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OZET

OBEZ SICAN MODELINDE PANKREAS VE HIPOKAMPUS DOKULARINDA
UCP2 GEN ANALIZi

Zeynep ULUKUTUK

Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez danismani: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI

Haziran 2018, 60 sayfa

Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 2 diyabet gibi bir¢ok kompleks hastalik ile
iligkili bir risk faktoriidiir. Bu nedenle obeziteye neden olan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmast  6nemlidir. Kan glikoz seviyesinin diizenlenmesi ve enerji
metabolizmasinda etkili olan pankreas, diyabet ve obezite gelisiminde Onemli bir
organdir. Pankreastaki UCP2, insiilin ve glukagon salinimmi diizenlerken,
hipokampustaki UCP2, noronal yenilenmede rol oynayarak dgrenme siireclerine etki
etmektedir. Bu arastirmada obez sigan modelinde hipokampus ve pankreas dokularinda
Ucp2 gen ifadesi ile 6grenme arasindaki olasi iligkiler arastirildi. Bu amagla planlanmis
olan caligmada Wistar albino yetiskin erkek sicanlarda deneysel obezite modeli
olusturuldu. Deneylerde 8 obez, 8 kontrol olmak {izere 16 adet hayvan kullanildi.
Gruplara 6grenme testi uygulandiktan sonra hipokampus ve pankreas dokular1 disektse
edildi. Ger¢ek zamanli kantitatif RT-PCR yontemi kullanilarak dokularda Ucp2 gen
ifade diizeyleri belirlendi. Istatiksel analizde gen ifade diizeylerinin karsilastiriimasi
Qiagen veri analizi programi ile, 6grenme verilerinin degerlendirilmesi ise student-T
testi ile yapildi. Istatistiksel analizler sonucunda; hipokampus dokusunda Ucp2 gen
ifade diizeyinin obez grupta kontrol grubuna gore arttig1 ve istatistiksel olarak sinirda
anlamli oldugu (p=0,05), pankreasta ise gruplar arasinda fark olmadigi ( p=0,94)
sonucuna varildi. Ogrenme performanslari karsilastirildiginda ise obez grupta 6grenme
performansinin kontrole kiyasla daha diisiik oldugu saptandi (p=0,001). Sonu¢ olarak
obezitenin 6grenme performansinm azalttigir bulundu. Ucp2 gen ifadesinin hipokampusta
artmis olmasi ise obezitede noronal sag kalim igin hiicrelerin savunmasi olarak
yorumlandi. Obezite ve 6grenme arasindaki iliskinin molekiiler diizeyde analizini
amaglamis olan bu arastirma sonuglari yapilacak olan ¢alismalara katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hipokampus, Obezite, Ogrenme, Pankreas,UCP2



ABSTRACT

UCP2 GEN ANALYSIS IN PANCREAS AND HIPPOCAMPUS OF OBESE RAT
MODEL

Zeynep ULUKUTUK

Master of Science Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI
June 2018-60 pages

Obesity is a risk factor associated with many complex diseases such as cardiovascular
diseases, type 2 diabetes. It is important to elucidate the molecular mechanisms that
cause obesity. Pancreas, which is effective in energy metabolism by affecting blood
glucose level, is an important in diabetes and obesity. UCP2 in the pancreas regulates
the release of insulin and glucagon. UCP2 in the hippocampus affects learning
processes by playing a role in neuronal regeneration. In this study, possible
relationships between learning and Ucp2 gene expression in hippocampus and pancreas
were analyzed in obese rats. An experimental obesity model was established in Wistar
albino adult male rats. In the experiments, 16 animals, 8 obese and 8 controls were used.
Hippocampal and pancreatic tissues were dissected. Ucp2 gene expression level was
determined in tissues using RT-quantitative-PCR method. Qiagen data analysis was
used for the comparison of gene expression levels. The evaluation of the learning data
was done by the student-T test. The level of Ucp2 gene expression in the hippocampus
was increased in the obese group compared to the control group and statistically
significant at the border (p=0,05), not different in the pancreas (p=0,94). When the
learning performance were compared, it was found that lower in the obeses than the
controls (p=0.001). Obesity was found to reduce learning performance. The increased
expression of the Ucp2 gene in the hippocampus was interpreted as a defense of cells
for neuronal survival in obesity. Our results will contribute to the researches to be done
in this regard

Key Words: Hippocampus, Learning, Obesity, UCP2, Pancreas



1 GIRIS ve AMAC

Diinyada ve lilkemizde goriilme siklig1 hizla artan 6nemli saglik sorunlarindan biri olan
obezitenin, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi,
metabolik sendrom, bazi kanserler ve obstriiktif uyku apnesi sendromu gibi bir¢cok ciddi
hastaliga neden oldugu bilinmektedir (1,2). Obezitenin siklig1 her gecen giin artarken,
obezite ile beraber goriilen hastaliklarin da sikliginin artmasina neden olmaktadir.
Diinya Saghk Orgiitii (DSO) verilerine gore fazla kiloluluk ve obezite, Avrupa'daki
yetigkinlerde tip 2 diyabet vakalarinin %80' inden sorumludur (3). Tip 2 diyabet riski
obezitenin siiresi, derecesi ve bel ¢evresiyle iliskili obezite varlig1 ile artmaktadir (4).
Son yillarda obeziteye yol agan ve onunla ilgili hastaliklarin olusmasina sebep olan

molekiiler mekanizmalar iizerinde ¢ok sayida calisma bulunmaktadir.

UCP2 proteini tip 2 diyabette rol alan bir molekiildiir, pankreas dokusunda baskin
olarak sentezlenir, insiilin ve glukogon salinimini diizenleyici rolii bulunmaktadir (5).
Ayrica UCP2 beynin Ogrenme merkezi olan hipokampusta da baskin olarak

sentezlenmektedir (6).

Obeziteye eslik eden saglik sorunlarina ek olarak, obezite daha zayif bilis ve motor
kontrol 1ile iliskilendirilmig, beyin plastitesinin degismesine yol acabilecegi
diisiiniilmektedir (7). Insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan c¢alismalar obezite ile
bilissel fonksiyonlardan 6grenme gii¢liigli arasinda iliski olduguna dair arastirmalar
mevcuttur (8). Obezitede biligsel fonksiyonlarda bozulmaya aract olan olasi
mekanizmalar; dislipidemi, insiilin direnci ve merkezi sinir sistemi seviyesinde ise; kan
beyin bariyerinin bozulmasi, pro-inflamatuar sitokinlerin artmasindan kaynaklanan

merkezi inflamasyon ve zar akiskanliginin bozulmasi oldugu diistiniilmektedir (9).

Bu aragtirmada obezitenin 6grenme performansi tizerindeki etkisi ve Ucp2 proteinin bu
stireglerdeki olas1 roliiniin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla obez ve saglikli kontrol
grubuna 6grenme testi uygulandi ve bu hayvanlardan alinan pankreas ve hipokampus
doku orneklerinde Ucp2 gen ifade diizeyleri saptandi. Ucp2 gen ifade diizeyi ve
ogrenme siirecindeki degisimler arasindaki olasi iliski analiz edildi. Obezitede Ucp2 ve
bilissel fonksiyonlar arasindaki olasi iligkilerin ortaya konulmasi ile obeziteye neden
olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas: ve daha etkin tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine katki saglamak amaclandi.



2 GENEL BILGILER

2.1 Obezite
2.1.1 Obezite Nedir?

Obezite, viicutta asir1 yag birikimiyle karakterize edilen ve tek bir hastalik grubundan
ziyade bircok hastalifin beraber goriildiigii, viicut agirligr diizenleyici sistemlerin
bozuldugu bir hastaliktir (10,11,12). Ilkel toplumlarda giinliik hayat yiiksek diizeyde
fiziksel hareketlilik gerektiriyordu ve besin kaynaklarina ulagim imkanlar1 kisitliydi. Bu
yiizden alinan kalorinin fazlasinin yag olarak depolanmasini saglayan genetik egilim,
hayatta kalmak icin onemlidir. Ancak glinlimiizde sanayilesmis toplum hayati, yerlesik
yasam tarzi, besin kaynaklarina ulagsmada bolluk, ¢ok cesitli lezzetli ve ucuz gidalar

stiphesiz obezitenin artisina sebep olmustur (10).

2.1.2 Obezitenin Tanisi

Viicut yagimin miktarint direkt olarak 6lgmek zordur ve genellikle ¢ogu bireyde viicut
yag miktart ile iliski gOstermesi sebebiyle, yag orani dolayli bir 6l¢iit olan viicut kitle
indeksi (VKI) ile belirlenir (Tablo 2.1)(10). VKI, klinikte viicut yagmin
degerlendirilmesi igin pratik bir yaklasim olarak onerilir (13). Bununla birlikte, VKI' nin
bazi sinirlamalari vardir. Ornegin VKI, ¢ok kasl kisilerde (sporcular vb.) viicut yagim
gercek miktardan ¢cok daha fazla tahmin ederken, kas agirliginda kayip olan kisilerde;
ornegin, yash kisilerde viicut yagim dogru tespit edilmemektedir. (4). Obezite ile
beraber goriilen rahatsizliklardan insiilin direnci, diyabet, hipertansiyon, hiperlipidemi
gibi durumlar viicut yaginin yliksek olmasindan ziyade viicudun orta bdlgesinde karin
i¢i organ ¢evresindeki yag miktari ile baglantilidir (12). Bireylerde yag birikimi obezite
stireclerinde derialti dokularda, obezitenin ilerleyen evrelerinde ise kas, karaciger ve
pankreasta yag birikimi goriilmektedir (14). Fiziksel olarak viicudun orta bolgesinde
goriilebilir diizeydeki yag oranini belirleme; bel /kalca ¢evresinin oranin belirlenmesi,
iki enerjili x ray i1sinlarmin emilimi taramasi ve bilgisayarli tomografinin
kullanilmastyla daha kesin olarak belirlenebilmektedir (12).

Bel / kalga oran1 (BKO) yiiksek goriildiigii obezite tipi santral obezite olarak adlandirilir
(15). DSO’ iine gore bel gevresi kadmlarda 88 cm ve iizerinde, erkeklerde 102 cm ve

iizerinde ise santral obezite olarak kabul edilmektedir (15).



Tablo 2.1: Viicut kiitle indeksine gore obezitenin siniflandirilmasi (16).

Obezitenin
Siniflandirilmasi VKIi(KG/M?)

Zayf - <18.5
Normal - 18.5-24.9
Fazla
Kilolu - 25-29.9
Obez SINIF I 30-34.9

SINIF IT 35-40
Asirl SINIF III >40
Obez

Sicanlarda Obezite Tamis1 ve Lee indeksi

1928 yilinda Lee tarafindan sicanlarda obezitenin kolay bir sekilde belirlenebilmesi igin
bir indeks tarif edilmistir. Bu indeks, viicut agirhiginin (g) kiip kokiiniin viicut
uzunluguna (cm) boliinmesi ve sonucun 1000 ile bolmesiyle hesaplanmistir. Bu
denklem asagida gosterilmistir. 0.3' {in altindaki sonuclar normal kabul edilmektedir

(14). Bu deger ve tistiindeki degerlere sahip hayvanlar obez olarak nitelendirilmektedir.

¥ kiitle (m) fvicut uzunlugu(x)
1000

Lee Indeksi =

Biyoelektrik alternatif akim direnci kullanilarak yapilan deneyler; viicut kitle indeksi,
Lee indeksi ve karin gevresi gibi antropometrik parametrelerin siganlarda viicut
kompozisyonunu belirleyebilmek i¢in kullanabilecegini gdstermistir (14). Yag kiitlesi

ve Lee indeksi birbiriyle iligkilendirilmektedir (17).



2.1.3 Obezitenin Nedenleri

Hizla artan obezitenin sebeplerini belirlemek giic olmasina ragmen temel nedenler,
karbonhidrat bakimindan zengin yiyecekler, doymus yaglar, enerji tiiketimi azalirken
aliminin artmasi ve fiziksel aktivitenin azalmasidir. Ayrica sosyal yasamdaki ekonomik
kalkinma, modernlesme ve sehirlesme gibi etkenler de toplumsal boyutta obezite

artisina neden olmaktadir (14).
Obeziteye neden olan durumlar;

o Dengesiz beslenme
e Yetersiz fiziksel aktivite
e Baz endokrin hastaliklar:
Metabolik sendrom
Diyabet
Diisiik tiroid hormonu seyri
Polikistik over sendromu (PKOS)
Cushing sendromu
Biiyiime hormonu yetmezligi
Cinsiyet hormonlarinda seks hormon azlig1

Genetik faktorler (18).

N N N N N

e ilaclar:

Metabolizmanin ~ diizenlenme  mekanizmalari1 ~ bozan ilaglar.  Ornegin;
antipsikotikler, glukokortikoidler, anabolizan steroidler (18).

e Psikolojik bozukluklar

e Norojenik bozukluklar

Besin metabolizmast beyin sapindaki merkezler tarafindan kontrol edilmektedir
(19). Ozellikle istah1 etkileyen merkezlerden biri ise hipokampus ile yakindan
iliskili olan amigdala ve prefrontal korteksdir. Amigdaladaki baz1 bolgelerin kaybi

beslenmenin artip azalmasina yol agabilmektedir (20).

2.1.4 Obezite Genetigi

Obezite cesitli genetik ve genetik olmayan risk faktorlerinin sebep multifaktoriyel bir
hastaliktir (21). 1940'lardan 1970'lere kadar obezite olusum siireclerinde psikolojik ve

psikodinamik yonlerin en 6nemli rolii oynadig: diistiniilmekteydi (21,22).



Obezitede genetigin roliiniin oldugunu destekleyen en onemli bulgular; tek yumurta
(monozigotik) ikizlerinde viicut kitle indeksi ile yapilan ¢aligmalarda, teknolojinin
gelismesi ve genetik haritalama ¢alismalariin ilerlemesiyle saglanmistir (23).
Molekiiler genetik arastirmalar, son genom teknolojilerini kullanarak viicut agirhiginin
diizenlenmesini etkileyen yaygin DNA varyantlarinin tanimlanmasina odaklanmaktadir
(21).

Obezite, genetik iliskisine gore; sendromik, tek genli ve ¢ok genli obezite olarak ii¢
sinifa ayrilmistir (Sekil 2.1)(23). Obezite de genetik etkinin kisiler aras1 degisim goz
Oniine alindiginda % 40-70 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (24). Giiniimiizde
obeziteden sorumlu olabilecegi tahmin edilen genlerin aday gen olup olmadigina dair

baglant: analizi/iliskilendirme gibi dogrulama ¢aligmalar siirdiiriilmektedir (25).

[ OBEZITE

GENETIGI
|
SENDROMIK ]
|
Tek Genli Cok Genli
Obezite ) Obezite
—_
LEP, LEPR,
POMC, MC4R, ADRB(1,2,3),UCP1,2,3)
PC1, NPY

Sekil 2.1:Obezite genetigi (26).

2.1.4.1 Sendromik Obezite

Sendromik obezite, farkli genetik ya da kromozomal bozukluklar (otozomal ya da X’e
bagli ) sebebiyle meydana gelmektedir (27). Mendel kalitimiyla kalitilan ve sendromik
obezite olarak tanimlanan 20-30 adet hastaliklarin, klinikte obezite olarak kabul edildigi
ancak yani sira zeka geriligi, dismorfik 6zellikler ve organlara 6zel gelisim bozukluklar

gibi ek normal olmayan durumlar gosterdigi bilinmektedir (28,29).

Yirmibesin iizerinde sendromik obezite tespit edilmistir (30). En iyi bilinen sendromik
obeziteler ise; Prader-Willi sendromu (PWS), Bardet-Biedl sendromu (BBS) ve Alstrom

sendromudur (27).



2.1.4.2 Tek Genli Obezite

Tek genli obezite, tek bir gen veya kromozomal bolgedeki mutasyonlardan kaynaklanan
nadir goriilen bozukluklardir (31,32). Tipik olarak erken yaslarda ortaya cikar
(cogunlukla 10 yasindan 6nce) ve obezite ile karakterizedir (31,32,33). Bu tip obezitede
enerjinin alinmasi, harcanmas1 (enerji dengesi) ve adipogenez gibi viicut agirliginin
diizenlenmesi ve korunmasi yolaklarinda faaliyet gosteren genler 6nemli bir yere
sahiptir.

Leptin, leptin reseptorii, propiomelanokortin (POMC), Melanokortin 4 reseptor(MC4R),
proprotein dontstiirticii 1(PC1) eksikligi olan bireylerin klinik 6zellikleri siklikla tek
genli obezite fenotipi ile iliskilendirilmistir (Tablo 2.2)(34).

Tablo 2.2: insanda tek genli obeziteyle iliskili genler (32).

Gen Kodlandig1 Protein Fonksiyonu Lokalizasyonu ‘
LEP Leptin Tokluk hissi olugturan hormon  7q31.1

LEPR Leptin Reseptorii Leptin i¢in reseptor 1p31

MC4R Melanokortin 4 reseptor  a-MSH i¢in reseptor 18qg22

POMC Pro-opiomelanokortin  Istah kesici peptid 2p23.3

PCSK1 Proprotein Konvertaz 1 POMC’in a-MSH’a dontisimi 5q15-21

ile iliskili enzim

Leptin 167 aminoasitlik baslica adipositlerden ifade edilen ve sitokin benzeri peptid
olan bir adipokindir ve beyine ulastifinda hipotalamustaki reseptdrlerine baglanarak
istaht keser (35,26). Leptin hormonun enerji alimini ve yag metabolizmasini
diizenledigi diistintilmektedir (26). Leptin eksikligi goriilen kisilerde leptin tedavisinin
viicut agirhigr ve istah iizerine 6nemli etkileri gortilmistiir (36). LEPR geni leptin
reseptorlerini kodlar ve bu reseptoér bozuklugunda, leptin eksikligine benzer fenotip

goriliir, leptinin uyari iletici islevi bozulur (26).



POMC a, B, y MSH ve ACTH iireten MC3R ve MC4R ile kontrol edilen istah1 6nleyici
bir gendir (37). Dogustan obez olan ¢ocuklarda POMC ve ACTH kusuru adrenal
korteks eksiklikligi ile iliskilendirilmistir.

Yapilan ¢alismalarda POMC ve ACTH gen mutasyonu bakimindan heterozigot veya
homozigot olan ¢ocuklarda hafif derecede hipotiroidizm, zencefil ve kizil sa¢ gibi bazi
genetik bulgular oldugu saptanmistir (38,39).

PC1 ise POMC geninin translasyon sonrasinda islenmesinde yardimci olur (34).
Beyinde, enteroendokrin hiicrelerde ve noroendokrin sistemde ifade edilir ve Protein
Doniistiiriicti Subtilisin / Keksin Tip 1 (PCSK1) geni tarafindan kodlanir (40). Bu gende
meydana gelen mutasyon, yemek sonrasi hipoglisemiye, hipokortizolemi, diisiik oranda
bagirsak fonksiyon bozukluklarina ve ciddi erken baslangicli obeziteye sebep olur (32).
Noropeptid Y (NPY) , hipotalamik olarak enerji dengesinin kontroliinde 6énemli islevleri
olan bir istah uyarici norotransmitterdir (34). NPY aglik veya hipoglisemi durumlarinda
arcuat hipotalamik ¢ekirdekten salinir ve gida alinimi salinmasini baskilar (32).

NPY genindeki Leu7pro polimorfizmi lipit metabolizmasinin diizenlenmesiyle
iliskilendirilmistir (41).

MC3R geni tek ekzona sahiptir ve 20q13.2-q13.3 kromozom bolgesinde bulunur (42).
Esas olarak hipotalamus, beyin, plasenta, mide, duodenum, pankreas bobrek ve
makrofajlarda ifade edilir (42,34). insan baglanti ve polimorfizm g¢aligmalart MC3R
geninin enerji dengesinde (homeostazda) 6nemli rol oynadigin1 gostermistir (34).
MC4R melanokortin yolagindaki en 6nemli MCR’ lerden biridir (43). MC4R'deki nadir
fonksiyonel mutasyonlar, siddetli erken donem tek genli obezitenin en yaygin nedenidir
(44). Ozellikle genom boyu iliskilendirme galismalari bu genlerde bulunan tek niikleotit
polimorfizmlerinin ciddi erken yasta goriilen obezite ile iligkili oldugunu gostermistir
(34,45).

Obezitenin bu tek etkenli orneklerine neden olan gen mutasyonlari, viicut agirliginin
diizenleme yolagii icermekte olup tedavi amach ilag gelistirilmesinde yeni hedefler

ortaya ¢ikarmistir (25).
2.1.4.3 Cok Genli Obezite

Cok genli obezite genlerinin arastirilmasinda, baslica iki farkli yaklagim uygulanmigtir.
Birincisi, biyolojik rollerinin temelinde obezitede rolii olabilecegi diisiiniilen aday gen
calismalari, digeri ise baglant1 (linkage) analizleri ile yapilan tiim genom taramalaridir

(46). UCP2 ve UCP3 obezite aday genlerindendir (34).



UCP2 gen varyasyonlarindaki; promoter bolgesinde 2866/A mutasyonu, 8.ekzonun
translasyon olmayan bolgede 45 baz cifti insersiyon /delesyon ve 4.ekzonda Ala55Val
degisimi obezite ile iliskilendirilmistir (47).

Cok genli obezite de regresyon analizleriyle 22 adet aday gen belirlenmistir (25).
Prohormonkonvertaz 1/3 (PCSK1), beyinden salinan norotrofik faktér (BDNF) ve -
adrenerjik reseptor 3 (ADRB3) genleri icindeki varyantlarin obezite ile iliskili
olabilecegine dair kanitlar ortaya konulmustur (Tablo 2.3)(24). Ornegin; MC4R en
yaygin obezite genlerinden biridir ve obezite olgularimin % 1-4'linii igerir (25).

Bugiin obeziteye yol acan genetik egilimin, gida alimmi ve termogenezi belirleyen
santral sinir sistemi mekanizmalarindaki veya bunlar1 diizenleyen, yag dokusundan
beyine ulasan sinyallerdeki bozukluklar oldugu goriisii kabul gormektedir (Sekil 2.2)
(48). Obeziteden sorumlu olabilecegi dngoriilen genlerin aday gen olup olmadigina dair
baglant1 analizi/iliskilendirme gibi dogrulama c¢alismalar1 ise hala siirdiirilmektedir

(25).

TEK GENLi OBEZITE TEK VE COK GENLI
OBEZITE
— IISTAH AGICI :ANABOLIZMA I
iNSULIN - y
- e . . < - / -
Dl 4 w A !
YT i 1 Yy -
B4 Yoo ‘
{ ] Leprin \ - -
J
XS AN
= ‘-
’ } b
s
V)

f v J
- IGHRELIN

iSTAH KAPATICI
PPY :KATABOLIZMA

Sekil 2.2: Tek genli ve ¢cok genli obeziteye neden olan genler arasindaki etkilesim (32).
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Tablo 2.3: Genis capli genom analizi iliskilendirme ¢alismalarinda VKI ile dnemli

derecede iliskili baz1 tek niikleotit polimorformizmler (32).

Gen
Miskili
SNP

FTO
TMEM18
MCR4R40
GNPDA2
BDNF
SEC16B
RBJ
SH2B1
NEGR1

Kromozom

Yerlesimi

16q12.2
2p25.3
18q21.32
4p.12
11pl4.1
1g25.2
2p23.3
16p11.2
1p31.1

2.2 Pankreas

SNP

rs1558902
1s286 7125
rs571312
rs10938397
rs10767664
rs543874
Rs713586
Rs7359397
rs2815752

Alel
Sikhigi(%) alelvaryansi(%)

42
83
24
43
78
19
47
40
61

Belirlenen

0.34
0.15
0.10
0.08
0.07
0.07
0.06
0.05
0.04

Her bir ek
risk aleli

icin
BMI'deki
artis

0.39
0.31
0.23
0.18
0.19
0.22
0.14
0.15
0.13

Pankreas hem bir endokrin hem de ekzokrin bezdir (49). Pankreasin endokrin

fonksiyonu Langerhans adaciklar1 araciligr ile yiiriitiiliir (50). Langerhans adaciklari

yuvarlak, 76x175 um biiyiikliigiinde hiicre toplulugudur (51).

Adaciklar pankreas

boyunca dagilim gostermesine ragmen, pankreasin kuyruk boélgesinde viicut ve basa

gore daha fazla bulunur (Sekil 2.3)(51).
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pankreatik adaciklar

—
« 2 . .
safra kesesi v . | beta hicreleri

(s~—— alfa hiicreleri

ana safra kanali

duodenum

pankreatik kanal

pankreas Vvucudu

Sekil 2.3:Pankreas ve Langerhans adacik hiicreleri (49).

Adacik hiicreleri boyanma ve morfolojik 6zelliklerine gore farkli gruplara ayrilmistir
(51). Insanlarda en az dért ayr1 hormon salgilayan adacik hiicre tipi vardir (52). A, B, D
ve F hiicreleri (52). A, B ve D hiicreleri a, B, § olarak da adlandirilir (51). Insiilin ve
glukagon bu adacik hiicrelerinden salgilan iki hormondur. Langerhans adaciklarinda
alfa hiicrelerinden glukagon, beta hiicrelerinden insiilin salinir. Pankreas beta hiicreleri,
kan glikozu homeostazi bakimindan 6nemlidir (53). Insulin kan glikozunun
diisiiriilmesi, enerjinin glikojen ve yag formunda depolanmasini saglarken, glukagon

kan glikozunu artiran tersi etkilere sahiptir (Tablo 2.4) (51)(49).
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Tablo 2.4:Pankreasta insiilin ve glukagonun diizenlenmesi (52).

Hormon ve Kaynag Salgilarinin kontrolii
Glukagon pankreatik
adaciklarin alfa Diisiik kan glikoz seviyesi,

hiicrelerinden salgilanir.  egzersiz, protein agirlikh

o adw Ogiinler, somatostatin  ve
B ]
AEEN insiilin baskilayici salgilar
P d “.— -'} r
oy

=|

alfa hiicreleri

Insili kreatik
nsulin pankreat Yiiksek kan glikoz seviyesi

adaciklarin beta ) . ool b
asetilkolin, arjinin ve 10sin,

hiicrelerinden salgilanir.

glukagon, somatostatin
“:._3'.‘_'1 baskilayic1 salgillar, ACTH
AF g
5:-—-\ uyarili salgilar

Beta oal

2.3 Eslesme Bozucu Proteinler (Uncoupling Proteinler)
2.3.1 Mitokondri

Mitokondri; oksidatif fosforilasyon, trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, yag asitlerinin
oksidasyonu, demir siilfiir merkezinin ve demir (hem grubu) molekiillerinin biyosentezi
ve aminoasit metabolizmas: gibi insan metabolizmasinin temel islevlerinin yerine
getirildigi hiicre ici merkezdir (54,55). Ayrica mitokondriler programli (apoptotik)
hiicre olimii (apoptoz) i¢in hayati bir organel olup hiicredeki kalsiyum akislarini
diizenlemektedir (Sekil 2.4) (55,56). Hiicre solunumu, mitokondrilerde meydana gelen;
sekerler, yaglar ve diger besinlerden oksijen yardimiyla ATP {ireten bir yikim siirecidir

(57).
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z Dag Zar

Kiigik molekiillere ve

iyonlara kars:
gegirgendir

ATP senta
(F F,

i¢ Zar
Kugtk molektllerin ve H*
da dahil olmak tizere
iyonlann ¢oguna kars
gegirgen degildir
Igerigi;
= Solunum zinciri
tagiyicilan (Kompleks I-1V)
+ ADP-ATP translokaz
= ATP sentaz (F F,)
*Difger zar tasima
proteinleri

Igerigi;
= Piruvat
> dehidrogenaz
kompleksi
\ « Sitrik asit
gevrimi enzimleri
= Yag asidi
B-oksidasyon
enzimleri
= 7 «Amino asit
/ oksidasyon
4 enzimleri
Ribozomlar /" « DNA, ribozomlar
« Diger birgok enzim
« ATP, ADP, P, Mg™, Ca™, K*

« Bircok géziintir metabolik
ara Gran

Porin kanallar

Sekil 2.4: Mitokondrinin biyokimyasal anatomisi (35).

Mitokondrilerde, biyokimyasal bilesiklerin oksidasyonu ile ATP sentez siirecinde
elektronlar ve protonlar ayr1 tutulur (58). Mitokondri i¢ zar1 yoluyla elektronlar elektron
tagima sistemi iizerinden zarlar aras1 bolgeye gecer.

Kemiosmotik hipoteze gore; zar boyunca ger¢eklesen elektron ve proton akimi
sonucunda hem kimyasal fark, hem de elektriksel fark olusur. I¢ mitokondri zari
protonlara kars1 gegirgen degildir. Protonlar sadece protonlara 6zgii kanallardan ( Fo )
gecerek matrikse geri donebilirler. Protonlart matrikse geri dondiiren proton hareket

kuvveti de ATP sentezi i¢in gerekli enerjiyi saglar (Sekil 2.5) (35).
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Sekil 2.5: Kemiosmotik model (35).

2.3.2 Mitokondriyal Anyon Tasiyici Ailesi ve Eslesme Bozucu Proteinler

Hiicrelerin islevlerini saglikli bir sekilde yerine getirebilmesi i¢in hiicre i¢i tiriinlerin

dogru bir sekilde hiicrelerin alt boliimlerindeki organellere dagitilmasit Onemlidir.

Bunun i¢in hiicreler sayisiz kanallara ve tasiyicilara sahiptir. Genellikle bu kanallar

dogru katlanmig ve asil iglevini yerine getirebilecegi hiicre bdliimlerine yonlendirilmis

proteinlerden olusur (59). Hiicrelerin enerji merkezi olan mitokondrilerde sayisiz

kanallar ve tasiyici proteinler bulunmaktadir.

Mitokondriyal tasiyicilar, tasidiklari dirlinlerin ozelliklerine, biiyiikliigiine, tasinma

durumlarina ve itici gii¢lerine gore oldukca degiskenlik gostermektedir (60).

Mitokondriyal i¢ zar tasiyicilart arasinda eslesme bozucu proteinlerin de alt ailesini

iceren mitokondriyal anyon tasiyict protein (MACP) ailesi bulunmaktadir. Bu aile,

uyarilabilir H* sizintistyla ilgili H* tasiyicilar igerir. MACP ailesinden olan adenin

niikleotid translokaz (ANT), eslesme bozucu proteinler gibi H* sizintis1t meydana getirir

ve metabolik lriinleri tastyan proteinlerdir. Mitokondrilerde ATP biyosentezinde gorev

alan FOF1-ATP sentaz enerji tasarrufunu saglarken, UCP ve ANT proteinleri ise enerji

dagitimini (6rnegin; enerjinin 1s1 sekline doniisiimiinii) desteklemektedir (61).
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UCP siiper ailesi yapisal ve islevsel benzerlikleri olan integral zar proteinlerini igerir
(62). UCP’ ler her biri yaklasik 100 aminoasitten olusan ti¢ tekrarlt bir yapiya sahiptir
(63). Her bir tekrar transmembran o-heliksi olusturan iki hidrofobik bdlge igerir.
Tekrarlar1 olusturan o-heliksler, mitokondrinin i¢ zarindan matriks tarafina dogru

yonlendirilmis uzun bir hidrofilik dongii (ilmik) ile birbirine baglanir (Sekil 2.6) (6,63).

Zarlar arasi alan

T Mitokondri i zan

Mitokondri

Transmembran matsiksi

a-heliks
Hidrofilik dongii

Sekil 2.6: UCP’lerin {i¢lii tekrardan olusmus yapisinin sematik gosterimi (6).

2.3.3 Eslesme Bozucu Proteinler (UCP)

Eslesme bozucu protein olarak adlandirilan mitokondriyal protein; proton sizintisini ve
dolayisiyla mitokondriyal reaktif oksijen radikalleri (ROR) iiretimini diizenleyen, 1s1
olusturmada ve kalori harcamada rol oynayan i¢ mitokondriyal zara gomiilii tasiyict bir
proteindir. UCP’ ler, kemiosmotik hipoteze gore; ATP iiretmek i¢in zarlar arasi bolgede
olusturulan proton elektrokimyasal gradyaninin, 1s1 sekilde dagilmasina izin verir (Sekil
2.7). Bu yolaktaki etkinliginden dolayr viicut 1s1s1, agirligi ve glikoz metabolizmasini

diizenlenmesiyle iliskilendirilmistir (62).
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Sekil 2.7: Mitokondriyal enerji diizenlenmesi ve UCP’ lerin rolii (6).

Eslesme Bozucu Proteinlerin Tipleri

UCP' ler, insan niikleer genomunda 53 gen igeren tastyicilardan SLC25 ailesine aittir
(64). UCP1, SLC25A7 olarak, UCP2, SLC25A8 olarak ve UCP3 de SLC25A9 olarak
bilinmektedir (64). Bu proteinler mitokondriyal zarin fonksiyonunda ve hiicresel enerji
diizenlenmesinde rol almaktadir. Farkli viicut dokularinda dagilim gosteren bu protein
grubunun 5 tiyesi vardir. Kahverengi yag dokuya 6zgii UCPI1, viicut sicakliginin
korunmasinda (titremesiz termogenez) ve yag dokusu igerisinde depolanmis enerjinin
kullanilmasinda gorev alir (6). UCP2; basta dalak, pankreas adacik hiicreleri, akciger,
mide, beyaz yag doku, beyin ve periferal néronlarin arka kok gangliyonlar1 olmak tizere
tiim viicutta ifade edilir (6,65).

UCP3 oncelikle iskelet kasinda olmak iizere az miktarda sinir hiicrelerinde tespit
edilmistir (6). Yapilan ¢alismalar ile UCP4 ve UCP5’in (BMCP1; Beyin mitokondriyal
tasiyici protein-1 olarak da bilinir) merkezi sinir sisteminde yiiksek diizeyde bulundugu,
ayrica UCP5’in testis dokusunda varligr belirtilmistir (6). Ayrica bu proteinler,

insanlardaki metabolik hastaliklarin ve obezitenin patogeneziyle iliskilendirilmistir (65).

2.3.3.1 Eslesme Bozucu Protein 2 (UCP2) ve Islevleri

UCP2 geni insanlarda 11. kromozom q kolu 13.4 bolgesinde yerlesim gostermektedir
(Sekil 2.8). Kromozomal diizeni 5'-UCP3-UCP2-3'tir ve UCP2’nin 8 ekzonu
bulunmaktadir (66).
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Bu genin bilinen diger adlar1 UCPH; BMIQ4; SLC25A8 dir
(66).

pI5S  pi53  pIS] pg Pz plz pn2 pnaz qiz Q3 q13.3£5 qi4] q@.3 qz2]  q223 232 q233 q23  q25

(T S E (e IS eses- =)

T 1 1 ] 1 I T 1

Sekil 2.8: UCP2’ nin kromozomal lokasyon gosterimi (66).

UCP2, mitokondriyal zar potansiyelini ve oksdatif fosforilasyon seviyesini azaltarak,
mitokondriyal ATP iiretimini disiiriir (67,68). Ayrica piruvatin trikarboksilik asit
dongilisii  i¢in mitokondriye girisini engelleyerek mitokondriyal {iriin (subsrat)

kullanimim diizenler (58,68,69).

2.3.3.2 Eslesme Bozucu Protein 2 ve Oksidatif Hasardan Koruma

Mitokondriyal solunum zincirinin siiperoksit iiretimi, artan elektron akisi karsisinda
yetersiz kalan solunum komplekslerinden tek elektron kagisindan kaynaklanir (70).
Mitokondriler, hem siiperoksit radikallerin tiretildigi ana kaynak hem de siiper radikalle
olusturulan zararlarin ana hedef organelidir (71). Mitokondri, bu hasarlar1 engellemek

amactyla antioksidan savunma mekanizmalar1 gelistirir (70).

Kahverengi yag hiicrelerinde, ATP iiretimi ve enerji metabolizmasi, eslesme bozucu
protein UCP1’in varlig1 ve aktivitesi ile diizenlenmektedir (72). Aralarindaki benzerlige
dayanilarak, ilk c¢alismalarda UCP2 ve UCP3'in diizenlenmis 1s1 iiretiminde rol
oynayabilecekleri one striilmistiir (72,73). Daha sonraki g¢alismalar ise bu kaninin
dogru olmadigint gostermis (74) ve son calismalar mitokondrilerin reaktif oksijen
radikallerinin (ROR) {iiretiminin azaltilmasinda 6nemli olabilecegiyle ilgili kanitlar
ortaya koymustur (75,76). Mitokondriyal ROR iiretimi, mitokondriyal potansiyele bagh
oldugundan, eslesme bozucu proteinler araciligiyla zar potansiyelin diistiriilmesi sonucu

etkili bir sekilde azaltilabilir (72,76).

2.3.3.3 Eslesme Bozucu Protein 2 ve Insiilin Saliniminin Diizenlenmesi

Kandaki glikoz seviyesindeki denge, pankreas beta hiicrelerinin mitokondriyal
enerjisiyle oldukca siki iliskilidir (78). Mitokondriler, glikoz uyarimli insiilin
saliniminda (GSIS) 6nemli bir rol oynamaktadir (53).

Kandaki glikoz seviyesi yiikseldiginde, hiicreler ATP sentezini desteklemek icin
glikozu alir (5) glikoz ve yag asitlerinden tiiretilen {iriinlerin oksidasyonu yoluyla

mitokondriyal elektron tasima zinciri aracilifityla ATP enerjisi iiretir (79). Daha sonra
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sentezlenmis ATP molekiilleri mitokondrilerden sitozole tasinir (80). Sitozoldeki
ATP/ADP oranindaki artis ATP bagimli K* kanallarini etkisiz hale getirir ve bu durum
hiicre i¢ine Ca*? alimim aktiflestirir (79)(53). Sitozolde ve diger hiicre alt birimlerinde
Ca*? yiikselmesi, insiilin vezikiillerinin serbestleserek hiicre disina insiilin salinimin
saglar (53,79,81). Bu salinimda UCP2 etkinligi ve ifadelenmesi, sitozolde ATP/ADP
oranini azaltarak, insiilin saliniminin olumsuz yonde diizenlenmesinde etkili oldugu
distiniilmektedir (Sekil 2.9) (82,83).

Ayrica Pankras beta hiicrelerinde mitokondriyal oksidatif hasarlar tetikleyen metabolik
streslere yanit olarak fonksiyon kaybi ve nihayetinde hiicre 6liimlerinin ortaya ¢iktig1 ve
bu yolla insiilinin hiicre digina salinim uyarilar1 ile glikoz metabolizmasina miidahale
ettigi distiniilmektedir (5). UCP2’ in, insiilin salinimini ve lipogenezi olumsuz yonde

diizenledigi gosterilmistir (84).
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Sekil 2.9: Eslesme bozucu proteinlerin ATP sentezini Onlemek i¢in mitokondride

elektron tasima zincirinden eslenmemis elektron tagimasi ve insiilin salinimi ile olan

iliskisi (85).
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2.3.3.4 Eslesme Bozucu Protein 2 ve Sinir Sistemi Hiicrelerinin Korunmasi

Mitokondrilerin, mitokondriyal zar boyunca genis bir mitokondriyal zar potansiyeli
vardir (86). Mitokondriyal kalsiyumun ige veya disa akimi (potansiyel-odakli kalsiyum
uniporter yoluyla) i¢ mitokondriyal zarin potansiyeline baghdir (6,87). Artmis zar
potansiyeli, ATP sentaz yoluyla giiclii akisini arttirir ve bu da sonug olarak, néronal
fonksiyon kaybina yol agtig1 bilinen reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve mitokondri
icerisindeki kalsiyumu arttirir. Bu anormal mitokondriyal durum, sinaptik plastisite ve

sinir iletimini simirlar (86).

Mitokondriyal eslesmemisligin artmas1 diger dokulardan farkli olarak hipokampus ve
kas dokuda ATP ve ADP seviyesini yiikseltir (88). Uzun siireli eslesmenin bozulmasi
hiicrelerdeki mitokondrilerde sayica artisa sebep olarak hiicre basma artmis ATP
tiretimini meydana getirir. Bu durumda gelismis sinaptik plastisite ve noronal iletinin
hizint etkili bir sekilde uyarir (Sekil 2.10) (86). Coppola ve ark. ise UCP2 aktivasyonu
sonrast noropeptid Y (NPY) ve agouti-iligkili peptid (AgRP) noronlarinda mitokondri
biyogenezinin artig gosterdigini rapor etmislerdir(6,89). UCP2; gida alimi, glukoz
homestazi ve enerji ihtiyact gibi bircok Onemli islevi diizenledigi i¢in merkezi sinir

sisteminde 6nemli rol oynamaktadir (68).
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p0000000000000000000f . [2 = |
SRR
o e
9o G SR
LA SN e >
SO .

- dnn

Al l |

b. Eslesmemis noronal mitokondri
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Sekil 2.10: Noronal eslesme bozucu proteinlerin noronal fonksiyonlara olasi etkilerini

gosteren mekanizma (90).
2.4 Bilginin Islenmesi ve Saklanmasi

Sinir sisteminin en 6nemli islevlerinden biri, gelen bilgiyi uygun zihinsel ve refleks
yanitlart olusturacak bir bi¢imde islemesidir. Biitliin duysal bilginin %99’dan fazlasini
onemli olmadigi ya da uygun bulunmadigr i¢in beyin tarafindan islenmemektedir.
Ornegin etrafimzdaki giiriiltii bilingalt1 diizeyde algilanmaktadir veya dikkatimiz
sadece gorme alanimizda belirli bir nesneye yonelmektedir (91). Beyin
fonksiyonlarindan 06grenme; yeni bilgilerin edinilmesi, bellek ise bu bilgilerin

korunmasi ve saklanmasi siirecidir (92,93).

2.4.1 Bilginin Islenmesi: Ogrenme

Ogrenme iligkisel (asosyatif ) ve iliskisel olmayan (non-asosyatif) 6grenme olarak ikiye
ayrilmaktadir. Iliskisel olmayan 6grenme bir bireyin sadece bir tip uyarana yamt
vermesini icermektedir. Bunun ise iki tiirii vardir: Aligma (habitiiasyon) ve duyarlilik
(sensitizasyon) (94). Aliskanlik; bir kisi tekrar tekrar uyarana maruz kaldiginda, uyarani
yavas yavas gormezden gelir (95). Ilk deneyim sirasinda, olay uyaricidir ve bir yaniti
cagristirmaktadir. Zamanla daha az tepki uyandirmaktadir (94). Duyarlilik; bedenin bir

uyarana daha duyarli hale gelmesi i¢in yapilan bir siirectir (95).
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Bir uyaran tekrar tekrar uygulandiginda aliskanlik olustururken, ayni uyaran hos ya da
hos olmayan bagka bir uyaran tiirii ile birlestirildiginde, kisinin ilk uyarana daha duyarl
hale gelmesi durumudur. Ornegin; bir annenin uyku esnasinda etrafindaki seslere aliskin
olup rahatsizlik duymazken, bebeginin herhangi bir sesine duyarli olmasidir. Iliskisel
ogrenme; iki yada daha fazla uyaran arasindaki iliskinin bir defada 6grenilme siirecidir
(94). Klasik (pavlovian) kosullanma ve yiiriitiici (enstriimantal) kosullanma olarak alt
kategoriye ayrilir. Klasik (pavlovian) kosullanma bireyin dogal bir uyariciya verdigi
dogal tepkiyi yapay uyariciya da aym sekilde vermesi olarak tanimlanmaktadir.
Yiriitiicii  (enstrimantal) kosullanma bireyin sonuglar1  kendi davraniglariyla

bagdastirmay1 6grenmesidir (96).

2.4.2 Bilginin Depolanmasi: Bellek

Bazi anilar yalnizca birka¢ saniye zihinde kalirken, bazilar ise saatler, giinler, aylar
hatta yillarca ve Omiir boyu zihinde kalabilmektedir (91). Bellek genellikle bilginin
depolanma siiresine gore duyusal kayit, kisa ve uzun siireli bellek olarak siniflandirilir

7).

2.4.2.1 Duyusal Kayit Bellek:

Duyusal organlardan (goz, burun, kulak gibi) gelen bilgilerin birka¢ saniye saklandigi
stireci icermektedir. Kisa siireli olan bu bellekte bilginin islem yapilmaksizin tutulma

stiresi yaklasik 15 saniye kadardir (97).

2.4.2.2 Kisa Siireli Bellek:

Daha uzun siireli bellege donistiiriilmedikce, siiresi ancak saniyeler veya en cok

dakikalarla olciiliir (91). Kisa siireli hafiza sinaptik degisimleri igerir (98).
2.4.2.3 Uzun Siireli Bellek:

Bir kez depolandiginda, yillarca hatta yasam boyunca kalir (Sekil 2.11) (91). Uzun
stireli bellek acik ve kapali olmak tlizere ikiye ayrilir. Uzun siireli bellek, sinir

sisteminde yapisal degisiklikler gerektirir ve daha kararlidir (98).
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Sekil 2.11:Bellek Tiirleri ve ilgili beyin bolgeleri

Hipokampusun araci oldugu agik (deklaratif) bellek; olaysal (epizodik) ve semantik
(anlamsal) bellek olmak iizere ikiye ayrilir (99). Olaysal bellek, bir olayin ne zaman,
nerede gerceklestigi ve nasil bir olay oldugu hakkinda bilgiyi icerir (100). Yeni
bilgilerin 6grenilmesi, kodlanmasi, saklanmasi, eskilerle iliskilendirilmesi ve baglanti
kurularak geri cagirilmast sonucu anilar hatirlanir. Anlamsal bellek ise diinyaya ait

gercekler hakkindaki bilgiyi icerir (101).
2.5 Hipokampus

Hipokampus, temporal lob korteksinin en i¢e bakan boliimiidiir (91). Hipokampus beyin
kesitlerinde C harfi seklinde goriiliir (Sekil 2.12)(102). Hipokampus hiicre yapisindaki
degisikliklerden dolay1 CA1, CA2, CA3 ve CA4 gibi farkli alanlara boliinmiistiir (102).
Hipokampus CA1 bolgesi ndronlar1 spasyal (uzaysal) 6grenme ve bellek icin gereklidir.

CA1 bolge noronlart entorinal korteksten veya CA3 bdlgesinden bilgileri alir ve isler
(102).
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Epilepsi tedavisi amaci ile birka¢c hastada, iki hipokampus da cerrahi olarak
cikarilmistir. Bu igleme dek depolanmis bellek agisindan ciddi bir sorun olusmamis
iken, bu girisimden sonra, bu kisilerin, artik uzun stireli hatta birka¢ dakikay1 gecen orta
stireli bellek depolama yetisi kalmadigi bulunmustur (91). Hipokampus, bellek islevini
destekleyen sistemlerin icinde, ozelikle de epizodik ve spasyal bellek olugumunda
onemli bir yere sahiptir (100). Ayrica hipokampus, enerji dengesi ile ilgili
norohormonal sinyaller algilanmasi ve kullanilmasi yoluyla gida alimi ve tiiketimini
uyarmak icin gida ile ilgili ipuglarinin etkililigini diizenleyecek sekilde islev goren bir
beyin bolgesidir (103).

Kemirgenlerle yapilan c¢alismalarda, hipokampal noéronlarin aglarinda hafiza
gosterimine dair bilgiler vermektedir (96). Bu ¢alismalarda 6zellikle 6rnek teskil eden

Morris su tankinda yapilan konumsal 6grenmedir (104).

serebral korteks

hipokampiis
serebelln

Sekil 2.12: Biiyiik beyin sistemlerinin bilesenlerini gosteren insan beyninin ¢izimi (96).
2.6 Morris Su Tanki

Direkt ve dolayl olarak hayvanlarda 6grenme; duyusal ya da diger ipuglarina dayanarak
bir hareketin uyarilmasini veya baskilanmasini igerir (105). Laboratuvar farelerinde
hafizay1 ve uzaysal 6grenmeyi arastirmak i¢in Morris su tanki (MST), uygun bir yontem
olarak tanimlanmistir. Arastirma gruplar1 tarafindan Morris su labirentinin bircok

metodolojik ¢esidi farkli uygulama sekilleri ile kullanilmaktadir (104).
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Sicanlarda Morris su labirenti 6zellikle hipokampal bdlge kayiplarinin etkileriyle iligkili
bir enstriiman olarak yer almaktadir (106). Hayvanlar bu deney esnasinda sudan kagmak
icin gizli platformun yerini belirlemeli ve bu yolla sudan ¢ikabilmelidir. Bu siire¢ ise
gorsel ve mekansal yerlesime dair ipuglar1 elde edilmesini, birlestirilmesini, daha sonra

kullanmak i¢in saklanilmasini ve kullanilmasini kapsar (Sekil 2.13-14) (107).

OGRENME DENEMELERINDE —
IZLENEN YOL GIiZLi PLATFORM

Sekil 2.13: Morris su tankinda 6grenmenin ilk giinleri katedilen yol (96).

OGRENMEDEN SONRA
iZLENEN YOL

Sekil 2.14: Morris su tankinda 6grenme gerceklestikten sonra katledilen yol (96).
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Hayvan Deneyleri
3.1.1 Kullamlan Hayvanlar

Bu calisma Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanlig
(Protokol no:34) onayi alindiktan sonra ve “Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu Yonergesi” kurallarina uygun olarak gergeklestirildi. Bu calismada
kullanilan 16 adet Wistar albino yetiskin erkek sican Cukurova Universitesi Saglik
Bilimleri Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin edildi. Deney
hayvanlarinin beslenme, bakimi ve dgrenme deneyleri Gaziantep Universitesi Hayvan
Deneyleri Arastirma Merkez’inde, tiim molekiiler genetik analizler ise Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

3.1.2 Deney Gruplar

Calismanin baslangicinda 16 adet Wistar albino yetiskin erkek sican, her grupta 8 adet
hayvan olacak sekilde iki gruba rastgele ayrilarak kontrol ve obez hayvan grubu

olusturuldu.

(1.Grup) ; 8 adet, standart sigan yemi ile beslenen, kontrol grubu (K)
(2.Grup) ; 8 adet % 70’1 yag olan yiiksek yagl diyet ile beslenen, obez grubu (O)

3.1.3 Hayvanlarin Bakimi ve Beslenmesi

Deney hayvanlar1 21- 23°C oda sicaklifinda ve 12 saat gece / 12 saat gilindiiz 151k
sistemli odalarda ayn1 bakim kosullar1 altinda, ¢cesme suyu igirilerek, rahat hareket
edebilecekleri biiytikliikte, lizeri hava alabilecek sekilde kapatilmis kafesler icerisinde
sekizli gruplar halinde konumlandirildi. Obez grup; obez hayvan modeli olusturmak i¢in
caligmanin bagindan itibaren ( 16 hafta) kalorisinin % 70’1 yag olan yiiksek yaglh diyet
ile beslendi. Sekizinci haftanin sonunda Lee indeksine gore obez hayvan modeli olustu.
Lee indeksi hesaplamasinda; burun ucundan kuyruk baslangici aras1i mesafe boy olarak
kabul edildi. Olgiilen agirlik ve boy parametreleri Lee indeksi formiilii kullanilarak
hesapland1 ve sonuglari 0,3 den biiyiik olan deney hayvanlarinin obez oldugu kabul

edildi.
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Obezitenin ileri siireglerindeki komplikasyonlarin takibi icin 16.haftaya kadar yiiksek
yagli diyet ile beslenmeye devam edildi. Kontrol grubu ise ¢alismanin basindan itibaren
ayni siire ile standart sican yemi ile beslendi. Toplam 16 hafta boyunca obez ve kontrol

grubundaki deney hayvanlarinin haftalik kilo alimlar1 izlendi.

3.1.4 Hayvanlara Ogrenme Testi Uygulanmasi

Obez ve kontrol grubu hayvanlar1 Morris su tanki kullanarak, yer 6grenme (gizli
platform) protokolii uygulanip ilk spasyal (uzaysal) referans bellek testi uygulandi. Bu
test toplam 5 giin siirdii. ilk 4 giin 6grenme denemeleri, son giin ise bellegi test edecek
prob deneme yapildi. Ogrenme denemeleri giinde 4 deneme olarak yapildi. Ogrenme
denemelerine baslamadan Once stresi minimize etmek i¢in her hayvana 3 giin boyunca,

giinde bir defa 1 dakika yiizme alistirmas1 uygulanda.
Morris su tanki testi basamaklari
Ogrenme giinlerinde;

1. Morris su tankina oda sicakliginda su dolduruldu.

2. Tank farazi 4 esit kadrana boliindii.

3. Platform bunlarin birinin merkezine su seviyesinin 1-2 cm altina kalacak sekilde
yerlestirildi (Sekil 3.1).

4. Kullanilacak platform su tankinin geperleri ve tabaniyla ayni renkte olacak
sekilde tercih edildi.

5. Suig¢indeki platformun goriilmemesi i¢in tanka, yeterli miktarda toksik olmayan
ve su ¢eperleri ve tabaniyla ayni renkte gida boyasi konulup 1yice karistirildi.

6. Tankin cevresine hayvanin platformun yerini 6grenmesine yardim edecek
spasyal ipuglar1 asildi.

7. Ogrenme denemeleri esnasinda 4 giin boyunca platform hep aym kadranda
birakildi.

8. Ogrenme denemelerinde hayvanin birakilacagi noktalar tayin edildi. Ornegin;
Kuzey (K), Dogu (D), Giineydogu (GD), Kuzeybat1 (KB) gibi (Tablo 3.1).

9. Her 6grenme deneme giiniinde ilk deneme i¢in ilk suya birakilis noktasi bir
onceki giinden farkl secildi.

10. Ogrenme denemesi esnasinda hayvanlar, segilen suya birakilma noktasindan

suya birakildi ve gizli platformu bulmasi i¢in 120 saniye verildi.
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11. Platformu bulup ve iizerine ¢ikan hayvanlar basarili olarak kabul edildi.

12.120 saniye igerisinde platformu bulup ¢ikamayan hayvanlar basarisiz kabul

edildi ve 5 saniye platform iizerinde bekletilerek ipuglarin1 6grenmesi saglandi.

13. Ogrenme denemelerinin yapildig1 giinlerde ve aralarinda 15 ser saniye tank

disina alinip dinleme yapilarak giinde 4 kez deneme yapildi.

Tablo 3.1: Deney hayvanlarinin 6grenme denemeleri siliresince Morris su tankina

birakildiklar1 noktalar

1.DENEME

2.DENEME

3.DENEME

4. DENEME

Kuzey (K)

Dogu (D)

Giineydogu
(GD)
Kuzeybati
(KB)

Dogu (D)

Giineydogu
(GD)
Kuzeybati
(KB)
Kuzey (K)

Giineydogu
(GD)
Kuzeybati
(KB)
Kuzey (K)

Dogu (D)

Kuzeybati
(KB)
Kuzey (K)

Dogu (D)

Giineydogu
(GD)

14. Ogrenme denemeleri bitince 5. giin bellegi test etme prob denemesine gegildi.

Prob denemeler ;

1. Prob denemeye gecilmeden oOnce platform su tankindan c¢ikartilir. Hayvan

belirlenen (6rnegin; kuzey) her hangi bir suya birakilma noktasindan suya

birakildi

2. Deney Hayvanina 60 saniye verildi.

3. 60 saniye sonunda hayvan su igerisinden alinip kurulandi ve kafese konuldu.

Biitlin 6grenme denemeleri su tankinin {izerinde tavana asili bir video takip sistemi ile

ethovision programi aracilifiyla kaydedildi. Degerlendirilecek olan 6grenme-hafiza

parametreleri alindi.
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Sekil 3.1:Morris su tanki deney diizenegi

3.1.5 Hayvan Deneylerinin Sonlandirilmasi

1. On altinc1 haftanin sonunda biitiin hayvanlara hipokampus ve pankreas doku
orneklerini almak amaciyla genel anestezi (Ksilazin+ Ketamin; 5-10 mg/kg+ 50-
60) uygulandi.

2. Deney hayvanlarina diseksiyon yapilarak hipokampus ve pankreas doku
ornekleri alindu.

3. Ve uygun kosullarda (-80) sakland.

3.2 Molekiiler Genetik Analizler
3.2.1 Dokudan Total RNA izolasyonu

Deney gruplarindan disekse edilmis hipokampus ve pankreas dokularindan total RNA
(mRNA igeren) izolasyonu, Qiagen RNeasy Mini Kit (Cat No./ID:74104) kullanilarak
yapild.
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Kitin ¢alisma basamaklar1 su sekildedir;

l.

10.

11.
12.

13.

14.

15.
16.

Taze dokular yeterli miktarda (yaklasik 20-30 mg)temiz lam iizerinde kesilerek
numaralandirilmis tiiplere alindi.

Uzerlerine doku miktarma gore yaklasik 350-600 ul Buffer RLT eklendi.

<20 mg 350ul

<30 veya =30 600ul

Her bir tiipe steril metal boncuk (3mm) konuldu.

Doku pargalayict (Qiagen Tissue Lyser LT) kullanilarak 50 osc 10dk boyunca
pargalandi.

5 dakika boyunca 4°C’de 13.000 rpm’de santrifiij yapilip ve iist faz yeni bir tiipe
alind1.

Tiipteki miktarin 1 kati (yaklasik 400ul) 70% etanol eklenip, pipet ile iyice
karigtirildi.

En fazla 700 pl 6rnek 2 ml toplama tiipii icerisindeki RNeasy Mini kolona
yiiklenip ve oda sicakliginda 15 sn boyunca 13.000 rpm’ de santrifiij edildi.

. Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 700 pl Buffer RW1

cozeltisi eklenip, oda sicakliginda 15 sn boyuncal3.000 rpm’ de santrifiij
uygulandi.

Toplama tiipiinde biriken kalint1 atildu.

Temiz bir toplama tiipiine alinan RNeasy Mini kolona 500 pl Buffer RPE
cozeltisi eklenip, yine oda sicaklifinda 15 sn boyunca 13.000 rpm’de santrifiij
uygulandi.

(Not: Kullanmadan 6nce Buffer RPE ¢ozeltisine %96-100 etanol eklendi.)
Toplama tiipiinde biriken kalint1 atild1.

Temiz bir toplama tiipline alinan RNeasy Mini kolona 2.defa 500 ul Buffer RPE
cozeltisi eklenip, oda sicakliginda 2 dk boyunca 13.000 rpm’de santrifiij edildi.
Toplama tiipiinde biriken kalint1 atild.

1,5 ml’lik toplama tiipline aliman RNeasy Mini kolona 30-50 p RNase
icermeyen su eklenip, oda sicakliginda 1 dk boyunca 13.000 rpm’dae santrifiij
edildi.

Toplama tiipiindeki birikinti total RNA’y1 icermektedir.

Elde edilen RNA’lar -80 °C’ de saklamak iizere kaldirild1.
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3.2.2 Elde Edilen Total RNA’dan Kalite ve Miktar Tayini

cDNA elde etmek icin cDNA cevirim deneyleri 6ncesi elde edilen RNA orneklerinin
miktarlarim1 ve kalitesini belirlenmek amaciyla ve tiim ornekleri aynmi yogunlukta
reaksiyona tabi tutmak amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar
tayini Epoch Micro-Volume Spectrophotometer System (BioTek, Winooski, United
States) kullanilarak yapildi. cDNA ¢evirim deneyleri dncesi elde edilen RNA miktarlart
200 ng/ul’e olacak sekilde hazirlandi.

3.2.3 Total RNA’dan ¢cDNA eldesi

1. ¢cDNA (kalip, complementary DNA)’lar, QiagenRT? First Strand Kit (Cat
n0:330404) kullanilarak sentezlendi.

2. Tablo 3.2’e¢ gore genomic DNA elimination toplam karisimi buz {izerinde
hazirlanip, RNA’nin miktar1 her bir 6rnek i¢in 10 pl hacim icerisinde 1000 ng/ul

olacak sekilde ayarlandi.

Tablo 3.2:Genomic DNA eliminasyon karigimi

Bilesenler Tepkime Hacmi Son Konsantrasyon
Kalip RNA 5 ul (200 ng / pl) 1000 ng / pul

Buffer GE 2ul

RNaz icermeyen su 3ul

Toplam Hacim 10 pul

3. RNA, RT karisimi iceren her bir tiipe eklenecektir. Kisa bir santrifiij edilip, buz
tizerine tekrar birakildi.

4. Veriti™ Dx 96-Well ThermalCycler (AppliedBiosystem, Foster City, CA, USA)
cihazinda 5 dk 42° C inkiibe edildi. Hemen buz blogu iizerine alind1.

5. Enaz 1 dk buz blogunda bekletildi.

6. Tablo 3.3.’e gore her Ornek icin reverse trankripsiyon toplam karisimi buz

tizerinde hazirlandi.
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Tablo 3.3:Reverse Transkripsiyon karisimi i¢in kullanilan bilesenlerin oranlari

Bilesenler Hacim
5x Buffer BC3 4 ul
Control P2 1 ul
RE3 ReverseTranskriptazMix 2ul
RNaz icermeyen su 3 ul
Toplam hacim 10 pl

7. Genomik DNA elimination mix igeren her bir tiipline 10°ul reverse-transkription
mix dagitilip yavasca pipetaj yapildi.

8. Veriti™ Dx 96-Well ThermalCycler (AppliedBiosystem, Foster City, CA,
USA)cihazinda 15 dk 42° C inkiibe edildi.

9. Ardindan hemen 5 dk 95°C inkiibe edildi.

10.91 pl RNaz icermeyen su eklendi.

11. cDNA’larin kullanim émriinii uzatmak icin -80°C*de muhafaza edildi.

3.2.4 Primer secimi

Ucp2 ve Gapdh “‘primer assay’’ olarak hazir alindi.(Qiagen)

Ucp2 - Katalog No: PPR45810A
Gapdh-> Katalog No: PPR06557B

3.2.5 qRT-PCR (Real Time-PCR, Gercek Zamanh-PCR)

1. gRT-PCR igin tepkime bilesenleri Qiagen RT?> q PCR Primerassay Kiti
kullanildi.

2. Buz blogu iizerinde bilesenlerin her bir 6rnek i¢in tepkime hacimleri Tablo

3.4°e gore hazirlandi.
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Tablo 3.4:qRT-PCR i¢in kullanilan bilesenlerin oranlar1

Bilesenler Hacim Son

Konsantrasyon

RT? SYBR Green 12.5ul

Mastermix
Kalip cDNA 1 ul

RT? q PCR Primer 1l
assay (10 uM
stock)

RNaz icermeyen su  10.5 pl

Toplam hacim 25 pl

3. Uygun tiiplere cDNA’lar dagitilip, qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazina
yiiklendi.

4. gRT-PCR Tablo 3.5’deki tepkime kosullarina gore gerceklestirildi.

Tablo 3.5: qRT-PCR Tepkime Kosullar

Sicakhik (°C) Zaman

95 10 dk
95 15 sn

40 dongii
60 30sn
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3.3 Iistatistiksel analiz
3.3.1 Hayvan Deneylerinin Istatiksel Analizi

Kontrol ve obez gruplarindaki hayvanlarin Morris su tanki deneyinde uzamsal referans
hafizay1 test etmek i¢in gizli platform protokolii iki tekrarli deney olarak uygulanda.

Deney hayvanlarindan elde edilen platforma kagis siiresi verileri SPSS® 13,0 for
Windows (Amerika) programinda Student-T testi ile ortalama kagis siiresi ve standart

sapmalar1 hesaplanarak analiz edildi
3.3.2 Molekiiler Genetik Deneylerin istatistiksel Analizi

Kontrol ve obez grubu hipokampus, pankreas dokularinda Ucp2 ve Gapdh ifade
diizeylerinin sonuglarini istatistiksel olarak karsilastirmak ig¢in microsoft office excel
programi kullanilmistir. Ucp2 gen degerleri Gapdh geni 6l¢ltim degerleri ile normalize
edilmistir. Normalizasyonda kullanilan Gapdh geni, belirli sartlar altinda ifade diizeyi
degismeyen, tiim dokularda ve hiicrelerde temel diizeyde ifade edilen housekeeping
gendir. qRT-PCR yonteminde Ct degerleri elde edilmistir. qRT-PCR sonuglarindaki Ct
degerleri 2*-AACt formiilii ve Qiagen data analysis veri taban1 kullanilarak istatistiksel
analiz yapilmistir (Sekil 3.1). Bu deger bize ilgili genin dokulardaki ifade diizeyinin,
kontrol grubu baz alinarak diger obez grubu dokularina gore kiyaslanmasini saglar.
Igili genin (Ucp2) referans gene (Gapdh) gore hangi oranda ifade diizeyinin degistigini

gostermektedir. Yani, goreceli ifade bilgisini vermektedir.

ACt= Ct1(Ucp2-) - Ct 2(Gapdh )

2A-AACt = 27-(Ornek ACt (Gen) — Kontrol ACt (Referans)

Sekil 3.1. 222 formiilii
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4 BULGULAR

4.1 Hayvan Deneyleri Bulgular

4.1.1 Deney Hayvanlarin Haftahk Kilo Takipleri ve Olusturulan Obezite

Modelinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve obez grubundaki deneklerin deney baslangicinda, 8.hafta ve 16.haftada
olmak {iizere kilo alimlari izlendi. Obez olarak degerlendirilen gruplarda kontrol
grubuna oranla iki kat daha hizli kilo alim1 oldugu saptand (Sekil 4.1).

Toplam 16 hafta boyunca siiren bu takip sonucunda obez ve kontrol gruplarindaki
deney hayvanlarimin Lee indeks hesaplamalar1 yapilarak obez hayvan modeli
degerlendirildi. Lee indeks hesaplamasinda; burun ucundan kuyruk baslangici arasi
mesafe boy olarak kabul edildi. Olgiilen agirlik ve boy parametreleri Lee indeks
formiilii kullanilarak hesaplandi ve sonuglar1 0.3 ve 0.3 den biiyiik olan deneklerin obez
oldugu kabul edildi. Lee indeksi degerlerine gore; obez gruptaki biitiin hayvanlarda
obezite modelinin olustugu (4.1), kontrol grubundaki hayvanlarda ise kilo artigina

ragmen obezite modelinin olugmadig1 belirlendi (Tablo 4.2).

Grafik Bashgi

500
450
400
350
300
250
200
150
100
50
0

DENEY HAYVANLARI KILO TAKIBI

deney baslangici 8. hafta 16.hafta

m KONTROL 312 336 363
W OBEZ 348 406 448

Sekil 4.1: Kontrol ve Obez gruplarinin kilo alimi takip grafigi ( gram olarak )
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Tablo 4.1: Obez grubu deney hayvanlarinin 8.hafta sonundaki Lee indeks grafigi

Uzunluk 23 23 24 23 22 23 22 23 22,8

Lee 0,305 0,310 0,337 0,330 0,311 0,330 0,312 0,316 0,318
indeksi

Tablo 4.2: Kontrol grubu deney hayvanlarinin 8.hafta sonundaki Lee indeks grafigi

Uzunluk 24 22 23 23 22 23 22 23 22,7

Lee 0,265 0,255 0,247 0,262 0,263 0,273 0,277 0,263 0,261
indeksi

4.1.2 Deney Hayvanlarin A¢hik Kan Glikoz Seviyelerinin Ol¢iim Sonuglar

Kontrol ve obez grubundaki deneklerin 8.hafta ve 16.haftada olmak iizere iki kez aglik
kan glikoz seviyeleri 0l¢iildii. Birinci 6l¢iimde aclik kan glikoz degerlerinin ortalamasi
iki grup arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p=0.03). Ancak ikinci 6l¢iimde obez grupta bu farkin 6nemli oranda artmis

oldugu saptandi (p=0.0001)( Sekil 4.2-4.3).
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AKG (ORT)

98

97

96

95

94

93

ACIK KAN GLiKOZ SEVIYELERi

92

91
KONTROL OBEZ

\ ¥ AKG (ORT) 93,375 97,444

Sekil 4.2 : Aglik kan glukoz seviyesi deney baslangicinda 1.6l¢iim

AKG(ORT)

160

140

120

100

80

60

40

ACLIK KAN GLiKOZ SEViYELERI

20

0

KONTROL OBEZ

\ » AKG(ORT) 107,8 148,51

Sekil 4.3: Aclik kan glukoz seviyesi 16.haftanin sonunda 2.6l¢iim



4.1.3 Morris Su Tanki Ogrenme Deneyleri Sonuglar

Obez ve kontrol grubunun 6grenme bellek islevi bakimindan karsilastirilmasinda Morris
Su labirentinde gizli platform protokolii uygulandi ve kacis platformunu bulma siireleri
baz alindi (Tablo 4.3).

Kontrol grubu birinci 6grenme deneyinde kacis platformunun obez grubuna gore daha
kisa siirede 6grenmis ve kagis platformuna daha kisa siirede ¢ikmistir (Tablo 4.3). Ayn
sekilde Ogrenilmis bilgilerin hafizasini test etmek i¢in yapilan 2.denemede ise obez
grubunda 1.denemeye gore kagis platformunu bulma siiresinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma saptandi (Tablo 4.3) (p<0,001). Ancak kontrol grubuna siire
kiyaslandiginda bu azalisin ¢ok az oldugu kanisina varilmistir. Ciinkii kontrol grubu
2.denemede 1.denemeye gore cok daha kisa bir slirede kagis platformuna c¢ikmistir
(Sekil 4.4).

Tablo 4.3:Kag1s platformunu bulma siireleri ve standart sapmalari

Kagas siiresi (s) Kontrol (K) Obez (Ob) p degeri
Deney_1 48,86 £ 11,142 74,50 £ 9,350 0,001"
Deney_2 16,86 £ 5,55 56,143 £ 10,335 0.001"

“Student- T testi p< 0.05

80 1

70 A

60 -
50 -
40 - m DENEY 1
30 - m DENEY2

20 A

KAGIS PLATFORMUNU BULMA SURELERI

KONTROL(K) OBEZ (Ob)
DENEY GRUPLARI

Sekil 4.4: Deney ve kontrol gruplarmin kagis platformunu bulma siirelerinin

karsilastirma grafigi
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Deney hayvanlarinin morris su tanki protokolii boyunca kagis platformunu bulmak i¢in
tank icerisindeki kadranlarda bulunma yogunluklar1 viicut 1sisina duyarli kameralar ile
kayit altina alinarak 1s1 haritasi olusturuldu. Bu 1s1 haritalarinda da kontrol ve obez
gruplari arasinda bariz farkliliklar goriilmistiir. Obez gruptaki hayvanlar tank igerisinde
bircok kadranda dolasarak kagis platformuna cikarken(Resim 4.2), kontrol grubu
hayvanlart kagis platformuna yakin tank ylizeyine asili ipuglar1 arasindaki kadranda
dolasarak kolay bir sekilde kagis platformuna ¢ikmistir (Resim 4.3). Bu 1s1 haritalar1 da

kontrol grubunun obezlere gore mekansal ipuglarini daha 1yi 6grendigini géstermistir.

Resim 4.1: Morris su tanki esnasinda kontrol grubu hayvanlarmin izledigi yolun 1s1

haritasi
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Resim 4.2: Morris su tanki esnasinda obez grubu hayvanlarinin izledigi yolun 1s1

haritasi

4.2 Molekiiler Genetik Analiz Bulgular:

Deney hayvanlaria diseksyon yapilip dokular alindiktan sonra total RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve ger¢ek zamanli PCR yapildi, gen ifade sonuglarina bakildi. Ucp2 gen
ifadesi “housekeeping” gen olarak kullanilan Gapdh gen ifadesi ile normalizasyonu

yapilarak tespit edildi.

4.2.1 Pankreas Dokularinda Ucp2 Gen ifade Sonuclar

Gruplarin istatistiksel karsilastirilmast  qiagen data analiz  online veri merkezi
kullanilarak yapild1 (Sekil 4.5). Pankreas dokusunda obez deney grubunda kontrol
grubuna Ucp2 gen ifadesinde 1.08 kat anlamli olmayan bir artis saptandi (p=0.97)
(Sekil 4.6).
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» Upload data ¥ Analysis setup  [R@EUENEE » Plots & charts

pasition Gene Symaol AVG AC 2-ACy Fold Change p-value Fold Up- or Down-Regulation
Group 1 Ceontrol Group Group 1 Gontrol Greup Group 1/Control Comments Group 1/Control Group 1/Gontrol
1 Ucez 1.80 M 0267543 0.243832 1.06 0.875658 1.08
2 GAPDH 0.00 0.00 1.000000 1.000000 1.00 0.000000 1.00

Sekil 4.5: Qiagen data analiz veri tabani ile Pankreas dokusunda Ucp2 ve Gapdh

genlerinin ifade analizlerinin 6zet tablosu ve p degeri

UCP2

©
&

©
&

=

e e
o
(=]

=

UCP2 KAT DEGISiM ORANI
\-D
[Xo]
co

=
(o]
)]

KONTROL OBEZ
muUCpP2 1 1,08

Sekil 4.6: Pankreas dokusunda Ucp2 gen ifadesinin kontrol ve obez deney

gruplarindaki katli oran degisiminin grafiksel olarak gosterimi

4.2.2 Hipokampus Dokularinda Ucp2 Gen ifade Sonuclar

Gruplarin istatistiksel karsilagtirllmast  qiagen data analiz online veri merkezi
kullanilarak yapildi (Sekil 4.7 ). Hipokampus dokusunda obez deney grubunda kontrol
grubuna gore Ucp2 gen ifadesinde 4.29 kat anlamli bir artig saptand1 (p=0.05) (Sekil
4.7).
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} Upload data (FGEIEEEC T ~ Analysis b Plots & charts | » Exportdata | » What's next

Positian Gene Symbal i | I*ACI" ! Tl iarge m MPM%M
Group1 | Controf Group | Group 1 Cantrod Group Group 1/Caontral Comments Group $/Caontral Group 1/Centrol
juce2 29 5.67 0127753 0.020770 4.2 G.052101 429
2 {GAPDH 0.00 000 1.000000 1.000000 1.0 0.000000 100

Sekil 4.7: Qiagen data analiz veri tabani ile Hipokampus dokusunda Ucp2 ve Gapdh

genlerinin ifade analizlerinin 6zet tablosu ve p degeri
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MUCP2 1 4,29

Sekil 4.8: Hipokampus dokusunda Ucp2 gen ifadesinin kontrol ve obez deney

gruplarindaki katli oran degisiminin grafiksel olarak gosterimi
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S TARTISMA

Obezitenin saglik sorunlarina neden oldugu ve zaman igerisinde daha sik gorildiigii
bilinmektedir. Ulkemizde boy ve kilo degerleri kullanilarak hesaplanan viicut kitle
indeksi incelendiginde; 15 yas ve iistii obez bireylerin oran1 2014 yilinda %19.9 iken,
2016 yilinda %19.6 olmustur (108). Cinsiyet farkina bakildiginda ise; 2016 yilinda
kadinlarin %23.9’ u obez, %30.1°’1 obez Oncesi, erkeklerde ise bu oranlar sirasiyla,
%15.2 ve %38.6°dir (108). Obezite, Oliim siklig1 ve hastalifa neden olma agisindan
baslt basina bir risk faktoriidiir (3). Her yi1l yaklasik 300.000 insanin obezitenin zemin
hazirladig1 kronik hastaliklar nedeniyle 61diigii rapor edilmektedir (3).

Obezite ilerleyen asamalarinda tip 2 diyabet, yiiksek tansiyon, dislipidemi, felg, kalp
krizi, koroner kalp hastaligi, konjestif kalp yetmezligi, uyku apnesi, safra kesesi tas,
bobrek tasi, hiperiirisemi, osteoartrit, polikistik over sendromu, kisirlik, karaciger
yaglanmasi, pulmoner embolizm, venlerde kan pihtilagsmasi, solunum fonksiyonu
bozukluklari, belirli kanser tiirleri (kolorektal, prostat, meme, safra kesesi) gibi bircok
ciddi hastalik ile beraber seyretmektedir (8).

Diinya genelinde bir sorun haline gelen obezitenin metabolizma ve viicudun her bir
organi iizerinde ne gibi etkiler meydana getirdiginin bilinmesini 6nemli hale getirmistir.
Obezitenin viicut organlarinda meydana getirdigi degisikliklerin molekiiler ve genetik
temellerini aydinlatmak ve uygun tedavi protokolleri olusturabilmek i¢in in vivo ve in
vitro modellerde bir¢ok calisma yapilmaktadir.

Glikoz ve yag asitlerinin fizyolojik seviyeleri hiicrelerin fonksiyonunu dogru
yapabilmesi i¢cin onemlidir (5). Bu besinler tarafindan hiicrelerin siirekli ve asir1 sekilde
uyarilmas: hiicrelerin fonksiyonlarinda bozulmalara yol acabilmektedir (5). Pankreas
beta hiicreleri besin maddelerince siirekli ve asirt uyarildiginda, ROR birikimi
detoksifikasyon sistemlerini alt {ist ederek hiicre fonksiyon kayiplarma yol
acabilmektedir (109). Pankreasin beta hiicresi hiicre zar1 sitozol de bulunan ATP/ADP
oranina duyarli ¢ok sayida K-ATP kanali igerir. Gida alimim takiben hiicrede
metabolize olan glukoz ATP/ADP oranmna duyarliligi artirarak pankreas beta
hiicrelerinden instilin salgilatir. Pankreas beta hiicrelerinin mitokondri zarinda bulunan

UCP2’ nin insiilin saliniminda potansiyel diizenleyici oldugu bilinmektedir (110,111).
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Calismamizda yiiksek yagli diyet ile olusturulan obez hayvan modelinin pankreas
dokularinda Ucp2 gen ifade diizeyi analiz edilerek kontrol grubuna kiyasla obez
grubunda 1.08 anlaml1 olmayan bir artig gosterdigi belirlendi (p=0.97).

Diger bir yandan yiiksek yagli diyet ile olusturulan obezitede pankreasin fizyolojik
islevlerinden biri olan kan glikoz diizeylerinin diizenlenme mekanizmalarindaki
degisimleri saptamak icin aglik kan glikoz diizeyleri ol¢iildii. Kontrol ve obez
gruplarinda aglik kan glikoz seviyelerinin 6lgiimleri sonucunda, obez hayvan modeli
olusturulan grupta deney baslangicina gore anlamli bir atis oldugu saptandi (p=0.0001).
Ancak obez grubunda kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha fazla bir artis oldugu goriildii.
Pankreas dokularinda Ucp2 gen ifade diizeyinde anlamli bir artis ile aclik kan glikoz
diizeylerinde de bir artis oldugu saptandi.

Literatiirde pankreas Langerhans adacik hiicre mitokondrilerinde adeno-virus araciligi
ile UCP2 gen ifadesinin artirilmasi ile ATP iiretiminde ve de insulin saliniminda azalma
oldugu bildirilmistir (112,113,114). Prediyabetik donemde ise pankreas beta
hiicrelerinde bozulmus insiilin salinimi ile artmis UCP2 diizeyi iligkili bulunmustur
(115). Diger taraftan UCP2 gen delesyonu olan farelerde insulin salinimi artmis ve aclik
kan glukozu azalmigtir (116,117). Ayrica insiilin salgilayan hiicrelerde UCP2' nin
ifadesinin, o6zellikle oksidatif strese bagli olarak stres kosullari tarafindan uyarildig:
bildirilmistir (118). Insiilin hormonunun mutlak ya da goreceli eksikligi sonucunda,
hiperglisemi ile seyreden diabetes mellitus olugsmaktadir. STZ' nin yiiksek derecede
spesifik diabetojenik etkisi ilk kez Rakieten tarafindan rapor edilmistir. STZ' nin
diyabetojenik etki mekanizmasi icin en fazla benimsenen teori, reaktif oksijen
radikallerinin (ROR) salinimiyla ilgilidir. Ortama salinan ROR' lar DNA kirilimina
neden olur. DNA' y1 tamir amaci ile aktive olan poli (ADP-riboz) sentetaz enziminin
intraselliiler NAD' in molekiillerini kullandigi ve B hiicrelerinde NAD diizeyinin
patolojik sinirlara inmesinin hiicreyi nekroza gotiirdiigii bildirilmektedir(5).

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma, dokularda oksidan-antioksidan
dengesinin siirdiiriilmesinde kritik 6neme sahiptir. Yapilan bir¢ok ¢alismada obezlerde
E vitamini, C vitamini, karotenler, fitokimyasallar, ¢inko, bakir, selenyum, SOD, CAT
ve GPx obez olmayan bireylere gore daha diisiik bulunmustur. Bu nedenle obezlerde
antioksidan savunma yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir (119).

Ucp2 gen ifade diizeyi ve aglik kan glikoz seviyeleri arasinda iliskinin daha iyi
anlagilmast i¢in insiilin hormonu ve antioksidan enzim seviyelerine bakilmasi

destekleyici olacaktir.
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Asirt kilonun ya da obezitenin, yetersiz biligsel performans i¢in birincil risk faktorii
olmadig1 varsayimi nedeniyle sinir sistemi lizerine etkileri hakkinda literatiir de pek
fazla calisma bulunmamakla beraber beyin fonksiyonlarina olan etkisi 6zellikle frontal
lob kaynakl1 azalmis bilissel fonksiyon gibi norobilissel olaylarla iliskilidir (120).
Ayrica orta yaslt ve yasl obez yetigkinler arasinda yapilan motor hiz testi, motor hizi ve
el becerisi testler araciligi ile performansta azalma ve yonetici islevlerde bilissel
fonksiyon kaybi tespit edilmistir (121). Biligsel fonksiyon kaybinin yani sira beyinde
hacimsel olarak azalma, bunama, Alzheimer, sosyopati, saldirgan kisilik 6zellikleri,
anksiyete, major depresif bozukluk, depresyon gibi psikolojik bozukluklarla da
iliskilendirilmistir (8). Ozelikle i¢ organlardaki yaglanma, kiigiik hipokampus ve biiyiik
ventrikiiler hacimle iliskilendirilmektedir (7).

Sinir sistemi hiicrelerinden glia ve noronlar islevleri geregi enerjiye daha fazla ihtiyag
duyarlar ve yiiksek miktarda yag iceriklerinden dolayi oksidatif stresin olusturdugu
hasarlara duyarhdirlar ve bu hasarlara tepki olarak hizla programli hiicre 6liimiine gider
(122). Yiiksek yagl diyet, beyin oksidatif stres ve inflamatuar sinyal olusumuna yol
acar (123). Diger yandan yiiksek glikoz uyarimi sonucu meydana gelen oksidatif stres
durumunda da siiper oksit anyonu ve proton yiikii artar (124). Temel seviyedeki proton
sizintisina ek olarak proton yiikiinii azaltmak icin siiperoksit anyonlar1t UCP’ lerin
ifadelenmesini uyarir (124). Siiperoksit tarafindan uyarilan UCP2’ nin bir antioksidan
savunma oldugu diistiniilmektedir(125,126). Mitokondrilerde ROR’nin {iretiminde
UCP2 bir uyarict gorevindedir. UCP2 gen delesyonuna sahip olan farelerin
makrofajlarinda yliksek diizeyde ROR bulunmustur (76). Noronlarda iskemi ve
oksidatif strese cevap olarak UCP2 ifadelenmesi artmistir (127). Ayrica UCP2’nin
Parkinson, fel¢ gibi hastaliklarin 6nlenmesinde ve serebral iskemiyi takiben siniri
korumada etkisi oldugu goriilmiistiir (128). Parkinson fare modelinde, UCP2 knockout
farelerinin bir norotoksin olan MPTP' ye (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) daha
duyarli oldugu bulunmustur (86).

Mattiasson ve ark. tarafindan ilk olarak, UCP2' nin iskemide énemli bir néron koruyucu
roli oldugu gosterilmistir (86). Ayrica UCP2 gen ifadesinde artis olan kortikal
noronlarda apoptotik sinyalin baskilandig1 ortaya konulmustur (127).

Lu ve ark. primer astrosit kiiltiirlerinde UCP2 eksikligi veya inhibisyonu sonucunda,
oksidatif strese yanit olarak; IL-1p {iiretimi ile hiicre Olimiinde artis oldugunu ve

NLRP3 inflamazomlarin aktivasyonunu bildirmislerdir (129).
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Merkezi sinir siteminde mikroglia hiicreleri, enfeksiyon ya da hasari algilamak i¢in
noral savunma hiicreleridir(129).De Simone ve ark. UCP2'nin mikroglia aktivasyon
durumunu kontrol ettigi hipotezini desteklemislerdir (130). Diger bir yandan noronlarda
UCP2 ve UCP3’iin artmis ekspresyonunun glukozla uyarilmis ROR’nin olusumunu ve
mitokondriyal hiperpolarizasyonu Onleyerek programli hiicre oliimiinii bloke ettigi
bulunmustur (4).

Hipokampus, baglamsal 6grenme ve hafiza siirecleriyle giiclii bir sekilde baglantili bir
beyin yapisidir(103). Ayrica, hayvanlarda hipokampusta olusan hasar uzamsal
ogrenmeyi etkilemektedir ve bellekte bilgi depolanmasini igeren siireclerde ciddi
bozulmalar olusur (131,132).

Bu tez calismasinda yiiksek yagli diyet (%70 yag) ile olusturulan obez hayvan
modelinde obezitenin 6grenme performansina olan etkileri ortaya koyabilmek icin
deney hayvanlarinda mekansal 6grenmeyi ve bellegi dlgmek icin kullanilan morris su
tanki testi kullanilmistir.

Kontrol grubu birinci 6grenme deneyinde kagis platformunun obez grubuna gore daha
kisa siirede 6grenmis ve kagis platformuna daha kisa stirede ¢ikmistir (Tablo 4.3). Ayni
sekilde 6grenme diizeyini test etmek i¢in yapilan 2.denemede ise obez grubunda
l.denemeye gore kagis platformunu bulma siiresinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu saptandi1 (Tablo 4.3) (p=0.001). Ancak kontrol grubuna siire bu azaligin
¢ok az oldugu kanisina varilmistir. Ciinkii kontrol grubu 2.denemede 1.denemeye gore
cok daha kisa bir siirede kacgis platformuna ¢ikmistir.

Diger yandan deney hayvanlarinin morris su tanki protokolii boyunca kagis platformunu
bulmak i¢in tank igerisindeki kadranlarda bulunma yogunluklar1 viicut 1sisina duyarh
kameralar ile kayit altina alinarak 1s1 haritast olusturuldu. Bu 1s1 haritalarinda da kontrol
ve obez gruplar arasinda farklilik oldugu saptanmistir. Obez gruptaki hayvanlar tank
icerisinde bir¢cok kadranda dolasarak kacis platformuna c¢ikarken, kontrol grubu
hayvanlar1 kacis platformuna yakin tank yiizeyine asili ipuglar1 arasindaki kadranda
dolasarak kolay bir sekilde kagis platformuna ¢ikmistir. Bu 1s1 haritalar1 da kontrol
grubunun obezlere gére mekansal ipuglarini daha iyi 6grendigini gostermistir.

Ucp2 geni ifade analizinde ise kontrol grubuna kiyasla obez grubu deney hayvanlarinin
hipokampuslarinda Ucp2 gen ifadesinde 4.29 kat istatistiksel olarak anlamli artig
saptanmistir (p=0.05).
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Yiiksek yagli diyetle beslenmenin deney hayvanlarinin hipokampus dokularinda
oksidatif strese yola acgtigi ve Ucp2 gen ifadesindeki artisin, olusan oksidatif stresi
azaltmaya yonelik bir hiicresel yanit olabilecegi seklinde yorumlanmistir.

Bu ¢alismadaki 6grenme verileri ile genetik analizler karsilastirildiginda ROR miktarini
azaltmak icin hiicrelerin noronal sag kalimda 6nemli rolii olan Ucp2 gen ifadesi ile
O0grenme performansi arasinda negatif bir iligki olabilecegi sonucuna varilmistir.
Oksidatif stres ile Ucp?2 arasindaki iliskinin daha iyi analiz edebilmesi i¢in daha sonraki
arastirmalarimizda western-blot yontemiyle Ucp2’ nin protein seviyesinin tespit
edilmesi ve SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan savunmada 6nemli enzim seviyelerinin

belirlenmesi gibi parametrelerin degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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