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OZET

Sicanlara Meteorin-Like Protein Uygulamasinin Hipotalamus-Hipofiz-Tiroid Aksi

ve Periferal Uncoupling Proteinler Uzerindeki Etkileri

Amag: Yag dokudan salgilanan Metrnl yakin zamanda kesfedilmis peptid yapili
bir hormon olarak tanimlanmaktadir. Metrnl’nin beyin dokusunda varligi1 belirlenmis
olup, soguga maruziyette ve obezitede serumdaki seviyesi artarak, beyaz yag dokudaki
UCP1 aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu ¢alisma icv Metrnl uygulamasinin HHT aks1
ve periferal UCP’ler iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapildi.

Materyal ve Metot: Calismada erkek Spraque Dawley cinsi 40 adet sigan
kullanildi. Siganlar; kontrol, sham 10 ve 100 nM Metrnl uygulanan grup olmak iizere 4’e
ayrildi (n=10). Kontrol grubu digindaki siganlara ozmotik mini pompalar yardimiyla icv
olarak Sul/saat/14 giin (sham grubuna yBOS, uygulama gruplarina 10 ve 100 nM Metrnl)
infiizyon gerceklestirildi. Deney sonunda si¢anlar dekapite edilerek kan, hipotalamus, kas
ile beyaz ve kahverengi yag doku ornekleri toplandi. Alinan kan dokusundan ELISA
yontemi kullanilarak serum TSH, T3 ve T4 seviyeleri belirlendi. Ayrica Western Blot
yontemi kullanilarak sicanlarin hipotalamus dokusundan TRH, beyaz ve kahverengi yag
dokusundan UCP1, kas dokusundan UCP3 protein diizeyleri belirlendi.

Bulgular: Icv olarak infiize edilen Metrnl’nin serum TSH, T3 ve T4 hormon
seviyesini kontrol ve sham grubuna kiyasla artirdig1 goriildii (p<0.05). Ote yandan Metrnl
uygulamasinin hipotalamusta TRH, beyaz ve kahverengi yag dokuda UCP1, kas dokuda
UCP3 protein seviyesini arttirdigi goriildii (p<0.05).

Sonug¢: Bu ¢alismanin sonuglart Metrnl’nin HHT aksinda rol alan hormonlar ile
periferal UCP’leri aktive ettigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Metrnl, TSH, T3, T4, TRH, UCP1,UCP3
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ABSTRACT

Effects of Meteorin-Like Protein to Rats on Hypothalamus-Pituitary-Thyroid Axis

and Peripheral Uncoupling Proteins

Aim: Metrnl secreted from adipose tissue is defined recently discovered peptide
hormone. Metrnl in the brain tissue has been determined, its level in serum increases in
cold exposure and obesity, causing UCP1 activation in white adipose tissue. This study
was conducted to investigate the effects of icv Metrnl application on HHT axis and
peripheral UCPs.

Material and Method: Forty male Sprague Dawley rats were used in the study.
Rats; control was divided sham 10 and 100 nM Metrnl applied group (n = 10). Sul/ hour
/ 14 days (yBOS in sham group, 10 and 100 nM Metrnl in treatment groups) infusion was
performed to the rats except the control group with the osmotic mini pumps. At the end
of the experiment, rats were decapitated and blood, hypothalamus, muscle, and white and
brown adipose tissue samples were collected. Serum TSH, T3 and T4 levels were
determined from the taken blood tissue using ELISA method. The protein levels of TRH
from hypothalamus tissue, UCP1 from white and brown adipose tissue; UCP3 from
muscle tissue were determined using Western Blot method.

Results: It was observed Metrnl infused intravenously increased serum TSH, T3
and T4 hormone levels compared to the control and sham groups (p <0.05). In addition
to, it was found that Metrnl , increased TRH in the hypothalamus, UCP1 in white and
brown adipose tissue, UCP3 in muscle tissue (p <0.05).

Conclusion: The results of this study show that Metrnl activates peripheral UCPs
with hormones plays role in the HHT axis.

Key Words: Metrnl, TSH, T3, T4, TRH, UCP1,UCP3
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

AMPK : Adenozin monofosfat ile aktive olan protein kinaz
ATP : Adenozin trifosfat

BiK : Beyin infiizyon kiti

BYD : Beyaz yag doku

DIT : Dityodotirozin

DRG : Dorsal kok ganglion

HDACS : Histon deasetilasyon 5

HHT : Hipotalamus-hipofiz-tiroid

IgG : Immiinoglobulin G

fev : Intraserebroventrikiiler

ip : Intraperitonal

KYD : Kahverengi yag doku

LP : Gizli asama

MIT : Monoiyodotirozin

Metrn : Meteorin

Metrnl : Meteorin benzeri peptid

OoOMP : Ozmotik mini pompa

PGC-1a : Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptoér gama ortak

aktiflestirici 1-alfa

PGC-1al : Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptér gama ortak
aktiflestirici 1-alfa-1

PGC-104 : Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptoér gama ortak

aktiflestirici 1-alfa-4

PPAR-y : Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptér gamma
PVN : Paraventrikiiler ¢ekirdek

RT-PZR : Reel time polimeraz zincir reaksiyonu

SF : Serum fizyolojik

T2DM : Tip 2 diyabet

T3 : Tritodotironin

T4 : Tiroksin

TNFa : Tumor nekroz faktor o
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TR
TSH
UCP’ler
UCP1
UCP2
UCP3
UCP4
UCPS
yBOS
YYD

: Tiroid hormonu reseptorii

: Tirotropin diizenleyici hormon
: Eslesme bozucu proteinler

: Eslesme bozucu protein 1

: Eslesme bozucu protein 2

: Eslesme bozucu protein 3

: Eslesme bozucu protein 4

: Eslesme bozucu protein 5

: Yapay beyin omurilik sivist

: Yiksek yaglh diyet
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1. GIRIS

Meteorin-like protein (Metrnl) yag dokudan sentezlenen Jorgensen ve ark.
tarafindan 2012 yilinda kesfedilen (1) ve 311 aminoasitten olusan bir proteindir (2).
Metrnl i¢in; Meteorin benzeri, Cometin ve Subfatin gibi adlandirmalar1 da literatiirde yer
almaktadir (2). Yapilan ¢alismalarda Metrnl’nin insandaki ve faredeki gen diziliminin
%77 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (1). Ayrica insanda ve farede subkutan
kahverengi yag doku (KYD)’de yiiksek diizeyde salgilanan Metrnl (bu nedenle subfatin
denmektedir) ayn1 zamanda iskelet kasi, testis, bobrek, karaciger, kalp, stromal hiicreler,
makrofajlar, dalak ve beyin (6n, orta ve arka beyin) de dahil olmak {izere ¢esitli dokularda
da varlig1 tespit edilmistir (3, 4).

Metrnl ile ilgili yapilan ¢aligmalar sonucunda Metrnl'nin enerji metabolizmasi ve
insiilin duyarlilig1 iizerinde 6nemli fizyolojik roller iistlenebilecegi fikri ileri siirtilmiistiir
(4, 5). Metrnl’nin bej yag termojenezini ve antiinflamatuvar sitokinlerin iiretildigi gen
ifadesini uyardigi, beyaz yag dokuda (BYD)’da kahverengilesmeyi saglayarak yag
fonksiyonunu iyilestirdigi ve obeziteye bagli insiilin direncini azalttig1 belirlenmistir (2).
Metrnl'nin mitokondriyal biyogenezin asil diizenleyicisi olan peroksizom proliferator-
aktive edici reseptor gama koaktivatorii-la (PGC-1a) araciligiyla gergeklesen fizyolojik
siireclere dahil oldugu diistiniilmektedir. Egzersiz sonrasinda Adenozin monofosfat ile
aktive olan protein kinaz (AMPK) araciligiyla PGC-1a’nin BYD seviyesini artirdig1 ve
bu artigla birlikte tlim viicut enerji harcanmasinin arttig1 rapor edilmistir (6, 7).

Hipotalamus enerji dengesini saglama olayini biiyiik 6lgekte hipotalamus-hipofiz-
tiroid (HHT) aksinda yer alan hormonlar iizerinden ortaya koymaktadir (8). Bu akstaki
endokrin fonksiyonlar tirotropin serbestlestirici hormon (TRH), Tirotropin diizenleyici
hormon (TSH), Triiyodotironin (T3) ve Tiroksin (T4) hormonlar tarafindan yerine
getirilmektedir. Hipotalamustan TRH biyosentezi gergeklestikten sonra, sentezlenen
peptid hipofizden TSH sentezini ve salinimini uyarmak {izere akson terminalleri boyunca
medyan eminense tasmir ve buradan da hipofizyal portal sistem kapilleri igerisine
serbestlenir (9, 10). On hipofize ulasan TRH, hipofiz tirotrop hiicre zarindaki
reseptOrlerine baglanarak fosfolipaz ikinci haberci sistemini aktive eder ve bu
aktivasyonla tirotrop hiicrelerde sentezlenen TSH dolasima katilir (11). HHT aksinin
fonksiyonel faktorleri olan T3 ve T4 viicudun enerji tiiketimini, 1s1 liretimini, viicut

agirhgint ve lipid metabolizmasini diizenledigi bilinmektedir (12-15). T3 ve T4



hormonlar1 hemen hemen tiim hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirarak enerji
harcanmasini arttirmakta ve ayni zamanda 1s1 olusumuna neden olmaktadir. Artmis
kimyasal reaksiyonlar alinan enerjinin daha fazla kullanilmasina, yag olarak depo
edilmesinin  engellenmesine eslik etmekle birlikte obezite gelisimini de
sinirlandirmaktadir (16).

Eslesme bozucu protein 1 (UCP1) KYD’ye 6zgii bir protein olup, kastaki homologu
ise eslesme bozucu protein 3 (UCP3)’tiir. Ote yandan BYD’de bulunan UCPI
kahverengilesmenin (beyaz yag dokunun yanmasi, kahverengi/bej yag dokuya
dontismesi) bir Olciisli olarak kabul edilmektedir (17). Bu proteinler elektron tasima
zinciri boyunca mitokondrinin zarlar arasi alaninda meydana gelen proton gradyanini,
protonlar1 kendi lizerlerinden matrikse tasiyarak azaltir. Boylece Adenozin Trifosfat
sentaz (ATPsentaz) tarafindan kullanilacak olan proton miktar1 azalir ve ATP sentezi
kismen engellenmis olur. Proton gradyani icerisinde depolanmis enerji ise eslesme
bozucu proteinler (UCP’ler) tarafindan matrikse tagindig1 sirada 1siya doniisiir titremesiz
termojenez gergeklesir (18, 19).

Bu bulgular Metrnl’nin obezite ve enerji harcanmasiyla olan iligkisinin HHT aks1
ve periferal UCP’ler tarafindan kontrol edilebilecegini diistindiirmektedir.

Bu caligma Metrnl’nin HHT aksinda gorev alan hormonlar ve periferal UCP’ler

tizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla yapildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metrnl

2.1.1. Kesfi ve Adlandirilmasi

Insan genomu, protein kodlamasi yapan yaklasik 20687 gen icermektedir (3),
fakat bunlarin ifade kaliplarinin ve islevlerinin ¢ogu bilinmemektedir (2). Yeni islevsel
proteinleri kesfetmek iizere ileri diizey biyoinformatik yontemler kullanilarak (3, 20-22),
Metrnl geni bulunmustur. Metrnl, ilk olarak 2004 yilinda Nishino ve ark. tarafindan
Meteorin’e (metrn) homolog bir protein olarak rapor edilmis (23), 2012 yilinda ise
Jorgensen ve ark. tarafindan Metrn’e noronal gelisimi desteklemesi yoniinden benzedigi
ortaya konmustur (1). Boylece Metrnl’nin merkezi sistemdeki ndrotrofik islevi sebebiyle
metrne benzetilmistir (1).

Metrnl, metrn’e yaklasik %40 aminoasit 6zdesligi gostermektedir (24). Bu protein
Metrn’e homolog bir protein olarak tanimlandigindan metrn benzeri gibi degerlendirilip
Metrnl ismi kullanimi uygun goriilmiistiir (3). Metrnl i¢in Onerilen farkli isimler ise
Subfatin, IL-41, Cometin, Metrnf’dir (1, 3, 25, 26). Metrnl baslangicta I1L.-39 olarak da
isimlendirilmis (27) fakat yapilan calismalar sonrasinda 1L-39, IL-12 ailesine dahil
edilmistir (28).

2.1.2. Lokalizasyonu ve Biyokimyasal Yapisi

Metrnl geni fare kromozomu 11gE2 ve insan kromozomu 17q25.3 bdlgesinde
bulunur (Sekil 2.1) (1). Ik olarak Metrn’e benzer bir protein olarak rapor edilmis
sonrasinda adipoz doku ile ilgi.li bir gen oldugu Li ve ark. tarafindan ortaya konmustur
(3). Ayrica insanda ve farede subkutan kahverengi yag yoku (KYD)’da yiiksek diizeyde
salgilanan Metrnl aynm1 zamanda iskelet kasi, testis, bobrek, karaciger, kalp, stromal
hiicreler, makrofajlar, dalak ve beyin (6n, orta ve arka beyin) de dahil olmak iizere ¢esitli
dokularda da varlig: tespit edilmistir (3, 4). Yeni genler kesfetmek iizere yapilan bir

caligmada deri {izerinde de Metrnl’nin geninin varlig1 da tespit edilmistir (27).
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Sekil 2.1. Metrnl’nin insan kromozomundaki gen lokasyonu (1, 29).

Serum Metrnl seviyesini tespit etmek icin yapilan ¢alismalar sonucunda insan
serum Metrnl seviyesinin yaklagik 300 pg/ml oldugu farelerde ise 2500 pg/ml oldugu
belirlenmistir (30, 31).

Metrnl proteini insan, fare ve siganda 45 NH-terminal sinyal peptidine sahip ve
266 6n dizisi olmayan toplamda 311 aminoasitten (~30 kDa) olusur. insan ve fare genleri
karsilastirildiginda 239 aminoasit 6zdesligiyle yaklasik %77 benzerlik ortaya ¢cikmaktadir
(Sekil 2.2) (1).
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Sekil 2.2. insan, fare ve sigan Metrnl gen dizilimi benzerligi.

2.1.3. Etki Mekanizmasi

Metrnl’nin JAK-STAT3 ve MEK-ERK kinaslar yoluyla norit bliytimesini tegvik
eden ve noroblast goclinii destekleyen bir norotrofik faktor oldugu dorsal kok ganglionu

(DRG) iizerinde yapilan bir ¢aligmayla ortaya ¢ikarilmistir (1). DRG’nin 0, 1, 3, 10, 100
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ve 300 ng/ml konsantrasyonlarinda 24 saat Metrnl ve Metrn’e maruz birakilmasi
sonrasinda bir gorsellestirme yazilimi kullanilarak her hiicrenin ndrit uzunlugu
hesaplanmis ve uygulama gruplarinda norit uzunlugunun arttig1 tespit edilmistir (1). Ayni
caligmada sagir kobaylara inflizyon pompasiyla 2 giin boyunca infiize edilen ototoksik
ilag olan Neomisin’in zararli etkilerine karsin Metrnl’nin  koruyucu etkisi
degerlendirilmistir. 12 giin inflizyon pompasiyla Metrnl uygulanmis ve ¢alisma sonunda
spiral ganglionlar incelendiginde koruyucu etkisi saptanmistir (1).

Hiicresel fonksiyon i¢in hazirlik siireci olan gizli asama (LP) genlerini belirlemek
lizere yapilan bir in vitro ¢alismada ise Metrnl’nin bir LP geni oldugu Watanabe ve ark.
tarafindan saptanmistir (32). Rat adrenal feokromasitoma hiicre hatti olan norit
biliylimesinin acikg¢a goriilebildigi PC12 hiicrelerinin kullanildigi c¢aligmada (22)
hemaglutinin etiketli LP genleri transfekte edilmis. PC12 hiicreleri ekzojen noral biiylime
faktoriiyle inkiibe edilmeden 6nce ve 12 saat inkiibasyon sonrasinda LP genlerinin
lokalizasyonlar1 analiz edilmis. Inkiibasyon dncesinde hiicre gévdesinde dagilim gdsteren
Metrnl geni inkiibasyon sonrasinda norit terminallerinde saptanmistir. Bu da Metrnl’nin
bir LP geni oldugunu ve JAK-STAT3/MEK-ERK yolaklar1 disinda hiicre boyutunda da
etkili oldugunu gostermektedir (32).

Adipoz dokuda yiiksek diizeyde varlig1 tespit edilen Metrnl’nin (3) beyaz yag
dokudaki farklilagma ve fizyolojik etkilerinin in vitro ve in vivo incelendigi bir ¢alismada
3T3-L1 preadiposit hiicre hatt1 iizerinde Lentiviriis aracili yliksek doz Metrnl’le 24 saat
inkiibe edildikten sonra hiicre hatti pre-adipositlerinin adipositlere farklilastig
saptanmistir  (5). Metrnl’'nin yiiksek doz uygulamasi ayni zamanda peroksizom
proliferator ile aktive edilen reseptér gamma (PPAR-y) gen ekspresyonunu da artirmistir
(5). Aynmi ¢alismanin in vivo asamasinda C57BL/6]J Metrnl’nin adiposite 6zgii asiri
ekspresyon transgenik farelerinde (Metrnl Tg) 16 hafta yiiksek yagl diyetle (YYD) ve
normal yagl diyetle (NYD) beslenmistir. Her gruba 2 farkli PPAR-y inhibitorii (GW9662
ve BADGE) 8 mg/kg/giin ve 30 mg/kg/giin 3 hafta boyunca intraperitonal uygulanmistir.
Metrnl Tg farelerinde YYD ile beslenen grupta her iki PPAR-y inhibitori
uygulanmasindan sonra Metrnl’nin insiilin duyarlilastirict etkisinin ortadan kalktigi
goriilmiistiir (5). Bu ¢alismada Metrnl’nin PPAR-y aracili yolla insiilin duyarliligini
sagladig1 ve adiposit farklilasmasini tesvik ettigi ortaya cikarilmistir (5). Caligmada
adiposite 6zgli Metrnl Tg farelerinde PPAR-y ifadesini artirarak lipid metabolizmasini

diizenledigi ve inflamasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (5).



C57BL/6J fareleri lizerinde yapilan bir ¢alismada kontrol grubu olarak Lac Z geni
enjekte edilmis uygulama grubunda ise ektopik adenoviral aracili Metrnl enjeksiyonu
gerceklestirilmistir. 5. glinlin sonunda Metrnl enjeksiyonuna bagli termojenez ve
mitokondriyal gen programlariyla ilgili UCP1, peroksizom proliferator ile aktive edilen
reseptor gama ortak aktiflestirici 1-alfa-1 (PGC-1al) gibi belirteclerin subkutan BYD,
epididimal BYD mRNA seviyelerinde artig goriilmiistiir (4). Metrnl enjekte edilen
farelerin subkutan BYD dokusundaki eozinofil sayisi akis sitometrisi ile ol¢lilmiis ve
yaklasik 2.7 kat artis oldugu gozlenmistir. Calismada eozinofil artisinin bej yag
termojenik genlerinin ekspresyonunu uyaran IL-4/IL-13 sitokinlerinin ifadesini
indiikledigi belirlenmistir. Bu ¢aligmada Metrnl’nin tiim viicut enerji harcanmasint UCP1
ve PGC-lal mRNA seviyelerini artirarak, eozinofil sayisindaki artisa bagli sitokin
ekspresyonunu uyararak termojenik yolla sagladig1 gosterilmistir (4).

Metrnl tedavisinin C2C12 fare iskelet kasi hiicre hatt1 ve fare soleus iskelet kasi
tizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢alismada hem hiicrede hem de kas dokuda AMPK
seviyesini ve  PPAR-y ifadesini artirdigi ortaya c¢ikarilmistir (33). Farelerin iskelet
kasindaki AMPK ve PPAR-y aracili yolla PGC-1ao mRNA seviyesini artirip lipid
diizeyindeki artisa bagli inflamasyon ve insiilin direncini azalttig1 ifade edilmistir (33).

Metrnl’nin etki mekanizmasi Sekil 2.3°de sematize edilmistir (2).
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Sekil 2.3. Metrnl’nin etki mekanizmasi (2).



2.1.4. Fizyolojik Rolleri

Obezite ve insiilin Metabolizmasi Uzerindeki Etkisi

Adiposit Metrn’nin insiilin duyarliligina etki mekanizmasinin arastirildigi bir
calismada Metrnl yliksek doz transgenik farelerinde Metrnl’nin PPAR-y aracili yolla
insiilin duyarliligini sagladig1 ve adiposit farklilagsmasini tegvik ettigi ortaya ¢ikarilmistir
(5).

Metrnl’'nin obezite baslangicina etkisinin incelenmesi icin 4 haftalik obez
olmayan diyabetik disi farelerde yapilan bir ¢alismada kuyruk veninden 2 pg/fare/giin
Metrnl 24 hafta boyunca intravendz uygulanmistir. Kan sekeri seviyesi haftalik olarak
Olciiliip pankreasin histolojik incelemesiyle diizenleyici T hiicrelerinin arttig1, otoreaktif
T hiicrelerinin baskilandigi, sitokin salgilanmasinin da degistigi ve bununla birlikte
l16kositlerin azaldig1 gézlenmistir. Tiim bunlar degerlendirildiginde intravenéz Metrnl
uygulamasinin adacik lenfosit infiltrasyonunu iyilestirdigini ve immiin hiicre yanitlarini
denetledigi ve obezite olusumunu geciktirdigi gézlenmistir (34).

Metrnl’nin tiim dokularda metabolizmay1 diizenleyip obeziteyi hafifletebilecegi
diistiniilerek 16 hafta YYD ile beslenen obez farelerde serum, kas ve periferik
dokulardaki seviyesini tespit etmek i¢in bir in vivo ¢alisma yapilmistir. Serum, kas ve
adipoz dokuda Metrnl protein seviyeleri incelendiginde obez farelerde diislik
bulunmustur (35). 6 hafta YYD ile beslenerek obezite modeli olusturulan bir baska
caligsmada ise subkutan adipoz dokuda Metrnl mRNA seviyesi kontrole kiyasla yliksek
bulunmustur (3).

YYD ile indiiklenen obezite modelinin olusturuldugu bir ¢alismada 8 haftalik
erkek farelere 2 pg/fare/gilin 8 hafta boyunca intravenodz olarak uygulanmis ve YYD’nin
neden oldugu glikoz toleransi ve insiilin direncini iyilestirdigi tespit edilmistir (33).

Metabolik hastaliklar i¢in terapdtik bir gorevi olabilecegi diisiiniilen bir ¢alismada
Metrnl’nin Tip 2 diyabet (T2DM)’li ve normal glikoz toleransina sahip bireylerdeki
serum seviyeleri ve insiilin direncine etkisi incelenmistir. Calismada T2DM’li bireylerde
serum Metrnl seviyesi yiiksek bulunmustur ve insiilin direnci ile de pozitif bir korelasyon
gostermistir. Hasta gruptaki bireylerin yiiksek serum Metrnl seviyesine sahip olmasi

insiilin direncine kars1 alinmig bir savunma mekanizmasi olabilecegi diisiintilmiistiir (36).



Metrnl’nin glukoz metabolizmasindaki roliiniin arastirildig1 bir ¢alismada YYD
ile indiiklenen obez ve diyabetik fare modelleri kullanilmigtir. Rekombinant Metrnl’nin
ip enjeksiyonunun YYD ile indiiklenen obez ve T2DM’li farelerde glukoz toleransini
tyilestirdigi ve hatta bu etkisini AMPKa2 aracili yolla gerceklestirdigi sonucuna
ulasilmistir (7). Ayni ¢calismada AMPK’nin, Histon deasetilaz 5 (HDACS)’1 fosforile
ederek hiicre ici glukoz tasiyicist olan GLUT4 transkripsiyonunu artirdirdigindan yola
cikarak (37) C2C12 miyoblastlarinin Metrnl’e maruziyetiyle HDACS fosforilasyonunun
artip artmadigr incelenmistir. C2C12 hiicre hattinin 100 ng/ml Metrnl’le inkiibasyonu
sonunda HDACS seviyesinin arttig1 rapor edilmistir. Boylelikle Metrnl’nin AMPK-
HDACS sinyal yolu araciligryla GLUT4 transkripsiyonunu artirdigr diistiniilmektedir.
Metrnl’nin GLUT4 ekspresyonunu artirarak diyabet tedavisinde kullanilabilecek bir
terapotik ajan oldugu 6ne siiriilmektedir (7). Ayn1 zamanda C2C12 hiicrelerine egzersizi
taklit eden elektriksel darbe uyarimi uygulanmis ve Metrnl mRNA seviyesinin de arttigi
tespit edilmistir. Egzersizle birlikte mRNA seviyesi artan Metrnl’nin GLUT4
transkripsiyonundaki rolii Sekil 2. 4’de gosterilmistir (7).
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Sekil 2.4. Metrnl’nin GLUT4 trankripsiyon mekanizmasindaki rolii (7).



Kemik Metabolizmasi Uzerindeki Etkisi

Kemik hiicrelerinin onciilii olarak bilinen adiposite ve kasa farklilasabilen
olgunlagsmamus hiicreler olan osteoblastlarda tanimlanmamais gen tespiti yapmak iizere bir
caligma gergeklestirilmistir. Calismada insan osteosarkom hiicre hatt1 (MG63)’de yapilan
gen analizi sonucunda Metrnl’e rastlanmistir. MG63 hiicrelerine transfeksiyon yoluyla
Metrnl asir1 eksprese hiicreler olusturulmustur. Metrnl’nin asir1 ekspresyonu MG63
hiicrelerinin mineralize nodiil olusumunu azaltarak farklilasmasini engellemistir (38).

Femur basi1 osteonekrozlu ve kalca osteoartritine sahip hastalarda mikroaaray gen
tayini yapilan bir caligmada her iki hastalikta ortak goriilen 8 genden birinin Metrnl geni
oldugu tespit edilmistir. Bu calismadan yola ¢ikarak farkli 2 hastaligin benzerlik ve
farkliliklarinin tespitinin yolu ac¢ilmistir (39).

Kardiyovaskiiler Metabolizma Uzerindeki Etkisi

Koroner arter hastalifina sahip bireylerde serum Metrnl seviyelerini tespit etmek
icin yapilan bir ¢alismada serum Metrnl seviyesi diisiik bulunurken IL-6, timdr nekroz
faktor o (TNFa) seviyeleri yliksek bulunmustur. Ayni ¢alismada T2DM hastaligina sahip
bireylerde de serum Metrnl seviyesinin diisiik oldugu tespit edilmistir (40). Bu da akillara
koroner kalp hastaligt ve T2DM’den kaynakli olusabilecek inflamasyonun Metrnl
tedavisiyle onlenebilecegi diisiincesini getirmistir (40).

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve T2DM ig¢in risk faktorii olusturan dislipidemi ile
Metrnl’nin arasindaki iligkiyi incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada 7 hafta boyunca YYD
ile beslenen farelerin serum Metrnl seviyesi yliksek bulunmustur (30). Ayn1 ¢calismada
total Metrnl ve karacigere 6zgii Metrnl geni nakavtlanan farelere (Metrnl ~/~ ) 16 hafta
boyunca YYD uygulanmis ve kan lipid parametreleri incelendiginde total Metrnl -/ -
farelerde serum yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve total kolesterol (TC)
seviyelerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte karacigere 6zgii Metrnl ~/*
farelerde de serum diislik yogunluklu lipoprotein (LDL), HDL ve TC seviyelerinin diistik
oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglar Metrnl’nin kan lipidleri iizerinde lokal ve endokrin

etkisi oldugunu diistindiirmektedir (30).



Bosaltim Metabolizmasi Uzerindeki Etkisi

Tip-2 diyabeti (T2DM) olan ve olmayan hastalarda Metrnl’nin dolasimdaki
seviyesinin tespiti i¢in yapilan bir klinik ¢alismada kronik bobrek hastaligia sahip
bireyler de degerlendirilmistir. Buna gore kronik bobrek hastasi olan kisilerde Metrnl’nin
dolasimdaki seviyesinin yiiksek oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda Metrnl seviyesi ile
glomerdtil filtrasyon hiz1 arasinda da negatif bir korelasyon bulunmustur (41).

T2DM hastalar ve saglikli bireylerden olusan bir grup insan iizerinde yapilan bir
basgka c¢alismada kisiler normoalbuminiiri, mikroalbuminiiri ve makroalbuminiiri olmak
tizere 3 gruba ayrilarak serum Metrnl seviyeleri 6l¢lilmiistiir. T2DM hastalarin bulundugu
3 grupta da serum Metrnl diizeyleri diisiik bulunmustur. Bununla birlikte serum Metrnl
seviyelerinin diyabetik nefropati ve bobrek fonksiyonlari ile ters orantili oldugu;
Metrnl’nin ileride T2DM ve diyabetik nefropati i¢in bir terépatik ajan veya ilag olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (42).

Immiin Sistem Metabolizmas1 Uzerindeki Etkisi

Metrnl’nin immiin sisteme etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada 8 haftalik knock-
out Metrnl ~/ - disi farelerin enflamatuvar yanitlar takip edilmis. Fareler 4-8 aylik viicut
agirhigr ve enflamatuvar yanitin izlemi sonrasinda dekapite edilmis ve serum total
immiinoglobulin G (IgG) seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Viicut agirliginda énemli bir degisim
goriilmezken IgG seviyesinin diisiik oldugu rapor edilmistir. IgG seviyesindeki diisiise
Metrnl -/~ farelerinde eksik sitokin iiretiminin neden olabilecegi diisiiniilmiistiir (26). Ayni
calismada Metrnl -/ - farelerinin uterusunda histolojik incelemeler sonrasinda lezyonlar
goriilmiis ve TNFa seviyesinde de 6nemli diizeyde artis goriilmiistiir (26). Metrnl’nin
immiin sistemde diizenleyici etkisi oldugu diisiiniilerek Metrno/Metrnf seklinde yeniden

adlandirilmasi gerektiginin lizerinde durulmustur (26).
Kas ve Adipoz Doku Metabolizmas1 Uzerindeki Etkisi
Egzersiz ve soguga maruziyet sonucunda serum Metrnl seviyelerinin incelendigi

bir caligmada, dolagimdaki Metrnl seviyesinin artmasiyla kasa 0zgii PGC-lo4

ekspresyonunun arttigini rapor etmislerdir. Bununla birlikte kastaki PGC-104 seviyesinin
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artmasi subkutan BYD’nin kahverengilesmesini sagladigini 6ne stirmiislerdir (4). Kas

dokuda artan Metrnl seviyesinin PGC-104 seviyesine etkisi Sekil 2.5’de gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Egzersiz sonrasi kas dokuda Metrnl aktivasyonu.

Metrnl’nin insan adipogenezindeki roliinii ve ¢cocuklarda obezite, beyaz yag doku
kahverengilesmesi ve hiperinsiilinemiyle iligkisinin degerlendirildigi bir calismada
insandan izole edilen adiposit hiicrelerindeki Metrnl mRNA seviyesi stromal vaskiiler
fraksiyon (SVF) hiicrelerine kiyasla daha diisiik bulunmus. Bununla birlikte obez
cocuklarin adipoz dokusundaki Metrnl mRNA seviyesi ise zayif ¢ocuklara kiyasla daha
ylksek bulunmustur (43).

Egzersizle birlikte kas ve adipoz dokudaki Metrnl seviyesi degisiminin
arastirildigi bir ¢aligmada 48 haftalik erkek C57BL6 farelere normal diyet ve yliksek yagh
diyet uygulanmis. 16 haftanin ardindan farelere egzersiz yaptirilmis ve kas, plazma ve
adipoz dokudaki Metrnl seviyeleri incelenmistir. Yiksek yagli diyet ve egzersiz
uygulanan grupta kas, plazma ve adipoz doku Metrnl seviyesi diger gruplara kiyasla daha
yiiksek bulunmustur (35).
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2.2. Hipotalamus

Merkezi sinir sisteminde diensefalonun 6n ucunun bir pargast olup hipotalamik
sulkusun alt bolgesinde ve interpedinkiiler cekirdeklerin Oniinde yerlesmistir (44).
Yaklasik 4 gr agirligindadir (beyin hacminin % 0.3’iinii olusturur) ve komplike bir yapiya
sahip olup viicutta gesitli fizyolojik roller iistlenir (Sekil 2.6) (45).

Talamus Pineal Bez
Korpus Kallosum Beyin Sap1

Hipofiz Bezi

Hipotalamus

On Hipofiz Arka Hipofiz

Sekil 2.6. Hipotalamusun anatomik yapis.

Hipotalamus otonom sinir sisteminin sempatik ve parasempatik sinirlerinin
etkilerini koordine eder ve viicut fonksiyonlariyla da yakindan iligkilidir (45).
Hipotalamus bir¢cok yasamsal siirecin kontroliinii saglar (Tablo 2.1). Hipotalamus
bulundugu anatomik bolgeden kaynakli olarak beyin omurilik sivisi (BOS) ile
baglantilidir. Boylelikle beynin diger bolgelerinden gelen ndrotransmitterler ve diger
maddeler hipotalamusu etkiledigi gibi hipotalamustan salgilanan benzer maddeler de

beynin diger bolgelerini etkilemektedir (45).
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Tablo 2.1. Hipotalamusun fonksiyonlar1 (45).

Hipotalamus Fonksiyonlari

Sempatik ve parasempatik sinir sisteminin kontrolii

Viicut 1s1s1nin denetlenmesi

Kalp atim1 ve kan basincinin denetlenmesi

Sivi-elektrolit dengesi ve susama mekanizmasinin denetlenmesi

Istah-viicut agirhigmin denetlenmesi

Sindirim sisteminin denetlenmesi

Hipofizden hormon saliniminin denetlenmesi

Duygu durum degisikliklerinin kontroliiniin saglanmasi

Biyolojik ritimlerin denetlenmesi

Hipotalamik Cekirdekler

Hipotalamus ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 denetleyen birgok heterojen ¢ekirdek
bulundurur (46). Bu ¢ekirdekler hipotalamusun bolgeleri olan periventrikiiler, medial ve
lateral alanda bulunmaktadir. Periventrikiiler alan (PVN), arkuat cekirdek (ARC),
suprakiazmatik cekirdek ve periventrikiiler ¢ekirdek olarak isimlendirilen dort farkli
hiicre kiimesi igerir. Medial hipotalamik alan; medial preoptik c¢ekirdek, anterior
hipotalamus, dorsomedial ¢ekirdek, ventromedial cekirdek ve mamiler c¢ekirdekten
olusur. Lateral hipotalamik alan ise preoptik alani igerir (Sekil 2.7). Magnoseliiler ve
parvoseliilar norosekretuvar sistemler hipotalamik norosekretuvar hiicre gruplarini
olugurlar ve bunlar hipotalamus boyunca dagilim gdosterir (47). Bu c¢ekirdekler
noroendokrin sistemin ana gelisim merkezleridir ve bir¢ok endokrin dnciil sentezleyerek

beynin diger boliimlerine salinmasini saglarlar (46).
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Median Eminens

Kan-Beyin ] ] 3 D On Hipofiz

Bariyeri
ME N Bariyersiz Kan

Damarlarn

infundibulum

Arka Hipofiz

Sekil 2.7. Hipotalamik niikleuslarin yerlesimi (48). (Hipotalamik gekirdeklerin ve tanositlerin
koronal goriiniimii (A), sagittal goriiniimii (B). Ep: ependimositler; AN: arkuat g¢ekirdek; VMN:
ventromedial ¢ekirdek; DMN: dorsomedial ¢ekirdek; PVN: paraventrikiiler g¢ekirdek; DHA: dorsal
hipotalamik alan; PFA: perifornik alan; LHA: lateral hipotalamik alan; SCN: iist kiyazmatik cekirdek;
SON: supraoptik ¢ekirdek; POA: preoptik alan; MB: mamiller cisim; ME: median eminens; I1I-V: ii¢iincii

ventrikiil.).

Hipotalamo-Hipofizer Hormonlar

Hipotalamustan; biiylime hormonu serbestlestirici hormon (GHRH), biiyiime
hormonu baskilayict hormon (GHIH, somatostatin), tirotropin serbestlestirici hormon
(TRH), kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH), prolaktin inhibe edici faktor (PIF,
dopamin) ve gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) salinmaktadir. Bu hormonlar

on hipofiz bezindeki hormon salgilanmasini diizenler (Tablo 2.2) (45, 49).

Tablo 2.2. On hipofiz bezinin salgisim diizenleyen hormonlar (45).

Biiylime hormonu serbestlestirici hormon Somatotropik hiicrelerin uyarilmasi
(GHRH)
Biiylime hormonu baskilayici hormon Somatotropik hiicrelerin baskilanmasi

(GHIH, somatostatin)

Tritropin serbestlestirici hormon (TRH) Tritropik hiicrelerin uyarilmasi
Kortikotropin  serbestlestirici  hormon Kortikotropik hiicrelerin uyarilmasi
(CRH)
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Prolaktin inhibe edici faktér (PIF, Laktotropik hiicrelerin baskilanmasi

dopamin)

Gonadotropin  serbestlestirici  hormon Gonadotropik hiicrelerin baskilanmasi

(GnRH)

Hipotalamik TRH Noronlar: ve Tirotropin Serbestlestirici Hormon

Hipofizyotiropik TRH noéronlar;, PVN’de yer alir ve medyan eminensin dig
katmanina akson terminalleriyle baglanarak on hipofize ulasir ve TRH’nin portal
dolagima salmmasimi saglar (50, 51). Beynin diger boélgeleri, PVN'ye dogrudan
monosinaptik baglantiya sahip hipotalamusun ventrolateral medulla ve dorsomedial
cekirdegi dahil olmak iizere TRH noronlari i¢in metabolik sensorler olarak da yardim
edebilir (52). Hipotalamustan TRH biyosentezi ger¢eklesmesinin ardindan, sentezlenen
peptid hipofizden TSH sentezini ve salinimini uyarmak tizere akson terminalleri boyunca
medyan eminense tasmir ve buradan da hipofizyal portal sistem kapilleri igerisine
serbestlenir (9, 10). TSH dolagimdaki tiroid hormon diizeyinin 6nemli bir diizenleyicisidir
(53).

TRH, prepro-TRH’ nin (ppTRH) enzimleri (prohormon doéniistiiriicii enzimler 1, 2
ve 3; PC1-3) ile doniistiiriilmesi sonras1 tiiretilen tripeptid amid (pro-Glu-His-Pro-NH2)
yapisinda bir peptitdir (54). Insan ppTRH 242 aminoasitten meydana gelir ve TRH i¢in
projenitdr dizisinin altt kopyasini olusturur. Sigan ppTRH 255, fare ppTRH 256
aminoasitten olusur ve her ikisi de insandan farkli olarak TRH i¢in bes projenitor diziye
sahiptir. Sigcan, fare ve insan proTRH salgisini tetikleyen sinyallere yanit olarak TRH
molekiillerin yeterli miktarda tiretimini saglamak i¢in projenitor sekansin (Gln-His-Pro-
Gly) birden ¢ok kopyast bulunur (55, 56). Serumdaki tiroid hormon seviyesindeki
degisiklik prohormon konvertazlarim1 degistirerek PVN’de TRH ve prohormon
doniistiiriicii enzim sentezini uyarir (57, 58). TRH direkt olarak 6n hipofiz bezindeki
tirotropik hiicreleri uyararak, TSH sekresyonunu artirir. Sekil 2. 8’de TRH’nin TSH’1

uyarma mekanizmasi gosterilmistir (45).
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— Tiroksin (T4)

v
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Sekil 2.8. Hipotalamus-hipofiz-tiroid ekseni (45).

2.3. Hipofiz

Hipofiz bezi (Yunanca hypophysis yani “az gelismis”) ya da pitiiiter bez (Latince
pituita yani “kalin mukus”) insanda yaklasik 1 cm c¢apinda ve 0.5-1 gr agirliginda
olmasina karsin bir¢ok viicutta ¢ok 6nemli fonksiyonlarin yerine getirilmesinde merkezi
bir rol oynar. Beyin tabaninda bulunan ve sella turcica ad1 verilen kemik bir kovuk i¢ine
yerlesmis, diaphragm sellae adindaki duranin kivrimiyla kaplhidir. Biliyiime, {ireme, enerji
metabolizmasi, stres ve farkli fizyolojik stlireglerde anahtar rol {istlenen bir diizenleyici,
hipotalamus ve periferal organlar arasinda fizyolojik sinyal aligveriginin ger¢eklestigi bir
aracit organdir. Hipofiz ve hipotalamus arasindaki fonksiyonel ve anatomik baglanti
infundibular sap tarafindan medyan eminens aracilig1 ile gergeklesir. Bu yap1 hipotalamik
salgilarin hipofiz bezine ulasimini saglar (45, 59). Hipofiz bezi anatomik olarak 6n
hipofiz (adenohipofiz) ve arka hipofiz (nérohipofiz) olmak iizere iki boliime ayrilir. Sekil

2.9°da hipotalamus ve hipofiz arasindaki anatomik-fonksiyonel iliski gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Hipotalamus-hipofiz arasindaki anatomik ve fonksiyonel iliski (60).

2.3.1. On Hipofiz (Adenohipofiz)

Adenohipofiz anatomik ve fizyolojik olarak pars tuberalis, pars intermedia ve pars
distalis olmak iizere ii¢ bolgeye ayrilmistir. Pars tuberalis (pars infundibular olarak da
bilinir) alt hipofizyel sapin dis bolgesini kusatan ve birkag kat hiicre tabakasindan olusan
dis kismudir. Bu kisim tuberalin olarak adlandirilan bir faktor aracilifiyla prolaktin
salgilanmasini indiikler (61). Pars tuberalis lizerinde bulunan melatonin reseptorleri, bu
alanin fotoperyodik islevsellikte etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (62). Pars
intermedia (ara lob olarak da bilinir) arka hipofiz ve 6n hipofiz arasindaki alanda lokalize
olmustur. Insanlarda bu alan fazla gelismemistir ve Rathke kesesinin kérelmis arka
uzantisi seklindedir. Bunun aksine ara lob daha diisiik omurgalilarda melanotrop hiicreleri
icerir ve endorfinlerde dahil olmak iizere melanosit stimiile edici hormon gibi birtakim
biyoaktif molekiilleri salgilar, melanin {iretimini ve dagilimini diizenlerler (63). Pars
distalis, adenohipofizin yaklasik %80’lik kismin1 olusturur ve 6n lob olarak adlandirilir.
Bu alan fonksiyonel olarak farkl hiicre gruplarindan olusur. On lob icerisindeki bu hiicre
gruplart sitokinler ve biiylime faktorlerini de igerisinde barindiran bir¢ok hormonun

yapimin gerceklestirir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. On hipofizde yer alan hiicre gruplar1 ve salgiladiklart hormonlar (49).

Laktotroplar PIH
Gonadotroplar LH, FSH
Tirotroplar TSH

Somatotroplar GH
Kortikotroplar ACTH

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

Hipofiz bezi kii¢iik bir yapt olmasima karsin dnemli hormonlar salgilar. Bu
hormonlar siit salgilanmasi, tiroid fonksiyonu ve iiremenin kontroliinii gibi 6nemli
gorevler listlenmektedirler. Sekil 2.10°da 6n hipofizde bulunan hiicre gruplarinin konumu

ve yaklasik oranlar1 verilmistir (45).

Tirotroplar  e— %5

YOO @
CERL o~
Kortikotroplar -

@

%20

%50

ziyodyouspy

%S «—©

Gonadotroplar Intermediyer

lop

Norohipofiz

Sekil 2.10. On hipofizde yer alan hiicre gruplarinin dagilimi (45).

Hormon salgis1 biiylik 6l¢iide kandaki faktorler tarafindan diizenlenir (59).
Hipotalamustaki 6zel noronlarda meydana getirilen hipotalamusun serbestlestirici ve

baskilayic1 hormonlari hipotalamus-hipofiz portal sistem araciligiyla 6n hipofize taginir.
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Hipotalamustan salgilanan bu hormonlarin islevi 6n hipofiz bezindeki hormonlarin
yapimini ve salgisint kontrol etmektir (49). Biitiin bu diizenleyici mekanizmalar hipofiz

bezinin homeostatik mekanizmalarda aktif fizyolojik roller listlenmesini saglar.

2.3.2. Arka Hipofiz (Norohipofiz)

Norohipofiz olarak bilinen arka hipofiz bezi, asil olarak 6zellesmis glia hiicreleri
olan pituisit hiicrelerden meydana gelir. Bu hiicreler hipotalamusun SON ve PVN
bolgelerinden arka hipofize kadar uzanan terminal sinir sonlanmalarmi (magnoseliiler
ndronlar) ¢evreleyerek bu yapilara destek doku gorevi iistlenir ve ayrica norohipofiziyal
hormon iiretiminin diizenlenmesine katki saglar (64). Hipotalamustaki magnoseliiler
noronlarda sentezlenen antidiiiretik hormon (vazopressin) ve oksitosin sinir yolagi
boyunca tasinarak arka hipofize ulasir. Arka hipofizde hormonlar {iretilmez ancak
hipotalamustan ndronal aglar ile bu bdlgeye taginan hormonlar sistemik kan dolagimina

saliir (45).

2.4. Tiroid Uyarict Hormon

TRH’nin portal dolagima karigmasiyla birlikte 6n hipofizden salinan TSH, T3 ve
T4 salgilanmasimi diizenler. TSH, 6n hipofizin tirotrop hiicrelerinde sentezlenir,
glikoprotein yapisinda 28-30 kDa agirhiginda bir hormondur. Diger glikoproteinlerde
(6rnegin LH ve FSH) oldugu gibi TSH’da birer a ve [ alt iiniteden olusur ve bu yapilar
hormonun 6zgiin biyolojik 6zelligini kazandiran yapilardir. Insanlarda a-alt iinite ve B-
alt {inite sirasiyla 6. ve 1. kromozomlar iizerindeki genler tarafindan kodlanir (65).
TSH,tiroid bezinin endokrin fonksiyonunu G-protein kenetli TSHR reseptorii iizerinden
kontrol eder. Insanlardaki TSHR geni kromozomun 14q31 bélgesi iizerinde bulunur ve
tiroid bezinin yani sira lenfositler, adipositler, fibroblastlar, néronal hiicreler ve astrositler

de dahil olmak tizere bircok alanda TSHR ifadesi tespit edilmistir (66).

2.5. Tiroid Bezi

Tiroid bezi larinksin altinda trakeanin her iki yaninda bulunan iki uzun oval lobdan
olusur ve yetiskin bir insandaki agirlig1 yaklasik 20-30 gr kadardir (45). Bu loblar krikoid
kikirdagin hemen altinda isthmusla orta hatta birlesir (Sekil 2.11). Tiroid bezi boyun

19



bolgesi kaslarinin altinda gomiilii haldedir ve zengin damarlanma yapisina sahiptir

(11)71. Tiroid bezi viicuttaki primer endokrin bezler arasinda en biiytigiidiir (45).

@s—— Epiglot

P

Larinks

Sol lob ——" Sag lob

Trakea—

Sekil 2.11. Tiroid bezinin konumu.

Tiroid bezi sinir ag1 bakiminda olduk¢a zengindir. Mikroskobik olarak fibroz bag
doku kapsiilii ile kapli, zengin vaskiiler interfollikiiler bag dokulari tarafindan desteklenen
ve igerisi kolloid ad1 verilen sivi ile dolu follikiillerden olusur (Sekil 2.12) (11). Kolloidin
ana bileseni, tiroid hormonlarmi igeren ve 660.000 dalton agirliginda biiyiik bir
glikoprotein olan tiroglobulindir.  Follikiiller farkli hatlara sahip, tiroid bezinin
fonksiyonel birimleri olarak kabul edilen, biiylik kiiresel ¢ekirdekler igeren ve oldukca
acik bir sitoplazmast bulunan kiibik hiicrelerle doselidir (67). Ayrica tiroid bezi
icerisinde, follikiil hiicreleri arasinda yerlesim gdsteren ve kalsitonin salgilayan
parafollikiiler hiicrelerde bulunur (68). Memelilerdeki tiroid bezlerinin mikroskobik

yapist ayni olmasina ragmen, bezin konumu ve dokusu farklilik gosterebilir (11).

Folikiiler g on0id

Sekil 2.12. Tiroid bezinin fonksiyonel birimleri (45).
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2.5.1. Tiroid Hormonlari

Tiroid bezindeki folikiiler hiicreler tirozin ve iyot aminoasidinin onciiliigiinde T3
ve T4 hormonlarini sentezler (49). Tiroid hormonlari, lipid ve glikoz metabolizmasini
kolaylastirip, metabolik adaptasyonlar1 diizenleyerek, enerji alimindaki degisikliklere
yanit vererek ve termojenezi kontrol ederek viicut homeostazinda énemli bir rol oynar
(69). Tiroid bezinden sentezlenen bu hormonlar biyolojik olarak aktiftir ve salgilanan
tiroid hormonlarinin yaklasik %93’ T4 ve geriye kalani ise T3 tiir (49). Bununla birlikte
salgilanan T4’iin neredeyse tamami dokularda T3’e doniismektedir. Bu iki hormonun
islevleri nitelik olarak ayni olmasina ragmen T4’e kiyasla T3 dort kat daha giicliidiir.
Arica tiroid bezi az miktarda ve biyolojik olarak inaktif olan revers-T3 (RT3),

monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT) salgilar (49, 67).

2.5.2. Iyodiir Iyonlarmmn Tutulmasi ve Konsantre Edilmesi

Tiroid hormonlarinin yapiminda ilk asama, dolagimdaki iyodiirlerin ekstraseliiler
stvidan tiroidin bez hiicrelerine ve oradan da follikiillere tasinmasidir. Kandaki bir iyodiir
iyonu ve iki sodyum iyonu bazolateral zardan Na'/I dogal sodyum taginimi yoluyla hiicre
igerisine aktif tasima ile alinir. Iyodiiriin hiicredeki miktarinin artisin1 saglayan bu olaya
iyot tutulmasi denir (Sekil 2.13) (70). Normal sartlarda tiroid bezindeki iyot miktari
kandakine kiyasla 30 kat daha fazladir. Tiroid bezinin en aktif oldugu durumlarda bu oran
250 kata kadar yiikselebilir. Iyodiir tutulmasinin hizim etkileyen en énemli faktér TSH
diizeyidir (49, 70). TSH tiroid hiicrelerindeki iyodiir pompasinin aktivitesini uyarirken,
hipofizektomi biiylik 6l¢iide azalir. Buna ek olarak follikiil hiicresi igindeki iyot ve iyodiir
diizeyi azaldiginda iyot tutulmasinin hizi artar, iyot diizeyi arttiginda ise tutulma hizi
azalir. Iyodiir, pendrin adi verilen kloriir-iyodiir iyonu zit tasiyict molekiilii tarafindan
tiroid hiicrelerinin apikal zarindan follikiil i¢ine dogru taginir. Tiroidin epitel hiicreleri
ayrica, iyodiir iyonunu baglayici tirozin aminoasidini i¢eren tiroglobulinide follikiil icene

salgilar (49).
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Sekil 2.13. Tiroid bezi tarafindan iyodiir konsantrasyonunun mekanizmasi (45). (Iyodiir
kimyasal ve elektriksel gradiente karsi aktif tasima ile follikiiler hiicre sitozoliine tagmnir. iki sodyum iyonu
ve bir iyodiir iyonunu simporter tasima ile hiicre i¢i alana gecger. Enerji harcanimi goriiliir. Tagima igin
gerekli enerji, sodyumu hiicre disina pompalayan, daha diisiik hiicre i¢i sodyum konsantrasyonuna neden
olan ve sodyumun tekrardan hiicre igine kolayca difiizyonunu sagliyan Na'/K* ATPaz pompasindan gelir.

Iyodiir kolloid bélgeye iyot kanalindan gegerek ulasir.).

2.5.3. Iyodiiriin Tyoda Déniismesi ve Organifikasyon

Negatif yiiklii olan hiicre i¢indeki iyodiir iyonlar1 tirozin aminoasidiyle
birlesebilen okside iyoda (I° veya I5") doniisiir. Bu déniisiim tiroperoksidaz enzimi
araciligiyla ve hidrojen peroksit (H2O2) bulunmasiyla gergeklesir. Bu olay icin gerekli
olan H»0;, nikotinamid adenin diniikleotid fosfata bagimli sitokrom C rediiktaz
tarafindan olusturulur (71, 72). Peroksidaz ya hiicrenin apikal zarina yerlesik haldedir ya
da ona bagli olarak bulunur. Peroksidaz sistemi bloke edilirse veya kalitsal yoklugunun

oldugu durumlarda tiroid hormonlarinin sentezi hizi sifira diiser.
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Aktif forma doniisen iyot tiroglobiilin molekiilleri icerisindeki tirozinler ile bag
kurar. Tirozin 6nce MIT’a ve daha sonra DIT a iyotlanir. Bu isleme organifikasyon olarak

adlandirilmaktadir (73).

2.5.4. Eslesme Reaksiyonu ve Tiroglobulinin Depolanmasi

Biyolojik olarak aktif T3 ve T4 hormonlari eslesme reaksiyonunun ana
tiriinleridir. Iki DIT molekiiliiniin birlesmesiyle T4, bir MIT ve bir DIT molekiillerinin
birlesmesiyle de T3 meydana gelir (Sekil 2.14). Ayrica bir MIT ve bir DIT’in

birlesmesiyle az miktarda ve inaktif oldugu diisiiniilen RT3 olusur (49).

—\ o
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Ho —(, B— cH. —cH —C —OH
N Vi |
NH;
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/3N q £3 0\ I
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3,53 ~Triiyodotironin (T3) 3.5.3' 5'-Tetraiyodotironin (tiroksin, T4)

Sekil 2.14. Tiroid hormon sentezinin biyokimyasi (74).

Endokrin bezler arasinda biiyiik miktarlarda hormon depo edebilme 6zelliginden
dolayi tiroid bezi benzersizdir. Sentezlenen tiroid hormonlar tiroglobuline baglh halde
follikiil igerisinde depo edilir. Her bir tiroglobulin molekiilii 30 kadar T4 molekiilii ve az
sayida T3 molekiiliine sahiptir. Bu sekilde tiroid hormonlar folikiilde, viicudun normal
tiroid hormonu ihtiyacini 2-3 ay boyunca karsilamaya yetecek seviyede depo edilir. Bu
ylizden tiroid hormon sentezi durdugu zaman, yetersizlik belirtileri birka¢ ay goriilmez

(49).
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2.6. Tiroid Hormonlarmin Serbestlenmesi ve Kanda Tasinmasi

Tiroid bezinde depo edilen T3 ve T4 molekiilleri 6ncelikle tiroglobulinden ayrilir
ve sonra kana serbestlenir. Bu olay su sekilde gergeklesir: Tiroid hiicrelerinin apikal
ylizeyi kolloidin ufak bir boliimiinii i¢ine alan yalanci ayaklar uzatir. Bunlar tiroid
hiicresinin apeksinden igeri dogru pinositotik vezikiilleri olusturur. Sonrasinda hiicre
sitoplazmasi igerisindeki lizozomlar pinositotik vezikiiller ile birlesir ve kolloidle
karigmis lizozomal sindirim enzimlerini igeren sindirim vezikiillerini meydana getirir. Bu
enzimlerden proteazlar tiroglobulin molekiiliinii sindirir ve tiroglobulinden T3 ile T4’{in
serbestlenmesini saglar. Serbest kalan bu molekiiller tiroid hiicresinin tabanindan kapiller
aga diflizyonla geger. Boylece tiroid hormonlari kana serbestlenmis olur (49).

Kana serbestlenen tiroid hormonlarinin %99’undan fazlasi karacigerde yapilan
proteinlere baglanarak dolasimda tasiir. Serbestlesen tiroid hormonlarinin yaklasik
2/3’1in tiroksin baglayici globiilin tarafindan tasinir ve bu proteinin T4’e afinitesi oldukca
yiiksektir. Geriye kalan kisim ise tiroksin baglayici prealbiimin (transtretin) ve albiimin
tarafindan dokulara tasinir (49, 67).

Plazma proteinlerinin tiroid hormonlarina (6zellikle T4’e) afinitesi oldukca
yiiksektir. Bu nedenle plazma proteinlerince baglanan tiroid hormonlar1 doku hiicrelerine
oldukga yavag bir sekilde geger. Kandaki T4’iin yarisi yaklasik 6 giinde bir hiicrelere
serbestlenirken, tasiyici proteinlerin T3’e olan afinitesinin azlig1 nedeniyle T3 {in yarisi

yaklagsik bir giin i¢inde hiicrelere serbestlenir (49).

2.7. Hipotalamus-Hipofiz-Tiroid Aks1 ve Diizenlenmesi

Tiroid hormonlarinin sentezlenmesi ve dolasimdaki seviyesi HHT aksi tarafindan
diizenlenir. Hipotalamik TRH nodronlar1 esas olarak PVN’de bulunan ndronal
perikaryadan (norosekretuar ndronlar) kaynaklanir ve medyen eminensin dis tabakasinda
ylksek yogunluklu akson terminalleri mevcuttur (75). Buna ek olarak TRH ndéronlari
hipotalamusun diger bdlgelerinde (6n hipotalamusun preoptik alani, SON, ARC,
dorsomedial premmamilar ¢ekirdek, bazolateral ve prefornikal hipotalamus) de dagilim
gosterir (76). Hipotalamustan TRH biyosentezi gerceklestikten sonra, sentezlenen peptid
hipofizden TSH sentezini ve salinimini uyarmak iizere akson terminalleri boyunca
medyen eminense tasmir ve buradan da hipofizyal portal sistem kapilleri igerisine

serbestlenir (9, 10). On hipofize ulasan TRH hipofiz hiicre zarindaki TRH reseptorlerine
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baglanarak fosfolipaz ikinci haberci sistemini aktive eder. Tirotrop hiicrelerinde
sentezlenen TSH bu aktivasyonla birlikte dolasima katilir ve dolagimdaki TSH tiroid
bezindeki TSHR reseptoriine baglanarak tiroid hormonlarinin (T3 ve T4) yapimini ve
salgilanmasin1 diizenler (11). TSH’nin tiroid hiicrelerindeki sinyal iletimine cAMP
aracilik eder. TSH tiroid fonksiyonlarmin uyarilmasinin yam sira iyot alimi,
organifikasyon, iyodotironin metabolizmas1 ve tiroid biiyiimesi gibi rollere sahiptir.
HHT aksmin diizenlenmesi dolasimdaki tiroid hormon miktarina baghdir ve
klasik geri bildirim mekanizmasi ile ¢alisir (49). HHT aksinin geri bildirim mekanizmasi
Sekil 2.15°te gosterilmistir. Viicut sivilarinda tiroid hormonlarinin artmasi, 6n hipofizden
TSH salgisin1 azaltir. Tiroid hormonlarimin salgi hizt normalin yaklasik iki kat1 kadar
arttig1 zaman, on hipofizdeki TSH salgis1 hemen hemen sifira diiser. On hipofiz ile
hipotalamus arasindaki baglanti engellense bile, bu olusan baskilayici geribildirim
etkinligini devam ettirir. Bu durum dolasimda artan tiroid hormon miktarinin dogrudan
on hipofizden TSH salinimini baskiladigini gosterir. Ayrica 6n hipofizdeki TSH salgisin

hipotalamusta sentezlenen somatostatin ve dopaminde inhibe eder (74).

v Hipotalamus

TRH
+

. Hipofiz

TSH

Trp>Tral

Tiroid

T3-T4

Sekil 2.15. Hipotalamus-hipofiz-tiroid aksinin geribildirim diizenlenmesi (77).
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2.8. Tiroid Hormonlarmmin Enerji Metabolizmasindaki Etkileri

HHT aksi enerji metabolizmasi basta olmak iizere, metabolizma hizi, biiyiime ve
gelisme gibi siireglerin saglikli bir sekilde devam edebilmesinde anahtar rol oynar (78,
79). Enerji metabolizmasinin bozulmasi kiside obezite ve diyabet gibi 6nemli metabolik
hastaliklarin olugsumuna neden olur. Tiroid hormonlarinin enerji homeostazindaki
onemini tiroid disfonksiyonu olan hastalarda 6zetlemek miimkiindiir. Hipertiroidi
hastalarda tiroid bezi asir1 miktarlarda tiroid hormonu iiretir ve dolasimda artan tiroid
hormon miktar1 kisideki metabolizma hizinin artmasina neden olur. Hipertiroidi
hastalarinin yaklasik %85’inde artan gida alimina ragmen kilo kayb1 gozlenir (80). Bunun
aksine hipotiroidizmli hastalarda, metabolizma hizinin azalmasi ve azaltilmig gida
alimma ragmen agirlik artisi gerceklesir (78). Bu etkilerin bir¢ogu basta beyaz ve
kahverengi yag dokular olmak iizere karaciger, kalp ve iskelet kas1 gibi metabolik olarak

aktif dokularda tiroid hormonun dogrudan aktivasyonuyla iliskilendirilir (81, 82).

2.9. Eslesme Bozucu Proteinler (UCP’ler)

Mitokondriyal tasiyici protein ailesinden olan UCP’ler mitokondrinin i¢ zarinda
sentezlenir (83). Bu proteinler mitokondriyal zarin fonksiyonunda ve hiicresel enerji
diizenlenmesinde gorev alir (84, 85). Yag asitleri ve glukoz tarafindan aktivitesi artan
UCP’ler, piirin niikleotidleri tarafindan inhibe edilir (86, 87). UCP’ler mitokondrinin
zarlar aras1 alanindaki protonlar1 mitokondri matriksi igerisine tagiyarak, mitokondriyal
proton gradiyentini azaltir ve sonu¢ olarak oksidatif fosforilasyon araciligi ile ATP
tiretimini kismen engellemis olur (88, 89). Protonlar UCP’ler lizerinden matriks igerisine
gecerken depolanan enerji 1s1 olarak agiga c¢ikar (Sekil 2.16).

Farkli viicut dokularinda yayilim gdsteren bu protein grubunun 5 iiyesi vardir.
KYD’ye 6zgii UCP1, viicut sicakliginin korunmasinda (titremesiz termojenez) ve yag
dokusu icerisinde depolanmis enerjinin kullanilmasinda gorev alir (90, 91). Eslesme
bozucu protein 2 (UCP2); dalak, pankreas adacik hiicreleri, akciger, mide, beyaz yag
doku, beyin ve periferal néronlarin arka kok gangliyonlarinda ifade edilir (90-94).
Eslesme bozucu protein 3 (UCP3) 6ncelikle iskelet kasinda olmak iizere az miktarda sinir
hiicrelerinde tespit edilmistir (91, 94, 95). Yapilan calismalar ile eslesme bozucu protein
4 (UCP4) ve eslesme bozucu protein 5 (UCP5)’in merkezi sinir sisteminde yliksek
diizeyde bulundugu, ayrica UCP5’in testis dokusunda varlig1 belirtilmistir (96-98).
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ATP

ATP

Mitokondri

Sekil 2.16. Mitokondriyal enerji diizenlenmesi ve UCP’lerin rolii (18). (UCP’ler zarlar arast

alandaki protonlar1 kendi iizerlerinden mitokondriyal matrikse tasiyarak proton gradyanini azaltir. Bu

siiregte proton gradyani igerisinde biriken enerji 1s1 olarak acgiga cikar. ETZ: Elektron tasima zinciri).

2.9.1. UCP’lerin Enerji Metabolizmasi Uzerindeki Etkisi

UCP’lerin mitokondriyal proton s1zintisini katalize etmesi nedeniyle ilk kesfinden
bugiine kadar enerji metabolizmasinda fizyolojik rol aldigi bilinmektedir (99).
Kemirgenlerde asir1 yeme, enerji dengesini korunmasini engelleyerek obeziteye neden
olur ve BYD termojenezi saglayarak kilo alimini engeller. BYD’deki UCPI’in asir
ifadesi de KYD’de termojeneze neden olarak obezitenin geligmesini Onledigi
gosterilmistir (84, 100). Boylelikle BYD’de ifade edilen UCP1’in enerji harcanimi artirici
etkiye sahip oldugu kesin olarak kanitlanmistir (101). Insanlarda dogumdan sonra
KYD’nin hizla azalarak kayboldugu diisiiniiliiyordu. Son yapilan ¢aligmalarla UCP1’in
adipoz doku i¢inde dagildig1 ve bu dokularin KYD’ye es deger olup olmadig1 ve enerji
metabolizmasina katkisinin olup olmadig1 heniiz kesin degildir (102).

UCP1’in kastaki homologu olan UCP3 ilk olarak UCP1 gibi termoregiilasyona
dahil oldugu belirtilmistir. Iskelete kasindaki mitokondriyal yag asidi oksidayonunun
bozulmasi obezite ve T2DM gibi metabolik hastaliklarin patofizyolojisinde ¢ok 6nemlidir
(103). UCP3’lin eslesme bozucu oOzelliginden ayri olarak mitokondriyal yag asidi
oksidasyonunda ve mitokondriyal ROS kaynakli oksidatif hasar1 onlemede anahtar

diizenleyici roller oynadigi diisiintilmektedir (86).
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2.9.2. UCP’lerin Tiroid Hormonlari ile Iliskisi

Tiroid hormonlar1 dokularda enerji kullanimini arttirirken, ayni zamanda
titremesiz termojenez ile viicut sicakliginin diizenlenmesinde de rol oynar (16).
Memelilerin kahverengi yag dokularinda tiroid hormon reseptdrlerinin (TRal ve TRB1)
bol miktarda bulunmasi, tiroid hormonlarinin kahverengi yag dokusunu dogrudan hedef
aldigin1 géstermektedir (82, 104).

Tiroid hormonlari, gen transkripsiyonunu tiroid hormon reseptorleri araciligiyla
etkileyerek enerji metabolizmasi iizerindeki etkilerini gosterir (105). Dolasimdaki T3
KYD’de TRP1 reseptoriine baglanarak UCP1 diizeyini arttirir (82, 106) . Lee ve ark insan
adiposit kiiltiiriine T3 uygulamasinin UCP1 mRNA ifadesini doz bagimli olarak arttirdigi
gostermistir (107). T3'lin, KYD UCP diizeyini giiclii bir sekilde etkiledigi gosterilmistir
(108). Bir diger caligmada, insiilin geninde mutasyon olan hastalarda tiroidektomi sonrasi
L-T4 tedavisinin abdominal ve supraskapular kahverengi yag dokudaki UCP1 mRNA
ifadesinde artisa neden oldugu rapor edilmektedir (109). Buna ek olarak tiroid
hormonlar1 ile UCP3 arasindaki muhtemel iliski de aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Sprague
ve ark hipertroidili si¢canlardaki kas UCP3 diizeyinin normal ve hipotroidili si¢anlara
kiyasla daha yiiksek oldugunu rapor etmistir (110). Bununla birlikte hipotiroidili
sicanlarin soguk stres uygulamasi ardindan hayatta kalmadiklar1 bir bagka c¢aligmada
rapor edilmistir (108). Hipertiroidizmle ilgili mitokondriyal yag asidi oksidasyonundaki
artisin UCP3’iin mitokondri iizerindeki islevsellegini etkileyebilecegi de bildirilmistir
(111) UCP1 ve UCP3 ifadelerindeki artis enerji kullaniminin bir gostergesi olarak kabul
edilir (84, 89). Tiim bu sonuglar tiroid hormonlarinin UCP1 ve UCP3 {izerinden enerji

harcanimini gerceklestirdigini gosterir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. Tiroid hormonlarinin kahverengi yag doku 1s1 olusumundaki rolii (78).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Arastirmanin Yapildig1 Merkez

Calisma, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul’'undan alman onay ile (02.06.2020 tarih, 2020/8-8 protokol numaralr), Inénii
Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi, T1ip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarlari ile Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler

Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvarlarinda gercgeklestirildi.

3.2. Deney Hayvanlarinin Temini

Deneyde kullanilacak hayvanlarin sayisi, hayvanlarin deneye baglama agirlik
ortalamas1 432.45 gr, standart sapmast 35.33 gr, %4 sapma, tip 1 hata (a) 0.05 ve tip 2
hata (B) (Giic=0.80) ve hayvanlar 4 gruba ayrilmasi durumunda her bir grupta en az 10
hayvanin olmas1 gerektigi giic analizi (Power Analiz) ile belirlendi. Arastirma
kapsaminda ihtiya¢ duyulan 40 adet deney hayvaninin (Sprague Dawley cinsi erkek
sican) temini Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma

Merkezi (UNITF-DEHUM)’ nden saglandi.

3.3. Hayvanlarin Gruplara Atamasi

Deneye baglamadan Once hayvanlar tartilarak viicut agirliklar1 kaydedildi.
Belirlenen viicut agirliklarina gore hayvanlarin gruplara atamasi, bilgisayar algoritmasina
dayali basit rastgele atama yontemi ile yapildi (MedCalc 12.7.0 for Windows) ve tek
yonlii varyans analizi bulgularia gore gruplar arasinda hayvanlarin agirliklar agisindan

fark olmadig: tespit edildi (Tablo 3.1; p=0.983).
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Tablo 3.1. Hayvanlarin bilgisayara dayali algoritma kullanilarak gruplara atamasi.

Agirhk
Gruplar Kontrol Sham 10 nM 100 n M P
Metrnl Metrnl
Hayvan sayisi (n) 10 10 10 10
Ortalama 431.9 433.2 433.4 432.2
SD 45.07 40.8 30.46 33.16 0.983
En kiiciik 337 352 387 382
En biiyiik 510 476 469 480

3.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Deneyde agirliklar1 337-510 gr arasinda olan 40 adet erkek Sprague Dawley cinsi
sican kullanildi. Gruplardaki hayvanlar tekli kafeslerde barindirildi yerlestirildi. Tek
barmdirma ortam1 hayvanlarda stres olusturabileceginden 7 giin siganlar sadece izlendi
ve tekli yasam kosullarina adapte olmalari saglandi. Bu siirenin sonunda sicanlar 4 gruba
ayrildi (n=10). Deney siiresince tiim gruplar, 20-22°C sicaklik ve 12 saat 1s1k/karanlik
kosullarinin saglandigi ortamda barindirildi ve tiim gruplar standart sigcan yemi (SSY) ile
beslendi. Gruplar asagida belirtildigi gibi olusturuldu.

1. Grup (Kontrol): Bu gruptaki sicanlara deney siiresince herhangi bir cerrahi
islem ya da uygulama yapilmadi. 28 giin sonra (deneyin son giinii) dekapite edilerek kan,
hipotalamus, kas, beyaz ve kahverengi yag doku 6rnekleri toplandi. Alinan kan dokuda
ELISA yontemi kullanilarak serum TSH, T3 ve T4 hormon diizeyleri belirlendi. Toplanan
hipotalamus dokusundan Western Blot analiz yontemi kullanilarak TRH, beyaz ve
kahverengi yag dokuda UCP1, kas dokuda ise UCP3 protein diizeyleri belirlendi.

2. Grup (Sham): Bu gruptaki sicanlara uygulama yapilmadan 7 giin 6nce bireysel
tekli kafeslere yerlestirildi, kafes ve tekli barinma stresine sicanlarin aligmasi saglandi. 8.
giin anestezi altinda siganlarin sag lateral ventrikiillerine beyin infiizyon kiti 1 (BIK)
yerlestirilerek 7 giin siliresince beklenerek sicanlarin iyilesmeleri saglandi. Bu siire
zarfinda giinliikk intramiiskiiler analjezik (180 mg/kg Parasetamol) ve antibiyotik (70
mg/kg penisilin) uygulamasi yapildi. 15. giin sicanlar yeniden anesteziye alinarak BiK’in

kantiliine Alzet 2ML2 model ozmotik mini pompa (OMP) baglanarak sag lateral ventrikiil
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icerisine 14 giin siiresince Sul/saat olacak sekilde yapay beyin omurilik sivis1 (yBOS;
Metrnl ¢oziiciisii) infiizyonu gerceklestirildi. 28 giin sonra (deneyin son giinii) dekapite
edilerek kan, hipotalamus, kas, beyaz ve kahverengi yag doku 6rnekleri toplandi. Alinan
kan dokuda ELISA yontemi kullanilarak serum TSH, T3 ve T4 hormon diizeyleri
belirlendi. Toplanan hipotalamus dokusundan Western Blot analiz yontemi kullanilarak
TRH, beyaz ve kahverengi yag dokuda UCP1, kas dokuda ise UCP3 protein diizeyleri
belirlendi.

3. Grup (10 nM Metrnl): Bu gruptaki sicanlara uygulama yapilmadan 7 giin 6nce
bireysel tekli kafeslere yerlestirildi, kafes ve tekli barinma stresine siganlarin alismasi
saglandi. 8. giin anestezi altinda siganlarin sag lateral ventrikiillerine BIK yerlestirilerek
7 giin stiresince beklenerek sicanlarin iyilesmeleri saglandi. Bu siire zarfinda giinliik
intramiiskiiler analjezik (180 mg/kg Parasetamol) ve antibiyotik (70 mg/kg penisilin)
uygulamasi yapildi. 15. giin siganlar yeniden anesteziye alinarak beyin infiizyon kitinin
kaniiliine Alzet 2ML2 model OMP baglanarak sag lateral ventrikiil icerisine 14 giin
stiresince Spl/saat olacak sekilde 10 nM Metrnl inflizyonu gerceklestirildi. 28 giin sonra
(deneyin son giinii) dekapite edilerek kan, hipotalamus, kas, beyaz ve kahverengi yag
doku ornekleri toplandi. Alinan kan dokuda ELISA yontemi kullanilarak serum TSH, T3
ve T4 hormon diizeyleri belirlendi. Toplanan hipotalamus dokusundan Western Blot
analiz yontemi kullanilarak TRH, beyaz ve kahverengi yag dokuda UCP1, kas dokuda ise
UCP3 protein diizeyleri belirlendi.

4. Grup (100 nM Metrnl): Bu gruptaki sicanlara uygulama yapilmadan 7 giin
once bireysel tekli kafeslere yerlestirildi, kafes ve tekli barinma stresine sicanlarin
aligmasi saglandi. 8. giin anestezi altinda siganlarin sag lateral ventrikiillerine BIK
yerlestirilerek 7 giin siliresince beklenerek sicanlarin iyilesmeleri saglandi. Bu siire
zarfinda giinliik intramiiskiiler analjezik (180 mg/kg Parasetamol) ve antibiyotik (70
mg/kg penisilin) uygulamasi yapildi. 15. giin siganlar yeniden anesteziye alinarak beyin
inflizyon kitinin kaniiliine Alzet 2ML2 model OMP baglanarak sag lateral ventrikiil
icerisine 14 giin siiresince Spl/saat olacak sekilde 100 nM Metrnl inflizyonu
gergeklestirildi. 28 giin sonra (deneyin son giinii) dekapite edilerek kan, hipotalamus, kas,
beyaz ve kahverengi yag doku ornekleri toplandi. Alinan kan dokuda ELISA yontemi
kullanilarak serum TSH, T3 ve T4 hormon diizeyleri belirlendi. Toplanan hipotalamus
dokusundan Western Blot analiz yontemi kullanilarak TRH, beyaz ve kahverengi yag

dokuda UCPI, kas dokuda ise UCP3 protein diizeyleri belirlendi.
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3.5. Deney Hazirhklan

3.5.1. Yapay Beyin Omurilik Sivisinin Hazirlanmasi

Tablo 3.2’de igerikleri verilen A ve B soliisyonlar1 500 ml steril distile su ile iki
farkli soliisyon olarak hazirland1. Soliisyonlar 1:1 (v/v) oraninda karistirilarak yBOS elde
edildi. Hazirlanan ¢ozelti 0.22 um por capina sahip filtreden gecirilerek sterilizasyonu

gergeklestirildi.

Tablo 3.2. yBOS i¢in kullanilan bilesikler ve miktarlar1 (112).

A Soliisyonu B Soliisyonu
Bilesik Miktar (gr) Bilesik Miktar (gr)
NACI 8.66 Na:HPO4. TH20 0.214
KCI 0.224 NaH:PO4. H20 0.027
CaClL.. 2H20 0.206
MgCl. 6H20 0.163

3.5.2. Metrnl Konsantrasyonlarimin Hazirlanmasi

Metrnl konsantrasyonlar1 biyolojik emniyet kabini igerisinde, 0.22 um por
capindaki filtreden gecirilen yBOS igerinde ¢oziilerek hazirlandi. Konsantrasyonlar 10 ve

100 nM olacak sekilde steril sartlarda hazirlandi.

3.5.3. Beyin Infiizyon Kitinin Hazirlanmasi

Calisma i¢in sigan sag lateral ventrikiiliine infiizyon yapacak sekilde tasarlanan
(vertikal eksen icin igne uzunlugu 4.8 mm) BIK (Alzet brain infusion kit 1, ABD)
kullanild1 (Sekil 3.1). Kitlerle birlikte gelen 6zel kaniiller BIK e takild1 ve igerisi yBOS
ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dolduruldu. Igerisi sivi ile doldurulmus olan
kaniiliin kite bagli olmayan serbest ucu hava almamasi ve kantildeki sivinin bosalmamasi

icin 1sit1larak bir pens yardimiyla kapatildi.
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Sekil 3.1. Beyin inflizyon kiti ve kaniil 6zellikleri.

3.5.4. Ozmotik Mini Pompalarin Hazirlanmasi

Deneyde 5 pl/saat/14 giin icv infiizyon yapma 6zelligine sahip OMP’ler (Alzet
2ML2, ABD) kullanild1 (Sekil 3.2). Ozmotik mini pompalar, pompa seti igerisinde
birlikte gelen ucu kiint 6zel bir igne yardimiyla (sham grubu i¢in yBOS, deney gruplari
icin ise 10 ve 100 nM Metrnl) dolduruldu ve inflizyon kitine baglanacak olan metal

kantillii kapak pargasi yerlestirildi.

2 ml 1 Giin 3Giin 1 Hafta 2 Hafta 4 Hafta

2MLI1
10 pl/saat

2ML2 — |
S pl/saat

2ML4
2.5 pl/saat ’ ‘ ’ ‘

Sekil 3.2. Ozmotik mini pompa.
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3.5.5. Sicanlarin Operasyona Hazirlanmasi

Operasyonun gergeklestirilecegi ameliyathane ortami UV-C 1s1in kullanilarak
sterilize edildi. Her sican i¢in ayr1 cerrahi aletlerin sterilizasyonu yapildi ve yeterli
miktarda steril eldiven temini saglandi. Siganlar, intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin
(Richter Pharma AG, Avustralya) ve 8 mg/kg ksilazin (Alfazyne, Hollanda) ile anestezi
altina alindi. Siganlarin parmak kistirma yanitlar1 ve fizyolojik yanitinin izlenmesinin
ardindan anestezi altinda olduklar tespit edildi ve spontan hareketleri kaybolan si¢anlarin

kafa derileri tras edilerek operasyona hazir hale getirildi.

3.6. Hayvanlarin Stereotaksik Cihaza Yerlestirilmesi ve BIK Implantasyonu

Deneye baslamadan once stereotaksik cihaz (Rodent Stereotaxic Instruments,
Harvard Apparatus, ABD) ve hayvanin yerlestirilecegi yiizey ayarlandi. Hayvanlar
stereotaksik cihaza kulaklarindan ve agiz kismindan kafatas1 yere tam paralel olacak
sekilde sabitlendi (Sekil 3.3A). Tras edilen bolgeye %10 povidon iyodin siiriilerek (Sekil
3.3B) kafatas1 derisi bir bistiiri ile kesildi (Sekil 3.3C) ve kemik yapiya ulasildi (Sekil
3.3D). Kemik yiizeyi temizlenerek bregmanin acik bir sekilde goriilmesi saglandi (Sekil
3.3E).
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Sekil 3.3. Sicanlarin stereotaksik cihaza sabitlenmesi (A), sicanlarin stereotaksik cihaza
sabitlenmesinin ardindan kesi bolgesine povidon iyodin siiriilmesi (B), kafa derisinin
kesilip (C), kemik dokunun goriiniir hale getirilmesi (D) ve bregma noktasinin

belirlenmesi (E).

Lateral ventrikiiliin stereotaksik koordinatlar1 Paxinos & Watson sican beyin
atlasina gore belirlendi (113). Lateral ventrikiil giris noktasi, referans noktasi olarak
secilen bregmadan 1.40 mm lateral, 0.8 mm posteriyor (kaudal) ve 4.8 mm vertikal

gidilerek tespit edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Sican beyin atlasina gore lateral ventrikiil koordinatlar: (113).

Referans noktasi olarak kabul edilen bregmadan itibaren daha 6nceden Paxinos &
Watson sigan beyin atlasina belirlenen lateral ventrikiiliin koordinatlarina gore (lateral
1.40; posteriyor 0.8 mm) kafatasinin delinecek bolgesi belirlenmek i¢in kaniil alzet
tutucuya takildi (Sekil 3.5A) ve kafatasinda ignenin geldigi nokta isaretlendi (Sekil 3.5B).
Isaretlenen nokta belirgin hale getirildi (Sekil 3.5C) ve matkap ile duraya zarar vermeden

delindi (Sekil 3.5D).

37



/4
7 7
& ;‘,W 4

Sekil 3.5. Kaniiliin alzet tutucuya takilmasi (A), lateral ventrikiil i¢in delinecek bolgenin
ignenin ucuyla tespit edilmesi (B), lateral ventrikiilin bregmaya gore konumunun

belirlenmesi (C) ve matkapla delinmesi (D).

Kalic1 kaniil, BIK iizerindeki plastik tutma bolgesinden stereotaksik cihaza
takilmis olan 6zel Alzet (ABD) tutacagma yerlestirildi ve acilan delikten lateral
ventrikiile indirildi (Sekil 3.6A). BIK’ler dis yapistiricis1 (dental cement) yardimiyla
kafatasia sabitlendi (Sekil 3.6B), mini yan keski yardimiyla BIK’in plastik basi1 kesildi
(Sekil 3.6C) ve tekrardan dental cement ile kapatildi (Sekil 3.6D).
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Sekil 3.6. Beyin infiizyon kitinin delinen kisimdan lateral ventrikiile indirilmesi (A),
kaniil etrafinin dis yapistiricisiyla yapistirilmasi (B), kaniil baginin kesilmesi (C) ve

kaniiliin iistiiniin dis yapistiricisiyla kapatilarak kafatasina sabitlenmesi (D).

BiK’in kaniilii hayvanlarin ense derisi altina yerlestirildi ve insizyon bdlgesi 3.0
ipek (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S., Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon
bolgesine %10 povidon iyodin siiriildii. Ayrica si¢anlardaki kanamaya bagli olarak
meydana gelen sivi kaybin1 6nlemek amaciyla 500 pl serum fizyolojik (SF) ip olarak
uygulandi. Cerrahi operasyona bagli olarak hayvanlarda ortaya c¢ikabilecek agri
duyusunun calismay1 olumsuz etkileyebileceginden 1 hafta siiresince hayvanlarin
kafalarindaki yaranin iyilesmesi ve hayvanlarin lateral ventrikiillerine yerlestirilen beyin
inflizyon Kkitlerine aligmasi i¢in peptid infiizyonu gergeklestirilmedi. Operasyondan
sonraki ilk hafta siganlarin kesi bolgesine diizenli olarak pansumanlar1 yapildi. Ayrica
operasyona bagli gelisebilecek agr1 ve enfeksiyonlara karsi hayvanlart korumak amaciyla
ilk 3 giin intramiiskiiler olarak analjezik (Parasetamol; 180 mg/kg) ve antibiyotik

(Penisilin; 50 mg/kg) uygulamasina devam edildi.
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3.7. Ozmotik Mini Pompalarin Yerlestirilmesi

14. gliniin sonunda si¢anlara spontan solunumlar1 ve géz kirpma refleksleri
korunacak sekilde intramiiskiiler olarak 70 mg/kg ketamin, 8 mg/kg ksilazin ile anestezi
uygulandi. Spontan hareketleri kaybolan si¢anlarin ense kisminda kantiliin yeri palpe
edilerek belirlendi (Sekil 3.7A) ve bu kismi tras edilerek tras edilen ense kismina kii¢iik
bir kesi acild1 (Sekil 3.7B). Kesi bolgesine dezenfektan siiriilerek agilan kesiden daha
onceden hayvanlara yerlestirilen beyin inflizyon kitinin kaniiliine ulasild1 (Sekil 3.7C)
Hamilton enjektorii kullanilarak kantilde tikanma olup olmadigi kontrol edildi ve
herhangi bir tikanma ile karsilagilmadi. Ozmotik mini pompalar infiize edilecek maddeler
ile dolduruldu (Sham grubu i¢in yBOS, uygulama gruplari i¢in 10 ve 100 nM, Metrnl).
Kantiliin fazla kismi kesildi ve ozmotik mini pompanin takilabilecegi uzunlukta birakildi
(Sekil 3.7D). Ense derisi genisletilerek pompanin yerlestirilebilecegi bir alan olusturuldu

ve BIK ozmotik mini pompaya baglanarak infiizyon baslatild: (Sekil 3.7E).

Sekil 3.7. Sicanlarin ense derisinde bulunan kaniiliin tespit edilmesi (A) ve ense derisine
kesi a¢ilmas1 (B) kaniil ucunun ¢ikartilarak kontrol edilmesi (C), kaniiliin fazla kisminin

kesilmesi (D) ve ozmotik mini pompanin takilarak infiizyonun baslatilmasi (E).
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Insizyon bolgesi 3.0 ipek iplik (Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.,
Trabzon/Tiirkiye) ile dikildi ve insizyon bdlgesine %10 povidon iyodin siiriildii.
Operasyona bagli olarak hayvanlarin agrilarini azaltmak amaciyla sigcanlar anesteziden
uyanmak tlizere olduklarinda analjezik ilag (Parasetamol, 180 mg/kg) ip olarak uygulandi.
Ayrica operasyona bagli meydana gelebilecek sivi kaybini tolere etmek amaciyla

sicanlara 500 pl SF ip olarak uygulandi.

3.8. Deneyin Sonlandirilmasi ve Dokularin Toplanmasi

Infiizyon siiresi sona ermeden 10 saat dnce tiim gruplardaki hayvanlarm yemleri
kafeslerinden alinarak sicanlar a¢ birakildi. Sonrasinda hayvanlar anestezi/trankilizan
altinda dekapite edildi. Kan, yag (beyaz ve kahverengi yag doku intraskapular bolgeden),
kas (biseps) ve beyin (hipotalamus) dokular1 alindi. Kan 6rnekleri 3500 rpm’de 10 dk
santrifiij (Hettich, Almanya) edilerek serumlari ayrildi. Serumlar hormon ve
biyokimyasal analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80°C) saklandi. Kas, yag
ve hipotalamus dokular1 da Western Blot analizleri yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza

edilmeye baglandi.

3.9. Analizlerin Yapilmasi

3.9.1. Serum TSH Diizeyinin ELISA Yontemiyle Belirlenmesi

Serum TSH seviyesini belirlemek icin Rat TSH ELISA kiti (USCN Life, Cin;
Katalog no: E0463r) kullanildi. Deneye baslamadan 6nce kit i¢inde bulunan 20,0 mIU/ml

konsantrasyona sahip standart Sekil 3.8’de belirtildigi gibi seyreltilerek hazirlandi.

Referans standarttin seyreltildigi distile su sifir olarak kullanildu.
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S00pul 500l 500pul  S00ul  S00ul 500 pl

\
Stok T

Standart ﬂ l. rw
5.00 2.50

mlIU/mL  20.0 10.0 1.25 0.62 0.31 0

Sekil 3.8. Serum TSH ELISA standart sollisyonunun diliie edilmesi.

Kit igerisindeki soliisyonlar ve drnekler oda sicaklifina gelinceye kadar beklendi.

Tiim reaktifler pipetlenmeden 6nce iyice vortekslendi ve serum Orneklerindeki TSH

diizeyi asagidaki basamaklar takip edilerek belirlendi.

50 pl standart, kor veya 6rnek kuyucuklarina eklendi.

Biitlin kuyucuklara 50 pl Ayirag-1 reaktifi eklendi ve plakanin kapagi kapatilarak
37 °C’de karistiriciya yerlestirilerek 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi otomatik plaka yikayici kullanilarak her bir kuyucuk yaklasik
400 pl yikama soliisyonu konularak 3 defa yikandi. Her yikama sonrasi
kuyucuklar igerisindeki yikama soliisyonu tamamen bosaltildi ve son yikama
sonrasi plaka temiz bir kagit havlu {izerine ters ¢evrilerek kurutuldu.

Biitiin kuyucuklara 100 pl Aymrag-2 reaktifi eklendi ve plakanin kapagi
kapatilarak 37 °C’de karistiriciya yerlestirilerek 45 dk inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi 3. basamaktaki gibi her bir kuyucuk 5 defa yikand.

Her kuyucuga 90 ul substrat ¢ozeltisi eklendi ve plaka kapagi kapatilarak karanlik
bir ortamda inkiibe edildi (37 °C’de 15-30 dk).

Inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga 50 ul durdurma ¢dzeltisi eklendi ve plaka
hafifce ¢alkalandi.

Son olarak plaka 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu. Sonuglar
mlU/ml olarak ifade edildi.
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3.9.2. Serum T3 ve T4 Seviyelerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Serum Orneklerindeki serbest T3 ve T4 seviyeleri, T3 ve T4 ELISA kitleri
(Elabscience, Cin; Katalog no: E-EL-R1097 ve E-EL-R0390) kullanilarak belirlendi. Her
iki kit icerisindeki stok soliisyonlar Sekil 3.9°de gosterildigi gibi distile su ile seyreltilerek

hazirlandi. Referans standardin seyreltildigi distile su sifir olarak kullanildi.

500l 500 pl 500pl 500 pl S500pl 500 pl

A A A /A /A

2::331';: [ u u U U u

3.125 1.563 0 pg/ml

T4 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.563 0 ng/ml

Sekil 3.9. Serum T3 ve T4 ELISA kit standardinin diliie edilmesi.

Ornekler ve reaktifler oda sicakligina gelinceye kadar beklendi. Tiim reaktifler
pipetlenmeden énce iyice karistirildi ve serum drnekleri vortekslendi. Orneklerdeki T3
ve T4 diizeyi asagidaki basamaklar takip edilerek belirlendi.

e 50 ul standart, kor veya d6rnek kuyucuklarina eklendi. Kor kuyucuguna standardin
seyreltildigi distile su ilave edildi. Sonrasinda biitiin kuyucuklara 50 pl biyotinize
edilmis algilama reaktifi eklendi ve plakanin kapagi kapatilarak 37 °C’de
karistiriciya yerlestirilerek 45 dk inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonras1 otomatik plaka yikayici kullanilarak her bir kuyucuk yaklasik
350 pl yikama soliisyonu konularak 3 defa yikandi. Her yikama sonrasi
kuyucuklar igerisindeki yikama sollisyonu tamamen bosaltildi ve son yikama
sonrasi plaka temiz bir kagit havlu {izerine ters ¢evrilerek kurutuldu.

e Biitiin kuyucuklara 100 ul HRP konjugat calisma soliisyonu eklendi ve plakanin
kapag1 kapatilarak 37 °C’de karistiriciya yerlestirilerek 30 dk inkiibe edildi.

e inkiibasyon sonrasi 2. basamaktaki gibi her bir kuyucuk 5 defa yikand.
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e Her kuyucuga 90 pl substrat ¢ozeltisi eklendi ve plaka kapagi kapatilarak 37
°C’de 15 dk etiiv igerisinde inkiibe edildi.

e Iinkiibasyon sonras1 her bir kuyucuga 50 pl durdurma ¢ozeltisi eklendi ve plaka
hafifce ¢alkalandi.

e Son olarak plaka 450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda okundu.

ELISA analizlerinin genel deney protokoli Sekil 3.10°da gosterilmistir.

1.Hazirhk

[o) g P R
Geleneksel ELISA Deneyi
- -

Anhk ELISA Deneyi

- -

/\ Z.inki:ibasyon s

3.Soniand|rma

Uygulama siiresi 15
dakika olmal

Substrat

.

Durdurma Soliisyonu

@ @ Yikama Basamag
Standart Seyreltiler

Sekil 3.10. Genel ELISA protokolii.

3.9.3. Western Blot Analizi

Western Blot analizleri Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
Anabilim Dali laboratuvarinda yapildi. Siganlarin hipotalamus dokularindan TRH, beyaz
ve kahverengi yag dokularinda UCPI1 ile UCP3, kas dokularinda ise UCP3 protein
seviyeleri Western Blot analizleri ile belirlendi. Yapilan Western Blot analizinin genel

prosediirii Sekil 3.11°da gosterilmistir.
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Sekil 3.11. Western Blot analizine genel bakis.

Alinan doku 6rnekleri RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, %0.1 Triton
X-100, %0.5 Sodyum deoksikolat, %0.1 SDS, 1 mM Sodyum ortovanadat, 1 mM NaF,
cOmpleteTM Proteaz inhibitor tablet; Roche) icerisinde homojenatorde (QIAGEN
TissueLyser LT, Almanya) parcalandi ve buz tizerinde 30 dk inkiibe edildi. Lizis sonrasi
3 defa 10 sn sonikasyon yapildi (Q125, QSonica, USA). Tiipler 4°C sicaklikta 15000
rpm’de 30 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant yeni tiiplere alindi ve orneklerin
protein diizeyleri BCA Protein 8l¢iim kiti (Biorbyt, Ingiltere) kullanilarak belirlendi.

Calismada %15 SDS jeller kullanildi ve her kuyucuga esit miktarda protein 6rnegi
(20 pg) yiikledi. Jeller 10 dk 100 V’da daha sonra 70 dk 200 V’da yiiriitiildii. Elektroforez
sonrast Trans-Blot Turbo RTA transfer kiti (Katalog No: 1704272, BioRad, ABD)
kullanilarak 0.22 ym PVDF membranlara proteinler transfer edildi (TransBlot Turbo,
BioRad, ABD) (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Western Blot i¢in hazirlanan sandvigin yapisi.

Membran oda sicakliginda 1 saat %5’lik siit tozuyla blokland1 ve sonra geceboyu 4 °C’de
primer antikorla (UCP3, NBP2-24608, Novus Biologicals; UCP2, sc-390189, Santa-Cruz
Biotechnology; UCP1, sc-293418, Santa-Cruz Biotechnology; B-actin, sc-81178 Santa-
Cruz Biotechnology) inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra, membranlar TBS-T ile yikand1
ve oda sicakliginda 1 saat HRP ile konjiige edilmis ikincil antikor (anti-mouse seconder
antibody; sc-516102, Santa-Cruz Biotechnology; anti-rabbit seconder antibody; 7074,
Cell Signaling) uygulandi. Son olarak, ECL soliisyonu (Clarity ECL Western Blotting
Substrate, BioRad, ABD) ile muamele edilen membranlar, Fusion FX-7 (Vilber,
Almanya) sisteminde goriintiilendi. Blotlarin analizi Image J programinda analiz edildi.

Yiikleme kontrolii olarak insan anti-B-aktin antikoru kullanildi (114, 115).
3.10. Verilerin Istatistiksel Analizi

Analizlerde IBM SPSS Statistics 24.0 for Windows paket programi kullanildi.
Normal dagilima uygunluk Shapiro Wilk testi ile incelendi. Nicel degiskenlerin gruplar
aras1 karsilastirilmalarinda Kruskal Wallis H testi kullanildi. Onemli farklilik
belirlendiginde ¢oklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
gergeklestirildi. Nicel veriler ortamala deger + standart sapma ile 6zetlendi. p<0.05 degeri

istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Metrnl’nin TRH Protein ifade Diizeyi Uzerine Etkisi

Icv olarak uygulanan Metrnl’nin hipotalamustaki TRH protein seviyesi iizerine
etkileri Sekil 4.1°de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, TRH protein
seviyeleri bakimindan kontrol ve sham gruplar1 arasinda énemli bir farklilik olmadigi
(p>0.05) ancak Metrnl uygulanan her iki grubun (10 ve 100 nM) kontrol ve sham
gruplarina kiyasla TRH protein diizeyini artirdig1 (p<0.05), meydana gelen bu artisin ise

doz bagimli olmadig belirlendi.

Kontrol Sham 10 nM Metrnl 100 nM Metrnl
— TRH 27 kDa
A
| — B -aktin 43 kDa
B ,s-
b
b

2,0
g
g
o
£
h+ 1,5
<
8
é a
Z 1,0 1 a
H %

Kontrol Sham 10 nMMetrnl 100 nM Metrnl

Gruplar

Sekil 4.1. Metrnl’nin hipotalamus TRH protein diizeyi lizerine etkisinin Western Blot jel

goriintiisii (A) ve TRH bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi (B). (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b

birbirinden farkl olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihg1 gostermektedir, *°p<0.05).
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4.2. Metrnl’nin Serum TSH ifade Diizeyi Uzerine Etkisi

Siganlara Icv olarak uygulanan Metrnl’nin serum TSH seviyesi iizerine etkileri
Sekil 4.2°de sunulmustur. Serum TSH seviyeleri agisindan gruplar karsilastirildiginda
kontrol ve sham gruplarinin serum TSH seviyelerinin benzer oldugu (p>0.05) 6te yandan
Metrnl (10 ve 100 nM) uygulanan gruplarda serum TSH seviyelerinin kontrol ve sham
gruplarma kiyasla yiiksek oldugu belirlendi (p<<0.05). Ayrica yapilan istatistiksel analizler
sonucu, serum TSH diizeyi bakimindan, Metrnl infiizyonu yapilan gruplar arasinda

farklilik olmadigi tespit edildi (p>0.05).
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Sekil 4.2. Metrnl’nin serum TSH ifade diizeyi iizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi
Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkl

olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir, »°p<0.05).

4.3. Metrnl’nin Serum T3 ve T4 ifade Diizeyleri Uzerine Etkisi

Metrnl’nin icv olarak uygulanmasi sonucunda serum T3 seviyesinde meydana
gelen degisiklikler Sekil 4.3°te verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda,

kontrol ve sham gruplar1 arasinda serum T3 seviyeleri bakimindan herhangi bir farklilik
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olmadig1 (p>0.05) fakat 10 ve 100 nM Metrnl uygulamasinin kontrol ve sham gruplarina
kiyasla serum T3 seviyesini artirdig1 (p<0.05), 10 nM Metrnl uygulanan grupta 100nM
Metrnl uygulanan gruba kiyasla serum T3 diizeyi yiiksek olarak tespit edilmesine ragmen,

bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05)
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Sekil 4.3. Metrnl’nin serum T3 ifade diizeyi lizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal

Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkl

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihg1 gostermektedir, *°p<0.05)

Icv seklinde uygulanan Metrnl’nin serum T4 seviyesi iizerine etkileri Sekil 4.4’te
sunulmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kontrol ve sham gruplar1 arasinda
serum T4 seviyeleri bakimindan herhangi bir farklilik olmadigi (p>0.05) tespit edilirken
10 ve 100 nM uygulanan Metrnl’nin kontrol ve sham gruplarina kiyasla serum T4
seviyesini artirdigl (p<0.05), Serum T4 diizeyi agisindan Metrnl uygulanan gruplar
kiyaslandiginda ise 100 nM Metrnl uygulanan grupta 10 nM Metrnl uygulanan gruba
kiyasla serum T4 seviyesinde kismi artis meydana geldigi ancak bu artigin istatistiksel

olarak anlamli olmadig goriildii (p>0.05).
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Sekil 4.4. Metrnl’nin serum T4 ifade diizeyi ilizerine etkisi. (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal

Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a ve b birbirinden farkli olup farkli

harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihg1 gostermektedir, *°p<0.05).
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4.4. Metrnl’nin Periferal UCP’lerin Protein ifade Diizeyi Uzerine Etkileri
4.4.1. Metrnl’nin Beyaz Yag UCP1 Protein ifade Diizeyi Uzerine Etkisi

Icv Metrnl infiizyonu sonrasinda siganlarin beyaz yag dokularindaki UCP1
protein ifadesi diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.5°te gosterilmistir. Icv Metrnl
uygulamas1 UCP1 protein ifadesini 10 ve 100 nM uygulanan gruplarda artirdig (p<0.05)
tespit edilirken 100 nM Metrnl uygulanan gruptaki UCP1 protein seviyesinde 10 nM
Metrnl uygulanan gruba kiyasla kismi bir artisa neden oldugu fakat bu artigin istatistiksel

olarak anlamli diizeyde olmadig goriildii (p>0.05).
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Sekil 4.5. Metrnl’nin beyaz yag UCP1 protein ifade diizeyi tizerine etkisinin Western Blot

jel goriintiisii (A) ve UCP1 bantlarinin densimetrik analizinin gdsterilmesi (B). (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilagtirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edildi. a ve b

birbirinden farkli olup farkl harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklihig1 géstermektedir, °p<0.05)
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4.4.2. Metrnl’nin Kahverengi Yag UCP1 Protein ifade Diizeyi Uzerine Etkisi

Siganlara Icv Metrnl uygulamasi sonrasinda kahverengi yag dokusundaki UCP1
protein ifadesi diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.6°’da sunulmustur. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda icv Metrnl uygulamasinin kontrol ve sham grubuna kiyasla 10 ve100
nM Metrnl uygulanan gruplarda UCP1 protein ifadesini arttirdigi (p<0.05) ayni1 zamanda
100 nM Metrnl uygulanan grupta UCP1 protein ifadesinin 10 nM Metrnl uygulanan gruba
kiyasla doz bagimli bir artig gosterdigi belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.6. Metrnl’nin kahverengi yag UCPI1 protein ifade diizeyi iizerine etkisinin
Western Blot jel goriintiisii (A) ve UCP1 bantlarinin densimetrik analizinin gosterilmesi

(B). (Verilerin degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar

Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak
ifade edildi. a, b ve c birbirinden farkli olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farkliligi
gostermektedir, **°p<0.05).
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4.4.3. Metrnl’nin Kas UCP3 Protein ifade Diizeyi Uzerine Etkisi

Metrnl’in santral uygulanmasi sonrasinda si¢anlarin kas (biceps) dokularindaki
UCP3 protein ifadesi diizeylerindeki degisiklikler Sekil 4.7°de gdsterilmistir. Kas doku
UCP3 protein ifade diizeyleri bakimindan gruplar karsilastirildiginda Metrnl uygulanan
(10 ve 100 nM) gruplarda kontrol ve sham grubuna kiyasla UCP3 protein ifadesinin artis
gosterdigi (p<0.05) belirlendi. Ayrica yapilan istatistiksel analizler sonucunda 100 nM
Metrnl uygulanan grupta UCP3 protein seviyesinin 10 nM Metrnl uygulanan gruba
kiyasla doz bagimli bir artig gosterdigi tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.7. Metrnl’nin kas UCP3 protein ifade diizeyi iizerine etkisinin Western Blot jel

goriintiisii (A) ve UCP3 bantlarinin densimetrik analizinin gdsterilmesi (B). (Verilerin

degerlendirilmesi Kruskal Wallis H testi kullanilarak yapildi. Coklu karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. a,b ve c

birbirinden farkl olup farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farklilig1 gostermektedir, *>°p<0.05).
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5. TARTISMA

Hipotalamus, metabolik homeostazis tlizerindeki etkilerini biiylik 6l¢cekte HHT
aksinda yer alan hormonlar iizerinden ortaya koymaktadir (8). Bu akstaki endokrin
fonksiyonlar TRH, TSH, T3 ve T4 hormonlar tarafindan yerine getirilmektedir.
Hipotalamustan TRH biyosentezi ger¢eklestikten sonra, sentezlenen peptid hipofizden
TSH sentezini ve salinimini uyarmak tlizere akson terminalleri boyunca medyan eminense
tasinir ve buradan da hipofizyal portal sistem kapilleri icerisine serbestlenir (9, 10). On
hipofize ulagan TRH, hipofiz tirotrop hiicre zarindaki reseptorlerine baglanarak fosfolipaz
ikinci haberci sistemini aktive eder ve bu aktivasyonla tirotrop hiicrelerde sentezlenen
TSH dolasima katilir. Dolasimdaki TSH tiroid bezindeki TSH-R reseptoriine baglanarak
tiroid hormonlarinin (T3 ve T4) yapimini ve salgilanmasini diizenler (11). HHT aksinin
son basamaginda salgilanan T3 ve T4 hormonlari, viicudun enerji tiiketimini, 1s1
tiretimini, viicut agirhgini ve lipid metabolizmasini diizenlemektedir (12-15). T3 ve T4
hormonlar1 hemen hemen tiim hiicrelerdeki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirarak enerji
harcanmasinm1 arttirmakta ve ayni zamanda 1s1 olusumuna neden olmaktadir. Artmis
kimyasal reaksiyonlar alinan enerjinin daha fazla kullanilmasina, yag olarak depo
edilmesinin  engellenmesine  eslik  etmekle Dbirlikte obezite gelisimini de
sinirlandirmaktadir. Ozellikle uzun siireli soguga maruziyet durumunda metabolizma hiz1
ile viicut 1s1sinda meydana gelen azalmanin, tiroid hormon salgisindaki artisa bagl olarak
bozulan homeostatik dengenin yeniden kuruldugu bilinmektedir. Tiroid hormonlari
dokularda enerji kullanimini arttirirken, titremesiz termojenez ile de viicut sicakliginin
diizenlenmesini saglamaktadir (16). Tiroid hormonlar1 bu titremesiz termojenez
tizerindeki aktive edici tarzdaki etkisini biiyiik Ol¢ekte UCP1 iizerinden ortaya
koymaktadir (105).

Tiroid hormonlarinin soguga adaptasyonda rol aldigini ortaya koyan birgok
calisma mevcuttur. Yapilan ¢alismalarla tiroid hormonlarinin soguk iklime uyum
saglamada adrenerjik sistemden sonra en 6nemli ikinci rolii aldig1 belirlenmistir (116).
52 giin siireyle 6 C sicakliga maruz kalmanimn kadinlarda tiroid agirligi artisina sebep
oldugu ve hatta 28. giinde en {ist seviyeye ulastig1 tespit edilmistir (117). Baska bir
caligmada ise erkeklere ip TRH uygulamasinin ardindan soguk stres uygulanmasiyla
birlikte KYD aktivitesinin artabilecegi ortaya c¢ikarilmistir (118). Soguga maruziyetin

tiroid hormonlar iizerine etkisinin degerlendirildigi bir bagka ¢aligmada ise 22 ve 7 aylik
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siganlar soguk strese maruz birakilmis ve her iki grupta da serum T3 ve T4 seviyelerinde
artis goriilmiistiir. Bununla birlikte 22 aylik si¢anlardaki artisin 7 aylik sicanlardaki artiga
oranla daha az oldugu tespit edilmistir (119).

Mevcut literatirde MetrnI’nin  de sogukla iligkilendirildigi ¢alismalar
bulunmaktadir. Rao ve ark. tarafindan Metrnl’nin soguga adaptasyondaki roliiniin
incelendigi ¢aligmada farelere soguk stres uygulanmasinin ardindan dolagimdaki Metrnl
seviyesinin arttig1 belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada uzun siireli (24 saat) ve kisa siireli (6
saat) soguga maruziyetle birlikte her iki uygulama grubunda da kahverengi, subkutan ve
epididimal yag dokudaki Metrnl mRNA seviyesinin arttig1 hatta 6 saat soguga maruz
birakilan farelerde 6nemli bir artis goriildiigii rapor edilmistir (4). Soguga maruziyetle
beraber Metrnl ve tiroid hormonlarinin dolasimdaki seviyelerinin artmasi, sogukla
birlikte azalan metabolizma hizinin tiroid hormonlar1 ile kompanse edilmesi, tiroidin
PGC-1a ekspresyonunu (120) uyarmasi , Metrnl’nin ise hem PPAR-y hem de PGC-1a
ekspresyonunu uyarmasi (33, 35) Metrnl’nin tiroid hormonlari ile enerji metabolizmasi
tizerinde roller iistlenebilecegini akla getirmektedir. Bizim caligmamizda icv olarak
infiizyon seklinde uygulanan Metrnl’nin HHT aksinda goérev alan TRH, TSH, T3 ve T4
hormon diizeylerini arttirdig1 belirlendi. Bu bulgular; Metrnl’nin heniiz bilinmeyen bir
fizyolojik yolak ilizerinden HHT aksinda gdrev alan hormon salgisini uyarabildigini
gostermektedir. Metrnl uygulamasinin bu hormon diizeylerini arttirmasi, bu peptidin
enerji metabolizmasinda halen gizemini korudugu, fizyolojik rollere sahip olabilecegini
bizlere diisiindiirmektedir. Metrnl’nin tiroid hormonlar1 lizerinden tiim viicutta enerji
harcanmasinda artis meydana getirebilecegi diisliniilmektedir.

Tiroid hormonlar: hiicresel diizeyde mitokondri ve hiicre zar1 lizerinden enerji
kullanimin1 ve metabolizma hizini arttirmaktadir. Elektron tasima zincirini ATP’den
ayiran tiroid hormonlar1 mitokondriyal diizeyde metabolik hiz1 uyarmaktadir (121). Bu
fizyolojik siiregte ayirici proteinler olan UCP’ler gérev almaktadir (99).

UCP’ler mitokondri i¢ membraninda bulunan ve mitokondriyal anyon tastyici
ailesinden olan biitiinleyici zar proteinleridir. Farkli viicut dokularinda dagilim gosteren
bu proteinlerin 5 iiyesi mevcuttur (122). Protein ailesinin tanimlanan ilk iiyesi olan
UCP1’in KYD’de; UCP2’nin akciger, mide, dalak gibi farkli dokularda (123, 124);
UCP3’iin iskelet kasinda (91, 94), UCP4 ve UCP5’in ise merkezi sinir sisteminde varligi
bilinmektedir (94, 96, 97). UCP1 ve kastaki homologu olan UCP3’{in termojenezde aktif
rol aldig1 rapor edilmistir (99). KYD ve kas dokudaki UCP1 ve UCP3 ekspresyonundaki
artis alinan enerjinin yakilmasi olarak kabul edilmektedir (84, 89, 125). Ote yandan
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BYD’de bulunan UCP1 de kahverengilesmenin (beyaz yag dokunun yanmasi,
kahverengi/bej yag dokuya doniismesi) bir Olgiisii olarak kabul edilmektedir (17).
Metrnl’nin enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde efektif roller iistlenmesi bu
peptidin UCP’ler ile iliskili olabilecegini diistindiirmektedir.

Tiroid hormonlar1 ve UCP’lerin enerji metabolizmasinda ortak hareket ettigini ortaya
koyan calismalar mevcut literatiirde yer almaktadir. 3T3L1 preadiposit hiicre hattindaki
termojenezin T3 tarafindan diizenlenen tiroid hormon reseptorlerinin ¢esitli
varyasyonlartyla AMPK nin iligkisini degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alismada AMPK
ve UCP1 mRNA seviyesinin T3 uygulamasiyla arttifi tespit edilmis (126). Tiroid
hormonlarinin enerji metabolizmasindaki etkisi ne kadar karmasik bir sisteme sahip olsa
da UCP1 ve UCP3 ile aracili mekanizmalarla hareket ettigi bilinmektedir (105). Beyaz
yag dokuda bulunan UCP1 seviyesi ve aktivasyonunun T3 tarafindan artirildigi
bildirilmektedir (108). T3 aym zamanda iskelet kasindaki UCP3 ekspresyonu ve
aktivitesini de artirmaktadir (111). Metrnl’'nin, HHT akst hormonlar1 ve periferal
UCP’lerle birlikte enerji metabolizmasindaki etkisinin arastirildigi mevcut bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bizim calismamizda icv inflizyon olarak uygulanan Metrnl’nin
BYD’de doz bagimli olmaksizin KYD’de ise doz bagimli olarak UCP1, kas dokuda ise
UCP3 diizeyini yine doz bagimli olarak artirdigini belirledik. BYD’de UCP1 diizeyindeki
artis kahverengi yag kiitlesindeki artigsa, KYD’deki UCP1 seviyesinde goriilen artis ise
yag dokunun depo edilen enerjisinin yakilmasina bir isarettir. Kas dokuda UCP3
diizeyindeki artigla birlikte kas dokudaki glukoz kullaniminin artacagini bilmekteyiz.
Elde ettigimiz sonugta icv inflizyon yoluyla uygulanan MetrnlI’nin, BYD ve KYD’de
meydana gelen UCP1 diizeyindeki artis ve kas dokuda meydana gelen UCP3 diizeyindeki
artisin tiim viicut enerji kullaniminin arttiracaginin sinyalini vermektedir. Hatta periferal
UCP’lerin bu dokulardaki protein seviyesinde goriilen artisin temel sebebinin Metrnl’nin,
dogrudan veya dolayli yoldan (HHT aks1 hormonlarinin seviyelerini artirarak) UCP1 ve
UCP3 seviyesini artirmasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

KYD’nin enerji denkleminde, enerji harcama tarafini kuvvetlendiren bir mekanizma
olan titremeyen termojenezi sagladigi ve bunu da soguk aracili termojenezin
diizenleyicisi olan periferal UCP’lerle gergeklestirdigi bilinmektedir (127). Mevcut
literatiirde periferal UCP’lerin soguk stres uygulamasiyla birlikte termojenezi
indiiklendigini ortaya koyan bir¢ok ¢alisma vardir. Siganlarda yapilan bir caligmada 7 giin
stiresince soguk stres uygulamasinin BYD ve KYD’de UCP1 diizeyini arttirdig1 rapor
edilmistir (127). Metrnl’nin de soguk stres uygulamasiyla birlikte dokulardaki UCP1
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diizeyini artirdigina iligkin ¢alismalar bulunmaktadir. Rao ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada Metrnl izotip ve antikorunun ip enjeksiyonunun ardindan soguk stres
uygulanmasiyla birlikte her iki grupta da subkutan yag dokuda UCP1 seviyesi artis
gozlenmis ve Ozellikle Metrnl izotipi uygulanan gruptaki artisin daha fazla oldugu tespit
edilmistir (4). Mevcut literatiir degerlendirildiginde Metrnl’nin  soguk stres
uygulamasiyla birlikte UCP1 seviyesini artirarak enerji homeostazina katki
saglayabilecegi sOylenebilir. Bizim ¢alismamizda ise soguk stres uygulamasi olmaksizin
icv infiizyon seklinde uygulanan Metrnl’nin BYD ve KYD’de UCP1; kas dokuda UCP3
protein seviyesinde artis goriilmektedir. Sonug¢larimizi var olan ¢alismalarla birlikte
degerlendigimizde, Metrnl’nin periferal UCP’leri indiikleyerek heniiz bilinmeyen bir
mekanizmay1 kullanip soguga maruziyet olmadan da tiim viicut enerji harcanmasini
gergeklestirebilecegini diisiinmekteyiz.

Metrnl enerji homeostazi yoluyla metabolik hastaliklar i¢in terapotik potansiyellere
sahiptir. Metrnl’nin metabolik hastaliklarin tedavisinde kullanilip kullanilmayacagini
aragtirmak amaciyla yapilan bir ¢calismada subkutan kaynakli insan adiposit hiicrelerine
0, 20, 50, 100 ve 1000 ng/ml olmak iizere 5 doz Metrnl kisa siireli uygulanmis ve UCP1
mRNA seviyesi Ol¢iilmiistiir. Uygulama gruplarinin hepsinde kontrole kiyasla UCP1
mRNA seviyesinde artis goriilmiis ancak yiiksek diizeyde bir artis goriilmemistir (128).
Bizim ¢alismamizda 14 giin siiresince icv inflizyon seklinde uygulanan Metrnl’nin, BYD
ve KYD’de UCP1 protein seviyesinde yliksek diizeyde artisa neden oldugu goriildii.
Metrnl’in  UCP1 seviyesinde meydana getirecegi artisin daha agik bir sekilde
goriilebilmesi i¢in ¢aligmamizda oldugu gibi daha uzun siireli uygulanmasi gerektigi
distintiilmektedir.

Metabolik homeostazda gorev alan bir¢cok adipokin ve adipomiyokin yapili (129)
peptid bulunmaktadir. Metrnl gibi adipomiyokin yapida olan irisin seviyesindeki orta
dereceli artisin BYD kahverengilesmesini, UCP1 ekspresyonu saglayan PGC-1a gen
ifadesini artirarak destek sagladigi bilinmektedir (17, 130). Tiip mide ameliyatinin
termojenez sirasinda gorev alan adipomiyokinler olan Metrnl ve irisin ile iligkisinin
arastirildig1 bir ¢alismada operasyon sonrasinda siganlarda agirlikta azalma ve glukoz
homeostazinda iyilesme belirtilerinin bu adipomiyokinlerin dolasimdaki seviyesiyle
iliskili oldugu; Metrnl ve irisinin doku ekspresyonundaki artisin da obezite ve insiilin
direncini engelleyebilecegi rapor edilmistir. Ayni g¢alismada mitokondriyal enerji
homeostazinin diizenlenmesinden sorumlu periferal UCP’ler aracilifiyla da termojenezi

tyilestirilebilecegi belirtilmistir (131). T2DM ve obezitede, Metrnl ve irisinin plazma
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seviyesi arasinda gii¢lii bir pozitif korelasyon gosterdigi ortaya konmustur (132). Mevcut
literatiir Metrnl ve metabolik hastaliklarla yakindan iliskili olan irisin arasinda olas1 bir
etkilesimin olabilecegini isaret etmektedir.

Calisma sonug¢larimiz mevcut literatiirle birlikte ele alindiginda Metrnl’nin HHT
aksinda gorev alan hormonlarin (TRH, TSH, T3 ve T4) seviyesini ve periferik enerji
tiiketiminin gostergesi olarak kabul edilen yag doku (beyaz ve kahverengi) UCP1 ve kas
doku UCP3 protein ifadelerini artirarak ve enerji metabolizmasini diizenleyebilecegini
ortaya koymaktadir. Ancak bu etkileri hangi fizyolojik mekanizmalar iizerinden
gosterdigi heniiz bilinmemektedir. Ilave ve kapsaml1 calismalar ile Metrnl’nin hiicresel

etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi olduk¢a 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda si¢anlara uygulanan Metrnl hormonunun, HHT aks1 {izerinde
yer alan hormonlarin ve periferal UCP’lerin diizeylerinde artisa neden oldugunu
belirledik. Bulgularimiz Metrnl’nin enerji metabolizmasinda 6nemli fizyolojik roller
iistlenebilecek bir hormon oldugunu gostermektedir. Metrnl’nin bu fizyolojik rolleri
hangi mekanizmalar {izerinden gerceklestirdigi heniiz aydinlatilmamustir. ileri diizey ve
kapsamli aragtirmalarla birlikte bu mekanizmalarin aydinlatilmast Metrnl’nin enerji
metabolizmasindaki etkilerinin agiklanmasi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Elde
edilen bu bulgular mevcut literatiirde yer alan Metrnl’nin insiilin direncini ve adipoz
inflamasyonunu azaltici; lipid metabolizmasini artirici etkilerinin oldugunu destekleyici
niteliktedir.

Gilinlik alinan enerjinin harcanandan fazla oldugu durumlarda, bu fazla enerji
viicutta yag olarak depo edilmekte ve artan yag kitlesine bagli olarak ise obezite
gelismektedir. Alinan enerjiyi belirleyen en 6nemli faktorlerden biri hipotalamusun istah
merkezidir. Metrnl’nin hipotalamik néronlar (NPY/AgRP, POMC/CART) iizerindeki
etkisi ile giinliik besin ve kilo degisimi lizerindeki etkileri merak konusudur. Bu alanda
literatiirde yeterince bilgi yer almamak ile birlikte, bu alanda yapilacak caligmalara
ihtiyac oldugu agiktir. Metrnl’nin beslenme ve istah iizerindeki etkilerinin agiklanmasi ile
birlikte bir sonraki basamakta obezite iizerindeki rolleri arastirilabilecegi gibi, bu
patofizyolojik siiregteki rollerin tanimlanmasi obezite ile miicadeleye belki de yeni bir

bakis agis1 kazandiracaktir.

59



KAYNAKLAR

Jorgensen JR, Fransson A, Fjord-Larsen L, Thompson LH, Houchins JP,
Andrade N, Torp M, Kalkkinen N, Andersson E, Lindvall O, Ulfendahl M,
Brunak S, Johansen TE, Wahlberg LU. Cometin is a novel neurotrophic factor
that promotes neurite outgrowth and neuroblast migration in vitro and supports
survival of spiral ganglion neurons in vivo. Exp Neurol. 2012, 233(1): 172-81.
Zheng SL, LiZY, Song J, Liu JM, Miao CY. Metrnl: a secreted protein with new
emerging functions. Acta Pharmacol Sin. 2016, 37(5): 571-9.

Kim MS, Pinto SM, Getnet D, Nirujogi RS, Manda SS, Chaerkady R,
Madugundu AK, Kelkar DS, Isserlin R, Jain S, Thomas JK, Muthusamy B, Leal-
Rojas P, Kumar P, Sahasrabuddhe NA, Balakrishnan L, Advani J, George B,
Renuse S, Selvan LD, Patil AH, Nanjappa V, Radhakrishnan A, Prasad S,
Subbannayya T, Raju R, Kumar M, Sreenivasamurthy SK, Marimuthu A, Sathe
GJ, Chavan S, Datta KK, Subbannayya Y, Sahu A, Yelamanchi SD, Jayaram S,
Rajagopalan P, Sharma J, Murthy KR, Syed N, Goel R, Khan AA, Ahmad S,
Dey G, Mudgal K, Chatterjee A, Huang TC, Zhong J, Wu X, Shaw PG, Freed
D, Zahari MS, Mukherjee KK, Shankar S, Mahadevan A, Lam H, Mitchell CJ,
Shankar SK, Satishchandra P, Schroeder JT, Sirdeshmukh R, Maitra A, Leach
SD, Drake CG, Halushka MK, Prasad TS, Hruban RH, Kerr CL, Bader GD,
lacobuzio-Donahue CA, Gowda H, Pandey A. A draft map of the human
proteome. Nature. 2014, 509(7502): 575-81.

Rao RR, Long JZ, White JP, Svensson KJ, Lou J, Lokurkar I, Jedrychowski MP,
Ruas JL, Wrann CD, Lo JC, Camera DM, Lachey J, Gygi S, Seehra J, Hawley
JA, Spiegelman BM. Meteorin-like is a hormone that regulates immune-adipose
interactions to increase beige fat thermogenesis. Cell. 2014, 157(6): 1279-91.
Li ZY, Song J, Zheng SL, Fan MB, Guan YF, Qu Y, Xu J, Wang P, Miao CY.
Adipocyte Metrnl Antagonizes Insulin Resistance Through PPARy Signaling.
Diabetes. 2015, 64(12): 4011-22.

Townsend LK, Knuth CM, Wright DC. Cycling our way to fit fat. Physiol Rep.
2017, 5(7): e13247.

Lee JO, Byun WS, Kang MJ, Han JA, Moon J, Shin MJ, Lee HJ, Chung JH, Lee
JS, Son CG, Song KH, Kim TW, Lee ES, Kim HM, Chung CH, Ngoei KRW,

60



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Ling NXY, Oakhill JS, Galic S, Murray-Segal L, Kemp BE, Kim KM, Lim S,
Kim HS. The myokine meteorin-like (metrnl) improves glucose tolerance in
both skeletal muscle cells and mice by targeting AMPKoa2. Febs j. 2020,
287(10): 2087-104.

Joseph-Bravo P, Jaimes-Hoy L, Charli JL. Advances in TRH signaling. Rev
Endocr Metab Disord. 2016, 17(4): 545-58.

Hall R, Amos J, Garry R, Buxton RL. Thyroid-stimulating hormone response to
synthetic thyrotrophin releasing hormone in man. Br Med J. 1970, 2(5704): 274-
7.

Harris AR, Christianson D, Smith MS, Fang SL, Braverman LE, Vagenakis AG.
The physiological role of thyrotropin-releasing hormone in the regulation of
thyroid-stimulating hormone and prolactin secretion in the rat. J Clin Invest.
1978, 61(2): 441-8.

Zoeller RT, Tan SW, Tyl RW. General background on the hypothalamic-
pituitary-thyroid (HPT) axis. Crit Rev Toxicol. 2007, 37(1-2): 11-53.

Zhang J, Lazar MA. The mechanism of action of thyroid hormones. Annu Rev
Physiol. 2000, 62: 439-66.

Monfared A, Gorti G, Kim D. Microsurgical anatomy of the laryngeal nerves as
related to thyroid surgery. Laryngoscope. 2002, 112(2): 386-92.

Yen PM. Physiological and molecular basis of thyroid hormone action. Physiol
Rev. 2001, 81(3): 1097-142.

Wrutniak-Cabello C, Casas F, Cabello G. Thyroid hormone action in
mitochondria. J Mol Endocrinol. 2001, 26(1): 67-77.

Warner A, Rahman A, Solsjé P, Gottschling K, Davis B, Vennstréom B, Arner
A, Mittag J. Inappropriate heat dissipation ignites brown fat thermogenesis in
mice with a mutant thyroid hormone receptor al. Proc Natl Acad Sci U S A.
2013, 110(40): 16241-6.

Bostrom P, Wu J, Jedrychowski MP, Korde A, Ye L, Lo JC, Rasbach KA,
Bostrom EA, Choi JH, Long JZ, Kajimura S, Zingaretti MC, Vind BF, Tu H,
Cinti S, Hejlund K, Gygi SP, Spiegelman BM. A PGCl1-a-dependent myokine
that drives brown-fat-like development of white fat and thermogenesis. Nature.
2012, 481(7382): 463-8.

Erden Y, Tekin S, Kirbag S, Sandal S. Mitochondrial Uncoupling Proteins in the
Brain: Their Structure, Function and Physiological Roles [Beyindeki

61



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Mitokondriyal Eslesme Bozucu Proteinler: Yapis, Islevi Ve Fizyolojik Rolleri]
Med Science. 2015, 4(2): 2289.

Sharma BK, Patil M, Satyanarayana A. Negative regulators of brown adipose
tissue (BAT)-mediated thermogenesis. J Cell Physiol. 2014, 229(12): 1901-7.
Ramialison M, Bajoghli B, Aghaallaei N, Ettwiller L, Gaudan S, Wittbrodt B,
Czerny T, Wittbrodt J. Rapid identification of PAX2/5/8 direct downstream
targets in the otic vesicle by combinatorial use of bioinformatics tools. Genome
Biol. 2008, 9(10): R145.

Surace C, Piazzolla S, Sirleto P, Digilio MC, Roberti MC, Lombardo A, D'Elia
G, Tomaiuolo AC, Petrocchi S, Capolino R, El Hachem M, Claps Sepulveda D,
Sgura A, Angioni A. Mild ring 17 syndrome shares common phenotypic features
irrespective of the chromosomal breakpoints location. Clin Genet. 2009, 76(3):
256-62.

Chung J, Kubota H, Ozaki Y, Uda S, Kuroda S. Timing-dependent actions of
NGF required for cell differentiation. PLoS One. 2010, 5(2): €9011.

Nishino J, Yamashita K, Hashiguchi H, Fujii H, Shimazaki T, Hamada H.
Meteorin: a secreted protein that regulates glial cell differentiation and promotes
axonal extension. Embo j. 2004, 23(9): 1998-2008.

Jorgensen JR, Thompson L, Fjord-Larsen L, Krabbe C, Torp M, Kalkkinen N,
Hansen C, Wahlberg L. Characterization of Meteorin--an evolutionary
conserved neurotrophic factor. J Mol Neurosci. 2009, 39(1-2): 104-16.
Bridgewood C, Russell T, Weedon H, Baboolal T, Watad A, Sharif K, Cuthbert
R, Wittmann M, Wechalekar M, McGonagle D. The novel cytokine Metrnl/IL-
41 is elevated in Psoriatic Arthritis synovium and inducible from both entheseal
and synovial fibroblasts. Clin Immunol. 2019, 208: 108253.

Ushach I, Arrevillaga-Boni G, Heller GN, Pone E, Hernandez-Ruiz M, Catalan-
Dibene J, Hevezi P, Zlotnik A. Meteorin-like/Meteorin- Is a Novel
Immunoregulatory Cytokine Associated with Inflammation. J Immunol. 2018,
201(12): 3669-76.

Ushach I, Burkhardt AM, Martinez C, Hevezi PA, Gerber PA, Buhren BA,
Schrumpf H, Valle-Rios R, Vazquez MI, Homey B, Zlotnik A. METEORIN-
LIKE is a cytokine associated with barrier tissues and alternatively activated

macrophages. Clin Immunol. 2015, 156(2): 119-27.

62



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Bridgewood C, Alase A, Watad A, Wittmann M, Cuthbert R, McGonagle D. The
IL-23p19/EBI3 heterodimeric cytokine termed IL-39 remains a theoretical
cytokine in man. Inflamm Res. 2019, 68(6): 423-26.

Meteorin Like, Glial Cell Differentiation Regulator.
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=METRNL. Son Erisim
Tarihi: 20 Aralik 2020.

Qi Q, Hu WJ, Zheng SL, Zhang SL, Le YY, Li ZY, Miao CY. Metrnl deficiency

decreases blood HDL cholesterol and increases blood triglyceride. Acta
Pharmacol Sin. 2020, 41(12): 1568-75.

Zheng SL, Li ZY, Zhang Z, Wang DS, Xu J, Miao CY. Evaluation of Two
Commercial Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Kits for the Detection of
Human Circulating Metrnl. Chem Pharm Bull. 2018, 66(4): 391-8.

Watanabe K, Akimoto Y, Yugi K, Uda S, Chung J, Nakamuta S, Kaibuchi K,
Kuroda S. Latent process genes for cell differentiation are common decoders of
neurite extension length. J Cell Sci. 2012, 125(Pt 9): 2198-211.

Jung TW, Lee SH, Kim HC, Bang JS, Abd El-Aty AM, Hacimiiftiioglu A, Shin
YK, Jeong JH. METRNL attenuates lipid-induced inflammation and insulin
resistance via AMPK or PPARS-dependent pathways in skeletal muscle of mice.
Exp Mol Med. 2018, 50(9): 122.

Yao Z, Lin P, Wang C, Wang K, Sun Y. Administration of metrnl delays the
onset of diabetes in non-obese diabetic mice. Endocr J. 2020.

Bae JY. Aerobic Exercise Increases Meteorin-Like Protein in Muscle and
Adipose Tissue of Chronic High-Fat Diet-Induced Obese Mice. Biomed Res Int.
2018, 2018: 6283932.

Wang C, Pan Y, Song J, Sun Y, Li H, Chen L, Hou X. Serum Metrnl Level is
Correlated with Insulin Resistance, But Not with B-Cell Function in Type 2
Diabetics. Med Sci Monit. 2019, 25: 8968-74.

McGee SL, van Denderen BJ, Howlett KF, Mollica J, Schertzer JD, Kemp BE,
Hargreaves M. AMP-activated protein kinase regulates GLUT4 transcription by
phosphorylating histone deacetylase 5. Diabetes. 2008, 57(4): 860-7.

Gong W, Liu Y, Wu Z, Wang S, Qiu G, Lin S. Meteorin-Like Shows Unique
Expression Pattern in Bone and Its Overexpression Inhibits Osteoblast

Differentiation. PLoS One. 2016, 11(10): e0164446.

63



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Wang W, Liu Y, Hao J, Zheng S, Wen Y, Xiao X, He A, Fan Q, Zhang F, Liu
R. Comparative analysis of gene expression profiles of hip articular cartilage
between non-traumatic necrosis and osteoarthritis. Gene. 2016, 591(1): 43-7.
Dadmanesh M, Aghajani H, Fadaei R, Ghorban K. Lower serum levels of
Meteorin-like/Subfatin in patients with coronary artery disease and type 2
diabetes mellitus are negatively associated with insulin resistance and
inflammatory cytokines. PLoS One. 2018, 13(9): €¢0204180.

Chung HS, Hwang SY, Choi JH, Lee HJ, Kim NH, Yoo HJ, Seo JA, Kim SG,
Kim NH, Baik SH, Choi KM. Implications of circulating Meteorin-like (Metrnl)
level in human subjects with type 2 diabetes. Diabetes Res Clin Pract. 2018,
136: 100-7.

Wang R, Hu D, Zhao X, Hu W. Correlation of serum meteorin-like
concentrations with diabetic nephropathy. Diabetes Res Clin Pract. 2020, 169:
108443.

Loffler D, Landgraf K, Rockstroh D, Schwartze JT, Dunzendorfer H, Kiess W,
Korner A. METRNL decreases during adipogenesis and inhibits adipocyte
differentiation leading to adipocyte hypertrophy in humans. /nt J Obes (Lond).
2017, 41(1): 112-9.

Ganong W, Barrett K, Barman S, Boitano S, Brooks H. Ganong Medical
Physiology, 24" ed. USA, McGraw-Hill Medical, 2009: 274-86.

Agar E. Insan Fizyolojisi, 1. Baski. Istanbul, Istanbul Tip Kitabevleri, 2021:
885-932.

Gao Y, Sun T. Molecular regulation of hypothalamic development and
physiological functions. Mol Neurobiol. 2016, 53(7): 4275-85.

Burbridge S, Stewart I, Placzek M. Development of the Neuroendocrine
Hypothalamus. Compr Physiol. 2016, 6(2): 623-43.

Elizondo-Vega R, Cortes-Campos C, Barahona MJ, Oyarce KA, Carril CA,
Garcia-Robles MA. The role of tanycytes in hypothalamic glucosensing. J Cell
Mol Med. 2015, 19(7): 1471-82.

Erdem A, Dogan A, Tunali H. Endokrin. Iginde: T:bbi Fizyoloji, Cavusoglu H,
Yegen BC, (Ceviri editorleri). Textbook of Medical Physiology, Guyton AC,
Hall JE. 13. Baski, Istanbul, Nobel T1p Kitapevleri, 2013: 925-63.
Joseph-Bravo P, Jaimes-Hoy L, Uribe RM, Charli JL. 60 YEARS OF
NEUROENDOCRINOLOGY: TRH, the first hypophysiotropic releasing

64



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

hormone isolated: control of the pituitary-thyroid axis. J Endocrinol. 2015,
226(2): T85-100.

Wittmann G, Fiizesi T, Singru PS, Liposits Z, Lechan RM, Fekete C. Efferent
projections of thyrotropin-releasing hormone-synthesizing neurons residing in
the anterior parvocellular subdivision of the hypothalamic paraventricular
nucleus. J Comp Neurol. 2009, 515(3): 313-30.

Lechan RM, Fekete C. The TRH neuron: a hypothalamic integrator of energy
metabolism. Prog Brain Res. 2006, 153: 209-35.

Boelen A, Wiersinga WM, Fliers E. Fasting-induced changes in the
hypothalamus-pituitary-thyroid axis. Thyroid. 2008, 18(2): 123-9.

Lechan RM, Wu P, Jackson IM, Wolf H, Cooperman S, Mandel G, Goodman
RH. Thyrotropin-releasing hormone precursor: characterization in rat brain.
Science. 1986, 231(4734): 159-61.

Fekete C, Lechan RM. Negative feedback regulation of hypophysiotropic
thyrotropin-releasing hormone (TRH) synthesizing neurons: role of neuronal
afferents and type 2 deiodinase. Front Neuroendocrinol. 2007, 28(2-3): 97-114.
Lechan RM, Wu P, Jackson IM. Immunolocalization of the thyrotropin-releasing
hormone prohormone in the rat central nervous system. Endocrinology. 1986,
119(3): 1210-6.

Perello M, Friedman T, Paez-Espinosa V, Shen X, Stuart RC, Nillni EA. Thyroid
hormones selectively regulate the posttranslational processing of prothyrotropin-
releasing hormone in the paraventricular nucleus of the hypothalamus.
Endocrinology. 2006, 147(6): 2705-16.

Espinosa VP, Ferrini M, Shen X, Lutfy K, Nillni EA, Friedman TC. Cellular
colocalization and coregulation between hypothalamic pro-TRH and
prohormone convertases in hypothyroidism. Am J Physiol Endocrinol Metab.
2007, 292(1): E175-86.

Perez-Castro C, Renner U, Haedo MR, Stalla GK, Arzt E. Cellular and molecular
specificity of pituitary gland physiology. Physiol Rev. 2012, 92(1): 1-38.
Pituitary Hormones. https://quizlet.com/215743115/ch-76-pituitary-hormones-
flash-cards/. Son Erigim Tarihi: 26 Ocak 2021.

Morgan PJ, Webster CA, Mercer JG, Ross AW, Hazlerigg DG, MacLean A,

Barrett P. The ovine pars tuberalis secretes a factor(s) that regulates gene

65



62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

expression in both lactotropic and nonlactotropic pituitary cells. Endocrinology.
1996, 137(9): 4018-26.

Morgan PJ, Williams LM. The pars tuberalis of the pituitary: a gateway for
neuroendocrine output. Rev Reprod. 1996, 1(3): 153-61.

Lamacz M, Tonon MC, Louiset E, Cazin L, Vaudry H. The intermediate lobe of
the pituitary, model of neuroendocrine communication. Arch Int Physiol
Biochim Biophys. 1991, 99(3): 205-19.

Rosso L, Mienville JM. Pituicyte modulation of neurohormone output. Glia.
2009, 57(3): 235-43.

Dracopoli NC, Rettig WJ, Whitfield GK, Darlington GJ, Spengler BA, Biedler
JL, Old LJ, Kourides IA. Assignment of the gene for the beta subunit of thyroid-
stimulating hormone to the short arm of human chromosome 1. Proc Natl Acad
Sci US A. 1986, 83(6): 1822-6.

Rousseau-Merck MF, Misrahi M, Loosfelt H, Atger M, Milgrom E, Berger R.
Assignment of the human thyroid stimulating hormone receptor (TSHR) gene to
chromosome 14q31. Genomics. 1990, 8(2): 233-6.

Erdogan G. Tiroid Hormonlari, Tasinmalar: ve Hiicreye Girisleri, 1. Baski.
Istanbul, Kelebek Matbaacilik, 2001: 150-90.

Parthemore JG, Deftos LJ. Calcitonin secretion in normal human subjects. J Clin
Endocrinol Metab. 1978, 47(1): 184-8.

Severo JS, Morais JBS, de Freitas TEC, Andrade ALP, Feitosa MM, Fontenelle
LC, de Oliveira ARS, Cruz KJC, do Nascimento Marreiro D. The Role of Zinc
in Thyroid Hormones Metabolism. Int J Vitam Nutr Res. 2019, 89(1-2): 80-8.
Dunn JT, Dunn AD. Update on intrathyroidal iodine metabolism. Thyroid. 2001,
11(5): 407-14.

Pommier J, Tourniaire J, Rahmoun B, Déme D, Pallo D, Bornet H, Nunez J.
Thyroid iodine organification defects: a case with lack of thyroglobulin
iodination and a case without any peroxidase activity. J Clin Endocrinol Metab.
1976, 42(2): 319-29.

Bhagavan N, Ha CE. Medical Biochemistry, 2" ed. Boston, Jones and Bartlett,
1992: 450-89 .

Field JB, Dekker A, Titus G, Kerins ME, Worden W, Frumess R. In vitro and in
vivo refractoriness to thyrotropin stimulation of iodine organification and

thyroid hormone secretion. J Clin Invest. 1979, 64(1): 265-71.

66



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Molina EP. Endocrine Physiology, 5" ed. USA, McGraw-Hill Companies,
2004: 88-300.

Terry LC. Regulation of thyrotropin secretion by the central epinephrine system.
Studies in the chronically cannulated rat. Neuroendocrinology. 1986, 42(2): 102-
8.

Nillni EA, Sevarino KA. The biology of pro-thyrotropin-releasing hormone-
derived peptides. Endocr Rev. 1999, 20(5): 599-648.

O'Shea PJ, Bassett JH, Cheng SY, Williams GR. Characterization of skeletal
phenotypes of TRalphal and TRbeta mutant mice: implications for tissue thyroid
status and T3 target gene expression. Nucl Recept Signal. 2006, 4: e011.
Sainsbury A, Zhang L. Role of the hypothalamus in the neuroendocrine
regulation of body weight and composition during energy deficit. Obes Rev.
2012, 13(3): 234-57.

McAninch EA, Bianco AC. Thyroid hormone signaling in energy homeostasis
and energy metabolism. Ann N Y Acad Sci. 2014, 1311: 77-87.

Silva JE. Thermogenic mechanisms and their hormonal regulation. Physiol Rev.
20006, 86(2): 435-64.

Bianco AC, Maia AL, da Silva WS, Christoffolete MA. Adaptive activation of
thyroid hormone and energy expenditure. Biosci Rep. 2005, 25(3-4): 191-208.
Ribeiro MO, Bianco SD, Kaneshige M, Schultz JJ, Cheng SY, Bianco AC, Brent
GA. Expression of uncoupling protein 1 in mouse brown adipose tissue is
thyroid hormone receptor-beta isoform specific and required for adaptive
thermogenesis. Endocrinology. 2010, 151(1): 432-40.

Rousset S, Alves-Guerra MC, Mozo J, Miroux B, Cassard-Doulcier AM,
Bouillaud F, Ricquier D. The biology of mitochondrial uncoupling proteins.
Diabetes. 2004, 53: S130-5.

Krauss S, Zhang CY, Lowell BB. The mitochondrial uncoupling-protein
homologues. Nat Rev Mol Cell Biol. 2005, 6(3): 248-61.

Liu J, Li J, Li WJ, Wang CM. The role of uncoupling proteins in diabetes
mellitus. J Diabetes Res. 2013, 2013: 585897.

Brand MD, Esteves TC. Physiological functions of the mitochondrial
uncoupling proteins UCP2 and UCP3. Cell Metab. 2005, 2(2): 85-93.
Modriansky M, Murdza-Inglis DL, Patel HV, Freeman KB, Garlid KD.

Identification by site-directed mutagenesis of three arginines in uncoupling

67



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

protein that are essential for nucleotide binding and inhibition. J Biol Chem.
1997, 272(40): 24759-62.

Garlid KD, Jaburek M, Jezek P. Mechanism of uncoupling protein action.
Biochem Soc Trans. 2001, 29(Pt 6): 803-6.

Echtay KS. Mitochondrial uncoupling proteins--what is their physiological role?
Free Radic Biol Med. 2007, 43(10): 1351-71.

Boss O, Muzzin P, Giacobino JP. The uncoupling proteins, a review. Eur J
Endocrinol. 1998, 139(1): 1-9.

Kim-Han JS, Reichert SA, Quick KL, Dugan LL. BMCPI1: a mitochondrial
uncoupling protein in neurons which regulates mitochondrial function and
oxidant production. J Neurochem. 2001, 79(3): 658-68.

Budd SL, Tenneti L, Lishnak T, Lipton SA. Mitochondrial and
extramitochondrial apoptotic signaling pathways in cerebrocortical neurons.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2000, 97(11): 6161-6.

Yamasaki H, Sasaki H, Ogawa K, Shono T, Tamura S, Doi A, Sasahara M,
Kawashima H, Nakao T, Furuta H, Nishi M, Nanjo K. Uncoupling protein 2
promoter polymorphism -866G/A affects peripheral nerve dysfunction in
Japanese type 2 diabetic patients. Diabetes Care. 2006, 29(4): 888-94.

Hong Y, Fink BD, Dillon JS, Sivitz WI. Effects of adenoviral overexpression of
uncoupling protein-2 and -3 on mitochondrial respiration in insulinoma cells.
Endocrinology. 2001, 142(1): 249-56.

Vincent AM, Brownlee M, Russell JW. Oxidative stress and programmed cell
death in diabetic neuropathy. Ann N Y Acad Sci. 2002, 959: 368-83.

Sanchis D, Fleury C, Chomiki N, Goubern M, Huang Q, Neverova M, Grégoire
F, Easlick J, Raimbault S, Lévi-Meyrueis C, Miroux B, Collins S, Seldin M,
Richard D, Warden C, Bouillaud F, Ricquier D. BMCP1, a novel mitochondrial
carrier with high expression in the central nervous system of humans and
rodents, and respiration uncoupling activity in recombinant yeast. J Biol Chem.
1998, 273(51): 34611-5.

Mao W, Yu XX, Zhong A, Li W, Brush J, Sherwood SW, Adams SH, Pan G.
UCP4, a novel brain-specific mitochondrial protein that reduces membrane
potential in mammalian cells. FEBS Lett. 1999, 443(3): 326-30.

Yu XX, Mao W, Zhong A, Schow P, Brush J, Sherwood SW, Adams SH, Pan
G. Characterization of novel UCP5/BMCP1 isoforms and differential regulation

68



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

of UCP4 and UCPS5 expression through dietary or temperature manipulation.
Faseb j. 2000, 14(11): 1611-8.

Busiello RA, Savarese S, Lombardi A. Mitochondrial uncoupling proteins and
energy metabolism. Front Physiol. 2015, 6: 36.

Cannon B, Shabalina IG, Kramarova TV, Petrovic N, Nedergaard J. Uncoupling
proteins: a role in protection against reactive oxygen species--or not? Biochim
Biophys Acta. 2006, 1757(5-6): 449-58.

Shabalina IG, Petrovic N, de Jong JM, Kalinovich AV, Cannon B, Nedergaard
J. UCP1 1n brite/beige adipose tissue mitochondria is functionally thermogenic.
Cell Rep. 2013, 5(5): 1196-203.

Nedergaard J, Bengtsson T, Cannon B. Unexpected evidence for active brown
adipose tissue in adult humans. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2007, 293(2):
E444-52.

Goodpaster BH, He J, Watkins S, Kelley DE. Skeletal muscle lipid content and
insulin resistance: evidence for a paradox in endurance-trained athletes. J Clin
Endocrinol Metab. 2001, 86(12): 5755-61.

Pelletier P, Gauthier K, Sideleva O, Samarut J, Silva JE. Mice lacking the thyroid
hormone receptor-alpha gene spend more energy in thermogenesis, burn more
fat, and are less sensitive to high-fat diet-induced obesity. Endocrinology. 2008,
149(12): 6471-86.

Lanni A, Moreno M, Lombardi A, Goglia F. Thyroid hormone and uncoupling
proteins. FEBS Lett. 2003, 543(1-3): 5-10.

Martinez de Mena R, Scanlan TS, Obregon MJ. The T3 receptor betal isoform
regulates UCP1 and D2 deiodinase in rat brown adipocytes. Endocrinology.
2010, 151(10): 5074-83.

Lee JY, Takahashi N, Yasubuchi M, Kim Y1, Hashizaki H, Kim MJ, Sakamoto
T, Goto T, Kawada T. Triiodothyronine induces UCP-1 expression and
mitochondrial biogenesis in human adipocytes. Am J Physiol Cell Physiol. 2012,
302(2): C463-72.

Silva JE, Rabelo R. Regulation of the uncoupling protein gene expression. Eur
J Endocrinol. 1997, 136(3): 251-64.

Skarulis MC, Celi FS, Mueller E, Zemskova M, Malek R, Hugendubler L,

Cochran C, Solomon J, Chen C, Gorden P. Thyroid hormone induced brown

69



110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

adipose tissue and amelioration of diabetes in a patient with extreme insulin
resistance. J Clin Endocrinol Metab. 2010, 95(1): 256-62.

Sprague JE, Yang X, Sommers J, Gilman TL, Mills EM. Roles of
norepinephrine, free Fatty acids, thyroid status, and skeletal muscle uncoupling
protein 3 expression in sympathomimetic-induced thermogenesis. J Pharmacol
Exp Ther. 2007, 320(1): 274-80.

Lanni A, Beneduce L, Lombardi A, Moreno M, Boss O, Muzzin P, Giacobino
JP, Goglia F. Expression of uncoupling protein-3 and mitochondrial activity in
the transition from hypothyroid to hyperthyroid state in rat skeletal muscle.
FEBS Lett. 1999, 444(2-3): 250-4.

Tekin S, Erden Y, Ozyalin F, Onalan EE, Cigremis Y, Colak C, Tekedereli I,
Sandal S. Central irisin administration suppresses thyroid hormone production
but increases energy consumption in rats. Neurosci Lett. 2018, 674: 136-41.
Paxinos G, Watson C. The rat brain in stereotaxic coordinates: hard cover
edition, 6™ ed. USA, Academic Press, 2007: 25-39.

Tekedereli I, Alpay SN, Tavares CD, Cobanoglu ZE, Kaoud TS, Sahin I, Sood
AK, Lopez-Berestein G, Dalby KN, Ozpolat B. Targeted silencing of elongation
factor 2 kinase suppresses growth and sensitizes tumors to doxorubicin in an
orthotopic model of breast cancer. PLoS One. 2012, 7(7): e41171.

Tekedereli I, Alpay SN, Akar U, Yuca E, Ayugo-Rodriguez C, Han HD, Sood
AK, Lopez-Berestein G, Ozpolat B. Therapeutic Silencing of Bcl-2 by
Systemically Administered siRNA Nanotherapeutics Inhibits Tumor Growth by
Autophagy and Apoptosis and Enhances the Efficacy of Chemotherapy in
Orthotopic Xenograft Models of ER (-) and ER (+) Breast Cancer. Mol Ther
Nucleic Acids. 2013, 2(9): el21.

Leblanc J, Pouliot M. Importance of Noradrenaline in Cold Adaptation. Am J
Physiol. 1964, 207: 853-6.

Maksimov AL, Gorbachev AL. Effect of cold weather training on the thyroid
gland and parameters of lipid metabolism in long-term residents of the northeast
of Russia. Fiziol Cheloveka. 2003, 29(2): 62-6.

Heinen CA, Zhang Z, Klieverik LP, de Wit TC, Poel E, Yaqub M, Boelen A,
Kalsbeek A, Bisschop PH, van Trotsenburg ASP, Verberne HJ, Booij J, Fliers

E. Effects of intravenous thyrotropin-releasing hormone on (18)F-

70



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

fluorodeoxyglucose uptake in human brown adipose tissue: a randomized
controlled trial. Eur J Endocrinol. 2018, 179(1): 31-8.

Park GC, Kim JM, Park HY, Han JM, Shin SC, Jang JY, Jung D, Kim 1J, Lee
JC, Lee BJ. TSH-independent release of thyroid hormones through cold
exposure in aging rats. Oncotarget. 2017, 8(52): 89431-38.

Zhang Y, Ma K, Song S, Elam MB, Cook GA, Park EA. Peroxisomal
proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 alpha (PGC-1 alpha)
enhances the thyroid hormone induction of carnitine palmitoyltransferase I
(CPT-I alpha). J Biol Chem. 2004, 279(52): 53963-71.

Cioffi F, Senese R, Lanni A, Goglia F. Thyroid hormones and mitochondria:
with a brieflook at derivatives and analogues. Mol Cell Endocrinol. 2013, 379(1-
2): 51-61.

Slocinska M, Barylski J, Jarmuszkiewicz W. Uncoupling proteins of
invertebrates: A review. I[UBMB Life. 2016, 68(9): 691-9.

Nedergaard J, Cannon B. The 'novel' 'uncoupling' proteins UCP2 and UCP3:
what do they really do? Pros and cons for suggested functions. Exp Physiol.
2003, 88(1): 65-84.

Mattiasson G, Sullivan PG. The emerging functions of UCP2 in health, disease,
and therapeutics. Antioxid Redox Signal. 2006, 8(1-2): 1-38.

Gong DW, He Y, Karas M, Reitman M. Uncoupling protein-3 is a mediator of
thermogenesis regulated by thyroid hormone, beta3-adrenergic agonists, and
leptin. J Biol Chem. 1997, 272(39): 24129-32.

Wang CZ, Wei D, Guan MP, Xue YM. Triiodothyronine regulates distribution
of thyroid hormone receptors by activating AMP-activated protein kinase in
3T3-L1 adipocytes and induces uncoupling protein-1 expression. Mol Cell
Biochem. 2014, 393(1-2): 247-54.

Roesler A, Kazak L. UCPIl-independent thermogenesis. Biochem J. 2020,
477(3): 709-25.

Tarnopolsky M, Safdar A (patent sahibi). Therapeutic method of treating
metabolic disorders patent, US20160151459A1, 2016.

Gesta S, Tseng YH, Kahn CR. Developmental origin of fat: tracking obesity to
its source. Cell. 2007, 131(2): 242-56.

Wu J, Bostrom P, Sparks LM, Ye L, Choi JH, Giang AH, Khandekar M,
Virtanen KA, Nuutila P, Schaart G, Huang K, Tu H, van Marken Lichtenbelt

71



131.

132.

WD, Hoeks J, Enerbick S, Schrauwen P, Spiegelman BM. Beige adipocytes are
a distinct type of thermogenic fat cell in mouse and human. Cell. 2012, 150(2):
366-76.

Jamal MH, Abu-Farha M, Al-Khaledi G, Al-Sabah S, Ali H, Cherian P, Al-
Khairi I, AlOtaibi F, Al-Ali W, Bosso M, Dsouza C, Abubaker J, Al-Mulla F.
Effect of sleeve gastrectomy on the expression of meteorin-like (METRNL) and
Irisin (FNDC5) in muscle and brown adipose tissue and its impact on uncoupling
proteins in diet-induced obesity rats. Surg Obes Relat Dis. 2020, 16(12): 1910-
8.

AlKhairi I, Cherian P, Abu-Farha M, Madhoun AA, Nizam R, Melhem M, Jamal
M, Al-Sabah S, Ali H, Tuomilehto J, Al-Mulla F, Abubaker J. Increased
Expression of Meteorin-Like Hormone in Type 2 Diabetes and Obesity and Its
Association with Irisin. Cells. 2019, 8(10): 1283.

72





