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Obezite kronik bir hastalik olup, 21. ylizyilin en biiyiik kiiresel saglik sorunu olarak salgin haline
gelmistir. Obezite, birbiriyle baglantili ¢ok sayida degisken iceren karmasik bir sorun oldugu igin
basit yaklasimlar1 ele alan saglik uygulamalari ile bu hastaliga yonelik net ve iyi bir ¢dziim
sunulmasi oldukg¢a zordur. Bu karmasik agin incelenerek biitiinsel yaklagimlarin gelistirilmesinde
uygun deney sistemi olusturabilmek obezite arastirmalarinin en 6nemli ve zorlayici konularindan
biridir. Bu tez kapsaminda, metaflamasyon, insiilin direnci ve adiposit fonksiyon bozuklugunun
temel nedeni olan adipoz doku makrofaj (ATM) infiltrasyonunun altinda yatan molekiiler
mekanizmalar: aydinlatabilmek igin yeni bir Drosophila modeli (P0206>CG7839~NA"
kullanilmustir. Bu Drosophila modelinde, GAL4/UAS genetik sisteminin ve evrimsel olarak
korunmus metabolik yolaklarin avantajlarindan faydalanilarak protorasik dokuya 6zgii olarak
ekdison sentezi baskilanmistir ve larval donemden pupa donemine gecis i¢in gerekli olan yeterli
ekdison hormonunun sentezlenmemesi sonucunda beslenmeye bagli olan larval donem
uzatilmistir. Boylece ad libitum beslenen larvalarda hiperfaji modeli olusturularak memelilerdeki
obeziteye benzer 6zelliklere sahip olduklari ortaya koyulmustur. Ayrica, memeli adipoz doku ve
karacigerinin fonksiyonel homologu olan fat body dokusunda bagisiklik hiicre (hemositler)
infiltrasyonu gergeklestigi gosterilmistir ve memeli ATM infiltrasyonunun Drosophila versiyonu
P0206>CG7839""* modelinde tanimlanmustir. Bu tez calismasi, egr® ve egr**® mutant sinek
soylar1 araciligi ile Eiger/TNFa sinyal yolaginin inhibisyonu sonucunda ATM infiltrasyonunda
dramatik bir azalma oldugunu ve metabolik hasar ile iligkili olan Eiger/TNFa sinyal yolaginin
grindelwald reseptorii araciligi ile ATM infiltrasyonunu engelledigi gosterlmistir. Boylece, D.
melanogaster'da obezite ile iligkili makrofaj infiltrasyonunun mekanizmas: ilk kez ve gegerli
olarak P0206>CG7839""A modeli araciligiyla gosterilmistir. Verilerimiz, ATM infiltrasyonunu
tetikleyen anahtar mekanizmalarin evrimsel olarak korundugunu ve obezite ile indiikklenen kronik
inflamasyonun en erken molekiiler etiyolojisini olugturan ATM infiltrasyonundaki kritik yolaklar
daha iyi anlamak i¢in gelistirilecek Drosophila modellerine Onciilik edebilecegini
gostermektedir. Modelimizin ayn1 zamanda genetik taramalar gergeklestirmek veya metabolik
hastaliklara yonelik yeni terapotik miidahalelerin etkinligini ve giivenligini test etmek icin de
degerli bir ara¢ olarak umut vadetmektedir. Ayrica bu modelin, steroid hormonlari, metabolizma
ve obezite arasindaki heniiz aydinlatilamayan karmasik iligkileri diizenleyen mekanizmalarin
arastirilmasi i¢in faydali bilgiler saglayacag: da disiiniilmektedir.
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Obesity is a chronic disease and has become the biggest global health problem in the 21st century. Since
obesity has complex ethiology with numerous interconnected variables, it is significant challenge to provide
a clear, well-defined solution to this disease with simple weight loss centered approaches. Finding the
appropriate experimental system for the development of holistic approaches by examining this complex
network is one of the most important and challenging issues of obesity research. Within the scope of this
thesis, a novel Drosophila model (P0206>CG7839"NA)) was used to elucidate the molecular mechanisms
underlying adipose tissue macrophage (ATM) infiltration that root cause of metaflammation, insulin
resistance and impairment of adipocyte function. In this Drosophila model, we took advantage of the
GAL4/UAS genetic system and evolutionary conserved metabolic pathways to reduce ecdysone levels
specific to prothoracic gland to prolong the nutritial larval stage so these animals exhibit hyperphagia
behavior with ad libitum feeding and as a consequence features resembling obesity in mammals. Moreover,
we observed a significant infiltration of immune cells (hemocytes) in the fat bodies which is functionally
analogous to the mammalian liver and adipose tissue so Drosophila version of ATM infiltration course was
characterized in the P0206>CG7839"NA' model. In this thesis, it has been demonstrated that there is a
dramatic decrease in ATM infiltration as a result of inhibition of the Eiger/TNFa signaling pathway by used
egr! and egr*A® mutant fly strains and that the Eiger/TNFa signaling pathway, which is associated with
metabolic damage, inhibits ATM infiltration via the grindelwald receptor. Thus, the mechanism of obesity-
associated macrophage infiltration in D. melanogaster was first and validly demonstrated through the
P0206>CG7839"NA' model. Our data suggest that the key mechanisms triggering ATM infiltration are
evolutionarily conserved in Drosophila and can lead to development of Drosophila models to better
understand the critical pathways in ATM infiltration that constitute the earliest molecular etiology of
obesity-induced chronic inflammation. Our model is promosing valuable tool either to perform genetic
screens or to test the efficacy and safety of novel therapeutic interventions for metabolic diseases. In
addition, it is thought that this model will provide a convenient platform and useful information to
investigate the mechanisms regulating the complex relationships between steroid hormones, metabolism
and obesity, which have not yet been clarified.
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1. GIRIS

Obezite genel sagligi ve yasam kalitesini olumsuz etkileyen, saglik sisteminde agir bir
yiik olusturan, karmasik etiyolojiye sahip olan en 6nemli kiiresel saglik sorunlarindan
biridir. Obezite prevelans: kiiresel olarak diinya genelinde hizla artmakta olup, 1975 ve
2016 yillar arasinda iig katina ¢ikarak bulasici hastaliklarda oldugu gibi kiiresel bir salgin
boyutuna ulagmistir (WHO 2021).

Obezite, besinlerle alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla oldugu durumun stirekliligi
halinde olusan fazla enerjinin viicutta asir1 yag olarak depolandigi bir saglik sorunu olarak
tanimlanir. Giiniimiizde kiiresel olarak hareketsiz yasam tarzina gegis ve enerjisi yiiksek
islenmis gida tiiketiminin artmasi sonucunda obezojenik ¢evreye maruz kalmak obezite
riskini artiran en Onemli nedenlerden biridir. Obezitenin etyopatogenezi son derece
karmasik olup, asir1 ve/veya yanlis beslenme aliskanliklarinin yaninda genetik yatkinlik,
davranig, sosyo-ekonomik gibi faktorler ve bunlarmn birbirleri ile etkilesimi obezitenin
ortaya ¢ikmasina neden olur. Obezitenin gelisiminde rol oynayan etkenler viicudun enerji
metabolizmasinin bozulmasina ve ayni zamanda bireylerin epigenetik kalitimini
degistirerek gelecek nesillerin obeziteye yatkinliginin artmasina neden olmaktadir (WHO
2021, Wen vd. 2022). Epidemiyolojik caligmalara gore obezite salginin devam etmesi
durumunda 2025 yilina kadar her bes kisiden birinde obezitenin goriilecegi tahmin
edilmektedir. Ayrica obezite basta tip 2 diyabet olmak iizere kardiyovaskiiler
rahatsizliklar, karaciger hastaliklari, metabolik sendrom, Alzheimer, osteoartrit ve bazi
kanser tiirleri (meme, kolon, karaciger, prostat) gibi yasami tehdit eden hastaliklar igin
olduk¢a yiiksek bir risk faktorii olup, obezite prevelans: ile birlikte bu hastaliklarin
goriilme siklig1 artmaktadir (Grundy 2000, WHO 2021).

Adipoz doku enerji depolamak ve kullanmak i¢in rezervuar fonksiyonuna sahip olmasinin
yaninda enerji taleplerini algilayarak enerji homeostazinin diizenlenmesinde rol oynar.
Adipoz dokuda bulunan adipositler fazla enerjiyi depolayabilmek igin genisleyebilme
Ozelligine sahiptirler. Obezite siirecinde olusan asir1 enerjinin depolanmasi ile
adipositlerin boyutlarinin esik diizeyine ulasmasi sonucunda adipoz dokuda metabolik

sisteme hasar veren bazi degisiklikler meydana gelir. Adiposit hipertrofisi, hipoksi,
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adiposit hiicre 6liimii ve adipoz doku makrofaj (ADM) infiltrasyonu ile sonuglanan bu
histolojik degisiklikler obezite ile birlikte adipoz dokunun immiinolojik o6zellik
kazanmasina ve kronik enflamasyon gelisimine neden olmaktadir. Obezite ile indiiklenen
enflamasyon, insiilin sinyal yolag ile birleserek insiilinin etkinligini bozar, bu durum
insiilin direncinin baslica nedeni olarak kabul edilir. Obezite ile indiiklenen kronik
enflamasyonun metabolik diizensizliklere yol acarak insiilin direncine neden olmast,
metabolik ve enflamatuar yolaklar arasindaki iliskinin mekanik yoOniinii ortaya
koymaktadir (Solinas ve Karin 2010, Hotamighgil 2017). Obezite ve obeziteye bagh
gelisen hastaliklarin  ortak paydasimi insiilin direncinin olusturdugu goéz Oniine
alindiginda, enflamasyon ve metabolik yollar arasindaki etkilesime odaklanmak olasi
terapotik ajanlar ve Onleyici tedavi segenekleri igin giiniimiizde oldukga 6nemli bir

calisma alan1 haline gelmistir (van den Brink vd. 2019).

Obezite Onlenebilir ve tedavi edilebilir bir hastaliktir. Bu nedenle obezitenin erken
donemde fark edilmesi ve obezite ile iliskili patolojilere karsi gerekli onlemlerin alinmasi
yasamsal onem tasimaktadir. Obezite tedavisinde yasam boyunca hedeflenen saglikli
beslenme aligkanliklari, kalori sinirlandirilmasi ve egersiz gibi yasam tarzi degisiklikleri
kilo kontroliinde oldukga etkili sonuglar verse de verilen kiloyu kalic1 bir sekilde korumak
son derece zordur (Wen vd. 2022). Obezitede bagisiklik ve metabolik yollarin birlesmesi
ile hiicre fonksiyonu bozulmaktadir. Bu nedenle antienflamatuar etkiye sahip terapotik
stratejilerin gelistirilmesi ile hiicresel homeostazin saglanmasini amaglamak obezite ile
daha etkili bir sekilde savagmay1 miimkiin kilarak morbidite ve mortaliteyi azaltacaktir

(Gregor ve Hotamighgil 2011).

Obezitede kronik enflamasyona bagli hastaliklarin 6nlenmesine yonelik tedavilerin
gelistirilmesinde enflamasyonun ilk tetikleyicisinin ve hiyerarsik mekanizmalarin
aydinlatilmas: son derece onemlidir. Buna yonelik arastirmalarin yapilabilmesi igin
uygun deneysel sistemlerin gelistirilebilmesi bir ihtiyag haline gelmistir. Meyve sinegi
olarak bilinen “Drosophila melanogaster” obeziteye yonelik arastirmalarda ideal bir
model olarak kullanilmaktadir. Obezite ile ilgili analog doku, organ ve sistemlere sahip

olmasi, metabolik hastaliklar ile iligkili ¢ogu genin evrimsel olarak korunmus olmasi



meyve sineginin uygun bir deney sistemi olarak kullanilmasinin en énemli nedenleridir
(Musselman ve Kuhnlein 2018).

Yukarida kisaca basettigimiz bilgiler 1s18inda, bu tez kapsaminda “Drosophila
melanogaster” modeli kullanilarak insanlarda obezite ile indiiklenen kronik enflamasyon
gelisimini en iyi sekilde temsil edebilecek deneysel sistem arastirilmistir. Calismamizda,
metabolik ve bagisiklik sistemlerini bir arada bulunduran, memeli adipoz dokusu ve
karacigerine analog olan, yag, glikojen ve protein depolayan bir bez olan Drosophila “fat
body” (yag cisimcigi) incelenmistir. Bu ¢alismada “D. melanogaster” modeli kullanilarak
hemositler (makrofaj benzeri hiicreler) olarak adlandirilan bagisiklik hiicreleri ile
adipositler (yag cisimcigi) arasindaki korunmus fonksiyonel iliski in vivo ortamda

arastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Obeziteye Genel Bakis

Obezite, viicut yag dokusunun normal oranlarin tizerine ¢ikarak birikmesi ile fizyolojik
fonksiyonlar1 olumsuz etkileyerek morbidite ve mortalitesi yiiksek ¢esitli hastaliklarin
gelisiminde risk faktorii olan ve halk sagligi tehdidi olusturan multifaktoriyel patolojik
bir durumdur (Chooi vd. 2019). Besleyici igerige sahip olan gidalarin, doymus yag ve
basit karbonhidrat igerigi yiiksek olan gidalarla yer degistirmesi sonucunda yetersiz
beslenme olarak baslayan bu durumun uzun siire devam etmesi, tibbi komplikasyonlarin

ortaya ¢ikmasina neden olur.

Gelismis ve gelismekte olan lilkelerde obezite prevalansinin gectigimiz on yillar iginde
dramatik bir bi¢imde artarak pandemi seviyelerine ulastigi bildirilmistir (Blither 2019,
Chooi vd. 2019). WHO verilerine gore diinya genelinde 2016 yilinda, 1,9 milyardan fazla
yetigkinin asirt kilolu oldugu ve bunlarin 650 milyondan fazlasinin obez oldugu ortaya
konulmustur (WHO 2021). Obezite prevalansindaki artisin devam etmesi durumunda
2030 y1lina kadar diinya yetiskin niifusunun %38'inin fazla kilolu ve diger %20'sinin obez

olacag: ongoriilmektedir (Kelly vd. 2008).

Obezite, morbidite ve mortalitesi yiiksek olan tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar,
osteoartrit ve kanser gibi kronik hastaliklara neden olur. Gelismis iilkelerde obezite ile
iliskili hastaliklara bagli mortalite oranlari en st siralarda yer almaktadir (Hruby ve Hu
2015). Kiiresel olarak, obeziteye bagli 6lim oran1 2017'de 100.000'de 60 civarinda
oldugu bildirilmistir. Oliim oranlar1 &zellikle Dogu Avrupa, Orta Asya, Kuzey Afrika ve
Latin Amerika'da yiiksek olup Japonya ve Giiney Kore iilkelerinde en diisiik oranlara
sahiptir. Obezite prevalansi ile 6liim oranlarinin baglantili oldugu bilinmektedir. Ancak
tilkeler arasinda ayni1 obezite prevelansi igin 6liim oranlarinda farklilik goriilebilmektedir.
Bu durumun nedeni alkol, uyusturucu, sigara, yasam tarzi ve saglik sistemleri gibi diger
faktorlerin 6liim oranlarini etkileyebilmesinden kaynaklanir (Ritchie ve Roser 2017).
Kronik bir hastalik olarak tanimlanan obezite ile miicadele edebilmek i¢in hastaligin hizl

ve dogru tanist olduk¢a 6nemlidir. Bunun igin tan1 ve degerlendirmede kolay ulasilir,
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maliyeti diisiik, ¢cabuk sonuglanan ve giivenilir yontemler tercih edilmeli, toplum ve

saglik gorevlileri bu konuda bilinglendirilmelidir (Burki 2021).

2.2 Beden Kitle indeksi (BKI)

Beden Kitle indeksi (BKI), insan agirliginin genel degerlendirilmesine ydnelik kullanilan
bir parametredir. Viicut yag orani ile uyumlu olabilen bir parametre olarak kabul edildigi
icin obez ve asir1 kilolu bireylerin ayirt edilmesinde yaygin olarak kullanmilmaktadir. BKI
degeri sadece boy ve kilo ile iliskilendirilerek kolayca hesaplanabilmektedir. Kilogram
cinsinden viicut agirhginin, metre cinsinden boyun karesine boliinmesiyle hesaplanan
BKI degerleri, 18,5’in altindaysa zayif, 18,5-24,9 arasinda ise normal kilolu, 25-29,9
arasinda fazla kilolu, 30’un tzerinde ise obezite olarak siniflandirilmaktadir. Obezite
prevelansinin takip edilmesinde BKI smiflandirmasi kullanilmaktadir. Buna gére diinya
genelinde 18 yas ve istii yetigkinlerin 2016 yilinda %13'iinlin obez oldugu ve 6zellikle
obezite oranlarinin Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’ de oldukga yiiksek oldugu
bildirilmistir (Sekil 2.1) (Lin ve Li 2021, WHO 2021).

No data 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
I L T

Sekil 2.1 2016 yilinda diinya genelinde yetiskinlerde goriilen obezite oran1 (Ritchie ve
Roser 2017)



BK1 viicut yag miktarinin genel bir gostergesi olup, bolgesel yag dagilimlar: hakkinda bir
bilgi vermez ve dogrudan bir yag 6l¢timii teknigi olmadigi igin kas gelistiren sporcularda,
hamilelerde, biiyiime c¢agindaki ¢ocuklarda, ileri derecede yashilarda, konjestif kalp
yetmezligi veya bobrek yetmezligi gibi 6deme yol agan hastaliklarda yaniltici bilgi
saglayabilmektedir. Bu nedenle BKIi genel bir degerlendirme olarak kabul
edilebilmektedir. Ancak cinsiyet, yas ve etnige gore kismen siniflandirabilen, kisiye gore
degiskenlik gosterebilen, hassasiyeti olmayan bir olgiim seklidir. Bununla birlikte
obezitenin kompleks bir hastalik oldugu diistiniildiigiinde obezitenin tanimlanmasinda
basitge BKI degerlendirmesi tek basia yeterli degildir (Nuttall 2015). Obezitenin daha

kapsamli bir sekilde degerlendirilmesine izin veren baska yontemler mevcuttur.

Viicut yag oramnin ortalama olarak erkekte %25, kadinda ise %33’lin lizerine ¢ikmasi
obezite olarak tamimlanabilir ancak metabolik saghgin belirlenmesinde BKIi
smiflandirmasi ve toplam viicut yag kiitlesinden daha ¢ok viicut yaginin biriktigi viicut
bolgesi metabolik komplikasyonlara neden olan riskler agisindan daha 6nemli bir
belirleyicidir (Vega 2001, Goossens 2017). Merkezi yaglanma (abdominal), periferik
(kalca, bacak) yaglanmaya gore daha risklidir. Yagin abdominal bélgede toplanmasi
obezite ile iligkili morbitide ve mortalite sebebi olan patolojik bir yaglanma seklidir.
Yagn ekstremitelerde, gluteofemoral bolgede toplandigi periferik yaglanmada (jineoid
tip obezite) ise hastaliklar igin risk olusumu abdominal obeziteye gore daha diisiiktiir.
Normal kiloda ve normal BKi degerine sahip olan bireylerde merkezi (abdominal)
yaglanma goriilebilirken, BKI degerine gore obez olarak smiflandirilmis bireylerde
merkezi yaglanma goriilmeyebilir (Goossens 2017, Wong vd. 2021). Bu nedenle
metabolik sagligin belirlenmesinde ve risk degerlendirmesinde bel g¢evresi Olglimii
potansiyel patolojik yag dokusunun belirlenmesinde dogrulugu kanitlanmig 6nemli bir
klinik 6l¢tim teknigidir ve bu dl¢iim tekniginin kullaniimasinin daha ¢ok yaygilagmasi
obezitenin Onlenebilirligi agisindan olduk¢a 6nemli yagamsal bir belirteg haline gelmistir

(Ross vd. 2020).

Bilgisayarl: tomografi yontemi ile elde edilen goriintiilerde ayni bel gevresi dl¢limiine
sahip bireylerde deri alt1 (subkutandz) veya visseral (intra-abdominal) olmak iizere iki

farkli yaglanma tipinin goriilebildigi ortaya koyulmustur (Sekil 2.2 ). Visseral adipoz



doku (VAT), subkutanoz adipoz dokuya (SAT) kiyasla daha pro-enflamatuar bir profile
sahip olup ektopik i¢ organ yaglanmasi ve insiilin direncine yol agan metabolik
komplikasyonlarin en 6nemli nedenidir (Bays 2014). Bu nedenle merkezi yaglanmada
deri alt1 ve visseral adipozite arasindaki ayriminin iyi yapilmasi gereken durumlarda bel
cevresi Olgtimii yeterli degildir. Visseral obezitenin belirlenebilmesi i¢in antropometrik
(BK1 ve bel cevresi) ve metabolik (trigliserid ve HDL-Kolestrol) parametrelerin birlikte

degerlendirilmesi gerekmektedir (Amato vd. 2010).

Sekil 2.2 L4-L5 disk seviyesindeki VAT ve SAT goriintiisti (Burian vd. 2021)

Biyoelektriksel impedans oOlglimii, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans
goriintiileme, dual enerji X-151n1 absorptiometrisi gibi teknikler kullanilarak viicut yaginin
bolgesel dagilimi ve orani tespit edilebilmektedir. Ancak bu 6l¢iim tekniginin maliyetleri
yiksek oldugu i¢in ve her hastanede/obezite merkezinde bulunmadigi igin klinik
uygulamalarda  yaygin  kullanilamamakta olup daha g¢ok aragtirmalarda
kullaniimaktadirlar (Chooi vd. 2019, Nimptsch vd. 2019, Ross vd. 2020).

Obezite, multifaktoriyel kompleks bir hastalik olup klinik 6zellikleri oldukca
heterojendir. Yasam kalitesini ve siiresini 6nemli derecede etkileyen obezite dogru teshis
ve tedavi ile diizeltilebilen bir hastaliktir. Obezite teshisi BK1, biyokimyasal parametreler,
antropometrik dlgiimler ve metabolik saglik degerlendirmesine dayanmaktadir. Ozellikle
BKI smiflandirmasina gore obez olan bireylerden daha ¢ok obezite hastaligina
odaklanilmasi teshis agisindan ¢ok 6nemlidir. Giliniimiizde obezite tedavisine yonelik

bilgilendirmenin yapilabilmesi ve obezite prevalansinin dogru bir sekilde
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hesaplanabilmesi ic¢in obezitenin teshisine yonelik yontemlerin dogru bir sekilde

uygulanmasi gerekmektedir (De Lorenzo vd. 2020, Z. Lin vd. 2021).

2.3 Obezitenin Nedenleri

Obezite tek bir nedene bagl olmayip; davranis, sosyo-ckonomik, ¢evresel ve genetik
unsurlar gibi ¢esitli faktorlerin kompleks etkilesiminin sonucunda indiiklenmektedir.
Obezitenin gelisimindeki en 6nemli nedenler, kiiresel olarak yasam tarzi degisiklikleri,
mikrobiyomun degismesi, genetik yatkinlik ve epigenetik degisiklikler olarak
belirtilmistir (Hinney vd. 2010).

Obezitenin yayilmasi bulagici hastalikta oldugu gibi pandemik bir durumdur. Kiiresel
olarak enerji yogunlugu yiiksek, besin degeri olmayan yiyecek ve igeceklerin asir
tilketilmesi, sedanter yasam tarzini olusturan obesojenik ¢evre obezitenin ortaya
¢ikmasina neden olan en énemli etkendir. Giiniimiizde kiiresel olarak beslenme sistemini
olusturan gidalarin 6zellikle bitkisel lifler, mikro besinler, antioksidan ve polifenoller
bakimindan yoksun; kompleks karbonhidrat ve doymus yag igerigi bakimindan yiiksek
olmasi ile birlikte bu gidalarin daha ekonomik ve kolay erisilebilir olmasi obezite
salgininin en énemli nedenlerini olusturmaktadir. Bunlarin yaninda ayakiistii atigtirma
davranisi, hizli yemek yeme kiiltiirli, hazir gida tiikketiminin artmasi, teknolojiye bagh
fiziksel aktivitenin azalmasi ve gece yemek-yeme aligkanliklar1 da obezitenin
gelisimindeki diger nemli nedenlerdir (French vd. 2001, Bell vd. 2005).

Obezite ile iliskili bazi genler ¢evresel faktorler ile etkilesimleri sonucunda viicut yag
kompozisyonunu, istahi, besin alimini ve enerji harcama metabolizmasini etkileyerek
obezite duyarlihgini artirabilmektedir. Obesojenik c¢evreye duyarliliktaki bireysel
farkliliklar genetik yatkinlik ile iliskilidir (Bell vd. 2005). Obeziteye neden olan ¢evresel
risk faktorlerine maruz kalmanin en 6nemli sonuglarindan biri de bireylerin epigenetik
kalitmin1 etkileyerek obeziteye yatkin nesillerin diinyaya gelmesidir (Wen vd. 2022).
Obezitenin genetik nedenlerinden biri istah ve viicut agirligini diizenleyen tek gen
mutasyon gesitleridir. Istah kontroliinii ve hipotalamusta tokluk sinyalini indiikleyen bir

hormon olan leptin ve leptin reseptorii geni olan melanokortin 4 reseptor (MCR4)
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genindeki mutasyonlar erken baslangigli obeziteden ve hiperfajiden sorumludur
(Llewellyn vd. 2014, Fairbrother vd. 2018). Konjenital leptin geni eksikligi ise normal
dogum agirhigindan itibaren hizli bir sekilde kilo alinmasmna ve erken baslangich
obeziteye neden olmaktadir. Leptin-melanokortin yolagindaki proteinleri kodlayan
genlerdeki problemler 6zellikle erken ¢ocukluk doneminde hiperfaji ile birlikte gesitli
endokrin ve immiin bozukluklara neden olarak siddetli obeziteyi tetikledigi kanitlanmistir

(Montague vd. 1997).

Ayrica enerji homeostazinin ve bagisikligin korunmasinda endokrin organ olarak
fonksiyon gosteren bagirsak mikrobiyotasi, obezitenin gelisiminde énemli bir rol oynar.
Bagirsak disbiyozu toklukla ilgili gastrointestinal peptitlerin iiretimini degistirmesi
sonucunda istahin artmasma neden olarak obezite riskini artirir. Obezitede bagirsak
mikrobiyotasinda meydana gelen degisiklikler yag birikimine neden olarak obezitenin
gelisiminden sorumlu olabilmektedir. Ayrica bagirsak mikrobiyotas: insan davranisini ve

gida secimini etkileyebilmektedir (Gomes vd. 2018).

2.4 Metabolik Komplikasyonlar

Aclik ve tokluk siireglerindeki besin seviyelerindeki dalgalanmalara karsi yanit
olusturabilmek yasam igin bir gerekliliktir. Besin kithigina karsi hiicresel siireglerin
hayatta kalmaya yonelik olarak sekillendirilmesi evrimsel bir se¢ilimdir. Organizmalar
aclik durumunda yagami tehdit eden bir durum olarak goriilen hipoglisemiye kars1 glukoz
tiretmek ve depolamay1 desteklemek iizere cesitli gii¢lii metabolik yollara sahiptirler. Bu
metabolik adaptasyonlar hayatta kalmamizi saglayan agliga karsi avantaj saglarken,
kiiresellesmenin getirdigi yasam sekli ile asirt enerji durumunda yasamimizi tehdit eden
obeziteye neden olan siiregten sorumludur. Asir1 besin ve enerji yiikiiniin olusturacagi
risklere karsi onlemlerin gelistirilmesi evrimsel olarak desteklenmemistir. Canlilar
evrimsel olarak hipoglisemiyi oliimciil bir tehdit olarak algilarken, hiperglisemiyi
oliimciil bir durum olarak algilamaz (Efeyan vd. 2015, Hotamigligil 2017). Hiicre i¢i ve
hiicre dis1 glukoz ve lipid seviyeleri hormonal olarak diizenlenmektedir. Ornegin

glukagon hormonu aglik durumunda hipoglisemiye kars1 kan glukoz degerlerini korumak



icin karacigerde gergeklestirilen glikogenolizis veya glukoneogenezis araciligi ile kana
glukoz salinimini gergeklestirir (Rizza 2010).

Insiilin, fazla besinin adipoz doku, karaciger ve kas dokusunda glikojen ve lipid olarak
depolanmasini uyaran sistemin anahtar hormonudur ve anabolik siire¢leri uyarir. Ayrica
insiilin, glukoneogenez gen ifadesini ve lipoliz gibi katabolik yollar1 inhibe ederek
hepatik glukoz iiretimini durdurur (Petersen ve Shulman 2018). insiilin bu etkileri ile
adiposit metabolizmasmin 6nemli bir diizenleyicisidir (Kahn ve Cushman 1985).
Obezitenin gelisimi ile birlikte bu sistemin bozulmasi tip 2 diyabet mellitus (T2D), alkole
bagli olmayan yagh karaciger hastaligi (NAYKH), metabolik sendrom (MetS) ve
kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi metabolik komplikasyonlara neden olur. Bu metabolik
hastaliklarin temelinde adipoz dokunun fonksiyonunu kaybetmesi ve enflamatuar 6zellik
kazanmasi sonucunda gelisen insiilin direnci bulunmaktadir. Insiilin direncinde fizyolojik
olmayan yiliksek plazma glukoz degerleri hiperglisemiye neden olur ve bu durum
diyabetin erken evrelerinde goriilen klinik bir semptomdur (Kahn 2003). insiilin direnci
adipoz dokuda lipolizi uyararak serbest yag asidi salinimi ile birlikte hiperlipidemiye
neden olur. Karacigerde ektopik lipid birikimine neden olan bu durumun NAYKH
patogenezinden sorumlu oldugu disiiniilmektedir. NAYKH siddetlenerek sirasi ile
karaciger hasari, fibrozis, siroz ve hepatoseliiler karsinoma ile sonug¢lanabilmektedir
(Shields vd. 2009).

Insiilin etkisini iki ayr yolak {izerinden gerceklestirir. IRS (Insiilin reseptdr substrat)-
fosfotidilinozitol-3 kinaz (PI3K)-AKT yolagi ile hiicre igine glukoz alimi, glikojen
sentezi saglanirken, Shc-MAPK (mitojen ile aktive edilmis protein kinaz) yolag: ile
bliyiime ve mitojenik etkiler gerceklesir (Lebovitz 2001). Obezitenin artan
kardiyovaskiiler risk ile dogrudan iligkili oldugu gdsterilmistir. Saglikl1 bireylerde insiilin
sinyal yolagi (IRS-PI3K-AKT) araciligi ile tiretilen nitrik oksit (NO) saglikli endotel
fonksiyonu i¢in gereklidir ve endotel iizerinde vazodilatér etkiyi saglayan en onemli
molekiildiir. Insiilin direnci ile birlikte inaktif olan IRS-PI3K-AKT yolag1 nedeni ile NO
tiretilememesi endotel sertlesmesi ve daralmasina neden olmaktadir (Sekil 2.3). Bu durum
aterosklerozun baslangic evresini olusturmaktadir (Antonini-Canterin vd. 2014). Bir

diger yandan T2DM hastalarinda hiperinsiilinemi durumunda asir1 uyarilan Shc-MAPK
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yolagi vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunu aktive ederek aterom plaginin olusumuna
neden olmaktadir (Di Pino ve DeFronzo 2019). Bu nedenle 6zellikle diyabetik hastalarda
aterosklerozis goriilme orani ve buna bagli mortalite riski oldukca yiiksektir (Razani vd.
2008).

2 Insiilin

‘\ Glukoz
T

o
Insilin s ®

Arter

Inflamasyon

MAP kinaZ— > Aterosklerozis

Sekil 2.3 SHC-MAPK yolu iizerinden uyarilan ikinci insiilin sinyal yolagi (Di Pino ve
DeFronzo 2019)

Obezite ile iliskili dislipidemi artmis plazma serbest yag asitleri ve trigliserid diizeyleri,
azalmig HDL ve anormal LDL degerleri ile iliskilidir ve hipertansiyondan sorumludur.
Bir diger yandan demans gibi dejeneratif hastaliklar, solunum yolu hastaliklari, uyku
apnesi, infertilite, osteoarthirit ve baz1 kanser gesitleri (meme, kolon, karaciger, prostat)
obezite ile birlikte gelisebilen diger hastaliklardandir (Rashid vd. 2003, Semenkovich
2006, Alpert vd. 2016).

Metabolik sendrom, insiilin direnci, glukoz intoleransi, dislipidemi, hipertansiyon,
ateroskleroz gibi metabolik bozukluk 6zelligi tasiyan kronik ve karmasik hastaliklar
kiimesinden olusan biitiin bir hastalik olarak kabul edilmistir. Metabolik sendromun
neden oldugu komplikasyonlar klinik olarak gdzden kacgabildigi icin bu hastaligin
tanisinda kullanilan kriterlere ¢ok dikkat edilmelidir. Ulusal Kolesterol Egitim Programi-
Erigskin Tedavi Paneli III (NCEP-ATP Ill) tarafindan belirlenen kriterler metabolik
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sendromun tamisinda kullaniimaktadir. Metabolik sendromun tanisi i¢in abdominal
obezite, kan basinci yiiksekligi ve/veya hipertansiyon tedavisi almak, insiilin direnci,
trigliserid (TG) yiiksekligi ve yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL kolesterol)
distikligi olarak siralanmis bes kriterin en az {i¢ tanesinin hastada saptanmasi gerekir
(National Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection ve Treatment of
High Blood Cholesterol, 2002) (Cizelge 2.1). Ayrica metabolik sendrom subklinik
enflamasyon ile karakterize edilir ve metabolik sendromlu insanlarda plazma C-reaktif
protein (CRP) degerleri yiiksektir. (Monserrat-Mesquida vd. 2020). Obezite ile iligkili
gelisen metabolik komplikasyonlara baktigimizda, obezite metabolik sendrom olarak
kabul edilmektedir. Metabolik sendrom ge¢miste insiilin direnci sendromu olarak
tanimlanmistir ve metabolik sendromu olusturan komplikasyonlarin merkezinde insiilin
direnci yer almaktadir (Roberts vd. 2013).

Cizelge 2.1 Metabolik sendrom tanisi i¢in kullanilan kriterler

Parametre Kriterler

Abdominal obezite Bel cevresinin
Erkeklerde = 102 cm,
Kadinlarda = BB cm

Hipertrighiseridenu = 150 mg/dl ya da TG yiksekligi icin farmakolajik
tedavi almak

HDL kolesterol Kadinlarda =50 mg/dl, erkeklerde < 40 meg,/dl ya da
disidk HDL nedeniyle farmakolojik tedavi aliyor
olmak

EKanbazinc: = 130/85 mmHg ya da anti-hipertansif tedavi aliyor
clmak

Achk kan seken = 100 mg/dl ya da kan sekeri yiksekligi icin tedavi

aliyor olmak

2.5 Memeli Adipoz Dokusu

Adipoz doku, kahverengi yag dokusu ve beyaz yag dokusu olmak iizere renklerine ve
fonksiyonlarma gore alt tiplerine ayrilir. Kahverengi adipositler ¢ok sayida mitokondri

icerigi ile karakterize edilir ve mitokondriyal enzim olan sitokrom oksidazin demir iceren
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hem grubundan dolay1 mikroskobik goriintiilerde kahverengimsi goriiniir. Bu yag dokusu
ozellikle memelilerde ve yeni doganlarda viicut sicakligin1 korumak icin yag asitlerini
yakarak 1s1 tretilmesi ile termoregiilasyonu saglar. Beyaz adipoz doku klasik olarak
hiicrenin enerji deposu olarak bilinmektedir ve obezite ile iliskili olan yag dokusudur.
Beyaz adipositler, visseral ve subkutandz yag dokusundaki hiicreleri temsil etmektedir

(Rosell vd. 2014, Rutkowski vd. 2015, Reyes-Farias vd. 2021).

Adipoz dokunun biiyiik bir kismu lipid damlacigiyla kapl adiposit adi verilen hiicrelerden
olusmaktadir. Yiiksek insiilin hassasiyetine sahip olan saglikli bir adipoz dokunun en
temel metabolik fonksiyonunun insiilin yaniti olusturarak kan glukoz seviyelerini
diizenlemek ve fazla enerji kaynaklarinin adipositlerde TAG olarak depolanmasini
saglayarak lipid metabolizmasini kontrol etmek oldugu bilinmektedir. Ayrica adipoz
doku, tiim sistemi etkileyebilen ve adipokin olarak bilinen ¢esitli biyoaktif molekiilleri
salgilayabilme yetenegine sahip olan dinamik endokrin bir doku olarak kabul
edilmektedir (Carobbio vd. 2017).

Adipoz dokuda bulunan adipositlerin boyutlari, hormonal olarak kontrol edilen enerji
ihtiyaglarina gore degisebilme esnekligine sahiptir. Aglik durumunda hormonal
(glukagon/epinefrin) stimiilasyon, adiposit membranindaki G proteini reseptorii (GPCR)
aracilig ile adenil siklazi aktive ederek siklik adenozin monofosfat (CAMP) yolagi
tizerinden lipolitik enzimleri uyararak lipolizi baslatir. Anabolik durumda perilipin 1 (Plin
1) ile baglanan CGI-58, katabolik siirecte cAMP sinyal yolagindaki protein kinaz A
(PKA) tarafindan Plin 1’in fosforilasyonu ile serbest kalir. Serbest CGI-582’in adipoz
trigliserit lipaz (ATGL) enzimini aktive etmesi ile trigliseritlerden ilk yag asidinin
hidrolizi gergeklestirilir. Ayrica PKA tarafindan fosforile edilen hormon duyarli lipaz
(HSL) enzimi, Plin 1 ile baglanarak diagilgliseroliin (DAG) monoagilgliserole (MAG)
hidrolizini gerceklestirir. Son olarak monoagilgliserol lipaz (MGL) enzimi araciligi ile ii¢
yag asidi ve bir gliserol molekiilii elde edilir. Serbest kalan yag asitleri beta oksidasyonda
kullanilmak {izere adipositlerin mitokondrilerine veya diger dokulara tasinabilirler.
Boylece lipid damlaciklarinin azaltilmast ile adipositlerin boyutlarinda kii¢iilme meydana
gelmektedir (Rutkowski vd. 2015).

13



Tokluk durumunda insiilin sinyal yolagimin aktive olmasi ile sitozolde bulunan glukoz
transporter 4 (GLUT4) kanali hiicre membranina yerleserek glukozun hiicre igine
taginmasi gerceklestirilir (Kahn ve Cushman 1985). Adipositlerde artan glukoz miktart
ATP kaynagi olarak kullanilir. Ayrica trigliserit sentezi i¢in gerekli olan gliserol glikoliz
sirasinda olusan gliserol-3-fosfat (G3P) tarafindan, yag asitleri ise disaridan diyet ile veya
de novo lipogenez ile saglanir. Endoplazmik retikulumda (ER) sentezlenen trigliseritler,
lipid damlaciklarinda depolanarak adiposit boyutunun genislemesine neden olur (Sekil
2.4) (Rutkowski vd. 2015). Bu durum asirt lipid maruziyetinin meydana getirecegi
lipotoksisiteye ve ektopik lipid birikimine kars1 adipoz doku disindaki diger organlar
korur (Rutkowski vd. 2015). Ayrica adipoz dokunun metabolik degisikliklere adaptif bir
yanit olusturarak boyut degistirebilme yetenegine sahip olmasi gida kitligi zamanlarinda
hayatta kalmaya izin veren olduk¢a 6nemli evrimsel bir avantaj olarak bilinmektedir
(Gealekman vd. 2014).

Insiilin 3
reseptorii

= Trigtycorides J "/F-—?‘ NEFA

= HSL
P=puny [ Glycerol ~

¥ e ATP

- ; CAMP +
/

-/./ -‘-.:_ .\

—-= 5 AMP

non-ester yag asidi

(NEFA) e

Sekil 2.4 Adipositlerin genislemesi ve kiigilmesi (Rutkowski vd. 2015)
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Adipoz dokuda leptinin salgilandiginin kesfedilmesi ile birlikte metabolik siiregleri
diizenleyebildiginin gosterilmesi adipoz dokuya endokrin bir organ kimligi ile yeni bir
bakis agis1 kazandirmistir (Hotamighgil 2002, Kershaw ve Flier 2004, Grant ve Dixit
2015). Adipoz doku, salgiladig: leptin, sitokinler, adiponektin, plazminojen aktivator
inhibitorii-1, renin-anjiyotensin sisteminin proteinleri ve resistin gibi adipokinler, beyin,
karaciger, kalp ve pankreas gibi bir¢ok organla dogrudan etkilesimde bulunabilmektedir.
Bu adipokinler, enerji homeostazi (lipid ve karbonhidrat metabolizmasi, istah,
termojenez), bagisiklik sistemi, tireme fonksiyonu, hemostaz, kan basinci ve anjiyogenez
dahil olmak tiizere bir¢ok biyolojik sistem iizerinde etkilere sahiptir. Yag dokusu ayrica
seks steroidlerinin ve glukokortikoidlerin metabolizmasi i¢in 6nemli bir dokudur
(Schaffler vd. 2007, Sethi ve Vidal-Puig 2007). Asir1 kalori alimu ile birlikte artan depo
ihtiyacini karsilayabilmek i¢in adipozite olarak bilinen adiposit boyutunda iki kattan daha
fazla genisleme meydana gelebilmektedir. Adipoz dokudaki bu genisleme adipokin
regiilasyonunu bozarak hormonlar, merkezi sinir sistemi ve diger organlar arasindaki

etkilesimde ciddi komplikasyonlara ve metabolik hasara neden olur (Singla vd. 2010).

Adipoz doku farkl hiicre gruplarina sahip olup, hacminin %80’ i ve toplam hiicre
popiilasyonunun %60’ 1n1 adiposit hiicreleri olusturur (Bourgeois vd. 2019). Diger hiicre
popiilasyonlarmin  bulundugu Stromal vaskiiler fraksiyon kismimi multipotent
mezenkimal kok hiicrelerden koken alan; adiposit, kondrosit, osteoblast veya miyositlere
dontisebilme kapasitesine sahip adiposit prekiirsorleri olan preadipositler, fibroblastlar,
immun hiicreler (makrofajlar, lenfositler, mast hiicreleri gibi) olusturur. Adipoz doku
yogun kilcal damar agindan olusan ekstraseliiler matriks (ECM) tarafindan sarilmistir
(Sekil 2.5). ECM, kollajen tip 1, 3, 4 ve 6, fibronektin, osteonektin, osteopontin, tenascin-
C, matriks metallaproteinaz proteinlerine sahiptir ve adipositlerin adipoz dokuya sikica
baglanmalar1 i¢in mekanik destek olarak adipoz dokunun yapisal ve fonksiyonel

biitinligiint saglar (Revelo vd. 2014).
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Sekil 2.5 Beyaz adipoz dokuda bulunan hiicre popiilasyonu (Bourgeois vd. 2019)

Adipoz dokudaki adipositler ve preadiposit hiicreleri, inflamatuar sitokin iretim
yolaklarindaki fonksiyonlar1 bakimindan makrofajlar ile benzer Ozelliklere sahiptir.
Adipoz dokuda bulunan preadipositlerin fagositik kapasiteye sahip oldugu ve uygun
ortamda makrofajlara doniisebildigi gosterilmistir (Charriere vd. 2003). Adipositlerde
transkripsiyon faktorlerini, sitokinleri ve inflamatuar molekiillerini kodlayan kritik birgok
gen, makrofajlarda da ifade edilmektedir (Wellen ve Hotamisligil 2003). Bu durum
adipoz dokuda immiin yanit ve metabolizmanin yakin etkilesimini agik¢a gostermektedir.

Bu etkilesimin regiilasyonu metabolik saglik i¢in oldukg¢a 6nemlidir.
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Sekil 2.6 Adipoz dokunun histolojik goriintiileme ile degerlendirilmesi (Sun vd. 2011)

(A) Saglikli adipoz dokusu yogun bir sekilde paketlenmis, altigen adipositleri ve saglikli murin yag
yastigini igerir (B) Sagliksiz adipoz doku yiiksek diizeyde immiin hiicre infiltrasyonu ve yogun ECM
birikimini igerir

2.6 Adipoz Doku inflamasyonu

Klinik bulgular, hepatit C, HIV ve romatoid artrit gibi enfeksiyon hastaliklarina insiilin
direncinin eslik ettigini ve anti-enflamatuar ilag olarak kullanilan salisilatin hastalarda
instilin duyarliligini artirdigin1 gostererek insiilin direnci ve enflamasyon arasindaki
iliskiye isaret etmistir. (Shoelson vd. 2006, Gregor ve Hotamishgil 2011). Bu dogrultuda
gerceklestirilen gesitli molekiiler temelli ¢aligmalar sonucunda inflamatuar bir molekiil
olan Timor nekrozis faktor-alfa (TNF-o) seviyelerinin obez adipoz dokuda oldukga
yiiksek oldugunun kesfedilmesi ile adipoz dokunun giiglii proenflamatuar yanit
olusturabilen immiin bir doku oldugu ortaya koyulmustur (Hotamighgil 2002).

17



Sonrasinda obez farelerde TNF-o nétralizasyonunun insiilin direncini ve glukoz
metabolizmasini iyilestirdigi, obeziteye bagli olarak TNF-a seviyelerindeki artigin instilin
direnci ile pozitif korelasyon gostermesi insiilin direncinin enflamasyon sonucunda
gelistigini kanitlamistir (Hotamusligil vd. 1993, Hotamishigil vd. 1995, Uysal vd. 1998).
Ayrica obez adipoz doku, normal yagsiz adipoz doku ile karsilastirildiginda sadece TNF-
o' nin degil, ayn1 zamanda interlokin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), IL-1p, monosit
kemoatraktant protein-1 (MCP1) gibi bir dizi inflamatuar sitokinin de arttig
gosterilmistir (Roytblat vd. 2000, Straczkowski vd. 2002). Yapilan tiim bu c¢alismalar
klinik bulgulari dogrulayarak obezitenin enflamasyon kokenli oldugunu, immiin ve
metabolik yollarin birleserek metabolizma iizerinde zararli etkiler meydana getirdigini
gostermistir (de Luca ve Olefsky 2008). Ateroskleroz, otoimmiin hastalik, ndrodejeneratif
hastalik, kanser ve 6zellikle obezitenin ortaya ¢ikmasindaki ilk siireci kronik inflamasyon
olusturmaktadir (Tanaka vd. 2018).

Klasik literatiirde yer alan enflamasyon sislik, kizariklik, agri ve ates ile birlikte seyreden,
yaralanmalara ve c¢esitli patojenlere karsi organizmayir korunmak amaciyla meydana
gelen bagisiklik yaniti olarak tanimlanmaktadir. Bu akut enflamasyon hizli bir sekilde
gelisen ve Kisa siirede ¢oziinebilir bir 6zellige sahiptir (Larsen ve Henson 1983). Obezite
ile birlikte indiiklenen enflamasyon ile akut enflamasyonda ortak araci molekiiller
bulunmaktadir ancak 6zellikleri birbirinden oldukga farkhidir. Metabolik hastaliklarda
goriilen enflamasyon koruyucu olmayan, uzun siiren, 1limh ve ¢dziinemeyen 6zelliktedir
(Hotamusligil 2006).

Artan enerji yiikiinlin siirekliligi sonucunda adipositler kritik boyuta ulasarak, lipid
depolama fonksiyonlarini kaybederler. Adiposit hipertrofisi olarak bilinen bu boyut artisi
sonucunda adipoz doku yeniden yapilandirilma siirecine girerek bazi degisiklikler gegirir
(Spalding vd. 2008, Coelho vd. 2013, Lessard ve Tchernof 2017). Adipoz doku hipoksisi,
adiposit hiicre 6liimii, proenflamatuar sitokinlerin artisi, ECM proteinlerinin birikimi ile
fibrozis, sinirli vaskiilerizasyon adipoz dokuda meydana gelen histolojik degisikliklerdir
(Sun vd. 2011). Bununla birlikte adiposit hiicre i¢inde ve hiicre disinda metabolik stres
meydana gelir. Yiiksek kan glukozu ve buna baglh olusan ileri glikasyon son iiriinleri

(AGE), hiicre i¢inde depolanamayan asir glukoz ve lipid metabolik bir yiik olusturarak
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toksik metabolitlerin iiretilmesine, organel (ER, mitokondri) yetmezligine ve reaktif
oksijen tiirleri (ROS) artis1 ile oksidatif strese neden olur. Obezite ile iliskili enflamasyon
gelisimi adipoz dokuda proenflamatuar ve antienflamatuar sinyaller arasindaki denge ile
iligkilidir (Stolarczyk 2017). Sonugta adipoz doku disfonksiyonu ile olusan tiim bu
stirecler adipoz dokudan salinan proenflamatuar sitokinlerin ve adipokinlerin artigina

neden olarak adipoz dokuda enflamasyon olusumunu uyarir (Solinas ve Karin 2010).

Obezite ile indiiklenen adipoz doku enflamasyonu TNF-a’ nin aracilik ettigi c-jun N-
terminal kinaz (JNK) ve « kinaz inhibitort (IKKp) enflamasyon sinyal yolaklari araciligi
ile gergeklestirilmektedir (Hirosumi vd. 2002). Diger bir yandan JNK ve IKKp
enflamasyon yolaklarinin aktivasyonu sirasiyla niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve
aktivator proteini 1 (AP-1) transkripsiyon faktorlerini uyararak proenflamatuar
sitokinlerin ifadesinde artisa neden olurlar. Boylece artan inflamatuar sitokinler
tarafindan stirekli beslenen enflamasyon yanit dongiisel bir durumda daha fazla
siddetlenerek belli bir esik degerine ulasir. Bu asamada artan proenflamatuar ortam
tarafindan aktive edilen makrofajlar adipoz dokuya go¢ ederler ve burada ¢ogalarak
birikmeye baslarlar. Adipoz doku makrofaj infiltrasyonu olarak bilinen bu siirecte,
inflamasyon siddetlenerek ¢oziinmeye karsi direng gosterir ve kisir dongiide kalarak
kroniklesmeye baslar (Gregor ve Hotamighgil 2011).

Obez fare ve obez insanlarin hipertrofik adipositlerinde makrofaj infiltrasyonunu
saglayan MCP1 ifadesinin oldukga yiiksek oldugu gosterilmistir (Xu vd. 2003, Kamei vd.
2006). Hipertrofik adipoz dokudaki adipositler tarafindan diisiik seviyelerde iiretilen
TNF-a gibi sitokinler, preadipositlerden ve endotel hiicrelerden monosit MCP-1 iiretimini
uyararak makrofaj infiltrasyonuna neden olmaktadir. Bunun disinda adipositlerden
salgilanan leptin sirasiyla makrofajlarin adipoz dokuya tasinmasini ve endotelyal
hiicrelere adhezyonunu uyarir. Ayrica adipositlerin boyutunda meydana gelen artigin
endotelde olusturdugu fiziksel hasar ve artan lipotoksisitenin neden oldugu oksidatif
hasar makrofaj infiltrasyonunda rol oynayan diger faktorlerdir (Wellen ve Hotamisligil
2003). Adipoz dokuya biriken makrofajlar IL-18, TNFa ve IL-6 gibi proenflamatuar
sitokinler tireterek NF-kB ve JNK sinyal yolaklari ile etkilesime girer. Makrofajlarin tek

basina ve adipositlerle eszamanli olarak enflamasyona olan katkisi ile adipoz dokudaki
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proenflamatuar ortam gii¢lenir. Boylece giiclii bir sekilde uyarilan enflamasyon yolaklar
insiilin sinyal yolagi ile birleserek insiilinin etkinligini bozar ve adipoz doku kokenli olan
enflamasyon insiilin direncinin baslica nedeni olarak kabul edilmektedir. Adipoz doku
hipertrofisi ile birlikte artan makrofaj infiltrasyonu insiilin direnci ile pozitif korelasyon
gostermektedir (Wellen ve Hotamisligil 2005, Zhou vd. 2014).

Sekil 2.7 Adipoz doku makrofaj infiltrasyonu (Kathryn E. Wellen ve Hotamisligil 2003)

Obezitede meydana gelen enflamasyon yanitin neden oldugu bir diger 6nemli metabolik
zarar adipoz dokuda lipolizin uyarilmasi olarak bilinmektedir. Enflamatuar 6zellik
kazanan adipositlerde artan proenflamatuar sitokinler trigliserit sentezi i¢in dnemli olan
peroksizom proliferator aktive edici reseptor y (PPARY) inhibisyonuna neden olur ve
insiilinin antilipolitik etkisini engelleyerek katabolik siirecleri aktive eder (Guilherme vd.
2008). Hipertrofik adipositlerde lipogenik sinyallerin ifadesi azalirken lipolitik
sinyallerin ifadesi artar. Adipoz dokuda lipolizin kronik bir sekilde uyarilmasina neden
olan bu durum ektopik (karaciger, kas) lipid birikimi ve dolasimda serbest yag asit (SYA)
artis1 ile sonuglanir (Langin ve Arner 2006, Kawai vd. 2021). Dolasimda artan SYA,
adiposit ve makrofaj hiicrelerinin yiizeyinde bulunan dogal bagisiklik yanit reseptorii olan
Toll benzeri reseptor 4 (TLR4) kompleksine baglanarak miyeloid farklilasma 88
(MyD88) adaptdr proteinini araciligr ile IKKB/NF-xB ve JNK/AP-1 enflamasyon yanit
sistemlerini aktive eder (Sekil 2.8) (Shi vd. 2006, Wen vd. 2022). Intraperitoneal
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bolgeden alan TLR4” makrofajlarin uzun zincirli doymus yag asidi olan palmitik asite
yanit olarak kismen azalmis JNK ve IKK[ aktivasyonu bu yolaklarin diger reseptorler
tarafindan da uyarildigini gosterir. Yapilan ¢alismalar 6zellikle doymus yag asitlerinin
TLR4 aracili enflamasyon yanitini ¢ok giiglii bir sekilde indiikleyerek IL-1, TNF, IL-6,
MCP-1 gibi inflamatuar sitokin/kemokin salinimini en iist seviyelere cikardigini ve

insiilin direncine neden oldugunu gostermistir (Shi vd. 2006).
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Sekil 2.8 TLR4 yolaginin aktivasyonu ile enflamasyon yanitin indiiklenmesi (Jorquera
vd. 2021)

Obezite ile iligkili enflamasyon, metabolik sinyaller tarafindan adipositlerden inflamatuar
sitokin saliniminin uyarilmasi, inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenen JNK ve IKKf3
enflamasyon yanitin baslatilmasi, adipoz dokuya makrofajlarin birikmesinden olusan
stireglerin asamal1 olarak gergeklestigi bir durumdur. Bu siiregler birbirini giiglendirerek
inflamasyonun kisir doéngiide kalarak kroniklesmesine, ¢6ziinmeye karst direng
gostermesine neden olur. Bu nedenle, obeziteye 6zgii olan ve metabolik komplikasyonlar
ile sonuglanan bu enflamasyon tiirti diisiik dereceli kronik enflamasyon ile karakterize
edilen metaflamasyon olarak tanimlanmistir (Hotamigligil 2006, Gregor ve Hotamisligil
2011).
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2.7 Adipoz Doku Makrofajlari

Makrofajlarin en 6nemli 6zellikleri ¢esitlilik ve plastisiteye sahip olmalaridir. Adipoz
dokuda bulunan makrofajlar yiizeylerindeki markerlar, salgiladiklar1 sitokinler,
transkripsiyon yolaklar1 ve enflamasyon 6zellikleri bakimindan iki alt tipte siniflandirilir
(Zhou vd. 2014). Proenflamatuar 6zellikte olan M1 tip makrofaj (klasik olarak aktive
olan) ve anti-inflammatuar o6zellikte olan M2 tip makrofaj (alternatif aktive olan)
popiilasyonlart metabolik duruma goére aktive olmaktadir (Lumeng vd. 2007). Saglikli
yagsiz (lean) adipoz dokuya yerlesik olan M2 tip makrofajlar, antienflamatuar sitokin
olan IL-10 ifadesine sahiptir ve insiilin direncine karsi koruyucu ozellik gosterirler
(Chawla vd. 2011). Yapilan bir ¢alismada obez adipositlerin 1L-10 ile muamele edilmesi,

TNF-a ile indiiklenen insiilin direncini iyilestirdigi gosterilmistir (Lumeng vd. 2007).

Hipertrofik adipoz dokuda yeniden yapilandirilma siirecinde stromal hiicrelerin ¢esidinde
ve sayisinda onemli 6l¢iide degisiklikler meydana gelir. Saglikli adipoz dokuda bulunan
toplam hiicre sayisinin %5-10 kadarin1 makrofajlar olustururken, obezitede patolojik
adipoz doku hipertrofisi ile pozitif korelasyon gosteren makrofaj miktarinin %50
seviyelerine ulastigi gosterilmistir (Weisberg vd. 2003). Adipoz dokuda proenflamatuar
M1 makrofajlarinin sayica artarak birikmesi olarak tanimlanan adipoz doku makrofaj
infiltrasyonu kronik enflamasyondan sorumlu olan ve obezitenin patolojik karakteristik
ozelligi olarak bilinen en 6nemli fenomendir (Guerreiro vd. 2022). Obezite durumunda
adipoz doku disinda karaciger, kas, pankreas ve beyinde de inflamatuar sitokin ifadesi
gerceklesmektedir (Saghizadeh vd. 1996). Ancak makrofaj infiltrasyonunun sadece

adipoz dokuya 6zgii oldugu bilinmektedir.

Obezite ile birlikte aktive olan M1 tip makrofajlar, TNF-a, IL-6, INOS, CCR2, CD11c ve
TLR4 gibi proenflamatuar faktorlerin ifadelerine neden olur (Weisberg vd. 2003, Russo
ve Lumeng 2018). Obezite durumunda adipoz dokuda proenflamatuar molekiillerin
birincil kaynagi olan M1 tip makrofaj infiltrasyonu ile birlikte enflamasyon yolaklari
kronik olarak uyarilir (Weisberg vd. 2003, Olefsky ve Glass 2010).
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Obez adipoz doku makrofajlarinin en 6nemli fizyolojik fonksiyonlarindan biri lizozomal
aktiviteleri ile olii adipositlerin ve 06li adipositlerden salinan lipidlerin ortamdan
uzaklastirilmasini saglamaktir (Cinti vd. 2005). Obezite ile birlikte histolojik farklilasma
geciren adipoz dokuda, hasarli veya o6l adipositlerin etrafinda biriken CD11c-pozitif
proenflamatuar M1 makrofajlar kiimeler halinde toplanarak tag benzeri yapilart (CLS)
meydana getirir (Miyako Tanaka 2020). Lipid damlaciklarinin fagasitozu ile lipid ile
yiiklenen makrofajlar birleserek ¢ok ¢ekirdekli sinsitya yapisini olustururlar (Giordano
vd. 2013). Bu tag benzeri yapilar ileri derecede obezitenin ve kronik enflamasyonun
histolojik ayirt edici 6zelligi olup CLS sayisi ile sistemik insiilin direnci arasinda pozitif

korelasyon oldugu bilinmektedir (Kamei vd. 2006).
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Sekil 2.9 Adipoz doku makrofaj infiltrasyonu ile olusan CLS yapilari (Correa vd. 2019)

Adipoz doku ve makrofaj iliskisine baktigimizda metabolik ve inflamatuar sistemdeki
bozukluklarin meydana gelmesinde ortak yollarin kullanildig: goériilmektedir. Bu ortak
yollarda meydana gelen diizensizlikler es zamanli olarak adiposit araciligi ile metabolik
bozukluklara, makrofaj araciligiyla da enflamasyona bagli bozukluklara neden olur. Yag
asitleri ve TNF gibi sitokinlerin adipositler araciligi ile yol agtigi dislipidemi ve insiilin
direnci gibi diizensizlikler makrofajlar {lizerindeki enflamasyonla ilgili etkileri ile bir

araya gelerek obezite gibi metabolik hastaliklarin karmasik molekiiler temellerini
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olusturmaktadir. Metabolik ve enflamasyon yaniti1 ile ilgili bozukluklarin birlikte
goriildiigli obeziteyi molekiiler diizeyde anlayabilmek i¢in hedef hiicreleri ve bu
hiicrelerde meydana gelen siireglerin molekiiler mekanizmalarini anlamak oldukga
onemlidir. Bu nedenle adiposit ve makrofaj hiicreleri arasindaki iligskiyi arastirmak

oldukga 6nem kazanmistir (Hotamishigil 2002, Hotamislhigil 2017).

Obezitede fizyopatolojik siiregleri izleyebilmek icin uygun deney modelinin
gelistirilmesinde en uygun yoOntemin basit organizmalarla c¢alismak oldugu
diisiiniilmektedir. Bunun i¢in model hayvan ¢alismalar1 oldukca yaygindir. Ozellikle
bakim avantaji, dokularin kompleks olmamasi, fonksiyonel homolog dokularin olmasi ve
genetik analizlerin in-vivo olarak uygulanabilirligi agisindan Drosophila oldukga elverisli
bir modeldir. Adipoz dokuda gergeklesen enflamasyonun en erken asamasini tetikleyen
endokrin ve immiin faktorlerin kombinasyonlarindan olusan olaylar biitiinii heniiz
bilinmemektedir. Uygun deney modelinin olusturulmasi ile birlikte adipoz doku ve
makrofaj hiicreleri arasindaki iliskiye odaklanmak obezitenin kompleks i¢yiiziiniin

anlagilabilirligine yonelik umut vadetmektedir.

2.8 Drosophila melonogaster

Diptera takiminin, Drosophilidae ailesine ait olan Drosophila melanogaster Afrika'daki
atalarindan diinyanin dort bir yanindaki laboratuvarlara kadar yayilan (Lachaise D 1988),
yiiz yil agkin siiredir bilimsel arastirmalarda deney hayvani olarak kullanilan en degerli

model organizmalardan biridir (Sekil 2.10) (Haudry vd. 2020).

Thomas Hunt Morgan (1866-1945), Mendel genetiginin hipotezlerini kanitlamak ve
genigletmek i¢in Drosophila sistemini kullanmay1 secerek eseye bagl kalitim, bagh
genlerin varligi ve iyonize radyasyonun genlerde mutasyonlara neden oldugu ile ilgili
biiyiik kesifler gerceklestirmistir. Bu kesifler Morgan’a ve Columbia Universitesi'ndeki
ogrencilerine Nobel ddiilleri kazandirmistir ve bilim diinyasina modern genetigin

temelleri kazandirilmistir (Kohler 1994).
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Domain: Eukarya
Alem: Animalia

Sube: Arthropoda
Sinif: Insecta

Takim: Diptera
Familya: Drosophilidae
Cins: Drosophila

Tiir: Drosophila melanogaster

Sekil 2.10 Drosophila melanogaster disi (solda) ve erkek (sagda) birey (Breugel 2017)

Drosophila ile yapilan aragtirmalar, nérobiyoloji, davranis, evrimsel genetik ve gelisimsel
biyoloji alaninda sirkadiyen ritimlerin temeli de dahil olmak tizere ¢esitli kesiflere yol
acmistir. Karmagik sinir sistemi ve korunmus noérolojik fonksiyonlar, Drosophila’nin
norodejeneratif hastalik ¢alismalarinda kullanilmak igin ideal bir model organizma
olmasina izin vererek, Huntington, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarin
arastirtlmasina yardimci olmaktadir. Drosophila model organizmas: kullanilarak yapilan
kesiflerle bugiine kadar alt1 adet Nobel odiilii kazanilmistir. Bu nedenle Drosophila
aragtirmacilar i¢in giiglii ve avantajli bir genetik enstriiman olarak kullaniimaktadir

(Stephenson ve Metcalfe 2013).
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insan ve Drosophila anatomik olarak farkl1 yapiya sahiptir ancak Drosophila genomu ile
insan genomu %60 homoloji gosterir ve insanda hastaliklar ile iliskili genlerin %751
Drosophila ile homolog oldugu kanitlanmistir (Ugur vd. 2016). Ayrica biiylime, gelisme,
beslenme, yasam siiresi ve yasam kalitesi ile ilgili genetik ve biyokimyasal yolaklar
evrimsel olarak yiiksek derecede korunmustur. Obezite ve obeziteye bagli gelisen
komplikasyonlar ile iligskili mekanizmalarin, metabolik yolaklarin ve endokrin
hormonlarin evrimsel siiregte korunmus olmasindan ve analog organlara sahip
olmasindan dolayr Drosophila obezite arastirmalarinda olduk¢a ideal bir modeldir.
(Pandey ve Nichols 2011). Drosophila’ nin yaklasik altmis giinliik bir dmiir uzunluguna
sahip oldugu i¢in biiyiime ve gelisim tlizerindeki cevresel ve/veya genetik etkilerin
nispeten kisa bir siirede arastirilabilmesine imkan verir. Ayrica Drosophila, beslenme ve
aclik donemlerini igeren yasam dongiileri ile obeziteye yonelik arastirmalarda diger
hayvan modellerine kiyasla laboratuvarda avantaj saglar (Murillo-Maldonado ve Riesgo-
Escovar 2017). Model organizma olarak D. melanogaster’in, oldukga kiigiik olmasi (2-3
mm), 4 ¢ift kromozoma sahip olmasi (3 ¢ift otozom ve 1 ¢ift esey kromozomu), bakim
maliyetlerinin diisiik olmasi, laboratuvarda saklama kolayligi (¢ok sayida stok
saklanabilmektedir), hizli tiremeleri, kisa yasam dongiileri (yaklasik10 giin 25°C), tek
seferde yaklasik yiliz yumurta verebilmeleri, kisa siirede ve kolaylikla anestezi
edilebilmeleri ve morfolojik olarak kolaylikla ayirt edilebilmeleri deney hayvan: olarak

kullanilmalarinda sahip olduklar: diger avantajlardir (Jennings 2011).

Drosophila, dengeleyici (balancer) kromozomlar, inaktive edilmis mutant genler,
Gal4/UAS sistemi ve CRISPR/Cas9 sistemi dahil olmak iizere ¢ok sayida genetik aracin
gelistirilmesine aracilik etmistir. Drosophila genomu ~180 Mb’ dir ve genomu tamamen
dizilenen ilk dkaryotik canli olmustur (Haudry vd. 2020). Drosophila'da yaklasik 14.000
gen oldugu tahmin edilmektedir ve biitiin bu genlerin dizileri, gen {irlinlerinin dizileri,
bilinen mutasyonlar ve ilgili literatiirleri igeren baglantilarin bulundugu Flybase olarak

adlandirilan 6zel bir veritaban1 bulunmaktadir (Jennings 2011).
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2.9 Drosophila Yasam Dongiisii

Drosophila final viicut taslagina ulasana kadar kokli degisimler gegirir ve kronolojik
olarak gecirdigi embriyo, larva, pupa ve ergin evrelerin her biri arastirmalar i¢in essiz bir
platform sunmaktadir. Ergin birey olana kadar bu evrelerden gegen Drosophila, diger
deney hayvanlarina gore daha kisa yasam dongiisiine sahiptir: 25 °C sicaklikta 10-12
giinde yasam dongiilerini tamamlarlar. Bu siire¢ sicakliga baglidir, Kiiltiir edilen sinekler
18 °C’ de muhafaza edildiklerinde yasam dongiilerini tamamlama siireleri 19 giine kadar
uzayabilmektedir (Perveen 2018). Tek bir disi sinek yiizlerce dollenmis yumurtay1 tek
seferde birakabilir ve dollenmis yumurta birakildiktan sonra Drosophila’ nin yasam
dongiisii baslar. Yeni birakilan Drosophila yumurtasi ortalama 24 saatte embriyogenez
slirecini tamamlar ve embriyogenez siireci boyunca maternal kokenli determinant genler
aracilig1 ile anteriyor-posteriyor ve dorsal-ventral eksen boyunca viicut taslagi belirlenir.
Embriyogenezden sonra yumurtadan birinci instar larva olarak ¢ikarak siirekli beslendigi,
hizli bir sekilde stirekli biiyiidiigii ve boyutundaki biiyiik artisa uyum saglamak igin deri
degistirdigi larval evreye gecis yapar. Larval donemdeki beslenme sadece viicut
biiyiikliigiiniin artis1 icin degil pupa evresindeki metamorfoz siirecinde kullanmak tizere

besin depolanmasina yoneliktir.

Birinci instar larva evresi siirekli beslenme ile karakterize edilen ve yiyecek arama
davranigi i¢in hareketin goriildiigii bir stirectir. Yaklasik 24 saat sonra ikinci instar larva
asamasina gecilir ve tekrar bir giiniin ardindan da ikinci deri degisimini gerceklestirip
ticiincil instar (son larval donem) larva halini alir. Bu son larval donem yaklagsik iki giin
siirer. Ugiincii instar larva evresinin son asamasindaki larva gezmeye baslar ve tiipiin iist
kismina tirmanarak kendine pupa evresini gegirmek i¢in uygun bir yer bulur. Pupa evresi,
embriyonik ve larval yapilarin ortadan kaldirildigi, eriskin sinegin final viicut taslaginin
tamamlanmasi i¢in kapsaml degisikliklerden ge¢ildigi metamorfoz siirecinin bagladigi 4-
5 glinliik sesil bir donemdir. Bu doniisiim siirecinde hayvan dis ortamdan beslenemez ve
“fat body” organinda depolanmis besinleri hayatta kalmak i¢in ihtiyag duydugu enerjiye
cevirir. Ddllenmeden itibaren 10 giin sonra erigkin sinek pupadan disar1 ¢ikarak 8-12 saat
icerisinde iireme erginligine ulasmaya baglar (Sekil 2.11). Embriyonik dénemde erken

viicut yap1 planinin olusturulmasi, viicut planinin tamamlanmasi, biiyiime ve larval deri
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(gomlek) degistirme, lireme erginligine ulasma ve olgunlagsmadan olusan ardisik siiregler

tamamlanir (Ashburner 1989, Wolpert vd. 2015).

Yasam Dingiisii
Embriyo
1. Gun

Ciftlesme

Larra

10. Giin

6.-10. Giinler

Sekil 2.11 Drosophila yasam dongiisii ve gelisim donemleri

Drosophila’ nin gelisimsel siireci hormonlardan gelen sinyaller, besinler ve insiilin
benzeri peptidlerin (Dilps) siki koordinasyonu ile gergeklestirilir. Endokrin bir bez olarak
bilinen yiiziik bezi larval beynin {ist kisminda bulunup, yapisal olarak corpora cardiaca
(CC), corpora allata (CA) ve protorasik bez (PG) olarak bilinin alt dokulardan meydana
gelmistir. Gelisim siirecini diizenleyen en énemli hormonlar protorasik bezden salinan
ekdison, corpora allata dokusundan salinan juvenil ve corpora cardiaca dokusundan

salinan PTTH (protrosikotropik hormon) olarak bilinmektedir (Quinn vd. 2012).
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Sekil 2.12 Yiiziik dokusundaki protorasik bezin sematik gosterimi (Talamillo vd. 2008)

Yiiziik dokusunda bulunan protorasik bezden salinan ekdison hormonunun olusturdugu
titreler temel gelisimsel gecisleri tetikleyerek; embriyogenez, embriyodan larva
donemine gegis, deri degisimini tetikleyerek beslenmeye bagimli olan larval fazlarin (L1,
L2, L3) tamamlanmasi ve beslenmeden bagimsiz hareketsiz bir evre olan larvadan pupa
dénemine gecisi metamorfozun baslatilmasint sagladigi bilinmektedir (Sekil 2.13)
(Riddiford 1993, Thummel 2001). Ugiinciil instar larval fazin son evrelerinde olusan
ekdison titresi larvanin viicut yapisinda degisiklikler meydana getirerek pupa fazina
gecebilmesi i¢in gereklidir. Bu siire¢ pupanin hareketsiz bir sekilde ylizeye tutunmasi i¢in
gerekli olan glue proteinlerinin salgilanmasi ile baglar. Sonrasinda erigkin dénemde
gerekli olmayan bazi larval organlar ortadan kaldirilir, larval viicut kisalir, kiitikiil
sertlesmesi ve viicut renginin koyulasmasi gerceklesir (Thummel 2001). Ekdison, gelisim
stirecleri arasindaki hiyerarsik gecisleri saglayan ve larvayr metamorfoza hazirlayan bir
hormon olmasi nedeni ile merkezi bir role sahiptir. Larval instar fazlarda deri
degisiminden once ekdison hormonunun salintmini tetikleyen PTTH ve larval donem
boyunca salgilanarak, larva kritik agirliga ulastiginda salinimi sona eren juvenil hormon
ise gelisim siireglerinde rol oynadigi bilinen diger 6nemli hormonlardir (Allocca vd.
2018).
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Sekil 2.13 Drosophila gelisim siireci ve ekdison titreleri (Niwa ve Niwa 2014)

2.10 Drosophila Fat Body

Metabolik ve bagisiklik yanit sistemleri arasindaki yakin iliski evrimsel temellere
dayanmaktadir. Yiiksek organizmalardaki temel metabolik ve bagisiklik fonksiyonlarini
kontrol eden islevsel birimleri olusturan adipoz doku ve karaciger ortak atasal yapidan
evrimlesmistir (Sekil 2.14). Bu yap1 yag depolayan, hematopoietik ve bagisiklik
sistemlerini birlikte bulunduran memeli adipoz doku ve karacigerine analog olan fat body
olarak bilinmektedir (Sondergaard 1993, G. S. Hotamisligil 2006).

Fat body, abdomen bolgeden toraks ve bas bolgesine kadar uzanan larval viicut bosluguna
yayilarak bagirsak ve iireme organlarini g¢evreleyerek dogrudan hemolenf ile temas
halinde olan bir organdir. Fat body 2200 hiicreden olusur ve larval gelisim siiresince
say1s1 sabit kalir ancak larval donemin sonlarinda pupa evresine geciste otofaji ile yeniden

yapilanma siirecine girerek boyutu kii¢iiliir (Xi 2015).
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Sekil 2.14 Drosophila larval fat body A) Sematik gosterim B) Fat body doku goriintiisii,
sar1 noktasal yapi1 erkek gonadina karsilik gelir (Marchetti, 2003)

Fat body, metabolik bir merkez olarak enerji metabolizmasi, gelisim siireglerinin
diizenlenmesi, immiinolojik siiregler, ireme ve besin sensorii ile iligkili fonksiyonlara
sahip dinamik ve multifonksiyonel bir organdir. Drosophila fat body, memeli adipoz
dokusunda oldugu gibi lipid depolama ve mobilizasyonu igin Ozellesmis adiposit
hiicrelerine sahiptir ve bu adipositler lipid damlaciklari olarak adlandirilan evrensel
organellerden olusmaktadir. Enerji ihtiyacinin oldugu metamorfoz, aglik, gelisim ve
tireme siireglerinde enerji ihtiyacini karsilamak amaciyla karbonhidrat ve yag kaynaklar
trigliserite doniistiiriilerek lipid damlaciklari organelinde depolanir (Arrese ve Soulages
2010, Kuhnlein 2012).

Insan
W Drosophila
Adipoz doku

Fat body

Karaciger

o ® .
@ Immiin hiicreler
© ve kan hiicreleri
& °

Sekil 2.15 Drosophila fat body immiin, metabolik ve hematopoietik sistemleri igerir
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Insanlarda bulunan metabolik fonksiyonlarin ¢ogu Drosophila organizmasinda
bulunmaktadir. Drosophila dolagimindaki seker seviyelerini korumaya yonelik fazla
enerjinin depolanmasi ve mobilizasyonu ile ilgili metabolik stiregleri fat body araciligi ile
gerceklestirir. Karbonhidrat metabolizmasina baktigimizda, sekerin fazlas1 glukojen ve
trehaloz olarak fat body orgaminda depolanmaktadir. Insanda pankreatik o ve P
hiicrelerine esdeger olan hiicreler aracilig1 ile karbonhidrat homeostazi korunur. insiilin
benzeri peptidler karbonhidrat metabolizmasindan sorumlu anahtar regiilatordiir ve
memeli insiilini ile homologtur. Sineklerin beyninde medyan ndrosekretuar denilen
bolgede bulunan insiilin iireten hiicreler (IPCs) pankreas B hiicrelerin fonksiyonel
homologudur (Rulifson vd. 2002) Ayrica hemolenfte bulunan adipokinetik hormonu
(Akh) depo yaglarinin fat body organinda lipid damlaciklarindan mobilizasyonunu saglar.
Akh yolagi fonksiyonel olarak memeli glukagon yolagi ile homologtur ve enerjiye ihtiyag
duyulan aglik durumunda devrede olan lipokatabolik yolak igin olduk¢a onemlidir
(Musselman ve Kuhnlein 2018). Yiiziik dokusunda bulunan korpus kardiyum (CC) Akh’
nin salgilandigi bolgedir ve memeli pankreasinin o hiicrelerine denk gelir. Akh
fonksiyonunun durdurulmasina yonelik CC bolgesinin genetik ablasyonu hipoglisemiye
neden olurken, IPCs ablasyonu hemolenfteki (dolasim s1visi) threaloz konsantrasyonunun
artis1 ve hiperglisemi ile sonug¢lanarak hayvanlarin diyabet 6zellikler sergilemesine neden

olmustur (Baker ve Thummel 2007).

Insanda adipoz dokuda iiretilen TNF molekiiliiniin ortologu Eiger, diyet stresi (asir
besleme veya yiiksek sekerli diyet) durumunda fat body tarafindan iiretilir. Memelilerde
oldugu gibi diyet stresi (asir1 beslenme) ile Eiger reseptorii olarak bilinen Wengen ve TLR
aktivasyonu, JNK ve MyD88 yolaklart aracilig1 ile fat body dokusundaki Dilp etkisini
durdurur ve insiilin direnci meydana gelir. Drosophila fat body metabolik ve bagisiklik
sinyali arasindaki baglantinin giiclii bir sekilde ortaya Koyulabildigi bir dokudur
(Hotamughigil 2017).

2.11 Drosophila Makrofajlan

D. melanogaster, memeli kan hiicrelerine esdeger olan hemolenf adi verilen ilkel, ancak

etkili dolasim sistemi ile filogenetik olarak korunmus cesitli hiicresel ve molekiiler
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mekanizmalart kullanarak immiin yaniti ve enflamasyon siirecini kontrol eder.
Drosophila dolagim sistemi hiicreleri larva ve eriskin donemde fonksiyon gosteren iig
cesit hiicre tipine farklilasir: plazmatositler, kristal hiicreler ve lamelloitler.
Plazmatositler, memeli monositlerinin / makrofajlarinin fonksiyonel esdegerleridir ve
fagositik aktivite gosterir. Kiigiik ve yuvarlak sekle sahip olan, dolasimdaki hemositlerin
cogunu temsil eder (% 95) plazmatositler yabanci patojenleri ve 6lii dokular1 fagosite
eder. Lamellositler, bilyiik ve yassi (~% 2,5) hiicreler olup fagositozlanamayacak kadar
biiyiik yabanci cisimleri ¢ok katmanli hiicresel kilif yapisi olusturarak etrafini sararak
kapsiilleme islemi ile ortadan kaldirirlar (Vlisidou ve Wood 2015). Kristal hiicreler,
embriyoda ve larvada dolasimda bulunan biiyiik hiicrelerdir. Olgun kristal hiicreler,
biiyiilk miktarda kristalize formda pro-fenoloksidaz (proPO) iiretirler. Kristal benzeri
iceriklerinden dolayr kristal hiicreler olarak adlandirildilar. Aktive olduklarinda bu
icerikleri hemolenfe salarak melanizasyon kaskadini baglatirlar (Ribeiro, C. & Brehelin,
M.2006). Hemositler, heterojen hiicre popiilasyonlari olarak hemolenf igerisinde bulunur

ve enflamasyon durumunda aktive olmaya hazirdirlar (Defaye vd. 2009).

Plazmatosit

G
Og
&

Lammellosit

Kristal hiicre

Sekil 2.16 Drosophila hemosit morfolojilerinin sematik gosterimi (Rizki ve Rizki 1959)
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2.12 Drosophila Obez Model Yaklasimlar:

Drosophila ile yapilan kesifler, obezite ile iligkili hormonlar, organlar, dokular, sistemler,
lipogenez ve lipolizi diizenleyen metabolik yolaklarin evrimsel olarak korundugunu
gostermistir (Musselman ve Kuhnlein 2018). Insanda asir1 beslenmeye bagli olarak
gelisen obezite ile iligkili hiperglisemi, kisalan omiir uzunlugu ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklar gibi komplikasyonlarin Drosophila’da da aymi sekilde gerceklestigi
bilinmektedir (Xi 2015, Parra-Peralbo vd. 2021).

Insan obezitesini taklit edebilecek obez Drosophila modelinin olusturulmasinda genetik
yatkinlik ve ¢evresel faktorlere dayanan iki ¢esit yaklasim vardir. Bunlardan ilki, enerji
dengesi ve beslenme metabolizmasi ile ilgili genlerin maniiplasyonu ile elde edilen
obezite modelleridir. Bir diger yaklagim ise sinek besinlerine yiiksek oranda seker veya
yag ilave ederek diyet kompozisyonunun degistirilmesidir (Smith vd. 2014). Drosophila
obez model aragtirmalarinda genellikle eriskin ve ti¢lincii larval evredeki sineklerin fat

body organlari ile ¢alisiimaktadir (Musselman ve Kuhnlein 2018).

Drosophila genetik araglar sayesinde hedeflenen genin fonksiyonunun inaktivasyonu,
mutasyonu veya asir1 ifadesi saglanarak genetik modeller olusturulmasi agisindan
oldukga elverislidir. Ornegin; memeli adipoz trigliserit lipaz ile homolog bir enzim olan
ve enerji ihtiyaci halinde lipolizi uyarmakla gorevli olan brummer lipaz enzimini
kodlayan genin susturulmasi ile besinler depolanmaya devam ederken, trigliserid
mobilizasyonunun gergeklestirilememesi sonucunda obez sinek modeli elde edilmistir
(Gronke vd. 2005, Xi 2015).

Aragtirmacilar Bati tarzi obezojenik diyete benzer beslenme ortami olustururak obez
model sinekler elde edebilmektedirler. Bunun i¢in rutin beslenme kompozisyonuna %30
civarinda hindistan cevizi yagi ilave edilmesi ile elde edilen obez fenotiplerde kardiyak
disfonksiyonlari, insiilin/glukoz homeostazinda dengesizlikler gibi insanda gelisen
komplikasyonlarin ayni sekilde goriildiigii ortaya koyulmustur (Birse vd. 2010, Smith vd.
2014). Cesitli arastirma gruplari tarafindan yapilan ¢alismalar, yiiksek sekerli diyet ile
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beslenen Drosophila’ da hiperglisemi, insiilin direnci, kardiyovaskiiler komplikasyonlar
ile birlikte T2DM hastaliginin goriildiigiini ortaya koymustur (Musselman vd. 2013).

Daha bir¢cok ¢alisma Drosophila’ nin metabolizma ve o6zellikle obezite ile ilgili
arastirmalarda kullanilabilecek ¢ok giiclii ve faydali bir model oldugunu agikca ortaya

koymaktadir.
2.13 Drosophila Genetigi

D. melanogaster, 4 c¢ift kromozoma sahip olup, bu kromozomlarin ilk g¢ifti esey
kromozomu ve diger ii¢ ¢ift ise otozom kromozomlar olarak bilinmektedir. Esey
kromozomlar1 akrosentrik X kromozomundan ve neredeyse tamamen heterokromatinden
olusan submetasentrik Y kromozomundan olusmaktadir. Iki adet X kromozomu disi
olarak, X ve Y kromozomlarinin birlikte bulunmasi ise erkek birey olarak tanimlanir.
Bunlarin disindaki kromozom 2 ve 3 biiyilk metasentrik otozomlardir (Sekil 2.17).
Kromozom 4 ¢ok kii¢iik noktasal bir otozomdur bu nedenle genetik miidahaleler igin ¢ok
elverigli degildir (Hales vd. 2015).
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Sekil 2.17 D. melanogaster disi ve erkek kromozomlar1 (Kaufman 2017)

Bir genetik model organizma ile calisabilmek igin gelismis genetik teknolojilerin
kullanilmastyla deneysel genetik manipiilasyonlar1 ve mutasyonlar1 tagiyan kararli soy

stoklariin olusturulmasi ve istenen genotip hatlar1 olusturmak amaciyla uygun stoklari
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birbirleri arasinda ¢aprazlamak gerekmektedir. On binlerce farkli genetik 6zellige sahip
Drosophila stok hatlari, Viyana Drosophila Kaynak Merkezi (VDRC), Bloomington
Drosophila Stok Merkezi (BDSC), Ulusal Genetik Enstitiisii (NIG-Fly) ve Kyoto Stok
Merkezi’nden temin edilebilmektedir (Greenspan 1997).

2.14 Drosophila Genetiginde Kullanilan Genetik Yontemler

2.14.1 RNA interferans (RNAI) teknigi

Drosophila ile ilgili ¢alismalarda basarili bir sekilde uygulanan RNAi yontemi heyecan
verici bir kesif olarak nitelendirilmektedir. RNAi mekanizmasi ile hiicreye giren uygun
cift zincirli RNA’nin (dSRNA) endojenik komplementeri olan mRNA dizisinin
pargalanmasina yol agarak hedef genin transkrispsiyonu susturulmaktadir (Fire vd. 1998).

RNAi mekanizmasimin gergeklesitirlmesinde DICER (Riboniikleaz Il cinsi enzim) ve
RISC (RNA ile indiiklenen sessizlestirme kompleksi) olarak adlandirilan iki enzim ¢ok
onemlidir. RNAi mekanizmasinin ilk basamaginda dsRNA, DICER endoniikleaz enzimi
araciligi ile 21-23 niikleotidli siRNA fragmentlerine ayrilir. Ikinci basamakta ise siRNA
fragmentleri, yapisinda endonukleaz, exonukleaz ve helikaz enzimlerini bulunduran
RISC kompleksi ile bir araya gelerek hedef mRNA bolgesinde dejenerasyona neden olur
(Sekil 2.18). Sonug olarak ilgilenilen genin transkripsiyon asamasinda etkisizlestirilmesi

ile genin iirlinii olan proteinin sentezi azalmis olur (Elbashir vd. 2001, Akashi vd. 2004).
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Sekil 2.18 RNAi mekanizmasinin sematik gosterimi (Petrova vd. 2013)

2.14.2 GAL4-UAS sistemi

Andrea Brand ve Norbert Brand tarafindan 1993 yilinda tasarlanan gii¢lii bir genetik
teknik ile tiim Drosophila diinyasinda bir devrim yasanmistir. Gal4-UAS ikili sistemi,
istenilen doku veya hiicrede hedeflenen genin ifadesinin segici aktivasyonuna izin vererek
yonlendirilebildigi genetik bir ara¢ olarak transgenik sinek hatlarinin elde edilmesinde
oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir (Brand ve Perrimon 1993). Gal4 Saccharomyces
cerevisiae mayasinda bulunan bir proteindir fakat bu protein Drosophila’ da endojen
olarak bulunmadig: icin metabolik siirecler ile etkilesim gostermemektedir (Bird ve
Whisstock 2011).

Bu sistem yonlendirici (driver) hatti Gal4 ve UAS (yukar: akis aktive edici sekans)
yanitlayict hattt olmak iizere iki pargcadan olusur. Gal4 hedeflenen genin ifadesini
saglayan bir transkripsiyon aktivatoriidiir. Yonlendirici (driver) Gal4 hattt Gal4 proteinini
kodlayan Gal4 geni ve sadece hedeflenen dokuda Gal4 ifadesini olusturacak dokuya 6zgii
promotor bolgeyi igerir. Yanitlayici (responder) hatlar ise arastirilmak istenen genin

kodlama dizisini igceren gen bolgesini veya RNAI yapisin1 ve hemen yaninda bulunan
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UAS bolgesini igerir. Gal4 proteini UAS ile baglandiginda aktive olarak UAS bolgesinde
bulunan hedeflenen genin transkripsiyonunu veya RNAi yapisinda genin
ektisizlestirilmesini saglar (Sekil 2.19) (Elliott ve Brand 2008). Cok sayida olasi
kombinasyon olusturabilecek bu iki parg¢a ayr1 sinek hatlarinda bulunur ve sineklerin
caprazlanmasi ile bir araya getirilerek birbirine baglanir. Boylece Gal4-UAS sistemine
sahip olan bireyler elde edilir (Allocca 2018).
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Sekil 2.19 GAL4-UAS sistemi (Hales vd. 2015)
2.15 Obezitede Insiilin Sinyal Yolag

Insiilin, pankreasin langerhans adaciklarinda bulunan B-hiicreleri tarafindan sentezlenen
anabolik peptid bir hormondur. insiilin, metabolik fonksiyonlar1 diizenleyen pleitropik bir
role sahiptir ve baglica fonksiyonlarindan biri kanda bulunan yiiksek glukoz
konsantrasyon diizeylerine yamt olusturmaktir. Insiilin besin alimindan sonra yiikselen
kan glukoz diizeylerine yanit olarak beta hiicrelerinden salinir. Insiilin, hiicre
membraninda bulunan heterotetramerik yapidaki tirozin kinaz grubu olan insiilin
reseptoriine baglanarak, instilin sinyalini adaptor protein olan IRS-1 aracilig ile hiicre
igine aktarir ve boylece ¢ok dall1 bir yolak boyunca sinyal kaskad: baslatilir (Zatterale vd.
2019). IRS-1 fosforilasyonu Pi3K ve AKT (Protein Kinaz B) aktivasyonunu baslatarak
GLUT4 kanalinin membrana hareketi glukozun hiicre igine alimi gergeklestirilir (Sekil

2.20). Ayrca aktive edilen AKT glukojen sentez kinaz 3 (GSK3) fosforilasyonunu
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gerceklestirir. GSK3, siirekli olarak aktif olan ve siirekli glukojen sentaz (GS)
fosforilasyonu yapan bir enzimdir. GS’nin fosforilasyonu glukojen sentezini inibe eder.
GSK3’nin AKT tarafindan fosforilasyonu GSK3’iin inhibisyonuna ve dolayisiyle GS
aktivasyonuna sebep olarak glukojen sentezini artirir. Boylece glikojen sentezi ilgili
anabolik siiregler indiiklenir (Sekil 2.20) (Frame ve Cohen 2001).

o Insiilin Glukoz ¢ @
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Sekil 2.20 Insiilin sinyalinin etki mekanizmasi

IRS-1 proteini karboksi terminalinde insiilin sinyal yolaginin regiilasyonunu saglayan
tirozin ve serin/treonin (S/T) motiflerine sahiptir. IRS-1 molekiiliiniin tirozin
fosforilasyonu insiilin sinyal yolaginin aktive edilmesi ile sonuglanir. Metabolik
regiilasyonun saglanabilmesi icin aktive olan insiilin sinyal yolagmin durdurulmas: da
oldukg¢a dnemlidir. IRS serin/treonin motiflerinin fosforilasyonu ile insiilin sinyal yolagi
engellenir (Sekil 2.21). IRS serin/treonin fosforilasyonu fizyolojik negatif geri bildirim
kontrol mekanizmas: saglamak amaciyla kullanilmaktadir (Sykiotis ve Papavassiliou
2001, Zick 2001).

Insiilin sinyal sisteminin zarar gordiigii durumlarda insiilin hassasiyeti olan baslica
dokularda (adipoz doku, karaciger, iskelet kasi) insiilin yanitin olusturulamamasi veya
insiilin duyarliliginin azalmas: sonucunda insiilin direnci gelisir. Bu durumda insiilin
araciligi ile hiicre i¢ine glukoz alimi gergeklestirilemez ve glukoz metabolizmasi zayiflar.

Pankreatik B-hiicreleri bu durumu kompanse etmek igin siirekli ve daha fazla insiilin
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salinimma devam eder. Bununla birlikte insiilin duyarliliginin giderek daha da
zayiflamasi B-hiicrelerinde yorgunluga ve hiperglisemi gelisimine neden olur (Hancer vd.
2014). Obezite kosullarinda insiilinin etkinligini gosterebilmesi i¢in gerekli olan ve sinyal
aginin dagilimindan sorumlu olan IRS-1 molekiiliiniin inaktivasyonu, insiilin direncine
neden olan en dnemli mekanizmalardan biridir (Singla vd. 2010, Zatterale vd. 2019).
Obez adipoz dokudaki adipositlerden ve makrofajlardan salinan TNF-a sitokininin IRS
molekiiliinde serin/treonin fosforilasyonuna neden oldugunun gosterilmesi ile birlikte
obezite ile iliskili insiilin direncinin altinda yatan en 6nemli nedenin enflamasyon oldugu

kabul edilmektedir (Hirosumi vd. 2002, Tanti ve Jager 2009).
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Sekil 2.21 IRS molekiiliinii aktive eden tirozin (pY) fosforilasyonu ve inaktive eden
ser/thr (pS) fosforilasyonu (Le Roith ve Zick 2001)

2.16 Drosophila Insiilin Sinyal Yolag

Drosophila ile yapilan ¢alismalar insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF) ve IGF
reseptOriinii kodlayan genlerdeki kusurlarin insiilin sinyalizasyonunun zayiflayarak
farelerdeki ile benzer sekilde gelisim kusurlarina neden oldugunu gdstermistir. Insan ve
Drosophila insiilin sinyal yolagi biiylimeyi, iiremeyi, yasam siiresini, metabolizmay1
kontrol eder ve noéroendokrin yolaklar tarafindan diizenlenir. Genetik analizler
Drosophila ve insan arasindaki insiilin sinyal yolaginin yapisal ve fonksiyonel olarak

yiiksek derecede korundugunu gostermektedir (Garofalo 2002).

Drosophila’ da korpara kardiyaka ve beyindeki insiilin iireten hiicreler (IPCs)’ den insiilin

benzeri peptidler (ILPs) salgilanir ve bu peptidler insiiline benzer davranis sergiler.
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Tokluk durumunda beyinden ILPs salinimi gergekleserek hiicre membranindaki o ve f3
alt birimine sahip olan insiilin reseptdriine baglanir. Bu baglanma bdlgesi evrimsel olarak
korunmus olup memeli insiilini tarafindan da aktive edilebilmektedir. Insiilin
reseptOriiniin aktivasyonu ile IRS1-4 homologu olan CHICO araciligi ile bir sinyal
kaskad1 baslatilir (Fernandez-Almonacid ve Rosen 1987, Bohni vd. 1999). CHICO
tarafindan aktive edilen PI3K, PIP2 molekiiliiniin fosforillenmesi ile PIP3 formuna
doniistimiinii katalizler. Artan PIP3 seviyeleri ile AKT aktivasyonu gergeklestirilir (Sekil
2.22)
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Sekil 2.22 Drosophila insiilin benzeri peptidlerin (ILPs) CHICO aracili sinyal iletimi
(Toprak 2020)

Drosophila glukoz metabolizmasini diizenleyen ILPS, memeli insiilini ile sekans, yapisal
ve islevsel benzerliklere sahiptir. Boylece ILPs iiretimi aclik durumunda azalirken, tokluk
stireglerinde artig gosterir. Drosophila organizmasinin yiiksek sekerli diyete maruz
kalmas1 sonucunda azalmis insiilin yanitt olusturmasi ve insanda tip2 diyabet
patofizyolojisine benzer bir durum sergilemesi, insiilin direnci ve obezite ¢aligmalarinda
sineklerin model olarak kullanilabilecegini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir
(Musselman vd. 2011).

2.17 TNF-a Sinyal Iletim Yolag

Endotoksin enjekte edilen deney hayvanlarinin tiimorlerinde hemorajik nekroza neden
oldugu i¢in Tiimo6r Nekrozis Faktor (TNF) olarak adlandirilan bu sitokin siiper ailesinin

en cok calisilan liyesi TNF-a olarak bilinmektedir. TNF-a, fizyolojik olarak normal
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stirecte enflamatuar yanit ile ilgili siirecin baslatilmasi ve enflamasyonun ¢oziilmesinden
sorumlu olan en 6nemli diizenleyicidir (Sedger vd. 2014). TNF-a, bagisiklik hiicrelerinin
fizyolojik fonksiyonlarinda, hiicre prolifersyonunda ve programlanmis hiicre dliimiinde
onemli fonksiyonlara sahiptir. Ozellikle makrofajlar, mikroglia, Langerhans hiicreleri ve
Kupffer hiicreleri gibi monosit kokenli hiicreler TNF-o ifadesine sahiptir. Bu nedenlerden
dolay1 TNF seviyelerinde meydana gelebilecek diizensizlikerin, romatoid artrit,
ateroskleroz ve norolojik hastaliklar dahil olmak iizere kronik otoimmiin ve immiin
yetmezlik hastaliklari ile iligkili oldugu bilinmektedir (Parameswaran ve Patial, 2010).
Adipoz dokudan iiretilen ilk adipokin olarak kesfedilen TNF-a’ nin obez adipoz dokuda
artis1 obezitenin enflamatuar kokeni ve metabolik patolojilerin nedeni olarak kabul
edilmektedir. TNF-o enflamasyon siirecindeki bilinen en erken baglatici olarak diger
sitokinleri, enflamatuar sinyal yolaklarini ve hiicreleri uyararak enflamasyon siirecinin
uzamasma neden olabilmektedir. Sitokin {reten hiicreler ile sitokin ile aktive olan
bagisiklik hiicreleri arasinda olusan dongii kronik enflamasyonun mekanik nedeni olarak
kabul edilmektedir (Sedger vd. 2014).

TNF-a biyolojik etkinligini farkli hiicre igi sitoplazmik bolgelere sahip olan TNFR1 ve
TNFR2 olmak tizere iki farkli reseptor tizerinden gergeklestirir. TNF-o’ nin TNFR1 ile
ligand kompleksi olusturmasi sonucunda TRADD adaptor proteini tizerinden kaspaz-8
sinyal yolagi aktive edilerek apoptoz indiiklenmektedir. Ayrica TRADD proteini
tizerindeki farkli bir bolge iizerinden ise immiin sistem i¢in olduk¢a 6nemli olan NF-xB
sinyal yolagi aktive edilebilmektedir. Buna ek olarak MKK3 araciligi ile p38 (MAPK)
sinyal yolaginin da TRADD iizerinden aktive edildigi bilinmektedir.

Bir diger reseptor olan TNFR2 ile TNF-a’nin olusturdugu ligand kompleksine baglanan
TRAF1/2 (TNF-Reseptor ile iligkili Faktor) adaptor proteini tizerinden IKKo/IKKf
(IKKPB yolagi) kompleksi aktive edilmektedir. Bu aktivasyon sonucunda fosforilasyona
ugrayan IkBa/p proteinleri parcalanarak NF-KB sinyal yolagini agarlar. Aktive olan
TRAF2 ayni zamanda CIAP2 lizerinden MEKK1/7 yolu {izerinden obezite ile iliskili olan
ve insiiline duyarli olan dokularda insiilin direncinden sorumlu olan en 6énemli izoform
olan JNK1 sinyal yolaginin aktivasyonuna neden olmaktadir. Ozellikle kronik

enflamasyon ve insiilin direnci ile karakterize edilen proenflamatuar makrofaj
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infiltrasyonunda JNK aktivasyonu kritik 6neme sahiptir (Karin ve Gallagher 2005,
Solinas ve Becattini 2017). JNK yolagi, IRS-1 molekiiliinii fosforile ederek IRS-1
inaktivasyonuna neden olmaktadir. Béylece inaktif durumdaki IRS-1 ile PI3K etkilesim
gosteremeyerek, glukozun hiicre igine alimi engellenmektedir. Bu durum, insiilin
sinyalizasyonunun ortadan kalkmasi ile meydana gelen insiilin direnci mekanizmasini
olusturmaktadir (Boura-Halfon ve Zick 2009, Feng vd. 2020). TNF sinyali araciligi ile
cogaltilan IKKB/NF-kB ve JNK/AP-1 merkezi inflamasyon sinyal yolaklari, TNF
sitokininin kendisi de olmak tizere gesitli proenflamatuar sitokinlerin artisina neden
olarak inflamasyonun daha fazla kroniklesmesine ve insiilin direncinin siddetlenmesine
neden olmaktadir ( Hotamigligil 2017, Feng vd. 2020).
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Sekil 2.23 TNF-a sinyal iletim yolag:

2.18 Drosophila TNF-a Sinyal iletim Yolag

Memeli proinflamatuar sitokin olan TNF-a' nin, Drosophila ortologunun Eiger (egr)

oldugu bilinmektedir. Ektopik egr ifadesinin Drosophila’ da kiigiik g6z fenotipine sebep
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oldugunun gosterilmesi ile hiicre 6liimii yolaginin aracisi olarak ilk kez tanimlanmigtir
(Igaki vd. 2002). Sonrasinda yapilan ¢alismalar, eiger-L ve eiger-S olarak adlandirilan
iki farkli eiger izoformunun oldugunu gosterse de bu iki ligandin fonksiyonel ve ifade
bakimindan birbirinden farkli olmadigimi gdstermektedir (Kauppila vd. 2003, Igaki ve
Miura 2014). Cogunlukla fat body hiicrelerinden sentezlenen eiger, insiilin iireten
hiicrelerden Dilps salimimimi  kontrol edebilen metabolik bir hormon olarak
tanitilmaktadir. TNF-a sinyalinin akis asagi yolaklarindan biri olan JNK yolaginin
inhibisyonu ile birlikte yiiksek glisemik degerleri diizenlenebilmektedir. JNK
aktivasyonunun uyarilmasi ise memelilerin B hiicrelerinde gergeklesen durumda oldugu
gibi insiilin geninin ifadesinde azalmaya neden olmaktadir. Bu durum TNF-a fonksiyonu
ile iliskilendirilebilen insiilin direncini olusturan patolojik mekanizmalarin ve sinyal
yolaklarin Drosophila’ da korunmus olabilecegi ihtimalini ortaya koymaktadir (Wang vd.
2005, Agrawal vd. 2016, Sethi ve Hotamishgil, 2021).

Eiger etkinligini wengen (wgn) ve grindelwald (grnd) olarak tanimlanan iki farkl
reseptor araciligi ile gerceklestirmektedir. Wgn tanimlanan ilk eiger reseptoriidiir ve
sinyal iletimini aktarabilecek bir sitoplazmik bdlgeye sahip olmadigi i¢in ko-reseptor
olarak fonksiyon gosterdigi diistiniilmektedir (Kanda vd. 2002). Bir diger reseptor olan
grnd TNF reseptorlerinde oldugu gibi gibi hiicre dis1 bolgeye ve TRAF?2 ile etkilesime
girebilen sitoplazmik hiicre i¢ci bolgeye sahip olan transmembran proteindir (Andersen
vd. 2015). Eiger, metabolik siireglere aracilik eden insiilin sinyal yolaginin kontroliinii
grnd reseptorii aracihign ile gerceklestirmektedir ve Grnd/JNK sinyal hatti tizerinden
insiilin sinyalini engelleyebilen bir fonksiyona sahip oldugu kabul edilmektedir (Agrawal
vd. 2016).
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Sekil 2.24 Insan ve Drosophila JNK yolaginmn insiilin etki mekanizmasi (G. S.
Hotamigligil 2017)

2.19 Obez Drosophila P0206>CG7839RNAI Modeli

Paola Bellosta tarafindan gelistirilen P0206>CG7839%NA model Drosophila larvalarinda,
protein sentezinde ribozomal 60S alt biriminin niikleustan stoplazmaya transportundan
sorumlu olan ve maya Noc1l proteininin homologunu kodlayan CG7839 geninin ifadesini
RNAI teknigi ile protorasik dokuya 6zgii baskilanmas: ile ribozomal altbirimlerin
birlesememesine baglh olarak protorasik dokuda protein sentezinin engellendigi
distintilmistiir (Dlakic ve Tollervey 2004). Bizim g¢alismamizda, GAL4-UAS ikili
sistemi kullanilarak CG7839 gen ifadesinin RNAI teknigi ile protorasik dokuya 6zgii
olarak baskilanmasi1 sonucunda ribozomal altbirimlerinin azalmasina bagh olarak
protorasik bezin kiigiildiigii (Sekil 3.1) ve bu bezden salinan ekdison hormonunun
sinirlandirildigr (Sekil 3.2) bilinen P0206-GAL4; UAS-Ni larva modeli kullaniimastir.
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P0206>GFP P0206>CG7839"NA-GFP

Sekil 2.25 Kontrol (A) ve P0206>CG7839RNAI larvalarindan alinan protorasik bez (B)
(Destefanis vd. 2022)
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Sekil 2.26 Protorasik dokuda CG7839RNAI ifadesinin ekdison seviyeleri lizerindeki
etkisi (Valenza vd. 2018)

Bellosta'min laboratuvarinda P0206>CG7839"NA Jarva modeli kullamlarak elde edilen
onceki ¢alismalarda, tiim larvada total triasilgliserol (TAG) seviyelerinin ve serbest yag
asidi miktarinin zamanla arttig1 (Sekil 2.27), adipoz trigliserid lipaz (ATGL) enziminin
homologu olan brummer lipaz gen ifadesinin azaldigi gosterilmistir (Sekil 2.28).
Metabolik profil ile ilgili bu calismalar P0206>CG7839%NA' larva modelinde lipid
metabolizmasi ile iligkili anabolik yolaklarin aktif oldugunu gostermistir. Elde edilen bu
sonuglar, diger obez kemirgen hayvan modeli ve insan hastalardan elde edilen bulgularla
ortigmektedir (Hirosumi vd. 2002, Ahmadian vd. 2007, Jung ve Choi 2014).
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P0206>CG7839R"NA" modelinin, Drosophila organizmasinda obeziteyi incelemek icin

yeni bir model olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 2.27 Tiim larvada TAG ve serbest yag asidi seviyeleri (Siyah grafikler kontrol
grubunu ve kirmizi grafikler P0206>CG7839"NA obez larva modelini temsil
etmektedir) (Mirzoyan vd. 2023)
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Sekil 2.28 brummer lipaz gen ifadesi seviyeleri (Siyah grafikler kontrol grubunu ve

kirmizi grafikler P0206>CG7839RNA obez larva modelini temsil etmektedir)
(Mirzoyan vd. 2023)
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Obezite ile birlikte adipoz dokuda artan lipid birikiminin meydana gelmesi sonucunda
adipoz dokuda makrofaj infiltrasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Daha 6nce Bellosta’
nin laboratuvarinda yapilan galismalar, P0206>CG7839RNA' larva modelinde artan lipid
seviyelerine bagli olarak hemositlerin adipoz doku ile ayn1 fonksiyona sahip olan fat body
dokusunda biriktigini gostermistir. P0206>CG7839"NA" modelinde (12. giin) beyin ve
bagirsak dokusunda hemosit birikimi yoktur. Bu durum fat body hiicrelerinde 6zel bir

sinyalin (eiger) aktive edildigini gostermektedir
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Tez galismasinda kullanilan; agar ZN5 B&V firmasindan, seker kamis1 melas1 Naturitas
firmasindan, Schneider diseksiyon medium GIBCO firmasindan, Vectashield Antifade
kapatma soliisyonu, DAPI VectorLab firmasindan, DABCO-Mowiol kapatma soliisyonu
Carl Roth GmbH firmasindan, fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS), Hoechst boyama kiti 33258,
Nil-Kirmizis1 boyama Kkiti, Paraformaldehit (PFA), BSA- Applichem firmasindan,
nipagin, propiyonik Asit Fischer firmasindan, Alexa Fluor 488 Phalloidin boyama Kiti,
anti-Tavsan Alexa555 sekonder antikor, etanol, metanol Merck, firmasindan temin

edilmistir.

Rutin sinek kiiltlirii icin suluboya firgasi, soguk 1s1k kaynagi Euromex firmasindan,
Drosophila kiiltiir flasklari, plastik siseler Biologix firmasindan, ince forsepsler Dumont

firmasindan temin edilmistir.

Tez calismasinda; Goriintiilerin alinmasi ve diseksiyon isleminin gerceklestirilmesi igin
konfokal mikroskop (Axio Imager 2 Zeiss), 3D doku mikroskobu, TCS-SP5 ve TCS-SP8
(Leica), stereo (diseksiyon) mikroskop (Zeiss), sineklerin hareketsiz kalmasini saglayan
CO; anestezi ekipmani (The FlyStuff) kullanilmistir. Kullanilan diger 6nemli cihazlar
orbital ¢alkalayici (Bellco), besin dagitim aparat1 (Droso-Filler), hassas terazi (Sartorius),
analitik terazi, otoklav (PBI), biyogiivenlik kabini (Esco), buhar ceketli pisirme cihazi
(Groen), BOD inkiibator (Invictus), buz makinesi (Scotsman), dijital kurutma ve 1sitma
banyosu (BenchMark), zaman, hiz ve sicaklik kontrollii santrifiij (Eppendorf), calkalayici
(Universal table), vorteks (Heiolph), kullanilmistir.

Bu tez ¢alimas: Trento Universitesi Hiicresel ve Biitiinlestirici Biyoloji Merkezi’nin
(CIBIO) metabolizma laboratuvar: biriminde Paola Bellosta’ nin koordinatorligiindeki

ve bu merkezde bulunan cihazlar ile gerceklestirilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Caprazlamada kullanilan Drosophila hatlar:

Deneylerimizde kullandigimiz sinek hatlarinin 6zellikleri ve temin edildikleri kaynaklar
cizelgede belirtilmistir (Cizelge 3.1). Ayrica elde edilen D. melanogaster genotipleri ve
bu genotiplerin olusturulmasinda kullanilan sinek hatlari ¢izelge 3.2” de gosterilmistir
(Cizelge 3.2). Deneylerimizdeki ¢aprazlama deneyleri 3 asamadan olusmaktadir. Obez
fenotipe sahip olan larvalar1 olusturmak i¢in yapilan ilk ¢aprazlama sonucunda PO206-
GAL4,UAS-CG7839"NAT (Ni) genotipine sahip larvalar elde edilmistir. Sonrasinda
hemositlerin isaretlenebilmesini saglayan Hml-RFP (HmIA-DsRed) genotipe ve obez
genetik  iskelete sahip olan sinekler c¢aprazlanarak enflamasyonun analizi
gerceklestirilmistir. Son asamada gergeklestirilen kompleks ¢aprazlamada ise hemositleri
isaretlenmis obez genotipe sahip olan sinekler, eiger/TNFa sinyal yolaginin
durdurulmasini saglayabilecek egr!, egr'®, grnd "+ mutant sinek hatlari ile sirasi ile
caprazlanmistir. Bu kompleks ¢aprazlamayi gergeklestirebilmek i¢in ise her bir mutant
sinek hattinin hemositleri isaretlenmis obez genotip iskeletini olusturabilmek igin ise
rekombinant sinek hatlar1 olusturulmustur. PO206-GAL4 olarak adlandirilan kontrol
grubu ile yapilan deneyler i¢in yasam dongiilerinin 5. giliniinde elde edilen veriler
kullanilmistir. Obez fenotipe sahip olan PO206-GAL4,UAS-Ni grubu i¢in yasam
dongiilerinin 5. ve 12. giiniinde elde edilen veriler degerlendirilmistir. Obez mutant sinek

deney gruplari i¢in ise yagam ddngiilerinin 12. giinlindeki sonuglar kullanilmistir.

Cizelge 3.1 Sinek hatlar, ifade 6zellikleri ve kaynaklari

Sinek Hatlan

ifade Ozelligi

Kaynak

PO206-GAL4

Striicii-Sadece Protorasik doku

Colombani vd. 2005

UAS-CG7839RNAI

Yanitlayici- CG7839 geninin
RNAI ifadesi

Bloomington Drosophila Stok
merkezi (BL 25992)

HmI-RFP/CyO

Sadece hemositler i¢in RFP
raportdriine sahip transgenik

sinek hatt1

BRUCKNER LAB, Katja
Briickner (Kaliforniya
Universitesi, San Francisco)
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Cizelge 3.1 Sinek hatlar, ifade 6zellikleri ve kaynaklar1

Sinek Hatlar ifade Ozelligi Kaynak

egrt Eiger mutant sinek hatti Hediye, Bruno Lemaitre

egriAc Eiger mutant sinek hatti Hediye, Hugo Stocker

grnd 7 Eiger reseptorii mutan sinek Hediye, Bruno Lemaitre
hatt1

Cizelge 3.2 D. melanogaster genotipleri ve kullanilan sinek hatlari

Hedeflenen Genotip

Kullanilan sinek hatlari

+. PO206—GAL4_ +

P0206-GAL4 (Kontrol) > : :
+ + +
P0206-GAL4,UAS-Ni (Obez model) > P06 CALUER
+ + +
> t* UAS—CG7839RNAI
+' 4+’ +
HmI-RFP/P0206-Gal4 (Hemosit kontrol)
» T P0206-GAL4 +
+’ + T+
+. HmI-RFP_ +
> T cyo '+
HmI-RFP/P0206-Gal4; UAS-Ni (Hemosit
5 T Po206-GaL4 +
raporter obez model) n n T
+ HmI-RFP_+
> T+ cyo '+
> tF UAS—CG7839RNAL
+ + +
Rekombinant sinek hatti (Mutant sinek
hatlar1 i¢in hazirlanan  rekombinant » F.P0206-GAL4HmI-RFP, MKRS
+’ cyo ' TM6B
altyapisi)
egr/HmlI-RFP/PO206-GAL4;UAS-Ni
5 toegrit
+’ egrl’ +
> ot UAS—CG7839RNAl
+’ +’ UAS-CG7839RNAL
5 T.P0206-GAL4HmI-RFP MKRS
+’ Cyo ' TM6B
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Cizelge 3.2 D. melanogaster genotipleri ve kullanilan sinek hatlar1 (devam)

Hedeflenen Genotip Kullanilan sinek hatlari

egriAC/HmI-RFP/P0O206-GAL4; UAS-Ni

> +. egrlAG  +
+’ egr1AG’ +
> ot UAS—CG7839RNA!
+' +’ UAS-CG7839RNAL
5 t. P0206-GAL4HmI-RFP MKRS
+’ Ccyo ' TM6B
Grnd”*/HmI-RFP/P0206-GAL4;UAS-Ni
> +., grnd  +
+' grnd’ +
> ot UAS—CG7839RNAl
+’ +’ UAS-CG7839RNAL

Y
+

. P0206—GAL4,Hml—RFP_, MKRS
! Cyo ' TM6B

Protorasik dokuya 06zgli olarak CG7839 geninin baskilandigi sinek soylarini elde
edebilmek i¢in caprazlamalar gergeklestirilmistir. Bu caprazlamalarda PO206-GALA4,
UAS-CG7839"NA" ve HmI-RFP/CyO (HmIA-DsRed) sinek hatlari kullanilmistir.
Caprazlama i¢in RNA interferans yontemi kullanilarak CG7839 geninin baskilandigi
sinek hattinin kodu: UAS-CG7839%NA! olarak tanimlanmistir. Deneylerimizde RNAI
teknigi ile CG7839 geninin baskilandigimi ifade etmek icin bazi yerlerde CG7839RNA
kisaltmasi olarak “ -Ni- > kisaltmas1 kullanilmistir (CG7839 geni maya Nocl proteininin
homologunu kodlar). Protorasik dokuda normal CG7839 ifadesine sahip olan sinek
hattinin kodu: PO206-GAL4 olarak tanimlanmis olup deneylerimizde kontrol grubu
olarak kullanilmigtir. HmI-RFP/CyO olarak tanimlanan sinek hattinda sadece
hemositlerde ifade edilebilen hemolektin promotorii bulunur ve kirmizi floresan protein

(RFP) raportorii araciligi ile hemositler isaretlenebilmektedir.

Sinek hatlarinin ¢ogu rekombinasyon siirecini onleyerek mutant sinek stoklarinin kararli
bir sekilde saklanabilmesini ve ¢aprazlamalarda atasallardan gelen genotipin korunmasini
saglayan dengeleyici (balancer) kromozomlara sahiptir. Bu dengeleyici kromozomlar

baz1 fenotipik belirteglere sahiptir. Deneylerimizde kullandigimi sinek hatlarinda Cyo,
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MKRS, TM6b dengeleyici kromozomlari, eriskin sineklerde sirast ile kivircik kanat
yapisi, notum bolgesinde daha kisa, kalin killar ve humeral bolgede daha yogun ilave

killara sahip olmasi ile ayirt edilmektedir.

A Wild-type CyoO

Sekil 3.1 Dengeleyici ve belirrteglerden kivrik kanat (CyO) (A), sert kil yapisi (MKRS)
(B), daha yogun kil miktar1 (TM6b) (C) (Coutifio vd. 2021)

Sekil 3.2 CyO dengeleyici kromozomuna sahip kivircik kanatli sinek (FlyBase 2023)

3.2.2 Sinek besiyerinin hazirlanmasi

Diiz tabanli plastik tiiplerin igerisinde bulunan besiyerinde D. melanogaster stoklari
muhafaza edilmistir. Sinek besiyerinin hazirlanmasi igin 1sitici 95 °C sicakhiga
ayarlanarak 1sitici igine 1 litre su ilave edilmistir. Su 1sinmaya basladiginda ¢izelgede

belirtilen miktarlarda agar, misir unu, beyaz seker ve bira mayasi (Cizelge 3.3) suya ilave
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edilerek karisim 50 dakika boyunca pisirilmistir. Bu siire tamamlandiktan sonra seker
kamis1 melast ilave edilerek besiyerinin pisirilmesine 10 dakika daha devam edilmistir.
Isitict kapatilarak besiyeri 65-70°C’ ye kadar sogudugunda 1 gr nipagin ve 10ml
propiyonik asit besiyerine eklenmistir. Hazirlanan besiyeri besin dagitim aparati aracilig
ile tiiplere veya plastik siselere aktarilarak kapaklari sirasiyla steril pamuk veya kopiik
kapak ile kapatilmistir. Icinde besiyeri bulunan tiipler veya plastik siseler oda

sicakliginda bir gece boyunca besiyerinin katilagsmasi i¢in bekletilmistir.

Cizelge 3.3 Sinek besiyerinin igerigi

Madde Miktar
Su 1L
Agar 10g/L
Misir unu 75g/L
Beyaz seker 50g/L
Bira mayas1 2 kutu yas maya (1 kutu yas maya 25

gr) + 30g/L kuru maya

Seker kamis1 melasi 30ml/L
Propiyonik Asit(Fischer) 10ml/Lg
Nipagin (Methyl 4-hydroxybenzoate) 10ml/L

Sekil 3.3 Sinek besiyerinin hazirlanisi

54



3.2.3 Sineklerin cinsiyet ayriminin yapilmasi

Caprazlama deneylerinde kullanilacak uygun genotipe sahip disi ve erkek bireyler sinek
stoklarindan segilerek ¢iftlesme igin tek bir siseye aktarildi. Caprazlamada kullanilan disi
ve erkek bireylerin toplanmasi igin stereo mikroskop altindaki istasyon diizenegi
kullanilarak cinsiyet teshisi yapilmistir. Disi ve erkek bireyler viicut yapilarindaki
morfolojik farklilik ile ayirt edilmistir. Erkek bireylerde abdomenin posteriyor kismi

koyu renklidir ve 6n bacaklarda tarak benzeri yapilar bulunmaktadir (Sekil 3.2.3).

Sekil 3.4 D. melanogaster cinsiyet tayini disi (tist), erkek (alt)

Cinsiyet teshisi yapabilmek ic¢in sinekleri kontrol etmeden Once sineklerin ugup
kagcmamas1 ve daha kolay incelenebilmeleri i¢in anestezi islemi uygulanmistir. Bu
anestezinin gerceklestirilebilmesi igin kontrol edilecek sinekler mikroskop numune
plakasina yerlestirilen, CO. dagitan gozenekli pedlerin iizerine aktarilarak hareketsiz
kalmalar1 saglanmistir (Sekil 3.3). Boylece erkek sinekler ve bakire disi sinekler teshis
edilmistir ve deneylerde kullanilmak iizere toplanarak taze besiyeri iceren tiiplere
aktarilmistir. Kullanilmayan sinekler igerisinde etanol bulunan ve morg olarak

adlandirilan siseye atilmistir.
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Sekil 3.5 D. melanogaster ¢alisma istasyonu ve anestezi pedi

Toplanan disi sinekler, daha dnce ¢iftlesmemis, cinsel olgunluga erismemis bakire disi
sineklerden se¢ilmistir. Bu disi sinekler 10 saat boyunca bakire olarak kaldiklari ig¢in her
sabah rutin olarak laboratuvarda bakire sineklerin toplanmasi gergeklestirilmistir. Bunun
icin bakire disi sinege doniisecek olan pupalarin bulundugu stok siseleri gece boyunca
diisiik sicakliklarda (ideal olarak 18°C'nin altinda) tutulmustur. Bakire sinekleri teshis
edebilmek i¢in anatomik yapilart nazik bir sekilde ince suluboya firgas: araciligi ile
mikroskopta incelenmistir. Viicut renkleri soluk olan ve abdominal bdlgelerinde
mekonyum olarak adlandirilan koyu bir leke tespit edilen ortalama 10 adet bakire disi
sinek segilerek yeni besiyeri iceren tiipe aktarilmistir (Sekil 3.4). Bakire disi sinekler
caprazlamada kullanilmadan once daha oOnce ¢iftlesmediklerinin teyit edilmesi igin
tiiplerde 3 giin boyunca bekletilmistir. Beklemeden sonra larva gézlenmeyen tiiplerdeki

bakire disi sinekler deneyler i¢in kullanilmistur.
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Sekil 3.6 a) Bakire disi sineklerdeki mekonyum yapisi b) bakire sineklerin toplanmasi

3.2.4 Sinek kultiirii

Sinek kiiltiirti i¢in, igerisinde yaklasik 10 ml besiyeri bulunan plastik siselerde (2.5 cm
genisliginde ve 9.5 cm uzunlugunda) D. melanogaster stoklari muhafaza edilmistir. Sinek
stoklart 15 giinde bir yeni besiyerlerine aktarilarak tiiplerdeki kalabalik ve bakteriyel
kontaminasyon engellenerek sinek stoklarinin devamliligi saglanmistir. Rutin giinliik
kontroller yapilarak besiyerlerinin durumu ve sinekler diizenli olarak kontrol edilmistir.
Kontrol ve uygulama gruplarinin olusturulmasi igin sinek stoklarindan kullanilan sinek
hatlar1 secilmistir. Uygulama gruplari i¢in bir caprazlama semasi tasarlanmistir. Deneyler
icin teshis edilerek toplanan erkek ve bakire disi sinekler ciftlesmeleri i¢in ¢aprazlanma
siselerine aktarilarak kontrollii nem ortami Saglayan inkiibatorde 25 °C’ de muhafaza
edilmistir. Ciftlesme i¢in bakire disilerin erkeklere orani 3/1 olacak sekilde ayarlanmustir.
Caprazlanan atasallarin bulundugu plastik siseler her 3 giinde bir degistirilerek
besiyerinin Tlizerine birakilan yumurtalar kontrol edilmistir. Atasallarin biraktig
yumurtalar 25 °C sicaklikta 10 glinliik yagsam dongiilerini tamamlamistir. Gerekli oldugu
durumlarda 18 °C’ de saklanarak yasam dongiileri 20 giine kadar uzatilabilmistir.
Birakilan yumurtadan gelisen bakire disi ve erkek soylar toplanarak istenilen 6zellikte
soylarin elde edilmesi i¢in ikinci ¢aprazlamada kullanilmak iizere diger hatlarla tekrar

caprazlanmistir. Baz1 deney gruplart i¢in ikinci ¢aprazlama yapilmamistir. Bu ¢aprazlar
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sonucunda istenilen genotipe sahip soylardan elde edilen larvalar iizerinde deneyler
gerceklestirilmistir. Ayrica kontrol grubu i¢in ¢aprazlama kurulmamis olup dogrudan

PO206-GAL4 stogundaki atasallardan elde edilen larvalar kullanilmistir.
3.2.5 Caprazlama ile deney gruplarinin olusturulmasi

Caprazlama  sonucunda istenilen dokuda hedeflenen genetik  ifadesinin

gerceklestirilebilmesi i¢in GAL4-UAS ikili sistemi kullanilmistir.

» PO206-GAL4 grubu
Protorasik doku PO206 olarak tanimlanmustir ve protorasik dokuda normal CG7839 gen
ifadesina sahip olan PO206-GAL4 kodlu sinek hatti deneylerde kontrol grubu olarak

kullaniimistir. Bu kontrol grubunu olusturmak i¢in PO206-GAL4 stogundaki atasallardan

. . + P0O206—-GAL4, + .. .
elde edilen larvalar kullaniimistir. Boylece —; —————; — genotipine sahip larvalar elde
+ P0206—GAL4" +

edilmistir.
» PO206-GAL4; UAS-Ni grubu

Protorasik dokuda CG7839 gen ifadesi baskilanmis model elde edebilmek igin protorasik
dokuya 6zgii transkripsiyon aktivatorii olan PO206-GAL4 siiriicii hatt1 ve CG7839RNA
gen ifadesini diizenleyen UAS-CG7839RNA cevap hatti tasiyan sinekler ¢aprazlanmustir.

+ P0206—GAL4 UAS—CG7839RNAi .. ]
7 n ; " genotipine sahip larvalar elde

Bu caprazlama sonucunda

edilmistir.

» HmI-RFP/P0206-Gal4 grubu
Hemosit ifadesine yonelik kontrol grubu olusturulmast amaci ile HmI-RFP/CyO (HmIA-
DsRed) transgenik genotipindeki erkek sinekler ile PO206-GAL4 genotipindeki bakire

C N P0206—GAL
disi sinekler ¢aprazlanmistir. Boylece E; —4; E

genotipine sahip larvalar elde
Hml—-RFP

edilmistir.

» HmI-RFP/P0206-Gal4; UAS-Ni grubu
P0206-Gal4; UAS-NI sinek soylarinda hemosit ifadesinin olusturulmasi amaci ile Hml-
RFP/CyO (HmIA-DsRed) transgenik genotipindeki disi sinekler ile UAS-CG7839RNA
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genotipine sahip erkek c¢aprazlanmistir. Bu caprazlamadan elde edilen E; Hmcl;fFP'

UAS—CG7839RNAL
_+_

genotipine sahip erkekler ile PO206-GAL4 genotipindeki bakire disi

. e +_ P0O206—-GAL4, UAS—CG7839RNAL
sinekler caprazlanmistir. Bu ikinci ¢caprazlama sonucunda o

Hml—-RFP +

genotipine sahip larvalar elde edilmistir.

3.2.6 Rekombinant ve mutant sinek hatlarinin olusturulmasi

P0206>CG7839RNA genetik altyapisina sahip olan mutant sinek hatlarinin analiz
edilebilmesi i¢in dncelikle ikinci kromozomda P0206-Gal4 ve HmI-RFP genlerini birlikte

tastyan rekombinant sinek hatti olusturulmustur. Bu rekombinant sinek hatlar1 ile

UAS—CG7839RNAL

oncelikli olarak UAS—Co7a3oRNAT hatlar1 ¢aprazlanarak RFP ile isaretlenmis, yasam

dongiilerinin 6. giiniinde pupa donemine girmeyen obez larvalar tespit edilmistir.
Sonrasinda elde edilen rekombinant hatlar ile mutant hatlar arasinda ters ¢aprazlama
gerceklestirilmistir. Bu ¢aprazlama deneyleri, mutant sinek hatlarindaki fagositik hiicre

(makrofaj) sayimini gergeklestirmek icin kurulmustur.
> egrt/HmI-RFP/PO206-GAL4;UAS-Ni grubu

TNF-a ile hemosit infiltrasyonunu arasindaki iliskiyi gésterebilmek amaci ile TNF-o’nin
D. melanogaster ortolog geni olarak tanimlanan eiger (egrt) mutasyonu tasiyan hemosit
ifadesine sahip P0206-Gal4; UAS-Ni sinek hatlar1 elde edilmistir. Bu hatlar1 elde etmek

icin olusturulan rekombinant hat ve egr';UAS-Ni sinekler caprazlanmistir. Béylece {;

P0206—GAL4,HmI—RFP_ UAS—CG7839RNAL

Py ; " genotipine sahip larvalar elde edilmistir.

> egr*A6/HmI-RFP/PO206-GAL4;UAS-Ni grubu

TNF-a ile hemosit infiltrasyonunu arasindaki iliskiyi gosterebilmek amaci ile TNF-a’nin
D. melanogaster ortolog geni olarak tamimlanan eiger'*® (egr'A®) mutasyonu tasiyan
hemosit ifadesine sahip P0206-Gal4; UAS-Ni sinek hatlar1 elde edilmistir. Bu hatlari

elde etmek icin olusturulan rekombinant hat kullanilarak ve egrlAG;UAS-Ni sinekler
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+, PO206—GAL4,HmI-RFP UAS—CG7839RNAl .. .
- ; genotipine sahip larvalar
+ egr1AG +

caprazlanmigtir. Boylece

elde edilmistir.
> grnd”*/HmI-RFP/PO206-GAL4; UAS-Ni

TNF-a sinyal yolag: ile hemosit infiltrasyonunu arasindaki iliskiyi gosterebilmek i¢in
transmembran proteini kodlayan bir gen olan tiimé6r nekroz faktorii reseptorii ile homolog
olan grnd mutasyonu tasiyan ve hemosit ifadesine sahip P0206-Gal4; UAS-Ni sinek

hatlar1 elde edilmistir. Bu hatlari elde etmek igin olusturulan rekombinant hat kullanilarak

. , P0206—GAL4,Hml—RFP
ve grnd’*;UAS-Ni sinekler ¢aprazlanmistir. Boylece %; P /:n ;

UAS—CG7839RNAL
+

genotipine sahip larvalar elde edilmistir.

3.3 Drosophila Larval Boyut ve Agirhik Analizi

Belirtilen giinlerdeki PO206-GAL4 (5. giin), PO206-GAL4; UAS-Ni (5. giin ve 12. giin)
genotipe sahip gruplarin her birinden 20 adet larva analitik terazi ile tartilmistir. Bu 3

farkli gruptan alinan larva 6rnekleri fotograflanmistir.

3.4 Drosophila Larval Fat Body Analizi

Fat body Kesitleri TCS-SP5 Leica model konfokal mikroskop kullanilarak
goriintiilenmistir. Fat body hiicrelerinin boyut analizi ve adiposit hemositlerinin kantitatif

analizi ImagelJ yazilimi1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.4.1 Drosophila larval fat body diseksiyonu ve floresan boyama teknikleri

Deney gruplarindan PO206-GAL4, PO206-GAL4; UAS-Ni genotipine sahip larvalar
kiiltiir ortamlarindan alinarak fat body diseksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Bu deney
gruplarindaki larvalar 6zellikle {igiincii instar larval (L3) donemin sonuna tekabiil eden
yasam dongiilerinin 5. giininde disekte edilmistir. Ayrica PO206-GAL4; UAS-Ni deney

grubundaki larvalarin yasam dongiilerinin 12. giiniinde de fat body diseksiyonlar
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gerceklestirilmistir. Her bir deney gurubunun belirtilen giinlerdeki fat body diseksiyonu
icin 20 adet larva kullanilmistir. Diseksiyon yontemi ve sonrasinda disekte edilen fat body
dokularina uygulanan floresan boyama teknigi i¢in asagida belirtilen islemler sirasi ile

takip edilmistir.

1. Deneyde kullanilan larvalarin bulundugu kiiltiir ortamina bir miktar su eklenerek
larvalarin cam petrilere aktarilmasi saglanmistir.

2. Her deney grubu i¢in diseksiyon amaci ile 20 adet larva toplanmistir.

3. Toplanan larvalar buzun {izerine yerlestirilmis pH 7.4 olan PBS ¢o6zeltisi i¢eren
plakaya alinmistir ve plaka stereo mikroskop altina diseksiyon islemi igin
yerlestirilmistir.

4. Laval fat body diseksiyonu i¢in 6ncelikle forsepsler ile larvanin en sonundaki
posterior kismi ¢ekilerek kopartilmistir. Sonrasinda agiz bolgesi forseps ile
sabitlenirken diger forseps ile larvanin kutikula kismi ters yiliz edilerek
stytrilmistir. Larvanin fat body organi zarar gormeden diger kisimlardan ayrilip
alinarak diseksiyon tamamlanmistir. Bu sekilde her deney grubundan 20 adet
larval fat body hizli bir sekilde disekte edilmistir.

5. Disekte edilen fat body kisimlar1 % 4 PFA soliisyonu igeren Eppendorf tiipiine
aktarilmistir ve rotator cihazina yerlestirilerek +4 °C ve karanlikta 20 dakika fikse
edilmistir.

6. Fat body dokular1 PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika boyunca yikanmistir ve bu yikama 3
kez tekrarlanmustir.

7. Dokular % 0,2 Triton X-100 PBS ¢ozeltisi ile muamele edilmistir ve sonrasinda
PBS ile yikanmistir. Bu islem bir sonraki adimda uygulanan floresans boyalarin
etkinligini artirmak icin gergeklestirilmistir.

8. Disekte edilen fat body dokusunu goriintiileyebilmek icin adiposit hiicre
membranlar1 1:100 Alexa Fluor 488 Phalloidin ve niikleuslari final konsatrasyonu
1 ug/mL olan Hoechst 33258 ile boyanmustir.

9. Adiposit hiicrelerinin lipid igeriginin goriintiilenebilmesi i¢in fat body dokulari
0.01mM Nil Kirmizist Soliisyonu ile 30 dk boyunca inkiibe edilmistir.

10. Fat body dokulart DABCO-Mowiol kapatma soliisyonu kullanilarak lamlara

yerlestirilmistir ve lamelin kenarlar tirnak cilasi ile sabitlenmistir.
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11. Fat body kesitlerinden fat body hiicreleri ve lipid icerikleri konfokal mikroskop
araciligi ile gorintillenmistir ve immiinohistokimyasal boyamalarin goriintiileri
ImageJ yazilimi kullanilarak kantitatif analiz ile fat body hiicrelerinin boyutlari

hesaplanmustir.

3.4.2 Larval fat body hemositlerin kantitatif analizi

Deney gruplarindan HmI-RFP/P0206-Gal4, HmI-RFP/P0206-Gal4; UAS-Ni genotipine
sahip larvalar kiiltiir ortamlarindan alinarak fat body diseksiyonlar1 gergeklestirilmistir.
Diseksiyonlar HmI-RFP/P0206-Gal4 genotipine sahip larvalarin yasam dongiilerinin 5.
giiniinde, HmI-RFP/P0206-Gal4; UAS-Ni genotipine sahip larvalarin yasam dongiilerinin
5. gliniinde ve 12. giiniinde yapilmistir. Her bir deney gurubunun belirtilen giinlerdeki fat
body diseksiyonu igin 20 adet larva kullanilmistir. Disekte edilen larval fat body
hiicrelerinin niikleuslar1 DAPI ile boyanmistir. Konfokal mikroskop araciligr ile in vivo
olarak igaretlenen plazmatositler goriintiilenmistir ve ImageJ yazilimi kullanilarak isaretli

plazmatositlerin kantitatif analizi gergeklestirilmistir.

Larval fat body hemosit analizi ig¢in olusturulan deney gruplarindaki sinek soylarinda
hemosit hiicre popiilasyonunun %95'inden fazlasini olusturan plazmatositlerin in vivo
olarak isaretlenebilmesini saglayan HmI-RFP transgeni kullanilmistir (Makhijani vd.
2011). Buna gore hemositlere 6zgii olarak ifade edilen bir protein olan hemolektinin
promotor bolgesi ile RFP geni birlestiginde hemositlerin varliginda kirmizi floresan

1s1tmalar olusarak Drosophila makrofaji olarak bilinen plazmatositler isaretlenmistir.

3.4.3 Larval fat body hemosit infiltrasyon analizi

Deney gruplarindan PO206-GAL4; UAS-Ni genotipine sahip olan larvalarin yasam
dongiilerinin 12. giiniinde fat body diseksiyonu gerceklestirilmistir. Fat body dokular1 %
4 PFA ile 40 dakika fikse edildikten sonra, % 0,3’ lik Triton X-100 PBS ¢ozeltisinde +4
°C 20 dk boyunca permeabilizasyonu saglanmistir. Sonrasinda fat body dokular1 %0.04

Tween igeren PBS soliisyonu ile yitkanmustr. Fat body dokulari yikama isleminden sonra
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Vectashield soliisyonu igerisinde bulunan DAPI ile birlikte lama yerlestirilerek
kapatilmigtir ve Leica-TCSSP5 konfokal mikroskop kullanilarak floresan goriintiiler elde

edilmistir.

3.5 istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmelerde GraphPad Prism programi kullanimustir. Elde edilen
sonuclar, tekrarlanan en az ii¢ deneyin ortalama + standart sapmasi seklinde ifade
edilmistir. Deney gruplar: arasindaki karsilastirmalarin istatistiksel anlamlilik diizeyi gift
kuyruklu Student-t testine gore degerlendirilmistir ve farkliliklar p degeri 0.05 (*), 0.01
(**), 0.001 (***) ve 0.0001’ den (****) kiigiik oldugu diizeyde istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Drosophila Larval Agirhklarimin Degerlendirilmesi

Protorasik dokuda CG7839"NA' (Nij) ifadesinin PO206-GAL4; UAS-Ni larva modelinde
ekdison hormonunu 6nemli Olgiide inhibe ettigi gosterilmistir. Bu larva modeli,
eriskinlige ulasabilmek i¢in gerekli olan ekdison pikini olusturamayarak, ii¢linciil instar
larval donemde kalmistir. Boylece metamorfoz ile puparasyona gecis engellenerek,
hayvanin siirekli beslendigi larval donemde kalmasi ile fat body dokusunda yag ve seker
depo ederek biiyiimeye devam edecegi beklenmistir. P0206-Gal4;UAS-Ni larva
modelinde yasam dongiilerinin 12. giiniinde pupa donemine girmeyerek siirekli
beslendikleri ti¢linciil larval donemde kaldiklari kontrol grubuna kiyasla biiylimeye
devam ettikleri Sekil 4.1° de ve bu larvalarda meydana gelen agirlik artisi Sekil 4.2° de
gosterilmistir. PO206-GAL4; UAS-Ni larva modelinin tigiinciil larval donemlerinin g

haftaya kadar uzadigi goézlemlenmistir.

P0206-Gald P0206>CG7839"NAi

5. Gdn 12. Gin

Sekil 4.1 P0206-Gal4 (5. giin), P0206-Gal4;UAS-Ni (5. ve 12. giin) larva boyutlar1, 6l¢ek
cubugu 1mm uzunlugundadir

64



Larval agirlik (mg)

5. Glin 5. Gln 12. Gin

P0206-Gal4 P0206-Gal4;UAS-Ni

Sekil 4.2 P0206-Gal4 (5. giin) ve P0206-Gal4;UAS-Ni (5. ve 12. giin) larval agirliklari

4.2 Drosophila Larval Fat Body Histopatolojik Degerlendirilmesi

Adipoz doku, memelilerde lipogenez ile yaglarin sentezlendigi lipid deposu olarak ve
enerji ihtiyact halinde depolanmig lipidlerin lipoliz ile mobilizasyonu i¢in evrimlesmis
bir dokudur. Drosophila fat body adipoz dokuya esdeger bir doku oldugu igin ekdison
hormonunun inhibe edilerek obez fenotipe sahip larvalarin elde edilmesinden sonra
obezite ile birlikte fat body dokusunda meydana gelmesi beklenen siiregler arastirilmistir
(Musselman ve Kuhnlein 2018). P0206-Gal4 ve P0206-Gal4;UAS-Ni larva modellerinin
yasam dongiilerinin 5. giiniinde, P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinin ayrica yasam
dongiisiiniin 12. giiniinde fat body dokusu floresan boyalar kullanilarak incelenmistir.
Oncelikle fat body hiicrelerini kaplayan lipid damlaciklarindaki yag Nil Kirmizis1 boyasi
ile boyanarak goriintiilenmistir. Yasam dongiilerinin 12. giiniinde olan P0206-Gal4;UAS-
Ni obez fenotipe sahip larvalarin fat body dokusunda, yasam dongiilerinin 5. giiniinde
olan P0206-Gal4;UAS-Ni ve PO206-GAL4 larvalara kiyasla fat body hiicrelerinin lipid
damlaciklarinin boyutunda artis oldugu ve hipertrofik adipoz doku profili sergiledigi
floresan boyama teknigi ile gosterilmistir (Sekil 4.3). Bunu dogrulamak igin

gergeklestirilen hiicre boyut dlgiimleri sonucunda yasam dongiilerinin 12. gliniinde olan
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P0206-Gal4;UAS-Ni larval fat body hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla 2 kat artis
oldugu ortaya koyulmustur (Sekil 4.4). Bu bulgular fat body dokusunda artan lipid

birikimi ile birlikte genisleyen hiicrelerin dokuda hipertrofi meydana getirdigini

gostermistir.

5D OBL 12D OBL §

Phalloidin e

Sekil 4.3 Fat body hiicreleri ve hiicrelerin lipid damlaciklar igerigi (40%). Olgek cubugu
50 pm uzunlugundadir

10‘ i

%)
®

Hiicre boyutu (mm

5. Gin 5.Gin 12 Gin
P0206-Gald P0206-Gald4:UAS-Ni

Sekil 4.4 Fat body histolojik hiicre boyut analizi

4.3 Drosophila Fat Body Hemositlerinin Kantitatif Analizi

Insanlarda obezite ile birlikte goriilen adipoz doku hipertrofisi sonucunda adipositler
fonksiyonlarin1 kaybeder ve adipoz dokuda metabolik hasara neden olan bazi

degisiklikler meydana gelir. Bunlarin en 6nemlisi adipoz doku makrofaj (ADM)
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infiltrasyonu olarak bilinen makrofajlarin adipoz dokuya go¢ ederek birikmesidir.
Drosophila P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinin yasamlarmin 12. giiniinde fat body
hipertrofisi oldugunun belirlenmesinden sonra fat body dokusunda immiin hiicre

infiltrasyon siirecinin meydana gelip gelmedigi arastirilmistir.

Kontrol grubu ve obez larvalarda infiltrasyonu test edebilmek igin plazmatositlerin in vivo
olarak isaretlenmesine izin veren HmI-RFP/P0206-Gal4 ve HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-
Ni yasam dongiilerinin 5. giiniinde, HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinin
ayrica yasam dongiistiniin 12. giiniinde elde edilen fat body kesitleri goriintiilenmistir.
Her bir kesit i¢in kirmizi noktasal floresan isimalarin oldugu bolgeler (Sekil 4.5) tespit
edilerek hemositlerin miktart hesaplandiginda yasam dongiilerinin 5. giiniinde olan Hml-
RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinde, HmI-RFP/P0206-Gal4 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda hemosit miktar1 daha yiiksek bulunarak infiltrasyonunun basladigi
goriilmiistiir (5.2%, p<0.05). Ayrica yasamlarmin 12. giiniinde olan HmI-RFP/P0206-
Gal4;UAS-Ni larva modelinde hemosit infiltrasyonunda 6nemli 6lgiide artis oldugu
gosterilmistir (17%, p<0.00001) (Sekil 4.6).

Insanda obezitede adipoz doku hipertrofisi sonucunda meydana gelen ve patolojik
obezitenin en 6nemli hiicresel siireglerinden biri olan makrofaj infiltrasyonunun, Hml-
RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinde fat body hemosit infiltrasyonunu seklinde

tezahiir ettigi bu bulgular ile birlikte gosterilmistir.
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Sekil 4.5 HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelininin yasamlarinin 12. giintinde
fat body hemositlerinin immiinofloresan analizi (10x%)
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Sekil 4.6 Fat body dokusunda bulunan hemositlerin oranlari
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4.4 Immunohistokimya Bulgular

Obezitenin ilerlemesi ile adipositlerin boyutu kritik esik degerinin iizerine ¢iktiginda
adipoz dokunun yapisinin bozulmasi ile adiposit 6liimii meydana gelir. Makrofajlar 6lii
ve hasarli adipositlerin etrafin1 sararak tag benzeri yapilar (CLS) meydana getirir.
Hemosit infiltrasyonunun o6nemli Olclide artis gosterdigi  P0206-Gal4;UAS-Ni
(yasamlarinin 12. giiniinde) larva modelinde fat body dokularindan alinan 6rneklerde
CLS yapilarinin olusumuna yonelik analiz yapilmistir P0206-Gal4;UAS-Ni (12. giin)
larva modelinin fat body dokusundaki hiicreleri ¢evreleyen hemosit kiimelerinin oldugu

ve bunlarin tag benzeri yapilar meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.7).

Insanlarda goriilen ileri derece obezite ve obezite ile iliskili hastaliklarm olusmasidan
sorumlu olan diisiik dereceli kronik enflamasyonun en 6nemli karakteristik 6zelligi olan
CLS yapilari, ¢alismamizda kullandigimiz P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinin fat body
dokusunda insanlarda oldugu gibi ayni sekilde goriintiilenmistir. Bu bulgular P0206-
Gal4;UAS-NiI larva modelinde obezite ile indiiklenen kronik enflamasyonun varligin

ortaya koymustur.

Sekil 4.7 P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinde fat body dokusunda Hoechst boyama ile
niikleuslarin ve Hml-Ds-RFP ile etiketlenmis hemositlerin konfokal
goriintiileri (20x)
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4.5 TNF-a/eiger sinyali ile hemosit arasindaki iliskinin degerlendirilmesi

insanlarda obezite ile birlikte adiposit homeostazisinin bozulmasi sonucunda adipoz
dokuda artan proenflamatuar sitokinler ve adiposit 6liimii, adipoz dokuda makrofaj
birikimine neden oldugu bilinmektedir. Omurgalilarda, adipoz dokuda ve Ozellikle
makrofajlarda yiiksek seviyelerde ifade edilen TNF, adipoz doku makrofaj
infiltrasyonunda ve buna bagl gelisen kronik enflamasyonda merkezi rol oynamaktadir.
D. melanogaster organizmasinda TNF-a sinyalinin fat body dokusunda hemosit birikimi
ile iligkisini incelemek ve P0206-GAL4;UAS-Ni modelini daha iyi karakterize etmek
amaci ile TNF sinyalini baskilamaya yonelik Drosophila TNF- o molekiiliiniin homologu
olan egr! mutant sinek hatt1, egr'A® mutant sinek hatt1 ve Drosophila TNF reseptorii olan
grindelwald mutantina sahip sinek hatti kullanilmistir. Bu deneylerden elde edilen
sonuglar, TNF sinyaline yonelik kullanilan egr?, egr'A® ve grindelwald mutant sinek
hatlarinda fat body hemosit miktarinin dramatik bir sekilde azaldigini gostermistir (Sekil
4.8). Kodra ve arkadaslari, egrl mutasyonuna sahip olan sinek hattinda ek olarak
hemositlerde NimrodC1 fagositoz reseptorii mutasyonu bulundugu bildirmistir ve bu
nedenle egr' mutanti kullanilarak elde edilen arastirma sonuglarinin yeniden
degerlendirilmesini Onermistir (Kodra vd. 2020). Bu dogrultuda deneylerimizde

kullandigimiz egr! ve NimrodC1 mutasyonu tasimayan egriA®

mutantlarinin fat body
dokusunda hemosit miktarlarinin ayni seviyelerde azaldigi ve benzer etkiye sahip
olduklar1 gdsterilmistir (Sekil 4.9). Bu elde ettigimiz sonuglar, egr! mutantlarinda
bulunmayan NimrodC1 reseptdriiniin bizim odaklandigimiz ¢alisma iizerinde islevsel bir

etkinlige sahip olmadigin1 gostermesi bakimindan olduk¢a dnemlidir.
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Sekil 4.8 Fat body hiicrelerinde TNF/eiger sinyalinin hemosit birikimi ile iligkisi
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Sekil 4.9 egr! ve egr*A® mutasyonlarinin hemosit infiltrasyonu {izerindeki etkisi
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Cizelge 4.1 Kontrol gruplar1 arasinda hemosit migrasyonunun karsilastirilmasi

(12. Giin)

Genotip Genotip p degeri
HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (5. giin) | ve | HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (12. giin) | ****
HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (5. giin) | ve | egr/HmI-RFP/PO206-GAL4;UAS-Ni  (12. | ns
giin)

HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (5. giin) | ve | egr’A®/HmI-RFP/PO206-GAL4;UAS-Ni ns
(12. giin)

HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (5. giin) | ve | grnd”*/HmI-RFP/P0206-GAL4;UAS-Ni *ok
(12. giin)

HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (12. giin) | ve | egr/HmI-RFP/PO206-GAL4;UAS-Ni  (12. | ***
giin)

HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (12. giin) | ve | egr**¢/HmI-RFP/PO206-GAL4;UAS-Ni *okkk
(12. giin)

HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (12. giin) | ve | grnd”*/HmI-RFP/P0206-GAL4;UAS-Ni Kokkk

Toplanan verilerde HmI-RFP/P0206-Gal4 (5. giin) larvalarinda hemosit miktarinin obez
HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni (5. giin) larva modelinde de benzer sekilde toplam

hiicrelerin yaklasik % 1’

ini olusturmaktadir. Buna karsin obez HmI-RFP/P0206-

Gal4;UAS-Ni (12. giin) larvalarinda % 51 civarinda artan hemosit miktari, TNF/eiger

sinyal yolagi ile iliskili olan mutasyonlar araciligi ile nemli 6l¢iide baskilanmistir. Sonug

olarak verilerimiz, TNF sinyal yolaginin makrofaj infiltrasyon mekanizmasindan sorumlu

oldugunu ve insanlarda obez adipoz dokuda meydana gelen benzer bir mekanizma ile

Drosophila’ da hemositlerin fat body hiicrelerine toplandigi gostermistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya Obezite Federasyonu tarafindan kronik, tekrarlayan, ilerleyen bir hastalik olarak
tanimlanan obezite diinya genelinde pandemik sinirlara ulagsmistir. Obezite; basta tip 2
diyabet, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, hipertansiyon, alkole bagli olmayan karaciger
yaglanmasi, metabolik sendrom, Alzheimer, bazi kanser tiirleri, eklem rahatsizliklar ve
osteoartrit gibi hastaliklarin tetiklenmesinde risk faktorii olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte diinya genelinde 6liim oranlarini artiran, yasam siiresini ortalama 20 yil
kadar kisaltan, hayat kalitesini diisiiren ve sakatliklara neden olan bir saglik yiikii olarak
bireyleri ve toplumlar: tehdit etmektedir. Ayrica issizlik, sosyal dezavantajlar ve diisiik
sosyo-ekonomik tretkenlik gibi nedenlerle kiiresel ekonomiyi zarara ugratmasi

obezitenin diger 6nemli sonuglarindan biridir (Hruby vd. 2016, Bluher 2019).

Toplumlarin sanayilesmesi ile birlikte enerji igerigi yiiksek gidalara kolay ulasim ve
sedanter yasam tarzi nedeniyle obezite prevalansi siirekli artmaktadir. Ayrica besinlerin
ambalajlarindan gelen, 6rnegin su damacanalarinda kullanilan bisfenol ve perfloroalkil
gibi Kkimyasallarin da lipid metabolizmasin1i bozarak obeziteye neden oldugu
bilinmektedir (Wen vd. 2022). Obezitede ¢evresel faktorlerin ve genetik yatkinligin
kompleks etkilesimleri sonucunda viicutta artan enerji yiikii nedeni ile agirlik artisi
meydana gelmektedir. WHO tarafindan “saglik i¢in risk olusturan anormal veya asiri yag
birikimi” olarak tanimlanan obezitede bireysel riskler bakimindan biiyiik bir varyasyon
oldugu ve bu hastaligin tek basina toplam adipoz doku kiitlesi ile agiklanamayacagi ile
ilgili yaygin goriisler bulunmaktadir (Bluher 2019, WHO 2021). Asiri kalorinin
depolandigi bélgenin degerlendirilmesinin, metabolik riskler bakimindan daha gegerli bir
belirleyici oldugu disiintilmektedir (Frank vd. 2019). Patolojik obezite, fazla enerjinin
lipotoksisite ile iliskili olan yag birikimi sonucunda meydana gelmektedir. Abdominal
adipoz dokuda ozellikle visseral bolgede yag birikiminin olusmasi kardiyovaskiiler ve
metabolik hastaliklar bakimindan olduk¢a yiiksek bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Viicut kompozisyonunun degerlendirilmesinde, obezite ile iliskili meydana
gelebilecek risklerin &nlenebilmesi bakimindan BKI, bel gevresi dlgiimii ve manyetik
rezonans goriintilleme tekniklerinin birlikte kullanilmas: onerilmektedir (Goossens

2017). Bununla birlikte obezitenin altinda yatan biyolojik mekanizmalar1 ve
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patofizyolojik siire¢leri yansitilmasinda biyobelirtegleri kullanmak daha detaylandirilmig
teshis ve tedavi olanagi saglama potansiyeli tasimaktadir. Obezitenin eksenini olusturan
insiilin sinyali ve diisiik dereceli kronik inflamasyon ile ilgili baz1 biyobelirtecler (CRP,
insiilin, C-peptid vs.) tanimlanmis olsa da klinik uygulamalarin olgunlagsmasina ve daha

fazla biyobelirte¢ arastirmasina ihtiyag duyulmaktadir (Nimptsch vd. 2019).

Obezitenin baslangicinda meydana gelen adiposit boyutundaki artis dogru teshis ve tedavi
ile geri dondiiriilebilen bir durumdur ancak 6nlem alinmadigi takdirde adiposit boyut
artis1 ilerleyerek, komorbiditelerinin de eslik ettigi obezite ile sonuglanmaktadir (De
Lorenzo vd. 2020). Obeziteye yonelik tedavilerde yasam tarzi degisiklikleri,
farmakoterapi ve bariyatrik cerrahi yaklasimlari uygulanmaktadir. Yasam tarzi
degisiklikleri oldukca etkili sonu¢ vermesine ragmen kilo vermeye yonelik uygulanan
yaklagimlarin siirdiirebilirligini saglamanin zor olabilecegi bildirilmektedir (Nam vd.
2015). Bireylerin genetik yatkinliklar ile birlikte kiiresel olarak siirekli obezojenik
¢evreye maruz kalmalar1 nedeniyle giintimiizde obeziteyi bireysel bir basarisizlik olarak
gormek yanlis yaklasimlari da beraberinde getiren bir yanilg: olabilmektedir. Ayrica
obezitenin tedavisinde hedeflenen kilo vermeye yonelik yaklagimlarin, daha yiiksek bir
viicut agirligint ve kilo alimini savunan gii¢lii evrimsel kokenli mekanizmalar kargisinda
giicsiiz kaldig1 diistinilmektedir (Blither 2019, Wen vd. 2022). Giiniimiizde obezitede
kullanilan kilo kaybina yonelik ilaglarin 6nemli yan etkileri, bagimlilik olusturmasi ve
tolerans gelistirmeleri nedeni ile henliz kabul edilen ideal bir ilag heniiz
bulunmamaktadir. Bariatrik cerrahi, gastrik kelepge gibi miidahaleler ise yaygin
kullanim1 sinirlandirabilen bazi riskler tasimaktadir (Jackson vd 2015). Sonug olarak,
obezite, kontrol edilemeyen asir1 beslenme davranisinin neden oldugu estetik bir
problemden 6te multifaktoriyel kombinasyonlardan olusan bir hastalik olarak kabul
edilmektedir ve tedavi yaklasimlarinin obezitenin sonuglarinin engellenmesine yonelik
olmasi bu hastalik ile miicadeleyi etkisiz kilmaktadir. Bu nedenle obezitenin nedenleri ile
iliskili molekiiler siireglere odaklanmak, obezite tedavisine yonelik kullanilacak etkili ve

giivenilir yaklasimlarin yapi tagini olusturmaktadir.

Tiim diinyada diyabet vakalarinin %44’ i, kalp hastaliginin %23’ii ve baz1 kanserlerin

%7-41’1 obezite ile iligskilendirilmektedir. Bu durum adipoz dokunun enerji rezervuari
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olmasinin yaninda, endokrin ve immiin bir organ olarak tiim sistemin doku ve hiicre
fonksiyonlarini etkileyebilen topluca adipokin olarak adlandirilan sitokinleri, hormonlari,
peptidleri ve eksozomlar1 salgilamasindan kaynaklanmaktadir (Gomez-Hernandez vd.
2016). ilk adiposit tiirevi sitokin olarak leptinin adipoz dokudan salindiginin
kesfedilmesinden bu yana adipoz doku metabolik homeostazi diizenleyen merkezi
metabolik organ olarak kabul edilmektedir (Zhang vd. 1994). Bu nedenle tiim sistemik
metabolizmayi etkileyen ve adipoz doku ile iligkili en 6nemli hastaligin obezite oldugu
distintildiigiinde, obeziteye neden olan mekanizmalarin detaylandirilmasinda adipoz

dokuda meydana gelen siireglere odaklanilmaktadir (Hotamisligil 2002).

Sepsis hastaliginin infeksiyoz asamasinda insiilin direnci ile birlikte goriilmesi, immiin
sistemin metabolizma ile iligkili oldugunu gosteren ilk isaret olarak kabul edilmektedir
(Wictherman vd 1979). Hotamishigil ve arkadaslari, obez adipoz dokudan enflamatuar
sitokin olan TNF-o molekiiliiniin salindigini, bu molekiiliin insiilin direncinden sorumlu
oldugunu ve genetik miidahaleler ile TNF-o molekiiliiniin diizenlenmesi sonucunda
insiilin direncinin diizeltilebildigini ilk kez gosterdiklerinden beri obezite ve metabolik
hastaliklarin arastirilmasinda yeni bir ¢alisma alanina (immiinometabolizma) onciiliik
etmektedirler (Hotamishgil vd 1993, Hotamishgil vd 1995). Bu c¢alismalar obezitenin
enflamatuar bir hastalik oldugunu, immiin ve metabolik yollarin birleserek hiicresel ve

sistemik zararlara yol actigini ilk kez kanitlan kaynaklar olarak literatiirde yer almaktadir.

Adipoz doku sahip oldugu plastisite sayesinde fazla enerjiyi trigliserit olarak depolama
yetenegine sahiptir ancak kronik asir1 beslenmeye karst sinirli genisleme kapasitesine
sahip olan adiposit boyutlari yetersiz kaldiginda, adipoz dokuda onemli oOlgiide
degisiklikler meydana gelmektedir. Farelerde ve insanlarda yapilan caligmalar, obezite
stirecinde yeniden sekillenen adipoz dokunun hiicresel bilesiminin proenflamatuar
makrofajlara doniistiigiinii gostermektedir. Bunun sonucunda enfeksiyondan bagimsiz
olarak metabolik uyari ile aktive olan steril enflamasyon (metaflamasyon) sadece adipoz

dokuya 6zgii olarak gelismektedir (Choe vd. 2016, Longo vd. 2019).

Patolojik adipoz dokuda bulunan hasarli hiicrelerden salinan proenflamatuar sitokin ve

kemokin gibi sinyaller, enflamatuar 6zellige sahip olan makrofajlarin adipoz dokuda
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cogalarak birikimine (infiltrasyon) neden olmaktadir (Hotamishgil vd. 1995). Kronik
enflamasyon ile iliskilendirilen bu siirecte direngli bir sekilde aktive olan ve asiri
proenflamatuar sitokin tireten makrofajlar adipoz dokunun islevini bozmaktadir (Stuart
P. Weisberg vd. 2003, Chavakis vd. 2023). Adipositlerin ve makrofajlarin parakrin bir
sekilde etkilesime girmesi ile adipoz dokudan salinan yiiksek TNF-a seviyeleri, temel
anabolik yol olan insiilin sinyal mekanizmasinin bozulmasina ve lipolizin indiiklemesine
neden olmaktadir (Agrawal vd. 2016). Ayrica adipoz dokuda artan lipotoksisite ile
birlikte ROS seviyelerinin asir yiikseldigi bilinmektedir. Asirt ROS artisi, lokal olarak
adipoz dokuda makrofaj infiltrasyonunu uyarmasinin yaninda karaciger, kas ve kalp gibi
diger dokulara zarar vermektedir, DNA ve protein hasari olusturarak kanser riskini
artirmaktadir. Tiim bu sinerjik etkiler ile kiimiilatif bir sekilde uyarilan enflamasyonun
kisir bir dongiide kalarak oldukga zararh bir duruma gelmesi, sadece obezite ile sinirh
kalmayan yasamsal riskler tasiyan diger hastaliklarin patogenezini olusturmaktadir
(Furukawa vd. 2004, Gregor ve Hotamugligil 2011). Makrofajlarin adipoz dokuda
birikimine neden olan mekanizmalarin anlasilmasinin, makrofajlarin aktivitelerini
diizenlemek ve metabolik hastaliklarin tedavisi igin yeni stratejilerin gelistirmesine
yardimct olabilecegi disiiniilmektedir. Bu nedenle adipoz doku fonksiyonunun
iyilestirilmesi ve kronik enflamasyonun diizenlenmesi amaciyla metabolik saghgin kilit
noktasint olusturan adipoz doku makrofaj infiltrasyonu veya makrofajlardan salinan
faktorler giiglii bir potansiyel hedef olarak goriilmektedir. Pubmed sonuglari, bu alan ile

ilgili ¢alismalarin son on yilda ivme kazandigini1 gostermektedir.

Obezitenin ve metabolik hastaliklarin karmasik siireglerinin arastirilmasinda, tiim sistemi
izleme imkani verebilecek ve fizyolojik ortami saglayabilecek basit ve uygun deney
sisteminin olusturulmasinda D. melanogaster organizmasi olduk¢a faydali bir model
olarak kullanilmaktadir (Musselman ve Kuhnlein 2018). D. melanogaster, insanda
goriilen obezite ve metabolik hastaliklarla ilgili olan fonksiyonel analog doku, organ ve
sistemlere sahip olup, obezite ve bununla iliskili komplikasyonlar1 insanlara benzer
sekilde gelistirebilmektedirler. insanda glukoz metabolizmasini ve yag mobilizasyonunu
kontrol eden hormonlar (insiilin/glukagon), biyokimyasal yolaklar, mitokondriyal enerji
yollari, insiilin resept6rii Drosophila ile homolog olup sekans, yapisal ve fonksiyonel

benzerlik gostermektedir (Warr vd. 2018). Ayrica D. melanogaster, bakim maliyetinin
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diisiik olmasi, hizli gelisim donemleri, yliksek kapasite ile laboratuvarda saklanma
kolaylig1, genetik miidahalelerin kolaylikla uygulanabilirligi ve ¢esitlik genetik
kaynaklar1 nedeniyle kemirgenler ve memeli modellerine kiyasla avantajli bir model
olarak ilgi ¢ekmektedir. Drosophila genomunun analizi, insanda bilinen tiim hastaliklarla
ilgili genlerin yaklasik %75'inin sineklerde korundugunu gostermektedir. Drosophila,
sahip olduklari ¢esitli genetik kaynaklar sayesinde, genlerin obezite iizerindeki etkilerinin
incelenmesinde in vivo test tiipii olarak kullanilan gii¢lii bir aragtir (Reiter vd. 2001,

Trinh, 1. ve Boulianne 2013).

Insan obezitesini taklit edebilen cesitli Drosophila modelleri, obezite ile iliskili genlerin
kontrolii veya Yyiiksek karbonhidratli/yliksek yagl diyetlerin uygulanmasi ile elde
edilmektedir. Bu ¢alismalarda, beslenme ve obezite arasindaki iliskilerin incelenmesi i¢in
stirekli beslenen ve metamorfoz igin fat body dokusunda yag biriktiren larvalar
kullanmak oldukga elverislidir. (Birse vd. 2010, Musselman vd. 2011, Baumbach vd.
2014). Obezite modelinde insiilin direnci olusturmak i¢in uygulanan yontem genellikle
beslenme doneminde olan larvalarin yiiksek sekerli diyet ile yetistirilmesi seklindedir
ancak bu uygulamalarin bazi zorluklar1 bulunmaktadir. Bu diyete maruz kalan larvalarda
hiperglisemi gortilmesi, yliksek seker igeren bir 6giinden sonra kan sekeri yiikselen non-
diyabetik insanlardaki duruma benzemektedir. Medikal insiilin direnci teshisi i¢in aglik
kan sekerinin kontrol edilmesi gerekmektedir ve bunun siirekli beslenmek zorunda olan
larval donemde test edilmesi oldukga zordur. Ayrica Drosophila meyve sinegi igin en
cekici besin olan muzun dogal besini oldugu diisiiniildiiglinde yliksek sekerli diyet
miidahalelerinin seker konsantrasyonunun cok iyi ayarlanmasi gerektigine dikkat
¢ekilmektedir (Graham ve Pick 2017). Musselman ve arkadaglar1 (2011), yiiksek sekerli
diyet uygulamasi ile insiilin direnci ve obezite dzelliklerini gosteren Drosophila modeli
gelistirmiglerdir ve sonrasinda (2013) bu modeli kullanarak yiiksek sekerli diyetin lipid
metabolizmasi {izerindeki etkilerini aragtirmiglardir (Musselman vd 2013). Bu ¢alisma
diyet, obezite ve insiilin direnci arasindaki baglantinin evrimsel olarak korundugunu ve
Drosophila model organizmasinin obezite arastirmalarini basarili bir sekilde temsil
edebildigini gosteren onemli bir kaynak olarak literatiirde yer almaktadir. Bugiine kadar

yapilan modellemelerde hiperinsiilinemi ve hiperglisemi, diyet ile indiiklenen metabolik
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bozukluklarla iligkili kalp hastaliklart ve lipid metabolizmasi ile ilgili ¢alismalara
odaklanilmistir (Birse vd. 2010).

Bu tez galismasinda, obezitenin altinda yatan mekanizmalarin daha derinlestirilebilmesi
i¢cin Drosophila melanogaster P0206-GAL4; UAS-Ni modeli kullanilmistir. Bellosta’nin
laboratuvarinda gelistirilen P0206-Gal4;UAS-Ni modelinde CG7839 geni (Drosophila
NOC1) sadece protorasik dokuya 6zgii olarak GAL4-UAS ikili gen diizenleme sistemi
araciligi ile sinirlandirilmistir. Destefanis ve arkadaslari, Drosophila’ da CG7839 geninin
ribozomal RNA olgunlagsmast ve dogru bir canli gelisimi i¢in gerekli oldugunu
gostermislerdir (Destefanis vd. 2022). Bu sekilde CG7839 geninin protorasik dokuya
0zgli olarak sinirlandirilmasi, bu dokunun kiiciilmesine ve buradan salgilanan
metamorfoz igin gerekli olan ekdison hormonunun inhibisyonuna neden olmustur. Bunun
sonucunda “dogal olarak™ hiperfaji doneminde olan hayvanlar pupa evresine ge¢cmeleri
gereken donemde larval evrede kalarak yasamaya ve beslenmeye devam etmislerdir.
Bellosta'nin laboratuvarinda yapilan 6n ¢alismalar, P0206-Gal4;UAS-Ni larva modelinde
TAG ve hemolenfteki glukoz seviyelerinin obez kemirgen modeli ve insanlarda oldugu
gibi zamanla arttigin1 gostermistir. Bu durumda obezite ¢alismalarinda yeni bir model
olarak P0206-Gal4;UAS-Ni modelinin kullanilmasi onerilebilir.

Calismamizda kullandigimiz P0206-Gal4;UAS-Ni modelini diger modellerden ayirt eden
en 6nemli 6zelliklerden biri, standart Drosophila besin igerigini degistirmeden ve obezite
ile ilgili genlere miidahale etmeden larval donemin uzatilmasi ile hayvanin siirekli ve asiri
beslenme davranisi sergilemesi sonucunda obez fenotipe sahip olabilmeleridir. Boylece
yiiksek sekerli veya yiiksek yagli diyetlerin, obeziteden bagimsiz olarak yol agtig1 kalp,
nefrotik ve bagirsak hasari, fat body sinyal yolaklarinin yeniden programlanmasi ve
hiperozmolarite gibi fizyolojik etkilerine maruz kalmadan, Bloomington Drosophila stok
merkezinin uzun yillardir kullandigi tarife gore hazirlanmis, sineklerin dogal besinlerine
en yakin igerik ile yetistirilen larvalarda sadece obeziteye bagli gelisen siireglerin
miidahalesiz bir sekilde izlenmesine izin verebilir. Diger modellere kiyasla, bu obez
fenotip larvalarin siirekli beslenmenin devam ettigi larval donemlerinin ii¢ haftaya kadar
uzamas: ile obezitenin uzun siliren kronik siiregleri ile ilgili mekanizmalarin

incelenebilecek olmasi sahip oldugu diger avantajdir.
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Calismamizda kullandigimiz Drosophila organizmast metabolik ve immiin sistem
arasindaki iligkinin evrimsel kokenini temsil eden ve memeli adipoz dokusu, karaciger ve
bagisiklik sistemini bir arada bulunduran fat body dokusuna sahip oldugu i¢in yukarida
bahsettigimiz obezite ile birlikte adipoz dokuda meydana gelen siiregleri anlayabilmemiz
bakimindan avantajli bir platform sunmustur (Parra-Peralbo vd. 2021). P0206-GAL4;
UAS- Ni modelinde obezitenin sonuglarindan ziyade dogrudan obezite patolojisinin en
erken nedenini olusturan enflamasyon siirecine odaklanilmistir. Insanda kronik
enflamasyonun ve metabolik hastaliklarin temel nedeni olarak goriilen adipoz doku
makrofaj infiltrasyon mekanizmasi Drosophila modeli iizerinde mevcut ¢alisma ile ilk

kez gosterilmistir.

Caprazlama ile elde edilen P0206-Gal4;UAS-Ni obez larva modeli, yasam dongiilerinin
12. gilinlinde olmasina ragmen puparasyon donemine girmemistir Ve viicut
biiyiikliiklerinde kontrol larvalarina kiyasla yaklagik 1.5 kat artis meydana gelmistir. Bu
larvalarin normal hizda gelistikleri, li¢ haftaya kadar larval donemde kalarak siirekli
beslenmeye devam ettikleri gozlenmistir. Normal sartlarda Drosophila tgiinciil larval
déneminin son evrelerine denk gelen yasam dongiisiiniin yaklasik 5. giiniinde ekdison
piki olusturarak larval donemden puparasyon donemine gegis yapar (Quinn vd. 2012). Bu
modelde sinirli ekdison ile puparasyona ge¢is yapamayan larvalarda meydana gelen
agirlik artis1 olarak da ifade edilebilen boyut artisinin fat body dokusunda triagilgliserol
birikimine bagh oldugu diisiiniilmistiir. Bunu dogrulamak amaci ile larvalarin fat body

dokular1 incelenmistir.

Obez fenotipe sahip larvalardan diseksiyon yontemi ile topladigimiz fat body doku
orneklerinde floresan goriintiiler araciligi ile ele edilen histomorfolojik analizlere gore
P0O206-GAL4 kontrol grubundaki fat body hiicrelerinin, 12. giindeki P0206-Gal4;UAS-
Ni larva modeline kiyasla daha siki paketlenmis oldugunu ve saglikli adipoz dokunun
ozelligi olan hekzagonal morfolojiye sahip oldugu gésterilmistir (Sun vd. 2011). P0206-
Gal4;UAS-Ni (12. giin) larva modelinin fat body dokusunda yuvarlak morfolojiye
benzeyen amorf yapiya sahip hiicrelerin bulunmasi patolojik lipid birikimine isaret
etmistir. Fat body hiicrelerinin konfokal floresan goriintiilerinin kantitatif ol¢iimii ile

hiicre boyutlari hesaplanmistir. Elde ettigimiz veriler P0206-Gal4;UAS-Ni (12. giin) larva
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modelinin hiicre boyutunda kontrol larva grubuna kiyasla yaklasik 2.5 kat kadar artis
meydana geldigini gostermistir. Sonug olarak P0206-Gal4;UAS-Ni (12. giin) larva
modelinde viicut biiylikliigiinde goriilen artis ile birlikte fat body dokusundaki lipid
damlaciklarinda ve fat body hiicrelerinin boyutlarinda kritik artis meydana gelmistir.
Ayrica Bellosta’nin laboratuvarinda yapilan 6n ¢alismalarin lipidomik analizlerine gore,
P0206-Gal4;UAS-Ni larvalarinda de novo lipogenez ile iliskili genlerin ifadelerinin ve
toplam TAG seviyelerinin yiiksek olmasi fat body hiicrelerindeki boyut artisin
destekleyen sonuglardir. insanda obezitenin patofizyolojik belirleyicisi olarak goriilen ve
metabolik hastaliklar ile pozitif korelasyon olusturan adiposit hipertrofisinin ayni1 sekilde
P0206-Gal4;UAS-Ni larvalarda sergilendigi gosterilmistir (Laforest vd. 2015, Stenkula
ve Erlanson-Albertsson 2018). Adipoz doku hipertrofisi kronik inflamasyon ve insiilin
direncini olusturan siire¢lere neden oldugu bilinmektedir. Adipositlerde lipid birikiminin
lipotoksisteye karsi koruyucu oldugu goriisii yaygindir ancak adipositlerin depo
kapasitesini astigit durumda enflamatuar ortama bagli olarak metabolik hasar

gelismektedir. Bunun en 6nemli indikatorii adipoz doku makrofaj infiltrasyonudur.

Insanda adipoz dokuda kronik enflamasyonun histolojik ayirt edici 6zelligi olan ve
metabolik hasarin nedeni olan makrofaj infiltrasyonunun P0206-Gal4;UAS-Ni larva
modelinde gerceklesip gerceklesmedigi in vivo olarak test edilmistir. HmI-RFP/P0206-
Gal4 kontrol grubuna kiyasla HmI-RFP/P0206-Gal4;UAS-Ni fat body hemosit miktar1 5.
giinde %5.2 ve 12. giinde %17 oraninda artmigtir. Patolojik yag birikiminin olmadig
saglikl fare ve insan adipoz dokusunda toplam hiicre miktarinin %5 kadarinin makrofaj
popiilasyonunundan olusmaktadir (Weisberg vd. 2003). HmI-RFP/P0206-Gal4 kontrol
larvalarinda tespit edilen %5 oranindaki makrofaj miktari, saglikli Drosophila fat body
dokusunda yerel olarak bulunan makrofajlar ile ilgilidir. Ayrica 6n ¢alismalarda, P0206-
CG7839%NA Jarva modelinin beyin ve bagirsak dokusu incelenmistir ancak bu dokularda
hemositlere rastlanmamistir. Bu sonuglar ile adipoz dokuya 6zgli olan makrofaj
infiltrasyon fenomeninin Drosophila’ da ayni sekilde gerceklestigini ve zamanla
siddetlendigini gostermis olup, insanda adipoz doku makrofaj (ATM) infiltrasyonu ile
iligkili sinyallerin fat body ve hemositler arasinda korunduguna isaret etmesi bakimindan

oldukga 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Reiter vd. 2001).
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Ilerlemis obezite ile birlikte adipoz dokuda progresif makrofaj infiltrasyonu goriiliir ve
bu makrofajlar birleserek ¢ok ¢ekirdekli devasa hiicreleri olustururlar. Cinti ve
arkadaslarinin histolojik tanimlamasi ile mikroskopta “tag benzeri yapilar” (CLSs) olarak
goriilen bu birlesik makrofaj hiicreleri adipoz dokuda bulunan 6lii adiposit hiicrelerini ve
lipid kalmtilarmi etkili bir sekilde temizleyebilmektedirler. immunohistokimyasal
degerlendirme sonucunda P0206-Gal4;UAS-Ni (yasamlarinin 12. giiniinde) larva
modelinde, fat body hiicreleri etrafinda toplanan hemositlerin CLS yapilar1 meydana
getirdigi gorintiilenmistir. CLS yapilar1 kronik enflamasyonun karakteristik bir 6zelligi
olup, obezitenin patolojik 6zelligi olan insiilin direnci ile iligkili oldugu bilinmektedir

(Cinti vd. 2005).

Saglikli ve hastalikli metabolizma iizerinde kritik fonksiyona sahip olan TNF-a
sitokininin insiilin sinyalinin bozulmasina neden olan hiicre i¢i sinyal aglarina aracilik
ettigi ve makrofajlarin adiposit hiicrelerin etrafinda birikmesine neden oldugu
bilinmektedir (Hotamishgil vd. 1994, Parameswaran ve Patial 2010). Adipositler
etrafinda biriken makrofajlarin yogun bir sekilde TNF-a salinimi gerceklestirerek insiilin
sinyalinin giderek azalmasina neden olduklar1 mekanizma obezite ve obezite ile iliskili
hastaliklarin kaynagini olusturmaktadir (Li vd. 2023). Bu nedenle anti-TNF stratejiler ile
metabolik enflamasyonu diizenlenmenin terapétik bir hedef olarak etkili olabilecegi

distintilmustiir (Sethi ve Hotamishigil, 2021).

Yapilan ¢alismalar, TNF sinyal yolaginin proksimal ve distal 6gelerinin tiimiiniin meyve
sineginde korundugunu, TNF aktivasyonunun insiilin tretimini JNK yolag: {izerinden
inhibe ettigini gostermektedir (Agrawal vd. 2016, Sethi ve Hotamighgil, 2021). Ancak
Drosophila modelinde obezite ile indiiklenen kronik enflamasyonun, TNF sinyal
mekanizmast ile iliskisinin tanimlandigi bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasinda fat body dokusunda hemosit infiltrasyonundan TNF sinyalinin sorumlu olup
olmadiginin tanimlanmasi i¢in Drosophila TNF-o olarak bilinen Eiger molekiiliiniin egr?,

eg rlAG

ve bu sitokinin reseptorii olan grnd mutasyonunu tasiyan sinek hatlar1 P0206-
Gal4;UAS-Ni genetik altyapisi lizerinden olusturularak TNF sinyal yolagi asagi akis
yoniinde engellenmistir (Igaki vd. 2002, Andersen vd. 2005). Elde ettigimiz veriler

obezite kosullarinda eiger ligandin1 baskilamanin fat body dokusunda hemosit
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infiltrasyonunu dramatik bir sekilde azalttifin1 gostermistir. Sonu¢ olarak, insiilin
direncinin nedeni olarak kabul edilen, kronik enflamasyonu olusturan makrofaj
infiltrasyonundan TNF sinyalinin sorumlu oldugu P0206-Gal4;UAS-Ni modelinde
gosterilmistir. Ayrica grnd mutant sinek hattindan elde edilen sonuglara gére, TNF sinyali
tarafindan grindelwald reseptorii aracilifi ile aktive edilen JNK sinyal yolaginin

Drosophila’ da hemosit infiltrasyonu ile olan iliskisi tanimlanmustir.

Drosophila eiger fonksiyonunun engellenmesine yonelik egrl ve egr3 mutant sinek
hatlar1 hiicre 6liimii, biiylime ve gelisme, immiin ¢alismalarinda oldukca yaygin olarak
kullanilmaktadir (Igaki vd. 2002). Kodra ve arkadaglar tarafindan sunulan ¢alismada 6lii
hiicrelerin fagositozundan sorumlu olan NimC1 ifadesinin Drosophila plazmatositlerinde
yiiksek seviyelerde oldugu ancak egr! mutant larval hemositlerinin bu ifadeye sahip
olmadiklar1 gésterilmistir. Bu durumda egr! mutasyonu olan larvalarda fagositoz
eksikligine bagl olarak 6lii hiicre birikimi meydana geldigini, egr' mutant hattinin
kullanildig1 ¢cok sayida hiicre 6liimii ve immiin ¢alismalarin yeniden degerlendirilmesinin
onemli oldugunu bildirmistir. NimC1 mutasyonunun egr! mutant hattindan silinerek
NimC1 fonksiyonunun geri kazandirildigi egr*A® (Kodra vd. 2020) ve egr! mutant hatlar

1AG

ile gergeklestirilen ¢alismamizin sonuglarinda her iki egr! ve egr'A® mutasyonlarmin

hemosit infiltrasyonunu ayn1 oranda azaltmasi, egr! ve egriA®

mutasyonlarinin hemosit
infiltrasyon mekanizmasi {izerinde ayni etkiye sahip olduklarinin gosterilmesi alti
cizilmesi gereken &nemli bir sonugtur. Boylece egr! mutant hatt1 ile gergeklestirilen
caligmalarin sonuglarinda NimrodC1l (NimC1l) reseptoriiniin olas1 bir etkisinin
bulunmadigi bu galisma ile ilk kez gosterilmistir. Boylece P0206-Gal4;UAS-Ni larva
modelinde egr! mutasyonunun obezitenin farkli yonlerine olan etkisinin degerlendirildigi
calismalari kabul edilebilecegi ve bu calismalara egr! hatt1 ile devam edilebilecegi

ortaya koyulmustur.

Bu ¢alismadan ve diger 6n ¢alismalardan elde ettigimiz tiim veriler P0206>CG7839RNA

larvalarmin, insanda obezite ile indiiklenen kronik enflamasyon ve bunun nedeni olan
adipoz doku makrofaj infiltrasyon caligmalarinda bir model olarak Onerilebilecegini
gostermektedir. Bdylece metabolik hasarin 6nlenmesinde adipoz doku makrofaj

infiltrasyonu ile ilgili siiregleri temel yonleri ile ele alabilmek i¢in karmasik modellerin
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zorluklarindan muaf olan daha basit bir sistemin kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu
calismada obezite ile iliskili hastaliklarin bilinen en erken nedeni olan TNF sinyal
yolaginin (Eiger), Drosophila fat body dokusunda hemosit birikiminden sorumlu oldugu
gosterilmistir ve fat body ile iliskili TNF sinyali Drosophila’ da tanimlanmistir. Boylece
bu model kullanilarak insiilin direnci ile etkili bir sekilde savagsmaya aday olan potansiyel
terapotik hedeflerden biri olan TNF sinyalinin aracilik ettigi metabolik hasar ile iligkili
hiicre i¢i mekanizmalar daha detayli arastirilabilecegi ve hiicre homeostazinin geri
kazandirilmasina yonelik, gelecekte kullanilabilecek obezite ve diyabet ilaglarina
evrilebilecek anti-enflamatuar ajanlarin bu model iizerinde test edilebilecegi

distiniilmektedir.

Drosophila ile ilag tarama aragtirmalari, ilag etkinliginin, toksisitesinin ve potansiyel yan
etkilerinin hizh ve diisiik maliyetli bir sekilde degerlendirilmesine olanak tanir. insan
obezitesini taklit edebilen obez P0206>CG7839"NA' modelimizin genetik taramalar
gerceklestirmek veya yeni terapotik maddelerin etkinligini ve giivenligini test etmek i¢in
elverigli bir platform saglayacag diistiniilmektedir. Bu model kullanilarak ilaglarin viicut
agirhigi, yag birikimi, glikoz toleransi, insiilin duyarlilig1 ve lipid profilleri dahil olmak
tizere ¢esitli metabolik parametreler, yag dokusu metabolizmas: ve lipid birikimi

tizerindeki etkilerinin incelenmesine olanak saglayabilecektir.

On maddesi kolestrol olan steroid grubu hormonlarindan Drosophila’ da ekdison ve
insanlarda testosteron/dstrojen biiylime, gelisme ve olgunlagma donemleri ile iliskilidir.
Benzer sekilde insiilin sinyal yolaginin beslenme ve biiyiimenin diizenlenmesindeki kritik
fonksiyonu insanlarda ve sineklerde evrimsel olarak korunmustur. Ayrica son yillarda
steroid hormonlar ile ilgili yapilan ¢aligmalar insanlarda Ostrojen ve testosteronun,
sineklerde ekdisonun metabolik regiilasyonu sagladigi ve metabolik hastaliklarin
gelisiminde olduk¢a 6nemli bir role sahip oldugunu géstermektedir (Fan vd 2019, Sebo
ve Rodeheffer, 2021, Wittert ve Grossmann, 2022). Bu tez ¢alismasinda kullandigimiz
obez model larvalarda, metabolik komplikasyonlarin en 6nemli nedeni olarak kabul
edilen viicut yag dagiliminin bozulmasi ile iligkili en biiyiik risk faktorlerinden kadinlarda
Ostrojenin veya erkeklerde testosteronun azaldigi hipogonadizm durumu 6zgiin bir model

ile taklit edilmistir. Sonu¢ olarak steroid hormonu olan ekdisonunun inhibe edildigi
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P0206>CG7839"NA1 yeni obezite modelimiz ile sineklerde hiperfajiye bagli olarak
obezite ve insiilin direncinin gelisimi ile iligkili kronik enflamasyon karakterize
edilmistir. Bu durum, sinek ve insanlar gibi evrimsel olarak uzak tiirlerin arasinda steroid
hormonlar, obezite ve metabolizma iliskisinin altinda yatan mekanizmalardaki dikkate
deger benzerliklerin altin1 ¢gizmektedir. Bununla birlikte steroid hormonlar: ve metabolik
regiilasyon arasindaki iligki oldukg¢a karmasik olup, biiylime/olgunlagsma ve metabolik
regiilasyonda rol oynayan siireglerin altinda yatan mekanizmalar heniiz
aydinlatilmamustir. Bu siiregleri sinekler gibi model organizmalarda incelemek, insanlar
da dahil olmak {izere daha karmasik organizmalarda biiyiime ve olgunlagmanin altinda
yatan temel mekanizmalar hakkinda degerli bilgiler saglayacagi bilinmektedir. Bu
mekanizmalarin aydinlatilmasi ile biiylime ve metabolik bozukluklarla ilgili potansiyel

terapotik miidahaleler igin hedefler belirlenebilecektir.
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