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OZET

Giris ve Amag: Ketojenik diyet (KD) ve kalori kisitlamasi (KK) epilepsi
hastalarinda medikal tedaviye alternatif olarak uygulanan bir tedavi seklidir. Her iki
yontemin epilepsi tizerindeki ndbet durdurucu etki mekanizmasi net
aydinlatilamamistir. KD ve KK’nin nébet durdurucu etki mekanizmalarindan en gok
arastirma konusu olan yolaklardan bir tanesi memeli rapamisin hedefi (mTOR)
yolagidir. Bu sebeple mevcut calismanin inceleme konusu, farkli yag asitleriyle
olusturulmus ketojenik diyetin ve uygulanan kalori kisitlamalarinin mTOR sinyal
yolag1 tizerinde olan etkisini, mTOR’u inhibe edici etkiye sahip Rag 1'e yonelik GAP
aktivitesi (GATOR) protein kompleksi ifadesinde meydana gelen degisimler ile

agiklamaktir.

Gereg ve Yontem: Dr. Seyda KARABULUT un Prof. Dr. Dilsad TURDOGAN
danismanliginda 2019 yilinda yapmis oldugu Ketojenik Diyet ve Kalori Kisitl Diyetin
Anti-inflamatuar Etkilerinin Incelenmesi isimli tez ¢alismasinda 50 adet Winstar disi
si¢an (6 haftalik), 7 alt gruba ayrilmis ve 7 hafta boyunca farkli beslenme kosullarina
maruz birakilmistir. Tiim ele alinan deney gruplarinda ketojenik diyet (KD) etkinligini
dogrulamak i¢in serum beta-hidroksibiitirat seviyeleri 6l¢iilmiistiir. 7 haftanin sonunda
her bir alt grupta 3 sicana karacier biyopsisi yapilmistir. Ornekler hemen
dondurularak iglem yapilana kadar -80°C’de bekletilmistir. Bu tez kapsaminda temel
amaglarin dogrulanmasina yonelik dnceki tezde kullanilan farkli diyet uygulamalar
yapilan sican Ornekleri kullanilmistir. Farkli diyet modifikasyonlar1 uygulanan
farelerin karaciger biyopsi preparatlarinda mTOR ve GATOR yolagina ait proteinlerin

ekspresyonu incelenmistir.



Bulgular: Ketojenik diyet-zeytinyagi, ketojenik diyet-hurma ¢ekirdegi yagi, kalorisi
kisith ketojenik diyet-zeytinyagi, kalorisi kisitli ketojenik diyet-hurma g¢ekirdegi
yagi, kalori kisitlamasi ve standart diyet beslenme gruplarinda mTOR sinyal
yolaginda adenozin monofosfat ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) ve
GATORI1 kompleks proteinlerinin karsilagtirilmali olarak irdelenmesi amactyla farkli
protein ornekleri secilerek hedefler en az 3 kez tekrarlanmistir. Ketojenik diyet-
zeytin yagi ve ketojenik diyet- hurma ¢ekirdegi yagi beslenme gruplarinda, 6zellikle
hurma ¢ekirdegi yagi uygulanan grupta mTOR ifadesinde azalma ile birlikte p-
AMPK thr172 fosforilasyonu gozlenmistir. Benzeri sekilde sadece kalori kisitlamasi
yapilan grupta ketojenik diyet- hurma cekirdegi yagi uygulanan gruba gére mTOR
fosforilasyonundaki artis ile beraber p-AMPK seviyesindeki artis goriilmiistiir.
Standart diyet grubu ile karsilastirdigimizda ketojenik diyet-zeytinyagi ve ketojenik
diyet-hurma gekirdegi yagi gruplarinda 6zellikle zeytinyagi uygulanan grupta daha
belirgin olmak tizere p-mTOR ifadesinde artis goriilmiistiir. GATOR1 kompleksinin
tiyesi ve mTOR inhibisyonundan sorumlu olan NPRL2 hurma ¢ekirdegi yagi
uygulanan ketojenik drneklerde artarken, kalori azaltiminda NPRL2 degisimi diger
orneklerde farklilik géstermemektedir. Kontrol grubunda ise NPRL?2 ifadesi
goriilmemistir. RagC ve pACC Orneklerinin birlestirilen protein drneklerinde ifade
diizeylerinin belirlenmesi ve GATOR kompleks sinyal yolaginda hedef proteinlerin
degerlendirilmesi amaciyla beslenme gruplarina LPS ile indiiklenmis standart diyet
grubu 6rnekleri eklenmistir. Sadece kalori azalmasi yapilan drnek grubunda ve LPS
ile indiiklenmis standart diyet grubunda RagC fosforilasyonu ve pACC ifadesi artmis
olarak goriilmiistiir. Standart diyet grubu ile diger tiim diyet gruplari
karsilagtirildiginda GATOR?2 belirteci ve mTOR (zerinde aktive edici etkiye sahip

olan olan WDR59 ve Mios proteinlerinin ifadesinde artis goriilmiistiir.

Sonuglar: Elde ettigimiz bulgularda ketojenik diyette mTOR ifadesinde azalma ve
pAMPK artis1 olmasi hipotezimizle uyumlu sonuglanmistir. p-AMPK ifadesinin artist
oldugu durumlarda mTOR ifadesindeki azalma beklenirken, p-AMPK ifadesindeki
artisa eslik eden p-mTOR artisi, mTOR iizerinde AMPK disinda farkli faktorlerinde
etkili oldugunu diistindiirmektedir. NPRL2 ifadesinde artis olmasi kalori kisitlamasi

ve ketojenik diyet uygulamasinda mTOR’u inhibe edici etkisi olan GATOR1



yolaginda artis1 gostererek hipotezimizi desteklemektedir. Kalori kisitlamasi grubunda
gozlenen pACC ifadesindeki artts mTOR ifadesindeki artis ile agiklanabilir. Standart
diyet grubu disinda diger gruplarda GATOR2 belirteci olan WDRS59 ve Mios
ifadesinde artig goriilmesi GATOR yolagma etki eden baska mekanizmalarin da

olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ketojenik diyet, kalori kisitlamasi, mTOR, GATOR, AMPK



ABSTRACT

Introduction and Aim: Ketogenic diet (KD) and calorie restriction (CR) are
treatment methods applied as alternatives to medical therapy in epilepsy patients.
The seizure-suppressing mechanisms of both methods on epilepsy have not been
clearly elucidated. One of the most researched pathways regarding the seizure-
suppressing mechanisms of KD and CR is the mammalian target of rapamycin
(mTOR) pathway. Therefore, the aim of the present study is to examine the effects of
a ketogenic diet prepared with different fatty acids and the applied calorie restrictions
on the mTOR signaling pathway, explained through changes in the expression of the
GATOR protein complex, which has GAP activity toward Rag 1 and inhibitory
effects on mTOR.

Materials and Methods: In the thesis study titled Examination of the Anti-
inflammatory Effects of Ketogenic Diet and Calorie-Restricted Diet, conducted by
Dr. Seyda KARABULUT under the supervision of Prof. Dr. Dilsad TURDOGAN in
2019, 50 female Wistar rats (6 weeks old) were divided into 7 subgroups and
subjected to different dietary conditions for 7 weeks. Serum beta-hydroxybutyrate
levels were measured in all experimental groups to confirm the effectiveness of the
ketogenic diet (KD). At the end of the 7 weeks, liver biopsies were performed on 3
rats from each subgroup. The samples were immediately frozen and stored at -80°C
until further processing. In this thesis, the liver biopsy samples from rats subjected to
different dietary interventions in the previous study were used to verify the primary
objectives. The expression of proteins related to the mTOR and GATOR pathways
was examined in liver biopsy preparations from the mice subjected to different diet

modifications.

Findings: In the ketogenic diet-olive oil, ketogenic diet-palm oil, calorie-restricted
ketogenic diet-olive oil, calorie-restricted ketogenic diet-palm oil, calorie restriction,
and standard diet groups, different protein samples were selected to comparatively

examine AMPK and GATOR1 complex proteins in the mTOR signaling pathway,



and the targets were repeated at least three times. In the ketogenic diet-olive oil and
ketogenic diet-palm oil groups, particularly in the group treated with palm oil, a
decrease in mTOR expression was observed along with p-AMPK Thr172
phosphorylation. Similarly, in the group subjected solely to calorie restriction, an
increase in MTOR phosphorylation and p-AMPK levels was observed compared to
the ketogenic diet-palm oil group. When compared to the standard diet group, an
increase in p-mTOR expression was observed in the ketogenic diet-olive oil and
ketogenic diet-palm oil groups, with a more pronounced effect in the olive oil group.
NPRL2, a member of the GATOR1 complex and responsible for mTOR inhibition,
increased in ketogenic diet-palm oil samples but showed no significant changes in
calorie-restricted samples. NPRL2 expression was absent in the control group. To
determine the expression levels of RagC and pACC in combined protein samples and
evaluate target proteins in the GATOR complex signaling pathway, standard diet
group samples induced with LPS were included in the dietary groups. Increased
RagC phosphorylation and pACC expression were observed in the calorie-restricted
group and the LPS-induced standard diet group. When the standard diet group was
compared with all other diet groups, an increase was observed in the expression of
WDR59 and Mios proteins, which are GATOR2 markers and have an activating
effect on mTOR.

Conclusions: The findings indicate that the decrease in mTOR expression and the
increase in p-AMPK levels in the ketogenic diet are consistent with our hypothesis.
While a decrease in mTOR expression is expected in cases of increased p-AMPK
expression, the observed concurrent increase in both p-AMPK and p-mTOR suggests
that factors other than AMPK also influence mTOR. The increase in NPRL2
expression supports our hypothesis by indicating an enhancement in the GATOR1
pathway, which inhibits mTOR, during calorie restriction and ketogenic diet
interventions. The observed increase in pACC expression in the calorie restriction
group can be explained by the increase in mTOR expression.The increase in the

expression of WDR59 and Mios, which are GATOR2 markers, in groups other than

Vi



the standard diet group suggests the involvement of other mechanisms affecting the
GATOR pathway.

Keywords: Ketogenic diet, calorie restriction, nTOR, GATOR, AMPK
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1.GIRIS VE AMAC

Epilepsi, beyinden gelen anormal elektrik bosalmalarinin tekrarlayan ndbetlere neden
oldugu kronik bir merkezi sinir sistemi hastaligidir. Klasik epilepsi tedavisi
farmakolojik, cerrahi ve vagus sinir uyarimindan olusur (1,2).

Ketojenik diyet (KD) ve kalori kisitlamasi1 (KK) uygulamasinin néroinflamatuar
ve norodejeneratif hastaliklardaki etkisi yillardir aragtirma konusu olmustur. Her iki

yontem de medikal tedaviye alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir (3).

Epilepsi patogenezinde rol oynayan en 6nemli yolaklardan biri memeli
rapamisin hedefi (nTOR) yolagidir. Literatiirde ketojenik diyet, kalori kisitlamasi ve
farkli diyet modifikasyonlarinin mTOR yolag ile etki mekanizmasini inceleyen
caligmalar mevcuttur. Ancak ketojenik diyet ve kalori kisitlamas1 uygulamasinin
epilepsi patogenezinde yer alan, mTOR yolaginin bir alt yolagi olan, Rag 1'e yonelik
GAP aktivitesi (GATOR) yolagi ile iligkisini inceleyen yeterli sayida ¢alisma

bulunmamaktadir.

Calismamizin amaci farkli yag asitleriyle olusturulmus ketojenik diyetin ve kalori
kisitlamasinin mTOR yolagini inhibe edici etkiye sahip olan GATORI sinyal yolagina
etkisinin arastirilmasidir. Ileriye yonelik bir diger hedefi ise ilaca direngli epilepsi
hastalarinin tedavisinde kullanilabilecek aday bir sinyal yolagma farkli diyetlerin

etkisini gostererek ndbet tedavisi i¢in kullanimini 6ne stirmektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Epilepsi

2.1.1 Epilepsi Tanim1 ve Simiflandirilmasi

Nobetler, beynin belirli bir néron hiicresi popiilasyonunun anormal asir1 veya es
zamanl1 aktivitesine bagli gegici belirtiler ve isaretler olarak tanimlanmaktadir.
Epilepsi ise, tekrar eden, tetiklenmemis ndbetlere karsi siirekli bir egilim gosteren ve
bu durumun norobiyolojik, bilissel, psikolojik ve sosyal sonuglartyla karakterize
edilen kronik bir beyin bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Epilepsi tanisi, en az iki
tetiklenmemis ndbetin yirmi dort saatten daha uzun araliklarla gerceklesmesini

gerektirir (4,5).

Uluslararas1 Epilepsi Dernegi (ILAE) tarafindan 2014 yilinda yapilan epilepsi

tanimlamasi:

(1) 24 saatten fazla ara ile meydana gelen en az iki provoke edilmemis, (veya
refleks) ndbetin olmast;

(2) Bir provoke edilmemis, (veya refleks) nébet ve sonraki 10 yil iginde
gerceklesen iki provoke edilmemis nobetten sonra en az %60 oranda benzer
bagka nobet olasiligr;

(3) Bir epilepsi sendrom tanis1 alma sekilindedir (6).

Glintimiize kadar pek c¢ok farkli epilepsi siniflandirilmasi yapilmistir. Son
smiflandirma, ILAE tarafindan 2017 yilinda yapilmistir. Yeni epilepsilerin
siiflandirmasi, farkli klinik ortamlar i¢in epilepsinin siniflandirilmasini saglamak

amaciyla tasarlanmis ¢ok seviyeli bir siniflamadir. ILAE'nin mevcut



siiflandirmasinda, epilepsinin klinik 6zellikleri ndbetler, epilepsiler ve epilepsi
sendromlar olarak {i¢ seviyeye ayrilmistir. Her seviyede etiyoloji ve

komorbiditelerin dikkate alinmasina vurgu yapilmistir (5).

2.1.2 Epilepsi Etiyolojisi ve Epidemiyoloji

Hastanin ilk epileptik nobetiyle bagvurmasindan itibaren, klinisyenin hastanin
epilepsinin etiyolojisini belirlemeyi hedeflemesi gerekir. Tedavi agisindan 6nemli
olan ¢esitli etiyolojik gruplar tanimlanmigtir. Genellikle yapilan ilk arastirma,
mimkunse santral sinir sisteminin manyetik rezonans gorintilemesidir; bu,
klinisyenin hastanin epilepsisi i¢in yapisal bir etiyoloji olup olmadigini belirlemesine
olanak tanir. Etiyolojik gruplar yapisal, genetik, enfeksiy6z, metabolik ve immiin

olmak {izere siralanirken, bilinmeyen bir grup da bulunmaktadir (5,7).

Epilepsinin insidansi, bir sistematik inceleme ve meta analiz sonucunda, 100,000
kisi-y1l i¢in 61,4 olarak belirlenmistir. Diislik/orta gelirli iilkelerde insidans, yiliksek
gelirli Gilkelerden daha yuksektir (8).

Epilepsinin prevalansi, iilkeler arasinda yerel risk ve etiyolojik faktorlerin
dagilimina, tan1 anindaki nobet sayisina ve sadece aktif epilepsiyi (aktif prevalans)
mi yoksa remisyon halindeki vakalar1 da (yasam boyu prevalans) mi1 dikkate
alindigina bagli olarak énemli 6l¢lide farklilik gosterir. Fiest ve arkadaslarinin
caligmasinda, genel yasam boyu epilepsi prevalansi 1,000 niifus i¢in 7,6 olarak

bulunmustur (8).



2.1.3 Epilepsi tedavisi

Klasik epilepsi tedavisi farmakolojik, cerrahi ve vagus sinir uyarimindan olusur

(1,2).

2.1.3.1 Farmakolojik Tedavi

Antiepileptik ilaclar (AEI'ler), ndbet aktivitesinin baslamasini veya yayilmasini
durdurur veya 6nler. AEI'ler, ana etki mekanizmalarina gore gruplandirilabilir. Bu
mekanizmalar arasinda sodyum (Na) bagimli aksiyon potansiyellerinin inhibisyonu
(fenitoin, karbamazepin, lamotrijin, topiramat), voltaj kapili kalsiyum (Ca?*)
kanallarinin inhibisyonu (fenitoin), glutamatin blokaji (lamotrijin), Gaba amino
butirik asit (GABA) artis1 (benzodiazepinler ve barbitiiratlar), GABA geri alim
inhibisyonu (valproik asit, gabapentin, tiagabin) ve potasyum kanallarinin agilmasi
(ezogabin) bulunmaktadir. Absans ndbetleri i¢in kullanilan etosuksimid ve valproik
asidin, talamik noronlardaki T-tipi Ca?* kanallarini inhibe ederek etki gosterdigi

diistiniilmektedir (7).



2.1.3.2 Cerrahi Tedavi

Mevcut AEI'ler, bireylerin yaklasik %80'inde etkili olabilir; geriye kalan %20'si ise
ilaca direngli epilepsi olarak degerlendirilir. Bu hastalar, nobet kontroliinii saglamak
icin sinirlt bir beyin bolgesinin ¢ikarilmasi veya baglantisinin kesilmesinden fayda
gorebilir. Cerrahi miidahale tiirleri, gelisimsel anormallikler, timorler, vaskiiler
malformasyonlar veya travma nedeniyle olusan lezyonal epilepsiler i¢in rezeksiyon

prosedurlerini igerir (7).

2.1.3.3 Sinir Uyarimmm

Cerrahi tedavinin miimkiin olmadig1 veya cerrahi tedavinin basarisiz oldugu ilaca
direngli epilepsi hastalari i¢in ek tedavi secenegidir. Periferik sinirlere veya belirli
beyin bolgelerine uygulanan elektriksel uyar araciligiyla, potansiyel nobet
olusumunu veya yayilmasini engeller. En yaygin kullanilan iki sinir uyar1 teknigi
vagus sinir uyarimi ve talamusun 6n niikleusuna yerlestirilen elektrotlarla yapilan

derin beyin uyarmmidir (7).



2.1.4 Epilepsi Patogenezi

Epileptogenezden sorumlu hiicresel mekanizmalar halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Tiim epilepsi ndbetlerinde ayn1 mekanizmadan s6z edilmemekle

birlikte hepsinde artmis ndronal uyarilabilirlik mevcuttur (9).

Beyinde uyarilma ve inhibisyon arasindaki dengesizlik epileptogenezde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Glutamat, merkezi sinir sistemindeki ana uyarici
norotransmitterdir ve memeli beynindeki en bol bulunan amino asittir. Glutamat;
ogrenme, bellek, bilis ve duygular gibi sayisiz siire¢ i¢in gereklidir. GABA beyindeki
ana inhibe edici nérotransmitterdir ve glutamat ile dengede olmalidir. Asir1 glutamat
ve/veya yetersiz GABA, merkezi sinir sisteminde asir1 uyarilmaya neden olarak
ndbetlere yol agabilir. Epilepside glutamaterjik mekanizmalardaki potansiyel
diizensizlikler arasinda ndronal, glial ve/veya noronal-glial etkilesimlerin
disfonksiyonu bulunur. Ozellikle, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin
genetik mutasyonlar1 ve A-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit
(AMPA) reseptorlerinin anormal ifadesi, epilepsinin fizyolojik stireclerini etkileyen

etmenler olarak disiiniilmektedir (10).

Adenosin ve glisin, epileptik beyinde homeostazlarinin etkilendigi bilinen 1ki
Onemli metabolittir. Adenosin, esasen adenosin Al reseptorlerinin aktivasyonu

yoluyla, beynin endojen antikonviilsani olarak ¢aligir (11,12).

Hipokampal formasyonda glisin, presinaptik ve postsinaptik glisin
reseptorlerinin aktivasyonuna bagl olarak zit etkiler gosterebilir. Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada, diistik glisin konsantrasyonlariin pro-konvidilsif etkiler
yarattig1, oysa daha yiiksek glisin konsantrasyonlarinin tekrarlayan epileptiform

desarjlar1 azalttigi gosterilmistir (12).



Molekiiler genetik, bir¢cok epilepsi geninde epilepsiye neden olan mutasyonlarin
tanimlanmasina yol agmistir. Epilepside en yaygin mutasyona ugrayan gen
SCN1A'dir; bu gen, siddetli miyoklonik epilepsiye ve ayrica atesli nobetlerle birlikte
gorulen genetik epilepsi olarak bilinen daha hafif bir fenotipe yol agmaktadir.
Potasyum kanal genleri KCNQ2 ve KCNQ3'teki mutasyonlar da ¢esitli epilepsi

fenotiplerine neden olmaktadir (9,13).

Epilepsi patogenezinde mTOR yolaginin da rol aldig: diistintilmektedir ve
yapilan pek ¢ok ¢alisma bunu kanitlar niteliktedir.

mTOR sinyalinin anormal aktivasyonu, kortikal beyin gelisimini degistirir ve
epilepsi ile iligkilidir. mTOR sinyal yolunun asir1 aktivasyonu, kortikal gelisim
bozukluklari alt tiplerinde tespit edilmistir ve bu bozukluklar topluca 'mTORopatiler’
olarak adlandirilmaktadir. mTOR diizenleyici genlerindeki mutasyonlar (6rnegin,
TSC1, TSC2, DEPDCYS), tliberoz skleroz kompleksi (TSC), hemimegalensefali
(HME; bir beyin yarim kiiresinin dramatik biiyiimesi ile iliskili beyin
malformasyonu) ve fokal kortikal displazi gibi epilepsi ile yiiksek oranda iligkili
birkag kortikal gelisim malformasyonu ile iligkilendirilmistir. mTOR inhibitorleri,
klinik denemelerde mTORapatiler olarak adlandirilan TSC ve fokal kortikal displazi
gibi hastaliklarda ndbetlerin tedavisinde etkinlik gostermistir (14).



2.2 mTOR Yolag:

Memeli rapamisin hedefi (mTOR) yolag1 protein sentezi, hiicre buyumesi ve
proliferasyonunu da iceren pek ¢ok hiicresel fonksiyonda rol oynayan, besin
mevcudiyetini ve hiicre blylmesini dengelemek icin bir ATP ve amino asit sensor
olarak iglev goren bir serin/treonin (Ser/Thr) protein kinazdir. TOR kinazlar1 besin,
enerji sinyalleri, biiylime faktorleri ve hiicresel streslerin durumuna yanit olarak

hlcre blytmesi icin gerekli sinyalleri dizenleyici olarak islev goriir (15-17).

mTOR, diger proteinler ile etkilesime gecerek 2 farkli kompleks olusturur.
Bunlar mTOR kompleks 1 (mMTORC1) ve mTOR kompleks 2 (MTORC?2) olarak
adlandirtlir. mTORCI1 bilinen alt1 protein igeren biiyiik bir komplekstir. Bilesenleri,
MTOR, sec-13 protein 8 (MLST-8) mTOR etkilesimli proteini igeren DEP alani
(DEPTOR), mTOR'un diizenleyici iliskili proteini (Raptor), protein agisindan zengin
Akt substrat 40 (PRAS40) ve Ttil/Tel2 dir (15-19).

mTORCI, 6zellikle amino asitler olmak tizere besin bulunabilirligi durumunda
aktive edilir ve besin bol oldugunda biiylimeyi tesvik etmek icin protein sentezini ve
parg¢alanmasini koordine eder. Protein sentezini tesvik etmek i¢in S6K1 ve 4E-BP1’1i
fosforile eder. Fosforile edilmis 4E-BP1, aktif mTOR sinyalinin bir belirteci olarak
kabul edilmistir (20-22).

MTORC2, mTOR, mLST8, rapamisine duyarsiz memeli rapamisin hedefi
(RICTOR) ve memeli stresle aktive olan protein kinaz ile etkilesen protein 1
(mSIN1) bilesenlerinden olusur(23).

mTORC2 blyume faktorleri, 6rnegin insulin ve insulin benzeri biiyiime
faktorleri tarafindan uyarilir ve hiicre hayatta kalimi i¢in gerekli olan stres tepkilerini
dizenler. Ayrica, mTORC?2 aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde dnemli bir rol
oynar. mMTORC?2, insulin reseptorii tarafindan aktive edilen Protein Kinaz B’yi (Akt)
fosforile eder. Insiilin sinyallesmesi ve Akt ise mMTORC1 fonksiyonu diizenler, bu da
mTORC1 ve mTORC?2 aktivitesi arasinda baglanti saglar (21,22,24,25).



a FKBP12
Rapa
Kinase
HEAT repeats FAT FRB catalytic FATC
mTOR K KO =l 2s090a.

b
mTORC1 mTORC2
PRASA0
Protein synthesis Autophagy Cell survival
Ribosome biogenesis Lysosome biogenesis Actin organization
Lipid synthesis

Purine synthesis

Sekil 1. nTORC1 ve mTORC2 (17).

2.2.1 mTORC1 Aktivasyonu

mTORC1 aktivitesi, beyinde zenginlestirilmis Ras homologu (Rheb) ve
rekombinasyon aktive edici genler (Rag) gibi ¢esitli GTPazlar tarafindan kontrol

edilmektedir ve amino asit varligi durumunda aktive olur (15-17,26).

mTORCI, insiilin ve diger biiylime faktorlerine yanit olarak Akt tarafindan
aktiflestirilir. Akt, Rheb’i inhibe eden TSC2’yi inhibe ederek mTORCI aktivasyonu
yapar. mMTORC1 aktivitesi AMPK tarafindan baskilanir (20,27).
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Sekil 2. mMTORCL1 Aktivasyonu (28).

Besin mevcudiyeti, mnTORCI tarafindan kiigiik GTPazlar Rag-A, Rag-B, Rag-C

ve Rag-D araciligiyla algilanir (28-30).

Rag'lar, Rag-A veya Rag-B'nin ve Rag-C veya Rag-D ile birlestigi
heterodimerler olusturur. Rag'larin aktif konfigiirasyonu, GTP baglanmis Rag-A
veya Rag-B (Rag-A/Rag-BGTP) ve GDP baglanmis Rag-C veya Rag-D (Rag-
C/RAG-DGDP) seklindedir. Bu konfigiirasyon, mTORC1'i lizozoma g¢eker; burada

mTORCI, Rheb ile karsilasir ve aktive olur. Rag'lar, lizozomun yiizeyinde bes

LAMTOR proteininden (LAMTOR 1-5) olusan pentamerik bir kompleks olan
Ragulator ile baglanir. Rag-C/Rag-D, GTPaz aktivasyon proteinine (GAP) sahip olan
folikulin (FLCN) ve folikulin ile etkilesime giren proteinlerden (FNIP1 veya FNIP2)

olusan folikulin kompleksi tarafindan aktive edilir (31-35).
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Sekil 3. Rag Kompleksi, vVATPaz (36).

Rag-A/B, GATORI in inhibe edilmesiyle aktive olur; GATOR1, {i¢ proteinden
olusan bir komplekstir. GATOR1, amino asit sensorleri Sestrin2 ve Castorl
tarafindan negatif olarak kontrol edilen bes proteinden olusan GATOR?2 tarafindan
inhibe edilir. A¢lik kosullarinda Sestrin2 ve Castorl, GATOR2'ye baglanarak onun
GATORI1' inhibe etmesini engeller. Arjinin stimiilasyonu sonrasinda, arjinin
Castorl'e baglanir. Castorl, GATOR?2'yi serbest birakarak GATOR1'i inhibe eder ve
bdylece Rag-A/Rag-B aktivasyonuna (bilinmeyen bir mekanizma araciligiyla) ve
sonrasinda mTORC1'in lizozoma g¢ekilmesine izin verir. Sestrin2, 16sine yanit olarak

Castor1'e benzer bir islevi yerine getirir(35-39).

Amino asitler, mTORCL'in lizozomal yiizeye, yani mTORC1 aktivasyonunun
gerceklestigi yere tasinmasinda gorev alan GTPazlar aktivite eder. Vakuolar H'-
adenozin trifosfatazin (v-ATPaz), amino asitlerin mTORC1'i aktive etmesi icin
gerekli oldugu bilinmektedir. v-ATPaz, amino asitlerin mTORC1'e sinyal iletimi igin
gereklidir ve amino asitler ile Rag GTPazlarinin niikleotid yiiklenmesi arasinda islev
gorur. Yoldaki konumu ve Rag-Ragulator kompleksiyle olan amino asit duyarli
etkilesimleri sebebiyle amino asit algilama mekanizmasinin temel bir

bilesenlerindendir (35,40,41).
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2.2.1.1 Akt

Serin/treonin protein kinaz1 Akt, Fosfoinozitid-3-kinaz (PI3K) sinyal yolaginin ana
asag1 akis molekiili olarak hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiimesi, hiicre go¢ii ve
hiicre hayatta kalmasi gibi ¢esitli hiicresel islevlerin diizenlenmesinde hayati bir rol
oynamaktadir. Ug farkli tipe sahiptir. Akt1, bircok dokuda yaygin olarak ifade
edilirken, Akt2 esas olarak insiilin duyarl dokularda ve diger dokularda diisiik
seviyelerde ifade edilir. Akt3 ise yalnizca beyin ve testiste ifade edilmektedir.
mMTORC1, Akt'nin asag1 akis molekiiliidiir ve fosforile edilmis Akt tarafindan aktive
edilir. mTORC?2 ise Akt'yi fosforile ederek tamamen aktive eder. Akt/TSC1-TSC2
sinyal yolu mTOR aktivitesi, hlcre biyumesi ve hicre proliferasyonunu
dizenleyebilir (21,42-44).

—}@&1 ------ Stress

* Cell growth
* Tumour development
* Autophagy inhibition

Sekil 4. mTOR Sinyal Yolag: (34).
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2.2.1.2 AMPK

Hicre blyUmesinin temel biyolojik streci, biyuk 6l¢ude ¢evrenin besin durumuyla
belirlenir. Bu nedenle, tiim okaryotlar biiylime ve gelisimi siirekli degisen kaynak
kosullarina uyarlamak i¢in birden fazla besin algilama yolu kullanir. mTOR ve
AMPK, buyuk besin algilayicilari olarak enerji homeostazinin ana diizenleyicileri
olarak kabul edilmektedir. AMPK kompleksi katalitik bir a-alt birimi (izotipler al ve
a2) ile diizenleyici B (B1, B2) ve vy (v1, y2, y3) alt birimlerinden olusan bir afy
heterotrimerdir. Bu kompleks, artan hiicresel AMP/ATP ve ADP/ATP oranlari

sonucu fizyolojik ve patolojik siireglere yanit olarak aktive edilebilir (45).

AMPK aktivitesi, treonin 172’nin (Thr172) fosforilasyonu ile 100 katindan fazla
artirtlir (46).

AMPK, hem Raptor'u (mTORC]1 kompleksinin bir bileseni) hem de TSC2'yi
(mTOR'un yukari akis diizenleyicisi) fosforile ederek mTOR'u inhibe eder ve
boylece S6K1'i azaltir ve birgok anabolik siireci azaltir(20,22,47).

AMPK aktivasyonu mTOR yolagindaki Akt, mTOR, ribozomal protein S6 ve
4E-BP gibi birgok 6nemli proteinin fosforilasyonunu azaltir (22,48).

mTORCI’ilin al-Ser347/a2-Ser345’1 dogrudan fosforile ederek AMPK
aktivasyonu ve sinyalini baskiladig1 bilinmektedir. mTORCI sinyalinin inhibisyonu

AMPK aktivasyonuna yol agtig1 gdzlenmistir (45).
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2.2.1.3TSC2

TSC2, GTPaz aktivitesine sahiptir ve mTORC1 aktivasyonu igin gerekli olan kiigtik
GTPaz Rheb'i inhibe eder, bdylece mTORCL aktivasyonunu onler. TSC2 Akt
tarafindan fosforile edilerek inhibe edilir. Ayrica, TSC2, AMPK fosforilasyonu ile
dogrudan aktive edilebilir ve Akt, AMPK'y1 inhibe ederek TSC2'yi tamamen inhibe
edip mTOR'u aktive edebilir (21,44,49-51).

' Growth factor

Sekil 5. PI3BK/Akt/mTOR Sinyal Yolag: (21).
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2.2.1.4 Ragulator

Ragulator, Rag GTPazlar1 ve v-ATPazlar, amino asit tanimlama yolunun bir

parcasidir ve mTORC1'in lizozom yiizeyine lokalizasyonu i¢in gereklidir.

Ragulator ve v-ATPazlar lizozom yiizeyinde bulunur. Rag GTPazlar1 dogrudan
lizozoma baglanamaz ¢iinkii lipid ¢ift tabakasina baglanmak i¢in gerekli olan
proteinlere sahip degillerdir, bu nedenle Rag GTPazlar1 bunun yerine Ragulator'a

baglanmalidir. Ragulator, v-ATPaz araciligiyla yiizeye baglidir (15-17,26).

Ragulator; LAMTOR 1, LAMTOR 2, LAMTOR 3, LAMTOR 4 ve LAMTOR 5
isimli bes farkli alt tiniteden olusan kristallesmis bir yapidir. Komplekste iki set
zorunlu heterodimer bulunur. LAMTOR 2/3, dogrudan LAMTOR 4/5'in {istiinde
bulunur. LAMTOR 1 diger alt iinitelerle ayn1 yapiya sahip degildir. LAMTOR 1, iki
heterodimerin gogunu ¢evreler, yapisal destek saglar ve heterodimerleri yerinde tutar.
Amino asitler mevcut oldugunda, alt iiniteler katlanir ve konumlandirilir, bu da Rag-
GTPaz'larin Ragulatorda bulunan LAMTOR 2/3 iizerindeki ana baglanma yerine
baglanmalarina izin verir (15-17,26,52).

A H. sapiens

Leucine—i\- /|— Arginine

KICSTOR @

v-ATPase Translocation

Growth
factors

Lysosome

Sekil 6. Ragulator, Rag kompleksi, Rheb proteini (53).
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2.2.1.5 Rag-GTPaz ve Rheb Proteini

Rag-GTPazlar Rag A/B ve Rag C/D olmak iizere iki set heterodimerden olusur. Rag-
GTPaz'lar Ragulator'a baglanmadan 6nce, Rag A/B'nin guanin niikleotid degisim
faktorleri (GEF'ler) araciligiyla GTP ile bagli olmasi ve RAG C/D'nin GDP ile baglh
olmasi gerekir. Rag-GTPazlar bir kez Ragulator komplekse baglandiginda, mTORC1
lizozom yiizeyine tasinabilir. Lizozom ylizeyinde Rheb ilk olarak GEF'ler
araciligiyla GTP'ye baglanir, mTORC1 daha sonra Rheb'e baglanir (15—
17,26,39,52,54,55).

Amino asitlerin varligi Rag GTPazlarin aktif niikleotit bagli durumlarina, yani
RagA/B'nin GTP bagli formuna ve RagC/D'nin GDP bagli formuna ge¢mesine neden
olur. Aktif Rag GTPazlari, Raptor'a baglanabilir ve boylece mTORC1'i lizozomal
yuzeye ceker. Son olarak, mMTORC1'in Rheb ile birlesmesi mTORC1'in
aktivasyonuna yol acar. Bu iki asamal1 aktivasyon mekanizmasi mTORC1'in hem
Rag hem de Rheb GTPazlarinin aktive oldugu durumlarda aktive olmasini saglar.
Bunun aksine amino asit yoksunlugu Rag GTPazlarini etkin olmayan durumlarina,
yani GDP bagli RagA/B ve GTP bagli RagC/D'ye doniistiiriir, bu da mTORCL1'in
lizozomal ylizeyden serbest birakilmasina ve mTORC1'in devre dis1 birakilmasina

yol acar (39,52,54-56).
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2.3 GATOR Kompleksi

GATOR kompleksi GATOR1 ve GATOR2 adini verdigimiz iki alt kompleksten
olusur ve Rag heterodimerlerinin aktivasyon durumunu kontrol eder. GATOR1
kompleksi DEPDC5, NPRL2 ve NPRL3'U; GATOR2 kompleksi Mios, WDR24,
WDR59, Sehl1L, Sec13'U icerir (57).

2.3.1 GATOR Kompleksi Etki Mekanizmasi

GATOR1, RagA ve RagB icin GTPaz aktive edici protein (GAP) aktivitesine
sahiptir. GATORL1 Raglar1 inhibe ederken ve GATOR2 Raglar1 aktive etmektedir
(56,58).

mTORC1'in Rag GTPazlari araciligiyla amino asit algilama ile iligkilendirilen
bilesenleri Ragulator, v-ATPaz, SLC38A9, KICSTOR, FLCN-FNIP, GATOR
kompleksleri (GATOR1 ve GATOR?2), 16sin sensori Sestrin2, arjinin sensori
CASTORL ve S-adenosilmetionin (SAM) sensorii SAMTOR’dur (59).

Amino asit yoklugunda, GATOR1 RagA/B i¢in GAP aktivitesi gosterir. Aktif
olmayan Rag GTPazlar1 TSC ve FLCN-FNIP'i lizozomal ylizeyde toplar; burada
TSC'nin GAP aktivitesi Rheb'in aktive edilmesini engeller. Sestrin2 ve CASTOR1,
GATOR? ile etkilesime girer ve GATOR2'nin GATORL1'i inhibe etmesini onler.
Boylece mTORCI aktive edilmemis olur (59).

Losin ve arjinin, sirasiyla Sestrin2 ve CASTOR1'e baglanarak GATOR?2
aktivitesini kontrol eden baglica amino asitlerdir. Losinin yoklugunda, Sestrin2
GATOR?2’ye baglanir ve onu inhibe eder; bu da GATOR1'in aktivasyonuna, Rag
GTP hidrolizine ve mMTORC1'in inhibisyonuna yol agar. Losin mevcut oldugunda,
Sestrin2'ye baglanir ve onun GATOR?2 ile etkilesimini bozar, bu da GATOR1'in
inhibisyonuna ve mTORC1'in aktivasyonuna neden olur. Benzer sekilde, arjinin
CASTORI'e baglanir ve GATOR?2 ile mTORC]1 sinyalini aktive eder (57).
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Amino asit varliginda, follikiilin ve iligkili proteinleri (FLCN-FNIP) RagC/D
icin bir GAP gorevi gorir ve GATOR2, RagA/B icin GATOR1'in GAP aktivitesini
inhibe eder. mTORCL1'in lizozomda aktive edilmesi icin v-ATPaz ve SLC38A9
(arginin sensoru) gereklidir. Aktif Rag GTPaz heterodimeri mTORCI1 ile etkilesime
girer ve ardindan Rheb tarafindan aktive edilmesini tesvik ederek onu lizozoma

toplar (59).

KICSTOR, lizozomlara lokalize olur ve GATOR1'i lizozomal ylizeye baglayip
cekmekte dnemli bir rol oynar; GATOR? ile etkilesime girmez. Ayrica, GATOR1'in
Rag GTPazlar1 ile ve GATOR?2 ile etkilesimi i¢in de gereklidir. KICSTOR
kompleksinin birkag bilesenindeki mutasyonlar, asir1 aktif mMTORCI1 sinyali ile
iliskili ndrolojik hastaliklarla baglantilidir. Bu nedenle, KICSTOR, mTORC1
sinyalini negatif olarak diizenleyen bir lizozom iligkili faktor olarak gorev yapar.
KICSTOR, amino asit veya glukoz yetersizligi sirasinda mTORCI sinyalini inhibe
etmek icin gereklidir (60).

Leu growth factors

SAM

Lysosomal
membrane Lumen *

Arg Leu Arg

Sekil 7. GATOR Kompleksi (17).
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2.3.2 GATOR Kompleksi ve Epilepsi

GATOR kompleks proteinini kodlayan genlerdeki mutasyonlar fokal epilepsilerdeki
en yaygin anormalliklerden biridir. Bu mutasyonlar arasinda DEPDCS5 genini
etkileyen mutasyonlar, farkli otozomal dominant kalitiml1 epilepsi tipleriyle
iligkilendirilmistir. Rapamisin ve yapisal analoglari, 6rnegin everolimus, dogrudan
mTOR"u inhibe eder. Hadzsiev ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada su an
18 yasinda olan ve 7 yasinda noromotor gerileme ve epileptik ndbetleri baslayan
WES analizinde DEPDCS5 geninde mutasyon saptanan ve fenotipi lezyonsuz
DEPDCS ile iliskili epileptik ensefalopati ile uyumlu olan bir hastaya everolimus
tedavisi baglanmistir. Everolimus tedavisi sonrasinda EEG bulgularinda diizelme
goriilmese de nobet sikliginin belirgin azaldig saptanmistir. Bu ¢alisma mTOR
inhibitorlerinin bu mutasyona sahip hastalarda bir tedavi secenegi olabilecegini

gostermektedir (61).

Baldassari ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada literatiir taranarak ve
mevcut ¢alismada incelenen vakalar da birlestirilerek GATORL1 yolagi genlerinde
mutasyon saptanan 183 hastanin klinik 6zellikleri incelenmistir. GATOR1-mTORC1
yolagimin genleri (DEPDCS5, NPRL2 ve NPRL3) fokal epilepsilerde en sik
mutasyona ugrayan genlerdir ve bunlarin icinde DEPDCS5 geni 6nemli 6l¢iide dikkat
cekmistir(tiim vakalarin %85’inde). GATORI1 ile iligkili epilepsi fenotipinin
cogunlukla uyku iligkili hipermotor epilepsiden olustugu ve tiim vakalarin %25’ini
olusturdugu goriilmiistiir. Diger fokal epilepsiler (frontal, temporal, frontotemporal,
oksipital, parietal, sentrotemporal epilepsiler dahil) vakalarin %54 inde (172/183)
tanimlanmistir. Ailevi degisken odakli fokal epilepsi ise tiim vakalarin %9'unu
(16/183) olusturmustur. Infantil spazmlar da GATORI1 fenotip spektrumunun bir
pargasidir ve bildirilen tim GATOR1 mutasyonlu hastalarin %6,6'sinda (12/183)
goriilmistiir. Su anda mevcut olan rapamisin gibi mTORCT inhibitérleri epilepsi

tedavisinde umut verici ilaglardir (62).

GATOR1 genlerindeki mutasyonlar Ttuiberoz Skleroz Kompleksi’ne (TSC)
benzeyen hasta fenotiplerine yol acar. Tlberoz Skleroz Kompleksi, TSC1 ve TSC2

genlerindeki mutasyonlar tarafindan olusturulan bir hastaliktir. Bu genler mTORC1
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sinyalini negatif olarak diizenleyen Tiiber6z Skleroz Kompleksini olusturan
proteinleri kodlar. GATORI, besin aclig1 kosullarinda mTORC1'1 baskilar; ancak
TSC protein kompleksi, sinirli biiyiime faktorii bulunabilirligi sirasinda mTORCI1
aktivitesini Rheb proteini tizerinden engeller. GATOR1 kompleks ve TSC
genlerindeki mutasyonlarin her ikisi de epilepsi, beyin malformasyonlari, otistik
ozellikler ve zihinsel engelle iliskilidir. Ancak, bu fenotiplere yol agan patobiyolojik

mekanizmalar heniiz tam olarak a¢ikliga kavusmamistir(63).

DEPDC5, NPRL2 ve NPRL3 GATOR kompleksine ait proteinlerdir ve
mutasyonlar1 dzellikle Degisken Odakli Ailesel Fokal Epilepsi (FFEVF) ile iliskilidir
(61,62,64). Hughes ve arkadaslart DEPDC5'nin islevini daha fazla incelemek igin
farelerde CRISPR teknolojisi kullanilarak DEPDCS fonksiyon kaybi olusturmustur.
DEPDCS allel kayb1 olan farelerde mTORCI1 hiperaktivasyonu saptanmistir. Bu
calisma mTORCT hiperaktivasyonunun muhtemel bir patojenik mekanizma oldugunu
gostermekte ve DEPDCS5 mutasyonlu hastalarin tedavisinde mTORCI1 inhibitdrlerinin

potansiyel faydasina isaret etmektedir (63).

2.4 Ketojenik Diyet

Ketojenik diyet (KD), yiiksek yag, yeterli protein ve diisiik karbonhidrat igerigi ile
karakterize edilir ve epilepsi hastaliginin yonetiminde antiepileptik ajan olarak hem
yetiskin hem de ¢ocuklar iizerinde ytizyillardir kullanilmaktadir. Dr.Wilder, 1921
yilinda yiiksek yagli diyetin ketonemiye yol agarak ndbetleri kontrol altina
alabilecegini sdylemis ve bu diyete ketojenik diyet adin1 vermistir (65). GUnlmuizde
ise medikal tedaviye direncli epilepsilerde alternatif bir yontem olarak ya da tedaviye
ek olan tamamlayici bir tedavi tiirii olarak kullanilmaktadir. Randomize kontrollii
caligmalar, ilaca direngli epilepsi hastalarinin KD yapanlarin, KD yapmayanlara

kiyasla 3-4 ay sonra 6nemli 6l¢iide daha az nobet ge¢irdigini gdstermistir.
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Antiepileptik etkisinin yani sira, KD'nin hastalig1 degistirici ve antiepileptojenik

ozellikleri oldugu da gosterilmistir (66—69).

TSC mutasyonu olan ve olmayan epilepsi hastalar ile yapilan bir ¢alismada KD
uygulamasinin epilepsi hastalarinda nobet sikligini azalttigini1 gostermistir. TSC
mutasyonu olan hastalarda KD yanitinda olmayan hastalara gore anlamli bir fark

goriilmemistir (70).

Adenozin kinaz (ADK) ekspresyonunun artmasi ve adenozin seviyesinde azalma
ndbet aktivitesi ile iligkilendirilmistir. Ketojenik diyetin ADK seviyelerinde azalma
ve adenozin seviyesinde artmaya sebep olarak nobet aktivitesini azalttig

gosterilmistir (71).

Onerilen birgok hipotezden biri, KD'nin mTOR yolagini inhibe ettigidir. Yapilan
bir ¢aligmada ketojenik diyet ve standart diyet uygulanan farelerin karaciger ve beyin
dokusu incelenmis olup ketojenik diyet uygulayan farelerin hipokampus ve karaciger
dokusunda mTOR yolak aktivasyonunun belirtegleri olan pS6 ve pAkt'in
ekspresyonunun azaldig1, ayn1 zamanda ketojenik diyet uygulanan farelerin karaciger
dokusunda pAMPK diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (72).Singh ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada ketojenik diyet uygulanan farelerin hipokampus dokusu
incelendiginde mTOR inhibisyonu ile iligkili olan p-S6 diizeyinde azalma

saptanmugtir (73).
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2.4.1 Ketojenik Diyet Tipleri

KD uzun zincirli yag asitleri (LCT) veya orta zincirli yag asitlerine (MCT) dayali
olmak tizere 2’ye ayrilabilir. Klasik KD’de yaglar LCT dir ve baslica standart
yiyeceklerden saglanir. Protein biiyiime i¢in gerekenin en az miktarinda verilir ve
karbonhidratlar kisitlanir. MCT’ler oktanoik ve dekanoik asitler hiicre i¢ine daha
kolay tagindiklart icin LCT lerden daha ketojeniktirler. Bu ketojenik potansiyelleri
nedeniyle MCT diyetinde daha az total yag gerekir, boylece daha fazla karbonhidrat
ve protein eklenebilir (74,75).

1.Klasik KD
2.0rta zincirli trigliserid diyeti (MCT)
3.Modifiye atkins diyeti (MAD)

4.Disiik glisemik indeks diyeti (LGIT)

Yapilan ¢aligmalar LCT ve MCT uygulanan hastalarda her iki diyet arasinda etkinlik

tolerasyonu agisindan énemli bir fark olmadigini gostermistir (76).

2.4.2 Ketojenik Diyetin Nobet Tedavi Edici Etki Mekanizmasi

Ketojenik diyetin (KD) etki mekanizmasi hala net anlasilamamistir. Ketojenik
diyette beyin enerji kaynagi olarak glukozu degil, yag asitlerinin yikim ile olusan
ketonu kullanir. Bu anaerobik aktivite, epileptik nobetlerin azalmasinda 6nemli bir
unsuru olusturur. Beyinde ketozis sebepli aspartat seviyesini azaltarak GABA

seviyesini artirmasinin da nobetleri durdurmada etkili oldugu diistintilmektedir
(77,78).
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Ketojenik diyet uygulamasinda olusan asetoasetat VGLUT?2 iizerinden glutamat
salinmasini inhibe eder (79). Ketojenik diyet uygulamasinda olusan beta hidroksi
biitirat beyindeki GABA ve GABA/glutamat oranini artirir (80). Ketozis durumu,
ketojenik diyet tarafindan indiiklenen astrosit metabolizmasini daha aktif hale getirir.
Bu yiiksek astroit aktivitesi, glutamatin glutamine doniisiimiiniin artmasina yol agar.
Ardindan, glutamin GABA'ya doniisiir. GABA, beyindeki baslica inhibitor
norotransmitterdir. Boylece uyarici bir nérotransmitter olan glutamat miktar1 azalir,

inhibe edici bir ndrotransmitter olan GABA miktari artar (81).

Glukoz analogu olan 2-deoksiglukoz (2DG), glukoz alimini azaltarak ve
fosfoglukoizomeraz i¢in yarigarak glikolizi inhibe eder. Ketojenik diyet sirasinda
gbzlemlenen glukoz seviyelerindeki azalma ve keton cisimcigi metabolizmasindaki
artig, glikolizin azalmasiyla iligkilidir. 2DG ndbet ilerlemesini yavaslatabilir. Yapilan
calismalar 2DG'nin antikonviilsan ve antiepileptik 6zelliklere sahip oldugunu ortaya

koymaktadir (79,82).

Ketojenik diyet uygulamasinda hiicredeki ATP azalmaktadir. Bunun sonucu
olarak K-ATP kanallar1 aktive olarak agilmaktadir ve hiperpolarizasyona sebep
olarak noronal uyarilabilirligi azaltmaktadir (79,83,84).

2.5 Kalori Kisitlamasi

Kalori kisitlamasi (KK), genellikle temel besin ihtiyaglarindan 6diin vermeden, ad
libitum beslenmeye kiyasla kalorik alimda %20-40 oraninda bir azalma olarak

tanimlanir (22).

Acligin antiepileptik etkileri antik ¢aglardan itibaren bilinmektedir ve KK tip
tarihinde epilepsi tedavisinde kullanilan ilk tedavi seklidir. Kalori kisitlamasinin
epilepsili hastalarinda ndbet sikligini azalttig1 gosterilmistir. Glinlimiizde KK
uygulamasinin sadece epilepsi tizerinde degil ayn1 zamanda diger nérolojik

hastaliklarda da faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (85,86).
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KK’nin yaglanma, yasam siiresi ve noroprotektif etkilerini inceleyen pek ¢ok
calisma mevcuttur. KK uygulamasinin, yaslanmaya bagli olarak ortaya ¢ikan ve
kalic1 6grenme ve bellek ile ilgili olan uzun vadeli potansiyasyondaki kayiplari

azalttig1 gosterilmistir (87,88).

Yapilan bir hayvan ¢alismasinda KK uygulanan farelerin serbest beslenen
farelere gore hipokampal néronlarinin dejenerasyonlara daha direngli hale geldigi ve
unutmanin daha az oldugu saptanmistir (89). Lee ve arkadaslar1 KK uygulamasinin
ndrodejenerasyonu azaltmasina ek olarak ndrotrofik faktor uyarimini da artirdigi

gosterilmistir (90).

KK uygulamasinin farkli canl tiirlerinde yaslanmaya bagli hastaliklar1 azalttig1

ve yasam siiresini artirdigi gosterilmistir (91,92).

2.5.1 Kalori Kisitlamasi Etki Mekanizmasi

Kalori kisitlamasinin faydalarinin altinda yatan mekanizmalar heniiz tam olarak
tanimlanmamistir. Ancak bu mekanizmalar1 agiklamaya yonelik bir¢cok calisma
yiirtitiilmektedir. Yapilan ¢alismalarda KK uygulamasinin niikleer faktor kappa B
(NF-KB), TNF-a ve interlokin sentezini azalttig1 ve antiinflamatuar etkisinin oldugu

gosterilmistir (93,94). Ayn1 zamanda oksidatif hasar1 azalttig1 gosterilmistir (95).

Etki ettigi molekiiler sinyal yolaklar1 arasinda instilin/insiilin benzeri biiyiime
faktorii sinyal yolagi, mTOR yolagi, adenozin monofosfat ile aktive edilmis protein

kinaz (AMPK) sinyal yolagi bulunmaktadir (96).

Memelilerde, kalori kisitlamasinin mTOR yolagini baskiladigi gosterilmigtir.
Farelere mTOR inhibit6rii olan rapamisin uygulanmasinin farkli fare tiirlerinin
yasam sliresini uzattig1 gosterilmistir (20). mTOR'un yasam siiresini uzatmasindaki
roliinii destekleyen bir bulgu da mTOR sinyal yolunun asag1 yonlii bir bileseni olan
ribozomal S6 protein kinaz 1'in (S6K1) silinmesinin yasam siiresini artirmasi ve yasa

bagli patolojilere; 6rnegin kemik, bagisiklik ve motor fonksiyon bozukluklart ve
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insiilin duyarliliginin kaybina kars1 direng saglamasidir. S6K1'in silinmesi, KK'de
goriilen gen ekspresyonu kaliplarina benzer kaliplar olusturmustur. Metabolik agidan
bakildiginda, S6K1 eksikligi olan fareler, obezite ve metabolik hastaliklardan
korunmakta ve bu durum, daha yiiksek mitokondriyal biyogenezle
iliskilendirilmektedir (20,22,97,98).

Kalori kisitlamasi altinda mTOR yolag1 inhibe olur, mTOR inhibisyonu
okaryotik baslama faktorii 4E baglayici proteinin (4E-BP) hipofosforile duruma
gecmesine sebep olur, hipofosforile 4E-BP translasyonel baskilayici olarak hareket
eder. Translasyonel baskilayic1 4E-BP, kalori kisitlamasinda mRNA

translasyonundaki degisiklikleri diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir (22,99).

Kalori kisitlamasinin bir bagka etki mekanizmasi AMPK aktivasyonu ile
iligkilidir. Yapilan ¢aligmalar kalori kisitlamasi uygulamasinin AMPK aktivasyonunu

artirdigini1 gostermistir (100).

AMPK genellikle ATP sentezinin tehlikeye girdigi durumlarda; 6rnegin hipoksi,
iskemik durumlar, diisiik besin bulunabilirligi veya egzersiz ya da aclik sirasinda
ATP tiikketiminin hizlandig1 durumlarda aktive olur. Sonug olarak, AMPK
aktivasyonu ATP (retmek i¢in katabolik siiregleri uyarir ve hiicrenin acil hayatta
kalmasi i¢in gerekli olmayan ATP tiiketen anabolik siire¢leri inhibe eder. AMPK
aktivasyonu, mTOR inhibisyonu i¢in en iyi tanimlanmis hiicre ici tetikleyicidir

(20,22).
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3.GEREC VE YONTEM

Calismamizda Prof. Dr. Dilsad Tiirkdogan’in danigmanliginda yapilan Dr. Seyda
Karabulut’un 2019 yilinda Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Ketojenik Diyet ve Kalori Kisitli Diyetin Anti-
inflamatuar Etkilerinin incelenmesi isimli uzmanlik tezinde kullanilan farelerin
karaciger biyopsi preparatlart kullanilmistir (101). Farkli diyet modifikasyonlari
uygulanan farelerin karaciger biyopsi preparatlarinda GATOR yolagina ait

proteinlerin ekpresyonu incelenmistir.

3.1 In vivo deneyler

Dr. Seyda Karabulut’un 2019 yilinda Prof. Dr. Dilsad Tiirkdogan’in danismanliginda
yapmis oldugu tez ¢alismasinda 50 adet Winstar disi sigan (6 haftalik), 7 alt gruba
ayrilmis ve 7 hafta boyunca farkli beslenme kosullarina maruz birakilmigtir. Tim ele
alinan deney gruplarinda ketojenik diyet (KD) etkinligini dogrulamak i¢in serum beta-
hidroksibditirat seviyeleri 6l¢tlmiistiir. 7 haftanin sonunda her bir alt grupta 3 sigana
karaciger biyopsisi yapilmustir. Ornekler hemen dondurularak islem yapilana kadar -
80°C’de bekletilmistir. Bu tez kapsaminda temel amaclarin dogrulanmasina yonelik
onceki tezde kullanilan farkli diyet uygulamalari yapilan sican 6rnekleri kullanilmistir
(102).
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Ornek gruplar:

A- Ketojenik diyet-zeytinyagi (KDZY)

B- Ketojenik diyet-hurma g¢ekirdegi yagi (KDHY)

C- Kalorisi kisitli ketojenik diyet-zeytinyagi (KK-KDZY) (gilinliik toplamin %70'i
kalori)

D- Kalorisi kisitli ketojenik diyet-hurma ¢ekirdegi yagi (KK-KDHY) (gunlik
toplamin %70'1 kalori)

E- Kalori kisitlamasi (KK) (giinliik toplamin %70'1 kalori)

F- LPS ile indiiklenmis standart diyet

G- Standart diyet

3.2 Protein izolasyonu

Bekletilen orneklerden taze protein izolasyonu islemi gergeklestirildi. Onceden
hazirlanmis -80°C’de saklanan karaciger homojenatlar1 ¢o6ziildii ve yapilan tim
islemler buz iizerinde gerceklestirildi. Uretici firmanimn 6nerdigi sekilde 100 pL M-
PER solisyonu (Thermo Scientific / Lot No: VI311347), 20 uL 6rnek (zerine
eklenerek, 5-10 dk arasinda buz tizerinde inkiibe edildi. 4°C’de, 14000 rpm’de, 10 dk
boyunca santrifiij islemi gerceklestirildi ve total protein miktarini i¢eren siipernatant
faz1 toplanip yeni mikrofiij tiiplerine aktarildi. Bu mikrofiij tiiplerinde bulunan
proteinler yapilacak diger analizler i¢in -20°C’de muhafaza edildi. Total protein
konsantrasyonu Bradford analizi ile belirlendi. Bradford analizi, konsantrasyonu
bilinmeyen protein miktarlarini saptamak i¢in sik kullanilan etkin bir yontemdir. 100
pnL Bradford soliisyonu (BioShop / Lot No: 9C59314), 2 uL miktarindaki 6rnekler
tizerine karanlik bir ortamda eklendi. Ornekler oda 1sisinda, karanlik bir ortamda
shaker {iizerine yerlestirilip, 10 dk boyunca inkiibe edildikten sonra elde edilen

kolorimetrik degisim her bir 6rnek i¢in 595 nm’de alinan spektrofotometrik analiz ile
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degerlendirilmistir. Bovin serum albimin (BSA) bu analizin standart egrisi olarak
kullanildi.

3.3 Immunoblotlama

Bradford yontemi ile (Bradford ¢ozeltisi, Biorad) protein konsantrasyonu BSA ile elde
edilen standart egriye gore belirlendi. Hazirlanan %8-12’lik SDS-PAGE akrilamid jele
yuklenen o6rnekler yiiriitiildiikten sonra PVDF membrana (Biorad) aktarilarak, tez
kapsaminda secilen primer antikorlar ve uygun anti-tavsan/anti-fare sekonder
antikorlar ile inkiibe edildi. Hedef protein ekspresyonlar1 laboratuvarimizda yapilan
kemiluminans ajanlar1 ile (kumarik asit, hidrojen peroksit ve luminol) inkiibe
edildikten sonra chemidoc (Biorad) ile analiz edildi. Elde edilen sonuglar
antikorlarindan arindirilan membranlarda yeniden inkiibasyon ile B-aktin
belirlemesinden sonra ImageJ] programi ile analiz edilerek sunuldu. Normalizasyon

ila¢ uygulanmayan kontrol grubunun p-aktin/GAPDH seviyesine gore gerceklestirildi.

3.4 Verilerin degerlendirilmesi

Gruplar arasindaki farkliliklar en az 3 tekrar doku ile hedef proteinler igin
degerlendirmeye alimmistir. Image J ile dansitometrik analiz sonuglari kapsaminda

analizler “GraphPad-Prism 6” programu ile hazirlanarak sunulmustur.
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4 BULGULAR

Total protein konsantrasyonu Bradford analizi ile belirlendi. Bovin serum albimin bu

analizin standart egrisi olarak kullanilmistir (Sekil 8).
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Sekil 8. Bradford analizi sonuglar1 ve western blot yiikleme konsantrasyon hesaplari.
Tiim orneklerde 2 ayri seferde 2 tekrarli olarak sonuglar alinmig ve jellere yiikleme

miktari sar1 ile boyanan kisimda 50 ug protein yiikleme i¢in optimize edilmistir.

Farkli diyet modifikasyonlar1 uygulanan farelerin karaciger biyopsi
preparatlarinda GATOR 1 protein kompleksi ve mTOR sinyal yolagina ait proteinlerin

ifade diizeyi incelenmistir.
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Sekil 9. mTOR sinyal yolaginda AMPK ve GATOR1 kompleks proteinlerinin
karsilastirilmali olarak irdelenmesi. Bu amagla, A, B, C, D, E ve G gruplarindan farkl
protein 6rnekleri secilerek hedefler en az 3 kez tekrarlanmistir.

A: Ketojenik diyet-zeytinyagi (KDZY) B: Ketojenik diyet-hurma c¢ekirdegi yagi
(KDHY) C: Kalorisi kisitli ketojenik diyet-zeytinyagi (KK-KDZY) (giinliik toplamin
%70'i kalori) D: Kalorisi kisith ketojenik diyet-hurma ¢ekirdegi yagi (KK-KDHY)
(glinliik toplamin %701 kalori) E: Kalori kisitlamasi (KK) (giinliik toplamin %70'1
kalori) F: LPS ile indiiklenmis standart diyet G: Standart diyet

Elde edilen bulgularimizda ketojenik diyet-zeytin yagi (A grubu) ve ketojenik
diyet- hurma ¢ekirdegi yagi (B grubu) beslenme gruplarinda, 6zellikle hurma gekirdegi
yagi uygulanan grupta mTOR ifadesinde azalma ile birlikte p-AMPK thrl72

fosforilasyonu gozlenmistir.

Standart diyet grubu ile karsilastirdigimizda ketojenik diyet-zeytinyagi (A grubu)
ve ketojenik diyet-hurma c¢ekirdegi yagi (B grubu) gruplarinda 6zellikle zeytinyagi
uygulanan grupta daha belirgin olmak tzere p-mTOR ifadesinde artig goriilmiistiir.
Benzeri sekilde sadece kalori kisitlamasi yapilan grupta (E grubu) ketojenik diyet-
hurma c¢ekirdegi yagi uygulanan gruba goére mTOR fosforilasyonundaki artis ile

beraber p-AMPKa seviyesindeki artis goriilmiistiir.
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GATORI1 kompleksinin iiyesi olan NPRL2 hurma c¢ekirdegi yagi uygulanan
ketojenik 6rneklerde artarken, kalori azaltiminda NPRL2 degisimi diger 6rneklerde
farklilik gostermemektedir. Kontrol grubunda ise NPRL2 ifadesi goriilmemistir.
GATOR1 kompleks tiyesi NRPL2, p-AMPKa aktivasyonu ile benzer seyirde degisim

gostermistir.

Daha kapsamli bir aragtirma i¢in GATOR-mTOR ile iliskili olarak mTOR
ifadesindeki artis1 gosteren RagC ve pACC hedefleri incelenmistir.

50 kDa
RagC

Sekil 10. RagC ve pACC orneklerinin birlestirilen protein Orneklerinde ifade
diizeylerinin belirlenmesi. F grubu LPS ile indiiklenmis standart diyet 6rneklerinde

pozitif kontrol 6rnegi olarak eklenmistir.
Calismamizda sadece kalori azalmasi yapilan 6rnek grubunda (E grubu) ve LPS

ile indiiklenmis standart diyet grubunda (F grubu) RagC fosforilasyonu ve pACC

ifadesi artmis olarak goriilmiistiir.
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GATOR Kompleks sinyal yolaginda GATOR 2 sinyal yolagina ait WDR59 ve
Mios, GATORI1 sinyal yolagina ait NPRL2 ifade diizeyleri incelenmistir.
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Sekil 11. GATOR Kompleks sinyal yolaginda degisen proteinlerin hedef proteinler
acisindan degerlendirilmesi. A. KDZY KD (zeytinyag1), B. KDHY (hurma ¢ekirdegi
yag1), C. KK-KDZY (giinliik toplamin %70'1 kalori), D. KK-KDHY (giinliik toplamin
%70'i kalori) E. KK (giinliik toplamin %70'i kalori), F. LPS ile indiiklenmis standart
diyet, G: Standart diyet

Standart diyet grubu ile diger tiim diyet gruplari karsilastirildiginda GATOR2
belirteci olan WDR59 ile Mios ifadesinde ve GATORZ1 belirteci olan NPRL2

ifadesinde artig goriilmiistiir.
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5.TARTISMA

Ketojenik diyet, kalori kisitlamas1 ve farkli diyet modifikasyonlarinin mTOR ile

iligkisini inceleyen pek ¢ok ¢alisma mevcuttur.

McDaniel ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada ketojenik diyet ve standart
diyet uygulanan farelerin karaciger ve beyin dokusu incelenmis olup ketojenik diyet
uygulayan farelerin hipokampus ve karaciger dokusunda mTOR yolak
aktivasyonunun belirtecleri olan pS6 ve pAkt'in ekspresyonunun azaldigi, ayni
zamanda ketojenik diyet uygulayan farelerin karaciger dokusunda pAMPK
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (72).

Benzer sekilde bagka bir ¢aligmada ketojenik diyet ve standart diyet uygulanan
farelerin hipokampus dokusu incelendiginde ketojenik diyet uygulanan grupta

MTOR inhibisyonu ile iliskili olan p-S6 diizeyinde azalma saptanmustir (73).

Liu ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada fareler kontrol diyet, kalori
kisitlamasi, orta zincirli yag asidi iceren kalorisi kisitlanmis KD, kalorisi kisitlanmis
yabanci KD (farkli marka tarafindan temin edilen) ve kalorisi kisitlanmis KD olarak
5 alt gruba ayrilmistir. Orta zincirli yag asidi igermeyen KD grubunda serum mTOR1
ifadesi daha diisiik saptanmistir. Orta zincirli yag asidi igeren grupta AMPK ifadesi
ile mTOR1 ifadesinde azalma goriilmiistiir (102). AMPK diizeyindeki azalma

AMPK ifadesinin bagka yolaklar tarafindan da diizenlenmesi ile agiklanabilir.

Yapilan baska bir ¢aligmada glioblastoma timor hiicreleri ile deri alt1 timor
dokusu olusturulmus farelerde MCT yagi ile takviye edilmis yiiksek yag, diisiik
karbonhidratl bir diyet ile beslendiginde kontrol grubuna gére mTORC1/mTORC2
genlerinin global bir sekilde disiik regiilasyonu oldugu saptanmistir (103).
Calismamizda ketojenik diyet uygulanan beslenme gruplarinda p-AMPK ve p-
mMTOR ifadesinde artis, mTOR ifadesinde azalma gorilmiistiir. Elde ettigimiz
bulgularda ketojenik diyette mTOR ifadesinde azalma ve p-AMPK olmas: literatir

ile benzer sonuglanmistir. Fosforile mTOR ifadesinde artisa mTOR {izerine bir¢ok
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farkli yolagin etkili olmasinin sebep oldugu diisiiniilmektedir. Caligmamizda hurma
cekirdegi yagi kullanilan ketojenik diyet grubunda mTOR ifadesinde azalma, p-
AMPK ve NPRL2 ifadesinde artis daha belirgin olarak saptanmustir. Ozellikle hurma
cekirdegi yagi uygulanan grupta mTOR ifadesinde azalmanin belirgin olmasi bu
beslenme grubunda mTOR inhibisyonun diger gruplara gore daha fazla oldugunu

distindiirmektedir.

Moore ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada farelerde kalori kisitlamasi (KK)
rejimi ile beslenmenin kontrol grubuna kiyasla karaciger dokusunda Akt ve
mTOR'un aktivasyonunda azalmaya ve AMPK fosforilasyonunda artmaya sebep

oldugu goriilmiistir (104).

Kalori kisitlamasi uygulanan ve serbestce beslenen farelerin kas dokusu
incelendiginde mTORCT1 sinyal aktivitesi belirtecleri olan Akt, mTOR, p70S6K ve

rpS6'nin protein translasyonu ve fosforilasyonunun azaldigi gosterilmistir (105).

Yapilan bagka bir ¢aligmada kalori kisitlamas1 uygulanan farelerin karaciger

dokusu incelenmis ve fosforile olmus AMPK miktar1 artmig olarak saptanmigtir
(100).

Ataman ve arkadaslar1 kalori kisitlamasi uygulanan farelerin kas dokusunda

mTORCI yolag: alt birimlerin fosforilasyonunda azalma gozlemlemistir (106).

Calismamizda da benzer sekilde kalori kisitlamas1 uygulanan grupta fosforile
olmus AMPK ifadesinde artis goriilmiistiir. Literatiirden farkli olarak kalori
kisitlamasi yapilan grupta p-mTOR ifadesinde artig saptanmustir.

Literatiirde ketojenik diyet, kalori kisitlamasi ile GATOR protein kompleksi
iliskisini inceleyen bir calisma yoktur. Fakat mTOR yolagi ve GATOR kompleksi
arasindaki iliskiyi inceleyen bir¢ok ¢alisma mevcuttur. GATOR 1 Rag A ve Rag B yi
inaktive ederek mTORC1 inhibisyonu yapar. GATOR 2 kompleksi GATOR1
inhibisyonu yaparak mTORCL1 aktivasyonuna neden olur (57,59). Buradan yola
cikarak GATOR1 kompleksi inhibisyonu durumunda mTORC1 aktivasyonundan s6z

edilebilir. Caligmamizda hurma ¢ekirdegi yagi uygulanan ketojenik diyet grubunda
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GATOR 1 kompleksi iiyesi NPRL?2 ifadesinde artig goriilmiistiir. GATOR1 kompleks
uyesi NRPL2, p-AMPKa aktivasyonu ile benzer seyirde degisim gostermistir.

Literatiir incelendiginde GATOR?2 yolag1 aktivasyonun mTOR yolaginda artisa
neden oldugu goériilmiistiir. LOsin ve arjinin GATOR?2 aktivitesini kontrol eden
baslica amino asitlerdir. Losinin yoklugunda, GATOR2 inhibe olur ve GATOR1
aktive olarak mTORCL1'in inhibisyonuna yol acar. LAsin mevcut oldugunda
GATOR?2 aktive olur ve bu GATORL1 inhibisyonuna ve mTORCL1'in aktivasyonuna
neden olur(36,37). Calismamizda kontrol grubu digindaki tiim beslenme gruplarinda
GATOR 2 yolagina ait WDR59 ve Mios ifadesinde artis saptanmustir. Kalori
kisitlamasi durumunda amino asit yoklugu durumu olacagi diisiintilerek GATOR2
inhibisyonu beklenirken ¢alismamizda beklenilenden farkli kalori kisitlamasi
durumunda da standart diyet grubuna gore GATOR?2 ifadesinde artis goriilmiistiir.
Bunun nedeni olarak GATOR?2 aktivitesini kontrol eden baska mekanizmalar

olabilecegi diisliniilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda blyume faktorleri ve amino asitlerin RagC
fosforilasyonunu artirdig: ve fosforile RagC nin mTORC1 aktivasyonu i¢in gerekli
oldugu goriilmiistiir. Guang ve arkadaslar1 buna ek olarak mTORC1’in de RagC’yi
fosforile ettigini gostermislerdir (59,107). Literatiire bakildiginda mTOR ifadesinde
artis olmas1 durumunda fosforile RagC’nin artmis olmasi beklenir. Calismamizda
beklendigi sekilde sadece kalori kisitlamast durumunda p-mTOR ifadesinde artis ve
RagC ifadesinde artis goriilmiistiir.

Calismamizda mTOR yolagi ile iliskili olarak fosforile Asetil-CoA karboksilaz
(ACC) ifadesi de incelenmistir. ACC, asetil-CoA'nin karboksilasyonunu katalize
eder ve bu islem sonucunda malonil-CoA dretilir. Malonil-CoA daha sonra yag asidi
sentezaz tarafindan uzun zincirli doymus yag asitlerinin tiretiminde kullanilir.
Yapilan ¢alismalarda mTOR sinyal yolunun translasyonel diizenlemesi araciligiyla
ACC ekspresyonunu indiikleyebilecegi gosterilmistir. (108) mTOR yolag: ile iliskili
olarak AMPK’nin ACC’yi fosforile ederek inhibe ettigi bilinmektedir (109).
Calismamizda kalori kisitlamasi uygulanan grupta fosforile ACC ifadesinde artis
goriilmiistiir. Bu duruma p-mTOR diizeyindeki artisin sebep oldugu

distiniilmektedir.
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6.SONUCLAR

1)

2)

3)

Ketojenik diyet-zeytin yagi ve ketojenik diyet- hurma ¢ekirdegi yagi
beslenme gruplarinda, 6zellikle hurma g¢ekirdegi yagi uygulanan grupta
mTOR ifadesinde azalma ile birlikte p-AMPK thr172 fosforilasyonu
gozlenmistir. Benzeri sekilde sadece kalori kisitlamasi yapilan grupta
ketojenik diyet- hurma ¢ekirdegi yagi uygulanan gruba gére mTOR
fosforilasyonundaki artis ile beraber p-AMPKa seviyesindeki artis
goriilmiistiir. Elde ettigimiz bulgularda ketojenik diyette mTOR ifadesinde
azalma olmasi hipotezimizle uyumlu sonuglanmistir. p-AMPK ifadesinin
artis1 oldugu durumlarda mTOR ifadesindeki azalma beklenirken, p-AMPK
ifadesindeki artisa eslik eden p-mTOR artisi, mTOR tizerinde AMPK disinda

farkl faktorlerinde etkili oldugunu diistindiirmektedir.

Standart diyet grubu ile karsilastirdigimizda ketojenik diyet-zeytinyagi ve
ketojenik diyet-hurma ¢ekirdegi yagi gruplarinda 6zellikle zeytinyagi
uygulanan grupta daha belirgin olmak tizere p-mTOR ifadesinde artis
goriilmistiir. Sadece kalori kisitlamasi yapilan grupta ketojenik diyet-hurma

cekirdegi yag1 grubuna gore p-mTOR artis1 dikkat ¢gekmistir.

GATOR1 kompleksinin yesi ve mTOR inhibisyonundan sorumlu olan
NPRL2 hurma ¢ekirdegi yagi uygulanan ketojenik orneklerde artarken, kalori
azaltimida NPRL2 degisimi diger 6rneklerde farklilik gostermemektedir.
Kontrol grubunda ise NPRL2 ifadesi goriilmemistir. NRPL2, p-AMPKa
aktivasyonu ile beklendigi sekilde benzer seyirde degisim gostermistir.
Standart diyete gore diger tum gruplarda NPRL 2 ifadesinde artis olmasi
kalori kisitlamasi ve ketojenik diyet uygulamasinda GATOR 1 yolaginda

artis1 gostererek hipotezimizi desteklemektedir.
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4)

5)

Calismamizda sadece kalori azalmasi yapilan 6rnek grubunda ve LPS ile
indiiklenmis standart diyet grubunda RagC fosforilasyonu ve pACC ifadesi
artmis olarak goriilmiistiir. Kalori kisitlamasi grubunda gézlenen pACC
ifadesindeki artis mTOR ifadesindeki artis ile agiklanabilir.

Standart diyet grubu ile diger tiim diyet gruplar karsilastirildiginda GATOR2
belirteci olan WDRS59 ve Mios ifadesinde artis goriilmistiir. Amino asit
yoklugu durumunda GATOR2 kompleksi proteinlerinde azalma beklenirken
ketojenik diyet ve kalori kisitlamasi yapilan gruplarda ifadesinde artis
gorulmesi GATOR yolagina etki eden baska mekanizmalarin da olduguna

isaret etmektedir.
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