentezlendikten sonra endoplazmik retikulumda Oncil dizisinin kesimi sonucu 32

kDa’luk pro-BDNF (247 aminoasit) olusturulur. Olusan pro-BDNF inaktif bir onciil

degildir, fonksiyonunu olgun BDNF’den bagimsiz olarak gergeklestirmektedir. Pro-

BDNF intraselliiler alanda furin, prokonvertaz enzimleri tarafindan kesilerek veya

ekstraselliiler alana pro-BDNF olarak salgilanip buradaki metaloproteinaz, plazmin gibi

proteazlarla kesime ugrayarak 13,5 kDa’luk olgun BDNF (mBDNF, 118 amino asit)

meydana getirmektedir (22).
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Sekil 3. BDNF’nin sentezi ve salgilanma mekanizmasi (Marosi’den, 23).

BDNF proteini, fonksiyonlarmi p75"'" ve TrkB reseptorleri araciligiyla
gerceklestirir. Pro-BDNF yiiksek ilgiyle p75 reseptoriine baglanirken; olgun BDNF
TrkB reseptoriine baglanmaktadir. p75 reseptorii noronal gelisimin ilk safhalarinda
sentezlenir ve eriskinlerde sentezi beynin bazi bolgeleriyle sinirhidir. p75 ekspresyonu,
bazal 6n beyindeki kolinerjik ndronlarda ve striatumda yiiksektir, ayrica bazi beyin sap1
cekirdeklerinde de sentezlenmektedir. p75 reseptoriiniin  aktivasyonu Ozellikle
proapoptotik cevabi indiiklerken, TrkB reseptorlerinin aktivasyonu hiicrenin yasamsal
fonksiyonlarma katki saglamaktadir. Olgun BDNF’nin TrkB reseptoriine baglanmasiyla
reseptOr dimerizasyonu sonucu kinaz aktivasyonu gergeklesir ve tirozin rezidiilerinden
otofosforilasyona ugrayarak p85 (PI-3 kinazin katalitik olmayan altbirimi), Shc (SH2-
igeren dizi) gibi hiicre i¢inde hedef proteinler igin baglanma bdolgesi olusturulur. Bu
proteinlerin aktivasyonu PLC-y (fosfolipaz C-gama), MAPK (mitojenlerle aktiflestirilen
protein kinaz), PI3-K (fosfatidilinositol-3 kinaz) hiicre i¢i sinyal yollarinin
aktiflesmesini saglar. PI3K yolu, protein kinazi B'yi (Akt) aktive eder; Bad (Bcl-2-
iligkili 6liim promotorii)'i inhibe ederek hiicre sagkalimini arttirir ve sonugta Bcl-2 gibi

anti-apoptotik  proteinlerin  ekspresyonunu saglar. Akt'nin uygun bolgesinden



fosforilasyonu kaspaz-9 gibi pro-apoptotik proteinlerinin baskilanmasina neden olur.
PLC-y yolu, inositol trifosfatin (IP3) aktivasyonu yoluyla hiicreigi kalsiyum depolarinin
salinmasina yol agar ve kalmodulin kinaz (CamK) aktivitesini arttirir. Boylelikle
transkripsiyon faktorii CREB (siklikAMP cevap eleman1 baglama proteini) vasitasiyla
sinaptik plastisitenin arttirilmasina yardimci olur. Ekstraseliiler sinyalle diizenlenen
kinaz (ERK) yolu olarak da adlandirilan MAPK yolu, hiicre biiylimesinde ve
farklilasmada yardimci olur (14, 24, 25).

p75 reseptoriiniin  glikozillenmis ekstraseliiler ligand baglama domaini,
transmembran domaini ve hiicre i¢i katalitik aktivitesi olmayan kisa bir domaini vardir.
Pro-norotrofinlerin bu reseptore baglanmasi niikleer faktér-kB (NF-«kB), Jun kinaz ve
sfingomiyelin hidrolizi sinyal iletim yollariyla iliskilidir. (sekil 4) (26). p75" "
reseptoriiniin apoptozu indiiklemek disinda bir diger gorevi ise Trk reseptorleriyle
birlikte koreseptdr olarak bulunarak norotrofinlerin reseptore spesifik baglanmasina yol

acmaktir (14, 27, 28).
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Sekil 4. BDNF reseptorleri ve sinyal yollar1 (Woo’dan, 29).

BDNF ve TrkB mRNA’s1 merkezi sinir sisteminde genis bir dagilima sahiptir.
BDNF basta hipokampus, korteks, serebellum olmak {izere beynin birgok bolgesinde
sentezlenmektedir. Bu bolgelere ek olarak timus, karaciger, dalak, adipoz doku, bobrek,
prostat, mide, trake, iskelet kasi, endotel hiicreleri, fibroblastlar, ince bagirsak, retina,

kalp, akciger, gonadlar ve monosit, lenfosit, trombosit gibi bircok doku ve hiicrede de



sentezi olmaktadir (30). Ayrica insanlarda BDNF trombositler tarafindan depolanirken
farelerin trombositlerinde bu durum gosterilmemistir (31). TrkB reseptorii ise yetiskin
beyninde Ozellikle korteks, hipokampus, hipotalamusun bir¢ok bolgesinde, olfaktor
bulb, striatum, amigdala, septal ¢ekirdekler, substantia nigra, serebellar purkinje
hiicreleri, beyin sapi ile birlikte iskelet kasi, pankreas, adipoz doku gibi bir¢ok periferik
dokuda bulunmaktadir (12, 25, 32).

BDNF aksonal dallanmada, néronal proliferasyonda, norogenez olgunlasmasinda,
sinaptik iletimde, plastisitede, sinaps olusumunda, NMDA (N-Metil D-Aspartat)
reseptorlerinin modiilasyonunda, LTP (uzun siireli potansiyalizasyon) ve dgrenme gibi
aktiviteye bagli noronal plastisitede, dendritik biiylime ve dallanmada, ndrotransmiter
ve néropeptit sentezinin uyarilmasi, saliverilmesi gibi néronal sistemlerin gelisim ve
sagkalimimi destekleyen olaylarda gorev alarak noronal fonksiyonu bir¢cok ydnden
etkilemektedir. BDNF, antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerini ve kaspaz inhibitdrlerinin
ekspresyonunu indiikleyeyip, Bax ve Bad gibi proapoptotik proteinlerin sentezini inhibe
ederek noronal apoptozu onlemektedir (33, 34). Sinir sistemindeki etkilerinden dolayi
BDNF degerlerindeki veya aktivitesindeki degisiklikler ile depresyon, epilepsi,
Alzheimer, Huntington ve Parkinson gibi bir¢ok ndorolojik hastalik arasinda iligki
bulunmaktadir (35).

4.2.1. BDNF ve Enerji Metabolizmasinin Diizenlenmesi

Obezite modellerinin olusturulmasi ve karakterizasyonuyla periferik ve merkezi
sistemdeki baz1 faktorlerin metabolik fonksiyonlar1 ve besin alimindaki etkileri
belirlenmistir. Enerji matabolizmasiin merkezi diizenlenmesi, hipotalamusta bulunan
noropeptit Y (NPY), agouti iligkili protein (AgRP), oreksin, melanin konsantre edici
hormon (MCH) gibi oreksigenik faktorlerle, kokain ve amfetamin ile ilgili transkript,
serotonin, tirotropin salgilatict hormon (TRH) ve a-Melanosit uyarici hormon (a-MSH)
gibi anoreksigenik faktorlerle iliskilidir. Bu néropeptitlerden biri olan BDNF proteini de
cesitli  dokulart ve metabolizmada oOnemli molekiilleri etkileyerek enerji
metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev almaktadir. Ozellikle BDNF ve reseptorii
TrkB beslenme davranigi ve metabolizmanin diizenlenmesiyle iligkili gesitli hipotalamik
cekirdeklerde (VMN, DVC, PVN, ARC) eksprese edilmektedir (23, 36). Deney

hayvanlarina intraserebroventrikiiler BDNF uygulanmasi yiyecek aliniminin
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baskilanmasina ve kilo kaybina neden olmaktadir (37). VMN (ventromedial ¢ekirdek)
enerji metabolizmasinin diizenlenmesi i¢in 6nemlidir. VMN'nin elektriksel uyarima,
beslenmeyi baskilar ve lipolizi indiikler. VMN'nin lezyonlar1 ise hiperfaji ve obezite ile
sonuglanmaktadir. Farelerde yemek yoksunlugu VMN’da BDNF mRNA’smi
azaltmaktadir. Leptin, kolesistokinin gibi periferal anoreksigenik hormonlarin
enjeksiyonu VMN’daki noronlar1 aktive eder ve bu bolgede BDNF ekspresyonunu ve
protein konsantrasyonunu arttirir (38-40). BDNF hipotalamusta enerji dengesini
diizenlemek i¢in melanokortin sistemiyle de etkilesmektedir. Melanokortin ve glukozun
VMN’da BDNF gen ekspresyonunun muhtemel anahtar diizenleyicileri oldugu
belirtilmektedir. Ag farelere melanokortin agonistleri veya glukoz uygulamasi VMN’da
BDNF mRNA diizeylerini ve hipotalamik bolgelerden BDNF salinmasini uyarmaktadir
(25, 41). Farelerde yiiksek kan glukoz degerleri ise VMN’da BDNF ekspresyonunu
inhibe eder ve insanlarda CNS (merkezi sinir sistemi)’ den BDNF salgilanmasini
azaltmaktadir (42). Melanokortin agonistlerinin, DVC (dorsal vagal kompleks)’de
BDNF protein seviyelerini arttirmak ve hipotalamik dilimlerden BDNF saliniminm
uyarmak i¢in VMN'de BDNF mRNA diizeylerini arttirdigi bulunmustur (43-45). Besin
alimin1 arttiran ve termogenezi azaltan 6nemli oreksigenik noropeptit olan néropeptit-
Y’ nin si¢anlara intraperitoneal enjeksiyonu (60 pg/kg) hipotalamusta BDNF degerlerini
azaltmaktadir (46). Birgok c¢alismada BDNF’nin termogenik etkilerinden de
bahsedilmektedir. Uzun siireli periferal ve hipotalamik BDNF uygulamasi viicut
sicakligini, O, tikketimini, UCP1 (uncoupling protein-1) mRNA ve proteinini arttirarak,
kahverengi yag dokusunda termogenezi ve metabolik hizi arttirmaktadir (23).
Intraserebroventrikiiler BDNF uygulamasi, C57BL/KsJ-db/db farelerdeki soguk indiiklii
viicut sicakligr diisiislerini tersine c¢evirmektedir (47). Ek olarak zenginlestirilmis
cevrede yasayan farelerdeki hipotalamik BDNF’nin asir1 ekspresyonu beyaz yag
dokusunun kahverengi yag dokusu fenotipine donilisimiinii indiikleyebildigi
belirtilmektedir. Ayrica zenginlestirilmis ¢evrenin kahverengilesmeye olan etkisi ile

diyetle indiiklenen obeziteye direnmeyi basardigi da gosterilmistir (48).

BDNF eksikligi olan farelerde obezite, hiperglisemi ve bozulmus glukoz toleransi
ortaya ¢ikmaktadir. BDNF pankreas 3 hiicrelerinden insiilin tiretimini ve iskelet kasinda
instilin duyarliligin1 arttirip, hepatositlerde glukoz {iretimini azaltarak viicutta glukoz

metabolizmasini bir¢ok hiicre tipi iizerinden etkilemektedir. Ek olarak BDNF’nin sigan
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beynine infiizyonu portal vende glukagon degerlerini azaltmaktadir (49). insiilin direnci
olan hiperglisemik db/db farelere BDNF uygulamasi, glukoz degerlerini ve insiilin
duyarliligin1 normallestirmektedir (50, 51). Kronik subkutan BDNF uygulamasi db/db
farelerde karacigerde insiilin reseptor aktivasyonunu ve karacigerde, iskelet kasinda
insiilinle uyarilan PI3K aktivitesini arttirir (25). Insiilin salinimini arttiran, gida alimimni
ve istah1 azaltan, gastrik bosalmay1 geciktiren glukagon benzeri peptit-1’in (GLP-1)
intraportal uygulamasi pankreasta BDNF degerlerini arttirir ve glukagon sekresyonunu
azaltir. GLP-1 reseptorlerinin aktivasyonu cAMP iiretimine ve BDNF ekspresyonunu da
indiikledigi bilinen CREB (CAMP cevap elementi baglayici protein) aktivasyonuna yol
acar. GLP-1"ye benzer sekilde BDNF sinyali karaciger, iskelet ve kardiyak kas hiicreleri

tarafindan glukoz alimin arttirir (52).

BDNF ve reseptorii TrkB iskelet kas hiicrelerinde de sentezlenmektedir ve kasta
ekspresyonu egzersizle indiiklenmektedir. BDNF asetil koenzim A karboksilaz B
(ACCbeta), AMP ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) fosforilasyonunu arttirarak in
vitro ve ex vivo calismalarda kas hiicrelerinde lipit oksidasyonunu arttirdigi
gosterilmistir (53). Bu veriler, BDNF'nin iskelet kasinda kasilmayla uyarilabilir protein
oldugunu ve AMPK'nin aktivasyonu yoluyla lipid oksidasyonunu arttirma yetenegine
sahip oldugunu gostermektedir. Egzersizin, akut beyin hasarlar1 ve ilerleyen
norodejeneratif bozukluklart olan hayvan modellerinde iyilestirici etkisi oldugu
gosterilmistir ve buradaki egzersizin faydali etkilerinde BDNF sinyalinin muhtemelen

rolii oldugu diisiintilmektedir (10).

BDNF noronal glukoz tasiyicist olan GLUT3 (Glukoz tasiyicisi 3) ekspresyonunu
ve monokarboksilik asit tasiyicisinin (MCT2) ekspresyonunu uyarir. Boylece hiicre
i¢ine glukoz transportunu ve laktat alimini arttirir. Na* bagimli amino asit transportunu
ve protein sentezini arttirir. BDNF ayrica, mitokondrial biyogenezin ana diizenleyicisi
olan PGC1l-a (peroksizom proliferator reseptor y koaktivatér-la)’yr ekspresyonunu

arttirir. Boylece artan mitokondri sayisiyla daha fazla ATP iiretimi saglanir (54).

BDNF homozigot (-/-) knockout fareler sinir sistemindeki bozukluklar nedeniyle
dogumdan kisa siire sonra Olmektedirler. Bu farelerde koordinasyon ve dengede
defektler, ataksi, hiperaktivite, solunum diizensizlikleri gozlenmektedir. BDNF’nin

etkisini aragtirmada 6nemli rol oynayan ekspresyonunun yari yariya azaltildigt BDNF
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heterozigot knockout (+/-) farelerde ise obezite dahil olmak iizere mekansal hafizada
bozulma, kronik hiperfaji, diyabet, saldirganlik, nobete yatkinligin azalmasi gibi gesitli
fenotipler ortaya c¢ikmaktadir. Bu durumlar ICV  BDNF enjeksiyonuyla
diizeltilebilmektedir (38). BDNF (+/-) farelerde VMN, PVN (paraventrikiiler niikleus)
veya DVC (dorsal vagal kompleks)’e BDNF infiizyonu erigkin siganlarda besin alimini
ve toplam kilo alimimi azaltmaktadir (55). Merkezi sinir sisteminde BDNF sentezi
azaltilmis mutant veya BDNF (+/-) farelerde leptin ve insiilin direnci, dislipidemi,
hiperglisemi gelismektedir ve dolasimda glukoz, insiilin, leptin degerleri artmaktadir (1,
56). Insanlarda da kalitsal BDNF eksikligi obeziteye sebep olmaktadir. insanlarda
yapilan ¢alismalarda BDNF plazma diizeylerinin obeziteden bagimsiz Tip 2 diyabette
BDNF diizeyleri genelde diisiik bulunmustur (57). Beyin anatomisi ve hafizadaki
degisikliklerle iligskili Val66Met polimorfizmi, BDNF genindeki tek niikleotit
polimorfizmidir. BDNF genindeki 66. kodondaki valin ile metiyoninin yer
degistirmesiyle olusan Val66Met tek niikleotit polimorfizmi BDNF nin hiicre i¢i iletim
ve salinimini etkilemektedir. Bu polimorfizmin ortak bir allel oldugu ve insan obezitesi

ile baglantili oldugu belirtilmektedir (58).

BDNF sinyalini hedef alan uygulamalar bir¢ok dizi metabolik ve ndrolojik
bozukluk icin gelistirilmektedir. Giliniimiizde BDNF’nin obezite ve diyabetin
tedavisinde kullanimina yonelik calismalar yapilmaktadir. BDNF veya TrkB agonistleri
periferik olarak uygulanabilir, ancak bu yaklasim, TrkB ekspresyonunun yaygin
dagilimindan dolay1 bir¢ok yan etki yaratabilir. Belirli beyin alanlarmin hedeflenen
uyarimi ile endojen BDNF'nin arttirilmasi obezite ve diyabet tedavisinde yeni ortaya
cikan bir terapotik stratejidir (23). Metabolik bozukluklarin tedavisinde potansiyele
sahip olan vagus sinir stimiilasyonu, sicanlarda test edilmistir. 4 haftalik bir donem
boyunca vagus sinir uyarimi si¢anlarda viicut agirligt ve yag dokusunda belirgin
azalmalara neden olmus ve bu etkilere hipotalamustaki artmis BDNF ifadesi eslik
etmistir (59). BDNF {iretimini uyaran veya TrkB'yi aktive eden dogal {irlinlerin ve
sentetik ilaglarin, metabolik ve beyin bozukluklarinin Onlenmesi ve tedavisinde
potansiyeli bulunmaktadir. Bir dizi bitkiden alinan ekstraktlar veya saflastirilmig
fitokimyasal maddeler, sigan ndronlarinda BDNF ekspresyonunu indiikledigi
gosterilmistir (60). Glukoz diizenlenmesinde yer alan bazi anti-diyabetik ilaglar, kismen

BDNF ekspresyonunu indiikleyerek etki gosterebilirler. BDNF {iretimini arttiran GLP-1
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analoglar1 ekzenatid ve liraglutid, istah1 baskilar, ndroplastisiteyi ve biligsel fonksiyonu
gelistirir.  GLP-1  analoglari, diyabetik hastalarda glukoz diizenlenmesinin
iyilestirilmesinde ve hayvan modellerindeki kullanimlarinda oldukg¢a etkilidir (61).
BDNF'nin saglik ve hastaliktaki rollerinin daha iyi anlasilmasi ile 6rneklerde verildigi
gibi c¢aligmalar gelistirilerek, bu endojen peptidin norodejeneratif ve metabolik

hastaliklar i¢in yeni bir terapdtik madde olarak kullanma yolunu agabilir.
4.3. Yag Dokusu

Yag dokusu lipitlerle yiiklii yag hiicrelerinden olusan gevsek bag dokusudur. Yag
dokusu adipositlere ek olarak endotel hiicreleri, fibroblastlar, monositler, makrofajlar,
perisitler ve preadipositler gibi ¢esitli hiicreleri iceren stromal hiicre fraksiyonundan
olugmaktadir. Esas olarak asir1 enerjinin depolanmasinda rol alan yag dokusu,
metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alan birgok molekiil sentezledigi i¢in endokrin
organ olarak fonksiyon gdstermektedir (62, 63). Yag dokusu metabolik olarak dinamik
bir organdir. Sentezledigi adipokinlerle beyin, karaciger, iskelet kasi, kalp, damar,
immiin sistem, pankreas gibi hedef organlan etkileyerek 6nemli biyolojik olaylarin
diizenlenmesini saglar. Adipoz doku trigliserit (TG) depolamada, depolamis oldugu
trigliseritleri ihtiya¢ halinde hidrolizlenerek yag asitleri ve gliserole katabolize etme
gorevine ek olarak kemik metabolizmasinda, inflamasyon, immiinite, {ireme,
anjiyogenez, fibrinoliz, istahin diizenlenmesi, koagiilasyon, insiilin duyarliligi gibi
birgok farkli biyolojik fonksiyonlar1 olan adipokinlerin salgilanmasinda gorev
almaktadir (64). Yag dokusu ayrica, gida alimi, enerji tiiketimi, metabolizma
diizenlenmesi, bagisiklik ve kan basinci homeostazi gibi bircok olayr diizenleyen

faktorlerin ¢ogunun reseptorlerini de eksprese etmektedir (65).

Viicudumuzda beyaz ve kahverengi olmak iizere birbirinden ¢ok farkli gorevleri
olan iki yag dokusu cesidi vardir. Bu yag dokusu tipleri yerlesimi, hiicre yapisi,
damarlanma, renk, mitokondri igerigi, reseptorleri, fonksiyon ve adipokin salgilama
kapasitesine gore beyaz ve kahverengi yag dokusu olarak iki gruba ayrilmaktadir. Yeni
doganlarda, kis uykusuna yatan canlilarda bol bulunan kahverengi yag dokusu 1s1
tretimi i¢in Ozellesmis yag dokusudur. UCP-1 proteininin varligi ve mitokondri
fazlaligi ile farklilik gostermektedir. Beyaz yag dokusu ise memelilerdeki ana yag

deposudur. Beyaz yag dokusu, insanlarin en biiyilk endokrin dokusunu temsil eder.
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Pleiotropik yapisi, yag hiicrelerinin birgok hormon, biiyiime faktorii, enzim, sitokin,
kompleman faktdrii ve matriks proteinini salgilama kabiliyetine dayanmaktadir.
Viicudumuzdaki beyaz yag dokusu farkli anatomik yerlesimine, hiicresel, molekiiler,
fizyolojik, klinik ve prognostik farkliliklarina gore subkutan ve viseral olmak tizere iki
ana depo yeri vardir. Her anatomik depo, metabolik ve hormonal profilleri, fizyolojik
rolleri agisindan farklilik gosterir. Subkutan yag dokusu deri ile kas arasinda bel, sirt,
boyun bolgelerinde bulunurken, viseral yag dokusu esas olarak abdominal boslukta
bulunmaktadir (66). Subkutan yag dokusu, adiposit farklilasmasi ve biiyiik miktarlarda
trigliserit depolamak igin hiicre boyutunun genislemesinde yiiksek kapasiteye sahiptir.
Bu depolama kapasitesi, viseral yag dokusu kiitlesini, karaciger ve kas gibi dokularda
ektopik yag birikimini azaltmaya yarar. Viseral yag dokusu metabolik olarak daha
aktiftir ve lipolitik aktivitesi fazladir. Yag dokularimin glukokortikoid, androjen,
ostrojen, adrenerjik reseptdr yogunlugu, afinite ve sinyal iletiminde de bdlgesel
farkliliklar vardir (67). Subkutan ve viseral adipoz doku arasinda insiilin direnci ve
inflamasyonla ilgili genlerin ekspresyonu ile adipokin salgilama kapasiteleri agisindan
farklilik bulunmaktadir. Bundan dolay1 farkli depo yerlerinde yag birikimi farkli klinik
sonuglar dogurmaktadir (68, 69). Ornegin, adipositlerin metabolizmas: ve endokrin
islevleri tizerindeki insiilinin etkileri, subkutan yag doku depolarinda daha fazla iken,
katekolaminlerin ve glukokortikoidlerin viseral yag depolarindaki etkileri daha
yiiksektir (70). Viseral obezite insiilin direnci ve kardiyovaskiiler hastaliklarla korele
iken artan subkutan yag ise plazma lipit profiliyle iligkilidir. Adipoz doku fonksiyon
bozuklugu baskin olarak; viseral yag birikimi, yag hiicresinin hiicresel
kompozisyonundaki degisiklikler, immiin hiicrelerinin adipoz dokuya infiltrasyonun
artmasi, adiposit hacminin genislemesi, aterojenik, diyabetik ve proinflamatuar
adipokinlerin salinimi, adipoz doku mRNA ve protein ekspresyonlarinin degisimi ile
karakterizedir (6, 64, 71).

4.4. Adipokinler

Yag dokusu ile ilgili yapilan ¢alismalarda bu dokudan salgilanan ve &nemli
gorevlere sahip birgok faktoriin bulundugu belirlenmistir. Adipokin terimi adipoz
dokudan salinan her protein i¢in kullanilmaktadir. 1994 yilinda leptinin beyaz yag
dokudan sentezlendiginin kesfedilmesinin ardindan yag dokusu endokrin organ olarak

tanimlanmistir. Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarla adiponektin, rezistin, apelin,
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visfatin, omentin, PAI-1, anjiyotensinojen, TNF-a (Timor nekroz faktor-o), IL-6
(interlokin-6), MCP-1 (Monosit kemoatraktan protein -1), serum amiloid A, vaspin,
serpin, haptoglobin, retinol baglayici protein (RBP4), Zn a-2 glikoprotein, interferonlar
gibi beyaz yag dokusundan sentezlenen birgok molekiil bulunmustur. Bu proteinler

yapist ve fonksiyonu agisindan birbirinden farklilik géstermektedirler (72, 73).

Adipokin sentezlenmesi ve tiretimi bakimimdan beyaz yag dokularinda farkliliklar
vardir. Subkutan yag dokuda agirlikli olarak leptin ve agilasyon uyarici protein (ASP)
tiretilirken; viseral yag dokuda daha ¢ok adiponektin, yag asidi baglayici protein-4,
interlokin-6, kolestrol ester transfer proteini (CETP) sentezi olmaktadir (74). Bu
adipokinler iskelet kasi, karaciger, pankreas gibi periferik ve merkezi organlarla
etkilesime girerek inflamasyon (IL-6, IL-8, IL-10, CRP, osteopontin, kemerin), immiin
cevap (adipsin, interlokinler, serum amiloid A3) beslenme davranisi (leptin, vaspin),
insiilin duyarlih@ (leptin, rezistin, adiponektin, kemerin), adipogenez ve kemik
morfogenezi (BMP-7), kan basinci (anjiyotensinojen), anjiyogenez, karbohidrat
metabolizmas: (leptin, adiponektin, rezistin, vaspin, dipeptidil peptidaz-4, fibroblast
bliyiime faktorii 21) ve lipit metabolizmas1 (CD36) gibi ¢esitli metabolik siiregleri
etkilemektedirler. (Sekil 5) (75, 76).
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Sekil 5. Adipoz dokudan sentezlenen bazi faktorler ve fonksiyonlart (Liping’den, 77).

Teorik olarak adipokinler adipoz dokunun fonksiyonel durumunun biyokimyasal
belirtegleri olarak hizmet ederler. Sik sik obeziteye eslik eden adipoz doku fonksiyon
bozuklugunda adipokinlerin salgilanmasi bozulmaktadir. Degismis adipokin sekresyonu
aclik, tokluk merkezlerinde, yag birikiminde, insiilin sekresyon ve duyarliliginda, enerji
harcanmasinda, inflamasyon, kan basinci ve hemostazin diizenlenmesinde bozukluklara
yol agar (71, 74, 78). Bu nedenle, pozitif enerji dengesinin neden oldugu obezite ve
ilgili hastaliklarin farmakoterapisi i¢in adipokinlere dayali mekanizmalari hedeflemek

veya kullanmak, umut verici bir strateji olarak yeni firsatlar sunmaktadirlar.
4.4.1. Leptin

Leptin, Friedman ve arkadaslar tarafindan adipositlerden sentezlenen bir protein
olarak 1994 yilinda tanimlanmistir (79). Leptin esas olarak olgun adipositlerden
sentezlenen 16 kDa agirliginda 167 amino asitten olusan 70931.3 kromozomunda
lokalize bir peptittir. Yag dokusuna ek olarak diisiik miktarlarda beyin, mide, bagirsak,

iskelet kasi, plasenta, yumurtalik, karacigerde de sentezi olmaktadir (80). Leptin

17



reseptorti siif I sitokin reseptor ailesinin bir tiyesidir ve Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd,
Ob-Re olmak iizere 5 ayr tipi vardir. Leptin reseptorii yiiksek konsantrasyonlarda yag
dokusu, karaciger, hipotalamus, T-lenfositler, vaskiiler endotelyal hiicrelerde
sentezlenirken, iskelet kasi, pankreas beta hiicrelerinde, kalp, akciger, testis, overler,
jejenum, adrenal medulla gibi ¢esitli periferal dokularda daha diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadir (81). Leptin sentezi, glukokortikoidler, akut enfeksiyon ve
proinflamatuar sitokinler tarafindan arttirilirken; soguga maruz kalma, adrenerjik
uyarim, bitylime hormonu, tiroid hormonu, melatonin, sigara ve tiazolidinedionlar leptin

sentezini diisirmektedir (82).

Leptin kan beyin bariyerini gecerek cesitli hipotalamik noronlarin aktivitesini ve
baz1 oreksigenik (istah1 arttirici), anoreksigenik (istah1 azaltici)  noropeptitlerin
ekspresyonunu etkiler. Oreksigenik hormonlardan noéropeptit Y, oreksin A, galanin,
galanin benzeri peptit, aguti iligkili peptit leptin tarafindan inhibe edilirken,
anoreksigenik peptitlerden olan melanokortin, noérotensin, BDNF, Kkortikotropin
serbeslestirici hormon sentezi leptin tarafindan indiiklenmektedir. Merkezi sinir
sisteminde leptin etkinligi termogenezi uyarir, istahi baskilar, yag asidi oksidasyonunu
arttirr, plazma glukozunu, viicut yagim ve agirhgini azaltir. Ozellikle hipotalamusun
dorsal, ventral, medial ¢ekirdeklerinde reseptdrii olan leptinin hayvanlarda hipotalamik

bolgelere uygulanmasi besin alimini ve viicut agirligini azaltmaktadir (83, 84).

Leptin, merkezi sinir sistemindeki roliiniin yani sira yag dokusu, kas ve karaciger
gibi periferik organlari da etkileyerek enerji metabolizmasinin kontroliinde rol alir (6,
72). Ek olarak iireme, immiin cevap, anjiyogenez, insiilin duyarliliginin diizenlenmesi,
biiylimenin kontrolii, kemik olusumu, termogenez, yara iyilesmesi gibi ¢esitli biyolojik
mekanizmalarda da gorev almaktadir (85). Iskelet kasinda leptin AMPK aktivasyonunu
uyararak yag asitlerinin beta oksidasyonu, glikoliz, mitokondriyal biyogenez gibi ATP
tireten katabolik yollar1 arttirir. Leptinin adipositlerden artmig ekspresyonu, AMPK
aktivasyonu araciligiyla de novo lipogenezin hiz kisitlayici enzimi olan asetil CoA
karboksilazin gen ekspresyonunu azaltir. Bdoylelikle insiilin duyarliligini gelistirir.
Sonug olarak, hiicre i¢cinde malonil-CoA'daki bir azalma ve lipogenezideki azalma artan
yag asidi beta oksidasyonuyla iligkilidir. Leptin lipogenik transkripsiyon faktorii
SREBP-1c’yi karacigerde, pankreasta, adipoz dokuda inhibe ederek de bu dokularda
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lipogenezi inhibe etmektedir. Leptin sinyali karacigerde lipid-okside eden genlerin

ekspresyonunu indiikleyen PPARa geninin diizenlenmesini saglar (86).

Leptin reseptor eksikligi olan db/db fare modeline ek olarak ¢esitli obezite
modellerinde hipotalamik BDNF ekspresyonu azalmistir. Leptin (ob/ob) ve leptin
reseptor eksikligi (db/db) olan mutant farelere BDNF uygulamasi asir1 yemeyi
hafifletmeye, kilo kaybini indiiklenmesine, glukoz dengesinin diizenlenmesine katki
saglamaktadir (87). Leptin proteininde veya reseptoriinde mutasyon olan farelerde
obezite gozlenmektedir. Ayni sekilde dogustan leptin eksikligi olan kisilerde hiperfaji,
termogenezin bozulmasi, insiilin direnci, hiperlipidemi, merkezi hipogonadizm ile
birlikte ciddi obezite ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkiler leptin tedavisiyle diizeltilmektedir.
Daha ¢ok subkutan yag dokusundan sentezlenen leptinin obez bireylerde dolasimdaki
seviyesi ve yag dokudan mRNA ekspresyonu artmaktadir. Artan leptin degerleri kilo
kaybiyla birlikte azalmaktadir. Yag kiitlesi artis1 leptin artisi ile iliskili oldugu igin
leptin plazma konsantrasyonu ve adipoz dokuda mRNA ekspresyonu direkt olarak
obezite siddeti ile iliskilendirilmistir (79, 88-90).

Insanlarda ve farelerde diyet ile uyarilmis obezitede leptin degerleri artmasina
ragmen, diyet indiiklii obezite leptin direnciyle iliskili oldugu i¢in bu degerler obeziteyi
onlemez. Bu durum insanlarda disaridan leptin uygulamasina kars1 terapotik etkinligi
kisitlar. Leptin direnci adipositlerin fonksiyon bozukluguna ve adipoz doku disindaki
organlarda lipit birikimine sebep olur (91, 92). Boylelikle hiperleptinemiyle iliskili
leptin direnci hepatik yaglanma ve iskelet kasi, kalp, pankreas dokularinda ektopik yag
birikimine sebep olur. Leptin direnci adiposit disfonksiyonu ve adipoz dis1 dokularda
yag Dbirikiminin Onemli sebebi olarak goriilmektedir. Hiperleptinemide artmis
proinflamatuvar yanita ek olarak TNF-a ve IL-6’nin adipositlerde leptin iiretimini
uyarabilme yetenegine sahip oldugu goriilmektedir. Leptin, endotelin-1 ve nitrik oksit
(NO)-sentaz  sentezini, oksijen tiirevi molekiiler tiirlerin tretimini, MCP-1

ekspresyonunu ve endotel hiicre proliferasyonunu ve gogiinii tetikleyebilir (68).
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4.4.2. Adiponektin

Adiposit kompleman-iliskili protein 30 (ACRP30), adipoQ, jelatin baglayici
protein (GBP-28), adipoz en bol gen transkript 1 (apM1) olarak da bilinen adiponektin
geni 3p27. kromozomda bulunmaktadir. Adiponektin 244 aminoasitten olusan 30 kDa
agirh@inda bir proteindir. Adipositlerden en ¢ok sentezlenen adipokindir ve dolasim
degerleri ~10-30 ug/mL olan adiponektin total plazma proteinlerinin yaklasik %0.01ini
olusturmaktadir. Kan akisinda trimer, hekzamer, yiiksek molekiiler agirlikli olmak iizere

ti¢ ana formda bulunur (93).

AdipoR1 ve AdipoR2 olmak iizere 2 tane adiponektin reseptdrii vardir. AdipoR1
daha ¢ok iskelet kasinda eksprese olurken, AdipoR2 ise en bol karaciger ve beyaz yag
dokuda bulunmaktadir. Obezite ile dolasimdaki adiponektin diizeyleri ve reseptorlerinin
ekspresyonlar1 arasinda negatif bir iligki vardir. Yag kiitlesiyle ters orantili tek adipokin

olmasi yoniinden digerlerinden farklilik gosterir (94).

Adiponektin karaciger, kalp, pankreas [ hiicreleri, bobrek, kas ve ¢esitli dokularda
birgok hiicre tipini hedef alir. Bu protein esas olarak karaciger ve kasta AMPK
aktivasyonu vasitasiyla insiilin duyarliligini arttirir. Kasta ve karacigerde yag asidi
oksidasyonunu ve glukoz alimm arttir. Adiponektinin birincil hedef dokusu olan
karacigerde ise glukoz-6 fosfataz, fosfoenol piriivat karboksikinaz (PEPCK) gibi
enzimlerin ekspresyonunu azaltarak glukoneogenezin baskilanmasina yol agar (63, 95,
96). Adiponektin, insiilin reseptorii ve insiilin reseptor substrat fosforilasyonunda da
gorev alir. Bu fosforilasyon, karaciger ve kasta GLUT4’lin translokasyonu igin
gereklidir. Iskelet kasinda CD36, acil koenzim A oksidaz gibi yag asidi transportunda
gorevli molekiillerin ekspresyonunu arttirir. Ayrica kasta UCP-2, agil koenzim oksidaz
ve adipoz dokuda PPARy ekspresyonunu arttirir. Bu genlerin ekspresyonunun veya
aktivitesinin artmas1 karacigerde ve kasta lipit katabolizmasini arttirarak ve trigliserit
depolanmasini azaltarak insiilin direnci gelisimi riskini azaltir (97). Adiponektin enerji
metabolizmasini adipoz dokuda PPAR-a aktivasyonu vasitasiyla arttirmaktardir. Bu
transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu mitokondriyal ve peroksizomal yag asidi
oksidasyonunda, glukoz homeostazinda ve inflamasyonuda igeren metabolik yollardaki
baz1 genlerin ekspresyonunu diizenler (98, 99). Diyabetik farelere adiponektin

verilmesinin, insiilin aktivitesini arttirarak hiperglisemiyi azalttigi gosterilmistir. Obez
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farelere verildiginde, kas dokusunda yag asidi oksidasyonunu arttirir ve plazma glukoz,

serbest yag asitleri, trigliserit diizeylerini diistiriir (100).

Insiilin-duyarlilastiric1 faktdr olmanin yam sira, adiponektin anti-inflamatuar, anti-
aterojenik, anti-diyabetik, anti-obezite, anti-fibrotik ve anti-kanser etkiler de ortaya
koymaktadir. Adiponektin monositlerin endotele adezyonunu inhibe eder ve makrofajlar
tarafindan sitokinlerin tiretimini azaltir. TNF-a ile indiiklenen inflamatuar cevabi azaltir.
Vaskiiler duvarda interseliiler adezyon molekiilii-1, vaskiiler hiicresel adezyon
molekiilii-1, E-selektin gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak aterojenik
riski azaltir. Ayrica insan adipositlerinde adiponektin ekspresyonu ROS, TNF-a ve 1L-6
tarafindan azaltilmaktadir. Genellikle dolasimda yiiksek adiponektin seviyeleri insiilin
duyarliligmi arttirdigindan diisiik plazma adiponektin seviyeleri tip 2 diyabet,
hiperinsiilinemi, glukoz intoleransi, insiilin direnci, dislipidemi ve hipertansiyon ile
iligkilidir (101). Dolagimdaki BDNF'nin metabolik indekslerle korelasyonu olup olmadigini
belirlemek icin yapilan bir calismada plazma adiponektinin erkeklerde plazma BDNF
seviyeleri ile ters korelasyon gosterdigini bulmuslardir (102).

Periferal dokulardaki giiglii etkilerinin yam sira, adiponektinin merkezi sinir sisteminde
de etkileri bulunmaktadir. Adiponektinin intravendz enjeksiyonu, proteinin kan-beyin
bariyerini gegerek beyin omurilik sivisinda adiponektin seviyelerini yiikseltmesine yol acar.
Adiponektinin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu, viicut agirhiginda azalmaya ve enerji
harcamasinda artisa neden olur (103). Klinik agidan uygun kosullar altinda beyindeki
adiponektinin diizeylerini, kompleks dagilmim ve fizyolojik etkilerini incelemek i¢in daha

ileri calismalara ihtiyag vardir.
4.4.3. Rezistin

2001 yilinda kesfedilen rezistin insanlarda 12.5 kDa agirliginda 108 amino asit,
farelerde ise 114 amino asit uzunlugunda olan bir peptittir. ADSF (adipocyte-secreted
factor) veya FIZZ 3 (found in inflammatory zone 3) olarak da isimlendirilmektedir.
Rezistin mononiikleer hiicrelerden, adipositlerden, pankreatik hiicrelerden ve kastan
sentezlenmektedir. Ekpresyonu viseral yag dokuda subkutan dokuya gére daha fazla
oldugu bazi calismalarda belirtilmektedir. Ozellikle adipogenez boyunca serbest
birakilir (104). Rezistin glukoneogenik enzimlerin ekspresyonlarini arttirarak, azalmis

AMPK aktivitesi vasitasiyla IRS-2 ekspresyonunu azaltarak farelerin karaciger
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dokusunda glukoz intoleransini ve insiilin direncini indiiklemektedir. Rezistin SOCS3
(Suppressor of cytokine signaling 3) aktivasyonuyla adipositlerde insiilin aracili sinyalin
baskilanmasina yol agar (96). Insan hepatositelerinde de rezistin IRS-2’nin
ekspresyonunu azaltarak ve glikojen sentaz kinaz-3p ekspresyonunu arttirarak insiilin
direncini  indiiklemektedir. Tiazonolidionlar gibi PPARy ligantlar1 rezistin
ekspresyonunu ve sekresyonunu inhibe ederler (105). Rezistin mononiikleer hiicrelerden
NF-kB sinyal yolu vasitasiyla IL-6, TNF-o sentezini indiikler. Ayrica vaskiiler hiicre
adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ve MCP-1 ekspresyonunu ve sentezinin
indiiksiyonuyla endotel hasarina yol agabilir (96).

Obez fare modellerinde ve obez insanlarda yapilan c¢alismalarda dolagimdaki
rezistin degerlerinin obeziteyle arttigi gosterilmistir. Rezistin, diyabette ve
komplikasyonlarinin patogenezinde onemli rol oynar. Genetik obezite modellerinde
(od/ob ve db/db) rezistin serum seviyeleri yiiksektir. Kronik yag tiiketiminde (enerjinin
% 45’1 yaglardan) serum rezistin konsantrasyonu artar, insiilin duyarliligi bozulur,
glukoz toleransi ise azalir (106). Rezistinin kesfinden sonra yapilan galismalarda
obeziteyle gen ekspresyonunun arttigi gosterilse de birgok ¢alismada mRNA ve protein

degerleri ters iliskili bulundugundan fizyolojik rolii belirsizligini korumaktadir (74).
4.4.4. Plazminojen Aktivator Inhibitérii-1

Endotel plazminojen aktivator inhibitdor ya da serpin El1 olarak da bilinen
plazminojen aktivator inhibitori-1 (PAI-1) 48 kDa agirhginda 379 aminoasit
uzunlugunda bir glikoproteindir. Bir serin proteaz inhibitérii olan PAI-1 endotel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri, karaciger hiicreleri, fibroblastlar, monositler/makrofajlara
ek olarak viseral ve subkutan adipoz doku tarafindan da yiiksek miktarda eksprese
olmakta ve salgilanmaktadir. Plazminojen aktivatorleri olan tPA (Doku plasminojen
aktivatorii) ve uPA’nin (lirokinaz tipi plazminojen aktivatorii) ana inhibitorii olarak
fonksiyonunu gostererek fibrinoliz sistemini inhibe eder. Kan dolagimina birakildiktan
sonra, PAI-1 aktif bir formda veya daha siklikla tPA veya vitronektin ile kompleks
halde bulunur. PAI-1’in dolasimdaki miktarinin ¢ogu trombositlerde bulunurken %10
‘luk bir kesimi plazmada bulunur. Son yirmi yilda, klinik caligmalar, obezitenin

bozulmus fibrinoliz ile iligkili oldugunu giderek daha agik bir sekilde ortaya koymustur.
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Yag dokusunun fazla olmasi PAI-1 iiretimini arttirir, bu da fibrinolitik sistemin

bozulmasina neden olur (63, 107).

PAI-1 knockout fareler obezite ve insiilin direnci gelisimine karsi korunmaktadir.
Bu fareler yiiksek yagl diyetle beslendiklerinde kilo alimi azalmakta ve enerji
harcanmas1 artmaktadir. Santral obezitesi olanlarda arttig1 ve kilo kaybi ile azaldig:
gosterilmistir. Ayrica tip 2 diyabeti olan hastalarda da PAI-1 seviyesi yiiksektir. Bu
nedenle obezite ile PAI-1 seviyesi artis1 birlikteliginin tip 2 diyabet gelisme riski i¢in bir
belirte¢ oldugu iddia edilmistir. Dolasimdaki PAI-1 artmasi sonucunda fibrinolitik
kapasitenin azalmasi kardiyovaskiiler risk faktorii olarak belirtilmektedir. Yiiksek PAI-1
ekspresyonu daha ¢ok miyokardial infarktus, derin ven trombozu gibi hastaliklarla
iliskilendirilmistir (68, 108, 109). Bu yiizden, PAI-1 obezitedeki kardiyovaskiiler

hastaliklar ile fibrinolitik sistem arasindaki iliskinin agiklanmasi bakimindan 6nemlidir.
4.5. Obezite

Obezite, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan saglig1 bozacak Slgiide viicutta anormal
veya asirt yag birikmesi olarak tanimlanmaktadir (110). Kalori alimi kalori
harcanmasini astigt zaman alinan fazla enerji yag dokusunda trigliserit olarak
depolanmakta ve obezite ortaya ¢ikmaktadir (111). Obezite, yag hiicresi sayisindaki
artig (hiperplazi) ve/veya hacmindeki biiylime (hipertrofi) ile karakterizedir. Hiicresel
seviyede bakilacak olursa obezite; sadece yag hiicrelerinin patolojisi degildir, bu siirece
adipoz dokuda bulunan diger hiicre tipleri de katkida bulunmaktadir. Yag dokuya
makrofajlarin infiltrasyonu, yag hiicresi ile immiin sistem arasindaki baglantiyi
gerceklestirerek  obezitenin  diisiik  dereceli  kronik inflamasyon olarak da

tanimlanmasina sebep olur (112).

Enerji depolarinin devamliligi, merkezi sinir sistemindeki beslenmeyi diizenleyici
merkezlerle, depolama ve depolarin mobilizasyonu arasindaki kompleks etkilesimler
vasitastyla  gergeklesmektedir.  Bu  etkilesimler  enerji = metabolizmasinin
diizenlenmesinde 6nemli yeri olan karaciger, pankreas, adipoz doku, gastrointestinal
sistem ve beyin ile saglanmaktadir. Periferik dokular ve beyin beslenme durumundaki
degisikliklere ve viicuttaki enerji deposunun boyutuna cevap olarak ¢esitli hormon ve
sinyalleri iiretirler. Ornegin leptin beyaz yag dokusundan, insiilin pankreastan, ghrelin

mideden, glukagon-like peptit-1 bagirsaktan, beyinden ise melanosit uyarici hormon,
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BDNF gibi bazi molekiiller iiretilmektedir. Bu sinyaller, 6zellikle hipotalamus ve beyin
sapindaki cesitli noronlarla birleserek besin aliminin ve enerji harcanmasiin kontrol
edilmesinde fonksiyon gosterirler. Bu sistemin molekiiler bilesenlerini kodlayan genler

obezite ve obezite ile ilgili hastaliklarin temelini olusturmaktadir (45, 112)

Obezite boyunca adipositlerin normal fonksiyonlar1 bozulmaktadir. Obezitede,
adiposit sayisinda veya boyutundaki artisla yag dokusu depolar1 anormal ve asir1 sekilde
dolar. Yag asitleri adipositler tarafindan trigliserit olarak depolanir ve adiposit
hipertrofisi obezite olusumuna yol agar. inflamasyon gerceklesir ve dolasimda monosit
kemoatraktan protein-1, TNF-a, IL-6 ve adiposit yag asidi baglayici protein (A-FABP)
gibi proinflamatuar sitokinler artarken, adiponektin gibi antiinflamatuar sitokinlerin
sentezi azalir (113). Adipokinler, endotel disfonksiyonuna ve ateroskleroza katkida
bulunan hiicreleraras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), VCAM-1 ve C-reaktif protein
(CRP) gibi endotelyal adezyon molekiillerinin {iretimini arttirir. Bu sekilde obezitede,
adiposit hipertrofisi, lipogenez ve lipoliz arasindaki dengesizlik, adipogenezi kontrol
eden anahtar faktorlerin trakskripsiyonel diizenlenmesinde bozulma, dis sinyallere karsi
duyarsizlik, sinyal iletiminde bozukluk ortaya ¢ikmaktadir. Boylelikle fonksiyonu
bozulan adipositler; kalp, pankreas, damar duvarinda, iskelet kasi, karaciger gibi
organlarda birikerek ektopik yag depolar1 olusturabilir. Obezitede meydana gelen bu
durumda organlarin fonksiyonu ¢evresindeki yag tarafindan degistirilebilir ve mekanik
stkistirma organlarin fonksiyonunu bozabilir (114). Bu sebeplerden dolay1 obezite,
bircok sistemi etkileyip insiilin direnci, diyabet, ateroskleroz, dislipidemi,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik bobrek hastaligi, hipertansiyon, kanser, lireme
bozukluklari, solunum rahatsizliklari, inflamatuar hastaliklar, eklem hastaliklari,
metabolik sendrom, damar hastaliklari, osteoartrit gibi bircok hastaligin gelisme riskini
arttirmaktadir (Sekil 6) (64, 115-117).
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Sekil 6. Adipokinler, obezite ve risk faktorleri (Stupin’den, 118).

Obezitenin gelisiminde genetik ve cevresel bir¢ok faktor etkilidir. Bazi endokrin
bozukluklarin ve psikiyatrik hastaliklarin obeziteye neden oldugu bilinmekle beraber,
en yaygin nedenleri diyetle fazla kalori alinmasi, yag metabolizmasinda bozukluk,

fiziksel aktivitenin azalmasi ve genetik yatkinliktir (63, 74).
4.6. Diyet ve Obezite

Obezitenin  Onlenmesinde ve tedavi edilmesinde etkili bir ydntem
bulunmadigindan bu amagla kullanilabilecek yeni ajanlarin gelistirilmesi, obezitenin
altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi, patolojik durumlariin arastirilmas: 6nem
tagimaktadir. Bu tiir caligmalarin etkili bir sekilde yapilabilmesi i¢in deneysel obezite
modellerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Hayvan modelleri adipoz dokunun asir1 birikimiyle
birlikte gerc¢eklesen metabolik degisiklikleri anlamak igin 6nemlidir. Bu amagla son

zamanlarda adipoz doku c¢alismalarinda 500°den fazla hayvan modeli olusturulmustur
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(119, 120). Bu modellerden deneysel g¢alismalarda en ¢ok kullanilanlar arasinda
indiiklenmis obezite modeli (fiziksel aktivitenin azaltilmasi veya kafeterya diyeti,
yiiksek yagli diyet gibi diyetlerle kalori alimminin artirilmasi), yiiksek ekspresyon
kaynakli transgenik obezite modelleri (CRP, AgRP asir1 ekspresyonu), gen knockout
obezite modelleri (melanokortin-4 reseptor, MC4-R, eksikligi, POMC knockout
fareler), kimyasal ya da cerrahi maniipilasyonlu obezite modelleri (VMH-lezyonu,
ARC-lezyonu) gibi bircok model bulunmaktadir (121, 122). Insanlardaki gozlemler,
agirlikli olarak yiiksek yagli diyetle beslenmenin kolayca obezite olusturabilecegini
gostermistir. Yiksek yag ile olusturulmus obez hayvanlar, insanlarda yaygin ortaya
cikan obeziteyi genetik olarak olusturulan obeziteye gore daha iyi taklit etmektedir
(123, 124). Insanlarda goriilen obezite biiyiik oranda diyetle ilgili oldugundan hayvan
caligmalarinda diyetle indiikklenmis obezite modelleri digerlerine gére daha ¢ok tercih
edilmektedir. Kemirgenlerde farkli diyet modelleri ile obezite olugturmak miimkiindiir.
Hayvanlarda yapilan diyet indiiklii obezite ¢alismalari, alinan spesifik besinlerin obezite

gelisimindeki etkilerini ve rollerini belirlemede oldukga faydalidir.

Diyette yag miktarinin fazla olmasi kilo alimmi arttirir ve cesitli sican, fare
tirlerinde diyabete neden olur. Diyet indiiklii obezite modelleri kullanildiginda ortaya
¢ikan bircok etki hayvan wrkiyla yakindan iligkilidir. Cogu kemirgen, yiiksek yagh
diyetlerde obez olma egilimindeyken; Kilo artisi, glukoz toleransi, insiilin direnci,
trigliserit degerleri ve diger parametreler tire bagl degisiklik gostermektedir. Bazi
hayvanlarda yiiksek yagl diyete bagli kilo alim1 iyi bir sekilde gergeklesirken, bazi
tiirler ise kilo alimina karsi direnclidir. Tirler benzer kilo artisina ragmen diger
parametrelerde farkli cevaplar gosterebilirler. Ornegin Sprague-Dawley siganlar yiiksek
yagl diyetle beslendikleri zaman tiir i¢inde obezite gelisimiyle ilgili farkli cevaplar
olustururlar. Farelerde ise A/J ve C57BL/KsJ wklar1 C57BL/6J’e gore yliksek yagh
diyetle kilo alimma daha direnglidir. B6 fareleri insanlarda obezitede gozlenen
metabolik diizensizliklere benzeyen iyi bir modeldir. Bu fareler yiiksek yagh diyetle ad
libitum beslendiklerinde obezite, hiperinsiilinemi, hiperglisemi, hipertansiyon
gozlenmektedir (122, 125, 126). Obezite olusturmada siklikla kullanilan uzun siireli
yiiksek yagli diyet tiiketimi, dolagimdaki insiilin, leptin, glukoz, trigliserit degerlerini
arttirarak insiilin direnci, hepatik yaglanma, viseral yag birikimi, hiperglisemi gibi insan

obezite mekanizmalarina benzer bozukluklar  gelistirmektedir.  Laboratuvar
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arastirmalarinda kullanilan yiiksek yag icerikli diyetlerde genellikle kalorinin % 30-60’1
yaglardan saglanmaktadir. Daha hizli kilo alimi sagladigi i¢in kemirgenlerde obezitenin
tesvik edilmesi i¢in yaygin olarak kalorinin % 60’min yaglardan saglandig1 diyetler
kullanilmaktadir (127). Farelerde 16-20 hafta yiiksek yagli diyetle beslenmenin
sonucunda kontrolle karsilastirildiginda viicut agirhiginda % 20-30 artis gézlenmektedir.
16 haftanin sonunda obezite; adiposit hiperplazisi, mezenterik yag birikimi, diyabet,
hipertansiyon ile birlikte gelismektedir. Hiperglisemi ise genelde 4 hafta iginde
gelismektedir. Aglik glukozunun yiikselmesine genellikle artan aglik insiilin seviyeleri
artiglar eslik etmektedir (122, 128). Farkli hayvan modellerinde obezite olusturmak igin
yiiksek yagli diyete kolesterol eklenmesi hiperkolesterolemi ve aterosklerozla birlikte
¢ogunlukla metabolik sendromla iligkilidir (129). Diyetlerdeki doymus yaglar, ¢oklu
doymamis yag tiiketimine gore daha fazla kilo alim1 sagladigindan yiiksek yagli diyetin
etkileri kullanilan yagin tipine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Yiiksek
karbohidrat diyeti kullanimi ise viicut agirligini, dolasimdaki TG degerlerini ve insiilin
direncini arttirir. Bu anormallikler karbohidrat kaynagi olarak sukroz veya fruktoz
kullanildiginda ortaya ¢ikarilabilir. Fakat farelerde obezitenin derecesi yliksek yagh
diyetle beslenenlerde, yiiksek karbohidrat diyetiyle beslenenlere goére daha fazladir
(130).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecler

5.1.1. Kullamilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeleri iretici

firmalari ile birlikte Tablo 1°de listelenmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, malzemeler ve tretici firmalari

Kullamlan Cihaz ve Malzeme

Marka/Model

Hassas analitik terazi
Calkalayicili inkiibator
Manyetik karistirict
Mikropleyt okuyucu
Mikro dalga firin
Sogutmali santrifiij
Santrifiij

Mikropleyt yikayicisi
Real-Time PCR cihazi
PCR cihaz1

Jel goriintiileme sistemi
Elektroforez gii¢c kaynagi
Elektroforez tanki
Otomatik pipetler

El homojenizatorii
Inkiibatér

Uv-Vis Spektofotometre
El homojenizatorii
Eppendorf ThermoMixer
Vorteks

Mikrodalga firin

Derin Dondurucu (-80°C)
PCR sealing film

PCR plate

Kafes Sistemi

Mettler Toledo AB204-S

Niive ShelLab/Sheldon

Termal

Versa max, Molecular devices
Altus ALMD 171

Allegra 64R centrifuge
Eppendorf 5810

BioTek ELx 50

Roche LightCycler 480 Il
AppliedBiosystems GeneAmp9700
Vilber Lourmat ECX-20-M
Thermo EC250-90

Bio-Rat Wide Mini-Sub.
Eppendorf

Omni Tissue Master 125

Shel Lab, Heraeus
ThermoScientific NanoDrop 2000
OMNI-Tissue Master 125
Thermo Scientific

IKA vortex genius 3

Altus ALMD 171

Thermo Electron Corporation
BlOplastics, 157300

BlOplastics, B17489

RAIR IsoSystem, Delawera, USA
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5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve firetici firmalari hakkinda

bilgiler Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalari

Kullanilan Kimyasal Maddeler Firma

Agaroz Sigma

Dietil Pirokarbonat (DEPC) Sigma

Etanol J.T. Baker
Kloroform Merck

Tris Amresco
Asetik Asit Sigma
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Merck

BDNF ve Neomisin primerleri Integrated DNA Technologies
Etidyum Bromiir Sigma-Aldrich
Potasyum kloriir Merck

Jelatin Sigma
Nonidet P-40 Sigma-Aldrich
Proteinaz K Roche

Orange G Sigma
Kalsiyum kloriir Merck

5.1.3. Kullanilan Ticari Kitler

Calismada kullanilan ticari kitler ve tiretici firmalar1 hakkinda bilgiler Tablo 3’de

verilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan Kkitler, tiretici firmalar1 ve kodlar

Kullanilan Kitler

Uretici firma, Kodu

Leptin ELISA Kiti

Adiponektin ELISA Kiti

Rezistin ELISA Kkiti

PAI-1 ELISA kiti

Insiilin ELISA kiti

BDNF ELISA kiti

Mammalian Total RNA Miniprep Kit
TriPure Isolation Reagent
Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kit
LightCycler 480 Probes Master

Real time ready Actb Assay

Real time ready Lep Assay

Real time ready Adipoq Assay

Real time ready Retn Assay

Real time ready serpinel Assay
RNase-Free DNase Set

R&D Systems, MOBO0O
R&D Systems, MRP300
R&D Systems, MRSNOO
Thermo FisherScientific
Crystal Chem, 16MAUM1388
Abnova, 381238504
Sigma, SLBM3520V
Roche, 11 667 165 001
Roche, 10842322
Roche, 04887301001
Roche, 307903

Roche, 310262

Roche, 310252

Roche, 317906

Roche, 310686
QIAGEN, 79254

5.1.4. Kullanilan Fareler

Calismamizda Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Cerrahi Uygulama ve

Arastirma Merkezi’nden temin edilen C57BL/6J k1 wild tip ve BDNF heterozigot
(BDNF (+/-)) olmak iizere toplam 32 adet 4-5 haftalik 10-15 g agirliginda erkek fareler

kullanildi.

5.2. Yontemler

Bu tez ¢alismas1 Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulunun 2013/6 protokol no’lu (Bkz. Hayvan Deneyleri Etik Kurul Onay Belgesi)

bagvurusunun onaylanmasindan sonra yapildi. Calismamizda kullanilan fareler temin

edildikten sonra yine aymi yerde deneyler icin 12 saatlik karanlik-aydinlik ortam

saglanarak barindirilip beslendi.
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5.2.1. Farelerin Genotiplerinin Belirlenmesi

Tez calismamizda Korte ve meslektaslar1 tarafindan iiretilen BDNF heterozigot
(BDNF (+/-)) transgenik fare modeli kullanilmistir (131). 4-5 haftalik C57BL/6J 1rki
wild tip ve BDNF heterozigot (BDNF (+/-)) erkek fareler temin edildikten sonra
gruplandirilabilmek i¢in kuyruktan alinan 6rneklerden PCR ile Korte ve arkadaslarinin
belirledigi yonteme gore genotipleme yapildi (131). Bu heterozigot farelerde BDNF
kodlama bélgesinin bir alleli yerine neomisin geni koyulmustur. BDNF (+/-) fareler igin
neomisin geninin varhig:, alinan farede kuyruk dokusundan Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR) ile dogrulanmustir.

Genotipleme yapmak i¢in ilk 6nce izolasyonda kullanilmak iizere farelerin kuyruk
uclarindan ¢ok kii¢iik miktarlarda kesilen parca steril eppendorflara alindi. 20 mg/mL
proteinaz K ve lizis tamponu (500 mM KCI, 100mM Tris, 0.1 mg/mL jelatin, 0.45 %
Nonidet P-40, % 0.45 Tween 20) 1/9 oraninda karistirilip kuyruk pargalarinin
bulundugu ependorflara bu ¢ozeltiden ~200 pL koyularak 55 °C Thermomixer’de gece
boyu bekletildi. inkiibasyondan sonra Proteinaz K inaktivasyonu icin 95 °C’de 15 dk
bekletildi. Daha sonra BDNF geni ve BDNF heterozigot (BDNF (+/-)) farelerde
bulunan neomisin geni i¢in Tablo 4’de verilen primer dizileri kullanilarak BDNF ve

neomisin primerleri i¢in ayr1 ayr1 PCR karisim1 hazirlandu.

Proteinaz K hazirlanigi: 0.05 M Tris-HCI, 1 mM CaCl, seyreltme tamponu pH=8
olacak sekilde 100 mL deiyonize su ile hazirlandi. 121 °C’de 1 atm basingta 20 dk
otoklavlanarak steril edildi. Bu hazirlanan tampon ile liyofilize haldeki proteinaz K’dan
20 mg/mL hazirlandi. Hazirlanan enzim eppendorflara koyulup -20 dondurucuda
muhafaza edildi.

Tablo 4. Genotipleme i¢in kullanilan BDNF ve Neomisin primerleri

Primer Ad1 Primer Dizisi

BDNF fleri Primer: 5’-~ACCATAAGGACGCGGACTTGTAC-3’
Neomisin fleri Primer: 5>-GATTCGCAGCGCATCGCCTT-3’
BDNF/Neomisin Geri Primer: 5’-GAAGTGTCTATCCTTATGAATCGC-3’
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Tablo 5. Genotipleme i¢in hazirlanan PCR karisimi

Malzemeler pL
Buffer (10x) 2

MgCl, (25 mM) 1.2
dNTP (10 mM) 0.5
Primer F 0.5

Primer R 0.5

Tagq DNA Polimeraz (5u/uL) 0.25
DNA 1

dH,0 14.05
Toplam hacim 20

Tablo 5°de verildigi gibi her bir 6rnek i¢in hazirlanan karigimlar PCR tiiplerine
pipetlenerek (1 ornekten hem BDNF hem neomisin primeri i¢in hazirlandi) kisa siireli
santrifiij edildi ve 94 °C-5', (94 °C-30 ;52 °C-45", 72 °C-1") x 40, 72 °C-7', 10 °C
protokoliine gére PCR uygulandi.

PCR sonrasi elektroforezde yiiriitiilen orneklerde g¢ikan sonuglara gore sadece
BDNF genine sahip fareler wild tip, neomisin genine sahip fareler ise BDNF

heterozigot (BDNF (+/-)) olarak belirlenip gruplar olusturuldu.
5.2.1.1. Agaroz Jel Elektroforezi

1) 50x Tris-asetik asit-EDTA (TAE) tamponu hazirlanmasi: 242 g Tris, 37.2 g
Na,EDTA.2H,0, 700 mL saf suda ¢6ziildii, tizerine 57.1 mL asetik asit ilave edildi ve
hacim saf suyla 1 litreye tamamlandi. Bu tamponun pH’s1 yaklasgik 8.5°dir.
Hazirladigimiz 50x TAE tamponu 1x olacak sekilde seyreltilerek sonra hem

elektroforez tamponu olarak hem de agaroz jelin hazirlanmasinda kullanildi.

2) Etidyum Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda ¢oziildii
(10 mg/mL). Buzdolabinda (4 °C’de) sakland1. (Etidyum bromiir karsinojen, mutojen
oldugu i¢in kullanilirken cift kat eldivenle ¢alisildi ve solumamaya dikkat edildi).

3) % 2’lik agaroz jel hazirlanmasi: Erlen icerisine 2 g agaroz tartilarak 100 mL 1x
TAE tamponuna ilave edildi. Karisim mikrodalga firinda 2 dk bekletilerek agarozun

¢oziinmesi saglandi. Elde edilen jel biraz sogutulduktan sonra 4 uL etidyum bromiir
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eklendi ve iyice karistirildi. Hazirlanan agaroz, TAE ve etidyum bromiir karigimi, jel
taraklarini eritmeyecek 1siya diismesini saglamak igin jelin biraz sogumasi beklendi. Jel
taraklarinin yerlestirildigi jel kalibina yavas¢a dokiildii. Dokme islemi sirasinda jel
icinde hava kabarciklarinin kalmamasina dikkat edildi. Yaklasik 1 saat kadar oda
isisinda sogumaya birakildi. Jel tamamen katilastiktan sonra taraklar cikarildi ve
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki igerisine yerlestirilen jelin {ist

kismini tamamen Ortecek sekilde yliriitme tamponu ile dolduruldu.

Uriinlerin Jele Yiiklenmesi: PCR sonras1 olusan iiriinler iizerine 4 uL yiikleme boyast
(loading dye, Orange G) koyularak karistirildi ve 15 pL alinarak jel kuyucuklarina
yiiklendikten sonra 100 volt, 300 mA’de 30 dk firiinlerin gocii saglandi. Jel sonucuna
gore neomisin bandi ¢ikanlar BDNF heterozigot (BDNF (+/-)) sadece BDNF bandi

cikanlar wild tip olarak tanimlanmistir (Resim 3).
5.2.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Temin edilen erkek C57BL/6J k1 fareler genotiplenmesi (BDNF(+/-) ve BDNF
(+/+) ayrimi) yapildiktan sonra asagida verildigi gibi gruplandirildi ve 6zel
havalandirilan kafes sistemine (RAIR IsoSystem, Delawera, USA) tek tek yerlestirildi.
Fareler Research Diyet’ten (Research Diets Inc, New Brunswick, ABD) satin alinan
toplam kalorinin % 60’nin yaglardan saglandigi yiiksek yag icerikli diyetle (D12492
kodlu) ve kontrol gruplari standart diyetle (D12550J kodlu, toplam kalorinin %210 unun

yaglardan saglandigi) beslendi. Farelere yemler ve su ad libitum olarak verildi.
1. Grup: Standart fare diyeti ile beslenen grup, n=8, Wild Tip (kontrol grubu)
2. Grup: Standart fare diyeti ile beslenen grup, n=8, BDNF (+/-)
3. Grup: Yiiksek yag igerikli diyetle beslenen grup, n=8, Wild Tip
4. Grup: Yiiksek yag icerikli diyetle beslenen grup n=8, BDNF (+/-)

Deneye alinan tiim fareler standardizasyon i¢in 15 giin siire ile standart fare diyeti
ile beslenmistir. Deneye baslangigta tartildiktan sonra her grup ilgili yemlerle dort ay
boyunca beslendi ve her 15 giinde bir agirhiklart kaydedildi. Calismamizda
kullandigimiz standart ve yiiksek yagli diyetlerin icerikleri EK1 ve Ek2’de verilmistir.
Dort aylik beslenme periyodunun ardindan 1 giin 6nce a¢ birakilan fareler mRNA

ekspresyonlarindaki sirkadiyen degisimi en aza indirgemek igin 09:00-10:00 saatleri
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arasinda dekapitasyon ile sakrifiye edildi. Kanlarin santrifiijlenmesiyle elde edilen
serumlar ependorflara almarak analiz siirelerine kadar -80 °C dondurucuda saklandu.
Farelerin subkutan ve epididimal yag dokular1 alinip hemen ependorflara koyularak sivi
azotta donduruldu. Ekspresyon c¢alismalari i¢in alinan Subkutan ve epididimal yag
dokularinda ayni giin RNA izolasyonu yapilip, cDNA doniigiimii gerceklestirildi. Elde
edilen cDNA’lar gen ekspresyonu analizlerinin yapilacagi zamana kadar -80°C

dondurucuda saklandi.
5.2.3. Serumda Yapilan Olgiimler
5.2.3.1. Glukoz ve Trigliserit Ol¢iimii

Serumda aglik glukoz ve trigliserit (TG) parametleri Karadeniz Teknik
Universitesi Farabi Hastanesi Klinik Biyokimya Laboratuarinda bulunan AU 5800
Beckman Coulter otoanalizoriinde orjinal kitler kullanilarak 6lgiildii. Trigliserit 6l¢limii
enzimatik kolorimetrik, glukoz olglimii enzimatik UV testi (heksokinaz yontemi) ile

yapildi. Serum glukoz ve TG miktarlar1 0to analizor tarafindan mg/dL olarak verildi.
5.2.3.2. Insiilin Ol¢iimii

Serumda insiilin O6l¢iimiinde Crystal Chem firmasinin  16MAUM1388 Lot
numarali Ultra Sensitive Mouse Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Kkiti
kullanilmistir. Seyreltmeler yapildiktan sonra serumlar pleyte ikili yiliklenmistir ve

Olctimler kit protokoliine uygun olarak yapilmistir.
Insiilin Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Kit iginde bulunan ve konsantrasyonu 25.6 ng/mL olan insiilin stok standart
¢ozeltisi kullanilarak konsantrasyonlar1 12.8, 6.4, 3.2, 1.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0 ng/mL olacak
sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan insiilin standart grafigi sekil 7°de
gosterildigi gibidir. Verilen standart grafigine gore serum numunelerinin insiilin

konsantrasyonlari ng/mL cinsinden hesaplanmuigtir.
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Sekil 7. Insiilin standart grafigi

5.2.3.3. BDNF élciimii

Serum BDNF 6l¢timiinde Abnova firmasinin tirettigi KA0331 katalog numarali ve
381238504 iiriin kodlu fare BDNF ELISA kiti kullanildi. Seyreltmeler yapildiktan sonra

serumlar pleyte ikili yliklenmistir ve dl¢timler kit protokoliine uygun olarak yapilmaistir.
BDNF Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 10 ng/mL olan BDNF stok standart
¢ozeltisi kullanilarak konsantrasyonlar1 2 000, 1 000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 0 pg/mL
olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan BDNF standart grafigi Sekil
8’de gosterildi. Verilen standart grafigine gore serum numunelerinin BDNF

konsantrasyonlari pg/mL cinsinden hesaplanmustir.
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Sekil 8. BDNF standart grafigi

5.2.3.4. Leptin Ol¢iimii

Serumda leptin 6l¢iimiinde R&D Systems firmasinin MOBOO katalog ve 338346
Lot numarali fare/sican ELISA kiti kullanilmistir. Seyreltmeler yapildiktan sonra
serumlar pleyte ikili yliklenmistir ve dl¢timler kit protokoliine uygun olarak yapilmaistir.
Leptin Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢ginde bulunan ve konsantrasyonu 8 ng/mL olan leptin stok standart ¢ozeltisi
kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlar1 4 000, 2 000, 1 000, 500, 250, 125, 62.5,
0 pg/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan leptin standart grafigi
Sekil 9’da gosterildi. Verilen standart grafigine gore serum numunelerinin leptin

konsantrasyonlari ng/mL cinsinden hesaplanmustir.
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Sekil 9. Leptin standart grafigi

5.2.3.4. Adiponektin Olciimii

Serumda adiponektin 6lgtimiinde R&D firmasinin MRP300 katalog ve 340850
Lot numarali fare ELISA kiti kullanilmigtir. Seyreltmeler yapildiktan sonra serumlar

pleyte ikili yiiklenmistir ve 6l¢limler kit protokoliine uygun olarak yapilmistir.

Adiponektin Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢ginde bulunan ve konsantrasyonu 10 ng/mL olan adiponektin stok standart
¢ozeltisi kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlart 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.313,
0.156, 0 ng/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan adiponektin
standart grafigi Sekil 10°da gosterildi. Verilen standart grafigine gore serum

numunelerinin adiponektin konsantrasyonlart pg/mL cinsinden hesaplanmistir.
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Sekil 10. Adiponektin standart grafigi

5.2.3.5. Rezistin Ol¢iimii

Serumda rezistin olgiimiinde R&D firmasinin MRSNOO katalog ve 336359 Lot
numarali fare ELISA kiti kullanilmistir. Serumlar pleyte ikili yiiklenmistir ve dl¢limler
kit protokoliine uygun olarak yapilmistir. Bu assay Kkantitatif sandwich enzim
immunoassay teknigine gore gelistirilmistir.

Rezistin Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit iginde bulunan ve konsantrasyonu 10 ng/mL olan rezistin stok standart
¢ozeltisi kullanilarak seri diliisyonla konsantrasyonlar1 1 000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3,
0 pg/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan rezistin standart

grafigi Sekil 11°de gosterildi. Verilen standart grafigine gore serum numunelerinin

rezistin konsantrasyonlart ng/mL cinsinden hesaplanmuistir.

38



1200 -

-

o

o

o
1

800

600 -

y = 579.52x - 67.101

400 - R2=(.9961

Konsantrasyon (pg/mL)

200 -

0 0,5 1 1,5 2
Absorbans (450 nm)

Sekil 11. Rezistin standart grafigi

5.2.3.5. PAI-1 Olgiimii

Serumda PAI-1 6lgiimiinde Thermo Fisher Scientific firmasinin 0553050916 Lot
numarali fare ELISA kiti kullanilmistir. Seyreltmeler yapildiktan sonra serumlar pleyte

ikili yiiklenmistir ve 6l¢iimler kit protokoliine uygun olarak yapilmistir.

PAI-1 Standart Grafiginin Hazirlanmast

Kit i¢inde bulunan ve konsantrasyonu 100 ng/mL olan PAI-1 stok standart
¢ozeltisi kullanilarak konsantrasyonlar1 3 200, 1 280, 512, 204.8, 81.92, 0 pg/mL
olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan PAI-1 standart grafigi Sekil
12°de gosterildi. Verilen standart grafigine gore serum numunelerinin PAI-1

konsantrasyonlari ng/mL cinsinden hesaplanmigtir.
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Sekil 12. PAI-1 standart grafigi

5.2.4. Yag Dokularinda Gen Ekspresyonu Analizi

Subkutan ve epididmal yag dokularinda RAN izolasyonu ve cDNA analizleri

fareler sakrifiye edildikten sonra ayni giin icerisinde yapilmistir.
5.2.4.1. Yag Dokularindan Total RNA izolasyonu

Subkutan ve epididimal yag dokularinda RNA izolasyonu SIGMA Mammalian
Total RNA Miniprep Kit (lot:SLBM3520V) ve Roche Tripure Isolation Reagent (Cat.
No.:11 667 165 001) birlestirilerek yapildi (132). Bu yeni olusturulan protokol asagida
verildigi sekliyle uygulanmstir.

e Yaklagik 300 mg olacak sekilde epididimal ve subkutan yag dokular: tartilarak
dibi yuvarlak eppendorfa koyuldu ve iizerine 1 mL Tripure reagent eklendi. 30
sn boyunca el homojenizatoriiyle homojenize edildi. 15 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 12 000 g 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.

e Ustteki yag tabakasi atildiktan sonra hafif pembe renkli ortadaki tabakadan
alinabildigi kadar yeni ependorfa alindi. 200 ul kloroform ekledikten sonra 15sn
kadar g¢alkalandi, oda sicakliginda 2-15 dk bekletildi. Bekletildikten sonra 12
000 g 4 °C’de 10 dk santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi istteki renksiz su fazi alindi. Hacmi kadar %70’lik etanol

eklendi ve vortekslendi. Bu karisimdan 700 pl alinarak izolasyon kitindeki spin
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kolona aktarildi. 12 000 g’de 18 sn santrifiij edildi. Geri kalan karigimda
eklenerek tekrar 12 000 g’de 18 sn santrifiij edildi.

e Mammalian Total RNA miniprep kitte bulunan wash I soliisyonundan 250 pl
eklenip 12 000 g’de 18 sn santrifiij edildi. 80 pul DNase I working solition kolona
eklendi ve 15 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra kolona 250 pul
wash solition | eklenip 12 000 g’de 18sn santrifiij edildi.

e Kolon yeni toplama tiipiine alind1 ve 500 pl wash solution II ile 2 kez yikandi.
Aralarda 12 000 g’de 18 sn santrifiij edildi. Bos kolon etanoliin kurumasi igin 12
000 g’de 2 dk santrifiij edildi. 60 °C’de etiivde isitilmis 80-100 pl eliisyon
soliisyonundan kolonun merkezine ilave edilip vortekslendikten sonra
eppendorflar 60 °C de 3 dk bekletildi ve kolon 12 000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

Kullanilan  Dietilpirokarbonat (DEPC)’li Suyun Hazirlamgi: 100 mL'lik
dietilpirokarbonattan % 0.1 (v/v)’lik olacak sekilde 500 mL su ile hazirlandi ve 2 saat
boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 20 dk boyunca otoklavlandi.
Isiktan etkilenmesini 6nlemek i¢in koyu renkli siselere koyularak ve kontaminasyon
olmamasi igin kapagi sarilarak muhafaza edildi. Calismada kullanilan DEPC’li su
ortamda bulunan ve {iriin kaybina yol acacak DNAaz ve RNAaz enzimlerinin disiilfit
baglarin1 kopararak bu enzimleri inaktive etmektedir. Calismada kullanilan tiim
malzemeler (6rn. tarti, makas, bistiiri, homojenizator) izolasyona baslamadan once

hazirlanan DEPC’li su ile temizlendi.

DNase I working solition hazirlanigi: DNase [ 550 uL RNaz i¢cermeyen su ile ¢oziildii.
DNaz stok ¢ozelti ile kit igerisinde bulunan RDD tamponu 1:7 oraninda karistirilarak
DNase | working solution elde edildi. DNase |, fiziksel denatiirasyona duyarli oldugu

icin vortekslenmez, tlip hafifce ters ¢evirerek karistirilir.
5.2.4.1.1. Elde edilen RNA’larin Kalite Kontrolii ve Miktarinin Belirlenmesi

Yukarida verilen protokolii kullanarak izole edilen RNA’larin kalite kontrolii ve
kantitasyonu acisindan degerlendirilmek iizere konsantrasyonlar1 ve safliklart Nanodrop
ND-2000 cihaz1 kullanilarak ol¢iildii. RNA konsantrasyonlar:t 100-300 ng/uL arasinda
bulunurken 6rneklerin Kalitesi ile ilgili tahmini bir karsilastirma olanagi sunan 260/280

oranlar1 ise ~2 civarinda bulundu. Daha sonra % 0.8’lik agaroz hazirlayarak olusan
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tirtinler jel elektroforezinde yiiriitiliip elde ettigimiz RNA’larin goriintiilerine bakildi.

Elektroforez sonucunda bazi RNA iirlinlerinin jel goriintiisii Resim 1’de verilmistir.

AN=RRRENg=-"

Resim 1. RNA izolasyonu sonrasi bazi 6rneklerin jel goriintiisii

5.2.4.2. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile RNA’dan cDNA
Elde Edilmesi

Epididimal ve subkutan yag dokularindan izole edilen total RNA’lar ayni giin
komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in kullanildi. Bu amagla Roche Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kiti (Cat No: 04 896 866 001, lot: 10842322) kullanildi. Deney
kit prosediiriine uygun sekilde gergeklestirildi. Kit protokolii uygulanmadan 6nce
total RNA’larin konsantrasyonlar kit icerisindeki niikleaz free su ile 100 ng/pL’ye
esitlendi. Kitte belirtilen sekilde 1.5 mL hacimli steril tiip igerisinde reaksiyon ortami

Tablo 6’da verilen hacimler kullanilarak hazirlanda.

Tablo 6. Total RNA’lardan cDNA sentezi igin gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktifler nL
Random hexamer primer 2
Reverse Transkriptaz Reaksiyon Tamponu 4
RNaz inhibitorii 0.5
dNTP Karigsimi 2
Reverse Transkriptaz (20U/uL) 0.5
Su 1
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Her bir 6rnek i¢in yukarida verilen sekilde hazirlanan karisimdan PCR tiiplerine
10’ar pLkoyuldu. Bu tiiplerin iizerine konsantrasyonu esitlenen RNA &rneklerinden
10’ar uL ilave edildikten sonra PCR cihazinda 25 °C’de 10 dk, 50 °C’de 60 dk, 85
C’de 5 dakika olacak sekilde prosediir uygulanarak cDNA sentez islemi baslatildu.
PCR islemi bittikten sonra CDNA konsantrasyonlar1 ve safliklari spektrofotometrik
olarak nanodrop cihazi ile 6l¢iildii. Nanodrop ile 6l¢iim sonucu konsantrasyonlar 1 500-
1 600 ng/uL arasinda 260/280 oranini ise 1.8 civarinda bulundu. Elde edilen cDNA
ornekleri RT-PCR 6lgiimleri yapilana kadar -80 dondurucuda saklandi.

5.2.4.3. Real Time PCR Asamasi

gRT-PCR niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde giiniimiizde siklikla
kullanilan bir metotdur. Gen ekspresyonunda daha hassas, verimli ve daha hizli olmasi
tercih edilmesinin sebebidir. Real-time PCR’da olusan {iriin miktar1 reaksiyon boyunca
olusan iiriin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin
izlenmesiyle anlagilir. Calismamizdaki gen ekspresyon analizleri Roche tarafindan
“LightCycler” PCR cihazinda kullanilmak iizere gelistirilen her bir assay, gen spesifik
primer ve kilitli niikleik asit (LNA) iceren LAM-isaretli hidroliz problar1 olan Universal
Probelibrary (ULP) problar1 kullanilarak {iretici firmanin yonlendirmeleri dogrultusunda
Roche Light Cycler 480 Il marka cihaz1 ile gergeklestirildi. Calismamizda
kullandigimiz primerler ve dizilisleri asagidaki tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri. (Actb: Beta Aktin, Retn: Rezistin,
Adipoq: Adiponektin, Serpinel: PAI-1, Lep: Leptin)

Primer Ad1 Primer Dizisi

Roche Real Time Ready Actb  leri Primer Dizisi: 5’- CCAACCGTGAAAAGATGACC-3’
Assay ID: 307903 Geri Primer Dizisi: 5’- ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’
Roche Real Time Ready Retn  [leri Primer Dizisi: 5’- TGCCAGTGTGCAAGGATAGA-3’
Assay ID: 317906 Geri Primer Dizisi: 5’- TGGAAACCACGCTCACTTC-3’
Roche Real Time Ready Ileri Primer Dizisi: 5°- GGAGAGAAAGGAGATGCAGGT-3’
Adipog Assay 1D: 310252 Geri Primer Dizisi: 5>- CTTTCCTGCCAGGGGTTC-3’

Roche Real Time Ready [leri Primer Dizisi: 5’- CAAAAGGTCAGGATCGAGGT-3’

Serpinel Assay ID: 310686 Geri Primer Dizisi: 5°- GCGGGCTGAGATGACAAA-3’

Roche Real Time Ready Lep fleri Primer Dizisi: 5>- GTGGTGGCTGGTGTCAGAT-3’
Assay ID: 310262 Geri Primer Dizisi: 5°- TTGATGAGGTGACCAAGGTG-3’
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e RT-PCR analizi i¢in niikleaz free 1.5 mL hacimli tiipler igerisinde hedef genler
(Retn, Lep, Serpinel, Adipoq) ve referans gen (Actb) igin ayr1 ayr1 olmak {izere

gerekli reaksiyon ortam1 Tablo 8’da verilen hacimler kullanilarak hazirland.

Tablo 8. Real Time PCR analizi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri

Reaktifler pL
LightCycler 480 Probes master 10
Real Time Ready Assay 1
(Actb, Lep, Adipog, Retn, Serpinel)

PCR safliginda su 4
Toplam Hacim 15

e Hazirlanan karisim her bir 6rnek icin li¢ kuyucuk olacak sekilde RT-PCR igin
dizayn edilmis 96 kuyucuklu pleyte her bir kuyucukta 15’er uL olacak sekilde
yiiklendi. Karigimlarin iizerine her bir deney grubu icin 5’er uL seyreltilmis
cDNA o6rneklerinden ilave edildi. Bu islemlerin hepsi buz {izerinde yapildi.

e Pleytin tizeri sealing film ile hava almayacak sekilde iyice kapatildi.
Hazirlanan pleyt 1 500 g’de 2 dakika santrifiij edilip cihaza verildi. Cihaz
Tablo 9’da verilen protokole gore diizenlendikten sonra RT-PCR analizi

gerceklestirildi.
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Tablo 9. RT-PCR Protokolil

Program Dongii Analiz Modu

On inkiibasyon 1 -

Amplifikasyon 45 Kantitasyon

Sogutma 1 -

Hedef Sicakhik Elde etme Modu Siire Sicaklik artis
°C hiza (°C/s)
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

Verilen protokole uygun yapilan RT-PCR sonucunda Actb, Retn, Lep, Serpinel,
Adipoq genlerine ait elde edilen amplifikasyon egrileri Sekil 13’de verilmistir. RT-PCR
kisminda kalite kontrol amaciyla 2 tane negatif kontrol calisilmistir. 1 numaral
gosterilen RT-PCR asamasinda cDNA koyulmayan kontroldiir ve bu kuyularda sinyal
amplifikasyonu gozlenmemelidir, gézlemlendiginde ise Cp degerleri, 6rneklerinkinden
en az bes ve tercihen ondan fazla dongii olmalidir. 2 numarali gésterilen, CDNA sentezi
asamasinda reverse transkriptaz koyulmayan kontroliin pikidir ve genomik DNA
kontaminasyonunun bir gostergesi olarak kullanilir, Cp degeri 6rneklerinkinden en az

bes dongii fazla olmalidir.
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Fluorescence History

—— Adipog

;. 200.0‘ — Lep

§ 14001 —— Serpine

13679 12 1 2 24 2B 2 % £ 4 &£
Cycles

Sekil 13. Actb, Retn, Lep, Serpinel, Adipoq genlerine ait elde edilen amplifikasyon
egrileri
RT-PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde VYiiriitiilmesi: RT-PCR sonrasi

safliklarin1 kontrol etmek amaciyla RT-PCR iiriinleri %1.5’lik agaroz jel hazirlanarak

yiirtitiilmiistiir. Uriinlerin jel goriintiisii Resim 2°de gdsterilmistir.

Resim 2. RT-PCR’dan sonra bazi iiriinlerin agaroz jel goriintiisii. Jele yiiklenen tirtinler
sirasiyla 1: beta aktin, 2: leptin, 3: adiponektin, 4: rezistin, 5: PAI-1"dir.
RT-PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi: mRNA ekspresyon ¢aligmalarinda RT-PCR ile
verilerin degerlendirilmesine yonelik ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan
siklikla kullanilan1 goreceli (rolatif, karsilastirmali) kantitasyon yontemidir. Gen

ekspresyonu analizlerinde goreceli kantitasyon bir¢gok numunedeki genin veya genlerin
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mRNA ekspresyonlarindaki degisimini nicellestirir. RT-PCR ile elde edilen sonuglarin
kantite edilmesinde karsilastirmali Cp metodu (222°P metodu) rolatif kantitasyonu
analiz etmede kullanilan normalize edilmis gen ekspresyonunun matematiksel modelidir
(133). Her bir 6rnegin PCR amplifikasyonu sirasinda eksponensiyal faza gegtigi devir
(Cp, crossing point) tespit edilerek 274" formiilde yerine koyuldu. Her érnekten iiclii
calisildigr i¢in Cp degeri olarak bu degerlerin ortalamalari alindi. Kontrol olarak
aldigimiz gruba (standart diyetle beslenen wild tip) gore diger gruplarin nasil degisim
gosterdigi Kat degigimi=2"4CP = 2-(aCP hedefACp kontrol) o i4)i5i kullanilarak hesaplandi.
Bu esitlige gore ACp hedef: Cp hedef gen-Cp referans gen (housekeeping gen), ACp

kontrol: Cp Hedef gen-Cp Referans gen.
5.3. Istatistiksel Analizler

Calisma sonrasinda serum Orneklerinin ¢alisilmas: sonucu elde edilen veriler
istatistik programina girilerek normal dagilima uygunluklari Kolmogorov-Smirnov
Testi ile kontrol edildi. Normal dagilima uymayan; bagimsiz parametrelerin ikili
karsilastirmalari igin Mann Whitney-U testi kullanildi. Sonuglar aritmetik ortalama ve
standart sapma (X+SD) olarak ifade edildi. Subkutan ve epididimal yag dokularinda gen
ekspresyonu analiz sonuglart iicten fazla bagimsiz gruplar tek yonli ANOVA testi
kullanilarak karsilastirildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi.
Grup igindeki posthoc degerlendirmeler igin Tukey ve Tamhane T2 testleri kullanildi.
Gruplar arasinda anlamli farklilik bulunan durumlarda, ikiserli post-hoc karsilastirmalar
Tukey testi kullanilarak yapildi. Varyanslar homojen degilse Tamhane T2 testi
kullanildi. Analiz sonuglar1 aritmetik ortalama ve standart hata (X+SE) olarak ifade
edildi. Istatistiksel testlerdeki sonuglarin p<0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Genotipleme ile Tlgili Bulgular

Tez calismasinda kullandigimiz fareleri gruplandirabilmek i¢in kuyruklardan
alinan orneklerden DNA izolasyonu yaptiktan sonra BDNF ve Neomisin primerleri
kullanilarak PCR yapildi. PCR sonrasi tiriinler %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Y{iriitme
islemi sonunda elde edilen jel goriintiisii Resim 3’de gosterilmistir. PCR islemi
yaparken her zaman pozitif kontrol olarak genotipi bilinen bir numune (2 numarali
bantlar), negatif kontrol olarak ise DNA yerine su koyularak (1 numarali bantlar)
calisilmistir. Asagida verilen jelin {ist sirasina BDNF primeri ile hazirlanan karisimdan,
alt sirasina ise neomisin primeri ile hazirlanan karisimdan olusan PCR iiriinleri
yiklenmigtir. Tim Orneklerde (negatif kontrol hari¢) BDNF bantlar1 ¢ikmasi
beklenirken, neomisin bandi ¢ikanlar heterozigot (+/-) olarak smiflandirilmaktadir.
Calistigimiz ve genotipini bilmedigimiz 3 fare ( 3, 4, 5 numarali) jel goriintiisiindeki
sonuclara gore 3. ve 4. BDNF (+/-), 5. BDNF (+/+) olarak siniflandirilmistir.

BDNF Bantlars ¢——

Neomisin Bantlart ¢——

Matker

Resim 3. BDNF ve neomisin bantlarinin gosterildigi 6rnek bir agaroz jel goriintiisii
1: negatif kontrol, 2: pozitif kontrolii; 3, 4, 5: ¢alistigimiz drnekler

6.2. Morfolojik Bulgular

Fareler deney i¢in alindiktan sonra adaptasyon i¢in 15 giin boyunca standart fare
diyet ile beslendi. 15 giin sonunda fareler gruplarina gore standart ve yiiksek yag icerikli

diyetlerle 4 ay siiresince beslendi. Bu siirede 15 giin araliklarla agirliklarindaki
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degisimler kaydedildi. 4 aylik beslenme periyodu boyunca gruplarm agirliklarinin

ortalamalarindaki degisim Sekil 14’de gosterilmistir.

50 -
45 -
40 -
35 A
=o—WT, Standart diyet
@ 30 -
Z 25 -
5 —#— BDNF (+/-),
< 20 - Standart diyet
15 - -
WT, Yiiksek yagl
10 - diyet
> —>4=BDNF (+/-), Yiiksek
0 T T T T T T T T 1 yagll d]yet
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Giin

Sekil 14. Standart ve yiiksek yag icerikli diyetle beslenen wild tip, BDNF (+/-)
gruplardaki farelerin 4 ay boyunca ortalama agirlik artis1

4 aylik beslenme siiresi sonunda yiiksek yag icerikli ve standart diyetle beslenen

farelerin goriintiileri arasindaki fark Resim 4’de gosterilmektedir.

Resim 4. Beslenme periyodu sonunda yiiksek yag igerikli ve standart diyet ile beslenen
farelerin gortntiileri. 1: Yiiksek yag icerikli diyetle beslenen fare. 2: Standart
diyetle beslenen fare

49



Dort ay sonrasinda 1 giin a¢ birakilan fareler dekapitasyon ile sakrifiye edildikten
sonra asagidaki resimlerde gosterilen kisimlardan subkutan ve epididimal beyaz yag
dokular1 alindi. Resim 5 ve Resim 6’da yiiksek yagli ve standart diyet ile beslenen

farelerin yag dokular1 arasindaki farki gosteren goriintiiler verilmistir.

Resim 5. Deney sonunda standart ve yiiksek yagli diyetle beslenen farelerden alinan
subkutan yag dokulari. A: Standart diyetle beslenen bir farenin subkutan yag
dokusu. B: Yiiksek yagli diyetle beslenen bir farenin subkutan yag dokusu

Testis «

A

Resim 6. Deney sonunda standart ve yiiksek yagl diyetle beslenen farelerden alinan
epididimal yag dokulari. A: Standart diyetle beslenen farenin epididimal yag
dokusu. B: Yiiksek yagli diyetle beslenen farenin epididimal yag dokusu

Calismamizda uyguladigimiz beslenme periyodu oncesi ve sonrasi gruplarin
agirhiklartyla serumlarda Olgtigiimiiz aglik glukoz, trigliserit, insiilin degerleri ve
hesaplanan HOMA-IR sonuglarinin ortalamalar1 ve standart sapmalari Tablo 10’da

verilmisgtir.
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Tablo 10. Gruplarin baslangi¢ ve deney sonu agirliklari ile serum glukoz, trigliserit,
insiilin degerleri ve HOMA-IR skorlar1

Diyet Tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi wild tip BDNF (+/-) wild tip BDNF (+/-)
Baslangic Agirhg (g) 16.2+1.7 16.7£1.9 17.3+1.1 16+1.3
Deney Sonu Agirhik (g) 26.3+1.1 33.6+5.5° 35.4+6.4*° 47.24+5.6°
Agirhik Degisimi (%) 62.3 101.2 104.6 195

Achk Glukoz (mg/dL)  134.6+41.5 186+26.7° 164.24+27.4° 220.8+47.3°
Trigliserit (mg/dL) 86.2+17.1 101.8+21.8 108.3+15.8° 113.8+24.6°
insiilin (ng/mL) 4.1+1.9 8.6+3.1%° 9.4+6*° 34.5+14.1%
HOMA-IR 49.9+21.3 96.8+47.5° 192.0+92.4* 309.2+207.5%

* HOMA-IR = [insiilin (WU/mL) X aglik glukoz (mmol/L)]/22.5 formiiliine gore hesaplandi (134).
a: Standart wild tip (kontrol) grubuna gére p<0.05 diizeyinde anlamhidir.
b: Yiiksek yagli diyet BDNF(+/-) grubuna gore p<0.05 diizeyinde anlamlidir.
p degeri ‘Mann Whitney U’ testine gore belirlendi. Degerler ortalamatstandart sapma seklinde verildi.
Deneye alindiktan sonra 15 giin beslenen fareler gruplara alinmadan 6nce tartild:
ve gruplarin deneye baslangi¢ ortalama agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmadi (p>0.05). Besleme periyodu sonunda, ¢alisma gruplarindan standart
diyetle beslenen BDNF (+/-), yiiksek yagh diyetle beslenen wild tip ve BDNF (+/-)
gruplarinin son agirliklart kontrol grubuna gore anlamli yiikksek bulundu (p=0.001).
Aglik glukoz degerleri kontrol grubuna goére standart diyetle beslenen BDNF (+/-)
grubunda (p=0.005) ve yiiksek yagl diyetle beslenen BDNF (+/-) grubunda (p=0.001)
anlamli yiiksek bulundu. Yiksek yag icerikli diyetle beslenen BDNF (+/-) farelerin
aclik glukoz degerleri de yiiksek yagli diyetle beslenen farelerin aglik glukoz
degerlerine gore anlamli yiiksek bulundu (p=0.002). Kontrol farelerin serum trigliserit
degerleriyle yiiksek yag icerikli diyetle beslenen wild tip (p=0.004) ve BDNF (+/-)
farelerin (p=0.004) trigliserit degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda anlamli bir
artisin ~ oldugu belirlendi. Kontrol grubuna gére serum insiilin  diizeyleri
karsilastirildiginda standart diyetle beslenen BDNF (+/-) grubu (p=0.001), yiiksek yagli
diyetle beslenen wild tip (p=0.009) ve BDNF (+/-) gruplarinin (p=0.001) degerleri daha
yiikksek bulundu. Yiiksek yag igerikli diyetle beslenen BDNF (+/-) farelerin insiilin
diizeyleri yiiksek yagh diyetle beslenen wild tip farelerin insiilin diizeylerine gore daha
yiiksek bulunmustur (p=0.001). Kontrol grubuna gore HOMA-IR degerleri
karsilastirildiginda standart diyetle beslenen BDNF (+/-) grubu (p=0.011), yiiksek yagh
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diyetle beslenen wild tip (p=0.001) ve BDNF(+/-) gruplarinin (p=0.001) HOMA-IR
degeri daha yiiksek bulundu.

6.3. BDNF Degerleri ile ilgili Bulgular

Serum 6rneklerinin BDNF diizeyleri ELISA kiti kullanilarak belirlendi. Calisma
gruplarina ait BDNF konsantrasyonlart ve karsilastirilmasi Tablo 11 ve Sekil 15°de

verildi.

Tablo 11. Gruplarin serum BDNF konsantrasyonlari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
BDNF (pg/mL) 129.8+16.3 93.4+28.7 112.2+24.1 95.4+16.8

Degerler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

160 ~

140 -

[EnY

N

o
1

[Ey

o

o
1

BDNF (pg/mL)
S &

iy
o
1

N
o
1

Standart Diyet Wild Tip Standart Diyet BDNF  Yiiksek Yagli Diyet  Yiiksek Yagh Diyet
+h) Wild Tip BDNF (+/-)

Sekil 15. Gruplarin serum BDNF konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi. *Kontrol
grubunun BDNF degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli azalma vardir
(p<0.05). p degeri “Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

Kontrol grubun BDNF degerleriyle karsilastirildiginda standart diyetle beslenen
BDNF (+/-) grubun (p=0.002) ve yiiksek yagh diyetle beslenen BDNF (+/-) farelerin
BDNF degerleri daha diisiik (p=0.001) bulunmustur.
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6.4. Leptin Degerleri ile Tlgili Bulgular

Serum Orneklerinin leptin diizeyleri ELISA kiti kullanilarak belirlendi. Calisma
gruplarina ait leptin konsantrasyonlari ve karsilastirilmasi Tablo 12 ve Sekil 16°da

verildi.

Tablo 12. Gruplarin serum leptin konsantrasyonlari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Leptin (ng/mL) 5.3+34 24.7+9.4 27.7+11 59.1+19

Degerler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

90 ~
80 -
70 A
60 -
50 ~

a, b
40 7 a,b

Leptin (ng/mL)

30 ~
20 ~
10 -

Standart Diyet Wild Tip Standart Diyet BDNF  Yiiksek Yagh Diyet Yiiksek Yagli Diyet
(+-) Wild Tip BDNF (+/-)

Sekil 16. Gruplarin serum leptin konsantrasyonlarinin karsilagtirilmasi. a: Standart diyet
wild tipe gore serum leptin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir (p<0.05). b: Yiiksek yagli diyetle beslenen BDNF (+/-) farelerin
serum leptin degerlerine gore daha diisiik bulunmustur (p<0.05). p degeri
‘Mann Whitney U’ testine gore belirlendi.

Serum leptin diizeyleri kontrol grubuna gore karsilastirildiginda standart diyetle
beslenen BDNF (+/-) grupta (p=0.001), yiiksek yagh diyetle beslenen wild tip grupta
(p=0.001) ve yiiksek yagli diyetle beslenen grupta (p=0.001) anlamli yiiksek
bulunmustur. Yiiksek yagli diyetle beslenen heterozigot farelerin leptin degerleri
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standart diyetle beslenen BDNF (+/-) grubun (p=0.001) ve yiiksek yagl diyetle

beslenen grubun degerlerine gore (p=0.001) anlamli artig gézlenmistir.
6.5. Adiponektin Degerleri ile Tlgili Bulgular

Serum Orneklerinin adiponektin diizeyleri ELISA kiti kullanilarak belirlendi.
Calisma gruplarina ait adiponektin konsantrasyonlart ve karsilastrilmas: Tablo 13 ve
Sekil 17°de verildi.

Tablo 13. Gruplarin serum adiponektin konsantrasyonlari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Adiponektin (ng/mL) 7.04+1.1 6.14+0.8 6.15+0.6 5.3+0.9

Degerler ortalama+standart sapina seklinde Veriimistir.

a,b

Adiponektin (ng/mL)

Standart Diyet Wild Tip  Standart Diyet BDNF  Yiiksek Yagh Diyet Yiiksek Yagl Diyet
(+-) Wild Tip BDNF (+/-)

Sekil 17. Gruplarin serum adiponektin konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi. a: Kontrol
grubuna gore serum adiponektin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli disiik
bulunmustur (p<0.05). b: Yiiksek yaglh diyetle beslenen heterozigot farelerle
Karsilastirildiginda anlamli yiikksek bulunmustur (p<0.05). p degeri ‘“Mann
Whitney U” testine gore belirlendi.

Kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda standart diyetle beslenen BDNF (+/-)
grubunun (p=0.042), yiiksek yagli diyetle beslenen wild tip (0.04) ve BDNF (+/-)

grubunun (p=0.001) serum adiponektin degerleri daha diisiik bulunmustur. Yiiksek yagl
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diyetle beslenen wild tip farelerin adiponektin degerleri yiiksek yagl diyetle beslenen
BDNF (+/-) grubun degerlerine gore daha anlamli yiiksektir (p=0.045).

Leptin/Adiponektin Orana:

Serum Ornekleri sonucglarindan leptin/adiponektin orani hesaplanarak gruplarin

ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 14 ve Sekil 18’de verilmistir.

Tablo 14. Gruplarin leptin/adiponektin oranlari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Leptin/Adiponektin 0.76+0.5 4.03+1.6 4.2+1.7 12.3+4.6

Degerler ortalamatstandart sapma seklinde verilmistir.

16 -
14 -
12 -
10 -

Leptin/Adiponektin

Standart Diyet wild tip  Standart Diyet BDNF  Yiiksek Yagh Diyet Yiiksek Yagh Diyet
(+-) Wild Tip BDNF (+/-)

Sekil 18. Gruplarin leptin/adiponektin oranlarinin karsilastirilmasi. *Kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli artis bulunmustur (p<0.05). p degeri “Mann
Whitney U” testine gore belirlendi.

Istatistiksel analizler sonucuna bakildiginda kontrol grubuna gére diger gruplarin

leptin/adiponektin oranlar1 p=0.001 derecesinde anlamli yiiksek bulunmusgtur.
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6.6. Rezistin Degerleri ile Tlgili Bulgular

Serum Orneklerinin rezistin diizeyleri ELISA Kiti kullanilarak belirlendi. Calisma

gruplarina ait rezistin konsantrasyonlar1 ve karsilagtirillmas: Tablo 15 ve Sekil 19°da

verildi.

Tablo 15. Gruplarin serum rezistin konsantrasyonlart

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Rezistin (ng/mL) 13.72+1.47 14.4943.5 18.39+3 .4 19.2+3.7

Degerler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

25

20 -

15 ~

Rezistin (ng/mL)

Standart Diyet Wild Tip Standart Diyet BDNF  Yiiksek Yagh Diyet Yiiksek Yagh Diyet
(+/-) Wild Tip BDNF (+/-)

Sekil 19. Gruplarin serum rezistin konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi. *Kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli artis bulunmustur (p<0.05). p degeri

“Mann Whitney U” testine gore belirlendi.

Standart diyetle beslenen farelerin serum rezistin seviyelerine gore yiiksek yagh
diyetle beslenen wild tip (p=0.042) ve BDNF (+/-) farelerin rezistin degerleri (p=0.023)

daha yiiksektir.
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6.7. PAI-1 Degerleri ile Ilgili Bulgular

Serum orneklerinin PAI-1 diizeyleri ELISA kiti kullanilarak belirlendi. Calisma
gruplarina ait PAI-1 konsantrasyonlar1 ve karsilagtirtlmasi Tablo 16 ve Sekil 20°de

verildi.

Tablo 16. Gruplarin serum PAI-1 konsantrasyonlari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
PAI-1 (ng/mL) 1.45+0.24 1.35+0.28 1.41+0.22 1.41+0.29

Degerler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.

1,8 ~
1,6 A
1,4 -
1,2 A

0,8

PAI-1 (ng/mL)

0,6 -
0,4 -
0,2

Standart Diyet Wild Tip Standart Diyet BDNF  Yiiksek Yagl Diyet Yiiksek Yagl Diyet
(+-) Wild Tip BDNF (+/-)

Sekil 20. Gruplarin serum PAI-1 konsantrasyonlarinin karsilastiritlmasi. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Serum PAI-1 Ol¢limii sonrast hesaplanan sonuglara gore gruplarin PAI-1
seviyeleri karsilagtirildiginda, bu dort grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunamamastir (p>0.05).
6.8. Yag Dokularinda Olciilen Genlerin Ekspresyonlari ile Tlgili Bulgular

Dort gruba ait epididimal ve subkutan yag dokularindan elde edilen cDNA’lardan
her bir gen i¢in pleyte igli yiikleme yapildi. RT-PCR ile bu dokularda leptin,
adiponektin, rezistin, PAI-1 ekspresyonlarina bakildi ve her numune igin kesisim
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noktast (Cp, crossing point) degerleri elde edildi. Uglii calismadan elde edilen Cp
degerlerinin ortalamalar1 alind1 ve bu Cp degerlerinden yararlanilarak kontrol grubuna

(standart diyet, wild tip) gore her grup i¢in kat degisimleri hesaplandi.
6.9.1. Leptin Gen Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular
Leptin gen ekspresyonuna ait sonuglar Tablo 17 ve Sekil 21°de verildi.

Tablo 17. Epididimal ve subkutan yag dokularina ait leptin ekspresyon sonuglari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Epididimal yag dokusu

i 1.0 8.1+1.4 7.8+0.9 9.2+1.7
Leptin
Subkutan yag dokusu

. 1.0 13.7+£2.8 24.8+1.7 28.7+3 .4
Leptin

Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir.

35

20 -

15 - H Epididimal yag dokusu

s * L1 Subkutan yag dokusu
10 - :

Ekspresyon Degisiimi (kat)

0 [ — —

Standart Diyet ~ Standart Diyet  Yiiksek Yagh  Yiiksek Yagh
Wild Tip BDNF (+/-)  Diyet Wild Tip Diyet BDNF (+/-)

Sekil 21. Gruplarin epididimal ve subkutan yag dokularinin leptin ekspresyonu
karsilastirilmasi. *Kontrol grubuna gore diger gruplarda anlamli bir artig
gozlendi (p<0.05). p degeri “One way ANOVA?” testine gore verilmistir.
Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane™s T2”
testleri ile yapilmistir.
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RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin epididimal leptin
ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore karsilastirilmast sonucunda elde edilen grafik Sekil
20°de gosterilmistir. Bu karsilastirmaya goére kontrol grubuna gore standart diyetle
beslenen BDNF heterozigot grubu (p=0.001), yiiksek yagli diyetle beslenen wild tip
(p=0.001) ve heterozigot grubu (p=0.003) istatistiksel olarak anlamli yiiksek

bulunmustur.

RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin subkutan leptin
ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore karsilastirilmasi sonucunda elde edilen grafik
Sekil 20’de gosterilmistir. Bu karsilastirmaya gore leptin ekspresyonu kontrol grubuna
gore standart diyetle beslenen BDNF heterozigot grubu (p=0.005), yiiksek yagli diyetle
beslenen wild tip (p=0.001) ve heterozigot grubu (p=0.001) istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmugtur.

6.8.2. Adiponektin Gen Ekspresyonu ile flgili Bulgular
Adiponektin gen ekspresyonuna ait sonuglar Tablo 18 ve Sekil 22°de verildi.

Tablo 18. Epididimal ve subkutan yag dokularina ait adiponektin ekspresyon sonuglari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip  BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Epididimal yag dokusu

. . 1.0 0.88+0.05 0.76+0.04 0.43+0.02
Adiponektin
Subkutan yag dokusu
Adiponektin 1.0 0.88+0.03 0.98+0.008 0.80+0.01

Degerler ortalama+standart hata seklinde verilmistir.
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1,2

0,8 - T

0,6
* Epididimal yag dokusu

0,4 - i Subkutan yag dokusu

Ekspresyon Degisimi (kat)

Standart Diyet ~ Standart Diyet  Yiiksek Yaglhh  Yiiksek Yagh
Wild Tip BDNF (+/-) Diyet Wild Tip Diyet BDNF (+/-)

Sekil 22. Gruplarin epididimal ve subkutan yag dokularinin adiponektin ekspresyonu
kargilagtirilmasi. *Kontrol grubuna gore anlamli bir azalma bulundu
(p<0.05). p degeri ‘One way ANOVA testi’ne gore verilmistir. Grup igindeki
posthoc degerlendirmeler "Tukey" ve “Tamhane’s T2” testleri ile yapilmistir.

RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin epididimal adiponektin
ekspresyon sonuglarinin kontrol grubuna gore karsilastiriimasi sonucunda elde edilen
grafik Sekil 21°de gosterilmistir. Bu karsilastirmaya gore kontrol grubuna gore
adiponektin ekspresyonunda standart diyetle beslenen BDNF heterozigot grubu
(p=0.676) ve yiiksek yagli diyetle beslenen wild tip (p=0.157) arasinda istatistiksel
olarak bir fark bulunmadi. Adiponektin ekspresyonu yiiksek yagl diyetle beslenen
heterozigot grubunda (p=0.003) kontrole gore istatistiksel olarak anlamli disiik

bulunmustur.

RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin subkutan adiponektin
ekspresyonlari kontrol grubuna gore karsilastirilmasi sonucunda elde edilen grafik sekil
21’de gosterilmistir. Bu karsilastirmaya gore kontrol grubuna gore diger ii¢ grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamaistir (p>0.05).

60



6.8.3. Rezistin Gen Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular
Rezistin gen ekspresyonuna ait sonuglar Tablo 19 ve Sekil 23’de verildi.

Tablo 19. Epididimal ve subkutan yag dokularina ait rezistin ekspresyon sonuglari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip  BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Epididimal yag dokusu

- 1.0 0.76+0.012 0.59+0.016 0.19+0.012
Rezistin
Subkutan yag dokusu

- 1.0 0.88+0.02 0.87+0.04 0.71+0.09
Rezistin

Degerler oratalamatstandart hata seklinde verilmistir.
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& Subkutan yag dokusu
*

0 - . : . i

Standart Diyet ~ Standart Diyet  Yiiksek Yaghh ~ Yiiksek Yagh
Wild Tip BDNF (+/-) Diyet Wild Tip Diyet BDNF (+/-)

Ekspresyon Degisimi (kat)
o
(o)

o
N

Sekil 23. Gruplarin epididimal ve subkutan yag dokularinin rezistin ekspresyonu
karsilagtirilmasi. *Standart diyetle beslenen wild tip grubuna gore diger
gruplarda anlamli bir azalma bulundu (p<0.05). p degeri "One way ANOVA
testi" ne gore verilmistir. Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey"
ve “Tamhane™s T2” testleri ile yapilmistir.

RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin epididimal rezistin
ekspresyon sonuglarinin kontrol grubuna gore karsilastiriimasi sonucunda elde edilen
grafik Sekil 22°de gosterilmistir. Bu karsilastirmaya gore kontrol grubuna gore rezistin
ekspresyonunda standart diyetle beslenen BDNF heterozigot grubu ile yiiksek yagh
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diyetle beslenen wild tip ve heterozigot grubu istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur (p=0.001).

RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin subkutan rezistin
ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore karsilastirilmasi sonucunda elde edilen grafik Sekil
22’de gosterilmistir. Bu karsilastirmaya gore kontrol grubuna gore diger ii¢ grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
6.8.4. PAI-1 Gen Ekspresyonu ile ilgili Bulgular
PAI-1 gen ekspresyonuna ait sonuglar Tablo 20 ve Sekil 24°de verildi.

Tablo 20. Epididimal ve subkutan yag dokularina ait PAI-1 ekspresyon sonuglari

Diyet tiirii Standart diyet Yiiksek yagh diyet
Genotipi Wild tip BDNF (+/-) Wild tip BDNF (+/-)
Epididimal yag dokusu

PAI-1 1.0 3.4+0.4 3.1+0.3 2.1+0.2
Subkutan yag dokusu

PAI-1 1.0 4.7+0.8 5.5+1.0 5.8+0.7

Degerler ortalamatstandart hata seklinde verilmistir.

RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin epididimal PAI-1
ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore karsilastirilmasi sonucunda elde edilen grafik
Sekil 23’de gosterilmistir. Bu karsilagtirmaya gore PAI-1 ekspresyonlar1 kontrol
grubuna gore standart diyetle beslenen BDNF heterozigot grubu (p=0.001), yiiksek
yaglh diyetle beslenen wild tip (p=0.001) ve heterozigot grubu (p=0.013) istatistiksel

olarak anlamli yliksek bulunmustur.
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Ekspresyon Degisimi (kat)

3 - ® Epididimal yag dokusu
*

) & Subkutan yag dokusu

.

0 - —

Standart Diyet ~ Standart Diyet  Yiiksek Yaghh ~ Yiiksek Yagh
Wild Tip BDNF (+/-) Diyet Wild Tip Diyet BDNF (+/-)

Sekil 24. Gruplarin epididimal ve subkutan yag dokularinin PAI-1 ekspresyonu
karsilagtirilmasi. *standart diyetle beslenen wild tip grubuna gore diger
gruplarda anlamli bir artis bulundu (p<0.05). p degeri "One way ANOVA
testi" ne gore verilmistir. Grup i¢indeki posthoc degerlendirmeler "Tukey"
ve “Tamhane®s T2” testleri ile yapilmustir.

RT-PCR sonrasi hesaplanan sonuglara gore gruplarin subkutan PAI-1
ekspresyonu kontrol grubuna gore karsilastirilmasi sonucunda elde edilen grafik sekil
23’de gosterilmistir. Bu karsilastirmaya goére kontrol grubuna gore standart diyetle
beslenen BDNF heterozigot grubu (p=0.01), yiiksek yagli diyetle beslenen wild tip
(p=0.005) ve heterozigot grubu (p=0.001) istatistiksel olarak anlamli yiiksek

bulunmustur.
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7. TARTISMA ve SONUC

Tez calisgmamizda besin aliminda ve bircok metabolik yolun diizenlenmesinde
giiclii merkezi etkileri oldugu ortaya koyulan BDNF’nin, yag dokusundan sentezlenen
fizyolojik ve patolojik roller iistlenen bazi adipokinlere (leptin, adiponektin, rezistin,
PAI-1) etkisinin olup olmadigini arastirmay1 amagladik. Bu amagla BDNF heterozigot
fareler kullanilarak ilk kez bu proteinin yag dokusundaki adipokinlere etkisi incelendi
ve yiiksek yag indiiklii obezite modeli olusturularak farkli yag depolarinin adipokin
sentezleme profiline etkisi incelendi. Bu sekilde, BDNF’nin adipokinler iizerinden

obezite patolojisindeki yeri arastirildi.

Norotrofinler 6zellikle néronal ve glial hiicrelerden salgilanan endojen peptitlerdir
ve noronal aglarin  fonksiyonu, devamliligini  siirdiirebilmesi,  gelisiminin
diizenlenmesiyle iligkilidirler. Norotrofinler arasindan BDNF, sinapslardaki giiclii
etkileri ve beyindeki genis ekspresyonundan dolay1 en ¢ok calisilanidir. BDNF, yiiksek
ilgiyle baglandig1 TrkB reseptorii vasitasiyla ndrogenez, ndronal sagkalim, plastisite,
noronal farklilagma, norit biiylimesi ve sinaptogenezi diizenlerken disiik ilgiyle p75
reseptoriine baglanmasi daha ¢ok apoptozu indiiklemesi ile iligkilidir (27). Noronal
etkilerine ek olarak, BDNF’nin glukoz metabolizmasini, enerji harcamasini ve gida

alimin1 diizenlemede merkezi ve periferik etkileri de bulunmaktadir (23, 135).

Merkezi sinir sistemi, 6zellikle hipotalamus, enerji dengesinin diizenlenmesinde
onemli rol oynayan birgok ¢ekirdegi barindirmaktadir. Bunlardan bazilari, aguti-iliskili
proteini veya proopiomelanokortini eksprese eden arkuat gekirdekteki ndronlarla;
PVN’da melanokortin-4 reseptoriinii ve oksitosini eksprese eden ndronlari igermektedir.
Tanimlanan birgok néropeptide ragmen enerji dengesini kontrol eden sinirsel sistemin
tamami1 heniiz aydinlatilamamistir ve beynin istah1 nasil kontrol ettigi biiyiik dlctide
bilinmemektedir (136). Hipotalamusun birgok yerinde sentezlenen BDNF ile ilgili
calismalar BDNF'yi besin aliminin, enerji metabolizmasinin kontroliinde gorev alan
anahtar bir molekiil olarak ortaya koymaktadir. Etkisinin tam olarak bilinmedigi
periferde enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan adipoz doku,
karaciger, pankreas, kas gibi dokulardan da sentezlenmesi ve reseptoriiniin bulunmasi,
BDNF’nin bu konudaki énemini daha da arttirmaktadir. Calismamizda baz1 periferik

etkilerini ortaya koymak adma o6zellikle viicudun en biiyiik endokrin organi olan,

64



BDNF’de dahil olmak iizere bir¢ok sinyal proteini iireten, obezite, tip 2 diyabet gibi
metabolik hastaliklarin patolojisinde yer alan yag dokusu ¢alismamizin merkezinde yer

almaktadir.

Yag dokusu son yirmi yilda fazla lipitler i¢in duragan bir depodan, sentezledigi
proteinlerle enerji dengesi (aglik-tokluk sinyali, lipid ve karbonhidrat metabolizmasi),
adiposit ¢ogalmasi ve farklilagsmasi, inflamatuar cevap, anjiyogenez, iireme, insiilin
duyarliligi, termojenez, vaskiiler endotel fonksiyonu, kan pihtilasmasi ve kan basincinin
regililasyonu gibi dnemli biyolojik olaylarin diizenlenmesinde yer alan metabolik olarak
oldukga aktif bir endokrin organ haline doniismiistiir. Yag dokusunun fazlasi, buradan
sentezlenen proteinlerde (adipokinler) degisikliklere sebep olmakta ve kilo alimina bagl
patolojileri ortaya ¢ikarmaktadir (77). Adipoz dokunun sadece enerji kaynagi olmamasi,
bir¢ok sitokin ve yag dokusu kaynakli peptitleri salgilama yetenegi olan aktif bir organ
olmasindan dolay1 yeni metabolik belirteglerin varligini ve bunlarin etkisini arastirmak
icin c¢aligmalara kaynak olusturmaktadir. Adipokinler, bir¢ok metabolik yolun
diizenlenmesinde 6nemli roller tistlendikleri igin yag kiitlesinin artmasiyla ortaya ¢ikan
obezite ve obezite ile ilgili hastaliklarin gelecekteki tedavisi icin umut verici hedef

molekullerdir.

Yag dokusu renk, yerlesim, damarlanma, fonksiyon, metabolizma, salgiladigi
protein farklili@i agisindan beyaz ve kahverengi yag dokusu olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Beyaz yag dokusu depolari ise anatomik yerlesim, hiicresel igerik,
molekiiler bilesim, fizyolojik etki, fonksiyonel farklilik agisindan subkutan ve viseral
olmak tizere iki sekilde simiflandiriimaktadir. (67). Farkli depolardaki yag birikimleri
farkl1 klinik sonuglar doguracagindan, subkutan ve epididimal (viseral yag deposu) yag
dokusunun  her ikisinde de c¢alismamizda  belirledigimiz ~ adipokinlerin

ekspresyonlarindaki degisimi arastirdik.

Calismamizda subkutan ve epididimal yag dokularinda leptin, adiponektin,
rezistin, PAI-1 genlerinin ekspresyonlarina RT-PCR cihazi ile bakildi. Bunun igin
alinan dokulardan ayni giin RNA izolasyonu ve cDNA doniisiimil yapildi. Basarili bir
RNA izolasyonu, dokulara izolasyondan dnce hizli islem gerektirir. Endojen RNazlar,
dokunun parcalanmasindan sonra, hemen hiicresel bdlmelerden salinir. RNA

yikilmasin1 6nlemek i¢in bu RNazlari miimkiin oldugunca c¢abuk inaktive etmek
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gerekmektedir. Bu nedenle, kesimden hemen sonra steril ependorflara alinan dokulara
s1v1 azotta ani-dondurma islemi yapildi. RNA yikilmasinin énlenmesi, dokunun hizli ve
tam dondurulmasini saglamak icin kiiclik parcalara kesilmesi 6nemlidir. Alinan
dokulardan kaybi1 Onlemek icin aymi giin RNA izolasyonu yapildi. Calisma steril
ortamda, steril pipet uglar1 kullanilarak yapilmali ve kullandigimiz dokular buz iizerinde
olmalidir. Caligma yapilacak yiizeyler yabanct DNA ve/veya RNA’lar1 uzaklastiracak
bir soliisyon ile fiziksel olarak temizlenmelidir. RNaz’lar RNA’larin pargalanmasina
neden olan tiim dokularda ve deride bulunan c¢evresel etkilere karsi dayanikli
enzimlerdir. Bu yilizden ¢alismada kullanilacak olan her tiirlii plastik ve diger sarf
malzemeler kullanilmadan 6nce RNazin aktivitesini inhibe eden dietilpirokarbonat
(DEPC) ile temizlendi. Calismamizda RNA izolasyonu yapilirken DNase | genomik
DNA’y1 yok etmek i¢in kullanildi. Elde edilen total RNA’lar bekletilmeden reverse
transkriptaz ile cDNA {iretimi gergeklestirildi. cDNA sentez reaksiyonlarinda random-
hegzamer primerler, oligo (dT) primerler veya gen spesifik primerler (GSP)
kullanilabilir. cDNA sentezide dikkate alinmasi gereken bir faktor, cDNA'yl
sentezlemek icin primerin seg¢ilmesidir. Oligo (dT) primerler mRNA’nin poly(A)
kuyruguna hibridize olur. RNA yiiksek kalitede ise tercih edilirler. Ciinki
polimerizasyonun, 3’ucundan istenilen transkriptin sonuna dek devamlilik gostermesi
gerekir. Random primerler tek zincirli kiigik DNA fragmanlaridir (oligoniikleotidler).
Bazlarin miimkiin olan tiim kombinasyonundan olusurlar. Random primerin kullanim1
daha kisa ¢cDNA parcalarinin iiretilmesinde ve reverse transkriptaz genellikle uzun
mRNA'larin 5’ucuna ulasamadigindan mRNA'nin 5’ucglarinin ¢cDNA'ya doniistiiriiime
ihtimalinin arttirilmasinda faydali olabilir. Calismamizda bu asamada random primer
tercih edildi ve elde edilen cDNA’lar ekspresyon analizleri i¢in kullanildi. mMRNA
ekspresyonunun kantitasyonu igin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Northern blotting,
in situ hibridizasyon, RPA (RNase protection assays), cDNA assays, RT-PCR bunlar
arasinda sayilabilir. RT-PCR bu amagla kullanilan kolay, hassas ve ¢ok sayida iiriine
uygulanabilen bir yontem oldugu icin siklikla tercih edilmektedir. RT-PCR ¢ogalimini
goriinlir hale getiren ve es zamanli monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan {iriin ile dogru orantili olarak arttig1 bir
cogaltma yontemidir (137). Boya temelli yontemler o&zellikle ¢oklu mRNA'larla

calisildiginda birden fazla analiz i¢in oldukca diisiik maaliyet bakimindan avantajli
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olmasina ragmen; sahte-pozitif sinyaller iiretebilmesinden dolay1 dezavantajlidir. Cilinkii
boya, hem hedef hem de spesifik olmayan dizilere, yani herhangi bir ¢ift sarmalli
DNA'ya baglanabilmektedir. Prob yonteminin birincil avantaji, floresan sinyali tiretmek
icin prob ve hedef arasindaki spesifik hibridizasyona ihtiya¢ duyuldugu i¢in PCR
Ozgilliglinlin garanti altina alinmasidir (spesifik olmayan PCR {iriinlerinin olmadigini
dogrulamak icin PCR sonrasi analiz yapmaya gerek yok). En biiylik dezavantaj, farkli
hedef sekanslar i¢in farkli problarin sentezlenmesi geregidir. Avantajli olacagin
diisiindiigiimiiz i¢in ¢alismamizda ekspresyon analizleri problar kullanilarak yapilmistir.
Calismamizda her 6rnek ti¢li ¢alisildi ve her pleytte her gruptan 6rnek olmasina dikkat
edildi. Sonucta, her o6rnek icin elde edilen Cp degerleri hesaplama icin kullanildi.
Ekspresyon deneylerinin sonuglarini hesaplarken, mutlak (absolute) veya goreceli
(relative) kantifikasyon kullanilabilir. Mutlak kantifikasyon analizi, hedef mRNA'nin
mutlak miktar1 standart bir egri kullanilarak belirlenir. Bir referans numuneye (6rn.,
muamele edilmemis bir kontrol 6rnegi) gore verilen bir drnekte gen ekspresyonundaki
degisiklikleri analiz etmek igin goreceli bir kantifikasyon analizi kullanilmaktadir.
Goreceli kantifikasyon i¢in kullanilan iki hesaplama yontemi vardir: standart egri ve
karsilastirmali Cp (esik dongii sayis1). Bu iki yontem esdeger sonuclar vermektedir. Bu
caligmada, karsilastirmali  2-AACp yoOntemine gore goreceli kantifikasyon
gerceklestirildi. Bu yontem, bilinmeyen numunelerdeki gen kopya sayisinin tahmin
edilmesini saglar ve nicel verilerin normallestirilmesine izin veren tiim numunelerde
sabit kopya sayisina sahip bir housekeeping (referans gen) geni gerektirir (138).
Kantitatif RT-PCR uygulamalarinda normalizasyon amaciyla g¢esitli kosullarda
ekspresyonu degismedigi bilinen (veya en az etkilenen) bir referans gene ihtiyag¢ vardir.
Ekspresyon c¢alismalarinda en yaygin kullanilan referans genler; beta aktin (ACTB),
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), 18S ribozomal RNA (18S), fosfogliserat
kinaz 1 (PGK1), Peptidilprolil izomeraz A (PPIA) ve TATA box baglayici protein
(TBP)’dir (139). Referans genler endojen kontrol olarak da adlandirilirlar ve 6rnekten
ornege ortaya ¢ikan farkliliklar1 normalize etmek i¢in kullanilirlar. Bu yilizden yapilan
calismalarda uygun housekeeping geni segmek Onem tasimaktadir. Calismamizda
literatiir taramalarimiz sonucu adipoz dokuda gen ekspresyonu g¢alismalarinda siklikla
kullanilan, uygun olacagini disiindiigtimiiz B-Aktin housekeeping geni referans gen

olarak secilmis ve kullanilmistir.
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Obezite bircok metabolik bozuklugu beraberinde getiren diinya ¢apinda siklig
hizla artan metabolik bir hastaliktir. Obez olan insanlarda ve hayvanlarda dolasimda
kilo kaybi ile azalan CRP, IL-1, IL-6 ve TNF-a proinflamatuvar sitokinleri, akut faz
proteinleri, endotel hiicresi disfonksiyonu ve aktivasyonu belirtegleri ortaya ¢iktigi i¢in
diisiik dereceli kronik proinflamatuar durum olarak da tanimlanmaktadir (140). Genetik
ve cevresel faktorler obezitenin gelisiminde rol oynar ve diyet, bu hastaligin
gelismesine katkida bulunan baslica gevresel faktdrlerden biridir. Insanlarda diyetle
artan yag aliminin obezite ve diger ilgili metabolik hastaliklara neden olabilecek viicut
agirhigr artist ile iligkili oldugu gozlenmistir (141). Yagdan zengin diyetler sadece
insanlarda obeziteyi tesvik etmez, ayni zamanda hayvanlarda obezite olusumunu
indiiklemektedir. Insan obezitesi cogunlukla fazla kalori alimi sonucu gelistigi icin
hayvan c¢alismalarinda da diyet indiiklii obezite modelleri 6n plana cikmaktadir.
Gliniimiizde ¢esitli hastaliklara tan1 koyulmasi, patogenezlerinin aydinlatilmasi,
hastaliklardan korunma, tedavi olanaklarinin ve madde etkinliklerinin incelenmesi igin
deneysel hayvan modellerinin kullanimi olduk¢a yaygindir. Diyet indiiklii obezite
hayvan modelleri, genetik olarak 6zdes olan obez ve kontrol fareleri arasinda
karsilastirmalar yapilmasini saglar, boylece deneysel degiskenligin biiyiikk kaynagini
ortadan kaldirilir. Ayrica bu modeller anti-obezite bilesiklerinin ve obezitede gelisen
durumlar i¢in tedavilerin degerlendirilmesinde faydalidir (122). Farelerde yiiksek yagli
diyet ile olusturulmus obezite modeli digerlerine gore daha ge¢ sekillenmesine ragmen
diyete bagli gelisen insan obezitesini temsil edebilecek en uygun model olarak
goriilmektedir. Obezite ile ilgili ¢alismalarda uygun hayvan modelini kullanmak 1ilgili
fizyopatalojik mekanizmalarin agiklanabilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Inbreed
(yakin akrabali) yetistirilen C57BL/6J, AKR/J ve DBA/2J gibi fare irklar ile yapilan
karsilagtirmali ¢aligmalar yiiksek yagli diyet ile obezite modeli olusturmada en uygun
irkin C57BL/6J oldugunu gostermektedir. Ciinkii bu fare irki yiiksek yag icerikli diyet
ile beslendikleri zaman insanlarda goriilen metabolik sendroma benzer anormallikleri
gostermektedirler (8). Calismalarda kullanilan farkli yag asidi kompozisyonlarina sahip
bircok diyet, 'yiikksek yagli diyet' terimi altinda yer alir ve bu nedenle ortaya ¢ikan
fenotipler de biiyiik Olglide degiskenlik gosterir. Bunlardan dolayir ¢alisilan deney
hayvanlarinin tiirii ve irkinin yani sira diyetteki yag orani ve beslenme siiresi obezite

modeli olusturmada gerekli viicut artisinin saglanabilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.
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Sicanlarda ve farelerde diyetteki yag seviyesi ile viicut agirhgr veya yag kazanci
arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir. Bununla birlikte, tam olarak obezite tablosu
adiposit hiperplazisi, mezenterde yag depolanmasi, artan yag kitlesi, diyabet ve
hipertansiyon ile birlikte obezite tablosu yiiksek yagli diyetle beslendikten 16 hafta
sonra ortaya ¢ikmaktadir (128). Bu bilgiler 1siginda ¢alismamizda obezite modeli
olusturmada uygun bir irk oldugu bircok literatiirde belirtilen, obeziteye direngli
olmayan, insan obezite semptomlarini en iyi sergileyen C57BL/6J fare 1rki
kullanilmistir ve obezite olusumunu saglamak i¢in 16 hafta boyunca yiiksek yagl
diyetle beslenmislerdir. Literatiir incelendiginde ¢alismalarda %30-60 arasinda enerjinin
yaglardan saglandig1 diyetlerin siklikla kullanildig1 goriilmektedir Genel olarak, toplam
enerjinin % 30’dan fazlasinin yaglardan saglandigi diyetlerin kullanilmasi obezitenin
gelismesine yol acar (8). Bizim de calismamizda tercih ettigimiz enerjinin %60’ nin
yaglardan saglandigi diyet, kisa siirede obezite olusturmada daha avantajli oldugu igin

¢ogunlukla tercih edilmektedir.

Calismada kullandigimiz C57BL/6J 1rki erkek fareler, 6zellikle standardizasyon
ve beslenme siiresi de goz Oniine alindiginda 4-5 haftalik olanlar tercih edilmistir.
Deneye baslangic kilolar1 ve baslangi¢ yaslari kilo alimini etkileyecegi i¢in her grup
icinde ortalama agirliklarin ayn1 olmasina dikkat edilmistir. Sonuglarimizda goriildiigii
gibi ¢alisma gruplarimizin baslangi¢ agirliklar arasinda fark bulunmamaktadir (p>0.05)
(Bkz. Tablo 10). Obez fareler strese karsi olduk¢a hassastir ve stres; enerji harcamalari,
besin alimi, lokomotor aktivite ve viicut kompozisyonunu degistirerek enerji
hemostazin1 bircok yonden etkilemektedir. Bu yiizden kafes yerlesimi, farelerin
yogunlugu, gida kalitesi, farelerin taginmasi, bariaklari, fare kontrol siklig1 farelerde
obezite gelisimini etkileyecek durumlar olusturacaktir. BDNF heterozigot fareler wild
tiplere gore daha agresif, hiperaktif ve saldirgan bir fenotipte olduklari igin farelerin tek
tek yerlestirilmesine imkan saglayan 6zel havalandirilan kafes sistemi (RAIR IsoSysten)
kullanild1 ve fareler bu kafeslere tek tek yerlestirildi. Bu sekilde fazla sayida farenin
olusturacagi su veya yem yemedeki farkliliklar, saldirgan davraniglarda bulunma gibi
deneysel sonuglarimizi etkileyecek faktorler en aza indirgenerek tiim fareler igin
standart barinma kosullar1 olusturuldu. Ayrica bu durum c¢alisma i¢in alinan fareler
deneye ayni anda alinamadigi igin az sayida farenin ortam kosullarindan etkilenmeden

calismaya katilmasi i¢in imkan sagladi.
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PCR islemi sonrasinda yapilan elektroforez sonucuna gore deney farelerinin
genotipi belirlenmistir (Bkz. Resim 3). Kuyruklardan elde edilen 6rnekler, sonuglar
c¢ikmadiginda veya daha sonradan calisilan parametrelerin sonuglarina gére grup
biitiinliiglinii bozan bir durum ile karsilasildiginda genotipleme isleminin tekrarlanmasi
icin -80 dondurucuda saklandi. Genotipleme sonrasinda gruplara alinmadan fareler
standardizasyon i¢in 15 giin standart diyet ile beslendi. Bu, farelerin ortam kosullarina
adaptasyonu ve fareleri gézlemleyip deneye alinamayacak bir problemi olanlarin ekarte
edilmesine olanak sagladigi i¢in 6nem tasimaktadir. Fareleri kilo artigsini takip etmek ve
obezitenin gelisimini incelemek i¢in deneye baslangicta ve 4 ay boyunca 15 giin
araliklarla agirliklarindaki artig kaydedilmistir (Bkz. Sekil 14).

Standart (Ek 1) ve yiiksek yagl diyetlerle (EK 2) 16 haftalik beslenme siiresinin
ardindan, standart diyetle beslenen wild tip (kontrol) grubuna goére diger gruplarda
anlamli derecede kilo alimi gozlendi (p<0.05, Bkz. Tablo 10). Dekapitasyon ile
sakrifiye edilen farelerin epididimal ve subkutan yag dokulari alinirken yiiksek yagli
diyetle beslenen gruplarla arasindaki bu fark gozlemlendi (Bkz. Resim 5, Resim 6).
Boger ve arkadaslarinin standart diyetle besledikleri BDNF (+/-) ve WT farelerin 3, 12
ve 21. aylarda takip edilen viicut agirliklar1 arasindaki farkin 6zellikle yas ilerlerikge
belirgin olarak arttigimni gostermiglerdir (142). BDNF (+/-) heterozigot farelerde ve
BDNF geninde veya onun reseptorii TrkB geninde mutasyon olan farelerde,
hipotalamusta azalan BDNF gen ekspresyonlariyla birlikte hiperfaji ve obezite
gozlenmektedir. Ekzojen BDNF uygulamasi ise besin alimini ve viicut agirligini
azaltarak bu hayvan fenotiplerini tersine ¢evirmektedir (39). Insanlarda da BDNF veya
TrkB genlerinin mutasyonlar ile bazi obezite tlirleri veya diger yeme bozukluklar
arasinda iligkili bulunmaktadir (135). Kilo artis1 sonuglarina bakildiginda normal diyetle
beslenen heterozigot farelerde ortalama yiiksek yagli diyetle beslenen wild tip gruptaki
kadar kilo alimi1 gergeklestigi goriilmektedir. Bu sonuglardan BDNF’nin hiperfajik
etkisini gormekteyiz. BDNF’nin enerji dengesinin diizenlenmesindeki roliine ilaveten,
odil/bagimlilik sistemi araciligiyla lezzetli yiyeceklerin hedonik (hazci) beslenmesini
bastirmaktadir. BDNF-TrkB sinyal eksikligi olan fareler yiiksek yagli diyetle
beslendikleri zaman asir1 hiperfajik durum ortaya ¢ikar, bu da yemek biiyiikligiiniin
daha da artmasina yol agmaktadir (45, 143). Boylece, bu sistemde mutasyon olusumu

bireylerde asir1 yeme ve kilo artisina katkida bulunabilir. Bu ¢alismada, diyet yaginin ve
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BDNF eksikliginin farelerde obezite gelisiminde bir etkisi oldugu yiliksek yagh diyetle
beslenen heterozigot farelerde acik¢a goriilmektedir. Yiiksek yagli diyetle beslenen
BDNF heterozigot farelerde diger gruplara gore artan kilo hedonik beslenme durumunu
desteklemektedir. Bu yiizden BDNF sinyali bozuldugu zaman odiil merkezinin
yapisindaki ve islevindeki degisiklikleri anlamak da kritik 6nem tasimakta ve yiiksek
yagli diyetin asirt alimi insan obezitesinin Onemli bir nedeni oldugu icin BDNF
eksikligi yiiksek yagli diyete bagli artan hiperfajiye yol agabilmektedir. Ayrica
obezitede de artan stresin hipokampustaki sinir hiicrelerinin olusumunu 6nemli Gl¢iide
bozarak BDNF ekspresyon seviyesini diisiirecegini belirtilmektedir. Kemirgenlerde
strese cevap olarak artan plazma kortikostreron yiiksek yagli diyet uygulamasinda
artmaktadir. Zheng ve arkadaslari, BDNF ve kortikostreron arasindaki negatif iliskiyi
ortaya koymuslardir (144). Yiiksek yagh diyetle ortaya ¢ikabilen stres durumu da
BDNF sentezini azaltabileceginden yiiksek yagli diyete bagl kilo artist ve BDNF
iligkisini destekleyen faktorlerden birinin ortaya ¢ikan strese bagli olmasi muhtemel
goriilmektedir. BDNF’nin beslenme davranmisim1 diizenleyen molekiiller {izerine

etkilerinin bakilmasi kilo alimimnin ayrintili incelenmesi bakimindan faydali olacaktir.

Dekapitasyon ile sakrifiye edilen farelerden alinan serum orneklerinde glukoz,
trigliserit rutin biyokimya laboratuvarinda olgiildii. Serumdaki leptin, adiponektin,
rezistin, PAI-1, BDNF ve insiilin parametrelerinin tayininde ise proteinlerin kantitatif
analizinde siklikla kullanilan ticari olarak satin alinan immiinolojik 6l¢im yontemi olan

ELISA teknigi kullanilmistir.

Calismamizda heterozigot kaynakli BDNF azalmasmi teyit etmek ve diyet
etkisine bakmak i¢in 6l¢tiiglimiiz serum BDNF degerleri heterozigot gruplarda, kontrol
grubuna gore anlaml diisiik bulundu (p<0.05) (Bkz. Sekil 11). Gruplarin ortalamalarina
baktigimizda genotipte yapilan %50 azalmanin bekledigimiz sekilde serum degerlerine
yansimadigin1 gormekteyiz. BDNF proteinini kodlayan iki allelden birinden yoksun
olan transgenik fare modelinde pek cok beyin bolgesinde BDNF ekspresyonu %50
oraninda azalmistir. BDNF heterozigot transgenik (+/-) farelerde BDNF ekspresyonu
diisiik oldugundan dolay1 bu hayvanlarda dolasim BDNF diizeylerinin de diisiik olmasi
beklenmektedir. BDNF diizeylerinin deneysel manipiilasyonlari, beslenme ve
metabolizmayi etkiler ve gida yoksunlugu, stres gibi ¢evresel faktorler beyindeki BDNF
ekspresyonunda degisikliklere neden olur (10). Yamada ve arkadaslar1 yaptiklari bir
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caligmada 16 hafta kalorinin %60’inin yaglardan saglandigi diyetle beslenen erkek
C57BLAJ farelerin korteks ve hipokampiisiinde BDNF protein miktarlarinin kontrole
gore azaldigim1 bulmuslardir (145). Yaptigimiz oOlgiimlerde yiiksek yagh diyetle
beslenmenin dolasim BDNF diizeyleri izerine etkisini bulamadik. mRNA ekspresyonu
sonrast modifikasyonlar nedeniyle sentezlenen protein ekspresyon oranini
yansitmamaktadir. Ciinkii serum BDNF seviyeleri i¢in eger proBDNF ve olgun BDNF
doniistimiinii yapan proteazlar fazla eksprese oluyorsa kanda daha fazla olgun-BDNF
seviyeleri elde edilir. BDNF’yi pargalayan proteazlarin artmasi ise kanda BDNF
seviyelerini disiiriir. Farkli bir kesilme vasitasiyla, pro-BDNF ayrica 28 kDa'lik
(kesilmis-BDNF) basgka bir proteolitik BDNF izoformu iiretebilmektedir. Bu yiizden
toplam BDNF miktarin1 daha dogru yansitmasi acisindan BDNF izoformlarini da
Olgmek aradigimiz oranlari hem daha iyi yansitacak hemde sizofreni, depresyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok patolojik durumla iligkilendirilen (146)
proBDNF diizeylerinin dolasimdaki miktarina bakilarak diyet etkisinin bu patolojiler
tizerine etkisi incelenebilecekti. Ek olarak, saglikli goniilliilerde yapilan bir ¢alismada
plazma BDNF degerleri araligi 8.0-927.0 pg/mL olarak bulunmustur (147). Farelerde
de boyle bir durum séz konusu ise, BDNF miktarlarindaki bu genis aralik, heterozigot
gruplarda beklenen %>50’lik azalmanin serum seviyelerine yansimamasinin sebebi

olarak gosterilebilir.

Obezite, viicut agirligi, yag dokusu, glukoz metabolizmasi, kolesterol seviyesi ve
inflamatuar belirteglerin bozulmalarini igeren ¢oklu organ sistemi hastaligidir (62). Bu
nedenle, calismalarda obezite gelisimi boyunca veya sonrasinda ¢ok ¢esitli parametreler
incelenmekte ve dlgebilmektedir. Bununla birlikte kullandigimiz diyet igerigi ve hayvan
modeli, farkli fizyolojik parametreleri etkileyebileceginden yapilacak Olctimleri ve
deneysel yontemleri iyi belirlemek gerekmektedir. Bizim c¢alismamizda da hayvan
modelini karakterize etmek ve metabolik durumu daha iyi yansitacagin diisiindiigiimiiz
icin baz1 obezite patolojilerinin olusumunu da desteklemesi agisindan serum aglik

glukoz, trigliserit ve insiilin degerleri 6l¢lilmiistiir.

Calisma gruplarimiz serum trigliserit yoniinden karsilastirildiginda kontrol
grubuna gore yiiksek yagl diyetle beslenen gruplarin her ikisinde de anlamli yiiksek
bulunmustur (p<0.05) (Bkz. Tablo 10). Julio ve arkadaslar1 C57BL/6J farelerini 16
hafta boyunca kalorinin %60 ve %10’unun yaglardan saglandig: diyetlerle besledikleri
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farelerin  serum trigliserit degerlerinde artis bulmuslardir (148). Sonuglarimiza
bakildiginda heterozigot standart diyetle beslenen grupta serum trigliserit diizeyleri
arasinda anlamli bir fark bulunamamustir. Tip 2 diyabetli insanlarda yapilan bir
calismada plazma BDNF seviyeleriyle trigliserit seviyeleri arasinda pozitif iliski
bulundugunu belirtmislerdir (102, 149). Hepatik BDNF mutasyonu olusturulmus
farelerde yapilan bir ¢aligmada ise serum trigliserit seviyelerinde wild tip farelere gore
degisiklik bulamamuslardir (150). Literatiir incelendiginde insan ve fareler arasinda
BDNF ile dolasimdaki trigliserit degerleri arasindaki iliskinin farkli bulundugu
goriilmektedir. Insanlarda BDNF trombositlerde depolandig igin &zellikle inflamatuar
durumlarda dolasimda seviyesinin degismesi muhtemeldir. Ayrica insanlarda trombin,
kollajen, Ca™ ve shear stres trombositlerden BDNF'nin hizli bir sekilde
serbestlesmesine neden olabilir (151). Farelerde boyle bir durum olmadigindan
patolojik durumlarin seruma yansimasinda insan-fare arasinda uyusmazliklar olmasi
beklenebilir. Deney sonuglari serum aglik glukoz degerleri yoniinden incelendiginde
kontrol grubuyla karsilastirildiginda BDNF heterozigot gruplarin ikisinde de anlamli
artis bulunmustur (p<0.05) (Bkz. Tablo 10). BDNF'nin istah degisikliginden bagimsiz
hipoglisemik bir etkisi bulunmaktadir. Sistemik olarak uygulanmasi, diyet indiiklii obez
ve insiilin eksikligi bulunan diyabetik modellerde glukoz metabolizmasini gelistirip,
kalori alimini ve hiperglisemiyi azaltmaktadir (152). Meek ve arkadaslar1 yaptiklari bir
calismada BDNF'nin merkezi enjeksiyonunun kan glukoz seviyelerini diistirdiigiinii ve
bu etkinin, insiilinden bagimsiz oldugunu, ciddi insiilin eksikligi olan streptozotosinli
diyabetik wistar sicanlarda gostermislerdir. Bunu da esas olarak glukagon seviyelerini
azaltarak hepatik glukoz iiretimini azaltmasi yoluyla yaptigini belirtmislerdir. EK olarak
bu hayvanlarda glukoz-6-fosfataz ve fosfoenolpiruvat karboksi kinazi da igeren anahtar
glukoneogenik enzimlerin inhibisyonu yoluyla da hepatik glukoz iiretimini azalttigini
gostermisleridir (153). Kernie ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, haftada bir veya iki kez (70 mg/kg/hafta) db/db farelere 3 hafta
boyunca BDNF uygulamasi, kan glukozunu ve hemoglobinAlc'yi (HbAlc = glikolize
olmus hemoglobin) 6nemli 6l¢iide azalttigin1 gostermislerdir (154). Yukarida verildigi
gibi BDNF'nin kan glukoz diizeyini diistirdiigii ve sistemik glukoz dengesini diizelterek
instilin direncini onleyebilecegi birgok ¢alismada goriilmektedir. Calismamizda yiiksek

yagl diyetle beslenen wild tip grubunda serum aclik glukoz seviyeleri standart diyetle
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beslenen wild tip grubu ile karsilastirldiginda artis olsada bu artis anlaml
bulunamamistir. Benzer sekilde Joanne ve arkadaglarmin erkek C57BL/6 fareler
kullanarak yaptiklari bir ¢alismada kalorinin %60’ inin yaglardan saglandigi diyetle 6 ay
beslendiklerinde aglik glukoz degerlerinde degisiklik bulamamislardir. Insiilin
direnciyle ve glukoz toleransiyla iliskili viseral yag birikiminin yani bdlgesel yag
dagilimmin degerlendirilmesinin faydali olacagini belirtmislerdir (155). C57BL/6
farelerini 10 hafta boyunca farkli yag kaynaklarindan olusan (domuz yagi, zeytinyagi,
aycicegi yagi, kanola yagi), enerjinin %60'n1in yaglardandan saglandig1 diyetle beslenen
gruplarla, kontrol grubunun (kalorinin %10'u yaglardan) kan glukoz degerlerinde
degisiklik olsa da bu degisikligi istatistiksel anlamli bulamamislardir. (156). Yetiskin
C57BL/6 farelerine, 16 haftalik bir periyot boyunca yiiksek yagli (kalorinin % 60’1
yaglardan) ve standart diyet (kalorinin % 10’u yaglardan) verildiginde yiiksek yagl
diyetin hiperglisemiyi gelistirdigi gosterilmistir (148). Cesitli fare, si¢an tiirleri ve farkli
diyet igerikleri kullanilarak yapilan c¢alismalarin karsilastirmali incelendigi bir
derlemede olgiilen parametrelerin  (glukoz, insiilin, leptin, adiponektin, rezistin,
trigliserit) degiskenlik gosterdigi goriilmektedir (141). Teorik olarak aymi yag
tirlerinden olusan diyetler, birincil yag kaynaklar ile diyet hazirlanmasi arasindaki
kontrol edilemeyen farkliliklar nedeniyle ayn1 deneysel isleyise ragmen farkli sonuglara
neden olabilir. Bu farkin kesin nedeni acgik degilken, genetik ge¢misteki farkliliklar,
hayvan cinsiyeti ve yiiksek yagh gida formiilii farkli sonuglar dogurabilir. Literatiirde
kullandigimiz yagh diyet yiizdesi ve fare tiiriinde baz1 ¢alismalarda hiperglisemi ortaya
¢iksa da bizim sonuglarimizda yiiksek yagli diyetle beslenen gruplarin aglik glukoz
degerlerinin kontrole gore anlamli fark bulunamamasi, diyet kaynakli sebeplerden ve 4
aylik siirenin yeterli olmamasindan dolay: olabilir. Calismamiz BDNF’nin ve yliksek
yagl diyet kullaniminin aglik glukoz seviyelerine etkisinin karsilastirmali incelenmesi
bakimindan o6nem tasir. Bakildiginda BDNF heterozigot farelerde aclik glukoz
degerlerinin yiiksek yaglhh diyetle beslenen gruptan daha yiiksek oldugunu
goriilmektedir. Bizim sonuglarimiza gore BDNF eksikliginin kan glukoz degerleri
tizerine etkisinin obezite modeli olusturmada siklikla kullanilan yiiksek yagl diyete
gore daha etkili oldugunu gormekteyiz. Yiiksek yagl diyetle beslenen BDNF (+/-)
farelerdeki yiiksek glukoz seviyeleriyle bu proteinin, obezite durumunda veya

obeziteden bagimsiz etkili diyabetik faktorlerden biri olabilecegini soyleyebiliriz.
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Insiilin, glukoz metabolizmasmin ana diizenleyici hormonudur ve merkezi sinir
sisteminde anorektik etkilere sahiptir. Yag dokusunda, lipolizi azaltir, boylece
adipositlerden serbest yag asidi akisini azaltilir; karacigerde, insiilin anahtar enzim
aktivitelerini azaltarak glukoneogenezi inhibe eder ve iskelet kasinda insiilin gogunlukla
GLUT4 glukoz tasiyicisinin plazma zarina translokasyonunu uyararak glukoz alimini

indiikler (157).

Gruplarin serum insiilin degerleri karsilastirildiginda kontrol olarak aldigimiz
gruba gore diger tiim gruplarda anlaml bir artis goriillmektedir (p<0.05) (Bkz. Tablo
10). Obezite, artmis bazal plazma insiilin seviyeleri ve insiilinin metabolik etkilerine
kars1 direng ile iliskilidir. Obeziteden bagimsiz olarak da, yliksek yagl diyetle beslenme
kendiliginden glukoz toleransinda bozulmaya ve insiilinin kan sekeri diisiiriicli etkisine
duyarsizliga katkida bulunur (158). Hayvan calismalar1 da, ayni sekilde yiiksek yagl
beslemeyle hiperinsiilinemi ve insiilin direncinin indiiklendigini gostermistir. Niloofar
ve arkadaslarinin yaptguni ¢aligmada 15 hafta boyunca yiiksek yagl diyetle (toplam
kalorinin %10-20-30-40-50-60" yaglardan) beslenen disi C57BL/6J farelerde, yiiksek
insiilin seviyeleriyle birlikte diyet yaginin yiizdesi ile glukoz intolerans: arasinda pozitif
iligki bulunmustur (8). Bu doz bagimli etki erkek Sprague—Dawley si¢anlarda enerjinin
farkli yag oranlarindan (kalorinin  %10-32-45’1 yaglardan) saglandiginda da
gozlenmistir (159). Literatiirdeki hayvan ¢alismalarinda BDNF eksikliginin dolasimdaki
insiilin degerlerini arttirdigi goriilmektedir (4). Nakagawa ve arkadaslarmin yaptiklart
bir ¢alismada BDNF'nin ICV inflizyonunun C57BL/KsJ db/db kemirgenlerde periferik
insiilin duyarhiligimni arttirdigini gostermislerdir (50). Yine aymi sekilde Tsuchida ve
arkadaglarinin yaptiklart bir ¢alismada 14 giin boyunca db/db farelere BDNF'nin
subkutan enjekte edilmesi, insiilin ile uyarilan PI3K aktivitesini karacigerde, iskelet
kasinda, kahverengi yag dokusunda arttirmistir (160). Calismamizda literatiire paralel
olarak BDNF eksikliginin ve yiiksek yagli diyetle beslenmenin serum insiilin

degerlerini arttirdigin1 gérmekteyiz.

Deney sonuglarimizdaki aclik glukoz ve insiilin seviyeleri kullanilarak
hesapladigimiz insiilin direnci (HOMA-IR), kan insiilin seviyelerine paralel sekilde
¢ikmis ve kontrol grubuna gore diger {i¢ grupta da anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05)
(Bkz. Tablo 10). Cesitli durumlarda ortaya ¢ikan insiilin direnci; insiilin reseptorlerinde,

glukoz taginmasinda ve metabolizmasinda azalmalara ek olarak karacier ve kasta
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glukozun glikojen olarak depolanmasinda azalmalara sebep olmaktadir. insiilin direnci,
dolagimdaki serbest yag asitleri konsantrasyonlarmmin artmasina ve ektopik yag
birikimine neden olarak iskelet kasinda insiilin aracili glukoz alimini engeller ve
karacigerde glukoz iiretimini artirir (161). Boylelikle artan insiilin miktarina ragmen
olusan insiilin direncinden dolayr kan glukoz degerleri artmaktadir. Obezitede asiri
miktarda yag dokusu, hipoksi, oksidatif stres, endoplazmik retikulumu stres altina
sokar, bu da sitokinlerin salgilanmasina ve hiicrelerin insiiline duyarliliginda azalmaya
neden olur. Ozellikle yiiksek yagh diyetle gelen veya kilo alimi kaynakli diyet yag
asitleri hiicre membranlarinin kompozisyonunu etkiler. Sonugta reseptorlerin insiilin
icin afinitesi ve hiicre iizerindeki davranis1 degisir. Diger organlar da insiilin
metabolizmasi degisiminden etkilenmeye baglar ve istenmeyen metabolik degisimler
gorilir. Bu anormallikler toplam enerjinin % 40'indan fazlasi yaglardan alindiginda
ortaya ¢ikmaktadir (162). Obezitenin sebep oldugu bu durumlar insiilin direncini
indiikleyebildigi gibi HOMA-IR sonuglarimizdaki gibi literatirde BDNF’nin insiilin
duyarliligin1 arttirabilecegi bazi ¢alismalarda gosterilmistir (160). Ayrica C-reaktif
protein, IL-6, TNF-a ve hiicresel adezyon molekiilleri gibi plazmadaki inflamatuvar
belirtecler obez kisilerde ylikselmekte ve kilo artisi, insiilin direnci parametreleri ile
korelasyon gostermektedir. Obez fare modellerinde, yag rezervlerindeki makrofaj
infiltrasyonu ve artmis immiin aktivite, sistemik insiilin direnci ile iliskilendirilmistir

(163).

Serumda Ol¢tiigiimiiz parametrelerden leptin ¢ogunlukla yag dokusu tarafindan
tiretilen bir adipokindir ve besin alimi, enerji harcamalari, biiyiimenin diizenlenmesinde
onemli fonksiyonlar gostermektedir. Enerji metabolizmasi {izerine esas etkisini
hipotalamusta ortaya koyan leptin, burada anoreksigenik proteinlerin sentezini arttirip
oreksigenik peptitlerin sentezini azaltarak istah1 baskilamaktadir. A¢likta dolagim leptin
seviyeleri azalirken, beslenme veya obezite leptin diizeylerini artirir. Dolasgimdaki leptin
seviyeleri, organizmada beyaz yag dokusunun toplam miktar1 ile dogrudan iligkilidir
(164).

Deney sonuglarimizdaki gruplarin serum leptin seviyeleri Karsilastirildiginda
standart diyetle beslenen wild tip grubuna gore diger gruplarda anlamli yiiksek
bulunmustur (p<0.05) (Bkz. Sekil 16). Yag kiitlesinin artmasiyla dolasimdaki seviyeleri
artan leptinin yiiksek yagl diyetle birlikte arttigim1 gosteren bir¢ok c¢alisma
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bulunmaktadir. Wang ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 7 hafta boyunca yiliksek
yagh diyetle (kalorinin % 58'i yaglardan) besledikleri C57BL/6J irki erkek farelerde
yiiksek serum leptin seviyeleri bulmuslardir (165). Aymi sekilde erkek C57BL/6J
farelerle yapilan baska bir ¢alismada, kalorinin %40’ 1nin yaglardan saglandigi diyetle 5,
14 ve 19 haftalik siirelerde beslendiklerinde serum leptin diizeylerindeki artisi,
beslenme siiresindeki artigla orantili olarak gostermislerdir (166). Yapilan ¢alismalarda
BDNF eksikligi olan hayvan modellerinde zayif veya wild tip farelerle
karsilastirildiginda dolasim leptin seviyeleri onemli derecede arttigi goriilmektedir.
Kernie ve arkadaslar1 BDNF heterozigot farelerde yaptiklari ¢aligmada serum leptin
seviyesini wild tip farelere gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir (4). Bu
calismaya paralel olarak dogum sonrasi beyinde BDNF’nin silinmesiyle olusturulan
mutant farelerde serum leptin seviyelerinde 15 katlik bir artis bulmuslardir (36). Cesitli
calismalarda yiiksek yagli diyetle beslenen hayvanlarin uygulanan leptine karsi direng
gosterirdikleri belirtilmistir. 8, 20 ve 32 hafta yiiksek yaglh diyetle (kalorinin %45’
yaglardan) beslenen C57BL/6J erkek farelere leptin uygulamasi sonucu hepatik
trigliserit birikiminden dolayr bozulan leptin reseptdr sinyali sonucu leptin direnci
olustugunu gostermislerdir (167). Yiiksek yaglh diyet tiikketilmesinin indiikledigi leptin
direncinden dolay1 leptinin enerji dengesinin diizenlenmesindeki etkisini sinirladigi
goriilmektedir. Hiperleptinemiyle olusan leptin direnci sadece periferik dokularda degil
beyindede ortaya ¢ikmaktadir. Diyet indiiklii farelerde hipotalamusta leptin reseptdr
ekspresyonunun azaldigini gosteren galismalar vardir (136). Leptin, gida alimi azalmasi
ile ilgili VMN dahil olmak tizere bazi beyin bolgelerinde BDNF sentezini arttirip, besin
almin1 azalttigini séylemistik (38). Bu sekilde artan leptin seviyeleriyle hipotalamik
noronlarda bozulan postreseptor sinyali, besin alimiin baskilanmasindaki azalma

vasitasiyla patolojik kilo alimina sebep olabilir.

Subkutan ve epididimal yag dokularinda ¢alisma gruplarmin leptin ekspresyonu
kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Bkz. Sekil 21). Esas olarak
yag dokusu kaynakli olan dolagimdaki leptin diizeyleri, artan ekspresyon diizeyleriyle
uyumludur. Leptin plazma konsantrasyonu ve yag dokusunda mRNA ekspresyonu ile
viicut kitle indeksi pozitif korelasyona sahiptir ve dogrudan obezite siddeti ile iliskilidir
(168). Literatiirde subkutan yag dokusunun leptin sentezleme kapasitesinin daha ¢ok

oldugu belirtilmektedir (169). Calismamizda epididimal ve subkutan yag dokularinin
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ekspresyon sonuclarina bakildiginda subkutan yag dokusunda daha fazla sentezlendigini
gormekteyiz (Bkz. Sekil 21). Gollish ve arkadaslarinin standart diyet (kalorinin %13’
yaglardan) ve yiiksek yag igerikli diyetle (kalorinin % 601 yaglardan) 4 hafta
besledikleri Sprague-Dawley 1rki siganlarda 6zellikle subkutan yag dokusunda artan
leptin ekspresyonuyla serum seviyelerini yiiksek bulmuslardir (170). C57BL/6J 1rki
fareleri standart (kalorinin %18'i yaglardan) ve yiiksek yagh diyetle (kalorinin %42'si
yaglardan) 16 hafta besledikleri farelerin epididimal yag dokusunda leptin ekspresyonu
artisin1 gormislerdir (171). Yiiksek yagl diyet indiiklii obezitede ortaya ¢ikan timor
nekroz faktor-a ve interlokinler, leptin gen ekspresyonunu ve dolasimdaki leptin
diizeylerini arttirmaktadir. Ozellikle TNF-a, adipositlerden leptin  salmmasin
diizenleyerek obezite ile iligkili hiperleptinemiye katkida bulunur. Obezitede esas olarak
subkutan yag dokusunda arttig1 gosterilen TNF-a sentezinin bu ekspresyona katki
saglayabilecegi distiniilmektedir (172). Leptinin hipotalamusun bazi bolgelerinde
BDNF sentezini indiikledigi gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (51). Leptin hipotalamik
BDNF’yi arttirirken, BDNF’nin sempatik-beta adrenerjik sinyal ve hipotalamik-pitiiiter-
adrenal aks (HPA) vasitasiyla adipositlerde leptin tiretimini azalttigi belirtilmektedir
(173). Bu konuyla ilgili Lei ve arkadaslarmin timér biiylimesine zenginlestirilmis
cevrenin etkisine bakmak amaciyla yaptiklart bir ¢alismada, hipotalamik BDNF
ekspresyonunu arttirdigr bilinen zenginlestirilmis ¢evrenin beyaz yag dokusunun
sempatik inervasyonunun aktiflesmesine yol agarak B-adrenerjik reseptorler vasitasiyla
leptin ekspresyonunun ve saliniminin baskilanmasina yol agtigini gostermislerdir.
Serumda gozlenen leptin degisiklikleriyle uyumlu olarak, zenginlestirilmis cevrede
yasayan farelerin leptin ekspresyonunun beyaz yag dokusunda yaklasik % 50 azaldigini
gostermislerdir (174). Bu sekilde BDNF heterozigot farelerde azalan BDNF
degerlerinin adipoz dokularda leptin sentezinin artmasina yol agmasi olasidir. BDNF
eksikligiyle birlikte obezitede daha da artmis leptin ekspresyonu sonucu olusan
hiperleptinemi; hiperfaji, insiilin direnci, hiperglisemi ve merkezi hipoleptinemiyi
beraberinde getirebilmektedir.

Adiponektin yag asidi oksidasyonunu ve insiilin duyarliligini arttiran bir
adipokindir. Anti-aterojenik ve anti-inflamatuvar ozelligi vardir. Iskelet kasindaki

serbest yag asitlerinin beta oksidasyonunu artirir ve hepatik glukoneogenezin insiilinle

inhibisyonunu giiclendirir (175). Diger pek ¢ok adipokinin aksine dolasimdaki
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adiponektinin konsantrasyonlari, viicut kitle indeksi, glisemi, aglik insiilin degerleri ve
obezite, tip 2 diyabet hastaliklariyla negatif korelasyon gosterir. Obezite ile iliskili
katekolaminler, insiilin, glukokortikoidler, TNF-a ve IL-6'y1 igeren ¢esitli hormonlar, in

vitro yag hiicrelerinde adiponektin salgilanmasini baskilamaktadir (176).

Gruplarin adiponektin seviyeleri karsilagtirildiginda kontrol grubuna gore diger ti¢
grubun serum adiponektin diizeylerinde anlamli bir azalma bulunmustur (p<0.05) (Bkz.
Sekil 17). Mariana ve arkadaslart C57BL/6 irki fareleri 10 hafta yiiksek yagl diyetle
(kalorinin %60’1 yaglardan) beslendiklerinde insiilinle ters orantili olarak serum
adiponektin degerlerindeki azalmay1 gérmiislerdir (156). C57BL/6J 1rki fareleri standart
ve yiiksek yagl diyetle (kalorinin %60°1 yaglardan) 4 hafta besledikleri farelerin serum
adiponektin seviyelerini diisiik bulmuslardir (177). Giiniimiizde adiponektin serum
konsantrasyonlari, glukoz toleransi ve metabolik homeostazin 6nemli bir gdstergesi
olmaya devam etmektedir (178). Gruplarda azalan adiponektin seviyeleri insiilin
direncini ve inflamatuar sitokinlerin {iretimini arttiracagindan BDNF’nin de etkiledigi

goriilen bu diisiislin uzun donemde metabolik etkileri 6nem tasimaktadir.

Metabolik hastalik i¢in yiiksek oranda iligkili bir risk faktorii olan viseral kilo
alimi, insiilin direnci ve diisiik adiponektin seviyeleri ile baglantilidir (179). Obezitede
artan proinflamatuar sitokinler ve hipoksi, oksidatif stres gibi kosullar tarafindan
adiponektin ekspresyonu inhibe edilir (180, 181). Calismamizda viseral yag deposu olan
epididimal yag dokusunda serum adiponektin ile tutarli olarak ekspresyonunda kontrole
gore bir azalma goziikse de sadece yiiksek yagli diyetle beslenen BDNF heterozigot
farelerde anlamli bir azalma bulunmustur (p<0.05) (Bkz. Sekil 22). Adiponektin viseral
yag dokusundan daha ¢ok sentezlenmektedir (74) ve sonuglarimiza bakildiginda asil
azalmanin bu yag deposunda oldugunu gérmekteyiz. Joanne ve arkadaslari 15 hafta
boyunca yiiksek yagli diyetle besledikleri (kalorinin %45’i yaglardan) C57BL/6 irki
farelerin subkutan ve epididimal yag dokularinda adiponektin ekspresyonunda degisme
bulamamiglardir. Ancak 24 haftalik beslenme periyodunun sonunda adiponektin
ekspresyonundaki azalmayr gormiislerdir (182). Diyetle indiiklenen obezitede
adiponektin  mRNA diizeylerindeki azalmanin her zaman serum adiponektin
konsantrasyonlariyla paralel diisiisii yansitmadigr goriilmektedir. C57BL/6J erkek
farelerde Barnea ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, yiiksek yagli ve kontrol diyeti

verdikleri gruplarda epididimal yag dokusunda ekspresyondaki azalmaya karsin
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serumda anlamli bir azalma bulamamislardir ve dolasimdaki adiponektin seviyeleri i¢in
transkripsiyon sonrasi kontrol mekanizmalarinin karmagikligini vurgulamislardir (183).
Dolasimdaki adiponektin seviyelerinin netlesmemis mekanizmalarla diizenlendigi
goriilmektedir. Calismamizda buldugumuz serum adiponektindeki azalmaya, epididimal
dokuda ekspresyondaki azalma eslik etse de, dokudaki azalma istatistiksel olarak
anlamli degildi. Serumdaki bu azalmaya adiponektinin yag dokusuyla birlikte
sentezlendigi karaciger gibi diger organlardaki ve diger yag depolarindaki azalmanin da
katki yapmis olmasi muhtemeldir. Epididimal yag dokusunda yiiksek yagh diyetle
beslenen heterozigot farelerde baskilanan adiponektin ekspresyonuna BDNF
yoksunlugunda da artan ve yiiksek yagh diyette ortaya ¢ikabilen inflamatuar
molekiillerin rolii olabilecegi diisiinmekteyiz. inflamasyonun bir gdstergesi olarak da
degerlendirdigimiz leptin/adiponektin oraninda yiiksek yagli diyetle beslenen BDNF
(+/-) grupta daha yiiksek buldugumuz degerler artan inflamasyonun gostergesi olabilir.

Leptin ve adiponektin, inflamasyon ve insiilin direnci iizerine ters etkilere
sahiptir. Leptin, insiilin direnci ve tip 2 diyabet ile iligkili tiimér nekroz faktor-o,
interlokin-6 gibi proinflamatuar sitokinleri uyarir. Buna karsilik, adiponektin anti-
inflamatuar Ozelliklere sahiptir ve bir dizi proinflamatuar immun diizenleyicinin
ekspresyonunu ve salgilanmasini baskilar. Insiilin direncinin patogenezinde obezitenin
merkezi rolii g6z Oniine alindiginda, plazma leptin ve adiponektin oranlarinin, bozulmus
yag dokusu fonksiyonunu yansitip, bir inflamatuar marker olarak kullanilarak faydali
bir insiilin indeksi olusturdugunu varsaymuglardir. Analizler sonucu Leptin/adiponektin
oraninin en az insiilin direncinin altin standart 6l¢iitii kadar insiilin direnciyle giiglii bir
sekilde iligkili oldugunu géstermislerdir (184, 185). Calismamizda  leptin/adiponektin
oranina baktigimizda kontrol grubuna gore diger gruplarda anlamli artis bulunmustur
(p<0.05) (Sekil 18). Bu bilgiler dikkate alindiginda inflamasyonun ve insiilin
direncinin en fazla oldugu grup yiiksek yagl diyetle beslenen BDNF (+/-) grubu olarak
goziikmektedir. Buna gore BDNF’nin de artan inflamasyon vasitasiyla insiilin direncini

indiikleyebilecegini sdyleyebiliriz.

Zayif farelere rezistinin ekzojen enjeksiyonu, insiilin duyarliligmmi azaltir ve
glukoz intoleransini indiikler. Genel olarak yliksek rezistin seviyeleri, kemirgenlerde

glukoz intoleransi, azalmis insiilin duyarliligi, hiperglisemi ve dolasimdaki serbest yag
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asitleri seviyesiyle, obezite, diyabet gelisimi iligkili iken, insanlarda ateroskleroz ve
kardiyometabolik hastalik ile iliskili bulunmaktadir (186).

Serum rezistin seviyeleri yiiksek yaglh diyetle beslenen gruplarda kontrol grubuna
gore anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Bkz. Sekil 19). Yiiksek yagh diyetin gesitli
hayvan modellerinde dolasimdaki rezistin seviyelerini arttirdigiyla ilgili c¢aligmalar
bulunmaktadir. Steppan ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada 8 hafta boyunca
enerjinin %45’inin yaglardan saglandigi diyetle beslenen C57BL/6J farelerde serum
rezistin seviyelerini yiiksek bulmuslardir (187). Yine aynmi sekilde 6 haftalik erkek
C57BL/6 fareleri 12 hafta boyunca yiiksek yagli diyetle (toplam kalorinin % 60'1
yagdan) beslediklerinde standart diyet (toplam kalorinin % 10 yagdan) grubuna gore
serum rezistin seviyelerini yiiksek bulmusglardir (188). Sonuglarimiz BDNF etkisi
yoniinden incelendiginde standart diyetle beslenen heterozigot farelerde serum rezistin
seviyelerinde herhangi bir degisiklik goriilmedi. Yiiksek yagli diyetle beslenen wild tip
ve heterozigot farelerin serum rezistin seviyeleri birbirine ¢ok yakin bulundugu i¢in

serum rezistine olan etkinin sadece diyet kaynakli oldugu sonucuna varildi.

Epididimal yag dokusunda daha c¢ok sentezlendigi bilinen rezistin ekspresyon
seviyeleri bu dokuda kontrol grubuna gore diger ii¢ grupta anlamli sekilde azalmigtir
(p<0.05) (Bkz. Sekil 23). Calismamizda rezistin dolasim seviyeleriyle yag dokusu
ekspresyonu arasinda iliski bulunmamustir. Yag dokusunda rezistin gen ekspresyonunun
BMI veya insiilin direnci biyolojik belirtecleri ile iliskisi acik¢a dogrulanmamastir.
Ciinkii dolasimdaki rezistin, genetik ve diyetle indiiklenen obez fare modellerinde
yaglanmanin artmasiyla birlikte artarken, bircok calismada obezitede yag dokusunda
rezistin mRNA seviyesinin baskilandigr bulunmustur (189, 190). Yapilan hayvan
calismalarinda yag dokusunda rezistinin mRNA diizeylerinin obez hayvanlarin yag
dokusunda baskilandig1 ve dolasimdaki insiilin veya glukoz seviyeleri ile pozitif iligkili
olmadigint gostermektedir (191, 192). Le ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada
rezistin mMRNA’sinin obez farelerde baskilanmasmna karsin, dolasimdaki rezistin
seviyesini 6nemli Olgiide artmis ve insiilin, glukoz, lipitler ile ¢ogunlukla pozitif
korelasyon gosterdigini bulmuslardir. Farkli yag miktar1 igeren diyetle besledikleri
(distik yagh %10, yiiksek yagh %45) C57BL/6J farelerin epididimal yag dokusunda
MRNA ekspresyonu diyet yag orani arttik¢a baskilanirken, serum rezistin seviyelerinin

belirgin sekilde yiikseldigini gostermislerdir (193). Bu konuda Rajala ve arkadaslarinin
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yaptiklart bir ¢alismada 2 hafta boyunca hergiin intraperitoneal leptin tedavisinin (2
mg/kg), Lep ob/ob farelerde rezistin mRNA ekspresyonunu, glukoz ve insiiline paralel
olarak azalttigi bulunmustur (194). Bu c¢alismadaki gibi bir mekanizmayla,
gruplarimizda artan leptin seviyelerinin glukozu diisiirme etkisinin rezistinin
baskilamasini igermesi de olasidir. EK olarak Fred ve arkadaslarmin yaptiklari bir
calismada 3T3-L1 hiicrelerine insiilin ilavesi ile rezistin mRNA seviyesinde dnemli bir
azalma gozlenmistir (195). Gruplarimizda azalan ekspresyonlara artan insiilin
seviyelerinin de etki etmesi muhtemeldir. insiilin duyarliigini azaltan bu proteinin,
BDNF’nin de katkida bulundugu kilo aliminda epididimal yag dokusundaki
ekspresyonundaki azalmalarin sebebini anlamak i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Calismalarda bulunan ve bizim c¢aligmamizda da ortaya ¢ikan yiliksek yaglh
diyetle beslenen farelerde yiiksek serum rezistin diizeylerinin potansiyel sebepleri,
serum faktorleri ile baglanma ve/veya temizlenmesinin azalmis bir sonucu olarak
protein yar1 Omriiniin uzatilmasiyla ilgili olabilir. Sonugta protein seviyeleri ile MRNA

ekspresyonlar1 arasinda tutarsizliklar ortaya cikabilir.

Plazminojen aktivator inhibitori-1 hem t-PA hem de u-PA’nin birincil
inhibitoridiir ve dolayisiyla fibrinolitik islemi kisitlar. Plazma PAI-1 seviyeleri yiiksek
yagl diyetle beslenmede, obezitede artmaktadir. Hipertansiyon, glukoz intoleransi,
insiilin direnci, hiperinsiilinemi, tip 2 diyabet ve antifibrinolitik 6zelliklerinden dolay1
aterotromboz gelisme riski ile iligkilendirilmistir (196). Calismalarda tPA'nin
silinmesinin  depresyon ve anksiyete benzeri davramslarla iliskili olmasinin
mekanizmasinin  BDNF’yi igerdigi belirtilmektedir. PAI-1'nin yiiksek seviyeleri,
tPA/plazminojen sistemini inhibe edebilir. Bu da hiicre disinda proBDNF'nin
mBDNF’ye doniisiimiinii saglayan plazmin vasitasiyla proBDNF'nin boliinmesini

engelleyerek BDNF sinyalinin bozulmasina neden olabilir (197).

Calismamizda gruplar serum PAI-1 seviyeleri yoniinden karsilastirildiginda
aralarinda herhangi bir fark bulunamamistir (p>0.05) (Bkz. Sekil 20). Mariana ve
arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada C57BL/6J 1rki fareleri 10 hafta boyunca farklh
yag kaynaklari kullanarak enerjinin % 60’inin yaglardan saglandigi diyetlerle
besledikleri deney hayvanlarinin serum PAI-1 seviyelerinde kontrole gore degisiklik
bulamamiglardir (156). Lin ve arkadaslar1 14 hafta C57BL/6 farelerini kalorinin %45
'inin yaglardan saglandig1 diyetle beslediklerinde plazma PAI-1 seviyelerini yiiksek
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bulmuslardir (198). Kim ve arkadaslari 12 hafta boyunca yiiksek yagl diyetle (kalorinin
% 601 yagdan) besledikleri erkek C57BL/6 farelerin serum total PAI-1 seviyelerini
artan standart diyetle (kalorinin % 10 yagdan) beslenen grubuna gére TNF-a, IL-6 ile
birlikte yiiksek bulmuslardir (188). Literatiir incelendiginde ¢ogunlukla serum PAI-1
seviyelerinin obeziteyle arttigi goriilmektedir. Dolasimda PAI-1 aktif, latent ve substrat
olmak iizere 3 formda bulunmaktadir (107). Fark bulunan ¢alismalarda genellikle total
PAI-1 veya dolasimda daha ¢ok bulunan substrat hali Olgiilmiistiir. Bizim ¢alismada
kullandigimiz kit ile aktif formunu 6lgtiik. Fark bulamamamizin bir sebebi de bu
olabilir. Ek olarak bizim ¢alismamizda, PAI-1 Sl¢iimiinde kullandigimiz kite uygun
olarak serumlarda yaptigimiz 20 katlik seyreltme sonucu elde ettigimiz absorbanslar, Kit
duyarliligindan, alt smir olgiim limitinden ¢ogunlukla diigiiktii. Serum PAI-1
seviyelerinde degisiklik bulamamizin sebebi Olglimiinden dolayr olusan sikintidan da

kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda subkutan ve epididimal yag dokularinda PAI-1 ekspresyonu
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Bkz. Sekil 24).
Yapilan bir insan ¢aligmasinda, siddetli obezitede viseral ve subkutan yag dokusunda
PAI-1 mRNA ekspresyonu, BMI ile pozitif korelasyon gostermektedir (199). Piao ve
arkadaglar1 yaptiklari bir ¢alismada 10 hafta siireyle kalorinin % 60'inin yaglardan
kaynaklanan diyetle beslenen C57BL/6J farelerin epididimal yag dokularinda PAI-1
ekspresyonunun plazma degerleriyle birlikte arttigini bulmuslardir (200). Erkek
C57BL/6J ob/ob farelerde Samad ve arkadaglarini yaptiklari bir calismada zayif
kontrollerle karsilastirildiginda obez farelerin epididimal, subkutan yag dokularinda
PAI-1 gen ifadesinin onemli Olgiide yiikseldigini gostermislerdir. Bu ¢alismada
obezitede PAI-1 mRNA'sinda diger major organlarda da genel bir artis olsa da, bu
artiglar yag dokularindaki artiglarla karsilagtirildiginda daha kiigiik bulunmustur (201).
Yag dokusu artisinda ortaya cikan tiimor nekroz faktor (TNF-a), transforme edici
biiyiime faktorii (TGF-B), oksidatif stresin yag dokusunda PAI-1 ekspresyonunu
arttirdig1 belirtilmistir (202, 203). Sonuglarimizda BDNF (+/-) grubun yiiksek yagli
diyetle beslenen farelere yakin bir sekilde PAI-1 proteini expresyonu subkutan ve
epididimal yag dokularinda indiikledigi goriilmektedir. PAI-1 artmasi obezite, diyabet
ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patolojisinde ortak bir etken olarak goriildiigiinden,

inslilin direnci ile iligkili hem metabolik degisiklikleri iyilestiren hem de PAI-1
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diizeylerini diigiiren tedavi segenekleri, protrombotik ve proinflamatuvar durumlar

azaltabilir.

Genel olarak BDNF eksikligi durumunda ortaya ¢ikan beyin ve adipoz doku
arasindaki yetersiz crosstalk mekanizmalar1 tip 2 diyabet gelisimine ve obezitenin
komplikasyonlarinin ilerlemesine yol acabilecegi goriilmektedir. Esas olarak merkezi
sinir sisteminde etkisini gostererek enerji dengesini diizenleyen bu molekiiliin, adipoz
dokudaki bazi etkilerinin ortaya koyulmasindan sonra pankreas, karaciger, kas dokusu
gibi organlarda da incelenmesi metabolik etkilerinin biiyilk oranda anlasilmasina

yardimc1 olacaktir.

Sonug olarak, ¢alismamizda Sl¢tiigiimiiz adipokinlerin yag dokusu yerlesimine
bagli olarak diyetten etkilendigine ve sentezlerinin, salgilanmalarinin BDNF proteini ile
iligkili olabilecegi goriildii. Yiiksek yagh diyetle beslenen BDNF heterozigot farelerde
ortaya ¢ikan sonuglardan bu proteinin, adipokinlerin sentezlerini degistirerek obeziteyle
gelisen patolojik durumlara karsi obezitede koruyucu rol oynayabilecegi kanaatine

varildi.
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. ONERILER

. BDNF’nin reseptorlerinin (TrkB, p75) dokularda incelenmesi ve olgun BDNF ile
pro-BDNF miktarlarinin ayr1 ayr1 degerlendirilmesi diyetle BDNF kaynakl
patolojilerin daha ayrintili incelenmesi bakimindan yardimeci olacaktir.

. Yiiksek yagl diyet indiikli obezite galismalarinda obezitede artan ve BDNF dahil
bircok molekiiliin sentezini diizenleyen inflamatuar belirteclerin arastirilmast,
iliskilerin kurulmasi agisindan daha faydali olabilir.

. Insiilin, glukoz metabolizmas: iizerine giiclii etkileri oldugu gorilen BDNF nin
pankreas, karaciger, iskelet kas1 gibi organlarda da incelenmesi, metabolik etkilerinin
anlasilmasini arttirabilir. Bu sekilde 6zellikle diyabet ile iliskisinin ortaya koyularak
bu hastaliktaki yerinin belirlenmesini saglayabilir.

. Genis dagilim gosteren TrkB reseptoriiniin agonistleri Kullanilarak yapilacak
calismalar, BDNF’nin doz bagimli sistemik etkilerinin ortaya koyulmasinda ve
tedavi etkinliklerinin aragtirilmasinda yardimeci olacaktir.

. BDNF’nin sentezlendigi beyin ve bir¢ok periferik dokuda ekspresyonuna bakilmasi,
diyetin bu protein lizerine etkisinin incelenmesi, yiiksek yagli diyetle beslenen wild
tip farelerdeki kilo alimina katkisinin belirlenmesinde daha faydali olabilir.

. Farelere kontrollii yem verilmesiyle BDNF’nin besin alimindan bagimsiz etkilerinin

incelenmesi saglanabilir.
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10. EKLER

(EK 1)

Ek 2. Calismada kullanilan D12550J kodlu standart diyetin icerigi

D12550J kodlu standart diyetin ~ %g % kcal
icerigi

Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 4.3 10
Toplam 100
kcal / gr 3.83

Bilesenler g kcal
Kazein 200 800
L-sistin 3 12
Misir nigastasi 506.2 2024.8
Maltodeksrin 10 125 500
Sukroz 68.8 275
Seliilloz, BW200 50 0
Soya fasiilyesi yagi 25 225
Hayvansal yag 20 180
Mineral karisimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 55 0
Potasyum sitrat (1.H20) 16.5 0
Vitamin karigimi W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
FD&C Sar1 gida boyas1 #5 0.04 0
FD&C Kirmizi gida boyasi #40 0 0
FD&C Mavi gida boyasi #1 0.01 0
TOPLAM 1055.05 4057
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(EK 2)

Ek 2. Calismada kullanilan D12492 kodlu yiiksek yagli diyetin igerigi

D12492 kodlu yiiksek yagh %g % kcal
diyetin icerigi

Protein 26 20
Karbohidrat 26 20
Yag 35 60
Toplam 100
kcal / gr 5.24

Bilesenler g kcal
Kazein 200 800
L-sistin 3 12
Misir nigastasi 0 0
Maltodeksrin 10 125 500
Sukroz 68.8 275
Seliilloz, BW200 50 0
Soya fasiilyesi yagi 25 225
Hayvansal yag 245 2205
Mineral karisimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 55 0
Potasyum sitrat (1.H20) 16.5 0
Vitamin karigimi W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
FD&C Sar1 gida boyas1 #5 0 0
FD&C Kirmizi gida boyasi #40 0.025 0
FD&C Mavi gida boyasi #1 0.025 0
TOPLAM 1055.05 4057
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