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OZET

Celik Faruk. Diyet ile Indiiklenmis Deneysel Obezite Modelide Otofajiile iliskili
Genlerin Ekspresyon Diizeylerinin incelenmesi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2022.

Son yillarda diinya genelinde o6zellikle gelismis toplumlarin en 6nemli saglik
sorunlarindan biri haline gelen ve simdiye kadar en biiylik sorun olarak goriinen yetersiz
beslenme ve enfeksiyon hastaliklarindan daha biiylik bir problem seklinde karsimiza
¢ikan ve metabolik bir hastalik olan obezite, sagliksiz beslenme, spordan uzak yasam
tarzi, stresli is ve genel hayat tarz1 da eklenince tip 2 diabetes mellitus, hipertansiyon,
koroner kalp hastaliklari, belirli kanser tiirleri, uyku solunum bozuklugu ve
osteoarthritis gibi iligkili oldugu hastaliklarin da ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Obezite Viicut Kitle indeksi (VKI) ile tanimlanmaktadir. Obezitenin 6zellikle modern
toplumlarda kiiresel salgin halini almasmin ana nedenleri olarak genetik duyarlilik,
yiksek enerjili gidalara kolay erisim, fiziksel aktivitede azalma olarak siralanabilir.
Obezitenin artik bireysel kozmetik yada gorsel bir sikinti olmaktan 6te kiiresel saglig
tehtid eden bir salgin olarak nitelendirilmesi gerekmektedir. Otofaji, uzun Omiirlii
proteinlerin ve hasarli veya fonksiyonel olarak gereksiz olan hiicre ic¢i yapilarin
diizeylerinden sorumludur. Hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan
islemdir, aglik (ATP-iireten substratlar, 6rnegin amino asitler saglamak i¢in) ve diger
stres-indiikleme kosullar1 ile aktive edilmektedir. Mekanizmadaki herhangi bir
diizensizlik bircok bozukluga yol acar ve yaslanmada rol oynar. Hepatik otofajinin
obezite ve diabette bozuk oldugu ve bunun diizenlenmesinin insiilin duyarliligini
artirdig bilinmektedir.

Otofaji, sitoplazmik bilesenleri lizozoma ileten hiicre i¢i bir degradasyon
sistemidir. Sadeligine ragmen, son gelismeler, otofajinin bazen karmasik olan ¢ok ¢esitli
fizyolojik ve patofizyolojik roller oynadigini gostermistir. Bu sebeplerden dolay1 otofaji
ile iligkisi literatiirler ve g¢alismalar ile kanitlanan ATG3, ATG5 ve ATGS8 genleri
calismamizda deney hayvan modeli 6rneklerinde ¢alisilmistir.

Calismamizda RNA izolasyonu, cDNA sentezi, gergek zamanli real-time PcR
(RT-gPcR) yontemleri kullanilmistir. Olusturulan 2 adet deney grubu ve kontrol

grubunda (20’er hayvan) C57BL6J hayvan modelinin karaciger ve yag dokularindan
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yapilan calisma sonucu deney gruplari ve kontrol grubu yag ve karaciger dokusu
verileri arasinda yapilan karsilagtirmali istatistiksel analize gore deney grubu 1 (D1) yag
doku drneklerinde ATGS5 (Kat Degisimi-1.13: p degeri-0.001: %95 giiven arali81-0,75-
1,83) ve ATGS8 (Kat Degisimi-0.23: p degeri-0.019: %95 giiven araligi-0,21-2,46)
ekspresyon seviyelerinde artis ve anlamlilik oldugu goriilmiistiir.

D1 grubu karaciger doku orneklerinde ATGS8 (Kat Degisimi-0.60: p degeri-
0.001: %95 giiven aralig1-1,47-3,73) ekspresyon seviyesinde artis goriilmiistiir. Kontrol
grubu karaciger doku orneklerinde ATG3 (Kat Degisimi-2.81: p degeri-0.031: %95
giiven araligi-0,19-3,83) ve ATG5 (Kat Degisimi-2.39: p degeri-0.016: %95 giiven
araligi-0,36-3,25) ekspresyon seviyelerinde artis ve anlamlilik oldugu goriilmiistiir.

Deney grubu 2 (D2) ve kontrol grubu yag doku 6rnekleri verilerine gére yapilan
analiz sonucu, D2 grubunda ATGS5 (Kat Degisimi-1.65: p degeri-0.007: %95 giiven
aralig1-0,23-1,35) ve ATGS8 (Kat Degisimi-0.19: p degeri-0.008: %95 giiven araligi-
0,45-2,68) ekspresyon seviyelerinde artis ve anlamlilik oldugu goriilmiistiir.

Deney grubu 2 (D2) ve kontrol grubu karaciger doku 6rnekleri verilerine gore
yapilan analiz sonucu karaciger doku 6rneklerinde ATG8 (Kat Degisimi-0.61: p degeri-
0.001: %95 giiven aralig1-0,24-3,42) ve kontrol grubunda ATGS (Kat Degisimi-2.01: p
degeri-0.015: %95 giiven araligi-0,33-2,88) ekspresyon seviyelerinde artis ve anlamlilik
oldugu goriilmiistiir.

Caligmamiza incelenen ATG3, ATG5 ve ATGS otofaji gen bolgeleri ve
uluslararas1 literatiirlere goére yapilan c¢aligmalar bu aragtirmanin devam etmesi
gerektigini gostermektedir. Bu konu ile ilgili 6rnek sayisini artirarak yapilacak
arastirmalarla elde edilen verilerin metabolik bir hastalik olan obezitenin kanser ile
iliskisini daha saglam temellere baglayacagini ve bu genlerin tanida (diagnostikte) birer

potansiyel aday gen olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Obezite, Otofaji, Deney Hayvan1i Modeli, ATG3,ATG5,ATGS,
Ekspresyon,

Proje Destegi: Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: TDK-2017-23779
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ABSTRACT

Celik Faruk . Expression Levels Investigation of Autophagy Related Genes in Diet
Induced Experimental Obesity Model. Istanbul University Institute of Health Sciences,
Molecular Medicine Department. Doctoral Thesis. Istanbul. 2022,

Obesity, which is a metabolic disease, which has become one of the most
important health problems of especially developed societies throughout the world in
recent years, and which has become a bigger problem than malnutrition and infectious
diseases, which have been the biggest problems until now, unhealthy diet, lifestyle away
from sports, stress When work and general lifestyle are added, it also causes related
diseases such as type 2 diabetes mellitus, hypertension, coronary heart diseases, certain
types of cancer, sleep breathing disorder and osteoarthritis. Obesity is defined by the
Body Mass Index (BMI). Genetic susceptibility, easy access to high-energy foods, and
decreased physical activity can be listed as the main causes of obesity becoming a
global epidemic, especially in modern societies. Obesity should now be described as an
epidemic that threatens global health, rather than an individual cosmetic or visual
nuisance. Autophagy is responsible for levels of long-lived proteins and damaged or
functionally unnecessary intracellular structures. It is the process necessary for the
maintenance of cellular homeostasis, activated by starvation (to provide ATP-producing
substrates, eg amino acids) and other stress-inducing conditions. Any irregularity in the
mechanism plays a role in many disorders and aging. It is known that hepatic autophagy
Is impaired in obesity and diabetes, and its regulation increases insulin sensitivity.

Autophagy is an intracellular degradation system that delivers cytoplasmic
components to the lysosome. Despite its simplicity, recent advances have shown that
autophagy plays a wide variety of physiological and pathophysiological roles that are
sometimes complex. For these reasons, ATG3, ATG5 and ATG8 genes, whose
relationship with autophagy has been proven by literature and studies, will be studied in
experimental animal model samples.

In our study, RNA isolation, cDNA synthesis, real-time PCR (RT-gPcR)
methods were used. According to the comparative statistical analysis made between the
liver and adipose tissues of the C57BL6J animal model in the two experimental groups
and the control group (20 animals each), the experimental groups and the control group

adipose and liver tissue data, ATG5 in the experimental group 1 (D1) adipose tissue
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samples (Fold change -1.13: p value -0.001: 95% confidence interval -0.75-1.83) and
ATGS8 (Fold change -0.23: p value -0.019: 95% confidence interval -0.21-2.46) The

expression levels were increased and found to be significant.

An increase in the expression level of ATG8 (Cold Change -0.60: p value -
0.001: 95% confidence interval -1.47-3.73) was observed in D1 group liver tissue
samples. In the liver tissue samples of the control group, ATG3 (Cold Change-2.81: p
value-0.031: 95% confidence interval-0.19-3.83) and ATG5 (Cold Change-2.39: p
value-0.016: 95% confidence interval-0, 36-3.25) expression levels were increased and

found to be significant.

The results of the analysis based on the data of the experimental group 2 (D2)
and control group adipose tissue samples showed that ATG5 (Colle Change-1.65: p
value-0.007: 95% confidence interval-0.23-1.35) and ATG8 (Fold Change-1.35) in the
D2 group. -0.19: p value-0.008: 95% confidence interval -0.45-2.68) was found to be

significant and increased in expression levels.

As a result of the analysis performed according to the liver tissue samples of the
experimental group 2 (D2) and control group, ATG8 (Cold Change-0.61: p value-0.001:
95% confidence interval-0.24-3.42) in liver tissue samples and ATG5 ( Fold Change-
2.01: p value-0.015: 95% confidence interval-0.33-2.88) expression levels were found
to be increased and significant.

ATG3, ATG5 and ATG8 autophagy gene regions, which are the subject of our
study, and studies conducted according to international literature show that this research
should continue, and we think that increasing the number of samples related to this
subject and the obtained data will connect the relationship between obesity, a metabolic
disease, and cancer to a more solid basis. We think that genes are potential candidate

genes in diagnosis.

Key Words: Obesity, Autophagy, Animal Model, ATG3,ATG5,ATGS,

Expression,

Project Support: This study was supported by Istanbul University, Scientific
Research Project Unit. Project Number: TDK-2017-23779



1. GIRIS VE AMAC

Otofaji, c¢ift zarla bdoliimlere ayrilmis olan organeller ve diger bilesenleri
otofagozomda lizozomal enzimlerle parcalayan evrim siiresince korunmus olan bir
biyolojik siirectir(1). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda otofajinin obez kisilerin adipoz
(vyag) dokularinda arttig1 gézlemlenmistir. Otofaji belirteglerinin yaglanma, viseral yag
dagilimi ve adiposit biyiikligliyle kantitatif degerlendirmede iliskili oldugu
gorilmistlir. Ayrica otofajinin insiilin direnci derecesiyle iligkili oldugu, otofaji ve
insiilin direncinin obeziteden bagimsiz olarak gelistigi bildirilmektedir (2).

Beslenme sirasindaki obez kisilerin adipoz dokularinda otofaji artmaktadir, fakat
hala diyet altinda olan kisilerdeki adipoz doku otofajisi bilinmeyen olarak durmaktadir
(3). Obezite ise adipositlerin say1 ya da boyutlarindaki artisla sonuglanan adipoz doku
kiitlesindeki genisleme ile karakterizedir. Trigliserid(TG) formunda olan lipidler
anatomik olarak farkli bolgelerde biriken “beyaz (White adipose tissue WAT)” veya
“kahverengi (Brown adipose tissue BAT)” adipositler olarak bilinirler(4). WAT ve BAT
arasindaki dengenin obezitenin gelismesinde esas faktorlerden biri oldugu
diisiiniilmektedir, kahverengi adipoz dokular dogum sonrasinda gelismezler (5).

Deneysel hayvan modelleri, klinik ¢alismalarla karsilastirildiginda, obezite gibi
cok faktorlii poligenik bozukluklar i¢in ¢ok dnemlidir. insan calismalarinda, beslenme
faktorlerini eslestirmek ve saf irktan olusan bir ¢alisma grubu olusturmak uygun
degildir (6).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda ise otofajinin; metabolizma diizenlenmesinde,
morfogenezis, hiicre farklilasmasi, yaslanma, hiicre oliimii ve bagisiklik sistemin bir
parcas1 olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigini ortaya
koymustur. Insanlarda 16 “ATG (Autophagy RelaTed Genes - otofaji ile iliskili genler)”
geni mevcuttur ve bu genler 6karyotik hiicre igi geri doniisiim islemleri boyunca ¢ok iyi
korunmaktadir. Ayrica arastirmalar, otofaji anormalliklerinin, kanser, diyabet,
enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarininda
nedenleri arasinda yer aldigint gostermektedir. Otofaji iliskili genlerin (ATG) iiriinleri,
otofaji islemlerinde gorev alan ana iirlinlerdir ve bu genlerden ATG3, ATG5, ATGS8 ve
ATG12 genleri 7 veya daha fazla mononiikleotit tekrarlarina sahiptir (6).
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Calismamizda diyet ile indiiklenmis kontrol ve deney hayvan modellerinden
alman karaciger ve yag dokularinda ATG3, ATG5 ve ATG8 gen bdlgelerinin
ekspresyon diizeyleri bakilmis, metabolik bir hastalik olan ve diyabetle sik1 baglantisi
olan obezitenin ayni1 sekilde diyabetle iligkisi bulunan otofaji arasinda karsilastirma

yapilarak bilime katkida bulunmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGI

Son yillarda diinya genelinde 6zellikle gelismis toplumlarin en 6nemli saglik
sorunlarindan biri haline gelen ve simdiye kadar en biiylik sorun olarak goriinen yetersiz
beslenme ve enfeksiyon hastaliklarindan daha biiyiik bir problem seklinde karsimiza
¢ikan ve metabolik bir hastalik olan obezite, sagliksiz beslenme, spordan uzak yasam
tarzi, stresli is ve genel hayat tarzi da eklenince tip 2 diabetes mellitus, hipertansiyon,
koroner kalp hastaliklari, belirli kanser tiirleri, uyku solunum bozuklugu ve
osteoarthritis gibi iliskili oldugu hastaliklarin da ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Obezite Viicut Kitle indeksi (VKI) ile tanimlanmaktadir. Obezitenin 6zellikle modern
toplumlarda kiiresel salgin halini almasimin ana nedenleri olarak genetik duyarlilik,
yiksek enerjili gidalara kolay erisim, fiziksel aktivitede azalma olarak siralanabilir.
Obezitenin artik bireysel kozmetik yada gorsel bir sikinti olmaktan 6te kiiresel sagligi

tehtid eden bir salgin olarak nitelendirilmesi gerekmektedir. (8)

2.1. Kilolu olma ve obez olmanin tanimu:

Klinik uygulamada, viicut yag oranm1 genellikle ve basit olarak kisinin kilosunun
boy karesine boliinmesiyle hesaplanmaktadir ( Kg/m?). Bu hesaplamaya gére 30 iizeri
olan bireyler obez olarak nitelendirilmektedirler. Bu formiil genellikle epidemiyolojik
calismalarda VK1 olarak tanimlanmaktadir. VKI degerleri kullanilarak asir1 kiloluluk ve
obezite’nin dereceli siniflandirilmasinda kullanilmasi, sismanlik hakkinda ¢ok degerli
bilgilerin elde edilmesine olanak saglamistir. Popiilasyonlar i¢indeki /arasindaki agirlik
durumunun anlamli bir sekilde karsilastirilmasi ve morbidite/mortalite riski tasiyan
bireylerin veya gruplarin tanimlanmasini1 saglamaktadir. Ayrica, birey veya topluluk
diizeyinde miidahale icin Onceliklerin belirlenmesine ve bu tiir miidahalelerin
etkinliginin degerlendirilmesine de izin vermektedir. Viicut oranlarindaki farkliliklar
nedeniyle, VKI'nin farkli popiilasyonlarda ayn1 derecede yag ile uyusamayabilecegini
bilmek dnem arz etmektedir ve farkli bireyler ve popiilasyonlar arasindaki obezite’nin
dogalligindaki genis cesitlilikten de sorumlu degildir. “Diinya Saglik Orgiitii (DSO)”
uzmanlar komitesi erkek/kadin, tiim yetiskin yas gruplari icin gecerli olan asir1 kilo ve

obezite siniflandirilmasini énermistir (9,10) Tablo 2-1.



Tablo 2-1 Obezite Tanimi

Metod

Tanim

Avantajlar/Smirlandirmalar

VKIi

Kilogram cinsinden agirlik, metre

cinsinden yiiksekligin karesine boliintir

VKI, yag kitlesinin densitometri
Ol¢iimleriyle giiglii bir sekilde
korelasyon gosterir; temel sinirlama
yag kiitlesini yagsiz kiitleden ayirt
etmemesidir.

Bel Cevresi

Kaburgalarin alt kenarlar ile pelvisin {ist
kenarlar1 arasindaki orta noktada olgiilen

(santimetre cinsinden)

Bel ¢evresi ve bel-kalca orani, {ist
viicutta yag birikmesini
degerlendirmek i¢in 6nem
saglamaktadir; karin igi (visseral)

yag kesinligi saglamaktadir

Deri Kivrim

Kalinhigi

Deri kivrim kalinliginin (santimetre
cinsinden) kumpaslarla 6l¢iilmesi, birden
fazla alanda alindiginda daha kesin bir

degerlendirme saglar

Olgiimler dogru kaliperler gerektirir
ve abdominal ve kas i¢i yag
herhangi bir bilgi saglamaz,
gozlemciler arasinda belirgin

farkliliklar s6z konusudur

Bioempedans

Yagsiz kiitlenin akimi, yag kiitlesinden
daha 1yi ilettigi prensibine dayanir,
clinkii temelde bir elektrolit ¢ozeltisidir;
Ekstremite boyunca uygulanan zayif
akima (empedans) direng 0l¢limiinii
ampirik kullanarak bir viicut yag tahmini

saglayan tiretilmis bir denklemdir

Cihazlar basit ve pratiktir fakat yag
6lgtimleri ve biyolojik veriler basit
antropometrik cihazlardan daha

kesin degildir.

Tablo 2-2 Asir1 kilonun smiflandiriimasi icin DSO uzman komitesi tarafindan énerilen Cut-off

noktalar
VKi (kg m-2) | DSO simiflandirmasi Popiiler tanimlama
<18.5 Normal alt1 Ince

"Saglikl1","normal","kabul

18.5-24.9 — edilebilir”
25.0-29.9 Derece 1 kilolu Kilolu
30.0-39.9 Derece 2 kilolu Obez
<40.0 Derece 3 kilolu Morbid obez




* VKI kilogram cinsinden agirlik, metre cinsinden yiiksekligin
karesine boliiniir. Tablo 2-2 ve 2-3'te sunulan veriler, biiyiik olglide
gelismis tlkelerdeki epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen bilgileri
yansitmaktadir. Gelismekte olan tilkelerden gelen 6n bilgiler, hem BMI
hem de bel gevresi i¢in diisiik Cut-off seviyelerinin (bkz. Tablo 2-3),
nispeten 1limli denebilecek asirt kilo degerlerinin &zellikle risk altinda

olan baz1 popiilasyonlar i¢in gerekli oldugunu gostermektedir.

Belirli toplumlar igin “Saglikli Kilo” tanimimi kullanmak problemler
dogurmaktadir. Ilk olarak tammlamanm yanilticiigi toplam &liim oranlarma
dayanilmasindan  kaynaklanmaktadir. Insanlar  verilerin  toplandigi  zamanda
hastaliklardan kaynakli kilo kaybina ugrayabilmekte hatta bazi durumlarda O6lim
gozlemlenmektedir. Bu, diisiik agirliktaki kisilerde oliim oraninin yiiksek olmasi
anlamina gelmektedir ve ters nedensellik olarak adlandirilmaktadir. Ikinci biiyiik temel
sikint1 ise VKI ile 6liim oram arasindaki iliskiyi bozabilecek kadar etkili olan ve
kanserle dolayli olarak otofaji ile iliskisi olabilecek faktorlerden sayilan sigara
kullanimi1  bulunmaktadir. ABD’de “Nurses Helath Study (Hemsirelik Saglik
Calismasi)” biinyesinde 17 yil boyunca 116.000 kadin iizerinde VKI ile &liim arasinda
yas temelli analiz igerikli, prospektif ¢alisma sonucunda U seklinde bir iliski oldugu
golemlenmistir. Ancak bu ¢alismada sigara igmeyenler analize alindiginda ve sadece bu
vakalar ile siirh kaldiginda iliskinin basit olarak pozitif baglanti haline geldigi
goriilmektedir (11).

Hesaplamalardaki bu tiir eksikliklere ragmen VKI ile tip 2 Diyabet,
Hipertansiyon, Kronik Kalp Hastaliklar1 (KKH) ve kolelitiazis dahil olmak tizere asiri
yag birikmesinin neden oldugu cesitli kronik durumlarla, goriilme siklig1 arasinda yakin
bir iliski oldugu goriilmektedir (Sekil 2-1). VKI 29 altinda olan bireylerde indeks dizisi
dogrusal iliski gostermekte olup VKI 29 iizeri olanlarda tiim riskler bilyiik 6lgiide
artmigtir (12,13).



iliskili Risk
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Sekil 2-1 VKI 30’a kadar olan bireylerde tip 2 diyabet, hipertansiyon, kolelitiazis ve koroner
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Vicut Kitle Indeksi

kalp hastaliklar ile iliskili risk diizeyi.

a. Baslangi¢ yas1 30-55 arasi 18 yildir takip edilen kadin bireyler.

b. Baglangi¢ yas1 40-65 arasi 10 yila kadar takip edilen erkek bireyler

Bel cevresi, hipertansiyon veya kan lipid diizeyleri gibi KKH risk 6l¢iimleriyle
iliskilidir. Bel g¢evresi siirekliligi iizerindeki Cutt-off noktalar1 secimi, VKI'dekine
benzer hassasiyet ve Ozgiilliik arasinda bir denge kurulmasini gerektirmektedir. Bel
cevresi icin cinsiyete gore ut-off noktalar1 yetiskinler i¢in degerlerin yorumlanmasinda
yol gésterici olabilir. Onerilen Cut-off seviyeleri Tablo 2-3'te gosterilmistir, seviye 1

klinisyenleri potansiyel risk konusunda uyarmaya yoneliktir, ancak seviye 2 tedavi

baglatmaya yoneliktir (14).

Tablo 2-3 Metabolik komplikasyonlarda bel ¢evresi risk ongorisii.

Artan risk Biiyiik ol¢iide artan risk
Erkek >94 cm >102 cm
Kadin >88 cm >88 cm




Kafkasya wrkinda obezite ile iligkili metabolik komplikasyonlarin
tedavisine yonelik cinsiyete 0zgii bel ¢evresi ‘artan risk’ (seviye 1) ve
‘biiytik Olglide artan risk’ (seviye 2) olarak belirlenmistir. Seviye 1,
klinisyenleri KKH i¢in potansiyel risk konusunda uyarmaya yoneliktir

seviye 2 ise terapotik etkinin baglatilmasi 6nerilmektedir.

2.2. Kilo ve Obezitenin Epidemiyolojisi

Obezite, sagligin olumsuz yonde etkilenebilecegi sekilde fazla viicut yaginin
biriktigi bir hastalik olarak tanimlanabilir. Gelismis iilkelerde obezite’nin ekonomik
maliyet tahminleri, ulusal saglik biit¢elerinin 6nemli bir harcamasini temsil eden toplam
saglik maliyetlerinin %2 ila 7'si arasindadir (15). Farkli seviyelerde risk tasiyan bazi
etnik popiilasyonlarda Karin i¢i yag birikimiyle birlikte asir1 sisman olan obez bireylerin
olumsuz saglik sonuglarimin riski altinda oldugu bilinmektedir (16). Ulkeler arasimdaki
obezite yiikiinlin ger¢ek karsilastirmasini yapmak i¢in, ayni siire zarfinda 6l¢iim ve
toplama igin aymi protokolleri izleyen, boy dlglimii ve agirlik ile popiilasyona dayali
verileri kargilastirmak gerekmektedir. Bir popiilasyonun VKI araligi, bir iilkenin
ekonomik gecis asamasma (besin agigindan besin fazlaligina gegis gibi) ve
sanayilesmesine gore dnemli dlgiide degismektedir. VKI'si diisiik olan niifusun orani
azaldik¢a, VKI'si 25’ten biiyiik olan niifusun popiilasyonunda neredeyse simetrik bir
artts s0z konusudur. Sosyo-ekonomik durumun degisimiyle birlikte popiilasyon
genelinde zayif bireylerin yerine kilolu bireylerin gectigi de gozlemlenmistir. Gegisin
ilk asamalarinda toplumun daha varlikli olan kesimlerinde VKIi’si yiiksek olan
bireylerin oraninda artis goziikiirken, orta ve diisiik gelirli kesimde ise zayiflik veya
aclik ana endise kaynag1 olmaya devam etmektedir. VKi’nin dagilimi, daha sonraki
gecis evrelerinde diisiik gelirli kesim iginde yiiksek VKI prevalansimin artmasiyla tekrar
degisme egilimindedir. Burada 6nemli olan husus sanayilesmis ve gelismekte olan
ilkelerde ¢ocuk ve ergenlerde ki obezite’de gbze garpan bir artis sonucunda eriskin
obezite prevelansindaki degisikliklerin gozlenmesidir. Erken obezite baslangici,
bireylerin yasamlarindaki sonraki evrelerinde obezite olasiliginin artmasina ve ayrica
obezite’ye bagli hastaliklarin prevalansinin yiikselmesine yol agmaktadir (17,18).

1980 yilina kadar olan OECD raporlarina gore 10 kisiden 1’1 ve/veya daha az1
obez iken daha sonrasinda bu oran 34 OECD iilkesinden 19’unda iki ya da ii¢ kat
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artmistir.  Sekil 2-2’de OECD iilkelerinin VKI’lerine gére obezite prevelanslart

verilmektedir (19).

" Beyan Efiilmis Veri
Qg Vi

Sekil 2-2 Ulkelere gore yetiskinlerde obezite prevelansi (2009 yili dahil)

2.3. Obezite’yi etkileyen faktorler
Obezite tek basina bir hastalik olarak goriilmemektedir. Birden fazla nedeni olan

heterojen bir yapiya sahiptir. Viicut agirhig fizyolojik mediyatorlerin enerji alimi ve
harcamas1 sirasinda genetik, ¢evresel ve psikososyal faktorler arasindaki etkilesim ile
belirlenmektedir. Her ne kadar genetik farkliliklar sliphe gotiirmez durumda olsa da,
obezite prevelansindaki belirgin artisin en iyi agiklamasi teknolojik imkanlarin sonucu

olarak davranissal ve ¢evresel degisimlerle oldugu sdylenebilmektedir (Sekil 3).

Himdistan
Endonizya




Genler

Monogenik

Sendromlar Iliskili Genler

Metabolik ' ' Kiiltiir
oran
Egzersiz Gida Alim

Cevresel Faktorler

Sekil 2-3: Obezite gelisiminde etkili olan faktorler

2.3.1. Genetik Faktorler

Sismanlik aile i¢inde nesilden nesile ge¢cmektedir. Ancak genotipin obezite
etiyolojisi iizerindeki etkisi genetik olmayan faktorler tarafindan hafifletilebilir veya
daha da siddetlenebilir. Obezite ile iliskili nadir olarak goriilen sendromlar haricinde
genetik etkinligin duyarli genler iizerinden gergeklestigi gozlenmektedir. Bu tiirdeki
genler obezite gelistirme riskini artirmasina ragmen kendi baslarina hastaligin gelismesi
veya ekspresyon saptanmasi igin yeterli degildir. Duyarli gen hipotezi, ikiz ¢iftlerin
pozitif ve negatif enerji dengesi donemlerinde elde edilen bulgular ile

desteklenmektedir (20).
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Aday bir gen, belirli bir hastalikla yakindan iligkili olan belirli bir polipeptit
zincirinin sentezini yonlendiren DNA molekiiliiniin bu pargasi olarak tanimlanmaktadir.
Obezite genlerinin arastirilmasi, hayvan modellerinden elde edilen potansiyel aday
genlerin, insan obezite sendromlarmin ve insan genomunu kapsayan mikrosatelitlerin
kullanildigr genom capinda bir arastirmanin yapilmasini igeren ¢ok yonlii bir yaklasim
gerektirmektedir. Obezite i¢in aday genleri, viicut yag kompozisyonu, yagin anatomik

dagilimi, besin alim1 ve enerji harcamasi iizerindeki olasi etkileri i¢in se¢ilmektedir.

Bircok aday gen, insan obezitesi veya metabolik komplikasyonlar1 ile
iligkilendirilmistir. Bunlar, istah diizenlemesinde yer alanlarin yani sira, termojenez
mekanizmalarinda (6rnegin, -3 adrenerjik reseptdr geni ve ayrigsma proteinleri ailesi)
onemli olan reseptdrleri igerir. Ayrica deney hayvanlari modelleri iizerinde yapilan
diger caligmalarda Leptin ve Leptin-reseptor genindeki mutasyonlarin insandaki obezite
ile iligkili oldugunu kanitlayan ¢alismalar goriilmistiir (21). Obezite ile iligkili ortaya
atilan ilk hipotez, Leptin’in goreceli veya mutlak eksikliginden kaynaklandigina
yonelikti. Bu hipotez obez bireylerin kan dolasiminda yiiksek miktarda leptin seviyesine
sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir (22). Sonrasinda yapilan arastirmalarda
konjenital eksiklik veya leptin- reseptor genindeki mutasyon sonucu siddetli obeziteye

sahip bireyler tanimlanmistir (23).

Tek gen bozuklugu ve obezite iligkisi olarak viicut {ist kismi obezitesi, kisa boy,
zeka geriligi ve hipogonadizm ile karakterize olan 1/25000 dogumda goriilen, ailesel
kalitim gosteren ve babadan gelen 15. kromozomdaki delesyon sonucu ortaya cikan
Prader-Willi Sendromu (PWS) gosterilebilir. Tek gen bozuklugu ile ilgili olarak Bardet-
Bield sendromu da 6rnek olarak verilebilir. Karakteristik olarak PWS ile 6zellikleri ayn1
olmasina ragmen arastirmalarda hastaliga sebep olan (16, 11, 3 ve 15 kromozom) farkli

koromozom lokuslarinin sorumlu oldugu goriilmiistiir.

2.3.2. Cevresel Faktorler

Genler ve gevresel faktorler arasindaki olasi etkilesimler hakkindaki tahminler
zordur ¢linkii bireyin “obezojenik” bir ¢evreye maruz kalmasinda bir gecikme
yasanabilmekte veya yasam kosullartyla ile ilgili yasam tarzinda bir degisiklik veya kilo
alma zamaninin baslangici hakkinda kesin zamanlama ile ilgili belirsizlikler etkili

olmaktadir.
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2.3.3. Enerji Harcamasi

Enerji harcamasimin en degisken bileseni, toplam enerji harcamasmin %20-
50’ini temsil eden fiziksel aktivitedir. Fiziksel aktivite seviyesinin analizi, BMI <20,
20-25 ve 25-35 olan denek gruplarinda benzerdir; bu da benzer alisilmig aktivite
seviyelerini gosterir (24). Enerji harcamasi ve obezite arasi herhangi bir iligski oldugu
gozlemlenmemistir. Ancak diisiik fiziksel aktivite gosteren bireyler ile obezite arasinda

iliski oldugu yapilan bazi ¢alismalarla ortaya konmustur (25).

2.3.4. Enerji Alim

Enerji aliminin obezite etiyolojisindeki roliiniin anlasilmasi, gida alimin1 dogru
rapor etmemekle karigtirlmaktadir. Obezite konusunda enerji alim ve harcamasi
karsilagtirmas1 hakkinda yapilan az sayidaki raporlama obezite hataliginin temel
ozelliklerinde biri olarak kabul edilmektedir (26,27). Agirlikli protein, yag ve
karbonhidrat gibi makrobesinlerin bireysel olarak doyum iizerindeki etkilerinin bir
sonucu olarak yeme aligkanliklarinin farkli etkileri olduguna dair kanitlar mevcuttur.
Yag, ozellikle protein ile karsilastirildiginda, doyurucu bir kapasiteye sahiptir ve
deneysel durumdaki denekler, yiiksek yag iceren gidalarla birlikte sunulduklarinda
kolayca tiiketilmektedir (28). Cevresel faktorlerin artan enerji alimi ve/veya azalan
enerji harcamasini tetiklemesi muhtemeldir. Yiiksek yagli diyetlerin popiilasyonlarda
artan bir obezite riski ile iliskili olduguna dair bazi kanitlar mevcuttur. Ancak
kiiltiirleraras: diyet calismalar1 ile beslenme faktorleri ve goreceli agirliklar arasinda

tutarh bir iliski oldugu kanitlanamamustir (29).

2.3.5. Kiiltiir

Cevresel faktorlerin obezite gelisimindeki en biiylik kanitlarindan biri olarak
gelismis lilkelere yapilan insan gé¢menler ile yapilan ¢alismalardan gosterilmektedir.
Ayn1 genetik alt yapiya sahip olmalarina ragmen degisik ¢evre kosullarinda ve degisik
beslenme aliskanliklar1 ve fiziksel aktivitelere sahip olan bireyler arasi goriilen
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Buna ornek olarak Meksika’da yasayan Pima
yerlileri ile Amerika Birlesik Devletleri’nde yasayan gdo¢men Pima yerlileri arasinda
VKI bakimindan ortaya cikan farkliliklar verilebilir (30). (Buna benzer bir sonug;
Nijerya/Afrika ortalama VKI erkek ve kadin (21,7 ve 22,6), ayn1 genetik altyapiya sahip
Afrikalilarin ABD’de ortalama VKI erkek ve kadin (27,1 ve 30,8) (31)). Artis gdsteren
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bu obezite prevelansi olumsuz saglik sonuclari ile iliskilidir. Afrika’da yasayan
Nijeryalilarda Hipertansiyon prevelanst %15 iken ABD yasayanlarda bu oran %30
olarak saptanmustir. Gelismis iilkelerde var olan ekonomik/toplumsal farkliliklar ve
bireylerin is ¢evresi, yasam kosulari, aligkanliklari, sosyal aktiviteler vb asir1 kiloluluk

obeziteyi tetiklemektedir (32).

2.4. Tibbi Problem Olarak Obezite

Fiziksel fonksiyonlarda olusan farkliliklar ile beraber gelisen viicut siskinligi
gibi degisiklikler yag dokusunun bolgesel dagilimina bagli olarak farklilik
gosterebilmektedir. Genelde obezite toplam kan hacmi ve kardiyak fonksiyonda
degisiklige neden olurken, torasik kafes ve karin bolgesi etrafindaki yag dagilimi
solunum fonksiyonunu degistirerek solunumu kisitlamaktadir. Ust viicut obezitesi ile
karakterize eden karin ici viseral viskoz birikimi, hipertansiyon, yiiksek plazma insiilin
konsantrasyonlari ve insiilin direnci, diabetes mellitus ve hiperlipideminin gelisimine

onemli bir katkida bulunmaktadir.

2.4.1. Obezite ve Tip 2 Diabetes Mellitus

Obezite, uzun siireli aglikta plazma insiilini ve oral glikoz yiikiine abartili bir
instilin tepkisi ile karakterize edilir(33). Genel olarak sismanlik ve viicut yaginin
dagilimi glikoz metabolizmasint bagimsiz fakat ilave mekanizmalar araciligiyla
etkilemektedir. Ust viiciit obezitesinin gelisimiyle birlikte oral glikoz aliminda, glikoz
ve insiilin yanitinda ciddi bir artis olusmaktadir. Ust viicut obezitesi ve insiilin
direncinin  dlgiilmesi arasinda pozitif korelasyon gdzlemlenmistir. Ust viicut
obezitesinde Post-hepatic insiilin direncin artmasiyla beraber belirgin periferal insiilin

konsantrasyonlarina yola agarak periferal insiilin direnci de gelismektedir (Sekil 2-4).
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Sekil 4
Karaciger
Dislipoproteinemi
} HDL-chal ” S
} Glukoneogenez { LOL-Tg Simpatik Sinir
{ Dense LDL Sistemi
Hiperinsulinemi
Pankreas Telafi edici
t insulin salimimi
muhtemel b t5YA OO
hiicre hasari I Hiperglisemi I O OO Adipoz (Yag) Doku
Hiperinsulinemi . -
| Insulin‘in
Antilipolitik etkisi
t Iinsulin Direnci
4 Insulin Duvarhhg
} Dolagimdan
alinan glukoz -
| Oksidatif Potansiyel Glukokortikoitler

nsiyet Hormonlar
Insulin Direnci

iskelet Kasi

{ Glukoneogenez: Amino asit yikiminda artis ve proteine donisim
Hiperglisemi: Kan dolasimi glukoz seviyesinde artis
Hiperinsulinemi: Kan dolasimi insulin seviyesinde artis

} insulin direndi - 4 insulin duyarhhg - Kan dolasimindaki insiilin etkisine kars: hiicrelerin
disik duyarlilik géstermeleri sonucu dokulada insulin aliminda disis.

{ insulin'in Antilipolitik etkisi: Yagin seerbest yag asitlerine (5YA) parcalanmasini énlemek icin insulinin
yag hiicreleri Uzerindeki etkisinin azalmasi

Dislipoproteinomi: abnormal kan lipid konsantrasyonu, | HDL-Kol, 1 LDL-Tg, % LDOL

Sekil 2-4 Obezite ve Tip 2 Diyabet

Farkli yag depolari, lipolizi diizenleyen hormonlara karsi duyarliliklarinda
degiskenlik gosterir ve bu yag dagilimina gore de degismektedir (34). Hem erkeklerde
hem kadinlarda noradrenaline verilen lipolitik cevap, gluteal veya femoral yag
dokusundan farkli olarak abdominalde daha belirgindir (35). Kortizol ayrica, insiilinin
antilipolitik etkisini daha da inhibe ederek bu arttirilmis lipolize katkida bulunabilir. Bu
faktorler abdominal adipositlerden s”erbest yag asitlerinin (Free Fatty Acids - FFA'lar)”
portal sisteme salinmasina yol agmaktadirlar (36). FFA'lar karaciger tarafindan insiilin

alimi1 lizerinde zararli bir etkiye sahiptir ve iist viicut obezitesinde gozlenen artmis
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hepatik glukoneogenez ve hepatik glukoz salinimmna katkida bulunurlar. Insiilin
duyarsizlig1 sadece adipositlerle sinirli degildir; bu siirec iskelet kasinin insiilin direnci
ile vurgulanmaktadir.

“Plazma Serbest Yag Asitleri (SYA-FFA)” konsantrasyonundaki yiikselme,
Ozellikle dogum sonrasi insiilin tarafindan bastirildigindan, glukoz {iretiminin uygun
olmayan bir sekilde korunmasina ve “hepatik glikoz kullaniminin bozulmasina
(bozulmus glikoz tolerans1)” yol agmaktadir. Insiilinin azalmis hepatik boslugu,
periferik (sistemik) insiilin konsantrasyonu ve insiilin reseptorlerinin daha da
diistiriilmesine (downregulation) yol agarak etkisini gostermektedir. Hiperinsiilinemi ve
insiilin direnci, dislipoproteinemik durumun 6nemli bagintilar1 olarak bilinmekte ve
obezite ile baglantili plazma lipit profilinin karakteristik degisikliklerine katkida
bulunmaktadir: yiiksek aglikta plazma trigliserit konsantrasyonu, diisiik yogunluklu
lipoprotein-kolesterol, diisiik kolesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol
konsantrasyonlar1 ve artan ap0-B tasiyan lipoprotein sayis1 karakteristik degisiklikleri

olarak tanimlanabilir (37)

2.4.2. Obezite’de Kardiovaskiiler Fonksiyonlar:

Obezitenin kardiovaskiiler fonksiyonlarina etkileri tahmin edilebilir niteliktedir
(Sekil 5). Genislemis yagsiz doku kiitlesi ve metabolik olarak aktif yag dokusunun artan
oksidatif istegi toplam viicut oksijen tiiketimi ile sonuglanmakta ve ayrica buna
kardiyak verimdeki bir artig da eslik etmektedir. Bununla birlikte viicut yilizey alanina
gore normalize edildiginde degerlerin normal aralik i¢inde oldugu sOylenebilmektedir
(38). Obezitede toplam viicut agirligr artis1 ile orantili olarak toplam kan hacmi de
artmaktadir. Kan hacmindeki bu artis sol ventrikiil preloadinda ve istirahat kardiyak
cikisinda bir artisa sebep olmaktadir (39). Kalp atis hizinda herhangi bir degisim
olmamasina ragmen kardiyak ¢ikista ortaya ¢ikan zorlanma inme hacminin artmasiyla
olusmaktadir. Obeziteye bagli inme hacmindeki artis, sol ventrikiiliin diyastolik
dolumundaki artistan kaynaklanmaktadir (40). Kalp ¢ikisindaki hacim genislemesi ve
artmasi, kalbin yapisal degisikliklerine yol agar ve sol ventrikiil dolumundaki artis, sol
ventrikiil boslugu boyutunda bir artisa ve duvar stresinde bir yiikselise neden
olmaktadir. Sol ventrikiil kiitlesi, VKI ve asir1 kilo derecesi ile dogru orantili olarak

artmaktadir (41).
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2.4.3. Obezitede Uyku-Solunum Bozukluklar:

Gogiis duvar1 ve karin bolgesinde artan yag miktar1 gégiis ve diyafram iizerinde
Ongoriilebilir bir etkiye sahiptir. Bu etkinlik solunum sirasinda inspirasyon ve
ekspirasyonda degisikliklere yol acarak akciger hacmini azaltarak hava alma diizenini
degistirmektedir. Ayrica artan yag kiitlesi solunum sisteminin biitiin olarak uyumlu
calismasinda degisiklige sebep olmaktadir. Bu degisiklikler genellikle obez birey yatma
durumundayken ortaya ¢ikmaktadir. Yag kiitlesindeki artisin solunum yollar1 {izerine
uyguladig1 baskiya karsilik verebilmesi ve bu baskinin iistesinden gelmesi i¢in solunum
kas kuvvetinde bir artis olmasi gerekmektedir. Obezite ile iligkili olan solunum
yollarindaki degisikliklerin en dnemlisi uyku sirasinda olusan degisikliklerdir (42,43).
(Sekil 2-6)

Sekil 5

Obezitede kardiyovaskuler fonksiyonlar

Artmis inme hacmi ve
kardiyak debi {ventrikiiler
(sistolik) kasiimalar sirasinda
¢tkarilan kan miktari)

'

g
Obezite (/ AN o e Toplam kan dolagimi
yizey srtegl sonecs. )
\ oxzien tiketimi hacminde artig
arter

\ Artan on yiik (kalbe geri
donen kan hacmi) sol
ventrikiil {LV)
genislemesine neden
olur

Sistemik vaskiler
direncte artis {arteriyel
kan damarlarinin
daralmasi)

Sistofik ve diyestofik disfonksiyon
[ventrikiflerin ve striyumisnn eksik bog
Kalp yetmezigi

Sekil 2-5 Obezitede Kardiyovaskiiler Fonksiyonlar
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Sekil 6
Ohezitede Uyku Solunum Bozuklugu

Qél——
RRE S —-— ]
Gigies ve kann bilgesinde artan yag kitlesi, skoiger hacminde

szalmeys ve ventilesyon peterninde degisikige neden olur, bu da
diiz uzsnarken elksantrik hale gefir

Kalp Yetmezligi Solunum Yetmezligi

Pulmonar Hipertansiyon

sarasaneds, hveober
ntilaspom | yetersiz
animal) ve apne {zecic
L besilmesi]) meydana

Birteripsl karbondicksit
konsantrasyonunun kabo
yilisslmesi | hiperkapnil

uykew hali

dp=reominolencs), okei=n
Tyl konsantrasyonundaki
iipe ragmen nefes slmada

hipoksik siris

nediioisit | hiperiapni) arte

Zaryef Lykeu
[huzursuziuk ve
sk urymname |

Sekil 2-6: Obezitede Uyku Solunum Bozuklugu

REM uykusu sirasinda, arteriyal oksijen satiirasyonunda azalma ve karbon
dioksitte artis ile beraber kas tonusunda azalma goriilmektedir. Bu degisiklikler genelde
biitiin bireyleri etkilemektedir ama 6zellikle obez bireylerde bu degisimler daha etkili
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diizensiz solunum ve nadir olusan apnoik ataklar genellikle
REM uykusu sirasinda zayif insanlarda goriilmektedir. Ancak obez bireylerde yag
kiitlesinin solunum mekanigi tizerindeki etkisi ile sikliklar1 artmakta ve sonugta ortaya

¢ikan kardiyak aritmiler ile ciddi hipoksiye neden olabilmektedir (44).

2.5. Deney Hayvam1 Modeli
Normal biyoloji ve davraniglarin yani sira spontan yada indiikklenmis bir
patolojik durumun arastirllmasina olanak saglayan modellerdir. Bir model en az bir

biyolojik islev yoniinden insan yada diger hayvan tiirlerine benzerlik gostermelidir.
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HASTALIK MODELLERI;

. Indiiklenmis (Deneysel) Hayvan Modelleri
o Spontan (Genetik) Hayvan Modelleri

J Transgenik-Knock-out Hayvan Modelleri
o Negatif Hayvan Modelleri

o Orphan (Olas1) Hayvan Modelleri

2.5.1. Indiiklenmis (Deneysel) Hayvan Modelleri

Deneysel olarak (cerrahi, kimyasal, viral vs) hayvanlarda olusturulan
hastaliklarin hedef organizmada goriilenlere benzemesidir (STZ ya da EMC virisii ile
diyabet olusturma). Fare ve sigan tiirlerinin biyolojik 6zellikleri genel olarak benzerlik
gdsterirken insan hastaliklart modeli olarak farkli yamitlar verebilmektedirler. Ornegin
fareler “schistosomiasis” enfeksiyonu i¢in iyi bir modeldir fakat sicanlar i¢cin aym

durumdan soz edilemez.

2.5.2. Spontan (Genetik) Hayvan Modelleri

Insan hastaliklariin kendiliginden gelistigi ve insanlardakine benzer patoloji ve
semptomlarin ortaya ¢iktigi hayvan modelleridir. Spontan hastalik modellerinin
olusturulmasinda dogal olarak genetik varyantlardan “mutantlar” yararlanilir. Dogal
mutant formun en 1yl Orneklerinden biri  “Nude Mouse” soyudur.
“Heterotransplantasyon-Snell’s Dwarf mice” bir baska mutant soydur. Fonksiyonel

tiikriik bezinden yoksundur.

2.5.3. Transgenik Knock-out Hayvan Modelleri

Genomlarina yapay olarak yerlestirilmis yabanci bir DNA igeren hayvanlar
transgenik hastalik modeli olarak adlandirilirlar.

Aym sekilde gen-hedefleme teknolojisi sonucunda hiicrelerde belirli bir genin
susturulmast miimkiin olabilmektedir. “Knock-out” olarak bilinen bu modeller de bu

kategoriye dahil edilmaktedir.

2.5.4. Negatif Hayvan Modelleri
Spontan modellerin aksine bazi hastaliklarin gelismedigi modelleridir. Negatif
modellerde hayvan bilinen bir uyariya reaksiyon gostermez. Genellikle fizyolojik bir

olay1 aydinlatmada karsilasilan zorluklar1 agsmak i¢in kullanilirlar.
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2.5.5. Orphan (Olas1) Hayvan Modelleri

Oncelikle hayvanlarda tanimlanan sonra da insanlarda benzeri tanimlanma
amaci ile calisilan hastalik modellerdir. Daha sonra benzer bir hastalik insanlarda
goriiliirse tan1 konulabilmektedir (45,46,47,48).

Diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik gibi obezite komplikasyonlarinin gelismesi
genellikle on yillar gerektirdiginden, obezitenin molekiiler yonlerini ve patofizyolojik
etkilerini incelemek i¢in deney hayvan modellerinin vazgegilmez olduklari yapilan
calismalar ile kanitlanmistir (49). Bunlar arasinda, genetik islev kaybi mutasyonlari,
transgenik iglev kazanimi mutasyonlari, poligenik modeller ve farkli gevresel maruz
kalma modelleri gibi kemirgen modelleri sayilir bu modellet i¢inde fare, sigan, tavsan
gibi hayvanlar sayilabilmektedir (49,50,51). Burada diyetle indiiklenen deneysel obezite
(DIO) modelleri, insan obezite ile ilgili patolojilerle karsilastirma i¢in en uygun olani
temsil etmektedir (49).

C57BL/6J fare modelinin, o6zellikle obezitede gozlemlenen insan metabolik
bozukluklarini taklit eden iyi bir model oldugu gosterilmistir (49,51). “Yiiksek yagh
diyet (HFD-%60)” ile ad libitum beslendiginde, bu farelerde obezite, hiperinsiilinemi,
hiperglisemi ve hipertansiyon olusur. “Normal Yagh Diyet (NFD%210)” ad libitum
beslenen kontrol gruplart ancak herhangi bir metabolik anormallik gelistirmez (49,52).

Kemirgenlerde obezite ve buna bagli metabolik bozukluklar1 tetiklemek i¢in
cesitli yiiksek enerjili diyetler kullanilmaktadir (53). Modeller diyet araciligi ile tam
olarak standartlastirilmamis olsa da geleneksel olarak bu diyetler yagdan elde edilen
kalorilerle basit bir karbonhidrat tiirevli kalori degisiminin bir standartla
karsilastirilmasinin kontrol olarak kullanildigi Normal Yag Diyetidir. Bu Yiiksek Yag
Diyeti’nin kontrole kiyasla mikro ve makro besin igeriginde belirgin farkliliklar
sergilemesi bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir (54). Bu nedenle, elde edilen sonuglar
yalnizca Yiiksek Yag Diyeti ile dogru bir sekilde iliskilendirilemez.

Belirlenen sartlar ve edinilen bilgiler 1s18inda model olarak C57BL/6J fare
modeli se¢ilmistir (Sekil 2-7).
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Sekil 2-7 Obezite’ye Yatkinligi bilinen C57BL/6J Deneysel Hayvan Modeli

2.6. Otofaji

Otofaji, uzun Oomiirlii proteinlerin ve hasarli veya fonksiyonel olarak gereksiz
olan hiicre i¢i yapilarin diizeylerinden sorumludur. Hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi
icin gerekli olan islemdir, aglik (ATP-iireten substratlar, 6rnegin amino asitler saglamak
icin) ve diger stres-indiikleme kosullar1 ile aktive edilmektedir. Mekanizmadaki
herhangi diizensizlik birgok bozuklukta ve yaslanmada rol oynar (54). Hepatik
otofajinin obezite ve diabette bozulabildigini ve bunun diizenlenmesinin insiilin
duyarliligini artirdigr bilinmektedir.

Otofaji, sitoplazmik bilesenleri lizozoma ileten hiicre i¢i bir degradasyon
sistemidir. Sadeligine ragmen, son gelismeler, otofajinin bazen karmasik olan ¢ok ¢esitli
fizyolojik ve patofizyolojik roller oynadigini gostermistir. Otofaji birkag ardigik
adimdan olusmaktadir. Bu adimlar “sekestrasyon, lizozomlara tasima, degradasyon ve
degradasyon Triinlerin kullanim1” ayrica her adim farkli islev uygulayabilmektedir.
Otofaji, lizozomlar igindeki sitoplazmik bilesenlerin degradasyonu igin kullanilan genel
bir terimdir (56,57). Bu siireg, hiicre dis1 ve plazma membran proteinlerinin endositoz
araciligiyla lizozomal degradasyondan oldukga farklidir.

Ug tiir otofaji mevcuttur; “makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili Otofaji”
Ayrica "Otofaji" terimi, aksi belirtilmedikge genellikle makrootofajiyi belirtmektedir
(Sekli 2-8).
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Endozom Lizozom
o £ B
? — — — — — | !
I t t
Pre-Otofagozomal Fagofor veya lzolasyon Otofagozom Otolizozom veya
yapi membrani Otofagolizozom
Amfizom

Otofajik Vakuol

Sekil 2-8 Memeli hiicrelerinde makrootofaji siireci. Organeller de dahil olmak iizere sitoplazmanm bir kismi, bir
otofagozom olusturmak i¢in bir fagofor veya izolasyon membrani ile ¢evrelenmistir. Otofagozomun dig zar1 daha
sonra endozomla ve ardindan lizozomla birlesir ve icteki materyaller degrade olur. Mayada, otofagozomlar, memeli
hiicrelerinde heniiz tanimlanmamis olan PAS'tan iretilir. Cesitli otofajik yapilar i¢in isimlendirmeler yapilmistir
(Noboru Mizushima ”Autophagy: process and function”).

Otofajiye, otofagozom adi verilen benzersiz bir organel aracilik eder.
Otofagozomlar sitoplazmanin bir bolimiinii yutabilir. Otofajinin genellikle secici
olmayan bir degradasyon sistemi oldugu diistiniilmektedir. Bu 6zellik, proteazomal
degradasyon igin yalnizca ubikuitin proteinlerini spesifik olarak taniyan ubikitin
proteazom sistemine belirgin bir farklilik olusturmaktadir. Bu nedenle, ubikitin-
proteazom sisteminin ¢ok sayida spesifik islevi oldugunu varsaymak mantiklidir ¢linkti
binlerce substrati segici olarak bozabilmektedir. Bununla birlikte, son arastirmalar
otofajinin aglik adaptasyonu (uyum siireci), hiicre i¢i protein ve organel temizlenmesi,
gelisme, yaslanmayi onleme, mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi, hiicre 6liimii,
timor baskilama ve antijen gibi beklenenden daha fazla fizyolojik ve patofizyolojik
rollere sahip oldugunu agik¢a gostermistir (58).

Ek olarak, bazi durumlarda, otofajinin katkis1 ¢ok karmasik goriinmektedir.
Ormnegin otofajinin kanser ve hiicre dliimiindeki roliinii genellestirmek ¢ok zordur.
Otofajinin cesitli rollerini anlamak i¢in, makrootofajiyi "indiiklenmis otofaji" ve "bazal
otofaji" olarak alt simiflara ayirmak faydali olabilir (58). Ilki, agliktan sonra amino
asitleri tiretmek i¢in kullanilirken, ikincisi sitozolik bilesenlerin yapict doniisiimii i¢in
onemlidir. Bununla birlikte, bu ayirim bile ¢ok basitlestirilmistir ve daha karmasik
konulara uygulanamaz. Yukarida bahsedildigi gibi otofaji birka¢ ardisik adimdan

olusur: “sekestrasyon, degradasyon ve amino asit / peptid iiretimi”. Her adim, gesitli
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hiicresel baglamlarda farkli islevler uyguladigi goriinmektedir. Bu adima bagh

fonksiyonlar, otofajinin ¢ok islevli olmasina izin vermektedir.

2.6.1. Otofaji Siireci

Otofajinin en tipik tetikleyicisi besin ac¢ligidir; bu anlamda, herhangi bir temel
besin maddesinin eksikligi otofajiye neden olabilmektedir. Mayalarda azot agligi en
giiclii uyaricidir, ancak karbon, oksotrofik amino asitler ve niikleik asitler gibi diger
temel faktorlerin geri ¢ekilmesi ve hatta siilfat, daha az etkili olsa da otofajiyi
tetikleyebilmektedir (59). Memelilerde otofajinin diizenlenmesi olduk¢a karmasik
goriinmektedir. Var olan amino asitlerin tiikkenmesi, kiiltiirlenmis birgok hiicre tiiriinde
giicli bir sekilde otofajiye neden olmaktadir, ancak tek tek amino asitlerin etkileri
farklilik gostermektedir. “Leu, Tyr, Phe, GlIn, Pro, His, Trp, Met ve Ala” ex vivo
perflize karacigerde otofajiyi baskilamaktadir. Bununla birlikte, bu tiir profiller hiicre
tipine baglidir ¢iinkli amino asit metabolizmas1 dokular arasinda biiylik farkliliklar
gosterir. Ornegin, sadece 16sin iskelet kasi ve kalp iizerinde baskin bir etkiye sahiptir
(60). Cok hiicreli organizmalarda, her hiicre mutlak olarak besin varligini algilayamaz.
Aksine, besin tliketimi organizma i¢in bir sorundur ve bu nedenle otofajinin oldukca
organize bir sistem tarafindan diizenlenmesi gerektigini diistinmek mantikli bir secenek
olarak goriinmektedir. Artik endokrin sisteminin, 6zellikle de insiilinin, in vivo otofaji
diizenlemesini yonettigine inanilmaktadir. Karacier otofajisinin insiilin tarafindan
baskilandigi ve glukagon tarafindan arttirildigi anlagilmigtir (59). Diger hormonlar ve
biliylime faktorleri de otofaji diizenlemesine katkida bulunuyor gibi goériinmektedir.
Serum achigiin bir¢cok kiiltiirlenmis hiicre tipinde otofajiyi indiikleyebilecegi iyi
bilinmektedir. Ornek olarak “hematopoietik biiyiime faktédrii interlokin-3 (IL-3)”, en
azindan kismen besin mevcudiyetinin diizenlenmesi yoluyla otofajiyi bastirdigi
goriilmiistiir (61). Insiilin ve amino asit yolaklarina ek olarak “Bcl2, Reactive Oxygen
Spesies(ROS), kalsiyum, AMP-activated Protein Kinase(AMPK), BNIP3, p19 ARF,
DRAM, TRAIL, Calpain, FADD ve myo-inositol-1,4,5-triphospate(IP3)” gibi yolaklarin
otofaji diizenlemesinde etkili faktdrler oldugu yakin zamanda gosterilmistir
(62,63,64,65,66,67,68,69,70,71,72).
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2.6.2. Otofagozom Olusumu

Otofaji sirasinda membran dinamikleri mayadan bitkilere ve hayvanlara kadar
yiiksek oranda korunmustur. Otofagozom olusumunun ilk adiminda, organeller de dahil
olmak iizere sitoplazmik bilesenler, Golgi aygit1 gibi ¢ok yass1 bir organel olan fagofor
veya izolasyon zar1 adi verilen benzersiz bir zar tarafindan sarilmistir. Uzayan fagofor
tarafindan tam ayristirmaya ugrayan tipik ¢ift zarli bir organel olan otofagozomun
olusumuyla sonu¢lanmaktadir. Mayada, 31 ATG (otofaji ile ilgili) proteini
tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogu, floresan mikroskobu ile vakuolar membrana ¢ok yakin
nokta seklinde bir nokta olarak tanimlanabilen bir bolgede toplanir. Otofagozomlar bu
bolgede tretildiginden “preotofagosomal yap1 (PAS)”(723 olarak adlandirilir. Ne yazik
ki, PAS ile ilgili ayrintili yapisal bilgi su anda mevcut degildir ve membrandz bir yap1
olup olmadigi da bilinememektedir. Memeli hiicrelerinde esdeger yapilar
gozlenmemistir. Maya hiicreleri, “sitoplazmadan vakuole hedefleme (Cvt) yolu, amino
peptidaz 1 (Apel) ve alpha-mannosidaz (Amsl)” i¢in sitozolden vakuole yapisal bir
tasima yolu ile paylasildigi i¢in stabil bir PAS'a sahip olabilir (74). 31 ATG proteini
arasinda “18 ATG proteini -ATG1-10, ATG12-14, ATG16-18, ATG29 ve ATG31”-
otofagozom olusumunda yer alir ve "AP-ATG proteinleri" olarak adlandirilir (Sekil 2-
9).

Her bir proteinin kesin islevlerinin anlasilmasi i¢in ¢aligmalar devam etse de,
ATG8 mayalarda beklenmeyen bir islev gosterilmistir. Ubikuitin benzeri bir protein
olan ATGS, “otofajik membranlarda fosfatidiletanolamin (PE)-konjuge form (ATG8-
PE)” olarak bulunmaktadir. ATGS, bir in vitro sistemde ATGB8-PE igeren lipozomlarin
baglanmasma ve hemifiizyonuna aracilik etmektedir (76). Bu benzersiz membran
flizyon prosesi, in vivo olarak fagofor/izolasyon membranlarinin, membran uzamasini

aciklamak i¢in Onerilmistir.
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[Ath-PE (LC3-)

Atg12-Atg5 (hAtg12-hAtg5) .
[ Atg16 (hAtg16L) J Aglik :s'“Val'
Atg18 (WIPI -
_ piESTRY Vps30/Atgé (Beclin1)) 4~ _Bel-2 Bel-X,
Aclik Sinyal Atg14* “~
P Vps34 (hVps34) +| uvraG
% Vps15 (p150) Ambrat

Tor (mTor) |- 2:8:3(? LK) Atg9 I

Otofagozom Olusumu

PAS

Sekil 2-9: PAS lokalizasyonu i¢in ATG proteinlerinin karsihikli bagimliligi. Bu sekil, mayada gergeklestirilen
hiyerarsik simiflandirma analizine gére dayanmaktadir. Mavi oklar, PAS hedeflemesi igin ATG proteinlerinin
birbirine bagimlihigini gostermektedir. Ornegin, ATGS5'in PAS hedeflemesi, biiyiik 6lgiide smif IIT PI3-kinaz
kompleksine baglidir, ancak ATG8 veya ATG2'ye bagli degildir. Siyah oklar, pozitif ve negatif diizenlemeyi gosterir.
Bazi memelilere 6zgii proteinler “(Bcl-2, Bcl-XL, UVRAG ve Ambral)” listelenmistir, ancak memeli hiicrelerinde
PAS esdegeri bir yap1 tanimlanmadigindan PAS hedeflemesi belirlenmemistir. Parantezler memeli terminolojisini
gosterir. Yildiz isaretleri (*) yalmizca mayada analiz edilen faktorleri gosterir (Noboru Mizushima “Autophagy:
process and function”).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Hayvan Modeli

Bu c¢alismada, daha Once calisilan ve Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurul’u
tarafindan onaylanan (25/2010 etik kurul karari ile) Aziz Sancar Deneysel Tip
“Arastirma Enstitiisi Laboratuvar Hayvanlari Bilimi Anabilim Dali” tarafindan
“HFD(Yiiksek Yag Diyeti %60) “kaynakli obezite modeli i¢in baslangi¢ agirligr 18-20
g olan C57BL/6J soyundan 8 haftalik 40 adet erkek fare ve %10 Yag diyeti uygulanan
20 adet erkek fare saglandi. Fareler, 21+2°C oda sicakliginda, %40-60 bagil nemde, 40
liks 151k yogunlugunda, 12 saat aydinlik/12 saat karanlikta, saatte 10 ila 15 hava
degisimine sahip klimali bir ortamda ve 85 dB'nin altinda bir giiriiltii seviyesi ortaminda
barmdirilmistir. Hayvanlar 3 grup altinda ayrilmistir. 1’ci grup %60 HFD 3 aylik
uygulama, 2’ni grup %60 HFD 6 aylik uygulama ve %10 HFD 6 aylik uygulama i¢eren
20 hayvandan olugmustur. Hayvanlara uygulanan ameliyatlar ketamin anestezisi altinda

yapilmistir.

3.1.1. Doku Ornekleri
Calismamizda sakrifiye edilen hayvanlardan alinan ve -80°C’de kriyotiiplerde

saklanilan karaciger ve yag dokular1 kullanilmustir.

3.1.2. “RNA Izolasyonu”

“Dokulardan RNA izolasyonu TRIzol Reagant (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA)” ile ticari sirketin belirledigi uygulamaya uygun olarak asagida gosterilen
tablodaki (Tablo 3-1) gibi yapilmustir.

Tablo 3-1: RNA izolasyon Asamalar

30 mg 6rnek ve 1ml Trizol ile
vortekslenerek 6rnek homojenize edilir

lizis i¢in 1 ml Trizol basina 0.5 ml
izoprpopanol ekleyin

3 4°C'de 10 dakika inkiibe edilir
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4°C'de 12.000 x g'de 10 dakika
4 santrifiijleyin. Tiipilin u¢ kisminda beyaz jel
benzeri toplam RNA ¢dokeltisi igeren bir

pelet olusmaktadir.
5 Stipernatant1 Mikropipet ile uzaklastirilir
6 Iml %75 alkol ile pelleti ¢ozdiirtiliir
7 ornegi vorteksleyin ve 4°C 7500 x g'de 5

dakika santrifiijlenir
8 Stipernatant1 Mikropipet ile uzaklastirilir
9 5-10 dakika kurumasi i¢in birakilir
10 20-50 uL Rnase-free su ekleyerek pipetaj

yapin
151 blokunda 10-15 dakika 55-60°C'de
11 - .
inkiibe edilir

12 —70°C'de saklaym

3.1.2.1. “cDNA Sentezi”

Izolasyon asamasi sonucu —70°C'de saklanilan 6rneklerden cDNA sentezi ticari
sirketin protokoliine uygun sekilde caligilmistir.

o Reaksiyon basma 0,5 pL “DNase” ve 1,5 uL “DNase Buffer” eklenerek

DNase mastermix karisimi hazirlanir pipet ile karigtirilir

o 2 puL “DNase mastermix” lizerine 11 pl. RNA eklenerek pipet ile
karigtirilir
. “Thermal cycler cihaz1” kullanilarak asagidaki tabloda (Tablo 3-2)

bulunan inkiibasyon asamas1 uygulanmaktadir:
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Tablo 3-2: cDNA sentez

Sicaklik(°C) Siire(dakika)

DNA olusumu 25 5
Dnase

. . 75 5
inaktivasyonu

3.1.3. “RT-PCR Uygulamas1”

Uygulama i¢in taranan literatiirlerden ve belirlenen gen bolgelerine gore dizayn

edilen primerler asagidaki tablodaki (Tablo 3-3) gériinmektedir:

Tablo 3-3: ATG3, ATG5 ve ATGS8 Primerleri

ATG3 (Forward): S'ATAGTT TTT GAC TCC CCT GTG 3'

ATG3 (Reverse): 5'CAATGT AGT GGA GAG GCT ATA 3

ATGS (Forward): 5'AAG TCT GTCCTT CCG CAGTC 3

ATGS (Reverse): 5'TGA AGA AAG TTATCT GGG TAGCTCA 3

ATGS/LC3 (Forward): 5'CCG TCC GAG AAG ACC TTC AAG CAG C3'
ATGS8/LC3 (Reverse): S5TTG TTG GAG TCT TAC ACA GCC ATT G3'

Tablo 3-4: RT-PCR Uygulama Protokolii:

‘ Kademe ‘ Sicaklik(°C) Sure Siireg
On Denatiirasyon 95°C 5 dakika
95°C 10 saniye 45 siklus her sikliste
PCR 60°C 30 saniye amplifikasyon
72°C 20 saniye okumas|
Erime Egrisi her 5 saniyede erime

65°C-95°C 0.5°C artisla

Melt Curve egrisi okumasi
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4. BULGULAR

4.1. Elde Edilen Bulgular
Yapilan RT-PCR uygulamasinda ATG3, ATG5, ATG8 ve ACTB(beta Aktinin)

kontrol geni sonuglari:

Tablo 4-1: ATG3 ham verileri

ATG3 ACTB
Tup No: Hasta Adi Ct ACt AACT | 2A-AACT Ct
1 D1.1.1Y 24,81 5,41 -2,19 4,56 19,4
2 D1.1.2Y 24,16 6,89 -0,71 1,64 17,27
3 D1.1.3Y 26,25 7,19 -0,41 1,33 19,06
4 D1.1.4Y 24,43 5,52 -2,08 4,23 18,91
5 D1.1.5Y 25,49 5,72 -1,88 3,68 19,77
6 D1.2.1Y 26,39 7,2 -0,4 1,32 19,19
7
8
Melt Peak Melt Curve

1000 :
7000 L o
500
6000 1.

600 .
5000 +- -

I 1
RFU

400 .
4000 1 -

200 | :
3000 L.

2000

85 70 75 80 85 90 95

Temnerature. Celzins .
. . ', Celsius
Amplification

4000 4

3000 -

RFU

2000

1000 4

Cycles

Sekil 4-1: ATG3 Erime Noktas1 (Melt Peak) / Erime Egrisi ve Amplifikasyon Egrisi
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Tablo 4-2: ATG5 ham verileriHata! Baglant1 gegersiz.

Melt Peak

Melt Curve
TOO =T T T T I T T T
600 6000 1.
500 3
- 5000
3 400 ]
=) )
g
% 0 4 4000
200
3000
100
0%
Temnerature. Celsius
/00 L P S F R SRR R R PR
3000 Lo é -------------- é-------------ﬂ
2500 Fooo o .............. .........
2000 L.............. .............. ........
2 : :
E 1800 L. ... .............. ........
1000 L.............. .............. ..
500 L —m—m—m—mm .............. —
0 + +
0 10 20 40
Cycles
Sekil 4-2: ATGS Erime Noktasi(Melt Peak) / Erime Egrisi ve Amplifikasyon Egrisi
Tablo 4-3: ATG8 ham verileriHata! Baglant1 gecersiz.
Melt Peak

7000 L.
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; 500D 4
4000 4
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} ! } 2000
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Kat Degisimi P degeri %95 giiven arahg

ATG3 3,45 0,47 0,51-1,09
ATG5 1,13 0,001* 0,75-1,83
ATGS8 0,23 0,019* 0,21-2,46
Sekil 4-3:

ATGS5 Erime Noktasi(Melt Peak) / Erime Egrisi ve Amplifikasyon Egrisi

4.2. Istatiktiksel Analiz ve Elde Edilen Sonuclar

Tablo 4-4: Deney 1 Grubu Yag Doku Sonuglari

OATG3
BATGS

OATGS8

D1Y KY

Sekil 4-4: Yag Dokusu Dagilimi-( Deney 1 grubunda yag doku rneklerinde ATG5 ve

ATG8de kontrol genine gore yapilan istatistiki sonuglara gore ekspresyon seviyelerinde artis ve p degerine gore
anlamlilik oldugu goriilmiistiir).
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Kat Degisimi P degeri %95 giiven arahg

ATG3 2,81 0,031* 0,19-3,83
ATG5 2,39 0,016* 0,36-3,25
ATGS 0,60 0,001* 1,47-3,73

Tablo 4-5: Deney 1 grubu Karaciger Doku Sonuglari

OATG3
B ATGS
OATGE

D1K KK

Sekil 4-5: Karaciger Doku dagilin (Deney 1 grubunda karaciger doku drneklerinde ATG3

ve ATGS5’de, kontrol grubunda ATGS kontrol genine gore yapilan istatistiki sonuglara gore ekspresyon seviyelerinde

artig ve p degerine gore anlamlilik oldugu goriillmiistiir.)



Kat Degisimi P degeri %95 giiven arahg
ATG3 3,71 0,580 0,59-1,03
ATGS 1,65 0,007* 0,23-1,35
ATGS 0,19 0,008* 0,45-2,68

Tablo 4-6: Deney 2 Grubu Yag Doku Sonuglari

31
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Kat Degisimi P degeri %95 giiven arahg

ATG3 2,91 0,153 0,55-3,42
ATGS 2,01 0,015* 0,33-2,88
ATGS 0,61 0,001* 0,24-3,42

OATG3
BEATGS

OATG8

D2Y KY

Sekil 4-6: Yag Dokusu Daglllml (Deney 2 grubunda yag doku 6rneklerinde ATG5 ve

ATG8de kontrol genine gore yapilan istatistiki sonuglar ekspresyon seviyelerindeki artig ve p degerine gére anlamli

oldugu goriilmiistiir)



Tablo 4-7. Deney 2 Grubu Karaciger Doku Sonuglari

10

D2K

KK

OATG3
B ATGS

OATGS8
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Sekil 4-7: Karaciger Dokusu Dagilimi (Deney 2 grubunda karaciger doku rneklerinde ATG5 ve Kontrol

degerine gore anlamli oldugu goriilmiistiir)

grubunda ATG8’de kontrol genine gore yapilan istatistik sonuglar ekspresyon seviyelerindeki artis ve p

Grup Baslangic 3 Ay 6 Ay P degeri | %95 giiven
arahg
D1 25,60+1,50 40,20+5,70 - 0,001 11,98-17,21
D2 24,72+1,72 - 41,76+7,34 0,001 13,56-20,51
K 24,70+1,60 - 27,61+£2,10 0,001 1,86-3,96

Tablo 4-8: Ornek gruplarinin agirlik dagilim
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5. SONUC

Elde edilen deney gruplar1 ve kontrol grubu yag ve karaciger dokusu verileri
arasinda yapilan karsilastirmali istatistiksel analize gore deney grubu 1 (D1) yag doku
orneklerinde ATGS (Kat Degisimi-1.13: p degeri-0.001: %95 giiven araligi-0,75-1,83)
ve ATGS (Kat Degisimi-0.23: p degeri-0.019: %95 giliven araligi-0,21-2,46)
“ekspresyon seviyelerinde artis ve anlamlilik oldugu” goriilmiistiir.

D1 grubu karaciger doku orneklerinde ATGS8 (Kat Degisimi-0.60: p degeri-
0.001: %095 giiven araligi-1,47-3,73) “ekspresyon seviyesinde artis gorilmiistiir”.
Kontrol grubu karaciger doku orneklerinde ATG3 (Kat Degisimi-2.81: p degeri-0.031:
%95 giiven araligi-0,19-3,83) ve ATGS5 (Kat Degisimi-2.39: p degeri-0.016: %95
giiven araligi-0,36-3,25) “ekspresyon seviyelerinde artis ve anlamlilik oldugu
gorilmustir”.

Deney grubu 2 (D2) ve kontrol grubu yag doku ornekleri verilerine gore yapilan
analiz sonucu, D2 grubunda ATGS5 (Kat Degisimi-1.65: p degeri-0.007: %95 giiven
aral1g1-0,23-1,35) ve ATGS (Kat Degisimi-0.19: p degeri-0.008: %95 giiven araligi-
0,45-2,68) “ekspresyon seviyelerinde artis ve anlamlilik oldugu goriilmiistiir”.

Deney grubu 2 (D2) ve kontrol grubu karaciger doku ornekleri verilerine gore
yapilan analiz sonucu karaciger doku 6rneklerinde ATGS8 (Kat Degisimi-0.61: p degeri-
0.001: %95 giiven araligi-0,24-3,42) ve kontrol grubunda ATGS5 (Kat Degisimi-2.01: p
degeri-0.015: %95 giiven araligi-0,33-2,88) “ekspresyon seviyelerinde artis ve

anlamlilik oldugu goriilmiistiir”.
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6. TARTISMA

Tez calismamizda yapilan deneysel ¢alisma ve elde edilen verilerin istatistiksel
analizi 15181inda deney gruplarinda karaciger dokusunda D1°de ATG8 (p<0.001) D2°de
ATG8 (p<0.001) olarak ortaya ¢ikmistir. Yag dokusunda D1 de ATG5 (p<0.001) ve
ATGS8 (p<0.019), D2 de ATG5 (p<0.007) ve ATG8 (p<0.008) olarak ortaya ¢ikmuistir.

Her iki doku orneginde ATGS i¢in anlamliligin (p > 0.001) ve ekspresyon
seviyesinin fazla olmasi protecozom yolaginda, hiicre dongiisiinde, apoptozisde,
transkripsiyonda, DNA onarimi gibi pek c¢ok hiicre i¢i protein yikiminda gorev alan ve
ubiquitin’in benzeri olan ATGS8 proteinin etkisinin obez hayvanlarda yiiksek
olabilecegini ve ATGS8’in obezite’yi dogrudan etkileyebilecegi ifade edilebilir. Ayrica
bu baglamda ATGS8’in kanserle olan siki iliskisine atif yapilabilir. ATG5’in ise sadece
karaciger dokusunda seviyesinin artmis olmasinin ve istatistiksel olarak anlamliliginin
bulunmasinin ise obezitenin artis gostermesi ve karacigerin yaglanmasi ile dogru

orantil1 oldugu sdylenebilir.

Calisma sonucunda kontrol grubunda ekspresyon seviyelerinde artis
gozlemlenen ve analiz sonucuna goére anlamli olan veriler karaciger doku 6rneklerinde
D1 ile karsilastirildiginda ATG3 (p<0.031) ATG5 (p<0.016), D2 ile karsilastirildiginda
ATG5 (p<0,015) olarak goriilmistiir.

Kontrol grubunda sadece karaciger doku oOrneklerinde ATG3 ve ATGS
seviyelerinin artmis ve anlam kazanmis olmasi bu iki genin bireyleri obeziteye kars1 bir

koruyucu etken olabileceginin gostergesi olarak sayilabilir.

Han S. ve arkadaglarimin 2021 yilinda yayinladiklar1 arastirmada yliksek yag
diyeti ve normal yag diyeti ile indiiklenmis disi C57BL/6J hayvanlarda diyetin 17°nci
haftasinda ATG3, ATG5, ATG8 gen ekspresyon diizeyleri ie ilgili olarak karaciger
dokusunda aragtirma yapilmistir. Elde ettikleri sonuclara gore yiiksek yag diyeti ile
indiiklenen hayvanlarin 6rneklerinde ATG3 ve ATGS5 genlerinin  ekspresyon

diizeylerinde normal yag diyeti ile indiiklenen hayvanlara gore azalma oldugu



37

goriilmiistiir (76). Bu sonucun bizim arastirmamizin verileriyle paralel oldugu

gozlenmistir.

Da Silva Lima ve arkadaslariin 2022 yilinda yayinladiklar1 ve C57BL/6J
hayvanlar yiiksek yag diyetiyle indiikledikleri arastirmada 8 haftalik hayvanlarin
karaciger dokusunda ATG3 gen ekspresyon diizeylerine bakilmistir. ATG3 geninde
kontrole gore ekspresyon farki yiiksek olarak gdzlemlenmis ve anlamli bulunmusgtur

(77).

Xu ve arkadaslariin yaptiklar arastirmada ise obez ve normal bireylerde otofaji
ile iligkili genlerin ekspresyon diizeyleri karsilastirilmistir. Bu sonuglara gére ATG5 ve
ATGS diizeylerinin obez bireylerde artig1 gdozlemlenmistir (78).

Pyo ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismada ATG5 transgenik hayvanlar ve
yabani hayvanlarda ATG5 ekspresyon diizeyleri karsilastirilmasi yapilmis ve transgenik
hayvanlarda diizeylerin artmig oldugu saptanmistir (79).

Kovsan ve arkadaslarinin ¢aligmasinda insan adipoz yag dokusu (omental ve
subcutan) kullanilmigtir. Bu c¢alisma sonucunda ATG5 ve ATGS8 ekspresyon

diizeylerinde omentumda subcutana gore dnemli artis oldugu gézlemlenmistir(80).

Maixner ve arkadaslarinin galigmasinda bizim arastirmamiza benzer olusturulan
hayvan modelinde karaciger ve adipoz doku ekspresyonlari karsilastirilmistir. ATGS ve

ATGS diizeylerinin adipoz dokuda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (81).

Haim ve arkadaslar1 obez bireylerde yaptiklar1 arastirmada omental ve subkutan
orneklerinde ATG3 ve ATGS ekspresyon seviyelerinin omentumda subkutana gére VKI

artikca ekspresyon diizeyinin de artigini1 gézlemlemislerdir (83).

Jansen ve arkadaglari insan adipoz dokusunda yaptiklar1 ¢alisma sonucunda

normal bireylere gore ATG5, ATG7 ve ATGS diizeylerinin artigini saptamiglardir (84)

Kosacka ve arkadaslar1 ise obez ve tip 2 diyabet hasralarinin adipoz dokularinda

yaptiklar1 arastirma sonucunda ATG5 ve ATGS8 ekspresyon diizeylerinde artigla



38

beraber adipoz dokuda enflamasyon gozlemlemisler, diger yandan p63 ve mTOR

diizeylerinde azalma belirlemislerdir (85).

Lu ve arkadaslar1 2020 yilinda gergeklestirdikleri ¢alismada ApoE eksikligi
olan, normal ve yiiksek yag diyeti ile indiikledikleri hayvan modellerinde yaptiklar
arastirma sonucunda yag dokusunda ciddi bir artis goziikkmesine ragmen calismamiz
verileriyle iliskili sekilde ATG8 geninde downregulasyon oldugunu gézlemlemislerdir
(86).

Calismamizda konu olan otofaji gen bolgeleri ve uluslararasi literatiirlere gore
yapilan ¢aligmalar bu aragtirmanin devam etmesi gerektigini gostermekte ve bu konu ile
ilgili numune sayisini artirmak ve elde edilen verilerin metabolik bir hastalik olan
obezitenin kanser ile iliskisini daha saglam temellere baglayacagini diistinmekte ve bu

genlerin tanida(diagnostikte) birer potansiyel aday gen oldugunu diisiinmekteyiz.
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