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ONSOZ

Biyolojik saatin canlilarin metabolizmas1 ve giinliik aktiviteleri iizerinde etkisi
oldugu bilinmektedir. Biyolojik saatlerden birisi olan sirkadiyen saatte meydana gelen
bozukluklarin basta obezite olmak iizere hipertansiyon, diyabetes mellitus ve kansere
neden olduguarastirmalarda gosterilmistir. Bu ¢alismada kontrollii olarak sirkadiyen
saat ritmi bozulan si¢anlarin fiziksel 6zellikleri, kan hemogram ve biyokimyasal
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1. GIRIS

Canlilarin fizyolojileri, metabolik aktiviteleri, davranis 6zellikleri ve hastaliklar
biyolojik saatlerinde meydana gelen degisimlere baghdir. Tiim canlilarin viicut
faaliyetleri belirli bir dongli ve diizen igerisinde gerceklesir. Yimidort saatlik
periyotlarla ger¢eklesen bu durum “biyolojik saat” olarak adlandirilir. Biyolojik saat
icinde en 6nemlisi de sirkadiyen ritimde meydana gelen degisimlerdir. Sirkadiyen ritm
24 saat icerisinde aydinlik ve karanliga bagli olarak gerceklesen olaylari kontrol eder.
Sirkadiyen ritmin metabolizma tizerinde nasil bir etki yaptigi 6ne ¢ikan bir konudur.
Bu tezde sirkadiyen ritm ile obezite arasinda meydana gelen iligki incelenmistir.
Calismamizda sirkadiyen ritmi kontrollii olarak bozulan sicanlarin mezenkimal kok
hiicre 6zellikleri ve gen ifadelerindeki degisimler analiz edilmistir. Olusturulan deney
gruplar1 gliniimiizde vardiya sistemiyle calisilan meslek gruplar1 6rnek alinarak
hazirlanmistir. A.U Etik kurulundan 2019-12-122/42 numarali izin alinarak bu tez
gergeklestirildi. Bu calismada toplam 4 deney grubu olarak diizenlendi:

Grup 1: (12 saat 1s1k: 12 saat karanlik) (kontrol);

Grup 2: (her 5 gilinde bir 6 saat faz ilerlemesi ile 24 saat aydimnlik-karanlik

cevrimleri (Gelismis);

Grup 3: (her 5 gilinde bir 6 saat faz gecikmeleri olan 24 saat aydinlik-karanlik
cevrimleri (Gecikmeli));

Grup 4: (her 5 giinde bir faz kaymasi olan 24 saat agik-koyu ¢evrimler, alternatif

faz ilerlemeleri ve gecikmeler (ileri-Gecikmeli).

Bu gruplardan alinan BMI, kan ve yag dokusu 6rnekleri ile adipozik mezenkimal
kok hiicre fiiretilmeye c¢alisilmistir. Ayrica deney gruplarindan elde edilen kan

ornekleri, yag ve karaciger dokusu incelenmistir.



1.1. Adipoz Dokunun Ozellikleri

1.1.1. Adipoz Dokunun Bilesenleri

Adipoz doku bilinen adiyla “yag dokusu”; lipidle dolu hiicrelerden meydana
gelen, etrafinda kollajen liflerin olusturdugu matriks, kan damarlari, fibroblastlar ve
immiin hiicreler bulunan gevsek bir bag dokusudur (Rexford ve ark., 2000). Adipoz
dokusu (yag dokusu), mezodermal kokenli kompleks bir dokudur. Adipoz doku eriskin
adipositler, preadipositler, fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri,
yerlesik monosit/makrofajlar ve lenfositler gibi bir ¢cok hiicreyi barindirir (A. Schiffler
ve ark., 2007; Zuk ve ark., 2001). Insanlarda dogum &ncesinde baslayan adipoz dokusu
olusumu insan yasami boyunca devam eder. Canlilarda olusan adipoz dokusu kilo

alindikca viicudun belirli bolgelerinde toplanmaya baslar.

Adipoz dokuya gelisimsel yonden bakildiginda; beyaz ve kahverengi doku
olmak iizere ikiye ayrilir (Ergiin ve ark., 2005; Prunet-Marcassus ve ark., 2006 ve
Rexford ve ark., 2000;). Beyaz adipoz doku (unilokiiler) rengini genellikle hiicre
icerisindeki yag damlaciklarinda ¢6ziinme yetenegi olan vitaminlerin varligina bagl
olarak alir. Icerigindeki karotenoidlere bagh olarak rengini alan doku, ¢iplak gozle de
gozlenir (Bourin ve ark., 2013; Park ve ark., 2014). Beyaz adipoz dokunun bilinen en
Oonemli gorevleri enerji depolamasi ve viicudun yakit ihtiyaci oldugu zaman yag asidi
salgilamasidir. Bu tip yag dokusu genellikle normal glukoz homeostazin1 saglamada

ve inflamatuar siireclerde gorev alir (Trayhurn ve ark., 2004).

Beyaz adipoz dokudan leptinin, anjiotensinojen, adipsin, asilasyon stimule edici
protein, adiponektin, retinol baglanma proteini, timor nekrozis faktor alfa, interlokin
6, plasminojen aktivator inhibitdr 1 ve doku faktorii salgilanir. Bu proteinlerin bir
kismi inflamatuar sitokinler, bir kismi1 lipid metabolizmasinda rol oynayan ve bazilari
ise vaskiiler homeostaz ve kompleman sistemine katilan proteinlerdir. I¢lerinden aclik
ve obezite ile iligskilendirilen Leptin; beyaz adipoz hiicreleri tarafindan salgilanan,

enerji dengesinde kritik bir rol {istlenen ve beyaz adipoz dokusuna endokrin 6zellik



kazandiran bir hormondur (Trayhurn ve ark., 2001). Beyaz adipoz doku viicutta
bulundugu yere gore siniflandirilir (Kim ve ark., 2016). Beyaz adipoz doku deri altinda
bulundugunda, subkutan yag dokusu olarak adlandirilir. Deri altinda subkutan olarak
bulunan beyaz adipoz doku temel adipoz dokudur. Diger yandan visseral beyaz adipoz
doku ise i¢ organlart sarmalar (Kim ve ark., 2016; Smorlesi ve ark., 2012;). Beyaz
adipoz dokusu, kahverengi yag dokusuna gore daha az sinir ve damar igerir. Visseral
beyaz adipoz doku ve temel adipoz doku arasindaki en 6nemli fark visseral beyaz
adipoz dokunun insiilin hassasiyetinde bozulma, tip 2 diyabetes mellitus ve diger
obezite gibi metabolik hastaliklarla iliskilendirilmesidir (Gaich ve ark., 2013; Smorlesi
ve ark., 2012).

Bir diger adipoz dokusu tipi olan kahverengi adipoz doku (multilokiiler),
igerisinde ¢ok sayida mitokondri bulundurmaktadir (Bourin ve ark., 2013; Park ve ark.,
2014). Kahverengi adipoz dokusunun gorevi enerjiyi besinden 1siya doniistiirmektir.
Bu adipoz doku tipi bebeklerin toplam viicut agirliginin %2’sini olusturur. Kahverengi
adipoz dokunun temel iki gorevi olan 1s1 tiretimi ve doku icerisinde depolanma siireci,
sempatik sinir sisteminin bir hormonu olan norepinefrin tarafindan kontrol
edilmektedir. Kahverengi adipoz doku tarafindan 1s1 iiretimi islevi, organizma ekstra
1s1ya ihtiya¢ duydugunda aktive olur. Bu duruma 6rnek olarak dogum sonrasi ve kis
uykusundan uyanma dénemi verilebilir. Kahverengi adipositler sitoplazmalarinda ¢ok
sayida mitokondri barindirarak, uncoupling Protein 1(UCP1) ifade ederler. Bu protein

UCP, titremesiz termogenezden sorumludur (Saely ve ark., 2010).

Baz1 beslenme sekilleri de kahverengi dokunun aktivasyonuna yol agabilir.
Ornegin; diisiik proteinli diyetler leptin bagimli adipoz dokusu depolanmasina yol
acar. Kahverengi adipoz doku aktive oldugunda doku i¢inde yiiksek miktarda yag ve
glukoz yakilir (Cannon ve ark.,2004). Eriskin bir insanda 50g kahverengi adipoz
dokusunun uyarilmasi ile gilinliikk enerji ihtiyacinin %20’si karsilanir (Cypess ve
ark.,2009). Gilinlimiizdeki ¢aligmalar; kahverengi adipoz dokunun oksidatif
fonksiyonu sayesinde bazal metabolizma hizin1 Onemli Jlgiide arttirdigini
gostermektedir. Bu durum enerji agi1g1 yaratarak viicut kitle endeksini (BMI) azaltir

(Saely ve ark.,2010). Kahverengi adipoz dokusunun degismedigi ve farkli bir adipoz



dokusu tipine doniismedigi kabul edilmektedir (Bourin ve ark., 2013; Park ve ark.,
2014).

1.1.2. Adipoz Dokunun Lokalizasyonu

Adipoz doku viicutta bircok bolgede bulunur. Beyaz adipoz doku derinin
subkutan katmani; kalp, bobrek ve sinir dokusunun ¢evresi; sar1 kemik iligi, meme
dokusu ve abdominal bosluk gibi bulunurken, kahverengi adipoz doku daha spesifik
bolgelerde yer alir. Yetigkinlerde, sirt bolgesinde, boyunda, omuzda ve omurga
etrafinda kiiciik bir katman olarak kahverengi adipoz doku bulunur (Stephens ve
ark.,2012). Eriskinlerde adipoz dokunun tiplerinin lokalizasyonu Cizelge 1.1.’de
goriilmektedir. Bebeklerde yag doku dagilimi incelendiginde daha yiiksek miktarda
kahverengi adipoz doku bulunur. Bebeklerdeki kahverengi yag dokusu daha ¢ok sirt

bolgesinde toplanmistir ve 1s1 tiretimi i¢in olduk¢a dnemlidir (Park ve ark., 2014).

Cizelge 1.1. Adipoz dokunun tiplerinin insan viicudundaki lokalizasyonu (Stephens ve ark.,
2012).

ADIPOZ DOKU

S 3

BEYAZ ADIPOZ DOKU KAHVERENGI ADIPOZ DOKU
Kraniofasial Boyun
Perikardial Paravertebral
Perirenal Supraklavikuler
Omentum Aksiller
Abdomen Suprarenal
Bagirsaklar
Kalga
Uyluk
Kemik iligi



1.1.3. Adipoz Dokudan Salgilanan Hormonlar

Adipoz doku sadece yag depolayan bir doku olarak diistiniilmemelidir. Bilindigi
gibi adipoz doku tiim metabolizmaya ile etki etmektedir (Kershaw ve ark.,2004). Bir
endokrin organ olarak adipoz doku bir¢ok hormonun sentez ve salgilanmasindan
sorumludur. Bu hormonlar besin alimi (leptin ve anjiotensin), insiilin duyarlilig1 ve
inflamatuar siiregler (tiimor nekroz faktorii alfa, interlokin 6, resistin, visfatin,
adiponektin) gibi viicudun en 6nemli mekanizmalarini kontrol ederler (Coelho ve
ark.,2013). 1990’1 yillarin ortasinda leptinin kesfi ile adipoz dokudan salgilanan

proteinlerin 6nemi ortaya ¢ikmistir.

Leptin, hipotalamustaki spesifik hormonlar iizerinde etkilidir. Bu sebeple istahi
arttiran ve azaltan etkilere sahiptir. Leptin bagirsaktan salgilanan noropeptid Y adi
verilen istah uyaricisini ve kanabinoid ndrotransmitter olan adandamini etkisiz hale
getirir. Bunun yani sira leptin bir istah baskilayicisi olan a-melanosit uyarict hormonun

sentezlenmesini de saglar (Ashwini ve ark.,2010).

Adipoz doku tarafindan sentezlenip salgilanan leptinin kesfi obezite tedavisi
konusunda biiylik birgelisim saglamistir. Prototip olarak adipositlerden salgilanan
lepitinin adi, Yunanca kokenli bir kelime olan ve ince anlamina gelen “leptos” tan
koken almaktadir. Leptin hormonu adipoz dokuyu sadece enerji depolayan bir organ
olmaktan ¢ikarip, bir endokrin doku 6zelligi kazanmasini1 saglamistir. Leptin, beyaz
adipoz dokudan salgilanir ve viicuttaki yag miktari ile dogru orantilidir. Diger
hormonlar gibi leptin de pulsatil diizende, sirkadiyen saat ritminde dongiide
sentezlenir ve salgilanir. Leptin seviyesinin farkliliklar1 adipoz dokuda enerji
depolanmast ve kalori alimindaki akut degisimlere neden olur (Kelesidis ve ark.,
2011). Leptin eksikligi olan kisilerde leptin replasmani, enerji dengesinin
kurulmasinda, glukoz homeostazinda, noroendokrin ve kognitif bozukluklarin
tedavisinde oldukga etkili olmustur (Farooqi ve ark.,1999; Farooqgi ve ark., 2002;
Licinio ve ark.,2004). Leptin geninde meydana gelen mutasyon ile inaktif olan leptin,
rekombinant insan leptiniyle normalize edildikten sonra yeme aligkanliklar1 diizelerek

kilo kayb1 engellenmistir (Wabitsch ve ark.,2015). Leptinin obez insanlarin



tedavisindeki yerini anlamak i¢in, leptin geninde herhangi bir mutasyon olmayan
insanlarin incelendigi bir¢ok klinik ¢calisma bulunmaktadir. Gastrik bypass ameliyati
geciren hastalarda dis kaynakli leptin tedavisi, kilo kaybiyla iligkili ya higbir etki
gostermemis ya da ¢ok az bir etkisi goriilmiistiir (Heymsfield ve ark.,1999; Lejeune
ve ark.,2003). Bu sonuglar obez hastalarin halihazirda bozuk olan leptin diizeylerinin
diizeltilmesi i¢in dis kaynakli leptin kullaniminin viicut agirligi diizenlenmesine etki
etmedigini gostermektedir. Calismalar g6z Onilinde bulunduruldugunda obez
hastalarda tedavi olarak leptin kullanim1 ¢ok etikili goriilmemektedir. Ancak aglik ve
doyum ile ilgili sorunlar1 olan hastalarda ise leptin kullanimi oldukga etkilidir

(Kissileff ve ark., 2012; Rosenbaum ve ark., 2008).

Leptin yag dokusundan salgilandigindan, yag dokusunda meydana gelen
herhangi bir problem leptin serum diizeyini de etkilemektedir. Dogumsal veya
kazanilmis yag dokusunun dagiliminda bozukluk (lipodistrofi), anormal veya hasar
gormiis adipoz dokuyla karakterize olur. Bu durum yag dokusunun depolanmasinda
bozuklukla seyreder. Kazanilmis yaygin dislipidemi insiilin direncine, hiperglisemiye
ve karaciger yaglanmasina sebep olabilir. Kazanilmis serum lipid diizeyindeki
bozukluga sahip hastalarin serum leptin seviyeleri diisiiktiir. Bu hastalarin tedavisinde

leptin kullanilmaktadir.

Bir¢ok c¢alisma tip 2 diyabetes mellitus tedavisinde leptin kullaniminin olumlu
sonug verdigini gostermektedir (Mittendorfer ve ark., 2011; Moon ve ark., 2011).
Ayrica, bu c¢alismalar leptin tedavisinin tip 1 diyabetes mellitus iizerinde etkili
olabilecegi da kanitlanmistir (Raskin ve ark., 1978). Bu bilgilerin yan1 sira Leptinin
puberte ve menstrual siklus iizerinde de etkisinin bulundugu bilinmektedir (Ashwini
ve ark.,2010). Leptin seviyesi puberte 6ncesi artmakta ve leptin seviyesinde meydana

gelen eksiklik pubertede gecikmeye neden olmaktadir (Yardimci ve ark., 2019).



1.2. Biyolojik Saat

Tim canlilarin yasamsal fonksiyonlarinin dogru zamanda gerceklestirilmesini
saglayan ve “biyolojik saat” adi verilen bir mekanizma bulunmaktadir (Senel ve
ark.,2008; Pfaff ve ark.,2018). Bu mekanizma, canlilarin bulundugu ortamdaki
degisikliklerden en az diizeyde etkilenmelerini ve yasadigi cevreye uyum
gostermelerini saglayarak hayatta kalma sanslarini arttirmaktadir. Biyolojik saat,
canlilarin belirli araliklarla tekrar eden ve yasadiklari cevreye adaptasyonlarini
saglayan fizyolojik olaylar1 kontrol eder (Breed ve ark., 2017). Canlilarin sahip
olduklart1 bu biyolojik saat sayesinde hiicrelerinin fonksiyonlari diizenlerler.
Biyolojik saatin kontrolii altinda hiicre artis1 veya azalisi, melatonin ve kortizol gibi
hormonlarin iiretilmesi, uyku — uyaniklik siiresi, viicut sicakliginin diizenlenmesi ve
tireme fonksiyonlarinin belirlenmesi gibi bir cok yasamsal olay gerceklesmektedir. Bu
baglamda dogadan ¢esitli 6rnekler verilebilir: Bitkilerin sonbahar ve kis mevsiminde
yapraklarmi dokmesi, cigekli bitkilerin bahar ve yaz mevsimlerinde ¢i¢eklenmesi,
kutup ayis1 ve sincap gibi hayvanlarin kis uykusuna yatmasi, havalar sogudugunda

kuslarin daha sicak iilkelere go¢ etmesi gibi daha bir¢ok olay saylabilir.

Dort ¢esit biyolojik saat vardir:

1- Ultradiyen saat

2- Infradiyen saat

3- Diurnal saat

4- Sirkadiyen saat



1.2.1. Ultradiyan Saat

Nabiz, yeme, icme, mide ve solunum hareketleri, REM ve REM olmayan uyku
donemleri gibi bir giinliik siire igerisinde birden fazla dongiisii olan ritmlerdir.
Ultradiyan saatin periyodu 24 saatten daha kisadir (Stupfel ve ark.,1991). Ultradian
saat genel olarak uyku arastirmalarinda 90-120 dakikalik uyku fazlar1 dongiisiinii

tanimlamak i¢in kullanilir (Ja ve ark.,2002).

1.2.2. infradiyan Saat

Menstrual dongii, erkeklerde testesteron salinim dongiisli ve mevsimsel afektif
bozukluk sendromu gibi periyodu, bir giinliik siireden daha uzun olan saat ¢esidine

infradiyan saat denir (Young ve ark.,2000).

1.2.3. Diurnal Saat

Bir giinliik yani 24 saatlik periyoda sahip olan biyolojik saat ¢esidine diurnal
saat ad1 verilir. Dongiiler endojen olmadikga, sirkadiyen ritm yerine diurnal ritm olarak

adlandirilir (Viaterna ve ark., 2001).

1.2.4. Sirkadiyen Saat

Periyodu 24 saat olan biyolojik saat c¢esidine sikadiyen saat adi verilir. Bir
biyolojik saatin sirkadyen saat olabilmesi i¢in belirtilmis olan 3 6zelligi karsilamasi

gerekir:

1-Oncelikle endojen serbest devinimli 24 saatlik bir periyot icersinde

gergeklesmelidir.



2-Cevresel uyarilar ile faz degistirebilmeli ve 24saatlik bir giine senkronize

olabilmelidir.

3-Sicaklik degisimlerini kompanze edebilmelidir (Johnson ve ark., 2004).

Sirkadiyen kelimesi (ing: circadian), latince kdkenli ‘circa diem’ kelimesinden
tiretilmistir. Circa diem kelimesi, giinliik ya da yaklasik bir giin anlamina gelmektedir.
Diinyada bulunan tiim canlilarda mevcut olan sirkadiyen saat, canlilarin bulunduklar
ortama uyum saglamak suretiyle hayatta kalmalarini temin eder (Bollinger ve ark.,
2014). Sirkadiyen ritim dinyanmn kendi ekseni etrafinda yaklagik 24 saat siiren
doniisiinlin canlilar iizerinde olusturdugu biyokimyasal, fizyolojik ve davranmigsal
ritimlerin tekrar edilmesi olarak da tanimlanmaktadir (Sozlii ve Sanlier, 2017).
Sirkadiyen saatin kontrol ettigi olaylarin basinda, uyku—uyaniklik diizeni gelmektedir

(Bollinger ve ark., 2014).

Canlilarda sirkadien saat ritmi genlerle ayarlanir ve bunlara saat genleri denir.
Memelilerde saat genleri suprakiazmatik niikleusda ifade edilir. Birgok saat geni
salimim bi¢iminde transkripsiyonel ve translasyonel seviyede ifade olur (Daan ve ark.,
2001; Nuesslein-Hildesheim ve ark., 2000). Saat genlerinin ifadesi sadece
suprakiamastik niikeusta degil bircok dokuda gerceklesir (Albrecht ve ark.,1997; Sun
ve ark., 1997). Sirkadiyen genlerinin ifadesi periferik organlardan hiicre kiiltiiriine
kadar bir¢ok durumda meydana gelir. Bu durum sirkadiyen ritmin bir hiicre veya hiicre
tipine Ozgii olarak gerceklesmedigini gosterir (Balsalobre ve ark., 2000).
Organizmadaki bir¢ok olay Tlzerinde sirkadiyen ritmin etkileri bulunmaktadir.
Ornegin; Pocock ve arkadaslarmin (1989), 7685 orta yash saghkli Ingiliz erkek
bireyden aclik kami alinarak 25 biyokimyasal ve hematolojik olglim yaptiklar:
calismalarinda, 6l¢iimlerin ¢ogunda diurnal farklilik gézlemlenmis olup, bilirubin,
fosfat ve trigliserit %5’ten daha fazla cesitlilik gostermistir. Serum bilirubin
konsantrasyonu aksam iizeri azalan bir egri gostermis, sabah saat 6’dan sonra ortalama
degerin %30 altina diigmiistiir. Ortalama serum trigliserit ve fosfat konsantrasyonu giin
boyunca sabit sekilde artmistir. Potasyum, hemoglobin, hematokrik ve kirmizi hiicre

say1s1 sabahlar1 en yiiksek degere ulasmstir. Ure, kreatinin konsantrasyonu ve beyaz



hiicre sayis1 aksamlar1 daha yiliksek bulunmustur. Glukoz degerinin ise yemek

saatlerine gore degiskenlik gosterdigi gozlemlenmistir.

1.2.4.1. Sirkadiyen Saatin Molekiiler Mekanizmasi

Sirkadiyen ritmin arkasindaki temel molekiiler mekanizmalar Clock ve Bmall
olarak adlandirilan iki transkripsiyon faktorii ve bunlarin hedefleri olan Perl, Per2,
Per3 ve Cryl, Cry2 genlerine dayandirilmaktadir. Clock, Bmall ile heterodimerize
oldugu zaman aktive olur. Bu sayede Perl, Per2, Per3,ve Cryl, Cry2 genlerinin
transkripsiyonu saglanir (Gery S ve ark., 2006; Hastings ve ark., 2007; Sancar ve ark.,
2010; Lamont ve ark., 2007). Bu transkripsiyon faktorleri, genlerin diizenlenmesi ve

saat gorevleri Cizelge 1.2.°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Sirkadiyen molekiiler mekanizmasinin saat gorevi ve diizenlenmesi (Beckett ve
ark., 2009)

GEN SAAT GOREVI] DUZENLENMESI

Per 1 PER/CRY etkilesimi,  Retina ve periferik dokuda gecici olarak 1sikla
CLOCK/BMAL1 indiiklenir.
Inhibitorii

Per 2 PER/CRY etkilesimi,  Retina ve periferik dokuda gecici olarak 1sikla
CLOCK/BMAL1 indiiklenir.
Inhibitorii

Per 3 PER/CRY etkilesimi,  Retina ve periferik dokuda ritmik olarak ifade olmaz
veya haftalik ritmik ifade olur.
Cry1 PER lerle etkilesim, Insandaki sentezi 151k tarafindan diizenlenir.
CLOCK/BMAL1
Inhibitori
Cry?2 PER lerle etkilesim, Insandaki sentezi 151k tarafindan diizenlenir.
CLOCK/BMAL1
Inhibitérii
Tim PER ile dimerize Belirli bir ritimde ifade olur.
olmak
Clock Transkripsiyon faktorii  Belirli bir ritimde ifade olmaz.
Bmall Transkripsiyon faktdrii  Siganlarda belirli bir ritimde ifade olurken farelerde
( mop3) belirli bir ritimde ifade olmayabilir.

Her bir saat genisaat dongiisii i¢in ayni 6neme sahipse bu genlerin her birinin
yokluk mutasyonu ritm diizensizligine sebep olmalidir. Spesifik saat genlerinin kayb1

veya mutasyonu periyot uzunlugunu degistirebilir (Cryl, Cry2, Perl, Per3) yada
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sirkadiyen ritmin yavas (Clock,Per2) veya hizli (Bmall) olmasina yol agabilir (Zheng
ve ark., 2001).

Memeli hayvanlarda sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde Cry1, Cry 2 genleri ve
Perlve Per2 genleri birlikte ¢aligmaktadir. Bu genlerden Cryl ve Cry2 genlerinin her
ikisininde mutasyona ugradigi durumda, Perl ve Per 2 genlerinde de mutasyon
meydana gelmisse memeli hayvanlar sirkadiyen saat ritimlerini kaybetmistir (\Van der
Horst ve ark.,1999; Viterna ve ark.,1999; Jin X ve ark.,2001). Ancak Per3 geninin
delesyonu sirkadiyen saat ritmini ihmal edilebilecek seviyede degistirmistir
(Shaerman ve ark., 2000). Bu durumla benzer olarak Perl1/Per3 genlerinin her ikisi de
mutant olan fareler ile Per 2/Per3 geninin her ikisi de mutant olan fareler yalniz Perl
ve yalniz Per2 mutant olan farelerin fenotipini gostermisleridir (Shaerman ve
ark.,2000). Bu da sirkadiyen saat ritminin saglanmasinda saat genlerinin her birinin
ayn1 0oneme sahip olmadigmmi gdstermektedir. Saat genlerinden sabit karanlikta
delesyonu, en hizli ritm bozulmasina sebep olan Bmall genidir. Bmall delesyonunda,
molekiiler seviyede Suprakiazmatik niikleusta Perl ve Per2 gen ifadesi goriilmez. Bu
durum Bmall geninin Per genlerini pozitif olarak diizenledigini gostermektedir
(Bunger ve ark.,2000). Dominant negatif Clock geni mutasyonunda, Bmall geninin
Per genlerinin ifadesine etkisi; Clock/Bmall transkripsiyon faktér kompleksinin
aktive edici rolii ile uyumlu olarak ¢alitig1 gosterilmistir (Gekakis ve ark.,1995; King
ve ark.,1997).

Cryl ve Cry2 genleri olmayan farelerde yapilan ¢alismalarda da ritm bozulmasi
gozlemlenmistir (Van der Horst ve ark.,1999; Vitaterna ve ark.,1994). Bu farelerin
suprakiazmatik niikleuslarinda ve periferik dokularinda dongiisel olmayan, sabit Per1
ve Per2 ifade edilmektedir (Okamura ve ark.,1999). Cryl ve Cry2 geni olmayan
farelerle yapilan calismalar, Cry genlerinin Per genleri iizerinde negatif diizenleme
etkisi oldugunu gostermektedir. Cryl ya da Cry2 genleri olmayan fareler, periyot
stireleri degiserek aritmik 6zellik gosterirler. Crylgeni negatif olan farelerin periyot
stireleri 24 saatten daha kisa iken; Cry2 geni negatif olan farelerin periyot siireleri 24
saatten daha uzundur (Daan ve ark.,2000; Pittendrigh ve ark.,1976). Perl ve Per2

genlerinde delesyon olan farelerle Cryl ve Cry2 genlerinde delesyon olan fareler
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kiyaslandiginda; Perl ve Per2 genlerinde delesyon olan farelerde agikga aritmi
gozlemlenmistir (Bae ve ark.,2001; Zheng ve ark.,1999). Bu bulgular Perl ve Per2

genlerinin sirkadiyen saat ritmini saglamadaki dnemini gostermektedir.

Per 2 geninde meydana gelen bir mutasyon Perl ve Cryl geninin ifadesinin
azalmasina ve Bmall geninin degismesine sebep olur (Shearman ve ark., 2000, Zheng
ve ark., 2001; Zheng ve ark.,1999). Bu bulgular Per2 geninin sirkadiyen genlerinin
pozitif diizenleyicisi olmasiyla uyumludur (Shearman ve ark., 2000, Zheng ve ark.,
1999). Perl geninin Per2 genini posttranskripsiyonel olarak diizenledigi ve Per2’nin
niikleer transportunu etkiledigi bilinmektedir (Zheng ve ark., 2001). Per 2 proteninin
azalmasi veya tamamen yok olmasi, Bmall transkripsiyonunu da degistirmektedir
(Shearman ve ark., 2000). Bundan dolay1 Per] mutant farelerde sabit olmayan faz
kaymalar1 veya sirkadiyen saat ritminin bozulmasi ortaya ¢ikmaktadir (Bae ve ark.,
2001; Zheng ve ark., 2001). Sudo ve arkadaslarinin (2003) yaptiklar1 ¢alismada da
benzer bir sekilde sirkadiyen ritmin molekiiler siirecini anlamak igin sabit aydinlik ve
sabit karanlik kosullar1 altinda serbest hareketlilik saglanan si¢anlarda, suprakiasmatik
niikleusta, Per2 geninin mRNA’s1 olan mPer2 diizeyi ve mPer2 protein diizeyi
incelenmistir. mPer2’nin sirkadiyen ifade ritmi 7 gilinliik sabit aydinlik kosulunda
azalmig, buna bagli olarak mPer2 proteini kismen azalmis ve ifade tepe noktasinin
(peak) olugumu gecikmistir. mPer2 sirkadiyen ifadesi ve proteini ise 7 giinliik sabit
karanlik kosulu altinda hafifce azalmistir. Uzun sabit aydinlik kosullarinda SCN de
(suprakiazmatik niikleus) yer alan mPer2 proteini ritmini kaybetmistir. Ote yandan
sabit karanlik ve sabit aydinlik kosullarinda serebral kortekste yer alan mPer2 geni
etkilenmemistir. Sonuclar SCN deki mPer2’nin sirkadiyen ifadesinin, davranigsal
sirkadiyen saat ritminde sabit karanlik ve sabit aydinlik kosullariyla uyumlu oldugunu

gostermistir.

Saat genlerinin posttranskripsiyonel olarak diizenlenmesi de bu genlerin
proteinlerinin hiicre i¢inde birikmesini engellemek agisinda dnemlidir. Proteinlerin
birikmesi bu genlerin transkripsiyonel aktivitelerindeki dengeyi bozabilir. Bu durum
da sirkadiyen saat ritminin bozulmasina sebebiyet verebilir. CKle (Kazein kinaz 1

epsilon) DNA replikasyonu ve DNA tamirinde gorev alan serin tireonin kinaz protein
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ailesinden bir enzimdir (Fish ve ark., 1995). CKI€’ nun bir kinaz1 kodlayarak Per2
geninin fosforilasyonuna katildigi bilinmektedir. Farelerde CKI€’nda kisa periyot
siirelerine neden olan bir mutasyon meydana geldiginde bu mutasyona “Tau
mutasyonu” adi verilir (Kloss ve ark.,1998). Tau mutasyonu bulunan farelerin periyot
stirelerinin CKI€’na bagl olarak gerceklesmesi, saat genlerinin posttranskripsiyonel

diizenlenmesinin 6nemini gostermektedir.

1.2.4.2. Sirkadiyen Saat Bozuklugunun Neden Oldugu Metabolik
Hastahklar

Anormal sirkadiyen ritm, obezite, tip 2 diyabetes mellitus, kardiyovaskiiler
hastaliklar, hipertansiyon ve kanser gelismesiyle iliskilendirilir (DeFronzo ve ark.,
2011). Yasam tarzin etkileyen bir faktor olarak sirkadiyen ritm degisiklikleri tip 2
diyabetes mellitusa sebep olmaktadir (Zimmet ve ark.,2019). Giiniimiizde vardiyalt
calisma, uyku yoksunlugu ve geceleri 151k aydinlatmasi gibi durumlarin neden oldugu
sirakiyen ritm bozukluklar1 pankreastaki beta adacik hiicrelerini dogrudan veya dolayl
yoldan etkilediginden tip 2 diyabetes mellitusa sebep olmaktadir. Sirkadiyen sistem
yasayan organizmalarin en dnemli biyolojik mekanizmalarindan biridir ve aydinlik-
karanlik dongiisiiyle senkronize olur. Molekiiler saat genleri bircok dokuda ifade
edilir. Buna pankreasta yer alan beta adacik hiicreleri de dahildir. Siganlar iizerinde
yapilan ¢alismada saat genlerinde meydana gelen mutasyon sonucu sirkadiyen ritm
bozuldugunda beta adacik hiicrelerinde sorunlar meydana gelmis ve siganlarda tip 2

diyabetes mellitus gozlemlenmistir (DeFronzo ve ark., 2011).

Hipertansiyon, diyabetes mellitus ve obezite birbirleriyle iliskili metabolik
bozukluklardir. Genetik ge¢mis ve yasam tarzi, direngli hipertansiyona ve direngli
hipertansiyonla birlikte tip 2 diyabetes mellitusa sebep olabilir. Kiside tip 2 diyabetes
mellitus varhig1 genellikle komorbidite gelisimini destekler (Martins ve ark.,2011).
Sirkadiyen ritmin metabolizmaya etki ettigi, karaciger ve periferik dokularda enerji
homeostazin1  diizenledigi bilinmektedir. Anahtar metabolik enzimler ve

transkripsiyon aktivatorleri saat mekanizmasiyla etkilesim halindedir. Saat genlerinin
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lipojenik ve adipojenik yolaklarla iligskisi oldugu bilinmektedir. Sirkadiyen genleri
mutant olan hayvanlarda metabolik homeostazin bozulmasi bu iliskiye verilebilecek
bir ornektir (Dibner ve ark., 2015). Sirkadiyen saat baslica yag dokusunu etkiler ve
obezite ile iliskilendirilir. Sirkadiyen saatin beyaz ve kahverengi adipoz doku
olusumunu etkiledigi diistiniilmektedir. Adipoz doku, metabolik diizenleyicileri
salgilar, bunlar adiponektin, resistin, visfatin ve leptindir. Bunlara ek olarak adipositler
tarafindan salgilanan metabolik faktorler giin 151831na bagli olarak farkli diizeylerde
ifade edilmektedirler. Insiilin, glukagon, adiponektin, kortikosteroidler, leptin ve
grelin gibi bircok metabolik hormon sirkadiyen saat ritmine bagli olarak
salgilanmaktadir. Ornegin; adipoz dokudan salgilanan leptin beyin tarafindan
olusturulan aglik hissine gii¢lii sekilde etki etmektedir. Leptin seviyesi aktif olmayan
fazda yiikselir. Giin 15181yla aktiflesen hayvanlarda karanlik faz, “aktif olmayan faz”
olarak adlandirilir. Gece saatlerinde “aktif fazi” yasayan hayvanlarda ise leptin
seviyesi orta 1sikli ortamda yiikselis gosterir. Leptin hormonunun salgilanmasi
dogrudan sirkadiyen ritm ile iliskilendirilmektedir. Biyolojik saatin bozulmasi
metabolizmaya zarar verir ve obeziteye yol acar (Sherman ve ark., 2012). Kisilerin
biyolojik saatlerindeki (sirkadiyen ritmi) onemli degisikler, obezitenin sebepleri

arasinda sayilmaktadir. (Martins ve ark.,2011

1.3. Sirkadiyen Saat ve Adipoz Doku Iliskisi

Sosyal jetlag calisma ve izin glinlerinde uyku uyaniklik siiresinin farklilik
gostermesi durumudur (Wittman ve ark., 2006). Sosyal jetlag adini; kisilerin ¢calisma
giinleri ve bos glinleri arasindaki uyku uyaniklik siirelerinin farkliliklarinin; seyahat
sebebiyle ortaya ¢ikan jetlagle benzesmesinden almaktadir. Seyahat sebebiyle ortaya
c¢ikan jetlag durumunun aksine sosyal jetlag kisilerin ¢alisma hayati sebebiyle olur.
Seyahatlerde yasanan zaman kaymalari sirkadiyen sistemde gegici problemlere neden
olurken, sosyal jetlag sonucunda metabolizmada kronik  problemler
gozlemlenmektedir (Wittmann ve ark., 2006; Roenneberg ve ark., 2007). Sosyal Jetlag
olan insanlarda BMI degerlerinin daha yiiksek bulunmasinin yani sira metabolik

bozukluklar da goézlemlenmektedir (Keithve ark.,2006; McAllister ve ark.,2009;
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Roenneberg ve ark., 2012). Sirkadiyen ritmin bozulmasi ile metabolik olaylarin yogun

sekilde gergeklestigi adipoz doku sisteminin dogrudan etkilenmesi de kaginilmazdir.

Genetik fare modeli, metabolizma ve sirkadiyen ritm arasindaki baglantiy1
acikca gostermektedir. Ornegin, sirkadiyen geni olan Clock geninin islev kaybi
mutasyonu agisindan homozigot olan siganlar ¢ok yiyerek obezite, hiperglisemi ve
dislipidemi gelistirirler (Turek ve ark., 2005). Clock geni mutant bu farelerde adipozit
hipertrofisi ve bir metabolik sendrom gostergesi olan karacigerde asirt miktarda yag
birikimi gozlemlenir (Feng ve ark., 2011). Shi ve arkadaglar1 (2013) tarafindan yapilan
calismada; plazma insiilin diizeyi yliksek serum glukoz diizeyi normal klempler
kullanilarak instilin faaliyetinin sirkadiyen ritmi bulunmaya ¢alisilmistir. Bu sebeple
sirkadiyen saati bozulmus Bmall knock out farelerle birlikte insiilin faaliyetine
odaklanilarak insiilin faaliyeti ve bu faaliyetin 6zellikleri kaydedilmistir. Sirkadiyen
saat ritim problemi bmall knock out farelerde, bu genin paralogu olan bmal2 geninin
ifadesiyle ile ¢oziildiigiinden, insiilin faaliyeti ve bu faaliyetin 6zellikleri korunmustur.
Bmall knock out fareler ve dogal fenotipe sahip fareler sabit 151k altinda sirkadiyen
saat acisindan aritmi 6zelligi gostermektedir. Bu aritmik fareler yiiksek yagl diyetle
beslendiklerinde obeziteye yatkin hale gelmistir. Shi ve arkadaslarinin yaptigi bu
calisma, insiilin faaliyeti ile sirkadiyen ritm arasinda iligski oldugunu gdsteren belgeler
sunmakta ve insiilin faaliyetinin dogal ritmi bozuldugunda insiilin direnci ile

obezitenin ortaya ¢iktigini1 gostermektedir (Shi,Shu-Qun ve ark., 2013).

Bir¢ok ¢alisma sirkadiyen ritm ile lipid biyosentezi ve metabolizma arasinda bag
kurmay1 hedeflemistir (Turek ve ark., 2005; Zvonic S ve ark., 2006; D. Feng ve ark.,
2011). Kemirgenlerde Clock geninin islevini kaybetmesi dislipidemi gibi metabolik
hastaliklara yol agtig1 gosrerilmistir (Turek FW ve ark., 2005). Peroksizom proliferator
aktive olmus reseptor alfa (PPARa), memelilerde sirkadiyen saat ritmini diizenler
(Hidenori ve ark., 2007). PPARa transkripsiyon faktoriiniin ifadesinin ritmini
kaybetmesi adipozit islev diizenlenmesinin bozulmasina yol acar (Oishi K ve ark.,
2005). Insanlarda Clock geninin polimorfizmi ile obeziteye yatkinlik, Per2
polimorfizmiyle ise karinsal obezite gelistigi bazi1 ¢alismalarda rapor edilmistir (Scott
EM ve ark., 2008., Garaulet M ve ark., 2010).
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1.3.1. Vardiyah Calismanin Metabolizma Uzerindeki Etkileri

Dogal fenotip farelerde normal aydinlik-karanlik dongiisiiniin bozulmasi,
insanlar arasinda vardiyali caligmayla iliskilendirilmistir. Bu da gece vardiyal
caliganlarin artan viicut agirligini, hiperleptinemi ve artan insiilin salgisini

aciklamaktadir (Fonken ve ark., 2010; I.N. Karatsoreos ve ark., 2011).

Thorell ve Arkerstedt (1976) tarafindan yapilan ¢alismada potasyum, tirik asit,
glukoz, kolesterol ve total lipid degerlerinin gece c¢alisma diizeninde arttig1
gosterilmistir (Theorell ve ark.,1976). Bu degerler giindiiz ¢alisanlarda normal
diizeyde bulunmustur. Thorell ve Arkerstedt’in yaptig1 ¢alismanin (1976) sonuglari,
gece calismanin katabolik bir etki yarattigini, kardiyovaskiiler ve metabolik sagligi
olumsuz etkiledigini gostermektedir (Theorell ve ark.,1976). Bir baska ¢alisma 46
polis iizerinde yapilmis, vardiya sisteminin metabolizmay1 etkiledigi gosterilmistir.
Gece calisan polislerde, glindiiz ¢alisan polislere gore serum trigliserit, glukoz ve tirik
asit seviyelerinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Orth-Gomer ve ark.,1983). BMI
ve vardiyali ¢alisma sisteminin iligkisinin arastirildig: bir ¢alismada merkezi adipoz
dokuda artig oldugu gozlemlenmistir (Nakamura ve ark1997). Niedhammar ve
arkadaglar1 (1996), 469 hemsire iizerinde 5 yil siiren bir caligma yapmustir. Deneye
katilan hemsireler gece caligsma sikliklariyla orantili bir sekilde kilo almislardir
(Niedmar ve ark.,1996). Koller ve arkadaslar1 (1978), Avusturalya’da bir petrol
rafinerisinde calisan 300 kisiyle yaptiklari ¢alisma sonucunda, gece vardiyasiyla
endokrin ve metabolik sistem hastaliklarinin iliskisinin oldugunu ortaya koymuslardir
(Koller ve ark., 1978). Nagaya ve arkadaslarinin (2002), vardiyali ¢alisanlarda insiilin
direcinin durumunu ortaya koymak i¢in yaptig1 ¢aligmada, gece vardiyasinda calisan

kisilerin ¢cogunda insiilin direnci oldugu belirtilmistir (Nagaya ve ark.,2002).

Peplonska ve arkaglariin (2015), yaptig1 c¢alismada, donlisimli gece
vardiyasinin viicut kitle indeksi ve karin yaglanmasina etkisi incelenmistir. Kesitsel
olarak yapilan calismada 40-60 yas araliginda, 354’ii gece vardiyasinda dongiisel
olarak calisan ve 370’1 giindiiz calisan ebe ve hemsireler incelenmistir. Deneklerin

viicut agirligi, boyu, bel ve kalca ¢evresi dl¢giilmiistiir. BMI, bel/kal¢a orani ve bel/ boy
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orani hesaplanmistir. Gece nobeti siklig1 (>ayda 8 giin) ve kiimiilatif stiresinin (>20
yil) obeziteyle iliskili oldugu bulunmustur. Ayn1 sekilde nobet siklig1 ve siiresinin
karmn yaglanmast ile iligkinin bulundugu da gosterilmistir (Peplonska ve ark., 2015).
Benzer bir sekilde Danimarkali saglik calisanlariyla ve Italyan demiryolu
calisanlariyla yapilan calismada, obezite ve karin yaglanmasinin gece nobetleri ile
iliskisi gosterilmistir (Kubo T ve ark., 201; Roos E ve ark., 2013; Suwazono Y ve ark.,
2008). Biitiin ¢aligmalar vardiyali ¢alisma sistemiyle basta obezite olmak iizere birgok

metabolik rahatsizligin iligkili oldugunu ortaya koymustur.

1.4. Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Son yillarda erigskin dokulardaki multipotent kok hiicrelerle ilgili bir c¢ok
aragtirma yapilmistir (Gao ve ark.,2001; Zuk ve ark., 2002; Strem ve ark., 2005;
Schaffler ve Biichler, 2007). Mezenkimal kok hiicre ilk olarak Caplan tarafindan 6ne
¢ikarilmis ve Friedenstein ve Owen (1970), tarafindan tanimlanmistir (Friedenstein ve
ark., 1970). Mezenkimal kok hiicreler yiizeylerinde CD105, CD73, CD90,CD29 ve
CD 44 molekiillerini ifade ederken, CD45, CD14 ve CD34 belirteclerinin ifade
etmezler (Dominici ve ark., 2006). Mezenkimal kok hiicrelerin 6ne ¢ikan kullanim
alan1 yenileyici tiptir. Temel olarak kok hiicrelerin yenileyici tip alaninda

kullanilabilmesi i¢in belirli kriterlere sahip olmalar1 gerekmektedir:

- Cok fazla sayida bulunmalidirlar.

- Minimal invaziv islem uygulanarak toplanabilmelidirler.

- Bir ¢ok hiicre hattina doniisiip cogalabilmelidirler.

- Glivenilir ve etkili bi¢cimde otolog veya allojenik aliciya transplante

edilebilmelidirler (Wei ve ark.,2000).
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Eriskin mezenkimal kok hiicreleri en yaygin kemik iligi ve adipoz dokudan izole
edilirler. Buna ragmen kemik iligi, mezenkimal kok hiicrelerin eldesinde ve
cogaltilmasinda karsilasilan dezavantajlar, yag dokusu (adipoz doku) mezenkimal kok
hiicrelerinin kullanimu ile ilgiyi son yillarda giderek artirmaktadir. Bu baglamda diinya
genelinde obezitenin artis gostermesi subkutan adipoz dokuya, ulasilabilirligi ve ¢ok
miktarda bulunabilmesi iyi bir mezenkimal kok hiicre kaynagi olmustur (Bray ve ark.,
2004). Zuk ve arkadaglar1 (2002) tarafindan tanimlanan adipoz-kokenli mezenkimal
kok hiicrelerin gilinlimiizde cesitli hastaliklarin tedavisine yonelik olarak etkinlikleri
arastirilmaktadir (Zuk ve ark., 2002; Strem ve ark., 2005; Schaffler ve Biichler, 2007,
Bunnell ve ark., 2008; Baer ve ark., 2012; Carvalho ve ark., 2012; Quimby ve ark.,
2013; Ghorbani ve ark., 2014; Hayato ve ark., 2014; Perdisa ve ark., 2015; Elgin YM,
2016). Diger mezenkimal kdk hiicrelere gore adipoz kokenli mezenkimal kok hiicreler
daha yiiksek hiicresel aktiviteye sahip olup kiiltir ortaminda hizla
cogaltilabilmektedirler. Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kromozomal
stabilitelerini korumak suretiyle daha yiiksek pasaj sayilarina ¢ikabilme ve dolayisiyla

daha fazla hiicre eldesine imkan verme 6zellikleri vardir (Bourin ve ark., 2018;

Bruce ve ark., 2008; Bunnell ve ark., 2008; Wagnera ve ark., 2005). Bu
ozellikleri ile adipoz kokenli mezenkimal kok hiicreler, rejeneratif tip i¢in kullanisl
bir mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak kabul edilmeye baslanmistir (Gimble ve
ark., 2003). Kokenine bagli olarak mezenkmal kok hiicrelerin gen ifadesi, ylizey
epitoplari, kolonilesme, farklilagma yetenegi ve terapotik potansiyelleri farklilik

gostermektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerinin yiizey belirtegleri tiirlere bagli olarak degisir
(Mazurek ve ark., 2003; Banas ve ark., 2012). Baz1 molekiillerin yiizey ifadesi in vivo
ve in vitro olarak da degisebilir (Gronthos, ve ark., 2001). Fenotipik olarak
mezenkimal kok hiicrelerde CD29, CD44, CD90 ve CD105 pozitif olup hematopoietik
koken belirtegleri ve HLA-DR negatiftir (Kern ve ark., 2006). Adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicrelerini kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinden ayiran bazi
belirtegler bulunmaktadir. Adipoz kokenli kok hiicreler, CD29, beta integrin ve CD 44
gibi klasik mezenkimal kok hiicre belirteglerini ifade ederler. Adipoz kokenli
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mezenkimal kok hiicre ve kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler ortak olarak
CD73, CD90, CD105 gibi yiizey belirteglerini ifade ederken, adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicreleri CD14, CD45 ve CD31 yiizey belirteclerini ifade etmezler
(Mitchell ve ark., 2006). Sekil 1.1.’de adipoz kokenli ve kemik iligi kokenli

mezenkimal kok hiicrelerin ylizey belirtegleri gosterilmektedir.

Ki-MKH* A-MKH**
O M ) )
cD29 cD73
CD44 CD90
CD49%e CD105
+ CD54 CD146 +
€b22 CD58 CD166 €D9
€D51 cD63 MHC KLAS | CD34
CD64a CD49d
CD140b L CD55
CD340 CD59
CD349 D3 D19

SUsD2
MSCA-1 b4 D36
CD11b CD41
CD49%e CD45
CD14 CD79a
CD15 CD15
MHC KLAS Il

NN

*KEMIK iLiG i~ MEZANKIMAL KOK HUCRE. **ADIPOZ~ MEZANKIMAL KOK HUCRE

Sekil 1.1. Kemik iligi mezenkimal kok hiicre ve adipoz mezenkimal kok hiicre yiizey
belirtegleri (Kocan, Beata ve ark., 2017).

1.4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik, Osteojenik ve Kondrojenik

Farkhlasmasi

Mezenkimal kok hiicreler uygun kosullarda kiiltiir ortaminda adipositlere,

kondrositlere ve osteositlere farklilagma potansiyeline sahip hiicrelerdir.

1.4.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerde Osteojenik Farklilagsma

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagmasi proliferasyon, olgunlagma
ve mineralizasyon olmak iizere {i¢ agsamada gerceklesmektedir (Lian ve ark., 1992).
Proliferatif evrede mesenkimal kok hiicreler oldukca mitotik 6zellik gdsterirler. Bu

evredeki mezenkimal kok hiicreler H4 histon ve c-fos ifade ederler. Proliferatif evrede
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ayrica tip 1 kollajen, fibronektin ve TGFf genleri gibi ekstra seliller matriks
tiretiminde gorev alan genler yiiksek seviyededir (Aronow ve ark., 1990). Olgunlagsma
asamasina ekstra seliiler matriks olustugundan, alkalin fosfataz, kollajen tip 1 ve
osteopontin gibi ekstra seliiler matriks yapiminda gorev alan proteinleri kodlayan

genler aktive olmaktadir.

Osteopontin  ve osteokalsin mezenkimal kok hiicrelerin  osteojenik

farklilasmasinin mineralizasyon asamasinda ifade edilmektedir (Nuttelman ve ark.,

2005).

1.4.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerde Kondrojenik Farklilasma

Kikirdak gelisimi kondroprogenitor hiicrelerin kaderini belirleyen dengeleri
diizenleyen morfojenik olaylar tarafindan yonetilir. TGF-, BMP (kemik morfojenik
proteinleri), FGFler (fibroblast biiylime faktorii), Wnt ve Thh gibi farkli sinyal
molekiilleri kondrojenik gelisimin diizenlenmesinde gorev alir (Hui ve ark., 2008).
Sox 5, Sox 6 ve oOzellikle Sox 9 anahtar kondrojenik transkripsiyon faktorleridir
(Shibata ve ark.,2003). Mezenkimal Kok hiicreler bu sinyal mekanizmalariyla uygun
kosullar altinda fiziksel olarak sikisarak yogunlasirlar. Yogunlagma sebebiyle
mezenkimal kok hiicrelerin kendilerini g¢evreyleyen hiicrelerle ve ekstra seliiler
matriksle hiicresel etkilesimleri artar. Ozellikle N- cadherin ve néral hiicre adezyon
molekiilii (N-CAM) aracili hiicre- hiicre etkilesimi mezenkimal kok hiicre
yogunlagmasinda 6nemli bir rol oynar (DeLise ve ark., 2002). Hiicreler kiimelenmeye
basladiginda, mezenkimal kok hiicreler kollajen 1, fibronektin ve proteoglikan
iiretmeye baslar. Hiicrelerin ¢evreleriyle giiclii etkilesimi sonucu mezenkimal kok
hiicreler kondroblastlara farklilagirlar (DeLise ve ark., 2000). Yogunlasmis
mezenkimal kok hiicreler bir transkripsiyon faktorii olan Sox 9’u ifade ederek
kondrogeneze katilan genleri kontrol eder ve progenitor hiicrelerin kikirdak 6zgii
ekstra seliiler matriks molekiilleri salgilamasini saglar (Quintana ve ark., 2008).

Olgunlasma asamasindan sonra bir¢ok morfolojik ve fiziksel degisim meydana gelir.
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Bu sekilde tipik kikirdak sertligi ve esnemezligi ekstra seliiler matriks igerigine bagh

olarak artar (Shibata ve ark., 2003).

1.4.2.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerde Adipojenik Farklilasma

Adipojenez belirlenme ve olgunlasma fazlar1 olmak {izere 2 temel asamada
gerceklesmektedir. Belirlenme faz1 boyunca multipotent mezenkimal kok hiicrelerin
adipoz hiicre hatlar1 disinda baska soylara farklilagsma yetenekleri kaybolur (Rosen ve
ark., 2006). Bu fazda preadipositler ve onciil hiicreleri benzer morfoliji ve fenotipe
sahiptir. Olgunlagma fazinda ise preadipositler olgun adipositlere farklilagarak lipid
sentezi ve tasmmasinda, adiposit 0zgii proteinlerin salgilanmasinda ve insiilin
duyarliliginda gorev yapan sistemin ¢alismasinda gorev alirlar (Rosen ve ark., 2000).
Adipojenez diizenlenmesinde PPARY (peroksizom ¢ogaltict aktive olmus reseptorii)
ve CCAAT/ ¢ogaltict baglanma ailesi proteinleri transkripsiyon faktorleri gorev alir
(Gimble ve ark.,1996).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calisma Gruplariin Olusturulmasi

2.1.1. Deney Hayvanlarinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda deneylerde kullanilan siganlar Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvar1 tarafindan, Ankara
Universitesi’nin Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun kararina uygun olarak

temin edilmistir (Tarih: 29.06.2019, Karar no: 2019-12-122).

Yapilan arastirmalara gére memelilerde bir davranisin otomatik hale gelmesi en
az 66 giin slirmektedir (Gardner ve ark.,2012; Lally ve ark.,2009; Lally ve ark.2011).
Sicanlarin uyku/uyaniklik dongiisiine bagl olarak gelisen beslenme aligkanliklarinin

otomatik hale gelmesi i¢in galisma siiresi 70 giin olarak belirlenmistir.

Metabolik 6zellikleri ve spontan obezite gelistirme yatkinliklar1 gdz 6niinde
bulundurularak calismada albino wistar sicanlar tercih edilmistir (Newby ve
ark.,1990). Istatistiksel olarak degerlendirmenin saglikli olmasi icin ¢alismaya 32
sigan dahil edilmistir. Disi siganlarin  menstruel dongilerinin ve hormonal
degisimlerinin etkilerini diglamak i¢in ve obezite ¢caligsmalarinda agirlikli olarak erkek
sicanlar lizerinde arastirma yapilmis olmasi géz 6niinde bulundurularak, erkek si¢anlar

secilmistir (Fernandes ve ark., 2016; Nilsson ve ark., 2012;).

2.2.1. Deney Hayvanlarinin Beslenme Diizeni

Deney hayvanlarinin yemleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari tarafindan hazirlanan teknik sartname gz oniinde

bulundurularak, Korkuteli Yem Gida Sanayi Ticaret Anonim Sirketi’nden temin
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edilmistir. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuvar1 tarafindan kullanilan yemlerin besin igerikleri Cizelge 2.1’ de
belirtilmistir. Gtlinliik her hayvana 40 gram gelecek sekilde yem verilmistir.

Hayvanlarin yem ve suya serbest erisimleri saglanmstir.

Cizelge 2.1 Sicanlarin yemlerinin besin igerigi

KULLANILAN HAMMADDELER Ham Yag %2.95
Soya fasiilyesi kiispesi Ham Kiispe %6.36
Misir ve Bugday kepegi Lysine %1.32
Arpa Fosfor %0.98
Yonca Unu Ham Protein %23.50
Pelet Baglayici Ham Seliiloz %5,92
Toksin Baglayict Methionine %0,43
Kanath _Mil_lerali Kalsiyum %0,88
__Methionine Sodyum %0,05
Genetigi Degistirilmis Misir
Kolin
Lizin

2.2.2. Barmaklarin Tasarimi ve Isiklandirmasi

Caligmada barinak olarak kullanilmak iizere 3 kutu tasarlanmistir. Her bir kutu,
kafeslerin ebatlar1 g6z oniinde bulundurularak ve her kutuya 2 kafes sigacak sekilde;
yiiksekligi 50 cm, boyu 70 cm ve eni 90 cm olacak sekilde hazirlanmistir. Hayvanlarin
hava almalarin1 saglamak icin kutularin yanlarina 2 tane, {ist kismina 2 tane olmak
tizere 10x20 cm’lik boyutlarda pencereler agilmigtir. Kutularin iist ve yan kisimlarinda
bulunan pencereler Sekil 2.1°de gosterilmistir. Kutular yerden 10 cm yiiksek olacak
sekilde aliiminyum ayaklarla yiikseltilmistir. Kutunun 1s1 ve 15181 muhafaza etmesi
acisindan mdf ; yani sert veya yumusak ahsap kalintilarini1 parcalayip ahsap plakaya
cevirdikten sonra, yliksek 1s1 ve basing altinda mum ve regine tutkal ile olusan levha
seklinde tasarlanmis olan ahsap iiriin kullanilmistir. Agilan pencerelere hava
gecirgenligini daha 1yi saglamasi i¢in ipek sifon kumastan 4 kat olmak {izere perde
dikilmistir. Sirkadiyen ritm deneylerinde los 1s1k diizeyi kirmizi renk 151k ile

saglandigindan; perdelerin rengi koyu kirmizi olarak tercih edilmistir (Dauchy RT ve
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ark.,2013). Kutunun perdeyle kapatilmis hali Sekil 2.2’de goriilmektedir. Her bir
kutunun i¢ sicakligi sabit ve 24 °C olarak tutulmustur.

Sekil 2.1. Calismada barmak olarak kullanilan kutulara agilan pencerelerin gosterilmesi.

/ ;

Sekil 2.2. Calismada barmak olarak kullanilan kutularin perdeyle kapatilmis halinin gdsterimi.

Siganlarin aktif olmadiklar1 zaman dilimi i¢in 6nceden yapilmis olan ¢aligsmalara
dayanarak ve siganlarin nokturnal hayvanlar oldugu bilgisi g6z Oniinde
bulundurularak; her bir kutunun isiklandirmast 350 lux olarak ayarlanmistir
(Vanderschuren ve ark.,1995, Lafollette ve ark.,2019, Guidelines for the Housing of
Rats in Scientific Institutions, Animal Research Review Panel, Guideline 20, 2007).
Isiklandirma i¢in 3 ¢ipli, 12 volt, giin 15181 serit led (Amberled, Tiirkiye) kullanilmistir.

Kutularin 1s1iklandirma diizenekleri Sekil 2.3°te goriilmektedir.
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Sekil 2.3. Calismada bariak olarak kullanilan kutularin 1giklandirma diizeneginin gosterimi.

2.2.3. Deney Hayvanlarinin Karanhk/Aydinhk Dongiileri ve Faz

Kaymalarimin Degistirilmesi

Deneyin ilk bir ayr igerisinde sirkadiyen ritmin aydinlik-karanlik dongi
stiresinden ziyade, hayvanlarin aktif- pasif zaman baglangicinin yani uyanma ve
uyuma saatinin ritmi etkilemesini gézlemlemek adina; gruplarin uyanma ve uyuma
saatleri degistirilmis, uyku ve uyaniklik siireleri sabit tutulmustur (12hL:12hD). Bir
ayin sonunda si¢anlarin normal karanlik-aydinlik dongiisiiniin 12 saat giindiiz 12 saat
gece oldugu kabul edilmistir. Herrero ve arkadaslarinin (2015) sirkadiyen ritm
tizerindeki caligsmalari temel alinarak sigcanlar; kontrol grubu, 6 saat ileri faz dongiisii,
6 saat geri faz dongiisii ve haftalik gece giindiiz dongiisiine sahip olacak sekilde 4 farkl
gece giindiiz dongiisii programina gore gruplanmislardir. Dongiileri ayarlamak i¢in

ayarl dijital saati (Cata Ct 9182, Almanya) bulunan prizler kullanilmistir.

Grup 1’deki siganlarin faz kaymasi bir hafta (6 saat geri) 6 saat gilindiiz 6 saat
gece 6hL:6hD faz ve bir hafta miinavebeli 3 saat giindiiz 6 saat gece ve/ve ya 6 saat
giindiiz 3 saat gece olacak sekilde planlanmistir. Cizelge 2.2°te Grup 1’de yer alan

sicanlarin faz kaymalar1 gosterilmistir.
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9¢

Cizelge 2.2. Grup | Sicanlarin faz dongiilerinin gdsterimi. Mavi bloklar karanlig1, sar1 bloklar aydinlig1 temsil etmektedir.

08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30




Grup 2’deki siganlarin faz kaymasi her hafta gece ve giindiiz siireleri 6 saat
artarak ilerleyecek sekilde ayarlanmistir. (18hL:18hD faz, 24hL:24hD faz, 30hL:30hD
faz, 36hL:36hD faz, 42hL:42hD faz, 48hL:48hD faz.). Cizelge 2.3.’te Grup 2’deki

sicanlarin faz kaymalar1 gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Grup 2 siganlarin faz dongiilerinin gosterimi. Mavi bloklar karanligi, sar1 bloklar aydmlig: temsil etmektedir.

07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30

Grup 3’deki siganlarin aydinlik karanlik dongiisii, 1 hafta giindiiz ve takiben 1 hafta gece olacak sekilde planlanmistir. Cizelge 2.4.’te

Grup 3’deki sicanlarin faz kaymalar1 gosterilmistir.
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Cizelge 2.4. Grup 3 siganlarin faz dongiilerinin gosterimi. Mavi bloklar karanligi, sar1 bloklar aydinlig: temsil etmektedir.

01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 1.GUN
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 01.30
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 01.30
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 01.30
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 01.30
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 6.GUN

01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 17.GUN
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 18.GUN
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30 19.GUN
01.30 02.30 03.30 04.30 05.30 06.30 07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30 20.30 21.30 22.30 23.30 00.30

01.30

02.30

04.30

07.30

10.30

11.30

12.30

13.30

14.30

15.30

16.30

17.30

18.30

19.30

20.30

21.30

22.30

23.30

01.30

02.30

04.30

07.30

10.30

11.30

12.30

13.30

14.30

15.30

16.30

17.30

18.30

19.30

20.30

21.30

22.30

23.30

Sicanlarin normal karanlik-aydinlik dongiisliniin 12 saat giindiiz 12 saat gece oldugu kabul edilerek, Grup 4’te bulunan kontrol

hayvanlariin dongiisii dogal ritminde devam etmistir. Cizelge 2. 34’te kontrol gurubundaki siganlarin faz kaymalar1 gosterilmistir.
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Cizelge 2.5. Kontrol grubu siganlarin faz dongiilerinin gosterimi. Mavi bloklar karanligi, sar1 bloklar aydinligi temsil etmektedir.

07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30
07.30 08.30 09.30 10.30 11.30 12.30 13.30 14.30 15.30 16.30 17.30 18.30 19.30




2.2.4. Deney Hayvanlarimin Numaralandirilmasi

Deneye dahil edilen hayvanlar kuyruk kismindan asetat kalemiyle dairesel
isaretleme yapilarak numaralandirilmistir. Bu iglem isaretin silinmemesi i¢in her hafta
tekrar edilmistir. Siganlarin ait olduklar1 kutuyu belirtmek i¢in kuyrugun proksimaline
kutu numarasi yazilmistir. Ornegin; 2. Kutuda yer alan 2 numaral siganin kuyrugunda
isaretleme 2 sayisi ile baslayip iki tane halkayla belirtilmektedir. Sekil 2.4’de deney

hayvanlarinin numaralandirilmasi gosterilmistir.

Sekil 2.4. Deney hayvanlarin numaralandirilmasinin gosterimi.
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2.3. Deney Hayvanlarinin  Fiziksel Ozelliklerindeki  Degisimlerin

Belirlenmesi

Deney hayvanlarinin fiziksel 6zelliklerinin 6l¢iimleri, kan alimi i¢in hayvanlar
etik kurallar kapsaminda Ketasol ve Xylazin’den 5:1 oraninda hazirlanan anestezik

madde kullanilarak bayiltildiktan sonra yapilmistir.

2.3.1. Boy Ol¢iimii

Hayvanlar bayiltildiktan sonra, boylar1 burun ucu ile aniis arasindaki mesafesi
esas almarak Ol¢iilmiistiir. Bu 6l¢iimler deneyin 0’inc1,35’inci ve 70’inci giinlerinde

tekrarlanmustir.

2.3.2. Agirhk Ol¢iimii

Hayvanlar bayiltildiktan sonra, agirliklari hassas teraziyle dl¢lilmiistiir (Soehnle,

Almanya).Bu 6l¢iimler deneyin 0’1nc1,35’inci ve 70’inci gilinlerinde tekrarlanmistir.

2.3.3. Viicut Kitle indekslerinin (BMI) Degerlendirilmesi

Viicut Kitle Indeksi (BMI) formiilii basitce kg/m? olarak ifade edilebilir. Agirlik
birimi kilogram olarak alinirken; hesaplama da boy ise metre biriminden olmalidir.
Eriskin erkek wistar siganlar i¢in normal viicut kitle indeksi siniflandirmasinin 0.45 ve
0.68 g/cm? araligi oldugu bildirilmistir (Novelli, E L B ve ark.,2007). BMI

hesaplamalar1 deneyin 0’1nc1,35’inci ve 70’inci giinlerinde tekrarlanmistir.
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2.3.4. Viicut Sicaklik Ol¢iimii

Viicut termometresinin haznesi vazelinlendikten sonra anal bolgeden viicut 1s1s1
Ol¢iilmiistiir (Medisana, Almanya). Bu olgiimler deneyin 0’inc1,35’inci ve 70’inci

giinlerinde tekrarlanmustir.

2.4. Deney Hayvanlarimn Kan Biyokimyas1 ve Hematolojik Ol¢iimlerinin

Yapilmasi

Etik kurallar kapsaminda hayvanlar Ketasol ve Xylazin’den 5:1 oraninda
hazirlanan anestezik madde ile bayiltilmistir. Hayvanlarin kanlari bacak veninden, 500
ul’lik mor ve sar1 kapakli tiiplere alinmistir. Mor kapaklit EDTAl tiiplere alinan kandan
tam kan saymmu , sar1 kapakli jelli tiiplere alinan kanlardan biyokimyasal analiz (ALT,
ALP, Albiimin, Glukoz ve Kolesterol) yapilmistir (BD, ABD). Sar1 kapakl: tliplere
alinan kanlar; 12 dakika 3000 RPM’de (Elektro-mag, Tiirkiye) cevirilerek
serumlarindan ayrilmistir. Tiipler Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Merkez
Tan1 Laboratuvari’na soguk zincir korunarak 1 saat i¢erisinde teslim edilmistir. Kanlar

laboratuvarda g¢alisildiktan sonra sonuglar teslim alinmustir.

2.5. Deney Hayvanlarimn Otenazisi, Organ ve Yag Dokusu izolasyonu

Sicanlara son agirlik Ol¢limleri goz onilinde bulundurularak, otenazi islemi
oncesi kilo basina 12 mg Xylazine ve kilo basina 80 mg Ketamin olacak sekilde
hazirlanan anestezik madde periton igerisine enjekte edilmistir (Green CJ ve
ark.,1981). Anestezi uygulamasini takiben siganlar tirag edildikten sonra abdomende
median kesi yapilarak organlar cikarilmistir. En son paravertebral bolgeden yag
dokusu izole edilmistir. Cikarilan doku ve organlar makroskobik olarak degerlendrilip,
dokularin bir kism1 mikroskobik analizler i¢in parafolmaldehid ve CT analizi igin
gluteraldehid soliisyonlaria ayr1 ayr1 konulmustur. Dokularin geri kalan kismi ise

molkeiiler analiz ve hiicre kiiltiirii i¢in s1v1 azot igerisinde saklanmistir.
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2.6. Sodyum Dedosil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS PAGE)

2.6.1. Deney Hayvanlarindan Elde Edilen Serumdaki Leptin Hormonunun
Tespiti

2.6.1.1. Jel Hazirlanmasi

Sodyum dedosil siilfat (SDS PAGE) jel elektroforezi igin kosturma ve yigma jeli

olmak iizere iki farkli jel hazirlanir. 11k olarak kosturma jeli hazirlanmistir.

Kosturma jeli kullanacagimiz amaca uygun olarak farkli ylizdelerde hazirlanir.
Bu calismada 16 kDa (kiloDalton) agirligindaki leptin proteininin tayini i¢in %12’lik
poliakrilamid yiirtitme jeli kullanilmistir. Yiiriitme jelini 10 mililitrelik hacimde elde
etmek icin %10’luk sodyum dedosil siilfat ¢ozeltisi ve %10’luk amonyum persiilfat
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Saf su 5 mililitre. Saf su miktar1 5 mililitre alinir olarak ol¢iiliir
ve tartilan SDS saf suya eklenerek karigtirilir. Saf su miktar1 5 mililitre olarak 6l¢iiliir
ve %10’luk sodyum dedosil siilfat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,5 gram toz haldeki
sodyum dedosil siilfat tartilir (Sigma Aldrich L3771, Almanya), tartilan amonyum
persiilfat saf suya eklenerek karistirilir. Akrilamid/bisakrilamid soliisyonu hazirlamak
icin3,2 mililitre su igerisine 4 mililitre akrilamid (%30) /bisakrilamid (%0,8) eklenir.
Bu ¢aligsmada akrilamid/bisakrilamid soliisyonu hazir olarak kullanilmistir. Hazirlanan
SDS c¢ozeltisinden 0,1 mililitre jel i¢in hazirlanan jel i¢in hazirlanan siviya eklenir.
Sivinin igerisine amonyum persiilfat ¢ozeltisinden de 0,1 mililitre eklenir. En son
asamada 10 mikrolitre TEMED (Sigma Aldrich T9281, Almanya) jeli katilagtirmak
icin eklenerek yiiriitme jeli tiretimi tamamlanmis olur. Elektroforez tankina (BIO-
RAD Second Dimension Mini Format Electrophoresis Systemtems, A.B.D.) ait camlar
birlestirilerek, hazirlanan yiiriitme jeli bu camlar arasina dokiiliir ve donmasi beklenir.
Yiriitme jeli donduktan sonra iizerine pastor pipeti yardimiyla %20lik izopropanol

(Sigma Aldrich 10398, Almanya) eklenip oda 1sisnda polimerize olmasi beklenir.
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Polimerizasyon tamamlandiktan sonra fazla izopropanol cekitirilir ve %4 liik toplama

jeli hazirlanmis olur.

Bu tez calismasinda %4’liik toplama jeli kullanilmigtir. Toplama jelini 5
mililitrelik bir hacimde hazirlamak i¢in 2,975 mililitre su kullanilmistir. Toplama
jelinin tretiminde 1,5 M Tris-HCl’ye ihtiya¢ duyulacagindan, bu tampon uygun
molaritede hazirlanir ve 1,5 M Tris-HCI’den (Sigma Aldrich T5941, Almanya) 1,25
mililitresi hazirladigimiz suya eklenir. Hazirlanan SDS ¢6zeltisinden 0,05 mililitre ve
amonyum persiilfat ¢ozeltisinden 0,05 mililitre siviya ilave edilir, akrilamid/
bisakrilamid’den 0,67 mililitre karistirilir.Son olarak 5 mikrolitre TEMED eklenerek

toplama jeli yiiritme jelinin lizerine dokiiliir.

2.6.1.2. Ornek Hazirlama

Ornekleri hazirlamak icin &ncelikle Laemmli’nin (1977) numune tamponu
hazirlanir. Bu tamponu hazirlamak i¢in 6nceden 1 M olarak hazirlanmis Tris HCI’den
0,6 mililitre alinir. %10’luk SDS karisimindan 2 militresi ile karistirilir. Siviya 1
mililitre %100 gliserol (Sigma Aldrich G5516, Almanya)
eklenir. —merkaptoetanolden (Sigma Aldrich M3148, Almanya) 0,267 mililitre ilave
edilir. Son olarak 2,5 miligram bromofenol blue (Sigma Aldrich B0126, Almanya)

eklendikten sonra su ile karigimin hacmi 5 mililitreye tamamlanir.

Ornekler 1:1 oraninda laemmli tamponuyla seyreltilmistir. Seyreltilen drnekler
5 dakika 95 derecedeki su banyosunda bekletilmistir. Hazirlanan numuneler
kuyucuklara yiiklenir. Sekil 2.5’te sodyum dedosil siilfat poliakrilamid jel elektroforez

diizenegi gosterilmistir.
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(a) Pipetle jel (b)
kuyucuklanna
drnek yiikleme
Katot b Plastik tank Protein karisimi

Elektroforezin yonii

0 S8 Kiigiik
proteinler

Sekil 2.5. Sodyum dedosil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi diizeneginin gosterimi. a)
elektroforez kisminin gosterimi. b) Protein igerikli karisimin jel ilizerindeki dagilim ve

gosterimi (Yildirim ve ark.,2007).

2.6.1.3. Kosturma Tamponunun Hazirlanmasi

Kosturma tamponunun hazirlanmasi i¢in 3,025 gram Tris-base tartilir (Sigma
Aldrich 10708976001, Almanya). Glisinden (Sigma Aldrich G4392, Almanya) 14,4
gram almir. SDS’ten 1 gram eklenir ve total hacim suyla 1 litreye tamamlandiktan

sonra pH 8,3’e ayarlanir. Tankin i¢i hazirlanan yiiriitme tamponuyla doldurulur.

2.6.1.4. Orneklerin Yiiriitiilmesi

Ornekler dnce 80 voltta 40 dakika ardindan 200 voltta 100 dakika yiiriitiilmiistiir

2.6.1.5. Boyama ve Boyay1 Uzaklastirma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kosturma isleminden sonra jel yaklasik 1 giin boyama soliisyonu igerisinde
bekletilir. Boyama soliisyonunu hazirlamak i¢in 1,2 gram commasie brillant blue
(Sigma Aldrich B0770, Almanya) tartilir. Glasial asetik asitten (Sigma Aldrich
AX0074, Almanya) 46 mililitre alinir. Hazirlanan siviya 454 mililitre %50 metanol
(Sigma Aldrich 494437, Almanya) eklenir. Kosturma islemi biten jelin lizerine ilave

edilerek 24 saat beklenir.
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Fotograflama Oncesi jel seffaf bir goriintii alana kadar, boyay1 uzaklastirma
soliisyonu icerisinde bekletilir. Boyay1 uzaklastima soliisyonunu hazirlamak i¢in 50

mililitre metanol, 75 mililitre glisial asetik asit ve 875 mililitre saf su karigtirilir.

2.7. Tam Kandan mRNA Elde Edilmesi ve cDNA Sentezlenmesi

2.7.1. Tam Kandan mRNA Elde Edilmesi

Calisma gruplarindan alinan kanlar 1,5 mL’lil EDTA’l tiiplere saklandi (BD
Microtainer® MAP, A.B.D.) alinan kan 6rnekleri ¢ok kisa bir siire igerisinde deneyde
kullanilmak i¢in -40 °C’de. Ornekler kullanilmaya baslanmadan &nce oda sicakliginda
¢Oziilmeye birakildi. Coziilen ornekler 10dk 3000g ‘de yergekimsiz santrifiijde
cevrildi (Beckman Coulter Allegra X-30R, A.B.D.). Siipernatan kismu atilarak her
ornege 2 mL steril PBS eklenir (Sigma Aldrich D8537, Almanya). Steril PBS
eklendikten sonra 5 saniye vorteks yapilir (Thermo Fisher 88880017TS, A.B.D.).
Siipernatan kismu atilir. Pellet kismu 240 pl TRI reagent eklenir (Sigma Aldrich
93289, Almanya). Pipetleme islemi yapildiktan sonra 18 upl Proteinaz K ilave
edildikten sonra ependorf tiipii degistirilerek 5 saniye vorteks yapilir (Thermo Fisher
EO049, A.B.D.). Yeni ependorf tiipiine alinan érnek 500 rpm’de 55°C’de 10 dakika
santrifiijlenir (Sigma Aldrich 3-18 KHS, Almanya). Ornege 25,8 ul kloroform ilave
edilerek vortekslenir (Sigma Aldrich C2432, Almanya). Kloroform ilave edildikten
sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Ornekler 12000g’de 4°C sicaklikta
santrifiij edilir. Siipernatan kismi yeni bir tlipe aktarilir. Elde edilen RNA miktar1
nanodrop cihazi ile 6lgiiliir (Thermo Fisher ND-ONE-W, Almanya).
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2.7.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi

2.7.2.1. Tris Borik EDTA (TBE) Tamponunun Hazirlanmasi

Trizma’dan (Sigma Aldrich 77-86-1, Almanya), 10,8 g, borik asitten (Sigma
Aldrich B6668, Almanya) 5,5 g ve Na,EDTA’dan (Sigma Aldrich E5134, Almanya)
0,74 g tartilir. Hazirlanan toz karisim 1L saf su igerisinde ¢dzdiiriiliir. Soliisyonun pH

degeri 8.3’e ayarlanir.

2.7.2.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Ornegin Yiiriitiilmesi

Hazirlanan TBE soliisyonunundan 100mL alinarak, igerisinde %2 oraninda
agaroz jel hazirlamak i¢in 2 gram agaroz Sigma Aldrich A9539, Almanya) eklenir ve
¢ozdiirmek i¢in 1sitilir (. Hazirlanan ¢ozelti bir miktar soguduktan sonra elektroforez
tankina (Bio Rad 170-4401, A.B.D.) dokiiliir ve donmasi beklenir. Hazirlanan mRNA

ornekleri 70 voltta bir buguk saat yiirttiiliir.

2.7.3. mRNA’dan ¢cDNA Sentezlenmesi

Alinan kan Orneklerinden izole edilen mRNA’dan ¢cDNA sentezlemek igin
Transcriptor High Fidelity ¢cDNA Synthesis Kit kullanildi (Roche 5081963001,
Almanya). Nanodropla miktar1 hesaplanan mRNA orneklerini esit derisimde
alabilmek adina hesaplama orant1 hesab1 yapildi. Kontrol grubundan 35’inci giinde
alinan kandan izole edilen mRNA miktar1 9518.6 pg/ml, 1’inci grubun 35’inci giinde
alian kandan izole edilen mRNA miktar117913.6 ug/ml, 2.’inci grubun 35’inci giinde
alinan kandan izole edilen mRNA miktar1 22778.4 ug/ml ve 3.’lincii grubun 35’inci
giinde alinan kandan izole edilen mRNA miktar1 33108.1 pg/ml’dir. Bu degerler goz
oniinde bulundurularak ¢cDNA karisimi i¢in kontrol grubundan 7,8 pL (6X), 1’inci
gruptan 3,9 pL, 2°gruptan 3,9 pl ve 3’lincii gruptan 3,9 pl olmak tizere mRNA 6rnegi
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alindi. Aymi hesaplamalar her grup i¢in 70’inci giinde alinan kanlar i¢in yapildi.
Kontrol grubundan 70’inci glinde alinan kandan izole edilen mRNA miktar1 33108.1
pg/ml, 1’inci grubun 35’inci glinde alinan kandan izole edilen mRNA miktar1 34557.7
pug/ml, 2’inci grubun 35’inci glinde alinan kandan izole edilen mRNA miktar
19153.3.4 pg/ml ve 3’lincii grubun 35’inci giinde alinan kandan izole edilen mRNA
miktar1 30847.9 pg/ml’dir. Bu degerler goz onlinde bulundurularak cDNA karisim
icin kontrol grubundan 2.6 pL, 1’inci gruptan 2,6 pL, 2’gruptan 3,9 pl ve 3’iincii
gruptan 2,6 pl olmak tizere mRNA 6rnegi alindi. Her bir mRNA 6rnegi i¢in vial 5, vial
6 ve saf su’dan eklenerek son hacim 11,4 pl olacak sekilde kalip primer karigimi
hazirlandi. Kalip primer karisiminin 1 reaksiyon i¢in hazirlanma oranlar1 Cizelge

2.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 2.6. cDNA sentezi i¢in hazirlanacak kalip primer karisiminin 1 reaksiyon igin
hazirlanma oranlari.

Ilave Edilecekler Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA Degisken 1ng-4 pg
Anchored-oligo(dT)g-Primer, -50

omol/ul (viaIS)( s Ll 2.5 uM
Random Hexamer rimer, -600 pmol/pl 2 ul 60 uM

Saf Su Degigsken | Toplam hacime bagh
Toplam Hacim 114wl

Karigim hazirlandiktan sonra 65°C ‘de 10 dakika kapak 1sitilmis sekilde termal
dongiiz cihazinda 1sitilir. Bu islemin sonucunda RNA ikincil yapilar1 denatiire edilir.
10 dakika 1sitma isleminin sonucunda buz tiipe konularak reaksiyon durdurulur. Bu
asamadan sonra kalip primer karisimina ¢izelge 2.7.°de belirtilen diger kimyasallar

eklenerek reverse transcriptase (RT) karisimi hazirlanir.
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Cizelge 2.7. Reverse transcriptase (RT) karisimi i¢in eklenmesi gereken kimyasallar ve
miktarlari.

ilave Edilecekler Hacim Son
Konsantrasyon

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 4 ul | 1x 8 mM MgCI2
Reaction Buffer, 5x konsantrasyonunda (vial 2)

0,5 ul 20U
Deoxynucleotide Mix, 10mM (vial 4) 2 ul 1 mM each
DTT (vial 7) 1w 5mM
Tr_anscrlptor High Fidelity Reverse Transcriptase 11l 22 U
(viall)
Toplam Hacim 20 ul

Karigim hazirlandiktan sonra kapak 1sitilmis sekilde termal dongiliz cihazinda
wisitilir. Daha sonra reaksiyon baglatmak icin karisim 10 dakika 29°C’de ve takiben
48°C’de 60 dakika inkiibe edilir. Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase’
inaktive etmek icin tiipler 85°C’de 5 dakika bekletildikten sonra reaksiyonu
durdurmak i¢in tlipler buz iizerine alinir. Bu islemden sonra ornekler -25°C’de

saklanabilir.

2.8. Dokudan Eksplant Kiiltiir Yontemiyle Mezenkimal Kok Hiicre Elde

Edilmesi

Doku eksplant kiiltir isleminin tamamu steril hava kabini igerisinde
gerceklestirilir. Siganlardan elde edilen adipoz dokuyu koymak igin %10 fetal bovine
serum (FBS) (Sigma Aldrich F6178, Almanya), %0.4 penisilin-streptomisin (Sigma
Aldrich P4333, Almanya) igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Ham’s F12
(DMEM / F12) (Sigma Aldrich D5030, Almanya) besiyeri hazirlanir. Hazirlanan
besiyeri igerisinde adipoz doku bistiiri yardimiyla kiigiik parcalara ayrilir. Doku
parcalar1 kontaminasyon riskini engellemek i¢in cam petri kaplarinla yikanir. Adipoz
doku pargalar1 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alinarak iizerlerine birer damla %20 FBS,
%0.1 penisilin-streptomisin igeren besiyeri damlatilmitir. Dokularin kiiltiir kabi
ylizeyine tutunmasi ve uygun ortam olugmasi i¢in dokular 37°C’de ve %5 CO2 %95

hava igeren kiiltiir ortaminda 20 dakika inkiibe edilir. Bu islemden sonra dokularin
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lizerine tiim yiizeyi tamamen kaplayacak sekilde %20 FBS, % 0.1 penisilin-
streptomisin igeren besiyeri damlatilarak dokular bir gece inkiibasyonda bekletildi.
Islem baglangicinin ertesi giiniinden itibaren kiiltiiriin takibi mikroskobik olarak
yapilmis ve besinci giinde adipoz doku pargalar kiiltiirden uzaklastirilarak her bir
kuyucuga % 20 FBS, % 0.2 penisilin-streptamisin igeren besiyeri eklenerek bir giin
daha inkiibasyona devam edildi. Daha sonra standart tripsinizasyon islemi

uygulanarak hiicreler kaldirilip 75 cm? ‘lik kiiltiir kaplarinn ekildi.

2.9. Karaciger Dokusunun Hematoksilen ve Eozin Boyalari ile Boyanmasi

2.9.1. Hematoksilen Boyas1 Hazirlama

Kristal hematoksilenden (Sigma Aldirch H3136, Almanya) 1 g tartilarak
%95’lik 10ml etil alkolde (Sigma Aldrich 32205, Almanya) ¢ozdiiriiliir. Distile sudan
200ml alinarak kaynatilir ve potasyum alum (Sigma Aldrich P79712, Almanya) bu
sicak su igerisinde eklenir. Iki ayr1 karisim yavas bir sekilde mor renk alana kadar
karistirtlir ve kaynatilir. Karisima 0.5 g merkiirik oksit (Sigma Aldrich 203793,
Almanya) ilave edilir. Karisitmin bulundugu kap sogutulur ve iizerine birka¢ damla

asetik asit (Sigma Aldrich A6283, Almanya) eklenir.

2.9.2. Eozin Boyas1 Hazirlama

Distile sudan 20ml alinarak igerisinde 1 g eozin-y (Sigma Aldrich E-4009-5G)

eritilir. Hazirlanan karisima 595’lik etil alkol ve Sml asetik asit eklenir.

2.9.3. Karaciger Dokusunun Boyanmasi

Parafinden c¢ikarilan dokular %95°lik, %80’lik ve %70’lik alkollerle 10’ar

dakika siireyle yikanir. Dokular hazirlanan hematoksilen boyasinin bulundugu kaba
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alinip 5 dakika tutulur. Hematoksilende bekletilen dokular boyadan ¢ikarilarak akan
su altinda 10 dakika yikanir. Yikanan dokular asit alkole batirilarak mavi renk alana
kadar burada bekletilir. Bu islemden sonra dokular tekrar 10 dakika boyunca akan
suyun altinda yikanir. Dokular eozin boyasinin oldugu ortamda 4 dakika boyunca
bekletilir. Dokulardaki fazla eozini uzaklastirmak icin sirasiyla %70’lik ve %80’°lik
etil alkole dokular daldirilip ¢ikarilirken %90°lik etil alkolde dokular 20 dakika
bekletilir. Dokular alkolden uzaklastirilarak xylol (Sigma Aldrich 534056, Almanya)
icerisine eklenir ve 10’ar dakika arayla 3 kez dokunun igerisinde bulundugu xylol
yenilenir. Bu islemden sonra dokular tek tek entellan ((Sigma Aldrich 1079600500,
Almanya) ile yapistirilip kurumaya birakilir.
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3. BULGULAR

3.1. Boy Boy Ol¢iim Bulgular

Calisma siiresi boyunca 3 kez sicanlarin BMI degerlerinin degisimlerini
hesaplamak i¢in si¢anlarin boylar1 6l¢iilmiistiir ve santimetre cinsinden kaydedilmistir.
Calismanin ilk giinti (0.glin)i¢in Grup 1°deki sicanlarin boy ortalamalar1 17,6cm =+
1,2cm(standart sapma) iken ortancasi 18cm [2,5cm (¢eyrekler arasi aralik)]’dir. Ayni
sekilde Grup 2 i¢in ortalama 19,4 cm £1,6cm (standart sapma) ve ortanca 19 [2,55cm
(ceyrekler arasi aralik)], Grup 3 igin ortalama 20,9cm+ 2,5cm (standart sapma) ve
ortanca 20,5cm [3cm (¢eyrekler arasi aralik)] ve son olarak Kontrol Grubu igin
ortalama 18,7cm= 1,3cm (standart sapma) ve 19cm [lecm (geyrekler arasi aralik)]
olarak bulunmustur. Calismanin ilk giinii (0. giin) istatistiksel acidan anlamli olarak
(p=0,011) en uzun boylu siganlar Grup 3’te bulunurken, en kisa boylu sicanlar Grup
1’de yer almistir. Calismanin ortasinda (35. giin) Grup 1°deki siganlarin boy ortalamasi
19,9cm £1,7cm (standart sapma) iken ortancast 20cm [1,75 cm (¢eyrekler arasi
aralik)]’dir. Grup 2 i¢in 35. giinde ortalama 19,9cm+ 1,3 cm  (standart sapma) ve
ortanca 19,5 [2cm (ceyrekler aras1i aralik)], Grup 3 i¢in ortalama 22,2
cm=1,6cm(standart sapma) ve ortanca 22cm [0,75 cm (¢eyrekler arasi aralik)] ve son
olarak Kontrol Grubu i¢in ortalama 19,8cm= 1,6cm (standart sapma) ve ortanca 19cm
[2cm (¢eyrekler arasi aralik)] olarak bulunmustur. Gruplar arasindaki karsilastirma 35.
Giinde anlamli olarak (p=0,018); en uzun boylu sicanlar Grup 3’te yer alirken, en kisa
boylu siganlar Kontrol Grubunda yer almaktadir. En az uzayan siganlar Grup 2’de
gozlemlenirken, en ¢ok uzayan sicanlar Grup 1’de bulunmaktadir. Calismanin son
glinii (70. Giin), Grup 1’deki siganlarin boy ortalamalar1 20,2cm £1,9cm (standart
sapma) iken ortancasi 20,5 [2,75cm (geyrekler arasi aralik)]’dir. Ayni sekilde Grup 2
i¢cin ortalama 20,6cm +1,9cm(standart sapma) ve ortanca 20 [3cm (¢eyrekler arasi
aralik)], Grup 3 igin ortalama 22,3cm=+ 1,9cm (standart sapma) ve ortanca 22 [2cm
(ceyrekler arasi aralik)] ve son olarak Kontrol Grubu i¢in ortalama 21,3cm +2,2cm

(standart sapma) ve 21cm [4 cm (¢eyrekler arasi aralik)] olarak bulunmustur. Gruplar
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arasindaki boy farklari istatiksel olarak anlamli degildir. Ancak son 35 giinliik siire
igerisinde en fazla boyu uzayan Kontrol Grubu olup, bunu Grup 2 ‘deki siganlar takip
etmistir . En az uzayan sicanlar ise Grup 3’te yer almaktadir.Yetmis giinliik ¢caligma
stiresi igerisinde gruplar kendi i¢lerinde kiyaslandiginda Grup 1, Grup 3 ve Kontrol
Grubu’nda yer alan si¢anlarin boy degisimleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05) ve Cizelge 3.1’de gosterilmistir. Sekil 3.1.’de grup i¢i ve gruplar arasi boy

degisimi ifade edilmistir.

Cizelge 3.1. Caligmanin ilk (0.giin), orta (35.giin) ve son (70.giin) gilinlerinde yapilan boy

Olciimlerinin grup ici ve gruplar arasi istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Gruplar
Grup 1(cm) G(rcl:r?)z Grup 3 Kontrol (cm) | arasindaki
X+Sd (cm) X+Sd X £ Sd karsilastirma
X+Sd . . ..
icin p degeri
.. 17,6+ 1,2 19,4 £1,6 20,9+ 2,5 18,7+ 1,3
Boy 0.Giim | 55 5 19 (2,5) 20,5 (3) 19 (1) R
Boy 19,9 £1,7 19,9+ 1,3 | 222+1,6 19,8+ 1,6 —
35.Giin 20 (1,75) 195 (2) 22 (0,75) 19 (2) '
Boy 20,2 £1,9 20,6 £1,9 22,3+ 1,9 21,3 £2,2 0266
70.Giin | 20,5 (2,75) 20 (3) 22 (2) 21 (4) '
Grup ici P 0,004 0,060 0,018 0,004
degeri
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GRUP iCi VE GRUPLAR ARASI BOY DEGiSIM

25 GRAFIGI
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Sekil 3.1. Calisma siiresi boyunca yapilan dl¢iimlere gore grup ici ve gruplar arasi boy degisim
grafigi. * ile ifade edilen p degeri istatistiksel olarak anlamlidir.

3.2. Agirlik Degisim Bulgulari

Sicanlarin agirlik degisimlerini belirlemek ve BMI degerlerini hesaplamak i¢in
calisma siiresi boyunca 3 kez agirliklari tartilmistir ve gram cinsinden kaydedilmistir.
Deneyin ilk giinii (0.gilin) i¢in Grup 1°deki sigcanlarin kilo ortalamalar1 317,3g £37,1g
(standart sapma) iken ortancasi 316g [64g (ceyrekler arasi aralik)] *dir. Ayni sekilde
Grup 2 i¢in ortalama 296,2g +48,7g (standart sapma) ve ortanca 302,5 g [57,7g
(¢eyrekler arasi aralik)], Grup 3 igin ortalama 318,2 g+ 64,6 g (standart sapma) ve
ortanca 298 g [73,7g (ceyrekler arasi aralik)] ve son olarak Kontrol Grubu ig¢in
ortalama 326,1g + 50,1g (standart sapma) ve 310g [42,59 (¢ceyrekler arasi aralik)]
olarak bulunmustur. Gruplar arasinda ¢alismanin ilk giiniinde (0. giin) gruplar arasi
kilo farkliliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamustir. Calismanin
ortasinda (35. giin) Grup 1°deki sicanlarin agirlik ortalamasi 351,8 g +45,1g (standart
sapma) iken ortancasi1 344,5g [38,7 g (¢eyrekler arasi aralik)]’dir. Grup 2 igin 35.
gilinde ortalama 341g + 25,4g (standart sapma) ve ortanca 302,5g [57,7g (¢eyrekler
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arasi aralik)], Grup 3 icin ortalama 372g +£28,3¢g (standart sapma) ve ortanca 371,5g
[34,2g (¢eyrekler arasi aralik)] ve son olarak Kontrol Grubu i¢in ortalama 362,3g
+59,1g (standart sapma) ve ortanca 348g [43g (geyrekler arasi aralik)]olarak
bulunmustur. Calismanin son gilinii (70. Gilin), Grup 1’deki sigcanlarin agirlik
ortalamalar1 363,4g+ 40g (standart sapma) iken ortancasi 359,5¢g [51g (¢eyrekler arasi
aralik)] ’dir. Aynmi sekilde Grup 2 i¢in ortalama 375,1g +20,2¢g (standart sapma) ve
ortanca 381g [26g (ceyrekler arasi aralik)], Grup 3 i¢in ortalama 414,8g + 30,6
g(standart sapma) ve ortanca 407,5 g [43g(ceyrekler arasi aralik)] ve son olarak
Kontrol Grubu i¢in ortalama 406g+,159,3g(standart sapma) ve 392g [59¢g (¢eyrekler
arasi aralik)] olarak bulunmustur. Her bir grup kendi i¢inde 0. giin, 35. giin ve 70.
giindeki ol¢iimler agisindan kiyaslandiginda kilo degisimleri anlamli olmasina karsin
gruplar birbirleriyle karsilagtirildiginda herhangi bir istatistiksel olarak anlamli sonuca

ulagilamamustir (p>0,05) (Cizelge 3.2/ Sekil 3.2).

Cizelge 3.2. Calismanin ilk (0. giin), orta (35. giin) ve son (70. giin) giinlerinde yapilan agirlik
Olclimlerinin grup ici ve gruplar arasi istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

2 Gruplar
AGIRLIK Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol arasindaki
(gr) X+Sd X+Sd X+Sd X+£Sd) karsilastirma
icin p degeri
[ 31734370 | 29623487 | 31825646 | 326,1%50,1
Kilo0.Giin | ~ 275 64y | 3005(57,7) | 298 (73,7) 310 (42,5) sl
: | 35184451 | 341£254 3724283 | 3623 £59.1
Kilo 35.Giin | 5,,°5 357y | 342 (49) 3715 (34.2) 348 (43) DA
: | 3634:40 | 37512202 | 4148306 | 40651593
Kilo 70.Giin | 559' 51y | 381 (26) 407,5 (43) 392 (59) e
Grup ii P 0,011 0,001 0,002 0,012
degeri
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o GRUPICI VE GRUPLAR ARASI KiLO DEGISIM GRAFIGi
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AGIRLIK (ortalama=gr)

Sekil 3.2. Calisma siiresi boyunca yapilan dlglimlere gore grup i¢i ve gruplar arasi agirlik
degisim grafigi. * ile ifade edilen p degeri istatistiksel olarak anlamlidir.

3.3. BMI Degisim Bulgular:

Calisma siiresi boyunca si¢anlarin obezite degerlendirmelerinin yapilmasi
amaciyla viicut agirhgl/ boy? formiilii kullamlarak 3 farkli zamanda BMI’leri
hesaplanmistir. Calismanin ilk giinii (0. giin) i¢in Grup 1°deki siganlarin BMI
ortalamalar1 1,04 g/cm? + 0,21 g/cm?(standart sapma) iken ortancasi 1,03 g/cm? [35
g/em? (geyrekler arasi aralik)]’dir.Ayni sekilde Grup 2 igin ortalama 0,80 g/cm? +
0,18 g/cm? (standart sapma) ve ortanca 0,80 g/cm? [0,28 g/cm? (geyrekler arasi
aralik)], Grup 3 i¢in ortalama 0,75 g/cm? +0,20 g/cm? (standart sapma) ve ortanca ve
0,78 g/cm? [0,35 g/cm? (geyrekler arasi aralik)] ve son olarak Kontrol Grubu i¢in
ortalama 0,94 g/cm? 0,20 g/cm? (standart sapma) ve 0,89 g/cm? [0,35 g/cm?
(ceyrekler arasi aralik)] olarak bulunmustur. Gruplar arasinda ¢aligmanin ilk giiniinde
(0. glin) gruplar aras1 BMI farkliliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamamistir. Caligmanin ortasinda (35. giin) Grup 1’deki sicanlarin BMI
ortalamas1 0,90 g/cm? +0,12 g/cm? (standart sapma) iken ortancas1 0,87 g/cm? [0,13
g/cm? (geyrekler arasi aralik)]’dir. Grup 2 igin 35. giinde ortalama 0,87 g/cm? +0,12
g/cm? (standart sapma) ve ortanca 0,85 g/cm? [0,18 g/cm? (ceyrekler arasi aralik)],

Grup 3 igin ortalama 0,76 g/cm? +0,1 g/cm? (standart sapma) ve ortanca 0,79 g/cm?
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[0,12 g/cm? (¢eyrekler aras1 aralik)] ve son olarak Kontrol Grubu i¢in ortalama 0,91
g/cm? 0,11 g/cm? (standart sapma) ve ortanca 0,93 g/cm? [0,19 g/cm? (ceyrekler
aras1 aralik)] olarak bulunmustur. Calismanin son giinii (70. Giin), Grup 1’deki
sicanlarin BMI ortalamalar1 0,90 g/cm? £ 0,17 g/cm? (standart sapma) iken ortancasi
0,89 g/cm? [0,24 g/lcm? (ceyrekler arasi aralik)] *dir. Aym sekilde Grup 2 i¢in
ortalama 0,90 g/cm? + 0,16 g/cm? (standart sapma) ve ortanca 0,90 g/cm? [0,28
g/cm? (geyrekler arasi aralik)], Grup 3 igin ortalama 0,84 g/cm? + 0,13 g/cm?
(standart sapma) ve ortanca 0,85 g/cm? [0,2 g/lcm? (geyrekler aras1 aralik)] ve son
olarak Kontrol Grubu i¢in ortalama 0,91 g/cm? £0,15 g/cm? (standart sapma) ve 0,84
g/cm? [0,24 g/cm? (geyrekler arasi aralik)] olarak bulunmustur. Ik 35 giin icinde en
cok kilo alan si¢anlar Grup’3 te yer alirken, Grup 1°deki siganlar en az kilo alanlardir.
Ikinci 35 giin i¢inde ise en ¢ok kilo alan siganlar kontrol grubu si¢anlari olurken, en az
kilo alan hayvanlar yine Grup 1 ‘de yer almistir. Sicanlarin BMI degerlerindeki
degisimin istatistiksel bulgular1 Cizelge 3.3’te gosterilmekte ve bu bulgularin grafiksel

ifadeleri Sekil 3.3’te yer almaktadir.

Cizelge 3.3. Calismanin ilk (0.giin), orta (35.giin) ve son (70.giin) giinlerinde yapilan BMI
Olgiimlerinin grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

BMI Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol E::l:ll:rtliﬁ;'?(:zki
(gricm2) X£Sd X£Sd X£Sd X£Sd ¥ iegeri anp
BMI 1,04z 21 | 0,80-0,18 | 0,75+020 | 0,04 0,20 0,067
0.Giin 1,03(0.35) | 0,80(0,28) | 0,78(0,35) | 0,89 (0,35) !
| 090%0,12 | 0,870,12 | 0,76%0,1 | 0,91=0,11
BMI3S.Giin | 167 0,13) | 0,85(0,18) | 079(0,12) | 0,93 (0,19) .
| 0,90:0,17 | 0,90:0,16 | 0,84=0,13 | 0,91=0,15
BMI70.Giin | 69 0.24) | 0,90(0,28) | 0:85(0.2) | 0.84 (0,24) G
Grup ici P 0,325 0,156 0,042 0,651
degeri
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BMI (ortalama=gr/cm2)

GRUP iCi VE GRUPLAR ARASI BMI DEGISIM

GRAFIGI
1,5 p=0,325
p=0,156 p=0, 042* p= 065
1
0
GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 KONTROL

m0.GUN m35GUN m70.GUN

Sekil 3.3. Calisma siiresi boyunca yapilan Olgiimlere goére grup i¢i ve gruplar arast BMI
degisim grafigi. * ile ifade edilen p degeri istatistiksel olarak anlamlidir.

3.4. Hemogram Bulgulari

Kontrollii olarak sirkadiyen saat ritmi degistirilmis si¢anlarin periferik kan
elemanlar1 ve indirekt olarak kemik iligindeki degisiklikleri gozlemlemek amaciyla
caligma siiresi boyunca siganlarin hemogram takibi yapilmistir. Grup 1, Grup 2, Grup
3 ve Kontrol Gruplarindan ¢alismanin ilk giinii (0. Giin), ortas1 (35. giin) ve son giinii
(70. Giin) alinan kanlarla yapilan hemogram degerlendirmeleri Cizelge 3.5’teki
gibidir.Analiz i¢in yeterli sayida 6rnek olmadigindan, degerlerin karsilastirmalari
istatistiksel olarak anlam tasimamaktadir ( p>0,05). Sicanlarin hematolojik

parametlerelerinin normal degerleri Cizelge 3.4 de gdsterilmektedir.
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Cizelge 3.4 Siganlarin hematolojik parametrelerinin normal degerleri (Johnson ve ark., 1996)

ERITROSIT SAYISI

6.76-9.75 x 10%/mm?3

LOKOSIT SAYISI 6.6-12.6x10*/mm?
HEMOGLOBIN 11.5-16.1g/dL
NOTROFIL 1.77-3.38 x103/mm3
LENFOSIT 4.78-9.12 x103/mm?
EOZINOFIL 0.03-0.08 x103/mm?
MONOSIT 0.01-0.04 x103/mm?
BAZOFIL 0.00-0.03 x103/mm3
TROMBOSIT 150-460 x10%/mm?

Cizelge 3.5. Calismanin ilk (0. giin), orta(35. giin) ve son (70. giin) giinlerinde test edilen
hematolojik parametrelerin grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel olarak degerlendirilmesi.(-)
olarak ifade edilen alanlarda analiz i¢in yeterli kan Ornegi bulunmadigindan calisma

yapilamamustir.
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol Gruplar
X+Sd X+Sd X+Sd X+S8d arasindaki
karsilastirma
icin p degeri
WBC 0.Giin 12,2 - 10 £0,70 23,1122 | 27,2124 0,169
12,2 (-) 10 (-) 23,1(-) 27,2 ()
WBC 35.Giin 6,25+ 0,49 6,05+ 1,06 7,2 £0,85 5,65+ 1,20 0,380
6,25 6,05 7,2 5,65
WBC 70.Giin 5,4 0,56 4,2 +4.95 6,45 £0,35 8,8 +£1,55 0,252
5,4 4,2 6,45 8,8
Grup i¢i P - 0,223 0,223 0,135
 degeri
Lym 8,2 - 7,55 +£0,21 17 £10,9 18,9+ 8,5 0,169
0.Giin 8,2 - 7,55 17 18,9
Lym 35.Giin 3,9+ 1 4,25+ 0,8 4,95 +0,8 3,95 +£0,91 0,668
3.9 4,25 4,95 3,95
Lym 70. Giin 3,75+ 0,64 2,8+3,39 4,6+ 0,42 5,85 +0,78 0,198
3,75 2,8 4,6 5,85
Grup ici P - 0,223 0,223 0,135
degeri
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Cizelge 3.5. devami Caligmanin ilk (0. giin), orta(35. giin) ve son (70. giin) giinlerinde test
igi ve gruplar arasi

edilen hematolojik parametrelerin grup
degerlendirilmesi.(-) olarak ifade edilen alanlarda analiz

bulunmadigindan ¢alisma yapilamamustir.

icin yeterli

istatistiksel

olarak

kan Ornegi

Mono 0.Giin 0,5 0,55 +0,07 1+0,14 1,3 +0,70 0,198
0,5 0,55 1 1,3

Mono 0,35 £0,21 0,40 0,14 0,45+ 0,35 04 - 0,988

35. Giin 0,35 0,40 0,45 0,4 -

Mono 70.Giin 0,45 +0,7 0,30 +0,28 0,45 +0,07 0,60+ 0,14 0,435
045 0,30 0,45 0,60

Grup ici P - 0,156 0,223 0,135

degeri

RBC 9,1+ 0,8 9,15+ 1,34 7,41+ 0,33 8,94 +22 0,418

0.Giin 9,1 9,15 7,41 8,94

RBC 35.Giin 7,94 +£0,36 7,85+ 0,7 7,99 £1,01 6,33 £0,29 0,261
7,94 7,85 7,99 6,33

RBC 8 +0,07 4,15+ 5,22 7,79+ 0,26 8,43+ 0,07 0,139

70. Giin 8 4,15 7,79 8,43

Grup i¢i P 0,223 0,223 0,223 0,223

degeri

Gran 1,6 - 1,9 £0,42 5,15£1,2 7,05 £3,18 0,169

0.Giin 1,6 - 1,9 5,15 7,05

Gran 35.Giin 2 40,71 1,4 £0,14 1,8 £0,28 1,3 £0,28 0,224
2 1,4 1,8 1,3

Gran 70.Giin 1,2- 1,1 £1,27 1,4 - 2,35+ 0,92 0,310
1,2 1,1 1,4 - 2,35

Grup ici P - 0,223 0,135 0,135

degeri

Grup ici P 0,223 0,135 0,223 0,135

degeri

MCV 58,3+ 2,26 53,7 +£3,81 66,2 £11,9 58,3+ 6,58 0,321

0.Giin 58,3 53,7 66,2 53,5

MCYV 35.Giin 50,2+ 0,28 49,4+ 1,97 48,9 +1,69 48,4 +0,99 0,509
50,2 49,4 48,9 48,4

MCY 70.Giin 27,1+ 31,1 47,6 £3,11 45,6 £0,63 46,2 £1,91 0,801
27,1 47,6 45,6 46,2

Grup ici P 0,135 0,223 0,135 0,135

degeri

Hb 0.Giin 20,8 £3,53 18,9 +0,99 21,8+ 0,63 21,5 0,482
20,8 18,9 21,8 21,5

Hb 35. Giin 15,6 £0,99 14,9 £1,98 14,9 £2,33 12 £0,42 0,252
15,6 14,9 14,9 12

Hb 70. Giin 15,4 7,8 £9,75 14,7 0,21 15,5 0,097
15,4 7,8 14,5 15,5

Grup ici P 0,223 0,135 0,223 -

degeri
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Cizelge 3.5 devamm Calismanin ilk (0. giin), orta(35. giin) ve son (70. giin) gilinlerinde test
edilen hematolojik parametrelerin grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel olarak
degerlendirilmesi.(-) olarak ifade edilen alanlarda analiz igin yeterli kan Ornegi
bulunmadigindan ¢alisma yapilamamustir.

Hct 0.Giin 53,1 £6,71 48,8+ 3,74 48,9 £6,64 | 51,5 +6,85 0,682
53,1 48,8 48.9 S5

Het 35.Giin 39,8+ 2,05 38,8+ 5,02 39,2+ 6,36 | 30,6+ 0,77 0,261
39,8 38,8 39,2 30,6

Het 70.Giin 39,6 £0,21 18,9+ 23,5 35,6+ 0,70 | 391,27 0,139
29,6 18,9 35,6 39

3.5. Kan Biyokimyasi Bulgular:

Calisma siiresi boyunca yag, karbonhidrat ve protein metabolizmalarindaki
sirkadiyen saat ritminin etkilerini takip edebilmek amaciyla biyokimyasal analizler
yapilmistir. Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Kontrol Gruplarindan deneyin ilk giinii (0.
Giin), ortas1 (35. giin) ve son giinii (70. Giin) alinan kanlarda calisilan alkalen fosfataz
(ALP), alanin amino transferaz (ALT), Albumin, Glukoz ve Kolesterol
degerlendirmeleri Cizelge 3.6.°daki gibidir.Analiz i¢in yeterli sayida Ornek
olmadigindan, degerlerin karsilastirmalari istatistiksel olarak anlam tagimamaktadir (
p>0,05) .

Cizelge 3.6. Calismanin ilk (0. giin), orta(35. giin) ve son (70. giin) giinlerinde yapilan
biyokimya analizi degerlerinin grup i¢i ve gruplar arasi istatistiksel olarak degerlendirilmesi.
(-) ile ifade edilen alanlarda analiz igin yeterli kan Ornegi bulunmadigindan caligma
yapilamamustir.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol Gruplar
X£Sd XtSd X1Sd X+Sd arasindaki
karsilastir-
ma i¢in p
degeri
ALP 0.Giin | 200 232 244 96 £90,5 0,284
200 232 244 96
ALP 35.Giin | 138 236 £154,1 | 187+ 80,6 119,5+ 7,78 | 0,290
138 236 187 119,5
ALP 70.Giin | 74,5+92,6 | 145,5+55,9 | 111,5+£ 19,1 | 112,5+ 24,7 | 0,801
74,5 145,5 111,5 112,5
Grup ici P - - - 1
degeri

52



Cizelge 3.6. devami Calismanin ilk (0. giin), orta(35. giin) ve son (70. giin) giinlerinde yapilan
biyokimya analizi degerlerinin grup igi ve gruplar arasi istatistiksel olarak degerlendirilmesi.
(-) ile ifade edilen alanlarda analiz igin yeterli kan Ornegi bulunmadigindan g¢alisma
yapilamamugtir.

ALT 0.Giin | 56 68 300 40+ 22,6 0,317
56 68 300 40

ALT 48 51,5+ 3,53 | 50 51 0,449

35.Giin 48 51,5 50 51

ALT 65 +11,3 56 50,5+ 3,53 | 51,5£6,36 | 0,143

70.Giin 65 56 50,5 51,5

Grup ici P - - = -

degeri

Albumin 3,56 2,8 2,96 3,2 +0,17 0,284

0.Giin 3,56 2,8 2,96 3.2

Albumin 3,7 3,65+ 0,21 | 3,65+0,07 | 3,5 0,661

35. Giin 3,7 3,65 3,65 3,5

Albumin 3,52 0,09 | 3,29+0,01 | 3,30+0,18 | 3,30+0,21 | 0,261

70. Giin 3,52 3,29 3,30 3,30

Grup ici P - - - -

degeri

Glukoz 192 188 212 186 +14,1 0,532

0.Giin 192 188 212 186

Glukoz 278 255 +1,41 293 294 0,284

35. Giin 278 255 293 294

Glukoz 283+ 848 | 294+ 11,3 265+ 24 298,5+ 3,53 | 0,212

70.Giin 283 294 265 298.5

Grup ici P - - - -

degeri

Kolesterol 76 32 36 44 +£16,9 0,443

0.Giin 76 32 36 44

Kolesterol 50 61,5+6,36 | 53,5+4,94 | 55+11,3 0,555

35Giin 50 61,5 53,5 55

Kolesterol 57 £11,3 47 +4,24 47 +21,2 52,5+ 12 0,788

70.Giin 57 47 47 52,5

Grup ici P - - - 0,135

degeri

Sicanlarin kan biyokimyasal parametrelerinin normal degerleri Cizelge 3.6’da

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.7. Sicanlarin biyokimyasal parametrelerinin normal degerleri (Johnson ve ark.,

1996)
TOTAL PPROTEIN 5.6-7.6 gr/dL
ALBUMIN 3.8-4.8 gr/dL
GLUKOZ 50-135 mg/dL
BUN 15-21 mg/dL
KREATININ 0.2-0.8 mg/dL
ALT 17.5-30.2 U/L
AST 47.7-80.8 U/L
ALKALEN FOSFATAZ 56.8-128 U/L
KOLESTEROL 40-130 mg/dL

3.6. Sicanlarin Organ Agirhiklarinin incelenmesi

Tiim gruplardaki

siganlar sakrifiye edildikten sonra karaciger,

beyin,

paravertebral yag dokusu ve organ c¢evresindeki yag dokusu ¢ikarilarak tartilmistir.

Gruplar arasinda bu organlarin ve yag dokusunun agirlik ortalamalar1 Cizelge 3.8’de

gosterilmektedir. Belirtilen organlarin ve yag dokusunun agirliklart gruplar arasinda

karsilastirma yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ ¢ikmamaktadir.

Cizelge 3.8. Sicanlar sakrifiye edildikten sonra ¢ikarilan organlar ve yag dokusunun tartilarak
agirliklarinin degerlerlendirilmesi.

Gruplar
DOKU AGIRLIGI GRUP 1 GRUP 2 GRUP3 | KONTROL | ArasiP
Degeri
KARACIGER 12,66+2,88 | 17,35+0,21 | 18,70+1,83 | 16,98+0,11 0,104
BEYIN 3,57+0,38 3,80+0,27 | 3,90+0,28 | 3,24+0,02 0,198
PARAVERTEBRAL
VAC DOKUSU 1,26+0,48 6,28 3,61+0,61 | 4,31+2,39 0,185
ORGAN
CEVRESINDEKIi 3,48+0,82 4.85+1,20 | 5,11+1,60 - 0,208
YAG DOKUSU
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3.7. Serumda Leptin Varh@imn Tespiti

Tiim gruplardaki sicanlardan 35’inci ve 70’inci giinde alinan kanlardan serum
elde edilerek SDS PAGE analizi yapilmis ve tiim gruplarin serumunda leptin

proteininin varligi tespit edilmistir. Serum leptin tespiti i¢in yapilan SDS PAGE

calismasi Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Sekil 3.4. Serum leptin proteininin tespiti i¢in yapilan SDS PAGE ¢aligmasinin gosterimi

3.8. Kandan mRNA izolasyonu, Agaroz Jel Yiiriitmesi ve cDNA Sentez

Sicanlardan 35’inci ve 70’inci giinde alinan kanlardan mRNA izole edilmis ve
izole edilen mRNA %?2’lik agaroz jelde yiiriitiildigiinde herhangi bir kontaminasyon
veya RNA kirilmasina rastlanmamustir. Calisilan agaroz jelin goriintiisii Sekil 3.5°de
gosterilmistir. Elde edilen mRNA’dan c¢cDNA sentezlenmistir. Pandemi siireci
sebebiyle sarfiyat sorunu giderilemediginden elde edilen cDNA’dan PCR ¢alismasi

yapilamamustir.
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Sekil 3.5. Kandan elde edilen mRNA’nin %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmesi.

3.9. Karaciger Dokusunun Hematoksilen ve Eozin Boyalariyla Boyanmasi

Sicanlar sakrifiye edildikten sonra karaciger dokusu ¢ikarilmis ve
parafinlenmistir. Dokular hematoksilen ve eozin boyalariyla boyanmais, santral venler,
hepatositler ve siniizoitler gosterilmistir. Grup 3’te daha belirgin olmak tizere Grup
2’de de diger gruplardan farkli olarak makrovezikiiler yag infltrasyonu
gbzlemlenmistir. Fibroz doku ve inflamatuar hiicre artigina rastlanmamistir. Tiim
gruplarin karaciger dokularinin hematoksilen ve eozin boyalariyla boyanmis hali
cizelge 3.6., cizelge 3.7, cizelge 3.8 ve gizelge 3.9.’da gosterilmistir. Sekil 3.10°da

makrovezikiiler yaglanma bulgular1 gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Normal sican karacigerlerinin 70’inci giindeki hematoksilen eozin ile boyanmis
preparatlarinin gosterimi. (Sirastyla 200, 100 ve 50 um biiyiitme)

a- Sican karacigerin genel yapist

b- Sigan karacigerin detayli goriintiisii
c-b deki seklin detay1

Oklardaki isaretlemeler:

c: central vein

s:sinosoid

h: hepatosit

Sekil 3.7. Grup 1°deki siganlarin karacigerlerinin 70’inci giindeki hematoksilen eozin ile
boyanmis preparatlar goriilmektedir. (Sirastyla 200, 100 ve 50 um biiyiitme)

d- Sigan karacigerin genel yapisi

e- Sigan karacigerin detayli goriintiisii
f-e deki seklin detay1

Oklardaki isaretlemeler:

c: central vein

s:sinosoid

h: hepatosit
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Sekil 3.8. Grup 2’deki si¢anlarin karacigerlerinin 70’inci giindeki hematoksilen eozin ile
boyanmis preparatlar goriilmektedir. (Sirastyla 200, 100 ve 50 um biiylitme)

g- Sican karacigerin genel yapisi

h- Sigan karacigerin detayl goriintiist
1-h deki seklin detay1

Oklardaki isaretlemeler:

c: central vein

s:sinosoid

h: hepatosit

Sekil 3.9. Grup 3’teki siganlarin karacigerlerinin 70’inci giindeki hematoksilen eozin ile
boyanmis preparatlar goriilmektedir. (Sirastyla 200, 100 ve 50 um biiylitme)

J- Sigan karacigerin genel yapisi

k- Sigan karacigerin detayl goriintiisii
I-k deki seklin detay1

Oklardaki isaretlemeler:

c: central vein

s:sinosoid

h: hepatosit
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Sekil 3.10. Siganlarda makrovezikiiler karaciger yaglanmasinin gosterimi (100 pm biiyiitme).

m: Grup 1°de yer alan siganlarin normal karaciger dokusu
n: Grup 2’de yer alan sicanlarin makrovezikiiler karaciger yaglanmasi
0: Grup 3’te yer alan sicanlarin makrovezikiiler karaciger yaglanmasi
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4. TARTISMA

Bu ¢aligmada, kontrollii olarak sirkadiyen ritmi degistirilen sicanlardan elde
edilen yag dokularindan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin, kok hiicre 6zellikleri
ve gen ifadelerindeki degisimlerin incelenmesi amaglanmistir. Calismada 7 giinde bir
karanlik/aydinlik dongiileri degistirilen siganlarin BMI degerleri, yag dokusu miktari,
hemogram ve kan biyokimyas1 degerleri, bobrek ve karaciger fonksiyonlari ile birlikte
serum leptin seviyesi ve mezenkimal kok hiicrelerinde meydana gelen degisimlerin

incelenmesi hedeflenmistir.

Calismada Oncelikle; deney hayvanlarinin sirkadiyen ritminin bozulmasi
hedeflendi ve sicanlar toplam 4 gruba ayrilarak, karanlik/aydinlik ritmleri degistirildi.
Grup 1°deki siganlarin saat dongiisii planlanirken gece vardiyali ¢alisanlarin uyku ve
uyaniklik dongiileri g6z oniine alindi. Saglik ¢alisanlari, polisler, rafineri ve demiryolu
calisanlar1 6rnek alindi. Grup 2’de yer alan siganlarin dongiisiine benzer bir dongliye
giindelik hayatta 6rnek olusturabilecek bir durum olmamakla birlikte, sicanlarin aktif
pasif dongiilerinin 1siktan etkilendigini bilinerek faz dongiisii tasarlandi (Devan ve
ark., 2001). Grup 3’teki sicanlarin aydinlik karanlik siireleri sabit tutuldu ancak aktif
ve pasif faz siireleri en uzun olacak sekilde ayarlandi. Bu grup negatif kontrol grubu
olarak diislinitildii. Siganlarin normal karanlik-aydinlik dongiisiiniin 12 saat giindiiz 12
saat gece oldugu kabul edilerek, Grup 4’te bulunan kontrol hayvanlarinin dongiisii
dogal ritminde devam etti (Herrero ve ark., 2015). Sicanlarin uyku/uyaniklik
dongiisiine bagli olarak gelisen beslenme aligkanliklarinin otomatik hale gelmesi
literatiirle desteklenecek sekilde 70 giin olarak belirlenmistir (Gardner ve ark.,2012;
Lally ve ark.,2009; Lally ve ark.2011)). Bu siirenin sonunda si¢anlarin sirkadiyen ritm

dongiilerinin bozuldugu kabul edilerek siganlar sakrifiye edilmistir.

Sicanlarin kilo alim siireci verilen yemegin kalitesi, siganlarin barimdiklar
kafesin biiyiikliigii, sicaklik, nem ve 151k degisikliklerinden etkilenir (Nistiar ve ark.,
2012). Sirkadiyen saat enzim aktivitelerini, hormonlar1 ve transport mekanizmasini

kontrol ederek metabolizmay1 etkiler (Froy ve ark.,2012). Sirkadiyen genlerinin
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lipojenik ve adipojenik yolaklarla iliskisi oldugu, sirkadiyen genleri mutant olan
hayvanlarda metabolik homeostazin bozulmasiyla ortaya konmustur (Dibner ve ark.,
2015). Sicanlarda sirkadyen ritmin degistirilmesinin kilo alimina yol agtig: literatiirde
gosterilmistir (Arble ve ark.,2012). Calismamizda, gruplar arasinda siganlarin 151k ile
bozulan sirkadiyen ritmi ve kilo artiglar1 arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
Grup i¢i kilo artis1 degerlendirmelerimizde her dort grup igin anlamli bir istatistiksel
kilo artis1 saptanmistir. Grup 3’te yer alan si¢anlar 0-35 gilin araliginda diger
gruplardaki siganlara gore daha ¢ok kilo almistir. Grup 1°deki ler ise 0-35 giin
araliginda en az kilo alan sicanlardir. Kontrol Grubu’nun 35-70 giin araliginda diger
gruplara gore kilo artis1 diger gruplara gore daha fazla olurken, Grup 1’deki sicanlar
diger gruplara gore daha az kilo almistir. Grup 3’te yer alan sicanlarin gece giindiiz
dongiisiiniin diizensiz olmast literatiirle uyumlu olarak bu sicanlarda kilo artisina sebep

olmustur.

Sirkadiyen saat ritminde meydana gelen onemli degisiklikler obezitenin
sebeplerinden birisidir (Martins ve ark., 2011). Diinya Saglik Orgiitii BMI degerinin
obezite tamimlanirken dikkate alimmasii 6nermektedir (Deurenberg ve ark.,2002).
Aydinlik/karanlik  dongiisiiniin ~ bozulmast BMI degerinin  yiiksekligi ile
iliskilendirilmistir (Baron ve ark., 2012). Eriskin erkek wistar sicanlar i¢in normal
viicut kitle indeksi siniflandirmasinin 0.45- 0.68 g/cm? aralig1 oldugu bildirilmistir
(Novelli ve ark., 2007). Bu veriler gz Oniine alindiginda; ¢alismamizin
baslangicindan itibaren sicanlar BMI degerleri acisindan obezdir. Sicanlarin agirliklar
ve BMI degeleri tiim gruplarda artmistir. BMI degerindeki en fazla degisim Grup
3’teki siganlarda kaydedilmistir. Grup 3’te meydana gelen BMI degerindeki fazla

artisin aktif ve pasif faz siiresinin uzunlugundan kaynaklandig s6ylenebilir.

BMI degeri ve viicut yag orani klinik ve epidemiyolojik ¢alismalarda genelde
obezite belirteci olarak kullanilan prametrelerdir (Smalley ve ark., 1990; -Spiegelman
ve ark.,1992). BMI bir agirlik belirteciyken yaglanmayla ilgili fazla bilgi vermez. BMI
degeri viicut yagmin agirligini ve yagsiz agirligini ayri ayr direkt olarak ifade etmez
(Kvist ve ark., 1988; Baumgartner ve ark.,1995). BMI, abdominal yaglanma ve
visseral yaglanmayla dolayli olarak iliskilidir (Bouchard ve ark., 1994). Calismamizda
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Grup 3’te yer alan sicanlarda BMI degerlerinde artis goriilmiistiir. Sicanlar sakrifiye
edildiginde literatiirle uyumlu olarak Grup 3’teki si¢anlarda periton iizerinde ve organ
cevresinde yaygin yaglanma gozlemlenmistir. Sicanlarda goézlemlenen periton

tizerinde ve organ ¢evresindeki yaglanma Sekil 4.1 ‘de goriilmektedir.

Sekil 4.1. Calismamizda yer alan sicanlarin periton iizerinde ve organlar cevresinde biriken
yag dokusunun goriiniimii.

Sirkadiyen saat ritminin bozulmas1 immnolojik dengeyi de etkiler (Tsujimura ve
ark., 2009). Sirkadiyen saat ritminin bozulmasiyla sempatik sistem aktive
oldugundan, immiinolojik denge inflamasyon tarafina kayar (Mullington ve ark.,
2010). Bu baglamda uyku siiresindeki azalma periferik kanda beyaz kan hiicrelerinin
artmasina sebep olur (Lasselin ve ark., 2015). Periferik kandaki 16kositlerin sayisini
periyodik olarak degistiren faktorlerden biri de sirkadiyen saat ritminde meydana
gelen degisikliklerdir. Sirkadiyen saat ritmine bagli olarak bdbrek iistii bezlerinden
salgilanan kortikosteroid seviyesi de artmaktadir. Kortikosteroidlerin etkisiyle
periferik kanda dolasan 16kosit ve trombositlerin sayisi artar, lenfosit ve monositlerin
sayist azalir (Katsutaka ve ark., 2006). Calismanin 0. Giiniinde 4 grup sicandan alinan
kanlardaki hemogram sonuc¢lar1 muhtemelen bir laboratuvar aksakligindan dolay1
beklenmedik seviyelerde bulunmustur. Ancak bu sirada siganlarin sirkadiyen ritimleri
heniiz degistirilmeye baslanmamistir. Calismanin 35. ve 70. giinlerin alinan kanlardan
calisilan hemogram parametreleri normal sinirlara yaklagmistir, ancak literatiirde
belirtilen sekilde bir degisim gozlemlenmemistir. Baglangigta tiim gruplarda l6kosit
sayist normalin ilizerindeyken 35. Gilindeki Ol¢limlerde normal degerler arasinda

bulunmustur. Sirkadiyen saat ritminde meydana gelen bozulmalar sonucu ortaya ¢ikan
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strese bagli olmas1 muhtemel sekilde 70. glinde Grup 3 hari¢ diger gruplarda 16kosit
sayisinin normal degerler altina diismesine sebep olmus olabilir. Grup 3’{in 70. giinde

alinan kan 6rneklerine gore 10kosit seviyesi normal deger araliginda bulunmustur.

Sirkadiyen saat ritminin karaciger iizerinde de etkileri vardir (Abdelmalek ve
ark., 2007). Sirkadyen saat ritminde meydana gelen bozukluklar karacigerde lipid
metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmas1 ve karaciger hiicre rejenerasyonu
tizerinde etkilidir (Calrk ve ark., 2002; Diehl ve ark.,2002). Karaciger yaglanmasinin
nedenlerinden birisi de sirkadiyen saat ritmindeki degisime bagli olarak meydana
gelen metabolik sendromlardir (Jou ve ark., 2008). Karaciger yaglanmasina bagl
olarak hepatosit hasar1 meydana geldiginde periferik kanda ALT ve ALP degerlerinde
artis olmasi beklenir (Montagnese ve ark., 2009; Steindl ve ark., 1995). Calismanin
0.glin, 35. giin, 70. giinlerinde alinan kanlar sonucunda ALP ve ALT degerlerinin
normalden yiiksek olmasi, baslangictan itibaren sicanlarin obez olmasi ve karaciger
yaglanmasinin bulunmasiyla ag¢iklanabilir. Ancak sirkadiyen saat ritmi bozulduktan
sonraki donemde 35. Giline kadar ALP ve ALT diizeylerinde hafif bir azalma
gbzlemlenirken, 35. ve 70. Giin arasinda bu degerler tekrar artig egilimi gostermistir.
Sirkadiyen ritmin 35. giinden sonra etkisini degerler iizerinde daha net gdstermesi
muhtemeldir. Siganlar sakrifiye edildikten sonra karacigerlerinden alinan kesitlerin
hematoksilen ve eozin boyasiyla boyanmasi sonucunda Grup 3’te daha belirgin olmak
tizere Grup 2 ve Grup 3’teki sicanlarda makrovezikiiler karaciger yaglanmasi
goriilmiistiir. Ozellikle aydmlik7karanlik siiresi uzun tutulan bu sicanlarda
gbzlemlenen makrovezikiiler yaglanma ALP ve ALT degerlerinin serum diizeyindeki
yiiksekligiyle uyumludur. Karaciger yaglanmasinda goérmeyi bekledigimiz
perisiinizoidal inflamatuar hiicre artisina rastlanmamistir. Hepatosteatozun (karaciger
yaglanmasi) ge¢ donemlerinde karacigerde fibrosizde gozlemlenebilir. Siganlardan

alinan 6rneklerde fibrosiz gozlemlenmemistir.

Kronik karaciger hastaliklarinda karacigerin albiimin sentez kapasitesinin
azalmasma bagli olarak hipoalbiinemi gelisebilir (Gatta ve ark., 202). Baz
hastaliklarda bobrekten ve ya bagirsaktan abiiminin kaybedilmesine ve ek olarak akut

inflamasyonun gostergesi olarak da serum alblimin seviyesi diisebilir (Bochatay ve

63



ark., 2015). Sirkadiyen saat ritminde meydana gelen bozukluklarda immiinolojik
dengenin inflamasyon tarafina kaymis olmasi ve sempatik aktivitenin hakim olmasi
nedeniyle serum albiimin diizeyinin diismesi beklenir (Mullington ve ark., 2010).
Bunun yani sira sirkadiyen saat ritmindeki bozukluklarin karaciger yaglanmasi ve
hatta daha ileri donemde karaciger sirozuna yol agabilmesi sebebiyle siroz gelismis
canlilarda da serum albiimin seviyesi diiser (Montagnese ve ark., 2009). Calismamizda
yer alan sicanlarin serum albiimin diizeyleri ¢alismanin basindan itibaren normal
degerin altindadir. Bu da karacigerin yaglanmasina bagli albiimin sentez rezervinin
diisiikliglindense ve muhtemelen immiinolojik dengenin ainflamasyon tarafinda yer
almasindandir. Calisma boyunca gruplarin albiimin seviyeleri stirekli diigiik saptanmis

olup ancak literatiire uygun olacak sekilde anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir.

Obeziteyi tanimlamak i¢in ¢cogunlukla BMI, kalga cevresi Ol¢limii, i¢ organ
yaglanmasi1 gibi parametreler kullanilsa da yapilan ¢alismalar obezite ve serum ipid
profili iligkisinin altin1 ¢izmektedir (Amato ve ark., 2010; Bozorgmanesh ve ark.,
2011; Karakas ve ark., 2012; Rizzo ve ark., 2012; Sneider ve ark., 2010; Stepien ve
ark., 2011). Serum kolesterol diizeyinin yiiksekligiyle BMI degeri arasinda pozitif bir
iligkinin oldugu gosterilmistir (Gostynski ve ark., 2004). Calismamizda deneyin 0.
giinti, 35. giinii ve 70. giinlinde sicanlardan alinan kan 6rneklerinde kolesterol degerleri
normal degerler arasinda kalarak, istatistiksel olarak anlamli bir degisim

gostermemistir.

Sirkadiyen saat ritminde meydana gelen degisiklikler obezite, tip 2 diyabetes
mellitus, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserle iliskilendirilir (DeFronzo ve ark.,
2005). Hipertansiyon, diyabetes mellitus ve obezite birbirleriyle iliskili metabolik
bozukluklardir. Komorbitide gelisimini genellikle diyabetes mellitusun varlig
destekler (Martins ve ark.,2011). Vardiyali ¢alisma ve uyku yoksunlugu gibi durumlar
sirkadiyen saat ritmi bozukluklarina neden oldugunda, pankreastaki beta adacik
hiicreleri dogrudan veya dolayli yoldan etkilendiginden tip 2 diyabetes mellutusun
gelismesinin destelemektedir (Zimmet ve ark.,2019). Gece vardiyali ¢alisanlarda
giindiiz calisanlara goére potasyum, trik asit, glukoz, kolesterol ve total lipid
degerlerinin arttig1 gosterilmistir (Orth-Gomer ve ark.,1983; Theorell ve ark.,1976).
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Calismamizda deneyin 0. giinii, 35. giinii ve 70. giliniinde sicanlardan alinan kan
orneklerinde glukoz, normal degerlerin iizerinde olup; ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmamistir. Glukoz degerlerinin tiim
gruplar icin sirkadiyen saat ritmi degisiklikleri yapilmadan once de yiiksek olmasi
sicanlarin deneyin basindan itibaren muhtelemen obezitenin eslik ettigi diyabetin
varhigim desteklemektedir. Artiglar istatistiksel anlamli olmamakla birlikte en ¢ok
artigin aktif pasif faz siiresi en uzun tutularak sirkadiyen saat ritmi bozulan Grup 3’teki

sicanlarda meydana geldigi goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Biyolojik saat ritmini anlamaya ve ayni zamanda insan biyolojisi iizerindeki
etkilerini arastirmaya duyulan ilgi giderek artmaktadir. Biyolojik saat ritim
cesitlerinden birisi olan sirkdiyen saat ritmi diinyanin kendi ekseni etrafinda 1 tam
doniisii boyunca gegen siirenin canlilar iizerinde meydana getirdigi biyokimyasal,
fizyolojik ve davranigsal ritimlerin tekrar edilerek devam etmesidir. Sirkadiyen saatin
bozulmasi obezite, tip 2 diyabetes mellitus, kalp ve damar hastaliklar1 ve kanser gibi
bircok metabolik hastaliklarla iligkilendirilmektedir. Giinlimiiz kosullarinda gece
vardiyali ¢alisanlarin, uyku bozuklugu bulunanlarin ve gece uykusunda 1518a maruz
kalanlarin sirkadiyen saat ritimleri bozuktur. Bu bilgiler 1s1ginda planlanan tez
calismasinda, vardiyali calisma kosullar1 g6z 6niinde bulundurularak aydinlik/karanlik

stireleri farkli olacak sekilde 4 grup sican olusturulmustur.

Grup 1’in aydinlik/karanlik siiresi kisa tutularak dongii sik degistirilmistir. Grup
2’nin karanlik ve aydinhik siireli diizenli olarak arttirilmistir. Grup 3’iin
aydinlik/karanlik siiresi sabit tutulmus ancak 151k ve karanlik maruziyeti uzun siireli

olacak sekilde ayarlanmustir.

Kontrollii olarak sirkadiyen ritmi bozulan siganlarin ¢alisma siirecinde 0. Giin,
35. Giin ve 70. Giinlerde obezite degerlendirmesi yapmak icin agirliklar1 ve boylar
Olciilmiis, BMI degerleri hesaplanmistir. Sirkadiyen saat ritminin bozulmasinin kilo
artisina sebep oldugu bilinmektedir. Calismada gruplar arasinda siganlarin sirkadiyen
ritmi ve kilo artiglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Grup
ici kilo artis1 degerlendirmelerimizde her dort grup i¢in anlaml bir istatistiksel kilo
artist saptanmustir. Grup 3’te yer alan sicanlar ¢alismanin ilk 35 giinii icinde diger
sicanlara gore daha ¢ok kilo almislardir. Bu siiregte diger gruplara gore en az kilo olan
sicanlar ise Grup 1’de yer almaktadir. Kontrol Grubunda c¢alismanin 35-70 giin
araliginda diger gruplara gore kilo artis1 daha fazla olurken, Grup 1°deki siganlar diger
gruplara gore daha az kilo almiglardir. Boy ve kilo verileri kullanilarak, gruplarin BMI

degerleri hesaplanmistir. Calismanin baglangicinda tiim gruplarin BMI degerleri
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normal degerlerin lizerindedir ve ¢aligma siiresince BMI degerleri tiim gruplarda artis
gostermistir. Caligma sonucunda BMI degerindeki en fazla degisim Grup 3’te yer alan

sicanlarda kaydedilmistir.

Sirkadiyen ritmin sebep oldugu tahmin edilen metabolik bozukluklarin
anlasilmasi1 i¢in siganlardan c¢alismanin basi, ortast ve sonunda kan alinarak
degerlendirmelerde bulunulmustur. Bu degerlendirmeler sonucunda sirkadiyen saat
ritminin  degistirilmesine bagli serum biyokimyasi ve hemogram degerlerinde
farkliliklar oldugu gozlenmistir. Baglangicta tiim gruplarda 16kosit sayis1 normalin
tizerindeyken 35. Giindeki Ol¢iimlerde normal degerlerin altinda bulunmustur.
Calismanin sonunda yapilan 6lgiimlere gore Grup 3 hari¢ diger gruplarda 16kosit sayisi
normal degerlerin altina diistiigii, Grup 3’iin 70. Giinde alinan kan 6rneklerinde 16kosit
seviyesinin normal degerler araliginda bulundugu saptanmistir. Karaciger
yaglanmasina bagli hepatosit hasari meydana geldiginde periferik kanda ALT ve ALP
degerlerinde artis beklenir. Yapilan ¢alismalarda ALP ve ALT diizeylerinde 35. Giinde
hafif bir azalma gozlemlenirken, 70. Giinde yapilan 6l¢iimlerde bu degerler artis
egilimi gostermistir.Akut inflamasyon belirteci olarak serum albiimin diizeyi azalir.
Calismanin basinda, ortasinda ve sonunda yapilan degerlendirmelere gore tim
gruplarda serum alblimin seviyesinin normal degerlerden daha diisiik oldugu
saptanmistir ve ¢alisma boyunca gruplarin albiimin seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli olabilecek bir degisiklik tespit edilmemistir. Siganlarin serum albiimin
diizeylerinin diisiikliigii, sirkadien saat ritmindeki bozulmanin immiinolojik dengeyi

inflamasyon tarafina kaydirmasina bagl olabilir.

Obezite ile serum lipid profili arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir.
Calismanin 0. giinii, 35. giinii ve 70. gilinlinde yapilan analizlerde kolesterol degerleri
normal degerler arasinda kalarak, istatistiksel olarak anlamli bir degisim
gostermemistir.  Siganlarda obezite bulundugu halde serum kolesterol diizeyleri

artmamigtir.

Sirkadiyen ritimde meydana gelen bozukluklarin pankreastaki beta adacik

hiicrelerini ve serum glukoz seviyesini dogrudan veya dolayli olarak etkiledigi
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bilinmektedir. Calismamizin 0. giinii, 35. giini ve 70. giiniinde yapilan si¢anlarin
biyokimayasal analizlerinde serum glukoz, seviyesi normal degerlerin iizerinde
bulunmus olup; ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
saptanmamustir. Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmasa serum glukoz diizeyi

en yliksek olan siganlar Grup 3’te yer almaktadir.

Bu calismanin kapsaminda bizim planlamadigimiz ama bir ¢ok calismadan
belirtilen sekilde biyokimyasal ve hemogram degerlendirmelerinin giin igerisindeki
degisimlerinin gdz dniinde bulundurulmasi bazi bulgulardaki degisikleri yorumlamay1

kolaylastirabilir.

Memelilerin ortalam 70 glinde davranislari otomatize ettigi diisiintilerek deney
stiresi planlanmustir, ancak sirkadiyen saat ritminin sebep oldugu degisiklikleri daha

iyl gozlemlemek i¢in ¢alisma siiresi daha uzun planlanabilir.

Insanlarda benzeri bir calisma planlanirken obeziteyi tanimlamak igin BMI

degeri ile birlikte kalca-bel orani, serum HDL ve LDL degerleri de bilinmelidir.
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OZET

Kontrollii Olarak Sirkadiyen Ritmi Bozulan Sicanlarin Adipoz Mezenkimal Kok
Hiicrelerinin Ozelliklerindeki Potansiyel Degisimlerin Incelenmesi

Canlilarin fizyolojileri, metabolik aktiviteleri, davranis Ozellikleri ve hastaliklar1
biyolojik saatlerinde meydana gelen degisimlere baglidir. Bu biyolojik saatler igerisinde
sirkadiyen saat ritmi tiim canlilarin bulunduklar1 ortama uyum saglamak suretiyle hayatta
kalmalarin1 temin eder. Sirkadiyen saat ritminde meydana gelen bozukluklarin obeziteye
neden oldugu bilinmektedir. Sunulan tez ¢alismasinda sirkadiyen ritmi kontrollii olarak
degistirilen wistar siganlardan elde edilen fiziksel verilerin degisimleri, bu sicanlardan alinan
kanlarin ve ¢ikarilan yag dokularinin incelenmesi amaglanmistir.

Yapilan calismada erkek wistar sicanlarin sirkadiyen saat ritmlerini degistirmek igin,
giiniimiizde vardiyali calisgan meslek gruplarmin ¢alisma saatleri Ornek alinarak
aydmlik/karanlik dongiisii planlandi. Calismanin baginda ortasinda ve sonunda olmak {izere
siganlarin fiziksel 6zellikleri ve kan degerlerindeki degisimler takip edildi. Dongili sonucu
degisen biyolojik aktiviteler otomatik davranig haline geldiginde sicanlar sakrifiye edildi.
Sicanlardan adipoz doku ve organlar ¢ikarildi ve tartildi. Sicanlarin adipoz dokusundan
mezenkimal kok hiicre elde etmek amaciyla hiicre kiiltiiri yapildi. Siganlarin
karacigerlerinden alinan kesitler hematoksilen eosin boyasiyla boyandi. Calimanin ilk, orta ve
son giinlerinde sicanlardan alinan kanlarin hemogram ve biyokimyasal analizleri yapildi. Elde
edilen kanlardan mRNA izole edilerck cDNA sentezlendi ve kanda leptin varligini gostermek
i¢in serumlardan SDS PAGE c¢alisildi.

Calisma sonucunda sirkadiyen ritmi kontrollii olarak bozulan siganlarda kilo artisi ve
buna bagli olarak BMI degerlerinde degisiklik kaydedilmistir. Sicanlardan alinan kanlarla
yapilan SDS PAGE analizinde bir obezite belirteci olan leptin proteinin varlig1 saptanmistir.
Aydinlik/karanlik dongiisli en uzun olan siganlarda yani grup 2 ve grup 3’te karacigerde
makrovezikler ve mikrovezikiiler yaglanma yaygin olarak gozlenmistir. Bu durum ALT ve
ALP degerlerinin serumdaki yiiksekligini agiklamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Adipoz doku, karaciger yaglanmasi, mezenkimal kok hiicre, obezite,
sirkadiyen ritm

69



SUMMARY

The Propertien of Adipose Mesenchymal Stem Cells of Rats Whose Circadian
Rhythm is impaired

The physiology, metabolic activities, behavioral characteristics and diseases of living
things depend on changes in their biological clocks. Among these biological clocks, the
circadian clock rhythm ensures that all living things survive by adapting to their environment.
It is known that disorders occurring in the circadian clock rhythm cause obesity. In the
presented thesis, it was aimed to investigate the changes of physical data obtained from wistar
rats whose circadian rhythm was changed in a controlled manner, the blood taken from these
rats and the extracted fat tissues.

In this study, to change the circadian clock rhythms of male wistar rats, the light / dark
cycle was planned based on the working hours of the occupational groups who work by shifts
today. Physical properties and changes in blood values of the rats were followed at the
beginning, at the mid and at the end of the study. Rats were sacrificed when biological
activities changed as a result of the cycle became automatic behavior. Adipose tissue and
organs were removed from the rats and weighed. Cell culture was performed to obtain
mesenchymal stem cells from the adipose tissue of rats. Sections taken from the livers of rats
were stained with hematoxylin eosin stain. In the first, middle and last days of the study,
hemogram and biochemical analyzes of blood taken from rats were done.Through isolating
mRNA from the bloods obtained cDNA was synthesized and SDS PAGE from serum was
studied to demonstrate the presence of leptin in the blood..

As a result of the study, weight gain and accordingly changes in BMI values were
recorded in rats whose circadian rhythm deteriorated in a controlled manner. The presence of
leptin protein, as an obesity marker, was detected in SDS PAGE analysis performed in blood
from rats. Macrovesicular lipoidosis is observed the livers of the rats which has the longest
light/ dark cycle. This results are coherent with the blood biochemicals.

Key words: adipose tissue, circadian rhythm, , liver lipoidosis, mesenchymal stem cells,
obesity
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