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OZET

Irisin egzersiz esnasinda kas dokudan serbestlenen termojenik bir proteindir. Irisinin
en Onemli fizyolojik rolli, beyaz yag dokudan kahverengi yag doku gelisimini
saglamasidir. Irisin bu gelisimi basta UCP1 olmak iizere diger kahverengilesmeyi saglayan
proteinlerin diizeylerini arttirarak gergeklestirir. UCP’ler mitokondrinin zarlar arasi
alaninda ki proton gradyanini azaltarak ATP olusumunun kismen azaltirlar ve 1s1
olusumuna neden olurlar. Irisinin UCP1 ile olan iliskisi kismen biliniyor olunsa da, UCP1
ile yakin akrabalik gosteren UCP2-5 ile muhtemel iligkisi hala gizemini korumaktadir.
Yapilan bu calismayla irisinin merkezi alanda yer alan UCP2-5 proteinleri iizerine
muhtemel etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Calismada agirliklar1 200-250 g olan Sprague Dawley cinsi toplam 80 adet disi sigan
kullanildi. Hayvanlarin agirliklar1 goz 6niine alinarak deney gruplari olusturuldu ve irisinin
hazirlanan 1 uM (disiik doz), 3 uM (orta doz) ve 10 uM (yiiksek doz) konsantrasyonlari
intraserebroventrikiiler enjeksiyonla uygulandi. Uygulama sonrasi farkli bekleme
zamanlari dikkate alinarak gruplarda bulunan hayvanlar dekapite edildi. Ayrica gruplardaki
hayvanlarin operasyon 6ncesi ve operasyon sonrast viicut sicakliklart ol¢iildii. Hayvanlar
dekapite edildikten sonra beyin dokular1 (hipotalamus, hipofiz, hipokampus, serebellum,
striatum ve korteks) toplandi ve RT-PZR ile UCP2-5 mRNA diizeyleri belirlendi. Gruplar
arasindaki ekpresyon diizeyleri arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Student’s t testi
kullanild1 ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

Merkezi uygulanan irisinin yiiksek dozu biitiin beyin bolgelerinde UCPS5 ifadesini
anlaml diizeyde arttirdi (p<0.05). Buna karsin uygulanan irisinin dozlar1 hipofiz hari¢
diger beyin bolgelerindeki UCP4 ifadesini azaltici etki gosterdi. UCP2 mRNA diizeyi
hipotalamus, hipofiz ve hipofizde irisin uygulamasi sonrasi azalma gosterirken, 6zellikle
serebellumda doz ve zaman bagimli olarak UCP2 ifadesi ciddi artislar sergiledi (p<0.05).
Ayrica icv irisin enjeksiyonu sonrasi gruptaki hayvanlarin viicut 1silar1 anlamh diizeyde
yiikseldi (p<0.05). Biitiin bu sonuglar dikkate alindig1 zaman irisinin sadece UCP1 iizerine
etki gostermedigini, ayn1 zamanda diger UCP’ler {izerine de dogrudan veya dolayli olarak

etki gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: irisin, UCP2, UCP3, UCP4, UCPS5, Beyin, Viicut sicaklig1

\Y



SUMMARY

The effect of intracerebroventricular irisin application to the rats on the
uncoupling protein family in brain

Irisin is a thermogenic protein that is secreted from muscle tissues. The most
important physiological role of irisin is its promoting the conversion of white adipose
tissue to brown adipose tissue. Irisin promotes this conversion by increasing the level of
especially UCP1 and other proteins that stimulate browning in adipose tissue. UCPs
reduce the rate of ATP production partially by decreasing the protein gradient in
intermembrane space of a mitochondrion and generate heat. The probable relationship
between irisin and UCP2-5 which are close relatives of UCP1 remains still a mystery
although its relationship with UCP1 is known partially. With this study it was aimed to
determine the probable effect of irisin on UCP2-5 proteins that are located in the inner
membrane.

80 female Sprague Dawley rats which weighed in a range of 200 g to 250 g were
used in the study. Experiment groups were formed by taking weights of the rats into
account and irisin prepared at concentration of 1 uM (low dose), 3 uM (mid dose) and 10
uM (high dose) was applied via intracerebroventricular injection. After the application, the
rats were decapitated by considering different waiting duration. In addition, preoperative
and postoperative body temperatures of the rats in groups were measured. After
decapitation, brain tissues (hypothalamus, hypophysis, hippocampus, cerebellum, striatum
and cortex) were gathered and RT-PCR and UCP2-5 mRNA levels were detected.
Student’s t test was benefited from in determining differences between expression levels
and p<0.05 value was accepted as meaningful.

Applying high dose of irisin increased the UCP5 at a meaningful manner (p<0.05).
On the other hand it reduced UCP4 in regions of brain except hypophysis. While UCP2
MRNA levels decreased in hypothalamus and hypophysis after irisin application,
significant increases were observed especially in cerebellum in terms of doses and time
(p<0.05). Moreover, after icv injection of irisin, body temperatures of the rats increased at
a meaningful manner (p<0.05). All results considered, it is concluded that irisin can have
effects not only on UCP1 and but also other UCPs directly or indirectly.

Keywords: Irisin, UCP2, UCP3, UCP4, UCP5, Brain, Body temperature
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1. GIRIS

Hayatin devami ig¢in biitiin canlilarin enerjiye ihtiyag duydugu bir gergektir.
Hiicrenin enerji santrali olarak isimlendirilen mitokondriler, kendilerine 6zgii kalitsal
materyali ve hiicredeki onemli islevleri nedeniyle dikkat ¢ekici bir yapiya sahiptir [1].
Mitokondriyal zar proteinlerinden olan eslesme bozucu proteinler (UCP) hiicresel enerji
olusumunda kilit rol oynar. Bu protein grubu 5 iiyeden (UCP1-5) olusur ve herbir UCP
tirti viicudun farkli bolgelerine 6zgii olarak ifade edilir [2, 3]. Mitokondriyal aktiviteyi
basta egzersiz gibi enerji ihtiyacinin yiiksek oldugu durumlarin yaninda bir¢ok fiziksel ve
hormonal faktor etkiler. Egzersiz esnasinda kas dokudan saligilanan miyokinler dolagima
katilirlar ve bu biyomolekiiller canlida birtakim fizyolojik siireglerin gergeklesmesinde
dogrudan yada dolayl olarak rol iistlenirler. Ornegin irisin egzersiz esnasinda kas dokudan
sentezlenir ve beyaz yag dokuda UCP1 ifadesini arttirarak mitokondriyal fonksiyonlari
diizenleyebilen bir miyokindir [4].

Beynin farkli bolgelerinde bulunan UCP’ler fizyolojik ve patolojik birtakim
olaylarin gerceklesmesinde etkili olan proteinlerdir [2]. Irisin hormonu esas olarak kas
dokudan sentezlenmesine ragmen yapilan az sayidaki ¢alisma ndronal alanlarda irisinin
varligin1 gostermektedir [5]. Irisinin beyaz yag dokuda UCP1 ifadesini arttirdig
diisiiniiliirse, diger UCP’ler ile muhtemel bir iligkisinin olabilecegi akillara gelmektedir. Bu
caligma, ndronal alanlarda yayilim gosteren ve mitokondriyal zar proteinleri olan UCP2,
UCP3, UCP4 ve UCPS fiizerine irisin hormonunun doz ve zaman bagimli etkilerini

arastirmak amaciyla yapildi.

1.1. irisin

[risin, beyaz yag dokunun kahverengi yag dokuya déniismesini saglayarak enerji
kullanimini tesvik eden termojenik bir proteindir. Irisin egzersiz esnasinda iskelet kasinda
ki fibronektin tip III domain igeren protein 5 (FNDCS5) molekiillerinin pargalanmasiyla
dolagima katilmaktadir [4]. Bu hormonun bilinen en 6nemli fizyolojik rolii, beyaz yag
dokudan kahverengi yag doku gelisimini saglamasidir [6]. Irisin bu gelisimi basta UCP1

olmak tizere diger kahverengilesmeyi saglayan proteinlerin diizeylerini arttirarak



gerceklestirir. Sonug olarak enerji deposu olarak isimlendirilen beyaz yag doku diizeyi
azalir ve depolanan enerji agiga ¢ikar.

Irisin kesfi ile birlikte arastirmacilarin ilgisini iizerinde toplamay:r basaran bir
hormondur ve gelecekte obezite ile tip 2 diyabet basta olmak lizere bir¢ok metabolik
rahatsizligin tedavisinde umut 15181 olarak Ongdriilmektedir. Yapilan arastirmalar ile
irisinin bu hastaliklar ile iliskisi aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir [7-9]. Ayrica egzersizin
saglik tlizerine bilinen faydalarma irisinin ne gibi bir katkisinin oldugu diger arastirma

konularindandir.
1.1.1. TIrisinin Yapisi, izolasyonu ve Isimlendirilmesi

2012 yilinda kas dokusundan izole edilen irisin 112 aminoasitten olusan (12 kDa)
bir proteindir [4]. Arastirmacilar irisin molekiiliiniin glikoprotein yapisinda oldugunu
bildirmistir. Irisin, iskelet kasinda ki FNDC5’in (aym1 zamanda FRCP2 ve PeP olarak
bilinir) bilinmeyen bir proteaz tarafindan koparilmasiyla olusan bir parcalanma {iriiniidiir
(Sekil 1.1). Yapilan arastirmalar ile irisinin varlig1 subkutan adipoz doku, kalp kasi, beyin-
omurilik sivisi, insan anne siitii, tiiklirik ve serebellumdaki purkinje hiicrelerinde

gosterilmistir [5, 10, 11].

Hiicre dis1

mm Hiicre ici

I

Proteolitik
parcalanma
Irisin

Sekil 1.1. FNDCS5 protein yapisinin sematik gosterimi (iistte) ve proteolitik pargalanma ile irisinin olusumu
(altta) [6].



FNDCS iki fibronektin bolgesine ve membran i¢inde bulunma olasilig: yiiksek bir
hidrofobik bdlge iceren bir sinyal peptide sahiptir [12, 13]. FNDC5’in insanlarda basta kas,
perikardiyum, rektum ve beyin olmak lizere 47 farkli dokuda varlig1 gosterilmistir [14].
Yapilan ¢aligmalar transmembran FNDCS5’in hiicresel FNDC5’den daha biiyiik oldugunu
bildirmektedir [4, 15]. Bu durum arastirmacilarin proteinin bir par¢asinin salgilanip
salgilanmadigini sorgulamalarina neden olmustur. Bu yapiy1 dikkate alan arastirmacilar
FNDCS5’in tip I membran protein olarak sentezlendigi, ardindan proteolitik olarak kesildigi
ve proteinin amino (N) terminal kisminin ekstraselliilar ortama birakildig1 hipotezini ortaya
atmiglardir. Bu varsayim dogrultusunda yapilan g¢alismalar sonucunda, irisinin heniiz
belirlenmeyen bir proteaz tarafindan FNDC5’in par¢alanmasiyla dolagima katildigini, fare
(Mus musculus) ve insandaki bu peptidin %100 oraninda benzerlik gésterdigini, diger
canlilarda ise bu benzerligin 6nemli diizeyde korundugunu belirlenmistir. Daha 6nceden
tanimlanmamis bu peptide, kastan diger dokulara sinyal ilettiginden dolayr Yunan ulak
tanrigasi Iris anisma irisin ad1 verilmistir [4]. Irisinin meydana gelis sekli (boliinmesi ve
serbestlesmesi) epidermal biliylime faktorii ve alfa doniistiiriicii bliylime faktorii gibi
transmembran polipeptidler ile benzerdir [4].

FNDCS5 gen ifadesinin artigina egzersiz tarafindan uyarilan ve enerji harcanmasina
neden olan peroksizom proliferatdr aktive reseptor gama (PPARy) ve PPARY koaktivator 1
alfa (PGC1l-a) aracilik eder. PGCl-o biyolojik sistemlerde enerji metabolizmasinin
programlanmasinda arabulucudur ve bir¢ok hiicre tipinde mitokondriyal biyogenez ile
oksidatif metabolizmay1 kontrol eder [16, 17]. PGC1l-a aracilig: ile kas dokusundan
sentezlendigi ve salgilandig1 diisiliniilen bes farkli protein vardir: FNDCS, interlokin-15
(IL-15), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii beta (VEGFp), 16sin-zengini alfa-2-
glikoprotein-1 (Lrgl) ve metaloproteinaz doku inhibitoéri-4 (TIMP4) [18]. FNDC5
kahverengilesmeyi saglayan UCP1, Elov13, Cox7a ve OTOP1’in de aralarinda bulundugu
genlerin ifadelerini diizenler [4, 19]. Ornegin yag doku kiiltiir ortamina eklenen 20 nM
FNDCS5 yaklasik 7 kat UCP1 ifadesini arttirmistir [4]. Artan UCP1 ifadesi adenozin
trifosfat (ATP) sentezini engeller ve 1s1 olusumuna yol acarak enerji harcanmasina neden
olur [20]. Biitiin bu sonuglar kahverengi adipoz dokuda termogenez aktivasyonunu

FNDCS5’in diizenledigini gostermektedir.



1.1.2. Trisin Reseptorii

[risinin dolasimdaki etkileri hakkinda artan bilgilere ragmen, bu etkilere aracilik
eden reseptdr (veya reseptorler) kesfedilmeyi beklemektedir. Yapilan ilk calismada,
irisinin bir hiicre yilizey reseptorii araciligiyla fizyolojik ozelliklerini gerceklestirdigi
ongoriillmiistiir [4]. Diger bir ¢alismada ise, ligand-reseptor etkilesimi igin 6nemli olabilen
irisin dimerleri gosterilmistir [21]. Irisinin etki ettigi reseptdr veya reseptdrlerin hangi
dokularda bulundugu ve ekspresyon yerlerinin tanimlanmasi, irisinin fizyolojik dneminin

anlasilmasinda biiyiik bir atilim olacaktir.

1.1.3. Dolasimdaki Irisin Diizeyi ve Egzersizle Iliskisi

Bostrom vd. irisinin kesfini duyurduklar1 ¢alismalarinda, farkli irisin
fragmentlerinin insan ve fare plazmasinda mevcut oldugunu ve iskelet kasindaki FNDC5
ifadesindeki degisimlerin bu yapilarin seviyelerinde etkili oldugunu belirtmistir. Calismada
egzersiz sonrasi iskelet kasindaki FNDCS5 ekspresyon diizeyindeki artiga paralel olarak bir
slire sonra dolagimdaki irisin diizeyinin de artis gosterdigini bildirilmektedir [4].

Insanlar iizerinde yapilan bazi calismalar Bostrom vd. destekler niteliktedir.
Ornegin Kraemer vd. egzersiz sonrasi ilk birka¢ saat igerisinde dolasimdaki irisin
diizeyinin gegici olarak yiikseldigini belirtmistir [22]. Baska bir ¢caligmada ise akut egzersiz
ile dolagimdaki irisin diizeyinin yaklasik %20 oraninda arttigi gosterilmistir [14].
Aragtirmacilar  FNDCS5 ve irisin ekspresyon dilizeylerini gbz Oniine aldiklar1 bu
calismalarda kronik egzersize kiyasla akut egzersizin dolasimdaki irisin seviyesini 6nemli
diizeyde etkiledigini rapor etmektedir. Buna karsin yapilan diger birka¢ calisma
dolasimdaki irisin diizeyinin ne kronik nede akut egzersiz sonrasi degismedigini
vurgulamaktadir [23, 24]. Hecksteden vd. hem giice dayali hem de normal kronik egzersiz
sonrast dolagimdaki irisin diizeyinin anlamli sekilde etkilenmedigini bildirmistir [25].
Diger bir ¢aligmada ise kronik egzersiz sonrast PGC1-a ve FNDCS5 ifadelerindeki artisa
ragmen dolasimdaki irisin diizeyinin azaldig1 rapor edilmistir [26]. Yapilan ¢aligmalarda ki
irisin diizeyini belirlemeye yonelik analiz metotlarinin farkliligi (ELISA ve Western Blot
gibi) muhtemel sonuglarin da farkli degerlendirilmesine neden olabilir. Heniliz yeni
tanimlanmis olan bu peptidin hangi fizyolojik ve molekiiler yolaklar ile etkilesimde oldugu

aydinlatildikca, bu peptidin regiilasyonu hakkindaki bilgilerde kesinlik kazanacaktir.



1.1.4. 1Irisinin Santral Néron Sistemdeki Potansiyel Rolleri

FNDCS5 ve irisinin iskelet kasi ile adipoz doku arasindaki sinyal iletiminin yaninda,
merkezi sinir sisteminde bir takim rollere sahip olabilecegii diisiiniilmektedir. Aslinda
PGCl-a’'nin FNDCS iizerine olan etkisi yapilan ¢alismalar ile aydinlatilmis olunsa da,
ornegin beyin gibi 6nemli dokularda bu molekiillerin 6ncelikli fizyolojik fonksiyonlar: agik
degildir [27-29].

Bu kapsamda yapilan son immiinohistokimyasal ¢alismalar, sigan ve fare
beyincigindeki Purkinje hiicrelerinin irisin ifade ettigini ortaya koymustur [5]. Ayrica ayni
arastirmacilar “beyincikte iretilen irisinin medulla ve omurilikte bir¢ok araci sinaps ile
adiposit metabolizmasini diizenleyici bir faktor olabilecegini” teyit edilmesi gereken bir
hipotez olarak ortaya atmuslardir [5]. Hashemi vd. FNDCS5’in fare embriyonik kok
hiicrelerinde yeterli sinir farklilagsmasinin gergeklesmesinde gerekli oldugunu ortaya
koymustur [30]. Arastirmacilar bu ¢alismada hem ndronal progenitér olusumu hem de
onlarin farklilagmasi esnasinda fare embriyonik kok hiicrelerindeki FNDCS5’in azaldiginm
belirlemistir [30]. Diger bir ¢alismada hipokampal nérogenezin irisin tarafindan doz
bagimli olarak diizenlendigi belirtilmistir [31]. Irisinin fizyolojik konsantrasyonlar1 (5-10
nmol/L) fare H19-7 hipokampal ndronal hiicre ¢ogalmasi iizerinde herhangi bir etkiye
sahip degilken farmakolojik konsantrasyonlarda (50-100 nmol/L) proliferasyon diizeyi
artmistir [31]. Bu kanitlarin hepsi irisinin merkezi bir takim roller istlenebilecegini
gostermektedir. Bu bakimdan irisin alzheimer hastaliginda baslica etkilenen bolge olarak
hipokampus {izerine egzersizin ndrogenez etkisine aracilik edebilir [32, 33]. Irisinin
parkinson ve diger bazi ndrodejeneratif hastaliklar lizerine egzersizin olumlu etkilerinede
aracilik edebilecegi diisiiniilmektedir [34-36]. Buna ek olarak bir termoregiilator peptid
olan irisin viicut sicakliginin merkezi kontroliinde hipotalamusun ilgili alanlarini uyararak
bu siiregte aktif rol oynayabilir. Irisinin merkezi sinir sistem iizerine etkilerini belirten
calisma sayis1 oldukea azdir. Yapilacak ¢alismalar irisinin merkezi sinir sisteminde ne gibi
roller iistlendigini veya hangi fizyolojik ve molekiiler siireclere aracilik ettigini belirlemede

etkili olacaktir.



1.2.  Uncoupling (Eslesme Bozucu) Proteinler

Mitokondriyal tasiyict proteinler ailesinden olan UCP’ler mitokondrinin i¢
membraninda sentezlenir [37]. Bu proteinler mitokondriyal membranin fonksiyonunda ve
hiicresel enerji diizenlenmesinde rol alirlar [38, 39]. Yag asitleri ve glukoz tarafindan
aktivitesi artan UCP’ler piirin niikleotidleri tarafindan inhibe edilir [40, 41]. UCP’ler,
mitokondrinin membranlar arasi alandaki protonlar1 mitokondri i¢ zar1 igerisine tasiyarak,
mitokondriyal proton gradiyentini azaltirlar ve sonug¢ olarak oksidatif fosforilasyon

araciligi ile ATP iiretimini engellemis olurlar (Sekil 1.2) [3, 42].
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Sekil 1.2. Mitokondriyal enerji diizenlenmesi ve UCP’ler. Elektron tasima zinciri boyunca elektronlarin
aktarilmasi, mitokondriyal matrikste bulunan sabit sayidaki protonun mitokondrinin ig
membranindan gegerek membranlar arasi alanda birikmesine ve buda i¢ membrana kars1 bir proton
gradientinin olusmasina neden olur. Protonlar mitokondriyal i¢ membran alanindan mitokondriyal
matrikse dogru geri aktarildik¢a bu proton gradientinde korunan enerji adenozin difosfat (ADP) ve
inorganik fosfatlardan ATP'nin sentezine kadar ATPsentaz tarafindan kullanilir. Mitokondrinin i¢
membrani iizerinde yer alan UCP’ler membranlar arasinda bulunan bu protonlari mitokondriyal
matrikse tekrardan gegiren bir kanal gorevi goriir. UCP’ler tarafindan gercgeklestirilen bu aktarim
siiresinde, ATP sentazdaki proton akis1 azalir ve ATP sentezi kismen engellenmis olur. Sonug
olarak okside substratlardan saglanan enerji proton gradienti ile dagitilir ve biriken enerji 1s1 olarak
ortama yayilir [38].



1.2.1. UCP Homologlar1 ve Yapisal Ozellikleri

UCP1 arketip (orijinal) eslesme bozucu protein olarak kabul edilir ve UCP’lerin
anlasilmasinda UCP1 hakkindaki ¢alismalar olduk¢a 6nemlidir [43]. UCP2 ve UCP3,
UCPI ile yakindan iliskilidir ve yapisal olarak yaklasik %60 benzerlik gosterdiklerinden
UCP1 homologlar1 olarak kabul edilir. Bunun aksine UCP4 ve UCP5 (BMCP1; Beyin
mitokondriyal tasiyici protein-1 olarak da bilinir) daha farklidir ve UCP1 ile yaklasik
olarak %30 benzerlik gosterirler (Tablo 1.1) [38].

Tablo 1.1. UCPI’in diger UCP’ler ile homolojisi [38].

Protein % Ozdeslik
ucpP1 100
UCP2 59
UCP3 57
UCP4 30
UCP5 (BMCP1) 33

UCP’lerin farkl iiyelerinin belirli hiicre dagilimlar1 vardir. UCP1 kahverengi yag
dokuya spesifik bir proteindir [44, 45]. UCP2 dalak, pankreas adacik hiicreleri, akciger,
mide, beyaz yag doku, beyin ve periferal ndronlarin arka kok gangliyonlarinda eksprese
edilir [44-48]. UCP3 o6ncelikle kaslarda ve az miktarda néronlarda tespit edilmistir [45, 48,
49]. Yapilan galismalarda UCP4 ve UCP5’in merkezi sinir sisteminde yiiksek diizeyde
bulundugu ayrica UCP5’in testis dokusunda varligi belirtilmistir [50-52].

Simdiye kadar sadece UCP2’nin kristal yapisini belirlemeye yonelik birtakim
caligmalar mevcut olmasina karsin [53], genel olarak UCP’lerin sahip oldugu kristal
yapinin mitokondri i¢ zarinda bulunan ADP/ATP tasiyict proteinler ile benzer oldugu
distintilmektedir [54, 55]. Buna gore UCP’ler her biri yaklagik 100 aminoasitten olusan ii¢
tekrarlt bir yapiya sahiptir. Her bir tekrar transmembran a-heliks olusturan iki hidrofobik
bolge igerir. Her bir tekrar i¢cinde, membranin matriks tarafina dogru yonlendirilmis uzun
bir hidrofilik dongii (ilmik) iki ekli heliksleri baglar (Sekil 1.3). Fonksiyonel UCP’lerin iki
0zdes alt birimden olusan bir dimer oldugu diisiiniilmektedir [56]. Yapilan ¢alismalardan

elde edilen veriler dogrultusunda, a-heliks demetlerinin UCP ¢ekirdeginde hidrofilik bir



kanal olusturdugunu ve bu cekirdege erisimin kapilar (hidrofilik dongiiler tarafindan

olusturulan) araciligi ile kontrol edildigi dngoriisii olusmustur [57].
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Sekil 1.3. UCP’lerin tiglii tekrardan olusmus yapisinin sematik gosterimi [38].

1.2.2. UCP’ler ve Merkezi Sinir Sistemi

Merkezi sinir sistemi viicudun organizasyonunu gerceklestiren, ¢evresel uyarilara
kars1 cevap olusturmamizi saglayan ve icerisinde yiliz milyonlarca sinirsel baglantiy1
barindiran oldukca karmasik bir yapidir. Bu yap1 igerisinde yer alan noéronlar islevleri
geregi mitokondri yogunlugu fazla olan hiicrelerdir. Noronal ag igerisinde yer alan
mitokondriler bagta sinirsel ileti icin gerekli olan enerjiyi iliretmenin yani sira noronal
yasamin devami i¢in gerekli olan kalsiyum dengesini de saglayan bir yapidir. Yapilan
arastirmalar dogrultusunda mitokondri i¢ zarinda eksprese edilen UCP’lerin merkezi sinir

sistemi igerisinde ki rolleri agagida siniflandirilmistir.

1.2.2.1. Termal Sinapslar

Kahverengi yag doku igerisindeki UCP1 wviicut sicakliginin diizenlenmesinde
anahtar protein olmasina karsin, bu siirece UCP2-5 ¢ok az katkida bulunur [52, 58-60].
Noronal UCP’ler presinaptik sinir terminallerindeki mikro ortamin sicakligini etkileme

yetenegindedir. Gergekten de UCP’lerce zengin merkezi sinir sistemi bdlgelerinin



(hipotalamus gibi) lokal sicakliklari, UCP’lerce yoksun diger alanlara kiyasla daha
yiiksektir. Ornegin hipotalamus ile karsilastirildiginda striatum ve talamusta ki lokal
sicaklik yaklasik %2.7 oraninda daha diisiiktiir. Noronal mikro ortamda gozlenen bu
sicaklik artisinin artan UCP aktivitesi ile iliskili oldugu ve ortamdaki 1s1 {iretiminin
UCP’lerce etkilendigi gosterilmistir [61]. UCP’lerin noronal mitokondrilerdeki ifade
diizeyi goz Oniline alindiginda, akson terminalinde bulunan sinaptik vezikiillerin sayisi
artttkca UCP aktivasyonuna bagli olarak sicaklik olusumu gozlenir. Bu presinaptik sicaklik
degisiminin sinir iletimi ve ndrotransmiter salinimi ile geri alimi siireglerinden etkiledigini

varsayabiliriz.

1.2.2.2. Kalsiyum Regiilasyonu

Mitokondriler hiicre igerisine kalsiyum alimi ve kalsiyumun depolanmasinda
onemli bir yere sahiptir. Mitokondriyal kalsiyumun ice veya disa akimi (potansiyel-odakl
kalsiyum uniporter yoluyla) i¢ mitokondriyal membranin potansiyeline baglidir [62].
Mitokondrial membran potansiyelindeki 6nemli bir artis mitokondri igine kalsiyum
girisine, membran potansiyelindeki 6nemli bir diisiis ise mitokondriyal kalsiyumun serbest
birakilmasina neden olur. Mitokondri igerisinde 6nemli sitozolik kalsiyum tamponlarini
barmndirir, ¢linkii alinan kalsiyum diger ikinci haberci molekiillerine benzer sekilde
metabolize olmaz. Bu nedenle, hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin diizenlenmesi oldukga
onemlidir [2]. Ornegin, ndronal hiicre kiiltiiriine kisa siireli uygulanan eslesme bozucu
(uncoupling) ajanlarin mitokondriyal membran potansiyelini diisiirerek kalsiyum girigini
engelledigi ve hiicre oliiminii Onledigi gosterilmistir [63]. Diger bir aragtirmada ise
kardiyomiyositlerde UCP2 diizeyindeki artisa bagli olarak mitokondriyal membran
potansiyelinin kismen diistigii ve buna bagli olarak mitokondriyal kalsiyum giriginin
azaldig1 bildirilmistir [64]. Noronal UCP’lerin mitokondriyal membran potansiyelini
diizenleyici etkisi, ndronal kalsiyum homeostazinin korunmasina temel olusturmaktadir.
Bu bakimdan UCP’lerin hem presinaptik kalsiyum seviyesinin ve akson terminalindeki
kalsiyum ortaminin diizenlenmesinde hem de dogrudan sinir iletiminin ger¢eklesmesinde

etkili olmasi1 beklenir.



1.2.2.3. ATP Uretimi ve Mitokondriyal Biyogenez

Hiicrenin enerji iiretiminde UCP’ler oldukga &nemli proteinlerdir. Ornegin,
pankreatik beta hiicrelerindeki UCP2 diizeyinin artisit ATP/ADP oraninin azalmasina ve bu
durum sonug¢ olarak daha az insiilin salgilanmasina neden olur [65]. Bununla birlikte
mitokondriyal eslesmemisligin indiiklenmesi hipokampus ve kas dokuda ATP ve ADP
seviyesini yiikseltir [66, 67]. Mitokondriyal eslesmemislik mitokondri basina ATP
iretimini azaltir. Buna ragmen UCP’ler noronal ve adipoz dokuda mitokondriyal
cogalmay tetikler ve boylece belirgin sekilde hiicrede iiretilen ATP ve ADP artmis olur
[66, 68, 69]. PGC1-a kas hiicrelerinde UCP2 indiiksiyonu ile mitokondriyal biogenezi ve
solunumu uyarir [70]. Ayrica yiiksek kapasiteli acrobik serum insiilin diizeyini ve iskelet
kasinda UCP2 ifadesini arttirir [71]. Noronal ve kas dokuda mitokondriyal biyogenezin
olusmas1 ve ATP {iretiminin artmas: olaylarinda farkli UCP’lerin gdrev almasi bu

proteinlerin dokuya 6zgii roller iistlendiginin bir gostergesi olabilir.

1.2.2.4. Noronal UCP’ler ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Noronal UCP’ler reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini azaltarak, buna baglh
olusan oksidatif stres ile noérodejeneratif hasarin Onlenmesinde Onemli yapilardir.
Mitokondriyal membran potansiyelindeki bir artis i¢ mitokondriyal zarin yakininda ROS
tretimini  tesvik etmektedir, buda molekiiler oksijene elektron tasima zinciri
bilesenlerinden “rastgele” tek elektron transfer reaksiyonlarini artirir [72]. UCP2 yoluyla
artmis mitokondriyal eslesmemislik ROS iretimini veya oksidatif stresi azaltir,
farmakolojik ve fiziksel hareketlere tepki olarak néron koruyucu etki gosterir [66, 73, 74].
UCP4’{in asir1 ekspresyonu noron kiiltlirlinde bazal mitokondriyal ROS iiretimini azaltir ve
nevrotoksinlere maruz kaldiktan sonra ROS iiretimini smrlar [75]. Benzer sekilde,
BMCP1 (UCP5) ifade eden hiicrelerde mitokondriyal ROS iiretimi baskilanmis ve
mitokondriyal eslesmemiglik artmistir [45]. Sonug olarak yapilan ¢aligmalar ile UCP’lerin
farkl1 dokulardaki oksidatif {rlinleri ve buna bagli doku hasarim1 azaltabilecegi

vurgulanmaktadir.
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1.2.2.5. Sinaptik Iletim ve Plastisite

Sinaptik iletim sirasinda ndronlar, iyon gradyanlar1 ve ATP kullanimindaki
dalgalanmanin bir sonucu olarak oksidatif ve metabolik stres ile tekrarlanan nobetlere
maruz kalmaktadir. Mitokondri, sinaptik iletkenligin devami i¢in ATP iiretimini Ve
kalsiyum homeostazint diizenleyen bir yapidir [76]. Sinaptik fonksiyon UCP
ekspresyonunu etkileyen hipotermi, hipertermi ve oksidatif stres gibi durumlar karsisinda
degismektedir [77-80]. Bu nedenle, UCP2, UCP4 ve UCP5’in mitokondriyal membran
potansiyeli ve serbest radikal iiretimini azaltict 6zellikleri ve noronlarda mitokondriyal
biyogenezi gelistirmeleri, bu proteinlerin sinapslarda lokal sicaklik degisimi, ATP ve ROS
tiretimi ile kalsiyum diizenlenmesinde degisiklik yapabilecegini gosterir. Asirt UCP2
aktivasyonu sonucu hiicre i¢i ATP seviyesinin azaldigi ve dopamin salgilanmasinin inhibe
edildigi belirlenmistir [81]. Bu proteinin asirt ekspresyonu mitokondriyal membran
potansiyelini  degistirecegi ve ATP konsantrasyonunu diislirecegi i¢in hiicrenin
fonksiyonunda dnemlidir. Bu nedenle, ATP seviyesi ve dopamin salgilanmasindaki azalma
sagirtict degildir [73]. Arastirmacilar smirli bir siire boyunca akut fazda aktive olan
UCP’ler ile kronik fonksiyonunu siirdiiren ndronal UCP’ler arasinda belirgin bir farkliligin
oldugunu belirtmektedir. Akut olarak, mitokondriyal cogalma gergeklesmeden Once, artan
eslesmemislik ATP iiretimini azaltacagindan mitokondri fonksiyonunu olumsuz etkiler [2].
Ancak artan eslesmemislik en azindan bazi1 néronal alanlarda molekiiler mekanizmasi hala
aydinlatilmamis olmasina ragmen mitokondriyal ¢ogalmay: tetiklemektedir. Bu durum
artan mitokondri sayisina paralel olarak ATP konsantrasyonunda genel bir artisla
sonuclanmaktadir [66].

Morfolojik plastisite dentritik uzantilar igerisindeki mitokondriyal hareketlilik ile
iligkilidir ve mitokondrilerin dendritik dagilimi1 sinapslara destek icin Onemlidir.
Dentritlerdeki mitokondriyal dagilimi sinaptik etkinligin hareketliligi ve mitokondrinin
fiizyon/fisyon dengesi kontrol eder [82, 83]. Bu durum mitokondrinin dogrudan sinaps
diizenlenmesinde 6nemli roller listlendigini gostermektedir. Ayrica UCP’lerin mitokondri
cogalmasini tesvik ettigi diisiiniildiiglinde, néronal alanda etkin olan basta UCP2 ve diger
UCP’lerin dogrudan sinaptik plastisiteyi etkileyebileceklerini varsaymak mantikli

olacaktir.
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1.2.2.6. Agnr ve Tolerans

Agr1 hissi, duyarlilig1 ve toleransi santral ve periferik mekanizmalar icerir. Noronal
UCP’ler subkortikal bolgelerde ve omurilikte gosterilmis olup, Ozellikle UCP2 ¢esitli
beyin bolgelerinde primer duyusal aferentlerinin yogun olarak bulundugu alanlarda ifade
edilmektedir [84, 85]. Omuriligin dorsal boynuzunda UCP2 ile birlikte nonspesifik
uyarilara aracilik eden P maddesi ve N-metil-D-aspartik asit (NMDA) glutamat
reseptorlerinin ekspresyonu belirlenmistir [86, 87]. Bu c¢alismalar UCP2’nin agr1 ve
sicaklik regiilasyonuna dahil oldugunu gostermektedir. UCP2’nin asir1 ekspresyonu
farelerde agr1 esigini artirmaktadir. UCP2 nakavt farelerde artmis etanol hassasiyetine
kiyasla vahsi tip farelerde etanol duyarliliginin azaldigi gosterilmistir [88]. Ayrica etanol
ile indiikklenen UCP2 ifadesi agri ve sicaklik hissi disiikligi ile ters korelasyon
gostermektedir. UCP2’nin hangi mekanizmalar {izerinden bu siireclere etki ettigi kesin
olarak bilinmemektedir. Fakat UCP2 araciligi ile diizenlenen bazi olaylarin (ATP
konsantrasyonu, kalsiyum hemostazi ve serbest radikal iiretimi) bu siireglerde etkili oldugu
distintilmektedir [89, 90]. Agrinin iletimi ve algilanmasi gibi siireglerde UCP3, UCP4 ve

UCP5’in roliinii agiklayan herhangi bir bilgiye rastlanilmamuistir.

1.2.2.7. Norodejenarasyonda UCP’ler

Sinaptik plastisite ve sinaptik norotransmisyonlar {iizerine ndéronal UCP’lerin
etkileri heniiz tam olarak tespit edilememistir. Bununla birlikte, mevcut kanitlar
mitokondriyal homeostazin siirdiiriilebilmesinde UCP’lerin hayati 6neme sahip proteinler
oldugunu gostermektedir [91]. Noronal UCP’lerin eksikligi mitokondriyal disfonksiyonu
(ATP azalmasi, oksidatif stres ve artan kalsiyum diizensizligi) baslatir ve ndrodejeneratif
patolojiyi etkileyen biitiin bu olumsuzluklar sonug olarak plastisite ve sinir iletimini
etkileyebilir. Arastirmacilar epilepsi, parkinson, sizofreni, iskemi ve travmatik beyin
hasari, alzheimerda noronal UCP’lerin birtakim roller listlenebilecegini diisiinmektedir [2].
Bu ve buna benzer ndronal hastaliklarin UCP’ler ile dogrudan veya dolayl iligkisi yapilan
calismalar ile aydinlatilmaya ¢alisiimaktadir [92, 93]. Ornegin epilepsi diinya niifusunun
%Z1’inden fazlasini etkileyen ve asir1 uyarici aktivite ile karakterize edilen bir hastaliktir.
Epilepsi molekiiler yolaklar tetikleyerek eksitotoksik noronal olime yol agtigindan

noronlar i¢in zararlidir [94]. Ayrica epileptik hareketlilik hidrojen peroksit (H,O>) ve nitrik
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oksitin (NO) dahil oldugu serbest radikal metabolitlerinin ortaya ¢ikmasina ve apoptoza
neden olur [95, 96]. Mitokondrinin eksitotoksik hiicre 6liimiinde belirgin bir roli vardir.
Bu hiicre dliimleri spesifik olarak hiicre kalsiyum homeostazi ile ilgilidir. Mitokondriyal
kalsiyum akini ve kalsiyum homeostazinin korunmasi mitokondriyal membran potansiyeli
ile dogrudan iliskili bir siiregtir [62]. Noronal UCP’lerin aktivasyonu bu potansiyeli
azaltarak mitokondri igerisine asir1 kalsiyum akisin1 engeller ve kalsiyum homeostazinin
dengelenmesiyle de ndronlarin hayat akisini olumlu yonden etkileyebilir. Gergekten de
bazi in vitro calismalar, mitokondriyal eslesmemisligin mitokondriyal kalsiyum yiikiinii
azalttigimi ve eksitotoksik hiicre 6liimiinii inhibe ettigini gostermistir [63, 97, 98]. Ayrica
UCP2 transfer edilen PC12 hiicrelerinde, H,O, ve NO ile indiiklenen oksidatif stres
kaynakli 6liimlerin engelledigi belirlenmistir [66]. Bundan baska, UCP2’nin agir1 ifadesi
fare hipokampal CA1 hiicrelerinde noronal hayatta kalmay: arttirmis ve kainik aside
(deneysel epilepsi modellerinde kullanilan giiglii bir merkezi sinir sistem uyarani) maruz
kaldiktan sonra olusan oksidatif stresi de azaltmistir [2, 99]. Sonug olarak mevcut
calismalar 151¢1Inda UCP aktivitesinin epilepsi sonucu olusan ndron hasarii ve oksidatif
stresi engelleyebildigi sGylenebilir.

Diinyada alzheimer hastaligindan sonra ikinci en sik goriilen norodejeneratif
rahatsizlik olan parkinson hastaligi, beyindeki dopaminerjik néronlarin haraplanmasi veya
Olimiiyle ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan calismalarda bu hastalik ile mitokondriyal
eslesmemislik arasindaki baginti irdelenmeye calisilmistir. Ornegin UCP2-nakavt farelerin
uygulanan  1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin ~ (MPTP; Substantia nigra’daki
dopaminerjik néronlari tahrip eden bir ajan) norotoksik ajanina karsi daha duyarli oldugu
bulunmustur. Ozellikle, UCP2 eksikligi substantia nigra’da mitokondri sayisin1 ve
mitokondriyal eslesmemisligi azaltmis, néron bagina ROS firetimini ise arttirmistir [68].
Buna ek olarak, UCP2 ifadesinin artmasi mitokondriyal eslesmemisligin artmasina ve
vahsi tip kontrollere kiyasla in vivo ROS iiretiminde azalmaya neden olmustur. Ayni
calismada arastirmacilar UCP2-nakavt farelere MPTP uygulamasindan sonra substansia
nigra’daki dopaminerjik ndron kaybinin vahsi tip farelere gore daha fazla oldugu ve strial
dopamin igeriginin azaldigi belirlenmistir [68]. Bu degisiklikler UCP2’nin substansia
nigra’da stres faktorlerini engelledigini, dopamin islevi i¢in 6nemli oldugunu ve néronlarin
zararli endojen veya eksojen toksinlere karsi duyarlilig1 azalttigin1 géstermektedir. Dahasi
parkinson hastaligit modellerinde UCP2, UCP4 ve UCP5 seviyesini arttiran diyet

kisitlamasi1 ve 2-deoksiglukoz yonetimin davranissal sonuglari gelistirdigi ve dopaminerjik
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norodejenerasyonu azalttigi bildirilmistir [100-102]. Biitiin bu sonuglar mitokondriyal
biyogenezi dogrudan tesvik eden UCP’lerin parkinson hastaligina neden olan faktorleri
kismen de olsa engelledigini ve néron koruyucu etki gosterdigini ortaya koymaktadir.
Yapilan aragtirmalar insan yasamini olumsuz etkileyen ve heniiz tedavisi kesin
olarak bulunamayan bir¢ok ndrolojik hastaligin gelisiminde mitokondrilerin dogrudan veya
dolayli olarak etki edebilecegini gostermektedir. Noron hiicrelerindeki mitokondriyal
yogunluk ve bu organelin fizyolojik islevi noronlarin canliligini etkileyen 6nemli bir
faktordiir. Noronal canliligin saglikli bir sekilde devami mevcut bir¢ok noérodejenaratif
hastaligin Onlenmesinde olduk¢a ©Onemlidir. Mevcut literatiir bilgileri dogrultusunda
UCP’lerin mitokondriyal proliferasyonu arttirdigi ve oksidatif stresi azaltarak hiicre
Olimiini geciktirdigi diisiiniiliirse, bu proteinlerin norodejenaratif hasarin kismen de olsa

engellenmesinde rol oynayabilecegi sdylenebilir.
1.3.  Merkezi Sinir Sistem Béliimleri ve Fizyolojik Onemi
1.3.1. Korteks

Beyin korteksi periferik ve igsel duyularin algilanmasi, duyular arasinda iligkinin
kurulmasi ve degerlendirilmesi, 6grenme ve bellek olusumu, hareketlerin yiiriitiilmesi ve i¢
dengenin korunmasi gibi olaylarda kontrol noktas olarak gorev yapar. Serebral hemisferin
(telensefalon) catisin1 bilateral sekilde kaplayan serebral korteks, noronlar, astrositler,
oligodendrositler, kan damarlar1 ve ependimadan olusur. Ependimal katman lateral
ventrikiildeki beyin-omurilik sivisi ile temas halinde, korteksin dis yiizeyi ise meninks ile
kaplidir [103]. Korteksin toplam alan1 285 bin mm?, hacmi ise 300 cm® diir [104]. Serebral
korteksin biiyilk boliimiinii olusturan neokorteks alti katman halinde organize olmus
noronlardan olusur. Her katmanin korteks i¢inde ve subkortikal yapilar ile ayr1 baglantilari
vardir. Iki ana kortikal néron grubu bulunur: yaklasik %80 oraninda projeksiyon noronlar
(aksonlar1 uzun sinaptik sonlanmalar gergeklestirir) ve geriye kalan %20 oraninda lokal
devre noronlar1 (internéronlar). Projeksiyon noéronlar uyaricidir ve norotransmiter olarak
biiylik oranda glutamati kullanirlar. Bunun aksine interndronlar genellikle baskilayici
noronlar olarak gorev yaparlar ve gamma-aminobiitirik asit (GABA) ile diger

norotransmiterleri kullanirlar [103].
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Yapisal olarak farkliliklar gosteren korteks fonksiyonel olarak da birgok farklilig
icinde barmndirir. Esas olarak histolojik yapisal farkliliklar igeren ve Brodmann alanlari
olarak adlandirilan 52 farkli alan serebral kortekste yer alir ve kendi hiicre
organizasyonlarina sahiptir. Bu siniflandirma bircok agidan Onemlidir, ¢iinkii insan
korteksinin farkli islevsel alanlarini belirtmek i¢in bu alanda ¢alisan bilim insanlari fiilen

bu haritayr kullanir (Sekil 1.4) [105].

Santral fissiir
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Sekil 1.4. Insan serebral korteksinin Brodman alanlari olarak adlandirilan yapisal olarak farkli bolgeleri
[105].

1.3.2. Hipotalamus

Omurgalilarda hipotalamus merkezi sinir sisteminin mediobasal bolgesinde, hipofiz
bezinin dorsalinde ve talamusun ise ventralinde yer almaktadir. Bu yap1 anteriorda bulunan
optik kiazma ve posteriorda bulunan mamiller gévdeye kadar uzanir. Hipotalamus
periventrikiiler, medial ve lateral olarak {i¢ bolgeye ayrilmistir. Periventrikiiler alan;
paraventrikiiler ¢ekirdek (PVN), arkuat g¢ekirdek (ARC), suprakiazmatik c¢ekirdek ve
periventrikiiler ¢ekirdek olarak isimlendirilen dort farkli hiicre kiimesi igerir. Medial

hipotalamik bolge medial preoptik ¢ekirdek, anterior hipotalamus, dorsomedial ¢ekirdek,
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ventromedial ¢ekirdek ve mamiler ¢ekirdekten olusur. Lateral hipotalamus preoptik alani
ve hipotalamik alani olusur. Parvoseliilar ve magnoseliiler ndrosekretuvar sistemler
hipotalamik noérosekretuvar hiicre gruplarindan olusurlar ve hipotalamus boyunca yer
alirlar [106].

Hipotalamustan salgilanan tirotropin serbestlestirici hormon (TRH; PVN’nin
medial parvoseliilar alt {initesinin medyalinde yer alir), kortikotropin serbestlestirici
hormon (CRH; medial parvoseliilar alt {initesinin lateralinde yer alir), biiyiime hormonu
serbestlestiricic hormon (GHRH; ARC’nin lateral bolgesinde yer alir), somatostatin
(PVN’de yer alir), gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH; preoptik alanin
medyalinde yer alir), dopamin (ARC’nin medyalinde yer alir) ve son zamanlarda
kesfedilen gonadotropin-inhibe edici hormon (GnIH, kemirgenlerde dorsomedial
¢ekirdeklerin iginde yer alir) 6n hipofizden hormon salgisin1 diizenler (Tablo 1.2).
Magnoseliiler ndrosekretuvar sistemin ndronal hiicreleri vazopressin ve oksitosin salgilar
ve bu hormonlar arka hipofize taginarak buradan sistemik dolasima gegerler [106, 107].
Hipotalamus, hipofiz bezindeki hormon sentezini ve salgilanmasini, otonom sinir sistemi
aktivitesini, enerji alimi ve harcamasini, viicut sicakliginin diizenlenmesini, lireme ve

tireme davranist gibi bir¢ok fizyolojik olay1 genis bir yelpazede etkiler.

Tablo 1.2. On hipofiz bezinin salgisin1 kontrol eden serbestletici ve baskilayici hipotalamusun hormonlari

Hormon On hipofiz bezindeki birincil etkisi

Tirotropin Serbestlestirici Hormon (TRH) Tirotroplardan TSH salgilanmasini uyarir

Gonadotropin Serbestlestirici Hormon (GnRH) Gonadotroplarddan LH ve FSH salgilanmasini uyarir

Kortikotropin Serbestlestirici Hormon (CRH) Kortikotroplardan ACTH salgilanmasini uyarir
Biiyiime Hormonu Serbestlestirici Hormon Somatotroplardan biiyiime hormonu salgilanmasini
(GHRH) uyarir

Biiyiime Hormonu Baskilayici Hormon Somatotroplardan biiyiime hormonu salgilanmasini
(Somatostatin) baskilar

Prolaktin Baskilayict Hormon (PIH) Laktotroplardan prolaktin salgilanmasini baskilar

TSH, Tiroid uyarict hormon; LH, Luteinlestirici hormon; FSH, Folikiil uyarict hormon; ACTH,
Adrenokortikotropik hormon
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1.3.3. Hipofiz

Hipofiz bezi viicut homeostazinin gelisim siireci, stres ve diger fizyolojik
stireclerde anahtar rol oynayan bir diizenleyici, hipotalamus ve periferal organlar arasinda
fizyolojik sinyal aligverisinin gergeklestigi bir aract organdir. Yaklasik 1 cm capinda ve
0.5-1 g agirligindaki hipofiz bezi beyin tabaninda sella turcica adinda kemik bir kovuk
icine yerlesmis, diaphragm sellae adindaki duranin kivrimiyla kaplidir. Hipofizin
hipotalamusa fonksiyonel ve anatomik baglantisi infundibular sap iizerinden medyan
eminens araciligi ile gergeklesir ve bu yap1 hipotalamik faktorlerin hipofiz bezine ulagimin
saglar [108]. Anatomik ve fonksiyonel olarak hipofiz bezi iki loba ayrilir: adenohipofiz (6n
hipofiz) ve nérohipofiz (arka hipofiz).

Adenohipofiz anatomik ve fizyolojik olarak {i¢ bolgeye ayrilmistir:

1. Pars tuberalis (ayn1 zamanda pars infundibular olarak da bilinir) alt hipofizyel sapin dis
bolgesini ¢evreleyen birkag kat hiicre tabakasindan olusan dis kismidir. Bu kisim tuberalin
olarak isimlendirilen bir faktor araciligiyla prolaktin sekresyonunu uyarir [109]. Ayrica
pars tuberalis {lizerinde lokalize olan melatonin reseptorlerinin varligi bu alanin
fotoperyodik islevselligide diistindiirmektedir [110].

2. Pars intermedia (ayn1 zamanda ara lob olarak da bilinir) arka hipofiz ve 6n hipofiz
arasindaki marjinal alanda lokalize olmustur. insanlarda ara lob fazla gelismemistir ve
Rathke kesesinin korelmis arka uzantis1 seklindedir. Bu alan daha diisiik omurgalilarda
melanotrop hiicreleri igerir ve endorfinlerde dahil olmak {izere melanosit stimiile edici
hormon gibi birtakim biyoaktif peptidi salgilar, melanin iiretimi ve dagilimini diizenlerler
[111]. Baz tiirlerde pars intermedya ve melanotroplar hipotalamustan kaynaklanan sinir
lifleri tarafindan desteklenmektedir. Memeli tiirlerinde dopamin, ndrepinefrin, GABA ve
serotonin igeren farkli sinir sonlanmalar1 tanimlanmastir.

3. Pars distalis, 6n hipofizin yaklasik %80’lik kismini olusturur ve on lob olarak
isimlendirilir. Fonksiyonel birim olarak farkli hiicre gruplari igeren bu boliim sitokinler,
biiylime faktorleri ve birgok hormon yapimini gergeklestirir (Tablo 1.3) [108]. Hormon
salgist biiyiik 6l¢iide kandaki faktorler tarafindan diizenlenir. Hipotalamus-hipofiz portal
sistem araciligiyla hipotalamustaki 6zel noronlarda meydana getirilen hipotalamusun
serbestlestirici ve baskilayict hormonlart 6n hipofize taginir. Serbestlestirici ve baskilayict

hormonlarin islevi 6n hipofiz hormonlarinin salgisin1 kontrol etmektir [105]. Biitiin bu
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diizenleyici mekanizmalar hipofiz bezinin homeostatik siirecte dinamik rol tistlenmesini

saglar.

Tablo 1.3. On hipofizde yer alan hiicre gruplar1 ve salgiladiklar1 hormonlar

Hiicre grubu Hormon % Hiicre miktari
Laktotroplar PIH 15
Gonadotroplar LH, FSH 10
Tirotroplar TSH 5
Somatotroplar GH 40-50
Kortikotroplar ACTH 15-20

PIH, Prolaktin; LH, Luteinlestirici hormon; FSH, Folikiil uyarici hormon; TSH, Tiroid uyarici hormon; GH,
Biiyiime hormonu; ACTH, Adrenokortikotropik hormon

Norohipofiz olarakta bilinen arka hipofiz bezi asil olarak 6zellesmis glia hiicreleri
olan pituisit hiicrelerden olusmustur. Bu hiicreler esas olarak hipotalamusun supraoptik ve
PVN c¢ekirdeklerinden arka hipofize kadar uzanan terminal sinir sonlanmalarini
(magnoseliiler noronlar) gevreleyerek destek doku gorevi istlenir ve ayni zamanda
norohipofiziyal hormon iretiminin diizenlenmesine katkida bulunabilir [112].
Hipotalamustaki magnoseliiler néronlarda sentezlenen antiditiretik hormon (vazopresin) ve

oksitosin sinir yolagi boyunca tasinarak arka hipofize salgilanir.

1.3.4. Hipokampus

Hipokampus filogenetik olarak en eski beyin bolgelerinden birisidir. Bu yapi lateral
ventrikiiliin alt boynuz taban1 boyunca uzanan, yaklasik 5-8 cm uzunlugunda ve C harfi
seklinde bir gri cevher tabakasidir. Ventrikiile bakan yiizii konveks, hemisferin alt kismina
bakan yiizii ise konkavdir [113]. Hipokampusun bir ucu amigdaloid ¢ekirdeklere dayanur,
bir kenar1 da temporal lobun ventromedyal korteksini olusturan ara hipokampal girus ile
kaynagir [105].

Hipokampus kendisiyle baglantili temporal ve paryetal lob yapilar ile birlikte
hipokampal formasyon olarak adlandirilir ve hipotalamus, serebral korteks ve amigdala
gibi temel limbik sistem bolgeleriyle ¢ok sayida baglanti gosterir. Cevresel etmenlerin

olusturdugu her tiirlii duysal deneyim hipokampusun kii¢iik bir boliimiinii dahi olsa aktive
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eder; buna karsilik hipokampus, 6zellikle en biiyiik iletisim yolu olan forniks yoluyla 6n
talamus, hipotalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gonderir. Boylece
hipokampus gelen duysal sinyalleri, farkli amaglar i¢in uygun davranislar1 baslatmak iizere
igerisinden gegiren ek bir kanal roli oynar [105].

Hipokampusun gerek beynin diger bolgeleri ile olan baglantilar1 gerekse kendi
yapisinin karmasikligi nedeniyle fonksiyonu uzun yillar anlasilamamustir. Ilk olarak
hipokampusun sadece koku duyusunu algilamada gorevli oldugu ileri siiriilmiis, ancak
daha sonra yapilan calismalar ile koku duyusunun dogrudan hipokampusa iletilmedigi
gosterilmistir [114]. Yapilan ¢aligmalar ile bu yapinin endokrin fonksiyonunun yani sira
kan basincinin diizenlenmesi, bagisiklik sistemi, lireme davraniglari ve ndrodejeneratif
hastaliklarin olusumu gibi bir¢ok olayda etkili oldugu belirtilmistir [115-120].

Hipokampus hafizanin (6zelliklede kisa siireli hafizanin) olusumunda oldukga
onemli bir role sahiptir [121, 122]. Epilepsi tedavisi i¢in ¢ift tarafli olarak hipokampuslari
cerrahi olarak ¢ikartilan insanlar Onceden Ogrenilmis anilari makul bir diizeyde
hatirlayabilmekte, ancak sozel simgelere dayanan yeni bilgi edinememektedirler. Bu kisiler
giin icerisinde yasadiklar1 olaylar1 bir an icin hatirlayabilir, saniyeler ile birka¢ dakika
arasinda degisen kisa siireli bellek olusturabilirler. Bunun aksine birka¢ dakikadan fazla
uzun siireli bellek olusturma yetenekleri ya kismen yada tamamen yok olmustur [105].
Hipokampuslar1 zedelenmis kisiler, sdzel veya simgesel tipte zeka gerektirmeyen fiziksel
(motor) becerileri 6grenmede ¢ogu kez giicliik ¢ekmezler. Ornegin bu kisiler bircok spor
tiriiniin gerektirdigi el ¢abuklugu ve fiziksel becerileri edinebilirler. Bu tip 6grenmeye
beceri 0grenme veya refleks 6grenme adi verilir. Bu tip 6grenmenin temeli; zihindeki
simgesel yineleme veya pekistirme yerine, gereken odevleri fiziksel olarak tekrar tekrar

yinelemeye dayanir [105].

1.3.5. Striatum

Striatum 6n beynin subkortikal bir parcasidir. Bu yapi1 bazal ganglionlarin ana giris
cekirdegidir ve prosediirel 6grenme, bellek ve motor fonksiyonlar i¢in O6nemli ndral
yapilar1 biinyesinde bulundurur [123, 124]. Bazal ganglionlar istemli hareketlerin
gerceklestirilmesi ve istenmeyen hareketlerin engellenmesi i¢in gerekli olarak kabul edilir.
Bazal ganglionlarin islevi i¢in striatumun Onemi, norolojik bozukluklardaki siire¢lerin

incelenmesiyle daha iyi anlasilmistir. Ornegin, parkinson hastaliginda striatumda Ki
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dopaminerjik afferentler kaybolur. Sonug olarak dogrudan ve dolayli yollardan striyatal
cikis degistigi i¢in hareket yetenegi engellenir [125].

Striatal noronlar histokimyasal, anatomik ve fizyolojik diizeyde karakterize
edilmistir [126]. Anatomik olarak striatum hiicreleri iki ana simifa ayrilir: dikenli
projeksiyon noronlar ve dikensiz interndronlar. Dikenli projeksiyon noronlar (aymi
zamanda orta dikenli noéronlar olarak da bilinir) GABAerjik néronlardir ve striatal
noronlarin biiylik cogunlugu temsil ederler. Dikensiz interndronlarin sayis1 ¢ok azdir ve
anatomik olarak orta Olgekli GABAerjik hiicreler ve genis kolinerjik hiicreler iginde
smiflandirilir [126, 127].

Huntington hastaliginda striatal projeksiyon noronlar islevsizlesir ve dejenere olur.
Striatumdan bazal gangliyon g¢ekirdeklerine ileti kayb1 sonucu kisilerde agir motor islev
eksiklikleri goriliir [124, 128]. Ayrica striatumun disfonksiyonunda distoni, obsesif-
kompulsif bozukluk ve bagimlilik gibi diger ndrolojik bozukluklar da ortaya ¢ikar [124,
129, 130]. Sonug olarak striatumun fizyolojisini anlamak, yasam siiresince bazal

ganglionlarin islevini desifre edebilmek i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

1.3.6. Serebellum

Serebellum (beyincik veya kiigiik beyin) serebral korteksin oksipital ve temporal
loblar altinda yatan, beynin arka kisminda bulunan ve yaklasik 150-200 g agirliginda bir
yapidir [131]. Serebellum toplam beyin hacminin yaklasik %10’unu kaplamasina ragmen,
toplam beyin noronlarinin yarisindan fazlast bu yapi igerisinde yer alir. Serebellum
anatomik olarak 3 loba ayrilir: 6n (anteriyor) lob, arka (posteriyor) lob, flokiilonodiiler lob
[131]. Bu ii¢ lobu kendi igerisinde 10 alt loba ayirmak miimkiindiir. Bu alt loblardan I-V’i
serebellumun 6n lobunda, VI-IX’u arka lobunda ve X. alt lob ise flokiilonodiler lob
icerisinde yer alir [132]. Serebellumun derin gekirdekleri olarak isimlendirilen niikleus
fastigi, niikleus globosus, niikleus emboliformis ve niikleus dentatus beyaz maddenin ventrali
icerisine gomiilii haldedir. Serebellumun tiim ¢ikiglart serebellar derin ¢ekirdeklerden koken
alir. Bu nedenle serebellar cekirdeklerdeki bir lezyon tiim serebellumun etkilenmesine
neden olur.

Serebellum bir hareketten digerine hizli ve diizgiin geciste, 6grenme, konusma ve
motor aktivitelerin zamanlamasinda 6nemli rol oynar [133, 134]. Ayrica agonist ve

antagonist kas gruplart arasinda gerekli etkilesimin diizenlenmesinde ve kas yiki
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degistiginde kas kasilma siddetinin kontroliinde yardimei olur [105]. Serebellum 6zellikle
kosma, daktilo ile yazi yazma, piyano ¢alma ve hatta konugma gibi hizli kas aktivitelerinde
oldukca onemlidir. Beynin bu bolgesinde goriilen lokalize lezyonlarin ataksi, konusma
bozuklugu, dismetri ve okiilomotor disfonksiyonu gibi bir dizi motor rahatsizliklara neden
oldugu gosterilmistir [135].

Sinir sistemi, motor kontrol islevlerini esgiidiimlemek icin serebellumu asagidaki
gibi ti¢ diizeyde kullanir [105].
1. Vestibuloserebellum, temel olarak posteriyor serebellumun altinda bulunan kiigiik
flokulonodiiler serebellum loblar1 ile vermisin komsu kisimlarindan olusmustur. Viicudun
denge hareketlerinin bir¢ogunun néron devrelerini saglar.
2. Spinoserebellum, 6n ve arka serebellumun vermis kisminin biiyiik boliimii ile vermisin
her iki yanindaki komsu ara loblardan ibarettir. Ozellikle eller ve el parmaklar1 basta olmak
tizere, baslica ekstremitelerin u¢ kisimlarinin hareketini koordine eden devreyi saglar.
3. Serebroserebellum, ara loblarin yan tarafinda bulunan serebellum hemisferlerinin biiyiik
yan bolgelerinden olusmustur. Bu kisim biitiin girdilerini beynin motor korteksi ile ona
komsu olan premotor ve somatik duyu kortekslerinden alir. Cikt1 bilgisini serebral kortikal
sensorimotor sisteme, ardigik ve istemli beden, kol ve bacak hareketlerinin planlanmasi
icin, hareketin gerceklesmesinden saniyenin onda biri kadar 6nce planlayarak, geribildirim
bigiminde yukariya geri iletir. Buna yapilacak hareketlerin “motor hayalinin” olusturulmasi
ad1 verilir [105].
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2. MATERYAL ve METOT

Bu tez calismasi deneysel bir arastirma olarak tasarlanmistir. Calisma Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi (FUTDAM), Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarlar1 ve inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda gerceklestirildi. Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafinca onaylanan (2013/02, Karar no:29; Ek 1)
caligmadaki biitliin uygulamalar etik kurul protokoliinde belirtildigi sekilde yapildi.

2.1.  Yapay Beyin Omurilik Sivisi ve irisin Konsantrasyonlar

Yapay beyin omurilik sivisi (yBOS) hazirlamak amaciyla igerigi asagidaki Tablo
2.1°de belirtilen bilesikler tartildi ve 500 mL steril distile su igerisinde iki farkli soliisyon
(A ve B soliisyonu) hazirlandi. A ve B soliisyonlar1 1:1 (v/v) oraninda karigtirilarak yBOS
elde edildi [136]. Tampon olarak HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit)
kullanild1 ve ¢ozeltinin pH degeri 7.4’e ayarlandi.

Tablo 2.1. Yapay beyin omurilik sivisinin igerigi

A soliisyonu B soliisyonu
Bilesik Miktar (g) Bilesik Miktar (g)
NaCl 8.66 Na,HPO,. 7H,0 0.214
KCI 0.224 NaH,PO, . H,0 0.027
CaCl, . 2H,0 0.206
MqgCl, . 6H,0 0.163

Deneyde kullanilan irisin ticari olarak Phoenix Pharmaceuticals Inc.’dan (Katalog
No: 067-16) temin edildi. Irisin, hazirlanan yBOS igerisinde ¢oziildii ve deneysel
calismada kullanilacak olan ti¢ farkli konsantrasyonu (diisiik doz; 1 uM, orta doz; 3 uM ve
yiikksek doz; 10 pM) hazirlandi. Hazirlanan irisin konsantrasyonlari uygulama zamanina

kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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2.2. Deney Hayvanlar

Calismada agirliklar1 200-250 g olan Sprague Dawley cinsi toplam 80 adet disi sigan
kullanildi. Deneysel calismaya baslamadan oOnce tiim sicanlarin agirliklar1 belirlendi.
Deney siiresince hayvanlar 21+1 °C sicaklikta ve 12 saat (S) aydinlik/karanlik ortamda
tutuldu. Sicanlar standart sigan yemi yediler ve normal musluk suyu ictiler.

Deneyde kullanilacak hayvanlarin viicut agirliklar1 dikkate alinarak ortalama
agirliklar1 birbirine yakin olan (223+3.54 g) gruplar olusturuldu. Gruplarin hayvan sayilari
ve yapilan islemler Sekil 2.1°de gdsterilmistir. Irisinin doz ve zaman bagimli etkilerini
belirlemek i¢in yapilan deneysel calisma basamaklari asagida belirtilmistir.

Ik olarak kontrol (operasyon) grubundaki 18 hayvan 6 alt gruba (n=3) ayrild: ve
gruplardaki hayvanlara intraserebroventrikiiler (icv) olarak Spul yBOS sag ventrikiil
icerisine enjekte edildi. Enjeksiyon zamani baslangi¢ olarak belirlendi ve 3’erli alt gruplar
sirasiyla 1/2s, 2s, 6s, 16s, 24s ve 48s sonra dekapite edildi. Ikinci olarak 30 hayvan 6 alt
gruba (n=5) ayrildi ve alt gruptaki hayvanlara 10 uM irisin sag lateral ventrikiil igerisine
tek seferlik uygulandi. Alt gruptaki hayvanlar bekleme siireleri sonrast dekapite edildi.
Dekapite edilen hayvanlarin hipotalamus, hipofiz, hipokampus, korteks, serebellum ve
striatum bolgeleri toplandi. Ilk iki asamadan sonra yiiksek doz irisin uygulamasinin
beyindeki UCP2-5 mRNA diizeylerine etkisi RT-PZR ile belirlendi (bakiniz RT-PZR
analizi). Istatistiksel analiz (bakiniz istatistiksel analiz) sonrasi yiiksek doz irisin
uygulamasinin UCP’ler iizerine anlaml etki gosterdigi tic zaman periyotu (16S, 24s ve 48s)
belirlendi ve diger iki doz (1 uM ve 3 uM) uygulamasinda bu zaman periyotlar1 kullanildi.
Son olarak orta ve diisiik doz irisinin UCP’ler {izerine etkilerini belirlemek amaciyla 30
hayvan 6 alt gruba (n=5) ayrildi. Olusturulan 3 alt gruba irisinin 3 pM, diger 3 alt gruba ise
irisinin 1 uM Kkonsantrasyonu sag lateral ventrikiil icerisine enjekte edildi. Enjeksiyon
zamani baslangi¢ kabul edildi ve gruplar 16s, 24s ve 48s sonra dekapite edildi. Dekapite
edilen hayvanlarin hipotalamus, hipofiz, hipokampus, korteks, serebellum ve striatum

bolgeleri toplandi ve sivi azot igerisinde saklandi.
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Argstirma Plamn

|

A
1. Basamak: Operasyon gruplar ; \_.,ff; Alt gruplarin dekapite edilmesi,
(n=18; 3’erli 6 grup). Icv 5 pL :‘@f{ \%{ Beyin dokularinin toplanmasi.

yBOS enjeksiyonu.
Zaman periyotu
¥, 2,6, 16, 24 ve 48 saat

l

RS
; ‘-yf; Alt gruplarin dekapite edilmesi,
4‘%& \&g Beyin dokularinin toplanmasi.
AR

Zaman periyotu
Y2, 2,6, 16, 24 ve 48 saat

ﬂ

3. Basamak: Gen ifadelerindeki anlamli degisim goriilen zaman periyotlarinin

2. Basamak: Yiiksek doz irisin

gruplant (n=30; 5’erli 6 grup).
fcv 10 uM irisin enjeksiyonu.

belirlenmesi.
Ilk iki basamakta toplanan beyin dokularimin RT-PZR analizleri,

Verilerin istatistiksel analizi,
Anlam bulunan ii¢c zaman periyotunun belirlenmesi.

irisin _-'\* Z Alt gruplarin dekapite edilmesi,
= y = .
1 ; Beyin dokularinin toplanmasi.
;é& . s

Zaman periyotu
16, 24 ve 48 saat

4. Basamak: Orta doz
gruplart (n=15; S’erli 3 grup).
fev 3 pM irisin enjeksiyonu.

RN
' Alt gruplarin dekapite edilmesi,

5. Basamak: Diisiik doz irisin ; ‘y:;
gruplart (n=15; 5’erli 3 grup). k4 \% Beyin dokularinin toplanmasi.
Iev 1 pM irisin enjeksiyonu. E AR

Zaman periyotu

16, 24 ve 48 saat

Jl

6. Basamak: Beyin dokularinin RT-PZR analizleri, verilerin istatistiksel analizi ve

yorumlanmasi.

Sekil 2.1. Calismanin arastirma plani
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2.3.  Stereotaksi

2.3.1. Koordinatlarin Belirlenmesi

Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sigan beyin
atlasina gore belirlendi [137]. Lateral ventrikiil giris noktasi, referans nokta olarak segilen
bregmadan 1.40 mm mediyal ve 0.8 mm posteriyor (kaudal) gidilerek tespit edildi (Sekil
2.2).

ateral [l.

=

Sekil 2.2. Sigan beyin atlasina gore lateral ventrikiil koordinatlar1 [137].

Deney grubundaki hayvanlara merkezi irisin uygulamasi (kontrol grubuna yBOS)
yapilmadan once iki adet sicanda enjeksiyon yerinin dogrulanmasi i¢in icv metilen mavisi
enjeksiyonu gerceklestirildi. Bu hayvanlar dekapite edilerek enjeksiyon bdlgesinin teyidi
i¢cin beyin iki hemisferin ortasindan kesildi ve boyanin ventrikiiler alana dagilimi gézlendi.
Ayrica bu hayvanlardan aliman doku 6rnekleri deneyde kullanilacak primer ve diger sarf

malzemelerin ¢alisip-¢calismadigini anlamak i¢in 6n ¢alismalarda kullanildi.
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2.3.2. Hayvanlarin Hazirlanmasi

Sicanlar intramiiskiiler olarak 75 mg/kg ketamin (Richter Pharma AG, Avustralya),
5 mg/kg ksilazin (Bioveta PLC, Cek Cumbhuriyeti) ile anestezi altina alindi. Siganlarin
anestezi altina girisleri parmak kistirma yanitlar1 ve fizyolojik yanitin izlenmesi sonunda
saptand1 ve spontan hareketleri kaybolan siganlarin kafa derileri tiras edilerek operasyona

hazir hale getirildi.

2.3.3. Hayvanlarin Sterotaksik Cihaza Yerlestirilmesi

Hayvanlar stereotaksik cihaza kulaklarindan ve agiz kismindan kafasinin yiizeyi
yere tam paralel olacak sekilde sabitlendiler (Small Animal Stereotaxic System, ASI
Instruments, ABD). Kafa derisi %10 povidon iyodin siiriilerek dezenfekte edildi ve deri bir
bistiiri ile kesilerek kemik yapiya ulasildi. Kemik yiizey temizlenerek bregmanin agik bir

sekilde goriilmesi sagland: (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Bregmanin referans noktasinin belirlenmesi

Referans noktasi olarak kabul edilen bregmadan itibaren sigan beyin atlasinda
onceden belirlenen koordinatlara gore (mediyal 1.40, posteriyor 0.8 mm) kafatasinin

delinecek kismi belirlendi ve isaretlendi. Isaretlenen nokta matkap ile duraya zarar
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vermeden delindi. Stereotaksik cihaz {izerine sabitlenen cam siringa (Hamilton 701 RN/10
uL) ucu agilan deligin hizasi referans alinarak vertikal (dikey) eksen boyunca 4.8 mm
asag1 indirildi ve bdylece lateral vetrikiil icerisine enjeksiyonlar yapildi (Sekil 2.4).
Enjeksiyon sonrasi insizyon bolgesi 3.0 ipek (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.
Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bolgesine %10 povidon iyodin siiriildii. Hayvanlar

deneysel islem sonrasinda kafeslere alindi.

Sekil 2.4. Merkezi irisin uygulamasinin basamaklari (a, b: Hayvanlarin stereotaksik cihaza yerlestirilmesi ve
dezenfeksiyon; ¢, d: Matkapla kafa tasinin delinmesi; e, f: Irisin enjeksiyonu)
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2.4.  Hayvanlarin Viicut Sicakhi@inin Takibi

Hayvanlarin viicut sicakliklar1 rektal prob (Animal Operating Table System Aot
0811) kullanilarak 6lciildii. Gruplardaki hayvanlarin viicut sicakliklar1 operasyon Oncesi
(kontrol olarak degerlendirildi) ve dekapite edilmeden hemen once Slgiilerek kayit altina

alindi (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Hayvanlarin viicut sicakliklarinin kayit altina alinmasi

2.5.  Beyin Dokularmin Toplanmasi

Gruplardaki hayvanlar bekleme zamanlar1 sonrasinda dekapite edildi ve hizli bir
sekilde beyin dokular1 alindi. Bu kapsamda oncelikle kafa derisi agild1 ve ince agizli bir
makas yardimi ile kafatasi oksipital acikliktan itibaran interpariyetal ve frontal lobun 6n
kisimlarina kadar saglh sollu kesildi. Kesilen kafatas1 disli bir pens yardimu ile kaldirildi.
Beyini disar1 g¢ekerken beyin biitiinliigiiniin zarar goérmemesi i¢in meninks uzantilari
dikkatli bir sekilde ayiklandi. Sonrasinda kranial sinirler kesilerek beyin tiim olarak
icerisinde RNA koruyucu soliisyon bulunan petri kutusu icerisine alindu.

Diseksiyon agamasinda ilk olarak beyin tabaninda sella turcica adinda kemik bir

kovuk i¢ine yerlesmis olarak kalan hipofiz bezi toplandi. Genel olarak hipofiz bezi beyin
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tim olarak cikartildiginda beyin tabaninda fikse durumdaydi. Diger beyin bdlgeleri ise

asagidaki sira ile disekte edildi.

1.
2.

2.6.

2.6.1.

Pons {izerinde bulunan serebellum bir pens yardimiyla bulundugu yerden ayiklandi.
Beynin korteks kismui ters ¢evrildi ve hipotalamus iki ucu ince ve sivri olan bir pens
ile bulundugu yerden ¢ikartild.

Tekrardan korteks {iist kisima gelecek sekilde beyin ters ¢evrildi ve diiz bir sekilde
yerlestirildi.

Olfaktor bulbus olarakta bilinen koku sogancigi bisturi ile kesildi ve ardindan beyin
sag ve sol lob olacak sekilde ortadan ikiye ayrildi.

Ayrilan loblardan Oncelikle beynin frontal korteks alani korpus kallozumun
baslangicina kadar kesildi. Ardindan korpus kallozumun baslangici ile fornikse
kadar olan ara kisim kesildi ve yaklasik 3 mm kalinligindaki bu parcadan striatum
cikartildu.

Son olarak orta beyin iizerindeki korteks kaldirildi ve hipokampus biitiin olarak
cikartildi. Korteks oOrnekleri ise her hayvanda cikartilan hipokampusun iizerini
kaplayan alandan toplandi.

Toplanan beyin dokular1 DNase-RNase free tiiplere alindi ve sivi azot igerisinde
donduruldu. Ornekler daha sonra -80 °C’ye aktarild1 ve analizler gerceklesinceye

kadar burada muhafaza edildi.

Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Kullanilan Gere¢ ve Cihazlar

-20 °C derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye), -80 °C derin dondurucu (Nuaire,

Meksika), etiiv (Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukranya), falkon tiip (Corning,
Meksika), homojenizatér (Next Advance, Averill Park NY, Bullet Blender Storm, ABD),

homojenizatér boncugu (Next Advance, GB05-RNA 0.5 mm Dia, RNase-Free Glass
Beads, ABD), mini plate spin (Labnet C1000, ABD), PZR ve kiibit tiipleri (Neptune,

Katalog: 3737.S.X, Biotix Laboratory Media, Ingiltere), plate yapistirict (AB Applied

Biosystems, MicroAmp, Optical Advesive Film, ABD), plate (AB Applied Biosystems,
MicroAmp, Fast Optical 96-Well Reaction Plate With Barcode (0.1 mL), Singapur),

polimeraz zincir reaksiyonu (Biometra, Almanya), kiibit (2.0 Fluormeter: Invitrogen by
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Life Teknotologies, Avusturalya), Real Time-PZR (AB Applied Biosystems, ABI Prism
7500 Fast Real Time PCR Instrument, Foster City, ABD), santrifiij (Sigma, Almanya),
spin (Labnet International, Katalog No: C1031B-230V, Kore), vorteks (Elektro-Mag,
Tiirkiye).

2.6.2. Kullanilan Sarf Maddeler

2-merkaptoethanol (C,HgOS, Biotechnology Grade, AMRESCO, Katalog No:
36/37/39.15, ABD) komplementer DNA sentez kiti (cDNA; AB Applied Biosystems,
High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kits, Part No: 437522 REVB, Foster City,
ABD) Qubit RNA buffer (Invitrogen/Molecular Probes, ABD) Qubit RNA Reagent
(Invitrogen/Molecular Probes, ABD), Qubit RNA Kit (Invitrogen/Molecular Probes, Qubit
RNA Assay Kit For Use With The Qubit 2.0 Fluorometer, ABD) RNA Kiti (Invitrogen,
Ambion by life technologies, PureLink RNA Mini Kit, Katalog No: 12183018A, ABD),
TagMan gene expression master mix (AB Applied Biosystems, Katalog No: 4369016,

ABD), temizleme soliisyonu (Bioshop, Nuclease Removal Reagent, Kanada).

2.6.3. RT-PZR Yontemi

2.6.3.1. Total RNA izolasyonu

Beyin dokularindan RNA izolasyonu i¢in PureLink RNA mini kiti kullanildi.
Caligma prosediirii asagidaki gibidir:

Kit igerisindeki lizis soliisyonundan 1 mL ve 2-merkaptoetanol’dan 10 uL falkon
tiiptine alinip karistirilarak lizis tampon ¢o6zeltisi elde edildi. Beyin dokulari, doku ile esit
miktarda homojenizator boncugu ve hazirladigimiz ¢ozeltiden 600 pL alinarak Kkilitli
ependorf tiiplere birakildi. Homojenizatérde 3 dk 8. hizda parcalama islemi yapildi.
Ornekler 12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. RNA iceren siv1 fazin hepsi
yeni bir ependorfa alinarak tizerine 500 pL %70’lik etanol eklendi ve vortekslendi.
Orneklerden 700 pL alinarak kit icerisindeki kolonlara aktarildi ve 12.000xg’de 15 sn oda
sicakliginda santrifiij edildi. Kalan 6rneklerde kolonlara aktarilarak ayni sekilde santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipiiniin altinda biriken siv1 bosaltildi. Yikama islemleri

kitin icindeki Wash I ve Wash II soliisyonlar1 ile yapildi. Orneklere 700 uL Wash |
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soliisyonu eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi. Toplam tlipii degistirildi.
Orneklere 500 uL Wash 1l soliisyonu eklenerek 12.000xg’de 15 sn santrifiij edildi ve bu
islem iki defa tekrarlandi. Tiiplin altindaki sivi bosaltilarak hicbir sey eklenmeden
12.000xg’de 2 dk santrifiij edildi. Kolonlar alinarak yeni ependorf tiiplere birakildi ve
iistine 30 pL RNase icermeyen su eklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletildi ve
12.000xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Ependorf tiipiin dibindeki sivi kisim bu
asamadan sonra RNA i¢ermektedir (Sekil 2.6). RNA o6rnekleri kullanilincaya kadar -80
°C’de saklandu.

Omeklerin lizis buffer ve 2-
merkaptoethanol icerisinde
homojenat ve lize edilmesi santrifiij / tiip

altindaki siv1

=
l santrifiyj / siv1 faz baska bosaltilds
ependorfa alindi =
= 2 defa yikama
%670'lik etanol u (wash LII)
eklendi
ﬁ stvi bosaltild /
l vortekslendi i santriftj edildi
v 1 kolonlar yeni
= ependorflara
ornekler kolonlara alindi, 30ul su
aktarildi eklendi, santrifiij
edildi

Sekil 2.6. Beyin dokusundan RNA izolasyon basamaklari

2.6.3.2. Spektrofotometrik RNA Olgiimii

RNA 6l¢iimii i¢in Qubit RNA Assay Kit kullanildi. RNA miktar1 pg/mL olarak
Olciildii. ¢cDNA sentezi icin RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik
RNA degeri standart alindi. CDNA i¢in her bir gruptaki orneklerden RNA havuzu

hazirlandi.

2.6.3.3. Komplementer DNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kit kullanildi (kit igerigi;
10XRT Buffer, 25XdNTP mix, 10XRT Random Primers, MultiScribe Reverse
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Transcriptase). cDNA sentezi i¢in havuz yapilan RNA o6rneklerinden 10 pL kullanildi.
cDNA sentezi toplam 20 uL hacimde gergeklestirildi. Sentez igin 10 uL RNA 6rnegi, 2 uL
I0XRT random primer, 2 pL 10XRT buffer, 0.8 uL 25XdNTP mix, 4.2 pL niikleaz
igermeyen su ve en son olarak 1 pL MultiScribe Reverse Transcriptase enzimi kullanildi
(Tablo 2.2). Ornekler termal déngii cihazina yerlestirildi. 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120 dk,
85 °C’de 5 dk ve 4 °C’de « olacak sekilde cihazda bekletildi (Tablo 2.3). Olusan cDNA
ornekleri -20 °C’de saklandi.

Tablo 2.2. cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim (uL) Katalog No
10XRT Tamponu 2.0 4319981
25XdNTP karigimi (100 mM) 0.8 4367381
MultiScribe Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz igermeyen H,0O 4.2

Reaksiyon toplami 10.0

Tablo 2.3. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicaklik 25 °C 37 °C 85 °C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5dk o

2.6.3.4. RT-PZR ile cDNA Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varhiginda RT-PZR ile amplifiye edildi. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH),
UCP 2-5 genlerinin belirlenmesi i¢in agagidaki Tablo 2.4’de verilen primerler kullanildi.
RT-PZR analizleri sonucunda gen ekspresyonundaki farkliliklarm hesaplanmasinda 274"
metodu kullanildi. RT-PZR {i¢ tekrarl olarak gerceklestirildi. RT-PZR plate hazirlanirken
c¢DNA orneklerinde her bir kuyucuga 2 uL kondu. Buz iizerinde her bir 6rnek igin 5 uL
TagMan Master Mix, 2.5 pL niikkleaz igermeyen su ve 0.5 pL primer hibridizasyon probu

olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara birakildi ve

32



vortekslendi. Platedeki cDNA 6rneklerinin tizerine 8 pL hazirlanan karisimdan birakilarak
platein tizeri optik yapistirict filmle kapatildi (Tablo 2.5). Plate 6rneklerin tamamen dibe
¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amactyla mini plate spin cihazinda 1 dk

santrifiij edildi.

Tablo 2.4. RT-PZR’de kullanilan primerler

Primerler Katalog numarasi
GAPDH Rn01775763_g1
uUCP2 Rn01754856_m1
UCP3 Rn00565874_m1
UCP4 Rn00585237_m1
UCP5 Rn01475295_m1

Tablo 2.5. RT-PZR igin her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesik Miktar (uL)
cDNA 2.0

Primer 0.5

TagMan Mix 5.0

Niikleaz igermeyen H,0O 25

Toplam 10.0

Gen ekspreyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 RT-PZR sistemi ile olgiildi.
Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Sicaklik kosullar1 50
°C’de 2 dk, 95 °C’de 10 dk X 40 sikliis, 95 °C’de 15 sn ve 60 °C’de 1 dk olacak sekilde
ayarlandi (Tablo 2.6).

Tablo 2.6. Uygulanan RT-PZR programi (RT-PZR X 40 dongii)

1. Adim 2.Adim 3.Adim 4.Adim
Sicaklik 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
Zaman 2 dk 10 dk 15 sn 1dk
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2.7.  Istatistiksel Degerlendirme

24s gruplarinda UCP2 mRNA ifade diizeyi (ortalama + standart sapma); yiiksek
doz irisin uygulamasinda 4.53+1.56, diisiik doz irisin uygulamasinda 1.87+0.29 olarak
hesaplandi ve tip 1 hata (alfa) 0.05 oldugunda gergeklesen giigiin %82.1 oldugu deneysel
giic analizi ile hesaplandi.

Bu tez c¢alismasinda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS
Statistics v. 21.0 paket program kullanilarak yapildi. Gruplarin normal dagilima uygunlugu
Shapiro Wilk testi ile degerlendirildi. Gruplarin ekspresyon diizeylerindeki farkliliklar
bagimsiz orneklerde Student’s t testi, viicut sicakliklarindaki degisim ise Mann-Whitney U
testi kullanilarak belirlendi. Sonuglar ortalama + standart hata (SH) olarak ifade edildi.
Istatistiksel degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Yiiksek doz irisin uygulanan 1/2s, 2s ve 6s gruplarindaki anlam belirtmeyen
sonuclar tezin Bulgular kisiminda gosterilmedi. Calisma sonucunda anlamli goriilen 16s,

24s ve 48s gruplarina ait sonuglar gubuk grafik ¢izilerek gosterildi.
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3. BULGULAR

3.1. Icv Irisin Uygulamasimin Hipokampusta UCP2-5 Gen ifadeleri Uzerine
Etkileri

Merkezi uygulanan 1, 3 ve 10 puM’lik irisin konsantrasyonlarinin hipokampal
alandaki UCP2-5 mRNA diizeyine etkileri Sekil 3.1°de gosterilmistir. Buna gore irisinin
uygulanan 1 ve 3 uM konsantrasyonu sadece 24s grubunda, 10 uM konsantrasyonu ise
16s, 24s ve 48s gruplarinda UCP2 ifadesini anlamli diizeyde azaltti (p<0.05). UCP3
diizeyini her ii¢ irisin konsantrasyonu ortak olarak 48s gruplarinda, UCP4 diizeyini ise doz
bagimli olarak biitlin zaman gruplarinda anlamli seviyede azaltt1 (p<0.05). Hipokampal
alandaki UCP5 mRNA diizeyi sadece irisinin 10 puM’lik dozunda artisa neden oldu
(p<0.05).
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3.2. Icv lrisin Uygulamasimin Hipotalamusta UCP2-5 Gen Ifadeleri Uzerine
Etkileri

Irisinin 1, 3 ve 10 pM’lik icv uygulanan konsantrasyonlarinin hipotalamik alanda
yer alan UCP2-5 gen ifadeleri tizerine etkileri Sekil 3.2°de gosterilmistir. Yapilan analizler
sonucu her ii¢ doz irisin enjeksiyonunun hipotalamik alanda yer alan UCP2 mRNA
diizeyini azalttig1 gézlendi. Buna gore irisin uygulamalar1 sonrasi 24s ve 48s gruplarindaki
hayvanlarin hipotalamik UCP2 diizeylerinde anlamli azalmanin oldugu (p<0.05), fakat bu
iki grup arasindaki en ¢ok azalmanin 24s grubunda meydana geldigi belirlendi.
Hipotalamik UCP3 ifadesinin de UCP2 ifadesine benzer sekilde azaldigi, ozellikle bu
azalmalarin 24s ve 48s gruplarinda belirgin sekilde gerceklestigi sonucuna varildi
(p<0.05). Her tig irisin dozunun uygulanmasindan sonra hipotalamusta ki UCP4 ifadesi
azalma gosterirken (p<0.05), UCPS ifadesinin diisiik iki dozda (1 ve 3 pM) azaldig1 ve
yiiksek doz irisin uygulamasinin diisiik dozlara kiyasla anlamli diizeyde ilgili gen ifadesini

arttirdig1 belirlendi (p<0.05).
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Sekil 3.2. Icv irisin uygulamasimin hipotalamusdaki UCP2-5 mRNA diizeyine etkisi (Gruplarin
karsilastirilmas: Student’t testi kullanilarak yapildi ve ¢ubuk grafikler Ort+=SH olarak gosterildi,
* p<0.05 kontrole kiyasla diger gruplar)
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3.3.  Icv Irisin Uygulamasinin Serebellumda UCP2-5 Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

frisin uygulamas1 sonrasinda serebellumdaki UCP2-5 mRNA diizeyleri Sekil 3.3 de
verilmistir. Icv irisin uygulamasi 16s, 24s ve 48s gruplarinda bulunan hayvanlarin
serebellumunda UCP2, UCP3 ve UCP5 mRNA diizeylerini anlamli sekilde arttird:
(p<0.05). UCP2 diizeyindeki bu artis 10 pM doz uygulanan gruplarda oldukga belirgin bir
sekilde goriildii. Irisinin her {i¢c konsantrasyonu UCP3 mRNA ifadesini en fazla 16s
gruplarinda arttirdi (p<0.05) ve gecen zamana bagli olarak 24s ve 48s gruplarinda bu
artisgin kismi distisler gosterdigi belirlendi. UCP5S mRNA diizeylerinde goriilen artisin
ozellikle 24s gruplarinda belirgin oldugu sonucuna varildi. Buna ek olarak, irisinin doz
bagimli olarak serebellumda ki UCPS5 ifadesini arttirdign belirlendi. Irisin uygulamasi

sonras1 bu {i¢ proteindeki artisin aksine UCP4 ifadesi irisin uygulamasi sonras1 azalma

gosterdi (p<0.05).
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Sekil 3.3. Icv irisin uygulamasmin serebellumdaki UCP2-5 mRNA diizeyine etkisi (Gruplarin
karsilastirilmast Student’t testi kullanilarak yapildi ve cubuk grafikler Ort=SH olarak gosterildi,
* p<0.05 kontrole kiyasla diger gruplar)
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3.4. Iecv Irisin Uygulamasmn Striatumda UCP2-5 Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

[risinin 1, 3 ve 10 pM’lik konsantrasyonlarinin icv olarak uygulanmasindan sonra
gruplarin striatumlarindaki UCP2-5 mRNA diizeyleri Sekil 3.4’de gosterilmistir. Buna
gore merkezi irisin uygulamasi sonrasinda striatumdaki UCP2, UCP3 ve UCP5 ifade
diizeylerinde artis belirlendi. UCP2 mRNA diizeyi irisinin uygulanan g
konsantrasyonunda ortak olarak 48s gruplarinda anlamli artis gosterirken, UCP3 ve UCP5
ifadeleri ise her li¢ zaman periyodunda (16s, 24s ve 48s) anlaml diizeyde artis sergiledi
(p<0.05). Ozellikle UCP3 ifadesinde goriilen bu artista irisinin doz bagimli bir etki ortaya
koydugu goriildi. Buna karsin, irisinin uygulanan biitiin konsantrasyonlari 48s

gruplarindaki UCP4 mRNA ifadesinin anlamli bigimde azalmasina neden oldu (p<0.05).
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3.5. Icv Irisin Uygulamasmin Kortekste UCP2-5 Gen Ifadeleri Uzerine Etkileri

1, 3 ve 10 uM’lik icv irisin uygulamasmin kKorteksteki UCP2-5 mRNA diizeyine
etkileri Sekil 3.5°de gosterilmistir. Tek seferlik merkezi irisin enjeksiyonu sonrasi
gruplarin UCP2 diizeyleri 1 ve 3 uM’lik konsantrasyonlarda azalma gosterirken, 10 pM’lik
irisin uygulamasinin UCP2 mRNA diizeyinde artisa neden oldugu belirlendi (p<0.05).
[risinin uygulanan 1 ve 3 uM’lik dozlar1 korteksteki UCP3 ifadesini anlaml1 diizeyde
azaltti (p<0.05) ancak 10 puM’lik irisin uygulamasi bu gen ifadesinde anlamli bir
degisiklige neden olmadi. Uygulanan 1 puM irisin dozu UCP4 ifadesinde herhangi bir
anlamli degisiklige neden olmasada, 3 ve 10 puM irisin dozlart UCP4 ifadesini 48s
gruplarinda anlamli diizeyde azaltti (p<0.05). Korteksteki UCP5 mRNA diizeyi irisinin
uygulanan 1 ve 3 uM’lik konsantrasyonlarinda degisiklige ugramazken, irisinin 10 uM’lik

konsantrasyonu bu gen ifadesinde artisa neden oldu (p<0.05).
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Sekil 3.5. Icv irisin uygulamasmin korteksdeki UCP2-5 mRNA diizeyine etkisi (Gruplarin karsilagtirilmasi
Student’t testi kullanilarak yapildi ve ¢ubuk grafikler Ort+=SH olarak gosterildi, * p<0.05 kontrole
kiyasla diger gruplar)
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3.6. lcv Irisin Uygulamasmin Hipofizde UCP2-5 Gen ifadeleri Uzerine Etkileri

[risinin 1, 3 ve 10 pM’lik konsantrasyonlarinin icv olarak uygulanmasindan sonra
hayvanlarin hipofiz bezindeki UCP2-5 mRNA diizeyleri Sekil 3.6’da gosterilmistir. Sonug
olarak 1 ve 3 uM irisin uygulamasinin UCP2 ve UCP5 mRNA diizeylerinde herhangi bir
anlamli degisiklige neden olamadig1 belirlendi. Buna ek olarak 10 pM irisin uygulamasinin
UCP2 ifadesini azalttigi, UCP5 ifadesinde ise anlamli artisa neden oldugu goriildi
(p<0.05). Irisinin 1 ve 10 uM’lik dozlar1 48s gruplarinda UCP3 ifadesini anlaml sekilde
arttirirken (p<0.05), 3 uM’lik irisin dozu hipofizdeki UCP3 ifadesi iizerine anlamli bir etki
sergilemedi. Diger beyin bdlgelerinin aksine icv irisin uygulamasi hipofizdeki UCP4

ifadesinin arttirdi (p<0.05).
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Sekil 3.6. Icv irisin uygulamasimin hipofizde ki UCP2-5 mRNA diizeyine etkisi (Gruplarin karsilastiriimasi
Student’t testi kullanilarak yapildi ve ¢ubuk grafikler Ort+SH olarak gosterildi, * p<0.05 kontrole

kiyasla diger gruplar)

40



3.7. lcv Irisin Uygulamasinin Hayvanalarin Viicut Sicakhgi Uzerine EtKisi

Merkezi irisin uygulamasinin hayvanlarin viicut sicakliginda meydana getirdigi %
degisimler Sekil 3.7, Sekil 3.8 ve Sekil 3.9°da verilmistir. Irisinin uygulanan 10 pM’lik
konsantrasyonu sonrasi 1/2s grubunda viicut sicakligi belirgin bir diisiis gosterdi (p<0.05).
2s ve 6s gruplarinda ise 10 uM’lik irisin uygulamasinin viicut sicakligini kismen arttirdig:
goriildiiyse de bu artis kontrole gére anlamli bulunmadi. Diger {i¢ zaman grubundaki (16s,
24s ve 48s) hayvanlarin viicut sicakligit 10 uM’lik irisin uygulamasindan sonra onemli
diizeyde artis sergiledi (p<<0.05) ve bu ii¢ grup arasinda en yiiksek artisin 24s grubunda
gerceklestigi belirlendi.
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Sekil 3.7. Yiiksek doz (10 uM) irisin uygulamasinin gruplardaki sicaklik dagilimi iizerine etkileri (Gruplarin
karsilastirilmasi Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve g¢ubuk grafikler Ort=SH olarak
gosterildi, * p<0.05 kontrole kiyasla diger gruplar)

Merkezi olarak uygulanan irisinin 3 pM’lik konsantrasyonu 16s, 24s ve 48s
gruplarindaki hayvanlarin viicut sicakligini arttirdi (Sekil 3.8), ancak bu artigin 16s ve 24s
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulundugu saptandi (p<0.05). Buna karsin Sekil
3.9’da belirtildigi tlizere diisiik doz irisin (1 pM) uygulanan gruplarda ise sadece 24s
grubundaki sicaklik artiginin anlamli oldugu belirlendi (p<0.05).
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Sekil 3.8. Orta doz (3 uM) irisin uygulamasinin gruplardaki sicaklik dagilimi tizerine etkileri (Gruplarin
karsilastirilmas1 Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve ¢ubuk grafikler Ort+=SH olarak
gosterildi, * p<0.05 kontrole kiyasla diger gruplar)
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Sekil 3.9. Diisiik doz (1 pM) irisin uygulamasinin gruplardaki sicaklik dagilimi {izerine etkileri (Gruplarin
karsilastirilmas1 Mann-Whitney U testi kullanilarak yapildi ve gubuk grafikler Ort+=SH olarak
gosterildi, * p<0.05 kontrole kiyasla diger gruplar)
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Mitokondri i¢ zar1 iizerinde bulunan ve mitokondriyal anyon tastyici proteinlerin bir
boliimiinii olusturan UCP’ler, basta ATP sentezi olmak iizere, insiilin sekresyonu, glikoz
ve lipid metabolizmasi, adaptif termogenez, mitokondriyal biyogenez, sinaptik iletim ve
plastisite, noronal farklilasma, noéronal dejenerasyon, ROS iiretimi ve hormon sekresyonu
gibi bir¢ok fizyolojik siiregte rol alirlar [2, 3]. Arastirmacilar bu protein ailesi iizerine
oldukga kapsamli ¢alismalar yapmalarina ragmen, literatiirde yer alan mevcut bilgiler bu
proteinlerin tam anlamiyla fizyolojik ve molekiiler isleyislerini acgiklayamamaktadir. Bu
kapsamda orijinal eslesme bozucu protein olarak tanimlanan UCP1 ile ilgili yapilan
caligmalar diger UCP’lerin (UCP2, UCP3, UCP4 ve UCPS5) fizyolojik ve molekiiler
islevleri hakkinda fikir sahibi olmamiza katki saglar. UCP2 ve UCP3 ile yakin benzerlik
gosteren UCP1, UCP4 ve UCPS5 ile daha uzak bir iligki icerisindedir.

In situ hibridizasyon kullanilarak yapilan c¢aligmalar, UCP2 mRNA'sinin bol
miktarda fare, sican ve insan olmayan primatlarin hipotalamus, hipofiz bezi, limbik sistem,
serebellum, koroid pleksus ve beyin sapinda ifade oldugunu gostermistir [84, 138].
Hipotalamusta yer alan arkuat, dorsomediyal, paraventrikiiler, suprakiazmatik ve
ventromediyal ¢ekirdekler UCP2’nin fazla eksprese edildigi yerlerdir [84, 139]. Ayrica her
iki canli grubunda yiiksek diizeyde UCP2 ifadesi vagus sinirinin dorsal motor ¢ekirdeginde
ve hipokampusta (nispeten daha az seviyede) belirlenmistir [139]. Merkezi hormonal
kontrolii saglayan hipotalamus ve hipofiz bezinde yiiksek diizeyde UCP2 mRNA varligi,
bu proteinin metabolik, otonomik ve endokrin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip
oldugunu gosterir. Ornegin, Kong vd. kan glikoz diizeyi tarafindan uyarilan hipotalamik
melanin konsantre edici hormon néronlarinda bu uyarilmanin UCP2 mRNA diizeyini
azalttigin1 bildirmistir [140]. Stevanovic vd. enerji homeostazinda énemli bir yere sahip
olan ghrelin hormonunun sentezinde hipotalamik UCP2 yogunlugunun modiile edici bir
role sahip oldugunu rapor etmislerdir [141]. Bunlara ek olarak, hipotalamustaki UCP2
ekspresyonuna néropeptid Y (NPY), CRH, oksitosin ve vazopressin sentezleri de eslik
eder [61]. Zane vd. eksojen ghrelin uygulamasimin hipotalamik UCP2 ifadesini arttirdigini
belirmistir. Yine ayn1 ¢alismada eksojen ghrelin uygulamasi vahsi tip farelerde hipotalamik
NPY diizeyini arttirtken, UCP2 nakavt farelerde ise bir etki belirlenmemistir [142]. Ayrica

mevcut caligmalar lipid metabolizmasinda hipotalamik UCP2 diizeyinin belirleyici bir

43



takim roller iistlenebilecegini vurgulamaktadir [143, 144]. Yapilan birkag ¢alisma irisin ve
onciisiit FNDC5’in hipotalamus ve hipofiz bezinde eksprese edildigini gostermektedir [14,
145]. Huh vd. dolasimdaki irisin diizeyi ile ghrelin diizeyi arasinda pozitif bir korelasyonun
oldugunu belirtmektedir [14]. irisinin ghrelin ile pozitif korelasyon igerisinde olmasi
hipofiz bezinden GH salimimim etkileyebilecegini akla getirmektedir. Ciinkii ghrelin
hormonu hipofiz bezinden GH sentezini uyarir ve sonug olarak GH basta kas ve yag doku
gelisimi olmak {izere biliylime faktorlerinin meydana gelmesinde hayati 6neme sahiptir.
Diger bir yandan UCP2’ye bagimli olarak bazi hipotalamus hormonlarinin sentezleniyor
olmast UCP’leri néroendokrin ¢aligmalarinda 6nemli kilmaktadir. Caligmamiz sonucunda
icv irisin uygulamasinin hipotalamus ve hipofiz bezindeki UCP2 ve diger noronal
UCP’lerin ekspresyon diizeylerini etkileyerek, bu alanlarda sentezlenen hormonlar iizerine
arttirici veya baskilayici birtakim roller iistlenebilecegini diistinmekteyiz.

Viicut sicakligr biiyiik olglide sinirsel geribildirim mekanizmalari ile diizenlenir ve
bu siire¢ hipotalamustaki sicaklik diizenleme merkezlerinden ayarlanir. Bu sicaklik
diizenleme merkezi hipotalamus igerisinde yer alan preoptik ve anteriyor hipotalamik
cekirdeklerden olusur. Anteriyor hipotalamus-preoptik alanda yer alan ¢ok sayidaki
sicakliga duyarli ndronun bir uyari ile uyarilmasi sonucu viicut sicakliginin arttig1 veya
azaldig1 belirlenmistir. Ayrica bu noronlarin, viicut sicakliginin kontrolii i¢in sicaklik
reseptorleri gibi islev yaptiklarina inanilmaktadir [105]. UCP’ler mitokondrinin zarlar arasi
alaninda bulunan ve enerji liretmek igin ATPsentaz tarafindan kullanilan protonlar: kendi
tizerlerinden mitokondriyal matriks icerisine aktarirlar. Bu sayede ATPsentaz tarafindan
kullanilacak olan proton miktar1 azalir ve sonug olarak ATP sentezi azalmis olur. UCP’ler
tizerinden zarlar arasi alandaki protonlar mitokondriyal matrikse aktarilirken, protonlar
tizerinde depo edilmis enerji 1s1 seklinde ortaya cikar [38]. Esas olarak termogenezde
gorevli olan protein UCP1’dir. Diger UCP’ler ise (UCP2-5) viicut sicakliginin
korunmasinda UCP1’¢ kiyasla oldukga etkisizdir [146]. Hipotalamus gibi UCP’lerce
zengin merkezi alanlarin lokal sicakliklari, bu proteinlerin az sentezlendigi diger beyin
bolgelerine gore daha yiiksektir. Bu durum néronal UCP’lerin de bulunduklari mikro
ortamin sicakligina etki edebilecegini gostermektedir [61]. Termojenik bir peptid olarak
tanimlanan irisin, beyaz yag dokunun kahverengi yag dokuya doniisiimiinii UCP1 ifadesini
arttirarak gerceklestirmektedir. UCP’ler arasinda ki homolojiyi g6z oniine aldigimiz zaman
icv irisin uygulamasinin benzer sekilde UCP2-5 protein diizeylerini etkileyerek viicudun

sicaklik merkezi olan hipotalamusa lokal bir etki gosterdigini varsayabiliriz. Bu etki
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sonras1 gegici olarak hipotalamik alandaki 1sitya duyarli noronlar viicut sicakligini
arttirabilir. Calismamizda icv irisin uygulamasinin Ozellikle 16-48 saat araliginda
hayvanlarin viicut sicakligini anlamli derecede arttirdigini tespit ettik. Bu bulgular mevcut
literatiirde yer alan merkezi alanda dagilim gosteren UCP’lerin de termogenezde rol
alabilecegini desteklemektedir. Bir diger husus ise merkezi uygulanan irisinin kan beyin
bariyerini gecerek hayvanlarin viicudunda bulunan beyaz yag dokuyu aktive etmis
olabilecegidir.

UCP4 ve UCP5 merkezi alanda UCP2’den daha fazla dagilim gostermesine karsin
bu proteinlerin merkezi alanda ayrintili lokalizasyonlar1 hakkinda ¢ok az bilgi vardir.
Arastirmacilar substantia nigra, omurilik, medulla, hipokampus, serebellum ve striatumda
UCP4 varhigm rapor etmislerdir [51, 147]. Korteks, talamus, amigdala, hipokampus,
serebellum, hipotalamus, bazal gangliyonlar ve omurilikte ise UCP5 varlig1 gosterilmistir
[45, 148]. Bunlardan ayr1 olarak kas dokuya 6zgii olan UCP3 ise dorsal kok gangliyonu ve
sinir govdelerinde az miktarlarda ifade edilmektedir [149, 150]. Yaptigimiz analizler
sonucunda beynin farkli alanlarinda lokalize olan UCP’lerin ekspresyon diizeylerini
belirledik. Mevcut literatiirlerde UCP2, UCP4 ve UCPS ifadelerinin gosterilmis oldugu
beyin bolgelerine ek olarak, bu proteinlerin hipofiz bezinde ifade edildigi tespit edildi.
Buna ek olarak, ozellikle bugiine kadar sadece birka¢ ndronal alanda varligi gdsterilen
UCP3’ilin beyin bdlgelerinin genelinde dagilim gosterdigi goriildii. Hipokampus, striatum,
serebellum ve korteks duyularin alinmasi, islenmesi, verilecek cevabin olusturulmast,
O0grenme ve bellegin devamliligi, istemli hareketin kontrolii ve hareketler arasi
koordinasyonun saglanmasinda 6nemli beyin bolgeleridir. Bu farkli beyin bolgeleri aslinda
birbirlerinden farkli islevler iizerinde 6zellesmis olsalar da, beynin karmasik noranal ag
yapist bu bolgelerin birbiri ile iliskisini gbéz ardi etmememiz gerektigini ortaya
koymaktadir.

Noronlar islevleri geregi enerji ihtiyaci yiiksek hiicre gruplaridir. Bir néron binlerce
komsu noron ile sinaptik baglanti igerisinde olabilir. Gelen iletinin gii¢lii ve kesintisiz bir
sekilde beynin ilgili boliimlerine aktarilmasinda ve ndron hiicrelerinin farklilagsmasinda
mitokondrilerin biiylik bir Oneme sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu hiicrelerdeki
mitokondriler sinaptik iletimin devami igin gerekli ATP {iretimini saglamakla beraber,
noron hiicresinin iyon dengesini korumada da biiyllk ©Oneme sahiplerdir [151].
Mitokondriyal biyogenez hiicrenin hayatta kalabilmesi i¢in gerekli bir olaydir.

Arastirmacilar UCP2’nin niikleer solunum faktor 1 ve PGCla transkripsiyon faktorleri ile
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baglantili olarak mitokondri biyogenezini uyardigini bildirmistir [70, 142]. Coppola vd. ise
UCP2 aktivasyonu sonrast NPY ve agouti-iliskili peptid (AgRP) noéronlarinda mitokondri
biyogenezinin artis gosterdigini rapor etmislerdir [152]. Ayrica UCP’ler noronal
farklilasmada ©Onemli mitokondriyal proteinler olarak ifade edilmektedir [153].
Smorodchenko vd. erken embriyonik donemde kemirgenlerin beyin kortekslerinde UCP4
ifadesinin yiiksek oldugunu, ileriki donemlerde ise bu seviyenin diisiis gosterdigini
bildirmektedir. Bu durumun néronal hiicre farklilasmasinda UCP4’iin rol oynayabilecegini
belirtmektedirler [154].

Son zamanlarda yapilan az sayidaki ¢alisma FNDCS5 ve irisinin ndronal hiicre
farklilagmasinda ve mitokondriyal biyogenezde birtakim roller iistlendigini bildirmektedir.
Hashemi vd. FNDCS5 ekspresyon diizeyindeki azalmanin onemli derecede néronal
farklilasmanin modiilasyonunu saglayan post-néronal progenitér olusumu ve olgun
noronlarda belirteglerin azaldigim1 rapor etmislerdir. Arastirmacilar FNDCS5’in  yok
edilmesinin  belirgin sekilde noronal ve astrositlerin  olgunlagsmasini etkiledigini
bildirmektedir [30]. Sonu¢ olarak sinir sisteminin olusum ve gelisim siireglerinde
FNDCS5’in 6nemli bir roliiniin oldugu arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir [30]. In
vitro olarak yag doku hiicre kiiltiiriine uygulanan FNDCS ve irisinin UCP1 gen ifadesini ve
mitokondriyal yogunlugu attirdig bildirilmektedir [4, 155]. Ayn1 zamanda bu peptidlerin
merkezi alanda ifade edildikleri yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir [5, 14] . Yaptigimiz
calisma ile icv irisin uygulamasinin dogrudan veya dolayli olarak merkezi alanda yerlesim
gosteren UCP’lerin ifade diizeylerine etki gdsterdigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Mevcut
bilgiler dikkate alindig§i zaman irisinin ndronal hiicrelerde mitokondri yogunlugunu ve
noronal hiicre farklilagsmasint UCP’ler aracilig1 ile gercgeklestirebilecegi diisiiniilebilinir.
Biitlin bunlara ek olarak noronal hiicrelerdeki UCP’ler nérodejenarasyonda olduk¢a 6nemli
proteinlerdir. Dong vd. UCP5 geninde goriilen tekli niikleotid polimorfizmlerinin
aterosklerotik plak olusumu ile iliskili olabilecegini belirtmektedir [156]. Yapilan diger
caligmalarda ise UCP2 ve UCP4 genlerinde meydana gelen mutasyonlarin kiginin
sizofreniye yakalanma olasiligim arttirdigi rapor edilmistir [157, 158]. Guzman vd. DJ-1
(parkinson hastalig1 erken baslangi¢ proteini) nakavt farelerde UCP4 ve UCPS ifadelerinin
baskilandigini, bunun substantia nigradaki dopaminerjik ndronlarda matriks proteinlerinin
oksidasyonunda artisa neden oldugunu gostermislerdir [159]. Mattson vd. néron
hiicrelerindeki UCP4’iin oksidatif radikalleri onleyerek ve hiicresel kalsiyum dengesini

koruyarak apoptoza kars1 hiicreleri korudugunu ortaya koymuslardir [75]. Artan yasa bagh
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olarak meydana gelen ndronal hiicre kayiplari olagandir. Buna ek olarak ¢evresel kosullar,
yeme-igme aligkanliklari, stres ve fiziksel aktivite gibi faktorler bu hiicre kayiplarinin
diizeyini belirlemede 6nemli etmenlerdir [160, 161]. Egzersiz esnasinda kas dokudan
salgilanan irisinin fare hipokampal hiicre kiiltiiriinde proliferasyonu arttirdigi yapilan in
vitro denemelerle belirlenmistir [31]. Diger bir caligmada ise Wrann vd. uzun siireli
egzersiz sonrasi farelerin hipokampuslarinda FNDCS5 ifadesinin artis sergiledigini
belirtmislerdir. Ayrica aym1 ¢alismada primer kortikal néronlarda FNDCS5 artisinin beyin
tirevli norotrofik faktér (BDNF) ekspresyonunu uyardigi gosterilmistir [33]. BDNF
noronal hiicre canlilig, farklilasma, plastisite, sinaptogenez, dentritik dallanma,
hipokampal fonksiyonlar ve 6grenmede dahil beyin gelisimi i¢in 6nemli bir¢ok fizyolojik
sliregte rol oynar [162-164].

Yapilan az sayidaki calisma irisinin beyin fonksiyonlar1 iizerine etkisini agiklamada
olduke¢a yetersizdir. Yaptigimiz bu ¢alisma ile farkli beyin bolgelerinde bulunan UCP’ler
lizerine irisinin uyarict ve baskilayici etkilerini belirlemeyi amagladik. Sonug olarak icv
irisin uygulamasinin beynin farkli bolgelerinde yer alan UCP’ler iizerine ayn1 yonde etki
gostermedigi belirlendi. Bu durum UCP’lerin bulunduklari dokuya o6zgii davranislar
sergileyebilecegini bizlere diisiindiirmektedir. Mevcut bilgiler dogrultusunda irisinin
UCP’ler araciligiyla noronal hiicrelerde mitokondriyal fonksiyonlari, nd&ronal
farklilasmay1, nérogenezi ve norodejenerasyonu etkileyebilecegi, dolayl yollarla endokrin

fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde rol oynayabilecegini varsayabiliriz.

47



5. ONERILER

[risin heniiz yeni tanimlanmis bir peptid olmasina ragmen, ozellikle enerji
homeostaz lizerine muhtemel etkilerinden dolay: arastirmacilar tarafindan obezite ve tip 2
diyabet tedavilerinde bir kurtarici olarak ongoriilmektedir. Yapilan arastirmalarin hemen
hemen hepsi irisinin bu iki patofizyolojik siire¢ lizerine muhtemel etkilerini belirlemeye
yoneliktir. Yaptigimiz bu caligsma ile irisinin sadece obezite ve tip 2 diyabette degil, ayn1
zamanda noronal alanlarda ki fizyolojik ve molekiiler bir takim siireclerde etkin rol
Oynayabilecegini gostermekteyiz. Bundan sonra yapilacak olan genis kapsamli ve
molekiiler mekanizmalar1 agiklamaya yonelik ¢aligmalar, irisinin merkezi alandaki rollerini
belirlemede etkili olacaktir. Ayrica molekiiler ve fizyolojik mekanizmalarin
aydinlatilmasina yonelik yapilacak aragtirmalarin sonuglari, bu alandaki bilimsel yayinlarin

kisitlt olmasi nedeniyle olduk¢a dnemlidir.
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