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OBEZITEDE UZUN KODLAMAYAN RNA’LARIN ROLU

Merve BASAR
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Yiiksek Lisans Tezi, Temmuz 2023

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Miige Giilcihan ONAL

OZET

Obezite, cevresel ve genetik faktorlerin etkiledigi multifaktoriyel bir hastaliktir. Son
yillarda genom dizileme teknolojilerinin klinikte kullanilmaya baslanmasiyla
obezitede, anlamli mutasyonlarin olmadig tespit edilmistir. Bu durum; hastaliklarin
molekiiler temellerinin aydinlatilmasinda epigenetik mekanizmalarin  dnemini
artirmistir. Obeziteyle iligkili LncRNA (long non-coding RNA)'lar1 igeren kesin
molekiiler siiregler hala belirsizligini korumaktadir. LncRNA'larin  birtakim
hastaliklarda gen regiilasyonuna katkida bulunan ara {riinler olarak kabul
edilmektedir. Yaptigimiz g¢alismada, obezite tedavisinin hedefleri arasinda olan
PPARy genindeki LncRNA’larin etkisine bakilmasi amaglanmaktadir. Obezler
arasinda peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARy) geniyle
LncRNA’larin ekspresyonunun obezite siiflamasindaki iliskisi degerlendirildi.
Calismamizda, PPARy geninin obezite smiflar1 arasinda ifade farkliliginin ve
literatlirdeki yapilan ¢aligmalardan referans alinarak LncRNA (Lnc-U90926) geninin
insan ortologu LOC105377284 geni hem obeziteyle hem de PPARy ile olan
iligkisinin ortaya konuldugu ilk calismadir.

Kontrol grubuna gore PPARy ve LOC105377284 transkript seviyelerini BKi’yle
kiyasladigimizda, artan BKi’ye gore mRNA seviyelerinin artti§1 bulunmustur.

Sonuglarimiz, PPARy ve LOC105377284 genlerinin kandaki transkript seviyeleri
degerlendirildiginde obezitede etkileri olabilecegini isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, LncRNA, PPARY, Ekspresyon



THE ROLE OF LONG NONCODING RNAs IN OBESITY
Merve BASAR
Erciyes University, Gevher Nesibe Genome and Stem Cell Institute
Master Thesis, July 2023

Supervisor: Dr. Miige Giilcihan ONAL

ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease affected by environmental and genetic factors. In
recent years, with the use of genome sequencing technologies in clinic, it has been
determined that there are no significant mutations in obesity. This situation; has
increased the importance of epigenetic mechanisms in elucidating the molecular
basis of diseases. The definite molecular processes involved in obesity-associated
LncRNAs (long non-coding RNAS) still remain unclear. LncRNAs are recognized as
intermediates that contribute to gene regulation in a number of diseases. In our study,
it is aimed to look at the effect of LncRNAs in the PPARy gene, which is among the
targets of obesity treatment. The relationship between the peroxisome proliferator
activated receptor gamma (PPARY) gene and the expression of LncRNAs in obesity
classification was evaluated among obese people. In our study, the difference in
expression of the PPARy gene between obesity classes and the human ortholog
LncRNA (Lnc-U90926) gene, LOC105377284 gene, with reference to studies in the
literature, is the first study to reveal its relationship with both obesity and PPARY.

When we compared PPARy and LOC105377284 transcript levels with BMI
compared to the control group, it was found that mRNA levels increased with
increasing BMI.

Our results indicate that PPARy and LOC105377284 genes may have effects on
obesity when blood transcript levels are evaluated.

Keywords: Obesity, LncRNA, PPARY, Expression
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1.GIRIS VE AMAC

Obezite, fazla yag dokusunun birikmesi ile morbidite ve mortalite ihtimalini artiran,
asir1 kilo alimi ve gereginden az kalori harcamasi ile karakterize karmasik,
multifaktoriyel bir hastaliktir. Genel olarak obezite, beden kiitle indeksi temel
alinarak tanimlanir, kilogram tiirlinden agirlik, metre kare olarak boya boliintir. 30

kg/m?den daha fazla bir BKI obezite olarak tanimlanmaktadr.

Insan genom calismalarinda obezite ile alakali 140°tan fazla gen bolgesi saptanmuistir.
Ayn1 ¢evrede yasayip enerji alanlar ve sedanter yasam tarzinda olanlarin bir
kesiminde obezite olmasina karsin bir kesiminde olmamasi obezite ile genetik

iligskiyi agiklayabilir.

Obezite, epigenetik iliskiden kaynaklanmaktadir. Obezite genetik etmenlerinin
fenotipik ifadesini degistirmekte ve obezitenin farkli klinik semptomlarmi fark

etmeyi saglamaktadir (Pekkolay, 2018).

Obezite, artan 6liim oranlariyla iligkili ¢esitli hastaliklarin olasiligini artirmaktadir.
Bunlar arasinda tip-2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik sendrom,
kronik bobrek hastaliklari, hiperlipidemi, hipertansiyon, alkolsiiz yagli karaciger
hastaligl, bazi kanser tiirleri, obstriiktif uyku apnesi, osteoartrit ve depresyon

gosterilebilmektedir.

Obez bireylerin beyinlerinde besin isteklerinin diizenlenisi, bagirsak hormonlarinin,
yag dokusunun veya bagirsak mikrobiyotasinin hipotalamusta istah ve toklugun
diizenlenisi, ayrica obezite olusumunda bagirsak disbiyozunun rollerinin ve glikozun
islev bozuklugunun nasil oldugu giderek daha iyi anlagilmaktadir. Ayrica genetik

etkenlerin de bireyin kilo almaya yatkinliginin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir (Lin ve Li, 2021).



Adipoz gelisimi iizerine son arastirmalar, dnemli sayida uzun kodlamayan RNA’nin
adipogenezin diizenleyici aglarina katildigini ve adipojenik baglilik ve farklilagmanin
diizenlenmesinde Oonemli bir rol oynadigin1 6ne siirmektedir. LncRNA’lar, ¢esitli
hiicresel aktivitelere katilan yeni kesfedilen diizenleyici RNA’lar sinifidir. Hem
fonksiyon kazanimi hem de fonksiyon kaybi calismalarindan ortaya ¢ikan kanitlar,
IncRNA’larin adipogenezin diizenlenmesinde yer aldigini ve hem beyaz hem de
kahverengi/bej yag dokusu gelisimi ve islevinde énemli bir rol oynadigini giiclii bir
sekilde gostermektedir. LncRNA’lar yag hiicresi gelisiminin karmasik diizenleme
agma Onemli katkida bulunanlar olarak islev goriir ve yag birikimini diizenleyen
ayrintili mekanizmalarin1 aydinlatmak i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir.
Adipojenik aktiviteye sahip IncRNA molekiillerinin tanimlanmasi, insan obezitesi ile
miicadele i¢in potansiyel terapotik hedefler ve stratejiler icin yeni olasiliklar agabilir

(Wei ve ark., 2016).

Uzun kodlamayan RNA’lar transkriptleri proteinlere ¢evrilmeyen 200 niikleotidi
asan bir RNA tiiridiir (Wang ve ark., 2021). LncRNA’lar, hem transkripsiyonel hem
de transkripsiyon sonrasi mekanizmalarla hedef genlerin ekspresyonunu

diizenleyebilir (Stanzione ve ark., 2020).

LncRNA’lar, kromatinin epigenetik modiilasyonu, promotdére Ozgii gen
modiilasyonu, transkript stabilitesi gibi ¢esitli biyolojik siireclerde yer alir. Obezite
ile iliskili kodlamayan RNA’lar temel olarak metabolik yollar1 ve inflamatuar
yanitlar1 modiile eder. Kodlamayan RNA’lar adipogenez ile ilgili birka¢ yolu
diizenler, bu nedenle obezite gibi metabolik bozukluklarin yonetimi igin yeni

terapotik hedefler olarak kabul edilir (Fard ve Taheri, 2021).

PPARYy geni, 3p25- 24 pozisyonunda kromozom 3 iizerinde 100 kb’den fazla, dokuz
ekzonlu bir gendir. PPARY esas olarak yag dokusunda eksprese olur, burada beyaz
yag dokusunda lipid depolanmasini ve kahverengi yag dokusunda enerji dagilimini
diizenler. Bununla birlikte, PPARY insan iskelet ve kalp kasi, karaciger, bobrek, ince
bagirsak, mesane ve dalakta da saptanir (Yin ve ark., 2008). PPARy, adiposit
gelisimini ve glikoz homeostazin1 diizenleyen bir niikleer reseptordiir. PPARy

aktivasyonunun, yag dokusu iltthabini azalttig1 ve yag1 intraabdominalden subkutan



depolara hareket ettirdigi, yag mikro ¢evresinde faydali oldugu gosterilmistir (Chen
ve ark., 2021).

PPARY, lipoproteinlerden serbest yag asitlerinin (FFA) salinmasindan ve bunlarin
hiicre icine taginmasindan sorumlu proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu
diizenleyerek adipositlerdeki FFA’larin metabolizmasina katilir. PPARy ayrica
adipositlerdeki FFA’lardan ve gliserolden TG’lerin sentezinin verimliligini de artirir.
PPARY reseptorii, lipid-karbonhidrat metabolizmas1 siirecinde yer alan genlerin
ekspresyonunu diizenleyerek, glikozun adiposit i¢ine taginmasinda dogrudan yer alir

(Kassassir ve ark., 2013).

Glikoz, lipid metabolizmas1 ve hiicre proliferasyonu/apoptoz ilizerindeki genis etki
yelpazesi g6z Oniline alindiginda, PPAR’lar ve modiilatorleri, hiperglisemi,
dislipidemi ve ateroskleroz gibi metabolik bozukluklarin tedavisi i¢in 6nerilmektedir.
Hem lipid hem de glikoz profili bozukluklarmmin onlenmesi ve tedavisi igin,
PPAR’larin potensi ile afinitesini ve bunlarin potansiyel kanserojenik etkileri dikkate

alinmalidir (Janani ve ark., 2015).

Obezite ile iliskili INcRNA (Long non-coding RNA)'lar1 igeren kesin molekiiler
stirecler hala belirsiz olsa da, IncRNA'lar artik obezite ve inflamasyona katkida
bulunan ara iiriinler olarak kabul edilmektedir. Obezite ile beraber artan yaglanmada
etkili olan IncRNA'lar ile kronik diisiik dereceli obez duruma aracilik etmede rol
oynayanlar arasinda ayrim yapmak onemli olacaktir. Obezitenin ana etmeni olarak
rol oynayan adipositlerin hacim ve say1 olarak artisi; adiposit farklilagsmasi olarak
tamimlanmaktadir. Adipogenez ise Onciil adipositlerin olgun adipositlere
donilisiimiinli iceren bir siirectir ve Onciil adipositlerin fazlalagsmasi, farklilagmasi,
hiicre i¢i lipid depolamasi ve alakali genlerin ifadesindeki degisim siirecini
olusturmaktadir. Adipogenez, bircok transkripsiyon faktdriiniin ve IncRNA'min gen
ekspresyonunun diizenleyicileri olarak dahil oldugu karmasik bir ag ile karakterize
edilen bir siire¢ gibi goriinmektedir. Adipogenez ve ilgili hastaliklarda IncRNA'larin
incelenmesi terapdtik yaklasimlarla birlikte, obezite ve ilgili metabolik hastaliklarla

miicadele i¢in yeni stratejiler gelistirmenin yolunu agabilir.



Bu tez ¢aligmasinda, obezite tedavisinin 6zellikle hedefleri arasinda yer alan PPARy
genini hedefleyen IncRNA’larin etkisinin arastirtlmasi amaglandi. Boylece PPARy
ve Lnc-LOC105377284 genlerinin ifadesinin obezite siniflamasindaki iliskisinin

gosterilmesi hedeflendi.



2.GENEL BILGILER

Obezite, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan saghk durumunu olumsuz etkileyen, yag
dokusu birikimi nedeniyle asir1 viicut agirligi ile karakterize bir durum olarak
tanimlanan kronik bir hastaliktir. Obezite, bati1 diinyasinda en yaygin beslenme
bozuklugudur ve gelismekte olan iilkelerde prevalansi siirekli artmaktadir. 2014
yilinda diinya yetiskin niifusunun yaklasik %39’u fazla kilolu ve yaklasik %13’i
obez olarak rapor edildi (Paolacci ve ark., 2019). Termodinamigin yasalarina gére
obezite, gida alimi ve enerji harcamasindaki dengesizligin ve genetik, fizyolojik,
davranig ve c¢evre arasindaki dinamik etkilesiminin bir sonucudur (Rajamoorthi ve

ark., 2022).

Obezite, tim diinyada giderek artan bir insidansla 21. yiizyilin 6nde gelen tibbi
bozuklugu olarak ortaya ¢ikmistir (Zhang ve ark., 2022). Obezite, enerji tiiketimi ile
harcama arasindaki dengesizlik sonucu asir1 yagin biriktigi kronik bir hastaliktir.
Cevresel, genetik ve davranigsal faktorler arasindaki etkilesimler karmasik bir

patogeneze yol agmaktadir (Apalasamy ve Mohamed, 2015).

Yetiskinler icin, ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri ve Diinya Saglk
Orgiitii’niin yonergeleri, normal bir BKI (Beden Kiitle Indeksi) araligmi 18,5-24,9
kg/m? olarak tanimlarken, BKI > 25 kg/m? fazla kilolu, BKi > 30 kg/m? obez ve BKi
> 40 kg/m? morbid obezite olarak kabul edilmektedir (Chooi ve Magkos, 2019).

Obezitenin hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet, kalp yetmezligi, atriyal fibrilasyon,
inme gibi hastaliklar ile lipid, glikoz ve kan basinci anomalileri dahil olmak {izere
birbiriyle iligkili bir dizi risk faktoriinii tetikledigi bilinmektedir (Zhang ve Ren,
2016).



Bozulmus adipogenez ve buna bagli olarak adiposit islev bozuklugu, asir1 serbest yag
asidi salmimi ile sonuglanir ve sistemik inflamasyonu, insiilin direncini ve
lipotoksisiteye neden oldugu adipoz olmayan dokularda fazla lipidlerin anormal
depolanmasii tesvik eder. Bu tiir durumlar, obezite ile iligkili diyabet, yagh
karaciger ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelisimine katkida bulunabilir

(Zaiou ve ark., 2018).

2.1. Obezitenin Nedenleri

o (evre

e Genetik

Genetik ve cevrenin obezite etiyolojisine goreceli katkilari bircok calismada
degerlendirilmistir. Genel olarak, BKi’deki varyansin ~%30-40 genetige ve ~%60-
70’1 cevreye atfedilebilir. Belirli bir popiilasyonda, bazi insanlar genetik olarak
obezite gelistirmeye yatkindir, ancak bu genotip yiiksek yagli diyetler ve sedanter
yasam tarzlar1 gibi belirli olumsuz c¢evresel kosullar altinda ifade edilebilir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde ve diger Bati iilkelerinde, daha fazla sayida insan bu olumsuz
cevresel kosullara maruz kalmaktadir ve sonug olarak, obezite genotipini ifade eden

insanlarin yiizdesi artmistir (Pi-Sunyer, 2002).

e Cinsiyet
e Hormonlar
e Psikolojik nedenler

e Endokrin Bozukluklar

Obezite, endokrin fonksiyondaki dnemli degisikliklerle iligkilidir (Ashburn ve Reed,
2010). Metabolik ortamin, enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde yer alan
hiicrelerin islevi ilizerinde 6nemli etkileri vardir. Adaptif tepkiler, biiyiikk Olclide,
transkripsiyon faktorleri, c¢ekirdek diizenleyiciler ve bazal transkripsiyonel
mekanizma arasindaki etkilesim yoluyla gen transkripsiyonunun diizenlenmesine
aracilik eder. Bazi1 c¢aligmalar, metabolik sinyallerin kromatin yapisinin

belirlenmesinde 6nemli roller oynadigini gostermektedir (Rosen ve ark., 2018).



2.1.1. Obezitenin Sebep Oldugu Saghk Sorunlar:
e Hipertansiyon
e Insiilin direnci, hiperinsiilinemi, tip-2 diyabet
e Koroner arter hastaligi, hiperlipidemi, hipertrigliseridemi
e Metabolik sendrom
e Safra kesesi hastaliklar
e Kanser
e Uyku apnesi
e Karaciger yaglanmasi
e Astim, solunum zorlugu
e Psikolojik rahatsizliklar
e Gebelik komplikasyonlar1

o Kas-iskelet problemleri

Obezite, yasam tarz1 ve ¢evresel faktdrlerden etkilense de, obezite riskinin artmasinin
nedenleri arasinda bulunan kalitsal genetik belirleyiciler de 6nemli rol oynamaktadir.
Aile caligmalarindan hesaplanan obezite i¢in kalitim derecesi tahminleri %59 -77
arasinda degismektedir (Regan ve Shah, 2021). Obezite genetiginin, genetik ve klinik
sonuglarla iligkili iki formu vardir: Sendromik ve sendromik olmayan (Singh ve ark.,

2017).
Genetics of obesity
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Sekil 2.1. Obezitenin genetigi: Sendromik ve Sendromik olmayan obezite formlari. (Singh

ve ark., 2017).



2.2. Sendromik Obezite

Sendromik obezite, hastalarin klinik olarak obez oldugu ve ayrica gelisimsel
gecikme, organa 0zgii gelisimsel anormallikler ve dismorfik 6zellikler gibi spesifik
Ozelliklere karakterize edilen Mendel kalittmina sahip bozukluklari igerir. Obezite ile
iligkili yaklagik 30 sendrom vardir. Bu sendromlar, farkli genetik kusurlardan veya
kromozomal anormalliklerden kaynaklanir ve otozomal veya X’e bagli bozukluklar

olabilir (Algahtani ve ark., 2014).

2.3. Sendromik Olmayan Obezite

Mendel sendromik olmayan obezite, otozomal dominant veya otozomal resesif

gecise sahip olabilir (Paolacci ve ark., 2019).

Sendromik olmayan obezitede genetik faktdrler, monogenik, tek niikleotid
polimorfizmlerinin neden oldugu birka¢ etkilesimli geni igeren poligenik veya
obeziteye ve bilinen fenotiplere eslik eden sendromlar olarak siniflandirilabilir (Duis
ve Butler, 2022).

Obezite vakalarinin ¢ok kii¢ilik bir kism1 monogenik degisikliklerden kaynaklanirken,
son 50 yilda yaygin (¢ok faktorlil) obezitenin artan prevalansi biiyiik olasilikla
cevresel degisikliklerin (obezojenik ortam) ve bireysel genetik yatkinligin karmagsik

etkilesiminden kaynaklanmaktadir (Rohde ve ark., 2019).

Obezite vakalarinin ¢ogu c¢ok faktorlii veya poligeniktir, coklu lokuslar arasindaki
etkilesime atfedilir. Aksine, monogenik bozukluklar tek bir mutasyona ugramis genin
sonucudur ve obezite vakalarinin azinligini olusturur. Klinik olarak monogenik
bozukluklar bir sendromla iligkili olabilir veya olmayabilir (Daniela ve Acosta,

2021).

2.3.1. Monogenik Obezite

Monogenik obezite, tek bir gen mutasyonundan kaynaklanir. Vakalar nadirdir,
genellikle erken baslangi¢lidir ve cocuklukta bulunur. Bu obezite tiirleri, enerji alimu,
enerji harcamasi ve adipogenez yoluyla viicut agirhig: regiilasyonu ve stabilitesini

icermektedir (Singh ve ark., 2017).



Monogenik obezite ile iliskili oldugu bilinen genlerin ¢ogu leptin / melanokortin
yolagina aittir ve hipotalamusta eksprese edilir. Besin alimi / enerji harcamasi
dengesinde yer alan proteinleri kodlarlar. Cesitli biliyime ve transkripsiyon

faktorlerini iceren adiposit farklilasma yolu ile iligkilidir (Paolacci ve ark., 2019).

2.3.2. Poligenik Obezite

Poligenik obezite, yaygin obezite olarak da adlandirilir. Monogenik obezite
calismalari, obezitenin biyolojisi, ¢ogunlukla obezite fenotiplerinin siddeti hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Varsayimsal olarak, poligenik obezitenin varyantlari, bir
obez bireyden digerine spesifik olarak farklilik gdésterir. Bu nedenle, poligenik

obezite, monogenik obeziteye gore daha karmasiktir (Singh ve ark., 2017).

Epigenetik  degisiklikler, kalitsal olan ve DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi temel DNA dizisini degistirmeden gen aktivitesini ve
ekspresyonunu etkileyebilen DNA modifikasyonlaridir. Hem genetik hem de
cevresel etkileri olan epigenetik modifikasyonlarin incelenmesi, obeziteye iligkin ek

bilgiler saglar (Regan ve Shah, 2021).

2.4. Obezite ve Dislipidemi

Asir1 beslenmeye ve azalan enerji harcamasina bir yanit olarak kilo alimi, asir1 kilo
ve obeziteye, yogun hiperplazi siiregleri ve adipositlerin hipertrofisi ile iliskili
durumlara yol agabilmektedir. Yag dokusundaki degisimler, degisen adipokin
sekresyonu ve obeziteyle iliskili metabolik hastaliklardan sorumlu olan adipoz doku

disfonksiyonunun gelisimi ile iligkilidir.

Insiilin direnci / hiperinsiilinemi, obezitede sik goriilen metabolik bozukluktur ve
dislipidemi gelisimindeki 6nemli faktorlerden biridir. Son yillarda, insiilin direnci ve
obezitenin ortak etkisinden kaynaklanan dislipidemi sekli “metabolik dislipidemi”
olarak kabul edilmektedir. Diisitk HDL-K konsantrasyonlarinin eslik ettigi yiiksek
TG konsantrasyonlar1 ana 6zellikleridir. LDL-K konsantrasyonlar1 optimum diizeyde

olabilir veya kiigiik bir artig gosterebilir (Vekic ve ark., 2019).



2.5. Obezite ve Vitamin D

Yeterli bir D vitamini konsantrasyonu biiyiime, gelisme ve saglik igin gereklidir.
Kalsiyum seviyelerinin ve kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir. Hipovitaminoz D’nin; bagisiklik sistemi, endokrin, pankreas,
karaciger, iskelet kasi ve adipositlerin diizenlenmesi gibi kalsiyotropik olmayan
etkilerinin bir sonucu olarak uzun vadeli durumu tehlikeye attigini gostermektedir

(Ojeda ve ark., 2018).

D vitamini, kemik dokusunun gelisiminin yani sira kalsiyum ve fosfor homeostazi
icin gereklidir. Ayrica hiicre cogalmasi, farklilasma ve hormon salgilanmasi ile

iliskilidir.

Yapilan bazi ¢alismalar, D vitamini eksikliginin, artan paratiroid hormon seviyeleri
ile adipositlere daha fazla kalsiyum iletimi saglayarak ve lipogenezi artirarak daha

fazla adipoziteye neden olabilecegini 6ne siirmektedir (Santos ve ark., 2015).

Obez bireyler normal kilolu bireylerden yaklasik %20 daha disiik serum
25(0OH)D’ye sahiptir ve serum 25(OH)D viicut agirligi, BKI ve yag kiitlesi ile ters
orantilidir. Diisiik serum 25(OH)D’nin obezitenin nedeninden ziyade bir sonucu
olmasi muhtemeldir. Yapilan bir ¢alismada, yiiksek BKI ve obeziteye yatkinlik
olusturan genlerin serum 25(OH)D’yi azalttigi bulunmustur (Walsh ve ark., 2017).

2.6. Obezite ve Vitamin B12

B12 (kobalamin), diyetle elde edildigi i¢in esansiyel bir vitamin olarak siniflandirilir.
Ayrica insanlarda kalin bagirsakta yerlesik bazi bakteriler tarafindan dogal olarak
sentezlenir. Ince bagirsaktaki emilim bolgesi, insanlarda dogal olarak sentezlenen
B12’nin biyoyararlaniminin olmamasi nedeniyle sentez bolgesinden dnemli Olciide
uzaktir. Saglikli insanlardan alinan karaciger biyopsi Orneklerinde, karaciger
dokusunun gram bagina B12 igerigi 1,41 — 2,58 pg’dir. Bununla birlikte, siroz, viral
hepatit, yaglh karaciger gibi vakalarda insan karacigerinin B12 iceriginin daha diisiik
olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica, insan viicudunun giinde yaklasik 2 — 5 pg

B12’yi digki ve idrarla elimine ettigi bilinmektedir.
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Beslenme gibi cevresel faktorler, transkripsiyonel seviyede hedefleyerek lipid
metabolizmasin1 etkileyebilir. Bdylece epigenetik siire¢ ile niikleotid dizisini
degistirmeden genlerin ekspresyonunu ve fenotipi diizenleyebilir (Boachie ve ark.,
2020).

B12 vitamini, tek zincirli yag asitlerinin metabolizmasinda 6nemli bir basamak olan
metilmalonil-CoA’y1 siiksinil-CoA’ya doniistiiren bir ko-enzimdir. Bu reaksiyon
meydana gelmezse, metilmalonil-CoA  seviyeleri yiikselerek yag asidi
oksidasyonunun sinirlayict enzimi olan karnitin palmitoiltransferaz ile inhibe ederek

lipogenez ve insiilin direncine neden olur (Matusheski ve ark., 2021).

B12 vitamini, DNA metilasyonunda ve tek karbon metabolizmasinin diizenlenmesi
yoluyla hem aminoasitlerin hem de lipidlerin homeostazinda énemli bir rol oynayan
suda ¢6ziinen temel vitamindir. Tek karbon metabolizmasi, ¢esitli hiicresel islemler
tarafindan kullanilan metil donorleri olusturmak i¢in temel olarak folat ve metiyonin
tarafindan desteklenen birbirine bagli biyokimyasal yollardan olusan bir zincirdir.
Diisiik kobalamin seviyesi, DNA sentezi interferansina, hiicresel inflamasyona,
yiikksek yag ve homosistein sentezine neden olabilir. Homosistein, metiyonin gibi
diyet proteinlerinin pargalanmasiyla iiretilen, proteinojenik olmayan bir aminoasittir.
Hiperhomosisteinemi, aterosklerotik vaskiiler-endotel hasarina baglh kardiyovaskiiler
ve serebrovaskiiler hastaliklarin gelisimine ve insiilin direnci gelisimine neden

olabilir (Ashok ve ark., 2021).

2.7. Obezite ve Demir

Adipokinler olarak bilinen ¢esitli proinflamatuar sitokinler, yag dokusundan salinir.
Bunlarin neden oldugu inflamasyonun, demir eksikligi gibi obezite ile iligkili
komorbid durumlarin gelisiminde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
adipokinlerden biri olan hepsidin, bagirsaktan demir emilimini ve makrofajlardan
demir salimimini diizenler. Bu nedenle eritropoez i¢in 6nemli bir diizenleyicidir.
Demir eksikligine ragmen obezlerde yiiksek konsantrasyonda hepsidin bulunmustur.
Bu durum obezlerde gozlenen demir eksikliginin hepsidine bagli bir mekanizmadan
kaynaklanabilecegini  diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, obezlerde demir
metabolizmasmin  diizenlenmesinin  hepsidin  diizenlenmesi  yoluyla nasil

gerceklestigi acik degildir. Bu konudaki ilk hipotez, beyaz yag dokusundan
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salgilanan interlokin 6 veya leptin gibi adiponektinlerin hepsidin salgilanmasini
uyardigidir. Diger bir bulgu da obezlerde adipoz dokuda hepsidin ekspresyonunun

metabolik sendrom ve diyabetten bagimsiz olarak artmasidir (Sal ve ark., 2018).

2.8. Obeziteye Genlerin Etkisi

Asin viicut yagi genellikle obezite ile iligkili ¢evresel faktorlerin kontrol edilmesiyle
ifade edilse de, genetik faktorler de obezite gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Obeziteye genetik katki, BKI’nin %84 e kadarin1 agiklamaktadir. Pek ¢ok gen, cesitli
genom c¢apinda iligkilendirme c¢alismalar1 tarafindan obezite gelisiminde rol
oynamistir. En az 190 gen lokusunun obezite ve yag dagilim ile iliskisi bulunmustur.
Epigenom capinda iliskilendirme ¢alismasi, BKI ile iliskili 278 metilasyon bdlgesi
tanimlanmistir (Hammad ve Jones, 2017).

Preadipositlerin adipositlere farklilagmasi, olgun adiposit olusumunu indiikleyen
onemli proteinlerin ekspresyonundan sorumlu transkripsiyon faktorlerini igerir.
Adipogenez siireci hiicre morfolojisindeki degisiklikleri, insiilin duyarliliginin
indiiklenmesini ve hiicrelerin salgilama kapasitesindeki degisiklikleri icerir. Memeli

hiicrelerinde PPARYy adipogenezin ana diizenleyicilerindendir (Moseti ve ark., 2016).

2.9. PPARy

Peroksizomlar, cogu okaryotik hiicrelerde bulunan ¢ok islevli organellerdir. Oldukca
esnektirler ve boyutlarini, sayilarini, morfolojilerini ve fonksiyonlarini1 degistirerek
hiicresel veya cevresel etkenlere hizla yanit verirler. Bazi ¢alismalara dayanarak,
baslangigta bu organellerin birincil islevinin hidrojen peroksit metabolizmasi oldugu
diisiiniiliiyordu.  Peroksizomlarin ~ karakterizasyonu, alkalin pH’ta katalazin
peroksidatif aktivitesine dayali olarak bu organellerin gorsellestirilmesini saglayan
3,3’,diaminobenzadin (DAB) kullanilarak sitokimyasal boyama prosediiriiniin
gelistirilmesiyle biiyiik 6lciide kolaylagtirilmistir. Novikoff ve arkadaglar1 bu boyama
yontemini kullanarak karaciger, beyin, bagirsak mukozasi ve yag dokusu gibi lipid
metabolizmasinda aktif olan dokularda ¢ok sayida peroksizom gozlemlediler. Farkli
dokulardaki peroksizomlar, ¢ap olarak 0,1 — 0,5 uM arasinda degisen sekil ve boyut
bakimindan biiyiik farkliliklar gosterir. Adipositlerde, peroksizomlar kii¢iik olma
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egilimindedir ve lipid damlaciklarinin yakininda lokalizedir. Bu bulgular,

peroksizomlarin lipid metabolizmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Beevers ve arkadaslari, yag asidi oksidasyonunda yer alan enzimlerin, glioksizom ad1
verilen ve yag asitlerini karbonhidrat sentezi i¢in metabolik ara maddelere
dontstiirebilen bitki peroksizom benzeri organellerinde ortak lokalize oldugunu
gostererek peroksizomlari lipid metabolizmasina dahil ettiler. Hipolipidemik ilaglarin
fibrat smifinin peroksizom proliferasyonunu tesvik ettigi bulgusuna dayanarak
Lazarow ve de Duve, hayvan hiicrelerindeki peroksizomlarin yag asidi
oksidasyonunu gergeklestirebildigini varsaydilar. Bir dizi deneyde, Hajra ve

arkadaslari, peroksizomlarin ayrica lipid sentezi yapabildiklerini kesfettiler.

Cok sayida kanit, peroksizomlarin lipid metabolizmasinda temel olarak 6énemli roller
oynadigi kavramini saglamlastirdi. Reaktif oksijen tilirlerinin uzaklastirilmasina ek
olarak, memeli hiicrelerinde peroksizomlarin metabolik fonksiyonlar1 arasinda uzun
zincirli yag asitlerinin B-oksidasyonu, dallanmis zincirli yag asitlerinin a-
oksidasyonu ve saftra asitlerinin yan1 sira eter baglantili fosfolipidlerinin sentezi yer
alir. B-oksidasyonu mitokondride de meydana gelir, ancak peroksizomal f-
oksidasyonu farkli substratlari icerir ve mitokondriyal fonksiyonu tamamlar; o-
oksidasyonu ve eter lipid sentez slirecleri peroksizomlara 6zgiidlir ve metabolik

homeostaz i¢in 6nemlidir (Lodhi ve Semenkovich, 2014).

PPAR’lar hormon niikleer reseptdr iist ailesine aittir ve peroksizom proliferatorleri
tarafindan aktive edilen bir intraniikleer reseptor smifidir. PPAR’lar, 1990 yilinda,
Issemann ve meslektaslari tarafindan fare karacigerinde basarili bir sekilde klonland.
Bugiine kadar, PPAR’larin ¢ alt tipinin (PPAR-0, PPAR-B/6 ve PPAR-y) ¢ogu
dokuda birlikte eksprese edildigi bulunmustur, ancak doku dagilimi oldukga farklidir.
PPARY, 3p25 kromozomu iizerindedir ve 9 ekzona sahiptir. Dort tiir mRNA izomeri,
secici ekleme ile iiretilir: PPAR-y1, PPAR-y2, PPAR-y3 ve PPAR-y4. PPARY esas
olarak yag dokusunda dagilir, ancak ayni1 zamanda kolon, bagisiklik sistemi ve
retinada da bulunur. PPARY, yag ve glikoz metabolizmasini diizenleme, timor
hiicresi farklilasmasi ve apoptozu indiikleme, anti-aterosklerotik aktiviteyi tesvik

etme, kalp yetmezligini ve ventrikiiler yeniden sekillenmeyi iyilestirme ve
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inflamatuar reaksiyonlar1 inhibe etme dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik islevlerde

rol oynar.

PPARYy, dogal ve sentetik ligandlar dahil olmak tizere ligandlar1 baglayip aktive
ederek Onemli bir rol oynar. Dogal ligandlar baslica arasidonik asit ve
metabolitlerini, ¢oklu doymamis yag asidi oksidasyon metabolitlerini ve
prostaglandin  metabolitlerini  igerir.  Sentetik  ligandlar  temel  olarak
tiyazolidindionlar1  (troglitazon, rosiglitazon ve pioglitazon), nonsteroidal
antiinflamatuar ilaglar1 ve lokotrien D4 reseptorii antagonistlerini igerir. PPARy’nin
N-terminal alani, mitojenler tarafindan aktive edilebilen bir protein kinaz
fosforilasyon bolgesi icerir. PPARYy, ligandlar tarafindan aktive edildikten sonra,
retinoik asit reseptorii (RXR) ile bir heterodimer olusturur, bu daha sonra cesitli
faktorlere sahip hedef gen transkripsiyonunu aktive etmek igin hedef gen

promotoriiniin peroksizom proliferatdr yanit elemanina (PPRE) baglanir.

PPARy, ligandla aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Niikleer hormon
reseptoriiniin alt ailesi olan PPAR ailesinin alt tiplerinden biridir. PPARY ailede en
cok calisilan PPAR alt tipleridir. ilk olarak, adiposit P2 geninden elde edilen yaga
O0zgli giiclendiricinin  analizi  yoluyla adipojenik gen ekspresyonu ile
iligkilendirilmistir.  Daha sonra, bir transkripsiyon faktoriiniin  adiposit
farklilasmasinda temel roller oynadig1 ve daha yiiksek organizmalarda glikoz, lipid
ve protein metabolizmasinin diizenlenmesi dahil olmak iizere hiicrelerin bir¢ok
spesifik fonksiyonunun korunmasina yardimer oldugu tespit edilmistir. PPARy nin

ayrica bir¢gok gen ekspresyonunu diizenledigi, hiicre proliferasyonu, dongiisii ve

biiyiimesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Yin ve ark., 2008).

PPARy, adipositlerde yiiksek oranda ifade edilir ve adipogenezin ana
diizenleyicisidir. PPARYy, transkripsiyon yoluyla fosfoenolpiruvat karboksikinaz ve
gliserol kinazin ekspresyonunu aktive edebilir, bunlar daha sonra farkli yollardan
trigliseridlerin iiretimine katilir. PPARy, lipoprotein lipazin etkisi altinda glikoz
icerigini diizenler, ardindan 3-fosfogliserati etkileyerek trigliseridlerin sentezine
neden olur (Li ve ark., 2021).
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PPARYy, adiposit farklilagmasi ve fonksiyonunun ana diizenleyicisi olmasina ragmen
yapilan ¢alismalarda fare dalaginda yiiksek PPARY ekspresyonu seviyesi goriildi. Bu
da PPARy’nin bagisiklik hiicrelerinde de bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

PPARYy hedef genlerinin transkripsiyonunu dogrudan aktive ederek farklilasmay1
(adipogenez) ve islevi (lipid metabolizmasi, sekretom) diizenleyerek hiicresel
fenotipin belirlenmesinde rol oynar. Bagisiklik sistemi hiicrelerinde de benzer
molekiiler mekanizmalar mevcuttur ve PPARy hiicresel fenotipi belirleyebilir.

PPARY;

1) Makrofaj farklilasmasini diizenler,
2) Klasik/alternatif makrofaj aktivasyonunu (polarizasyon) diizenler,
3) Bagisiklik hiicre tiplerinde lipid metabolizmasini kontrol eder,

4) Bagisiklik diizenleyicisi bir rol oynar.

Bagisiklik hiicrelerindeki PPARY islevi, lipid metabolizmasinin diizenlenmesi ve
farklilagsmasin1 indiikkleme yetenegi ile etki mekanizmasina gore de kategorize
edilebilir.

PPARYy, obezite, bagisiklik, kanser gibi hastaliklar arasinda énemli bir rol oynar. Bu
durumlarda PPARy’nin islevinin altinda yatan ortak ve 06zgiin molekiiler
mekanizmanin anlasilmasi, yeni tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir

(Hernandez-Quiles ve ark., 2021).

PPARYy genindeki mutasyonlar insanlarda kismi lipodistrofiye yol acar. Ek olarak,
PPARY insiilin duyarliligini, inflamasyonu, tiimor hiicresi biiylimesini, apoptozu ve
farklilasmay1 diizenlemede kritik bir role sahiptir. Bu spesifik ve onemli islevler,
PPARY’y1 metabolik hastaliklar ve kanserler i¢in bir ila¢ hedefi haline getirmektedir.
Aslinda, PPARYy agonistleri rosiglitazon ve pioglitazon, tip-2 diyabetin tedavisi igin
klinik olarak insiilin duyarlilastirict ilaglar olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark.,
2022).

Adipoz PPARY, adipoz olmayan dokulari asir1 lipid yiiklenmesine karst korur ve
normal organ fonksiyonunu korur. Adipositlerdeki aktive edilmis PPARY, periferik

dokularda insiilin etkisinin aracilar1 olan adipositokinlerin (adiponektin ve leptin)
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dengeli ve yeterli salgilanmasini saglar. Viicudun insiilin duyarliligi korunmus olur.
Bu adipogenetik aktivitenin yani sira, PPARY lipid metabolizmasinda da 6nemlidir
ve lipoprotein lipaz (LPL) ve yag asidi tagiyict CD36 gibi yag asitlerinin salinimina,
tasinmasina ve depolanmasina katilan genleri diizenler. PPARY, yalnizca yag
dokusunda degil, ayn1 zamanda endotelyal hiicrelerde ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde de bulunan giiclii bir fonksiyonel modiilatordiir endotelyal hiicrelerinde,

inflamasyon ve ateroskleroz ile ilgili hedefleri diizenler.

PPARYy agonistleri yagi visseralden subkutan depolara dagitma ve adiponektini
artirma ve doku nekroz faktorlerini azaltma yetenegine sahiptir (Janani ve ark.,
2015).

PPARY ifadesinin ve fonksiyonunun diizenlenmesinde bir dizi transkripsiyon faktorii
yer alir. CCAAT/arttirict baglayict protein (C/EBP) ailesinin transkripsiyon
faktorleri, C/EBP’ler a, B ve vy, promotdr bolgeye dogrudan baglanarak PPARY

transkripsiyonunu uyarir (Kawai ve ark., 2010).

PPARY, bagisiklik sisteminde yer alan hiicrelerde de yliksek oranda eksprese edilir

ve anti-inflamatuar etkiler gosterir (Ueki ve ark., 2004).

2.10. Monositler -Makrofajlar

Monositler ve farkli makrofaj tiirleri, mononiikleer fagosit sistemine aittir.
Makrofajlar, dogal ve kazanilmis bagisiklikta merkezi bir rol oynar. Makrofajlar ve
notrofiller, ¢esitli mikroorganizmalara kars1 ilk savunma hattin1 saglarken, ko-
stimiilator sinyaller ve sitokinler ile iligkili makrofajlar ve dendritik hiicreler
tarafindan antijen sunumu, uygun adaptif yanitlar1 baglatir. Makrofajlar, yalnizca
patojenleri, yaslanan ve dlmekte olan hiicreleri ortadan kaldirdiklar1 i¢in degil, aynm
zamanda diger bagisiklik hiicrelerinin gégiinii ve aktivasyonunu etkileyen salgi

tirtinii/sitokin trettikleri i¢in 6nemlidir (Széles ve ark., 2007).

PPARy’nin dalak ve miyelomonositik 16semi hiicrelerinde tanimlanmasi, saglikli
insan periferik kan monositleri ve doku makrofajlarinda PPARy ekspresyonu
aramaya yoneltmistir. Ricote ve ark. kemirgenlerde aktive olan peritoneal
makrofajlarin yiiksek seviyelerde PPARy ifade ettigini gostermistir. Bu nedenle
makrofaj, PPARYy ve inflamatuar hastaliklarin baglandigi, PPARy’nin aterosklerozda
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rol oynadig ilk hiicre tipiydi. Ricote ve ark. ayrica PPARYy’nin insan aterosklerotik
lezyonlarinin makrofaj tlirevli hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edildigini
bildirmistir. Makrofaj, gorliniiste uzak olan iki alanin (lipid metabolizmasi ve
bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesi) birbirine kenetlendigi ilk hiicre tipi olarak
tanimlanmistir. Makrofajlarda PPARy’nin lipid homeostazinda 6nemli bir rol

oynadig1 gosterilmistir (Széles ve ark., 2007).

2.11. Eozinofiller

Eozinofiller, miyeloid Onciilerinden tiiretilen graniilositik I6kositlerdir. Saglikli
bireylerde kan lokositlerinin %2-5’ini olustururlar. Periferde makrofajlar ve
notrofiller ile birlikte bu hiicreler parazitik enfeksiyonlara karsi ilk savunma hattini
olusturur. Baz1 uyaranlar, eozinofilleri degraniile etmeye tesvik ederek oldukga
toksik graniil proteinler, serbest radikaller salar. Eozinofillerin efektor fonksiyonlari,
l6kotrienler, prostaglandinler gibi kimyasal aracilarin ve ayrica inflamatuar yanitlari

giiclendirebilen sitokinlerin sentezini igerir (Széles ve ark., 2007).

Eozinofillerin adipoz dokuda sayilar1 diisiiktiir ve obezitede daha da azalir. Yiiksek
yagli diyetle beslenme, eozinofiller i¢cin kemotaktik sinyalleri hizla azaltir ve
eozinofil sayilar1 once i¢ organlarda, daha sonra deri alti yag dokusunda diiser

(Michailidou ve ark., 2022).

PPARy kan hiicrelerinde eksprese edilir ve makrofa; farklilasmasi sirasinda

indiiklenir (Ricobaraza ve ark., 2020).

2.12. Notrofiller

Notrofiller, dolagimdaki graniilositler arasinda en fazla bulunanlardir. Monositler ile
ayn1 miyeloid Onciilerinden gelisen kisa 6miirlii hiicrelerdir. Nétrofiller, iltthaplanma
bolgesindeki dokulara alinarak dokulara go¢ eder ve bircok patojeni tanir, yok eder

(Széles ve ark., 2007).

Greene ve ark., Northern blot analizi ile insan noétrofillerinde ve periferik kan
lenfositlerinde PPARy varligin1 tespit etmistir. Hayvan inflamatuar model

sistemlerindeki notrofillerin infiltrasyonu lizerinde PPARY agonistlerinin baskilayici
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etkilerinin dogrulanmasina ragmen, PPARy’nin nétrofillerdeki roliinii arastiran

kapsamli in vitro ¢aligmalar yoktur (Széles ve ark., 2007).

2.13. PPARYy ve Obezite

Obezite, asir1 yag dokusu kiitlesinden, oOzellikle beyaz yag dokusundan (WAT)
kaynaklanan bir bozukluktur. Biiyiik 6l¢lide insiiline bagimli olmayan diyabet,
hipertansiyon, hiperlipidemi ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisi nedeniyle
onemli olumsuz tibbi sonuglari vardir. Obezitenin gelisimi, yasam boyunca
adipositlerin stirekli olarak farklilasmasini gerektirir. Adipoz doku kitlelerindeki
degisiklikler, adipogenez adi verilen karmasik bir etkilesim siireci yoluyla olgun
adiposit boyutu/sayisindaki degisikliklerden kaynaklanir. Adipoz dokuda adipojenik
transkripsiyon faktorlerinin, adiposit proliferasyonunu ve farklilagsmasini azalttig

gosterilmistir (Yin ve ark., 2008).

Artan gida alimina veya azalan enerji harcamasina bagli pozitif kalori dengesi,
obezitede dnemli bir rol oynamaktadir. Ayni1 zamanda, yapilan calismalar karmagik

bir gen-gevre etkilesiminden kaynaklandigini gostermektedir (Tinkov ve ark., 2019).

Yag dokusu tiim viicut enerji dengesini diizenleyen 6nemli bir metabolik organdir.
Memelilerde beyaz yag ve kahverengi yag olmak {izere iki ana yag dokusu tiirii
bulunur. Her iki tip de enerjiyi hiicre i¢i lipid damlaciklarinda trigliserid olarak
depolar ve metabolik homeostazi etkileyen adipokinler adi verilen bir dizi hormon
salgilar. Beyaz yag dokusu (WAT) oncelikle ihtiya¢ aninda harekete gegirilebilen
yag1 depolarken, kahverengi yag dokusu (BAT) gidadaki kimyasal enerjiyi
baglanmamis  solunum  yoluyla 1siya  dondstiriir.  Peroksizomlar, lipid
metabolizmasina katkilarindan dolayr yag dokusu gelisimini ve fonksiyonunu

diizenleyebilir (Lodhi ve Semenkovich, 2014).

18



aigtether [ Co-activators
phospholipids
Adipogenesis genes
Lipid metabolism genes
Glucose h is genes

(N 4
[
Regulation of adipocyte differentiation and function

Other endogenous ' .
PPARYy ligands

Sekil 2.2. Peroksizomlar ve PPARY arasindaki iliski. PPARy, adiposit farklilasmasinin ana
diizenleyicisidir ve peroksizomlarda sentezlenen alkil eter fosfolipidler dahil olmak iizere
cok sayida endojen ligand tarafindan etkinlestirilir. PPARY, retinoid X reseptorii (RXR) ile
bir heterodimer olarak bulunur. Adipogenez, lipid metabolizmasi ve glikoz homeostazinda
yer alan genler dahil olmak tizere PPAR yanit elementlerini (PPRE) barindiran gok sayida
genin ekspresyonunu diizenler. Yapilan calismalar, PPARy'nin ayrica peroksizomal
biyogenezde yer alan genlerin ekspresyonunu diizenledigini gostermektedir (Lodhi ve
Semenkovich, 2014).

PPARy, ilk olarak adiposit farklilagmasi ve islevinin ana diizenleyicisi olarak
karakterize edildigi adipoz dokuda en yiiksek diizeyde ifade edilir (Hall ve
ark.,2020).

PPARY, adiposit biyolojisinin kilit diizenleyicisidir. PPAR, dogrudan DNA
baglanmasi ve sonraki transkripsiyon modiilasyonu i¢in zorunlu olan heterodimerler
olusturmak i¢in retinoid X reseptorii (RXR)’nii baglar. PPARYy agonistleri, obezite ile
iligkili insiilin direnci ve diger metabolik bozukluklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmasmna ragmen, ektopik asir1  PPARy stimiilasyonu adipogenezi

indiikleyebilir (Tinkov ve ark., 2019).

Niikleer reseptor PPARY, adiposit farklilagmasi ve islevi i¢in gereklidir. Farelerde ve
kiltlirlenis hiicrelerde yapilan ¢alismalar, PPARy’nin adiposit farklilagsmasi i¢in hem
gerekli hem de yeterli oldugunu gostermistir. Ayrica PPARy, yag depolama,

lipogenez, adipokin {retimi ve termojenez dahil olmak iizere g¢esitli adiposit
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aktivitelerinin transkripsiyonel kontrolii yoluyla tiim viicut lipid metabolizmasini ve
insiilin ~ duyarliligm1  diizenler. =~ Mikrodizilerle  birlestirilmis  kromatin
immiinopresipitasyon (ChIP) tahlilleri kullanilarak PPARY diizenleyici elementlerin
genom capinda haritalanmasi, adipositlerde birka¢ bin farkli PPARy baglanma
bolgesi ortaya ¢ikardi. PPARy’nin adipositlerde bu kadar fazla geni
diizenlemesindeki bir olasilik, PPARy’nin ¢oklu endojen ligandlar tarafindan aktive
edilmesi ve bunun da gen alt kiimelerini kontrol eden farkli transkripsiyonel Kko-
aktivatorleri ile galismasidir. PPARY, ¢esitli agonistlerle etkilesime girebilen biiyiik
bir ligand baglama cebine sahiptir. Baslangigta diyabet ilaclar1 tiyazolidindionlarin
hedefi olarak tanimlanan PPARy, transkripsiyonel aktivite iizerinde degisken

etkilerle birkag farkli lipidi baglar (Lodhi ve Semenkovich, 2014).

Yapilan baz1 caligmalarda, PPARy reseptoriiniin insiilin direnci iizerinde olumlu
etkileri oldugu gosterilmistir. Bu reseptoriin lipotoksisitede koruyucu bir rol
oynadigini diislindiirmektedir. Bu nedenle, adipoz dokuda PPARY gen ekspresyonu

ile insiilin direnci arasinda ters bir korelasyon mevcut olabilir (Torres ve ark., 2022).

PPARy, karaciger, yag dokusu ve iskelet kasi dahil olmak iizere ¢esitli organlar
tizerinde lipid homeostazini diizenler. PPARy agonistleri, farkli kemirgen ve primat
modellerinin yani sira dislipidemili insanlarda HDL kolesteroliin plazma diizeylerini
yiikseltir ve LDL kolesterol, trigliseridler ve serbest yag asitleri diizeylerini diisiiriir.
PPARy, glikoneogenezi azaltir ve karacigerde glikoz alimini, glikojen
depolanmasini, glikolizi, pentoz fosfat yolunu ve lipogenezi artirir. Son yillarda
PPAR’larin fizyolojik fonksiyonlar1 ve etki sekli hakkindaki bilgiler 6nemli 6lglide
artt1. Bu da yeni PPAR hedefli tedavilerin gelistirilmesine yardimer olacaktir (Gross
ve ark., 2017).
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2.14. EPIGENETIK

Epigenetik terimi, genler ve ¢evre arasindaki baglantiyr agiklamak igin 1942’de
Condrad Hal Waddington tarafindan kullanilmistir. Epigenetik, DNA sekansinda
herhangi bir degisiklik gerektirmeyen ve bir fenotipi belirleyen c¢evresel etkiler
kiimesi olarak tanimlanabilen, kararli ve kalitsal gen diizenleme mekanizmalarinin
incelenmesidir. Ug ana epigenetik mekanizma bulunmaktadir: DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve kodlayici olmayan RNA’larin diizenleyici molekiillere
baglanmasidir. Bu mekanizmalar, DNA dizisini degistirmeden dogru hiicresel
durumu saglamak i¢in gen ekspresyon durumlarini modiile eder (Porcuna ve ark.,
2021). Yapilan ¢aligmalar, genomun %?2’sinden daha azinin proteinlere gevrildigini,
biiylik cogunlugun protein kodlama kapasitesi olmayan transkriptlere yol agtigin

gostermektedir (Morlando ve ark., 2014).

Gen ekspresyonu, transkripsiyon ve translasyondaki mRNA ve protein seviyelerinde
hiicreden hiicreye varyasyonlara yol acan bir siiregtir (Raj ve Oudenaarden, 2008).
LncRNA’lar, genomik ve epigenomik siirecler tizerine insa edilmis supragenomik bir
kontrol katmani saglayarak, transkripsiyondan protein modifikasyonuna kadar bircok
gen diizenleme seviyesini modiille eder. LncRNA’larin, transkripsiyonel
fonksiyonlarla etkilesime girerek ve baskilayarak veya aktive ederek transkripsiyonel

stirecleri etkiledigi ortaya ¢ikmistir (Herman ve ark., 2022).

2.15. Kodlamayan RNA’lar

Kodlamayan RNA’lar, proteinlere cevrilmeyen ancak bunun yerine hem DNA
seviyesinde transkripsiyonel olarak hem de transkripsiyon sonrasi olarak mRNA
seviyesinde gen ekspresyonu diizenlemesinde oOnemli roller oynayan RNA
molekiilleridir. Epigenetik ile ilgili olarak en ¢ok calisilan ncRNA’lar, mikroRNA’lar
ve IncRNA’lardir (Porcuna ve ark., 2021).

2.15.1. Uzun Kodlamayan RNA

LncRNA’lar, >200 niikleotid uzunlugunda olan RNA transkriptleridir. RNA
polimeraz II tarafindan kopyalanirlar ve mRNA’lara benzer sekilde poliadenilasyona
ugrarlar. Bununla birlikte, IncRNA’lar islevsel acik okuma ¢ercevelerinden

yoksundur ve bu nedenle kodlama potansiyelleri sinirlidir. mRNA’lar ile
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karsilastirildiginda, IncRNA’lar daha diisiik seviyelerde eksprese olma egilimindedir.
Adipoz dokuda IncRNA’larin ifadesi disiiktiir ve depoya Ozgilidiir. Ayrica,
IncRNA’lar niikleer veya sitozolik fraksiyonlar i¢inde bulunur ve IncRNA
fonksiyonlarinin ¢esitliligini ve karmasikligini1 belirleyen heterojen yapilara sahiptir.
LncRNA’lar DNA, RNA veya proteinlerle etkilesime girebilir ve kromatinin
epigenetik durumunu, gen ekspresyonunu, doku gelisimini ve timor olusumunu

diizenleyebilir (Wang ve ark., 2022).

Adipogenezisin molekiiler diizenlemelerini ortaya c¢ikarmaya yonelik Onemli
ilerlemelere ragmen, adipoz gelisiminin diizenleyici mekanizmasi hakkindaki bilgiler

temel diizeydedir (Wei ve ark., 2016).

LncRNA’lar genellikle RNA polimeraz II transkripsiyonu ile molekiiller halinde
tiretilir. Cogu durumda poliadenilathidir. Genellikle kotii bir sekilde korunurlar ve
hizla yenilenmeye yatkindirlar. LncRNA’larin kiiclik bir kismi fonksiyonel olarak
karakterize edilmis olsa da, dahil olduklar1 bilinen biyolojik siireglerin aralig
artmaktadir ve bu siireclerin birgogunun hastalikta 6nemli etkileri vardir (Morlando
ve ark., 2014). LncRNA’larin obezitenin gelismesinde 6nemli bir rol oynadigi

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Ammar ve ark., 2022).

2.15.2. LncRNA Tarafindan Lipid Metabolizmasinin Diizenlenmesi

Genellikle normal lipid metabolizmasi, sayisiz fizyolojik siirecin homeostazinin
korunmasina yardimci olur. Ancak anormal lipid metabolizmasi, lipid birikimine
neden olarak obeziteye yol agabilir ve bu bulgu, lipid metabolizmasinin obezite
sendromlari ile yakindan iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, IncRNA’lar,
RNA / DNA / protein ile etkilesime girerek lipid metabolizmasini diizenleyebilir ve

boylece lipid homeostazini etkileyebilir.
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Sekil 2.3. LncRNA aracili lipid metabolizmasimin sematik sekli. LncRNA, lipidle iligkili
proteinleri, genleri ve enzimleri diizenleyerek lipid metabolizmasini modiile eder. AS-
IncRNA tarafindan epigenetik diizenlemenin, lipogenez ve metabolik hastalikta yer aldig
goriilmektedir. Her renkli ¢izgi, diizenleyici bir yolu temsil eder. AS-IncCRNA: antisens
INcCRNA,; BAT: kahverengi yag dokusu; FFA: serbest yag asidi; INCRNA: uzun kodlamayan
RNA; WAT: beyaz yag dokusu (Lu ve ark., 2021).

LncRNA’lar, adipoz dokuda lipid metabolizmasini diizenleyebilir, lipid ile iliskili
genlerin epigenetik modifikasyona neden olabilir, lipid ile iliskili genlerin,
proteinlerin ve enzimlerin ekspresyonuna aracilik edebilir ve lipid sinyal yollarinin
diizenlenmesini icerebilir. Epigenetik mekanizmalar, IncRNA’lar tarafindan lipid
metabolizmasinin diizenlenmesine yonelik ¢alismalar, obezite tedavisine epigenetik

modifikasyon perspektifinden yeni bir 151k tutabilir (Lu ve ark., 2021).

2.15.3. LncRNA Tarafindan Kolesterol Metabolizmasinin Diizenlenmesi

Kolesterol metabolizmas1 bozuklugunun obeziteye yol agtig1 bilinmektedir. Yapilan
caligmalar, saglik ve hastalik donemleri sirasinda kolesterol ve trigliserid
metabolizmasini degistirerek lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde IncRNA’larin

rollerini gostermiglerdir.
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Sekil 2.4. LncRNA aracili kolesterol metabolizmasinin sematik modeli. LNCRNA,
proteinlerle kombinasyon halinde, safra asidi sentezinde yer alan genlerin yani sira kolesterol
atilimini, taginmasini veya biyosentezle ilgili genleri diizenleyebilir. AS-IncRNA, kolesterol
birikimi ile iliskili sens mRNA'y1 dogrudan diizenleyebilir. Her renkli ¢izgi, diizenleyici bir
yolu temsil eder. BA: safra asidi; BABR: BA biyosentezinin baskilayicisi; INCRNA: uzun
kodlamayan RNA; mRNA: mesajct RNA; Ox-LDL: oksitlenmis diisiik yogunluklu
lipoprotein (Lu ve ark., 2021).

LncRNA, proteinlerle kombinasyon halinde, kolesterol atilimini, taginmasini ve

biyosentez ile ilgili genler ile safra asidi sentezinde yer alan genleri diizenleyebilir.

Kolesterol ile ilgili genlerin, proteinlerin ve enzimlerin IncRNA diizenlemesi,
kolesterol birikimi, hiicre i¢i tasima ve atilim yoluyla kolesterol homeostazina

katkida bulunur.

2.15.4. LncRNA Tarafindan Glikoz Metabolizmasinin Diizenlenmesi

Glikozun ¢ogu tiirde hiicreler i¢in temel enerji kaynagi olarak hizmet eden yliksek
enerjili bir karbonhidrat oldugu bilinmektedir. Glikoz seviyeleri, organizmalardaki
enerji istegini karsilamak igin kontrol edilmektedir. Bu nedenle, glikozun
metabolizmadaki temel rolii goz oniine alindiginda, metabolik bozukluklar obeziteye

yol acabilmektedir.
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Sekil 2.5. LncRNA aracili glikoz metabolizmasinin sematik modeli. LncRNA, adacik
hiicresi gelisimini etkileyerek, glikokinaz ve diger glikoz metabolizmas: ile ilgili genleri
diizenleyerek glikoz homeostazin1  diizenleyebilir. LncRNA tarafindan epigenetik
diizenlemenin glikoneogenez, glikoz tiketimi, glikoz alimi ve glikojen tiretimi gen
ekspresyonunda yer aldigi gortilmektedir. Her renkli ¢izgi, diizenleyici bir yolu temsil
eder. Glikoz ve yiiksek yag, IncRNA'nin ifadesini etkileyebilir. INCRNA: uzun kodlamayan
RNA (Lu ve ark., 2021).

LncRNA, adacik hiicresi gelisimini etkileyerek ve glikokinaz ile diger glikoz
metabolizmasi ile ilgili genleri diizenleyerek glikoz homeostazin1 diizenleyebilir.
LncRNA tarafindan epigenetik diizenlemenin; glikoneogenez, glikoz tiretimi, glikoz
alimi ve glikojen tiretimi gen ekspresyonu ile ilgili oldugu goriilmektedir (Lu ve ark.,

2021).

2.16. PPAR v ve LncRNA

Cesitli  biyolojik fonksiyonlarda ncRNA aracili  epigenetik transkripsiyon
diizenlemesine artan bir ilgi vardir. Calismalar, IncRNA’nin bir alt kiimesinin,
kromatin ile etkilesim yoluyla kromozomal alanlardaki c¢oklu genlerin
transkripsiyonunu epigenetik olarak diizenledigini gostermektedir (Yang ve ark.,
2018).

Memeli genomlarinin %?2’sinden daha az1 proteinlere ¢evrilirken, genomik DNA’nin

yaklagik yarisi ila iigte ikisinin yaygin olarak kopyalandigi tahmin edilmektedir.
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Insan DNA elementlerini siniflamaya yonelik ENCODE projesi, insan genomunun
%75’inin kodlayict olmayan RNA’ya kopyalandigimi ortaya ¢ikardi. Bununla
birlikte, ncRNA’lar evrim sirasinda zayif bir sekilde korunmustur. LncRNA’lar,
200°den fazla niikleotide sahip, genellikle poliadenilath ve islevsel acgik okuma
gergevelerinden yoksun oOzgiin bir transkript smifidir (Chen ve ark., 2017).
LncRNA’lar, DNA, RNA ve proteinler ile etkilesime girerek kromatin yapisini,
islevini, genlerin transkripsiyonunu modiile edebilir ve translasyonunu etkileyebilir

(Statello ve ark., 2021).

200°den fazla niikleotidden olusan IncRNA’lar, adiposit farklilasmasina aracilik
etmek gibi cesitli biyolojik islevleri yerine getirir (Zhang ve ark., 2022).
LncRNA’lar, bircok gelisimsel baglamda diizenleyici rol oynarlar ve metabolik
bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser gibi bircok hastalik ile
iligkilendirilirler. Bununla birlikte, IncRNA’larin rolii ve adipogenezdeki diizenleyici
mekanizmalar1 konusunda hala cevaplanmamis birgok sorun vardir (Liu ve ark.,

2017).

LncRNA’lar, sitoplazmada sinyal iletim yollarini, translasyon ve transkripsiyon
sonrast gen ekspresyonunu diizenler. LncRNA’lar lokalizasyonuna bagli olarak
cesitli metabolik yollarda yer alir. Son yillarda, c¢ok sayida IncRNA, farkl
organizmalarda adipogenez diizenleyicileri olarak tanimlanmistir (Corral ve ark.,
2022). Yiksek verimli dizileme teknolojisi ile yapilan caligsmalar, artan sayida
IncRNA’nin adipogenezde yer aldigini ve adipoz gelisiminin diizenlenmesinde 6nem

tagidigin1 gostermistir (Wei ve ark., 2019).

Adipositlerde IncRNA’nin ekspresyon paternleri arastirilmig ve 175 IncRNA’nin,
adipogenez sirasinda 6zel olarak diizenlendigi tespit edilmistir. Bunlarin bir kismu,
adiposit farklilagmasi sirasinda kodlayict genleri aktive eden veya baskilayan
transkripsiyon faktorlerinin kontrolii altindadir. Adipogenez sirasinda tanimlanan
IncRNA’larin ¢ogu, metabolik fonksiyonlar1 ve enerji homeostazini diizenleyen

PPAR'’lara dahil olur veya baglanir (Silva ve ark., 2018).

LncRNA’larin, gen ekspresyonu ve kromatin konformasyonunun diizenlenmesi dahil

olmak Ttizere bir¢ok biyolojik siiregte rol oynadigi bilinmektedir. LncRNA’larin,
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PPARy’nin promotdr bolgesi veya transkripsiyon faktorleri ile dogrudan etkilesime
girebilecegi ve boylece PPARy’nin transkripsiyonel seviyelerini etkileyebilecegi
varsayilmistir (Li ve ark., 2018).

Yapilan ¢aligmalar sonucu, Lnc-U90926°nin sitoplazmada yer aldig1 ve beyaz adipoz
dokuda eksprese edildigi bulunmustur (Zhang ve ark., 2022). Lnc-U90926’nin asir1
ekspresyonu, PPARy’nin transaktivasyonunu inhibe ederek 3T3-L1 adiposit
farklilagsmasini azaltmistir. Farelerde ve insanlarda artan kahverengi yag dokusu

termojenezi obeziteyi iyilestirebilir (Zhang ve ark., 2020).

PPARy promotoriiniin metilasyon durumu, adipogenez ve obezite sirasinda
karakteristik degisikliklere ugrar. PPARy promotdr metilasyonu, fare hiicre dizisi
3T3-L1’in preadipositlerinde diisik PPARy ekspresyonu ile iliskilidir ve
preadipositlerin olgun adipositlere farklilagmasina, PPARy protein ekspresyonu
arttikca ilerleyici PPARy promotér demetilasyonu eslik ederken, PPARy
ekspresyonu azaldik¢a artan PPARy metilasyonu obezite ile ters etki ile iliskilidir
(Porcuna ve ark., 2021).

Fare modelleri, Lnc-U90926’nin asir1  ekspresyonun 3T3-L1 adipositlerinin
farklilasmasini azalttigini, lipid birikimini inhibe ettiini ve PPARy2 seviyelerini
diistirdligiinii  ortaya c¢ikarmistir. Cogu Lnc-U90926 sitoplazmada oldugundan,
PPARY2 ise ¢ekirdekte oldugundan, Lnc-U90926’nin dogrudan PPARY2 promotorii
ile etkilesime girmesi olas1 degildir. Spesifik mekanizmanin daha fazla arastiriimasi
gerekmektedir. LncRNA, adiposit farklilagmasini diizenleyen ve bdylece obez

hastalar1 tedavi eden farmakolojik bilesikler gelistirmek i¢in kullanilabilir (Zhang ve
ark., 2022).

Bir ¢alismada IncRNA steroid reseptorii RNA aktivatoriiniin, adipogenez iizerindeki
etkisini, PPARY ile iligski kurarak ve PPARG bagimli raportér gen ekspresyonunu
birlikte aktive ederek gosterdigini bildirmistir (Chen ve ark., 2017).

Caligmamizda, PPARy’ nin regiilasyonunu diizenledigi kanitlanmis olan Lnc-U90926
geninin  insan  ortologunu  (Lnc-LOC105377284)  Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu) ve NCBI  Blast  (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov)

kullanilarak bulunmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 Poliklinigine bagvuran 67 goniilli bireylerden alinan kan ornekleri,
(Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 2022/588 karar numarasi
ile onay alinarak) kullanilmistir. Alinan kan 6rneklerinden hedefledigimiz genlerin
analizi Betiil Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK) biinyesinde

bulunan Genom biriminde yapilmustir.
3.1.GERECLER

3.1.1. Sarf Malzemeler

Sarf malzeme olarak RNA Isolation Reagent (Qiagen Cat No: 79306, 200 ml),
Kloroform, Izopropanol, Etil Alkol, cDNA Master Mix (Bio-Rad Cat No: 1708891,
100 reaksiyon), SYBR Green Master Mix (Bio-Rad Cat No: 1725271, 500
reaksiyon), Light Cycler 480 96- Multiwell Plate, 10 ul - 100 pl - 1000 pl filtreli
pipet uglari, ependorf (1,5 ml’lik) kullanilmistir.

3.1.2. Demirbas Malzemeler

Demirbas malzemesi olarak Gilson mikropipet, sogutmali santrifiij, Sensquest
Labcycler PCR cihazi, Roche LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazi, +4°C
blok, Shimadzu-Biotech Bio-Spec Nano Sprectrophotometer, Siemens buzdolab1 ve

Biosan spin kullanilmistir.

3.2. YONTEMLER

Bu calismada Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji Poliklinigine

bagvuran bireylerden alinan kan 6rneklerinin analizi Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok



Hiicre Merkezi’'nde yapilmistir. Calismamiza dahil edilen bireyler BKi’lerine gore 4
gruba ayrilmistir. 18 yas iisti BKi’lerine gore normal (18,5-24,9 kg/m?, 17 kisi),
fazla kilolu (25-29,9 kg/m?, 16 kisi), obez (30-39,9 kg/m?, 20 kisi), ve morbid obez
(>40 kg/m?, 14 kisi) olmak iizere 4 farkli grup bulunmaktadir. Géniillii bireylerden
alinan kan oOrneklerinden, PPARy ve LOC105377284 gen ekspresyon seviyeleri
analiz edildi.

3.2.1. Kan Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Alinan kan oOrneklerinden total RNA izolasyonu yapmak igin, calismaya goniillii
olarak katilan 67 bireyden 2 ml EDTA’l tiiplere alinan periferik kan ornekleri
kullanilmistir. Orneklerden alman 500 pl kanin iistiine 500 pl trizol (Qiagen Cat No:
79306) eklenerek vorteks edilip 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha
sonra 200 pl kloroform eklenip yeniden vorteks edilerek 5 dakika daha oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. +4°C sicaklifa ayarlanmis olan sogutmali santrifiijde
12000 g’de 20 dakika santrifiij edilmistir. 20 dakikanin sonunda 6rneklerde olusan
iist faz yeni bir 1.5 ml’lik tiipe alinarak {izerine aldigimiz iist faz kadar izopropanol
eklenmistir. Ornekleri birkag tur alt-iist ettikten sonra en az 1 saat bekletmek kosulu
ile -20 °C’deki dolaplara kaldirilmistir. Bekleme asamasindan sonra +4 °C, 12000
g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij tamamlandiktan sonra pelletin iistiindeki
siipernatant kistm dokiiliip pelletin lizerinde %75’°lik etil alkol eklenmistir. Daha
sonra +4 °C, 7500 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlanmistir.
Alkol ile yikama igleminden sonra siipernatant kisim atilmistir. Dipte kalan alkol kisa
bir spin yapilip pipet yardimi ile ¢ekilip kurumaya birakilmistir. Sonrasinda pelletin
iizerine 30 ul Niikleaz Free Water eklenerek pellet resiispanse edilmistir. Ornekler
10-15 dakika kadar buz icerisinde bekletilmistir. Daha sonra konsantrasyonlarinin

Ol¢timii BioSpec-nano (Shimadzu) cihazinda yapilmstir.
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3.2.2. cDNA Eldesi
cDNA sentezi igin IScript cDNA sentez kiti (Bio-Rad, Cat No: 1708891)
kullanilarak RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapilmuistir.

Her bir 6rnek i¢in
Reaction Mix 4 ul
Reverse Transkriptaz 1 pl
dH,0 Degisken
RNA Degisken

cDNA sentezinde her bir 6rnek icin tabloda verilen miktarlarda reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim her bir tlipe 5 pl olarak dagitilmistir. Daha
sonrasinda, RNA 6rnekleri ve dH,O miktar1 hesaplanip tiiplere dagitilmistir. Islem

bittikten sonra, asagidaki programa gore PCR cihazinda cDNA sentezi yapilmistir.

Tablo 3.1. PCR Programi

25°C 5 dakika
46 °C 20 dakika
95 °C 1 dakika
4°C 0

3.2.3. mMRNA Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Real-Time PCR yontemi kullanilarak Roche LightCycler LC480 cihazi ile cDNA
orneklerinde, PPARy ve LncRNA- LOC105377284 genlerine ait primerler
kullanilarak mRNA ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. Ekspresyon seviyelerinin
belirlenebilmesi i¢in SYBR Green 1 Master Mix (Bio-Rad, Cat No: 1725271) Kkiti
kullanilmistir. Tabloda belirtilen miktarlarda reaksiyon mix hazirlanarak her bir

ornek icin plate kuyucuklarina dagitilmistir.

Icindekiler Miktar (uL)
SYBR Green Master Mix 5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Nuclease Free Water 2
cDNA 2

30




Hazirlanan karisim kuyucuklara 8 pl olarak dagitilmistir ve tizerlerine 2 pl 1/10
oraninda sulandirilmis olan ¢cDNA oOrnekleri eklenmistir. Son olarak plate’in iizeri
seffaf kapatici olan seal ile kapatilmistir. Plate Roche LightCycler LC 480 1l Real-
Time PCR cihazinda reaksiyonun ger¢eklesmesi saglanmistir. House-Keeping gen

olarak GAPDH kullanilmigtir. Her 6rnek iki kez ¢aligilmustir.

Tablo 3.2. Primer Sekanslari

Gen Ad1 Primer Sekansi (5°-3’) ™m

PPARYy F | CTGCCAGTTTCGCTCCGTGGA 64 °C
PPARYy R | TCATTTACACAATGCTGGCC 55°C
LOC105377284 | F | ACCTCTCTGTGCCTCAACTTC 60 °C
LOC105377284 | R | GAAGACGATGGCAGAGAGCA 59 °C
GAPDH F | CATTGCCCTCAACGACCACTTT 60 °C
GAPDH R | GGTGGTCCAGGGGTCTTACTCC 66 °C

Tablo 3.3. Real-Time PCR Programi

95 °C 5 dk

95 °C 10 sn

59 °C 10 sn 45 Déngii
72 °C 10 sn

95 °C 10 sn Meltmg
65 °C 1 dk Curve

95 °C

40 °C 30sn

Normalizasyon igin; cihazdan alinan hedef genlerimizin ve House-Keeping genin Ct

(cycle treshold) degerleri 2““CT ile hesaplanmustur.

3.2.6. istatistiksel Analizler
PCR sonuglar1 elde edildikten sonra deney gruplar1 arasinda karsilastirmalar

yapilmistir. Veriler iki farkli istatistiksel analiz yazilim ile analiz edilmistir. Grafikler
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ve gen ekspresyon analizleri Graphpad Prism 8.4.3 yazilimi ile degerlendirilmistir.
Gen ekspresyon seviyelerinin gruplar arasindaki iliski One Way ANOVA testi ile
degerlendirilmistir. Gruplarin kan testi ile belirlenen tahlil sonuglar1 ile genler
arasindaki iliskiler SPSS 16 yaziliminda lineer regresyon testi uygulanarak

degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak p < 0.05 anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda farkli BKI’lere sahip insanlarin kan drnekleri kullanilarak, lipid
ve glikoz metabolizmasinda gorevli PPARy ve gen ekspresyonunu diizenlemede
gorevli transkripsiyonel modiilatér olan Lnc-LOC105377284’nin  transkript

seviyeleri belirlenmistir.

* ¥k %k

254 I FEE |

20

PPARG mRNA
ekspresyon

%ﬁ fﬁ’ﬁg fb“ﬁ W d
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Sekil 4.1. Kanda PPARy mRNA seviyeleri

BKI: 25-30 kg/m® 4,82 + 1,53
BKI: 30-40 kg/m® 2,80 + 0,90
BKi: >40 kg/m® 16,58 + 5,2

(ns: p >0.05, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001).



PPARy gen ekspresyon seviyeleri BKi < 25 kg/m? grubuna gore degerlendirildi.
Gruplar arasinda kontrol grubu olan BKI < 25 kg/m? grubuna gére istatistiksel olarak

anlamli diizeyde PPARY geninin ekspresyon seviyesinin arttigr bulundu.

LOC105377284
ekspresyon

Sekil 4.2. Kanda LOC105377284 mRNA seviyeleri

BKi: 25-30 kg/m® 2,79+ 0,67
BKi: 30-40 kg/m® 3,60+ 0,51
BKi: >40 kg/m® 8,10 + 1,19

(ns: p >0.05, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001).

LOC105377284 gen ekspresyon seviyeleri kontrol olarak kabul edilen BKi<25
kg/m? grubuna gére degerlendirildi. Bu degerlere gore, BKi: 25-30 kg/m® grubunun
gen ekspresyonu, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
BKi 30-40 kg/m?® ile BKi >40 kg/m? gruplarinda kontrole gdre anlamli bir fark
bulunup, LOC105377284 seviyesinin arttigi bulundu. BKI: 25-30 kg/m? grubu ile
BKi >40 kg/m? grubu arasinda ve BKi: 30-40 kg/m? grubu ile BKi >40 kg/m? grubu

arasinda da gen ekspresyon seviyesinin arttig1 bulundu.
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Sekil 4.3. PPARy ve LOC105377284 genlerinin kontrol grubundaki (BKi < 25 kg/m?)
ekspresyon seviyelerinin goriintiisii

Amplification Curves

14.064
13.064
12.064
11.064
10.064

9.064

8.064

7.064
6.064
5.064
4.064]

Fluorescence (465-510)

7 —
v . /' / y,

3.064]

2.064
1.064
0.064

Sekil 4.4. PPARy ve LOC105377284 genlerinin BKI: 25-30 kg/m? grubundaki ekspresyon
seviyelerinin goriintiisii
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Sekil 4.5. PPARy ve LOC105377284 genlerinin BKi: 30-40 kg/m?® grubundaki ekspresyon
seviyelerinin goriintiisii
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Sekil 4.6. PPARy ve LOC105377284 genlerinin BKI > 40 kg/m? grubundaki ekspresyon
seviyelerinin goriintiisii
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Sekil 4.7. PPARy ve LOC105377284 genlerinin BKI ile arasindaki korelasyon seviyeleri

Regresyon analizleri sonucunda BKi, PPARy’ nin ekspresyonu iizerinde %77, Lnc-
LOC105377284’iin ekspresyonu iizerinde ise %46 etkilidir. BKi’deki artis PPARy’y1
77 birim, Lnc-LOC105377284’tii 300 birim etkilemektedir. Regresyon analiz
sonuglarimiza gore; BKI ile PPARy ve LOC105377284 arasinda pozitif korelasyon
oldugu bulundu. Korelasyon katsayisi r = 0,21°dir. Fakat bu korelasyon istatistiksel

olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.8. PPARy ve LOC105377284 genlerinin Total Kolesterol ile arasindaki korelasyon

seviyeleri

Analiz sonucuna gore, total kolesterol PPARy ve LOC105377284 genlerinin
ekspresyonlari iizerinde sirastyla %81 ve %46 oraninda etkiye sahiptir. Istatistiksel
olarak anlamli olan bu sonuca gore total kolesterol PPARy ve LOC105377284
genleri lizerinde 11,9 ve 231,7 birim etki etmistir. Regresyon analiz sonuglarimiza
gore; total kolesterol ve PPARy arasinda negatif bir korelasyon (r = -0,071)
bulunurken total kolesterol ve LOC105377284 arasinda da pozitif bir korelasyon (r
=0,07) bulunmustur ve bu korelasyon istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. Total
kolesterol diizeyindeki artts PPARy gen ekspresyon seviyesinde azalmaya neden

olurken, LOC105377284 gen ekspresyon seviyesinde artigsa neden olmaktadir.
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Sekil 4.9. PPARy ve LOC105377284 genlerinin HDL-K ile arasindaki korelasyon seviyeleri

Yapilan analiz sonucuna goére HDL-K, PPARy ve LOCI105377284 genlerinin
ekspresyon seviyeleri lizerinde sirasiyla %2 ve %15 oraninda etkilidir (p<0,001,
p<0,01). HDL-K, PPARYy ve LOC105377284 genleri iizerinde sirasiyla 22 ve 250
birim etkiye sahiptir. Regresyon analiz sonuglarimiza gore; HDL-K ve PPARy
arasinda negatif, HDL-K ve LOC105377284 arasinda pozitif bir korelasyon bulundu.
Korelasyon katsayilari sirasiyla r = -0,1440 ve 0,1792°dir. Bu korelasyon istatistiksel

olarak anlamsizdir.
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Sekil 4.10. PPARy ve LOCI105377284 genlerinin LDL-K ile arasindaki korelasyon

seviyeleri

Yapilan regresyon analizi sonucuna gére LDL-K, PPARy ve LOC105377284
genlerini ekspresyon seviyeleri iizerinde sirasiyla %2 ve %14,5 oraninda etkilidir.
LDL-K, PPARy ve LOC105377284 genleri lizerinde sirastyla 9 ve 162 birim etkiye

sahiptir ve istatistiksel olarak anlamlidir. Regresyon analiz sonuglarimiza gore;
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istatistiksel olarak LDL-K ve PPARy ile LDL-K ve LOC105377284 arasinda
anlamsiz negatif korelasyon (r =-0,01254 ve -0,02473) bulundu.
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Sekil 4.11. PPARy ve LOC105377284 genlerinin Trigliserid ile arasindaki korelasyon
seviyeleri

Yapilan analiz sonucuna gore trigliserid, PPARy ve LOC105377284 genlerinin
ekspresyon seviyeleri iizerinde sirasiyla %5 ve %18 oraninda etkilidir. Istatistiksel
olarak anlamli olan bu sonuca gore trigliserid, PPARy ve LOC105377284 genleri
tizerinde sirasiyla 7,6 ve 154 birim etkiye sahiptir. Regresyon analiz sonuglarimiza
gore; Trigliserid ve PPARy arasinda istatistiksel olarak anlamli, trigliserid ve
LOC105377284 arasinda istatistiksel olarak anlamsiz negatif korelasyon (r = -0,3207
ve -0,19) bulundu.
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Sekil 4.12. PPARy ve LOC105377284 genlerinin Vitamin D ile arasindaki korelasyon

seviyeleri

Yapilan analiz sonucuna gore Vitamin D, PPARy ve LOC105377284 genlerinin
ekspresyon seviyeleri iizerinde sirasiyla %17,6 ve %2 oraninda etkilidir. Istatistiksel
olarak anlamli olan bu sonuca gore Vitamin D, PPARy ve LOC105377284 genleri
lizerinde sirasiyla 83,5 ve 344 birim etkiye sahiptir (p < 0,001). Regresyon analiz
sonuglarimiza gore; Vitamin D ve PPARy arasinda istatistiksel olarak anlamsiz,
Vitamin D ve LOC105377284 arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon
(r =-0,20 ve -0,36) bulundu (p < 0,05).
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Sekil 4.13. PPARy ve LOC105377284 genlerinin Vitamin B-12 ile arasindaki korelasyon

seviyeleri

Yapilan analiz sonucuna gore Vitamin B12, PPARy ve LOC105377284 genlerinin
ekspresyon seviyeleri iizerinde sirasiyla %44 ve %11 oraninda etkilidir. Istatistiksel

olarak anlamli olan bu sonuca gore Vitamin B12, PPARy ve LOC105377284 genleri
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tizerinde sirasiyla 3 ve 7 birim etkiye sahiptir (p < 0,001). Regresyon analiz
sonuclarimiza gore; Vitamin B12 ve PPARy ile Vitamin B12 ve LOC105377284

arasinda istatistiksel olarak anlamsiz, pozitif korelasyon (r = 0,11 ve 0,17) bulundu.
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Sekil 4.14. LOC105377284 geninin Ferritin ile arasindaki korelasyon seviyesi

Yapilan analiz sonucuna gore Ferritin, LOC105377284 geninin ekspresyon seviyesi
iizerinde %31 oraninda etkilidir. Istatistiksel olarak anlamli olan bu sonuca gore
Ferritin, LOC105377284 geni tlizerinde 51 birim etkiye sahiptir (p < 0,05).
Regresyon analiz sonuglarimiza gore; Ferritin ve LOC105377284 arasinda

istatistiksel olarak anlamsiz, pozitif bir korelasyon (r = 0,12) bulundu.
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Sekil 4.15. PPARYy geninin Eozinofil ile arasindaki korelasyon seviyesi

Yapilan analiz sonucuna gore Eozinofil, PPARy geninin ekspresyon seviyesi
lizerinde %25 oraninda etkilidir. Istatistiksel olarak anlamli olan bu sonuca gore
Eozinofil, PPARy geni iizerinde 331 birim etkiye sahiptir. Regresyon analiz
sonuclarimiza gore; Eozinofil ve PPARYy arasinda istatistiksel olarak anlamli, negatif

bir korelasyon (r = -0,547) bulundu (p < 0,001).

43



8000 200000~
[ ]
° < _ °
5 6000 2 5 150000- .
> N >
2] g
< & 4000+ 8 g 100000 . °
o §_‘ ... 6 8_ * o N
< 2000 e’ Q¥ 50000 o .
® '.,_0_-':‘-—-—.""
0- 'm0 o0 oo 0 oot o )
I 1 I 1 1 [ I I 1 1
60 80 100 120 140 60 80 100 120 140
Aclik Kan Sekeri Aclik Kan Sekeri

Sekil 4.16. PPARy ve LOC105377284 genlerinin A¢lik Kan Sekeri ile arasindaki korelasyon

seviyeleri

Yapilan analiz sonucuna gore AKS (Aglik Kan Sekeri), PPARy ve LOC105377284
genlerinin ekspresyon seviyeleri iizerinde sirasiyla %5 ve %2 oraninda etkilidir. (p <
0,001). Istatistiksel olarak anlamlidir. Regresyon analiz sonuglarimiza gére; AKS ile
PPARy ve LOCI105377284 genleri arasinda istatistiksel olarak bir korelasyon

bulunmamaktadir.
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Tablo 4.1. Calisma gruplarinda incelenen parametreler

BKI <25 kg/m? | BKI: 25-29.9 | BKIi: 30-39.9 | BKI >40 kg/m’
kg/m? kg/m?
Ort = SD Ort = SD Ort = SD Ort+=SD

n 17 (%25,4) 16 (%23,9) 20 (%29,8) 14 (%20,9)
CINSIYET Kadm | Erkek | Kadin | Erkek | Kadin | Erkek | Kadin | Erkek

13 4 10 6 10 10 10 4

(%76,5) |(%23,5)|(%62,5) [ (%37,5)| (%50) | (%50) |(%71,5)|(%28,5)

YAS 32,6 35 34,25 34,9
KiLO 62,2 77 103,3 127
BOY 166 168,5 171 141,5
BKI 22,5 27 34,6 47
T.KOLESTEROL 159 168 195,5 185,5
HDL-K 55,6 47,6 45,3 44,9
LDL-K 81,1 99,9 117,1 110,7
TRiIGLISERID 81,3 102,3 157,1 148,2
25(0OH)D3 17,7 12,8 16,5 13,9
VITAMIN B12 251,1 366,75 298,8 322
FERRITIN 59,3 53,1 88,3 145,256
NOTROFIL 56,1 55,8 56 60,3
EOZINOFIL 1,9 2,2 1,87 1,7
MONOSIT 7.4 7.9 7.1 7,9
PPAR y 1,00 4,82+ 1,53 2,80 + 0,90 16,58 + 5,2
LOC105377284 1,00 2,79 + 0,67 3,60 £0,51 8,10+ 1,19

(BK1I <25 kg/m2 grubu saglikli kontrol grubudur. BKI: 25- 29.9 kg/m2, BKI: 30-39.9
kg/m2 ve BKI >40 kg/m2 gruplarinin gen ekspresyon seviyeleri kontrol grubumuza
gore hesap edildigi icin, PPARy ve LOC105377284 genlerinin BKI <25 kg/m2 grubu
icin ortalama degerlerini gérememekteyiz).
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5. TARTISMA VE SONUC

Obezite, bozuk bir enerji homeostazindan kaynaklanan anormal veya asir1 yag
birikimi olarak tanimlanir. Diinya ¢apinda siirekli artan epidemiyolojik bir profile
sahiptir. Bu nedenle, altta yatan mekanizmalar1 anlamak ve potansiyel terapotik
hedefleri belirlemek icin obezite ile ilgili yollarin daha fazla kesfedilmeye ihtiyaci
vardir (Ghanemi ve ark., 2020).

Obezite, geligmis iilkelerde daha sik goriilmekle birlikte, son zamanlarda gelismekte
olan iilkelerde de dramatik bir sekilde artmistir. 2030 yilina kadar ayni oranda devam
ederse, 2.16 milyar fazla kilolu ve 1.12 milyar obez kisiye yiikselebilir (Singh ve
ark., 2017).

Obezitenin halk saglig1 sonuglart goz oniine alindiginda, etiyolojisi ve patogenezinin

arastirilmasi gereklidir (King ve Skinner, 2020).

Genellikle kilo siniflandirmasi, bireyin beden kiitle indeksine gére yapilir. BKI, bir
kisinin agirligini ve boyunu hesaba katar ve viicut kiitlesinin 6l¢iisii olarak ol¢iilebilir
bir indeks saglar (Favieri ve ark. 2019). BKI, genel obeziteyi tanimlamak igin
kullanilan yaygm bir gostergedir (Chen ve ark., 2019). BKI ve klinik risk
faktorlerinin belirlenmesi yoluyla obezitenin uygun sekilde tanimlanmasi ve
siniflandirilmasi, kilo verme tedavisine baslamadan once atilmasi gereken Onemli
adimlardandir (Aronne, 2002). BKi’deki artis, daha yiiksek erken &liim riskine ve
daha diisiik bir yasam kalitesine yol agabilir (Favieri ve ark., 2019).



Obezite, kolesterol emilimini, sentezini, lipoprotein islenmesini etkiler ve hepatik
olarak kolesterol birikmesine neden olur (Mc Auley, 2020). Metabolik dislipidemi,
artmis LDL, dolasimdaki TG ve diisik HDL-K seviyeleri ile obezitenin klasik bir
ozelligidir (Curley ve ark., 2021). Sterol diizenleyici element baglayict proteinler
(SREBP), PPAR’lar, retinoid X reseptorleri (RXR) gibi c¢esitli kolesterole duyarlt
transkripsiyon faktorleri, kolesterol homeostazini korumak i¢in diizenleyici aglar
gelistirmektedir. Adipositlerdeki degisen kolesterol dengesinin, obez durumdaki
adiposit disfonksiyonunda 6nemli bir rol oynayabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur.
Adiposit disfonksiyonu ve kolesterol dengesizligi hakkinda ileri ¢alismalar, obezite

tedavisi i¢in yeni yollar sunabilir (Yu ve ark., 2010).

Kolesterol metabolizmasinda islevleri olan IncRNA’lar, trigliserid ve kolesterol
biyosentezi ve yag asitlerinin p-oksidasyonu gibi major lipid metabolizmasi
yollarinda yer alan genleri dogrudan hedeflemez. Bunun yerine, IncRNA
islevselliginde bilinen siire¢ olan IncRNA-mMiRNA-hedef mRNA’nin ekseni ile
karakterize edilmistir. Su anda, ¢esitli kolesterol ile ilgili hastaliklarin veya hastalik
riskinin teshisi, kanda HDL, LDL, trigliseridler ve kolesterol gibi lipid
fraksiyonlarinin konsantrasyonlarinin analiz edilmesiyle yapilmaktadir. Kolesterol ile
iligkili IncRNA’lar tanisal biyobelirtegler olarak gelistirilirse, IncRNA ¢esitli viicut
stvilarinda bulundugundan ve mRNA kadar stabil oldugundan daha dogru ve ayrintili
tan1 miimkiin olacaktir. Ayrica, kolesteroliin sentezinde ve metabolizmasinda yer
alan IncRNA’lar, insan viicudundaki kolesterol seviyelerini korumak i¢in potansiyel

terapotik hedefler olarak kullanilabilir (Lee ve ark., 2020).

Yaptigimiz ¢alismada PPARy ile total kolesterol arasinda negatif bir iligki
bulunmustur. HDL-K ile PPARY arasinda negatif, HDL-K ve total kolesterol ile
LOC105377284 arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur. LDL-K ile PPARY ve
LDL-K ile LOC105377284 arasinda negatif korelasyon goriilmektedir. Trigliserid ve
PPARy ile trigliserid ve LOC105377284 arasinda negatif bir korelasyon
goriilmektedir. Total kolesterol, HDL-K, LDL-K ve trigliserid yiiksek oldugunda
PPARY gen ekspresyon seviyesi diismektedir. HDL-K ve total kolesterol seviyesinde
gorilen artis LOC105377284 geninde de artisa neden olmaktadir. LDL-K ve
trigliserid seviyesindeki artis LOC105377284 geninde azalmaya neden olmaktadir.
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Obezite, artan T2DM riski ile iliskilidir. Yapilan bir ¢alismada, yiiksek aclik plazma
glikozunun normal kilolu kisilerde artan T2DM riski ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur (Zou ve ark., 2021). PPARy’nin adipoz doku ve iskelet kasinda glikoz
alimim artirarak insiilin duyarliliginda rol oynadigi bilinmektedir (Khalil ve ark.,
2023). Literatiirde aglik kan sekeri ve Lnc-U90926 geni ile iligkili bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada aclik kan sekeri ile PPARy ve LOC105377284 genleri

arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamaktadir.

Zhao ve ark. toplam 13.393 fazla kilo ve obez birey ile 26.621 fazla kilolu olmayan
kisi dahil olmak tizere 26 kesitsel ve vaka kontrol ¢alismasinin meta-analizini
yirlitmiislerdir.  Fazla kilolu olmayan grupla karsilagtirildiginda, obez
popiilasyonlarda serum demir ve transferrin degerlerinde Onemli Olclide farkl
oldugunu, ayn1 gruplar arasinda serum ferritin seviyesinde anlamli bir fark oldugunu

bulmuslardir (Purdy ve Shatzel, 2021).

B12 vitamin eksikligi temel olarak hayvansal gidalarin sinirli alimindan veya
vitaminin malabsorpsiyonundan kaynaklanmaktadir. Cesitli arastirmalar, B12
vitamini eksikliginin obez cocuklar ve ergenler, polikistik over sendromlu obez
kadinlar, obez gebe kadinlar gibi bireylerde daha yaygin oldugunu ileri siirmiistiir.
Bunula birlikte, serum B12 vitamini konsantrasyonlari ile obezite arasindaki iliskiye
iliskin daha onceki yapilan caligmalardan elde edilen bulgular tutarsiz olmustur.
Obezite durumunun B12 vitamini diizeylerini degistirip degistirmedigini veya
onceden var olan diisik serum B12 vitamini diizeylerinin obeziteye neden olup
olmadigini belirlemek zordur. Fakat serum B12 vitamini diizeylerinin obezite ile ters

iligkisi, B vitaminlerinin adipogenezdeki roliinii destekler (Sun ve ark., 2019).

Farelerde tanimli Lnc-U90926 geni ile ilgili, literatiire gore vitamin B12 ve ferritin
ile herhangi bir c¢alisma yoktur. Yaptigimiz calismada Lnc-U90926’nin insan
ortologu LOC105377284 geni ile vitamin B12 ve ferritin arasinda pozitif bir
korelasyon bulundu. Ayrica PPARy geni ile Vitamin B12 arasinda da pozitif bir
korelasyon bulunmustur. Vitamin B12 ve ferritin degerlerinde goriilen artis, PPARYy

ve LOC105377284 genlerinin ekspresyon seviyelerinde artisa neden olmaktadir.
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Yapilan caligmalarda obezite ve D vitamini eksikligi arasinda bir iliski bulunmustur.
Son 10 yilda D vitamini eksikligi ile antropometrik durum arasindaki iliski {izerine
yapilan c¢aligmalarin sayisinda bir artis olmustur. Hem obezite hem de D vitamini
eksikligi diinya genelinde 6nemli halk saglig1 sorunlari olarak kabul edilmistir. Bu D
vitamini eksikligi, ¢esitli kronik endokrin ve metabolik bozukluklarin etiyolojisini

olusturur (Santos ve ark., 2015).

Merchan ve ark. yaptigi bir arastirmaya gore, diisilk plazma D vitamini seviyeleri,
BKi’den bagimsiz olarak artan T2DM riski, hipertansiyon, dislipidemi ve metabolik
sendrom ile iligkilidir. PPARYy ile ilgili olarak, hem PPARYy’nin hem de D vitaminin
metabolik homeostazin bozulmasina engel oldugunu gostermislerdir (Merchan ve

ark., 2016).

Literatiirde D vitamini ile Lnc-U90926 geni ile iligkili bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Yaptigimiz ¢alismada PPARy ile LOC105377284 genleri ile vitamin D degerleri
arasinda negatif bir iliski bulduk. Vitamin D degerinde goriilen artis, PPARYy ve
LOC105377284 genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir.

Eozinofiller, periferik kan, dokularda bulunan graniilositik I6kositlerdir.
Eozinofillerin sayisi diyete bagli obezitenin yag dokusunda ve obez farelerde azalir

(Apostolopoulos ve ark., 2016).

Pek ¢ok ¢alisma eozinofillerin adipoz doku homeostazini korumada 6nemli rollere
sahip oldugunu gdstermektedir. Sistemik olarak yiikselen eozinofillerin, yiiksek yagl
diyet kaynakli obezitenin etkilerine kars1 koruma sagladigr goriilmiistiir. Bununla
birlikte, obezite sirasinda azalan adipoz doku eozinofil sayilarinin kilo kaybindan

sonra eski seviyelere doniip donmedigi incelenmemistir (Bolus ve ark., 2018).

Yapilan ¢alismalarda eozinofillerdeki azalma, artan kilo alim1 ve glikoz intoleransi
ile iliskilendirilmistir. Artan eozinofillerin viicut yagimi azalttigi goriilmiistiir (Calco

ve ark., 2020).

Yaptigimiz ¢alismada, eozinofil ve LOC105377284 geni arasinda lineer herhangi bir
iliski bulunmamaktadir. Fakat PPARy geni ile eozinofil arasinda negatif bir iligki
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bulduk. Yani eozinofil degerinde goriilen artis, PPARy geninin ekspresyon

seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir.

Notrofiller en ¢ok bulunan l6kosit tiiriidiir ve patojenlere karsi ilk savunma olan
bagisiklik sisteminde dnemli rol oynarlar. Obez hastalarda yiiksek diizeyde nétrofil
tiirevi proteinler ve dolasimdaki notrofiller {izerinde yiiksek diizeyde notrofil
aktivasyon belirtici CD66b ekspresyonu vardir. Yiiksek yagl bir diyetle beslenen
farelerde, adipoz dokuda nétrofil birikimi vardir ve nétrofil glikoz toleransina ve
artan instilin duyarliligina yol agmaktadir. Obez bireylerin nétrofilleri, zayif bireylere
kiyasla onemli Olgiide yiiksek stliperoksit salgisi gosterir. Notrofil siiperoksitler,
obezitede proinflamatuar bir duruma yol acan makrofajlar1 aktive ederek hiicrelerin
apoptozunda yer alir. Bu nedenle, nétrofiller obezitenin erken evrelerinde yag

dokusu iltihabia neden olurlar (Apostolopoulos ve ark., 2016).

Standiford ve ark. yaptigr bir ¢aligmada, hem insan hem de fare nétrofillerinin
PPARy mRNA ve proteini eksprese ettiklerini ve PPARy’nin nétrofil fonksiyonu
tizerinde, in vivo olarak gozlenen ndtrofil birikiminin zayiflamaya katkida
bulunabilecek, inhibe edici etkiler uyguladigini bulmuslardir (Standiford ve ark.,
2005).

Biz de ¢aligmamizda nétrofilin PPARYy geni iizerinde istatistiksel olarak anlamli %8
oraninda bir etkiye sahip oldugunu bulduk. Ayrica istatistiksel olarak anlamli olmasa
da aralarinda pozitif bir korelasyon vardir. Notrofil ile LOC105377284 geni arasinda
lineer bir iliski bulunmamistir. Noétrofildeki herhangi bir degisim LOC105377284
genini etkilememektedir.

Adipoz doku makrofajlari, obezitesi olan bireylerin adipoz dokusunda birikir ve
obezite ile iliskili kronik doku iltihabina, insiilin direncine ve T2DM’ye yol
acabilmektedir. Wouters ve ark. dolagimdaki monositlerin insan adipoz dokusunun
makrofaj igerigi ile iliskisini bildirmistir. Insan obezitesinde monosit hakkinda birkag
calisma mevcuttur. Rogagev ve ark. BKI ile monositlerin bir iliskisini bildiren bir
calisma yapmistir. Mattos ve ark. obez c¢ocuklarda artmis monosit sikligin
gostermistir. Poitou ve ark. obez bireylerde monositlerde bir genisleme ve artis

gostermistir (Friedrich ve ark., 2019).
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Yapmis oldugumuz ¢aligmada monositler ile PPARy ve LOC105377284 genleri
arasinda lineer bir iligki bulunmamaktadir. Monositteki degisim, PPARy ve

LOC105377284 genlerinin ekspresyon seviyelerini etkilememektedir.

Insanlarda obezite, enerji depolanmasini ve kalori alimini etkileyen cevresel etkilerin
ve genetik faktorlerin bir kombinasyonundan kaynaklanir (Fischer ve ark., 2023).
Obezitenin genetik yonleri, istah ve metabolizmanin kontroliinden sorumlu ¢esitli
genlerde mutasyonlara yol agmaktadir. Genler ve ¢evre arasindaki iliskiyi siirdiiren

metabolik hastaliklarin epigenetik parametreleri mevcuttur (Singh ve Kumar, 2017).

Epigenetik, DNA sekansindan bagimsiz olarak aktiviteyi diizenleyen ve mitotik
olarak stabil olan DNA c¢evresindeki molekiiler faktorleri ve siiregler igerir.
Epigenetik degisiklikler, genlerin ekspresyonunu ve genom aktivitesini degistiren
hem DNA hem de kromatin molekiiler modifikasyonlarini igerir (King ve Skinner,
2020).

Epigenetik caligmalar ve metabolik hastaliklarla iliskisi hala gen¢ bir arastirma

alanmidir, ancak ¢ok fazla ilgi ¢gekmekte ve hizla biiylimektedir (Ling ve Ronn, 2019).

Epigenetik, son zamanlarda pek cok fizyolojik ve patolojik siirecte gozlenen
degisikliklere agiklamalar getirmeye baslamistir. Epigenetik modifikasyonlarin
obezitedeki rolii giderek daha 6nemli hale gelmektedir (Mahmoud, 2022). Insan
genomunun yaklasik 100.000 IncRNA icerdigi tahmin edilmektedir. Bununla
birlikte, insan IncRNA’larinin yalnizca %35’inden daha azi fonksiyonel olarak
karakterize edilmistir. LncRNA’lar, IncRNA-DNA, IncRNA-protein ve IncRNA-
RNA kompleksleri olusturur ve kromozomal mimariyi organize edebilir.
Riboniikleoprotein komplekslerinin olusumunu kolaylastirir, gen transkripsiyonuna

ve transkripsiyon sonrast modifikasyona aracilik eder (Juni ve ark., 2022).

Yapilan c¢aligmalar, IncRNA’larin adipogenez, termojenez, lipid metabolizmasinda
onemli roller oynadigini gostermistir (Chen ve ark., 2018). Cok sayida IncRNA’nin
adipogenez diizenleyicileri olarak bilinmesine ragmen, adipoz metabolizmasini segici
olarak modiile eden IncRNA’larin bilgisi siirli kalmaktadir. Son zamanlarda, Lnc-
U90926’nin da adipogenezde engelleyici roller oynadig: bildirilmektedir (Shen ve
ark., 2019).
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Lnc-U90926, ekspresyonu 3T3-L1 hiicresinde adiposit farklilasmasi ile negatif

korelasyon gosteren bir adipogenez diizenleyicisidir (Corral ve ark., 2022).

LncRNA’lar obeziteye karsi miicadelede umut verici yeni bir terapodtik bir hale
getirilebilir. Bununla birlikte, IncRNA’larin adipoz doku displazisi, anormal lipid
metabolizmasi ve iligkili hastaliklardaki rollerine iliskin ¢aligmalar sinirhidir (Zhang
ve ark., 2021). LncRNA’lar metabolik epigenetik alanda yeterince arastirilmamis bir

alandir. Mevcut arastirmalarin ¢ogu kanserle ilgili konulardir (Zhang ve ark., 2022).

PPARy, yag asidi depolamasindaki ve glikoz metabolizmasindaki rolii nedeniyle
adipoz dokuda tanman tip II niikleer reseptdrdiir. Insiilin duyarliligini ve adiponektin
salimimini artirarak lipid alimina ve adipogeneze neden olur (Kokény ve ark., 2021).
Dikkate deger islevlerinden birisi, olgun adiposit fenotipinden sorumlu genlerin
ekspresyonunu koordine etmeyi igeren adipoz doku gelisimini diizenlemektir
(Farmer, 2005). PPAR’lar gesitli metabolik siireclerde 6nemli roller oynarlar, bu
nedenle metabolik sendromun tedavisi i¢in iyi bir hedef olarak kabul edilebilirler

(Sarhangi ve ark., 2020).

PPARYy yalnizca adipogenez i¢in 6nemli degil, ayn1 zamanda hem kiiltiirde hem de
farelerde farklilasmis durumun korunmasi i¢in de onemlidir. PPARy geninin
mutasyonlari, lipodistrofinin yani sira insanlarda hipertansiyon ve insiilin direnci gibi
diger metabolik hastaliklarla da iliskilendirilmistir. Adipogenez sirasinda PPARYy
ekspresyonunun diizenlenmesi kapsamli bir sekilde calisilmistir, fakat adipoz
olmayan dokularda ve hiicrelerde PPARY ekspresyonunun diizenlenmesi hakkinda

cok az sey bilinmektedir (Lee ve Ge, 2014).

Zhang ve ark., saglikli insanlarda yaptiklar1 bir ¢aligmada adipoz dokuda bulunan
100 IncRNA’dan 54’{iniin transkripsiyon baslangic bolgelerinin yakininda PPARYy

baglanma bolgelerinin barindirdigini bulmuslardir (Sun ve Lin, 2019).

Chen ve ark. preadiposit farklilagmas1 sirasinda IncRNA ekspresyonunu transkriptom
mikrodizi analizi ile degerlendirmislerdir. Mikroarray analizi sonucuna gore Lnc-
U90926’nin 3T3-L1 preadiposit farklilagsmasi sirasinda azaldigini bulmuslardir ve
PPARY2 ifadesi preadiposit farklilagmasi siiresince artmistir (Chen ve ark., 2017).
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Zhang ve ark.nin 3T3-L1 preadipositlerinde yaptiklar1 ¢alismada, Lnc-U90926’nin
ifadesinin kademeli olarak azaldigi ve Lnc-U90926’nin obez farelerin deri alt1 ve
karin yagindaki ifadesinin diisiik oldugu bulunmustur. Ayrica, Lnc-U90926’nin asir1
ekspresyonunun, 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasinda bir azalma ve PPARy2

adiposit farklilasmasi ile iliskili oldugunu bulmustur (Zhang ve ark., 2022).

Bu tez ¢alismasinda hem genetik hem de g¢evre etkili fazla kiloya maruz kalan
bireylerde, adipogenezin ana diizenleyicilerinden olan PPARYy geni ve adipogenezde
rol oynadigi bilinen farede tanimli olan Lnc-U90926 geninin insan ortologu olan
LOC105377284 geninin obezitedeki etkisinin arastiritlmasi amaclandi. Aslinda
amacimiz obeziteyi model olarak kullanip literatiirde etkisi kanitlanmis olan bir
genin (PPARY) aday olarak diisiindiigiimiiz LncRNA ile olan korelasyonuna bakip
ozellikle tedaviye direncgli obezlerde yeni bir hedef mi olabilir sorusunu arastirmakti.
Arastirma sonuglarimiza gore; bu verilerimiz, PPARy ve LOC105377284 genleri
arasinda bir iligki oldugunu ve bu iliskinin obezitede etkili olabilecegini ortaya
cikarmistir. PPARy ve LOC105377284 genlerinin, kontrol grubumuz olan BKI:
18.5-24.9 kg/m? grubuna gore diger 3 grubumuzda da ekspresyon seviyelerinde artis
bulundu. Ayrica, lipid, kolesterol, mikrobesin metabolizmasi, makrofaj hiicreleri

fizyolojisindeki degisimlerin de obeziteyi etkiledigi bulundu.

Sonug olarak, buldugumuz bu gen sonraki in-vivo Ve in-vitro ¢aligmalar i¢in énemli

bir hedef olarak goriilmektedir.
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