CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

MATERNAL BESIN KISITLAMASININ SURIYE
HAMSTERLERINDE YAVRU GELISIMi VE NPY/AGRP GEN
EKSPRESYONU UZERINE ETKISI

DOKTORA TEZI

PINAR INAN

Tez Damismani

Prof. Dr. BULENT GUNDUZ

CANAKKALE -2023






CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

MATERNAL BESIN KISITLAMASININ SURIiYE HAMSTERLERINDE
YAVRU GELISIMI VE NPY/AGRP GEN EKSPRESYONU UZERINE ETKISI

DOKTORA TEZI

PINAR INAN

Tez Danismani

Prof. Dr. BULENT GUNDUZ

Bu calisma, Bilimsel Arastirma Projeleri kurumu tarafindan desteklenmistir.

Proje No: 3196

CANAKKALE - 2023



T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU

Pmar INAN tarafindan Prof. Dr. Biillent GUNDUZ yénetiminde hazirlanan ve
25/07/2023 tarihinde asagidaki jiiri karsisinda sunulan “Maternal Besin Kisitlamasinin
Suriye Hamsterlerinde Yavru Gelisimi ve NPY/AGRP Gen Ekspresyonu Uzerine
Etkisi” baslikl1 ¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali'nda DOKTORA TEZI olarak oy birligi ile kabul edilmistir

Jari Uyeleri imza
Prof. Dr. Billent GUNDUZ

(Danigman)

Prof. Dr. Murat TOSUNOGLU

Prof. Dr. Cahit AKGUL

Prof. Dr. Murat YURTCAN

Prof. Dr. Aylin ER

Tez No
Tez Savunma Tarihi : 25/07/2023

Prof. Dr. Ahmet Evren ERGINAL

Enstitd Miduru

25/07/2023



ETiK BEYAN

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisi Tez Yazim
Kurallari’na uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda; tez i¢inde sundugum verileri,
bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi, tiim bilgi,
belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi, bu tezde
sundugum calismanin 6zgiin oldugunu, bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek

tiim hak kayiplarini kabullendigimi taahhiit ve beyan ederim.

Pinar INAN
25/07/2023



TESEKKUR

Bu tezin gergeklestirilmesinde, ¢calismam boyunca yardimlarini esirgemeyen saygi
deger damisman hocam Prof. Dr. Biilent GUNDUZ’e, calismam siiresince oneri ve
bilgileriyle katkida bulunan degerli hocamlarim Prof. Dr. Cahit AKGUL ve Prof. Dr.
Murat TOSUNOGLU’na tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her evresinde maddi manevi en buyik destek¢im olan esim Salih
INAN’a, kizlarim Sare INAN ve Sena INAN’a, calisma siiresince her zorlugu benimle
gogiisleyen galigma arkadasim Giilsim AKKUS’a,

Manevi destekleri ile her daim yanimda olan babam Burhanettin GOK’e, annem

Tiilay GOK’e, kardeslerim Bahar GOK ve Engin GOK’e sonsuz tesekkiir ederim.

Pinar INAN
Canakkale, Temmuz 2023



OZET

MATERNAL BESIN KISITLAMASININ SURIiYE HAMSTERLERINDE YAVRU
GELISIMi VE NPY/AGRP GEN EKSPRESYONU UZERINE ETKIiSi

Pmnar INAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali1 /Doktora Tezi
Danisman: Prof. Dr. Biilent GUNDUZ
25/07/2023, 75

Maternal besin kisitlamasi, yavrunun enerji homeostazinda yer alan hipotalamik
noropeptitler {izerinde kalici etkilere yol acabilir. Bu c¢alismada, Suriye hamsteri
yavrularinda beslenme ve fotoperiyod gibi maternal faktorlerin NPY/AgRP gen
ekspresyonu tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Calismada Yyetiskin disi hamsterler uzun ve
kisa fotoperiyot altinda ti¢ farkli beslenme kosulu uygulanmak iizere rastgele ayrilmigtir:
Bunlar normal beslenme, geceye kisitlama ve gilindiize kisitlama gruplaridir. Beslenme
rejimleri uygulanan annelerden dogan yavrulara laktasyon siiresinden sonra da 30 glnlik
olana kadar beslenme rejimleri devam ettirilmistir. Yavru hamsterlerin 10. 20. ve 30.
giinde alinan hipotalamus dokulari, NPY/AgRP’nin genlerin mRNA ekspresyonu igin RT-
PCR ve protein miktar1 i¢in ELISA analizi yapilmistir. Uzun fotoperiyotta yer alan
yavrularda besin tiiketimi agisindan gruplar arasinda farklilik belirlenememistir (p>0.05).
Uzun fotoperiyotta ki yavrularin viicut agirliklarinin, normal beslenme grubuna kiyasla
geceye ve giindiize kisitlama gruplarinda azalmistir (p<0.05). Kisa fotoperiyotta yer alan
yavrularin ise normal beslenme grubuna kiyasla besin tiiketiminin daha fazla oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Kisa fotoperiyotta maternal beslenme rejimlerinin yavrularin viicut
agirliklart agisindan gruplar arasinda farklilik belirlenememistir  (p>0.05).  Uzun
fotoperiyotta yer alan geceye ve gindize kisitlama gruplarindaki yavrularin, NPY/AgRP
MRNA ekspresyonu ve protein miktart normal beslenmeye kiyasla laktasyon siresince en
fazla artmaktadir (p<0.05). Kisa fotoperiyotta ise beslenme rejimlerinin normal
beslenmeye kiyasla NPY mRNA ekspresyonu hem laktasyon surecinde hemde laktasyon

sonrasinda 6nemli 6l¢lide artmistir (p<0.05). AgRP’nin gen ekspresyonu ve protein miktari
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laktasyon siiresince en fazla artmistir (p<0.05). Gelisimin erken donemlerindeki maternal
faktorler, yavrularin NPY/AgRP gen ekspresyonu ve protein miktarini dnemli olgiide
etkiledigi goriilmektedir. Bu sonuclar enerji dengesinin metabolik diizenlemesinin

gelisimin ¢ok erken donemlerinde maternal faktorler ile degisebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: ELISA, Maternal transfer, Mesocricetus auratus, NPY/AgRP
noronlar;, RT-PCR.



ABSTRACT

THE EFFECT OF MATERNAL NUTRIENT RESTRICTION ON THE
DEVELOPMENT OF OFFSPRING AND NPY/AGRP GENE EXPRESSION IN
SYRIAN HAMSTERS

Pinar INAN
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Doctoral Dissertation in Biological Science
Advisor: Prof. Dr. Billent GUNDUZ
25/07/2023, 75

Maternal nutrient restrictions can cause permanent effects on the hypothalamic
neuropeptites in the offspring's energy homeostasis. In this study, the effects of maternal
factors such as feeding and photoperiod on NPY/AgRP gene expression in Syrian hamster
offspring were investigated. In the study, adult female hamsters were randomly separated
to apply three different nutritional conditions under long and short photoperiods: These ad
libitum group, night fasting group and day fasting groups. After the lactation period,
feeding regimens were continued for the offspring born from mothers who were given
nutritional regimens, until they were 30 days old. Hypothalamus tissues of offspring
hamsters were taken at 10, 20 and 30 days, RT-PCR for mRNA expression of NPY/AgRP
genes and ELISA analysis for protein amount were performed. There was no difference
between the groups in terms of food consumption in the offspring in the long photoperiod
(p>0.05). The body weights of the offspring in the long photoperiod were decreased in the
night and day fasting groups compared to the ad libitum group (p<0.05). It was determined
that the food consumption of the offspring in the short photoperiod was higher compared to
the ad libitum group (p<0.05). In the short photoperiod, no difference could be determined
between the groups in terms of the body weights of the offspring of maternal feeding
regimens (p>0.05). In the night fasting and day fasting groups with long photoperiods,
NPY/AgRP mRNA expression and protein content increase the most during lactation

compared to ad libitum. (p<0.05). In the short photoperiod, NPY gene expression has
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significantly increased compared to control of diet regimes (p<0.05). AgRP’s gene
expression and protein quantity decreased after lactation (p<0.05). Early stages of
development have shown that maternal factors have significantly affected the offspring's
NYP and AgRP gene expression and protein quantity. These results show that the
metabolic regulation of energy balance may change with maternal factors during the very
early stages of development.

Keywords: ELISA, Maternal transfer, Mesocricetus auratus, NPY/AgRP neurons,
RT-PCR.
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Beslenme; yasam kalitesinin artirilmasi ve sagligin korunmasi i¢in viicudun ihtiyaci
olan besin Ogelerinin dengeli ve uygun zamanda tiiketilmesidir. Giinlimiizde bilim ve
teknoloji alanindaki ilerlemeler hizla artmakta ve modern yasam, asir1 beslenme ve fazla
enerji alimina iligkin sorunlarin ortaya c¢ikmasima neden olmaktadir. Besinlerle alinan
enerjininin harcanan enerjiden fazla olmasiyla olusan obezite, bireyleri ve toplumlari
etkileyen ¢ok faktorlii kronik bir hastaliktir. Obezite ve buna bagli metabolik hastaliklarin
artan prevalansi, diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Asir1 kilo,
tip Il diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve yaslanma dahil olmak {izere ¢ok

sayida kronik bozuklugun geligsmesi i¢in 6nemli bir risk olusturmaktadir (Gao vd., 2021).

Obezite iizerinde cesitli faktorler (gen, noroendokrin ve cevre) etkili olsa da en
onemli cevresel faktor beslenmedir (Kauwell, 2005). Metabolizmanin dis (beslenme ve
cevre gibi) ve igsel faktorlerden (cinsiyet ve yas gibi) etkilendigi agik¢a bilinmektedir.
Yetersiz beslenme veya asir1 beslenme, enerji metabolizmasinin veya enerji homeostazinin
stirekli olarak bozulmasina neden olmaktadir. Beslenme ile ilgili sinyalleri algilamada
merkezi rol oynayan hipotalamus, enerji homeostazisinin kontroliinde en 6nemli beyin
bolgesidir (Blouet, and Schwartz 2010). Beslenme davranigi ve viicut agirligi, hipotalamik
noronlar olan Noropeptid Y (NPY), ve Agouti ile ilgili peptit (AgRP) tarafindan
duzenlenmektedir (Aponte vd., 2011).

Insanlarda oldugu gibi dogada da birgok hayvan viicut agirligimi, {iremesini ve
enerji dengesini bir¢ok ¢evresel faktorlere (fotoperiyot, sicaklik, nem ve besin alimi gibi)
gore diizenlemektedir. Fotoperiyodik canlilar, 151k bilgisinin uyarimi ile enerji
metabolizmasi, viicut agirligi ve lireme gibi bircok onemli fizyolojik mekanizmalarinda
degisiklikler gostermektedir. Fotoperiyodik hayvanlar olan hamster ve gerbil tiirlerinde ise
sismanlik goriilmemekte ve viicut agirligindaki degisimler miikemmel bir sekilde
fotoperiyot tarafindan kontrol edilmektedir. Ayrica fotoperiyot bilgisi maternal transfer

yolu ile yavrulara aktarilabilmektedir.



Maternal transfer yoluyla anneden yavruya bilgi aktarimi gergeklesmekte ve
annenin maruz kaldigi olumlu ya da olumsuz gevresel faktorler yavru icin oldukca 6nem
arz etmektedir. Fotoperiyodik bilgilerin anneden fetiise aktarilmasinda biiyiik 6nem tasidigi
ve gelismekte olan fetiisii etkiledigi bildirilmistir (Giindiiz ve Stetson, 2003). Hamilelik,
oldukca zor bir fizyolojik siire¢ olup bu surecte anne yavru icgin tim gereksinimleri
karsilamak durumundadir. Aksi takdirde dogumdan 6nce ve gebelik siirecindeki beslenme,
fotoperiyot gibi maternal faktorlerin yavrunun yasam siiresini, biiylimesini, viicut
kompozisyonunu etkilemektedir. Yavrunun gelisimi sirasinda annenin karsilagtigi olumsuz
kosullar yavrunun diisiik dogum agirhigiyla dogmasina neden oldugu ve insanlarda
yavrunun ileride Tip II diyabet ve obezite riskini arttirdig1 gosterilmistir (Hales ve Barker,

1992).

Gelisimin ¢ok erken donemlerinde beslenmedeki degisiklikler yavrularin sagligin
ve blylmesi Uzerinde uzun vadeli olumsuz etkiler yaratabilir (Blouet ve Schwartz, 2010).
Hamilelik boyunca annenin beslenme ortaminda meydana gelen degisiklikler, fetus igin
daha sonraki yasamda obezite ile iligkilendirilmistir (Clarke vd., 2021). Maternal beslenme
durumu yavrunun besin alimini diizenleyen hipotalamik baglantilar1 etkileyerek NPY ve
AgRP artisina bagli olarak hiperfajiye yol acgtigi disiiniilmektedir. Maternal besin
kisitlamasina yanit olarak, yavrular artan bir aglik/tokluk gen ekspresyonu sergilemektedir
(Ross ve Desai, 2014). Maternal olarak yetersiz beslenen yavrularda, NPY’nin
anoreksijenik noronlarin inhibisyonunu artirmaktadir. Gebelik ve laktasyon sirecindeki
maternal faktorler (beslenme, sicaklik ve fotoperiyot vb.) yavrunun yasam siiresini ve

gelisimini etkilemektedir.

Enerji homeostazin1 diizenleyen ndronal baglantilarda bilgi islemeye aracilik eden
molekiiler mekanizmalar1 anlamak, obez hastalara diger ndronal sistemler iizerinde yan
etkileri olmayan veya en aza indirilmis kilo verme programlarini belirlemede yardimci olan
spesifik farmakolojik stratejiler gelistirmek i¢in 6nemlidir. Bu g¢alismada, beslenme ve
fotoperiyot gibi maternal faktorlerin, yavrularin hipotalamik no6ropeptitler olan
NPY/AgRP’nin, gen ekspresyonunu nasil etkiledigi ve gelisimin erken doénemlerinden

itibaren 30. giine kadar nasil degisim gosterdiginin belirlenmesi amaglanmaistir.



1.1.Beslenmenin Hipotalamik Kontroli

Beslenme, hamilelik doneminde baslayan ve yasamin sonlandigi ana kadar devam
eden yasamin vazgegilmez bir ihtiyacidir. Canli, besin alimiyla viicut yag oranini ve enerji
metabolizmasinin siirdiiriilmesini, ayn1 zamanda homeostazisinin korunmasini saglar.
Enerjinin alim1 ve harcanmasindaki kompleks denge, viicut agirliginin devamliligini saglar.
Enerji dengesinin devamliligi, karsilikli olarak etkilesim halinde olan negatif ve pozitif
enerji dengesi ile saglanmaktadir. Besin alimi ve enerji tiiketimi arasindaki denge, merkezi
sinir sistemi tarafindan birden fazla néron popiilasyonu arasindaki siki koordinasyonlarla
kontrol edilir. Enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde beyindeki merkezler ve
noropeptit aracili sinyaller 6nemli rol oynamaktadir. Viicudun ihtiyaci olan besin alimi ve

istah1 diizenleyen 6nemli sinirsel merkezler hipotalamusta bulunur.

Hipotalamus; c¢esitli niikleus ve sinir liflerinden olusan, talamusun altinda 3.
ventrikiilde konumlanmis olup beynin kiigiik ama islevsel olarak ¢ok énemli bir bolgesidir.
Noronal baglantilar1 araciligi ile beynin diger bolgeleriyle (talamus, korteks, beyin sap1
gibi) iletisim halindedir. Organizmanin viicut 1sisinin ayarlanmasi, giinlik yeme igme
aktivitesinin kontrolii gibi bir¢ok isleve sahiptir. Ayrica hipofiz bezi ile olan baglantilar
aracilig1 ile endokrin sistemi diizenler. Hipotalamusun lateral hipotalamus bolgesi “aglik

merkezi” olarak, ventromedial hipotalamus bolgesi ise “tokluk merkezi” olarak rol oynar.

Hipotalamusun basta arkuat niikleus olmak Uzere paraventrikiler hipotalamus,
dorsomediyal hipotalamus ve lateral hipotalamus alan besin alimini diizenlemektedirler.
Paraventrikiiler hipotalamus lezyonlar1 genellikle asir1 yemeye neden olurken,
dorsomediyal hipotalamus lezyonlar1 yeme davranisini c¢ogunlukla baskilar. Arkuat
nikleus ise sindirim sisteminden ve yag dokusundan salinan ¢ok sayida hormonun besin
alimi ve enerji harcanmasii diizenlemek {izere etkilerini birlestirdikleri bir hipotalamus
bolgesidir (Guyton, 2006). Hipotalamusta bu bolgeler birbirine yakin anatomik yerlesime
sahiptir ve noronlar arasinda ¢ok yogun etkilesimler vardir. Hipotalamusun bu bdolgeleri

hep birlikte yeme davranisini kontrol ederler (Sekil 1).



Sekil 1. Enerji dengesi ve istah1 diizenleyen hipotalamus bolgeleri; Arkuat niikleus (ARC),
Ventromediyal hipotalamus (VMH), Dorsamediyal hipotalamus (DMH), Paraventrikiler
hipotalamus (PVH), Lateral hipotalamus Alan (LHA).

Ventromediyal hipotalamus (VMH); enerji dengesinin korunmasi, anksiyete, cinsel
davranig ve sirkadiyen ritimler gibi birgok homeostatik fonksiyonun diizenlenmesinde rol
oynar., VMH kan sekeri diistiigli durumlarda cevap olarak glukagon saliniminin
diizenlenmesi ile iliskilidir. VMH’ de yogun sekilde glukoza duyarli néronlar
bulunmaktadir. VMH lezyonlarinin hiperfaji ile birlikte obeziteye neden oldugu
bilinmektedir. VMH, besin alimiyla uyarildig1 zaman, a-adrenerjik reseptorleriyle, tokluk
hissi olusturur ve besin alimini durdurur, lezyonlarinda ise kilo alimini arttirarak obeziteye

neden oldugu bildirilmistir (Morley, 1987).

Lateral hipotalamus alan (LHA); bu bolgede glukoza duyarli ndronlar bulunur ve
bunlar leptin ile inhibe edilebilirken, azalan glukoz seviyesiyle aktive olur. LHA’da
oreksin ve melanin konsantre edici hormon (MCH) olmak iizere iki farkli néron grubu
sentezlemektedir (EImquist vd., 1999). MCH néronlari, 19 aminoasitten olusan bir peptit
olup esas olarak hipotalamusun aclik bolgesi olan lateral hipotalamusta yogunlasmistir.

MCH’nin hipotalamusa intraserebroventrikiiler enjeksiyonu besin alimini uyardig1 ve aglik



ile arttig1 belirlenmistir (Qu vd., 1996). Leptin hormonu ile MCH ekspresyonu antagonistik

caligmaktadir ve MCH ablasyonu obeziteye neden olmaktadir.

Dorsomediayal hipotalamus (DMH); enerji homeostatisinin korunmasinda énemli
rol oynar. DMH’de diger hipotalamik bolgeler ile iletisim igerisinde olup enerji dengesinde
beslenmenin hipotalamik diizenlenmesinde gorev almaktadir. DMH ve ARC’de NPY gen
ekspresyonunun kontrolii ve diizenlenmesi ayni degildir. DMH’de yer alan NPY kontrolii,
leptin reseptorleri bulunmadig i¢in leptinden bagimsizken, ARC deki NPY leptin kontrolii
altindadir (Bi vd., 2003). DMH, hipotalamustaki SCN’den sinyaller alir ve sirkadiyen ritmi
diizenlemede islevi vardir. DMH’nin lezyonu ise hayvanlarda, hipofajiye (az yeme) ve
buna bagli olarak viicut agirhginda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Saper vd.,

2005).

Paraventrikiiler hipotalamus (PVH); 3.ventrikiil’iin dorsal kismi boyunca uzanan
PVH, beslenme ve noroendokrin sinyalleri birlestirerek hipotalamusun en Onemli
bolgesini olusturur (Elmquist vd., 1999). PVH, gastrointestinal sistemden vagal sinir
iletilerini alan NTS (nukleus traktus solitarius) gibi beyin sapinda birgok bolge ile ters
caprazlamalar yapmaktadir. PVH’ye a-MSH enjeksiyonu besin alimimi azaltirken, NPY
enjeksiyonu ise besin alimini uyardigir bilinmektedir. PVH, en basta ARC bulunan
NPY/AgRP ve POMC/CART noéronlarindan beslenme ile ilgili sinyaller alir (Elmquist vd.,
1999). PVH bolgesi, Oksitosin, TRH (Tiroksin), CRH (Kortikotropin salict hormon) ve
vasopressin salgilayict ndron gruplarini bulundurur. Bu néron gruplart NPY/ AgRP ve a-
MSH‘in besin alimi ve enerji harcanimi ile ilgili sinyalleri PVH’ ye iletir (EImquist vd.,

1999).

1.2. Arkuat Nukleus (ARC)

Bazal hipotalamusun 3.ventrikilii boyunca uzanmis olarak bulunan arkuat niikleus;
beslenme davranisinin kontrolii ile ilgili en iyi karakterize edilen beyin bdlgelerinden
biridir. Hipotalamusun arkuat niikleusunda spesifik olarak iki farkli ndron popiilasyonu

vardir: Enerji alimini artiran (oreksijenikler) ve enerji alimmi azaltan (anoreksijenikler)



cesitli molekiiller bulunmaktadir. Bu iki néron grubunun enerji dengesinde énemli oldugu

bilinmektedir.

Tablo 1

Beslenme ve enerji metabolizmasini diizenleyen molekiiller

Noropeptit Y (NPY) Leptin

Agouti iligkili peptid (AgRP) Pro-opiomelanokortin (POMC)
Nitrik Oksid (NO) Kokain ve Amfetin iliskili peptiT(CART)
Oreksin A ve B Kortikotropin salict hormon (CRH)
Ghrelin Melanosit uyarict hormon (oo MSH)
Hipokretin 1 ve 2 Seratonin

Melanosit Konsantre Edici Insiilin

Hormon(MCH)

Oreksijenik molekiiller (istah arttiran) aclik hissinin baglamasiyla besin alimini
uyarirken, anoreksijenik molekiiller (istah azaltan) doyma hissinin olugmasi ile besin
alimmi durduran peptidlerdir (Tablo 1). Oreksijenik peptitler ile anoreksijenik peptitler
enerji metabolizmasini dengelemek igin etkilesim halindedir. ARC’deki NPY/AgRP
noropeptidleri oreksijenik etkilidir ve leptin hormonu tarafindan baskilanirken, POMC ve

CART noropeptidleri anoreksijenik etkilidir ve leptin hormonu tarafindan uyartlir.

ARC’deki NPY/AgRP noronlart  ayrica glikoz algilama  ozelliklerine
sahiptir. Bununla birlikte, yiiksek glikoz konsantrasyonlarinin ARC’deki NPY/AgRP
noronlarini inhibe ettigi  gosterilmistir (Routh, 2010). ARC’deki NPY/AgRP néron
aktivitesinin, enerji dengesini korumak i¢in enerji eksikligi durumlarina yanit olarak enerji
tiiketimini azalttigi ve gida alimin tesvik ettigi gosterilmistir (Aponte vd., 2011 ; Krashes
vd., 2011). NPY/AgRP noéronlar1 besin kisitlamasi veya diyet gibi tiim viicutta yeterli
enerjinin bulunmadig1 durumlarda aktivitelerinin en yliksek seviyede olmasi gerektigi icin

Ozeldir.
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ARC’deki iki farkli ndéron grubunun beslenme davranisinin hipotalamik
kontroliinde 6nemli oldugu gosterilmistir. Bu néron gruplarindan biri olan NPY/AgRP
noronlart ¢ogunlukla birlikte eksprese olurken diger néron grubu olan POMC/CART
ndronlar1 da arkuat niikleusta cogunlukla birlikte eksprese olurlar. POMC ndronlariin
aktivasyonu gida alimini azaltir ve enerji tiikketimini artirirken, NPY ve AgRP néronlarinin
aktivasyonu gida alimmi arttirir ve enerji harcamasini azaltir. Bu iki ndron grubu,
leptin, insdlin, kolesis-tokinin (CCK) ve ghrelin dahil olmak {izere istah1 diizenleyen

cesitli hormonlarin islevi i¢in ana hedeflerdir.
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PVH 2
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noronlan /\
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Sekil 2. Beslenme davraniginin hipotalamik kontrolii.

Guyton, 2006’dan modifiye edilmistir.

POMC ve CART noéronlar1, 0zellikle PVH noronlarinda bulunan melanokortin
reseptorlerine (MCR) etki eden melanosit uyarici hormonunu (a-MSH) serbest birakir.
MCR’nin en az bes alt tipi olmasina ragmen, MCR-3 ve MCR-4 6zellikle gida alimini ve
enerji dengesini dizenlemede 6nemlidir. Bu reseptorlerin aktivasyonu, enerji tiketimini
arttirirken gida alimimi azaltir. MCR-3 ve 4'lin inhibisyonu ise gida alimini biiylik dl¢iide

artirtr ve enerji tiiketimini azaltir. MCR aktivasyonunun enerji harcamasini artirma



etkisinin yaninda, kismen paraventrikiler ¢cekirdeklerden NTS'ye uzanan noéronal yollarin

aktivasyonu aracilik eder ve sempatik sinir sistemi aktivitesini uyarir (Sekil 2).

NPY ve AgRP sentezleyen noronlar en basta hipotalamusta ARC olmak iizere
hipotalamusun DMH, PVH, VMH, ve LHA bdlgelerine de yerlesmislerdir (White ve
Kershaw, 1990). Hipotalamusta yer alan ARC ndéronlarinin anatomik olarak PVH, LH
bolgelerine projeksiyonlar yapmaktadir. En fazla ARC ve DMH’den besin aliminin
diizenlenmesinde diger hipotalamik bodlgelere (LHA PVH ve VMH) uyarici ya da inhibe
edici projeksiyonlar olmaktadir. NPY’nin projeksiyonlar1 en fazla PVH’ye dogru
olmaktadir (Schwartz vd., 2000). NPY, AgRP, POMC ve CART néronlarinin ARC’den
diger hipotalamik bolgeler olan PVN, VMN, DMN ve LHAye projeksiyonlar1 olmaktadir.

1.3.0reksijenik (Istah Arttiran) Peptidler

1.3.1.N6ropeptit Y (NPY)

Ik olarak 1982'de izole edilen NPY, 36 amino asitli bir peptittir ve yapisal olarak
benzer peptit YY (PYY) ve pankreatik polipeptit (PP) ile birlikte NPY ailesini olusturur.
NPY, merkezi ve periferal sinir sistemlerinde bol miktarda dagilmis halde bulunmaktadir.
Merkezi sinir sisteminde NPY, hipotalamus, serebral korteks ve beyin sap1 gibi bolgelerde
eksprese edilir ve en yiksek konsantrasyonda ARC'de bulunur (Baraban, 1998). NPY,
sempatik sinir sisteminde noradrenalin ile birlikte depolandigi ve korundugu adrenal
bezlerde yiksek oranda eksprese edilir (Schutz vd., 1998). Periferal sinir sisteminde NPY,
beyaz yag dokusu ve kemik hiicreleri dahil olmak {izere periferik dokularda bulunmaktadir.
NPY, beslenmenin hipotalamik kontroliindeki en gucli oreksijenik faktortir (Baltaci ve
Mogulkoc, 2012).

NPY’nin memelilerde, enerji dengesi ve obezite patofizyolojisinin
diizenlenmesinde kilit bir rolii bulunmaktadir. NPY’nin fizyolojik islevi sadece besin
aliminin kontrol edilmesi ve enerji metabolizmasininin diizenlenmesi degil, ayn1 zamanda

gunlik sirkadiyen ritim, uyku uyaniklik siklusunun diizenlenmesi, kan basincinin kontrolii



ve Ureme gibi bircok fizyolojik role sahiptir (Yannielli ve Harrington, 2001). Ayrica NPY
dogrudan yag dokusu iizerinde etki gosterir, bagisiklik ve kardiyovaskiiler fonksiyonda da
onemlidir. (Cerneli¢-Bizjak vd., 2023). NPY, beyinde enerji homeostazini ve yag
depolanmasini diizenleyen nérotransmitter rolint oynar. NPY’nin sinyal yolkalarindaki
etkisi G protein aracihigiyla calisan reseptorleri (NPYY!, NPYY?, NPYY3, NPYY4
NPYYSve NPYY) ile istah uyarict eylemlere aracilik eder. Bunlarin arasinda NPY "'ve
NPY °reseptorleri, en fazla hipotalamusta bulunur ve anoreksijenik sinyalleri inhibe eder
(Nguyen vd., 2012).

NYP, besin alimmi NPYYve NPY® reseptorleri araciligr ile artirir. NPY ! ve
NPY™® reseptorleri besin alimini uyarirken; o-MSH, MCR-4 reseptdrii ile besin alimin
inhibe eder (EImquist vd., 1999). NPY Y#*eksik olan farelerde ise ve viicut agirlhiginda bir
azalma gostermistir (Sainsbury vd., 2002). NPY"® antagonistleri potansiyel anti-obezite
ilag hedefleri olarak tanimlamis ve viicut agirlhig: artisinda ve gida aliminda 6nemli diisiis
gostermistir (Fukasaka vd., 2018). Sonug olarak, NPY'nin gida aliminin diizenlenmesi igin

anoreksijenik sinyalleri engelleyen 6nemli bir ndrotransmitter oldugu kanitlanmstir.

1.3.2. Agouti Iliskili Peptid (AgRP)

AgRP, hipotalamusta ARC’de yer alan NPY/AgRP noronlarindan salinir ve insanda
132, kemirgenlerde ise 131 aminoasitlik bir peptitten olusmaktadir (Brown vd., 2001).
AgRP, besin aliminda ve besin arama davranisinda ARC‘de onemli bir role sahiptir.
AgRP'nin noronal aktivitesi hizli yanithidir, bu sayede beslenme basladiginda bazal
seviyeler hizla diigser (Chen ve Knight, 2016). Bununla birlikte, AgRP noropeptitleri,
NPY'ye kiyasla uzun vadeli besleme eylemlerinin siirdiiriilmesinden de sorumludur.
NPY nin etkisi kisa siireli iken AgRP’nin bir haftatay1 gecen surede bile etkisinin devam
ettigi bildirilmistir (Schwartz vd., 2000).

AgRP noronlari, hipotalamik ARC’de besin alimini uyaran ghrelin hormonunun
onemli hedefidir. Ayrica AgRP ndronlar1 ARC’de, en basta leptin hormonu tarafindan

dizenlenmektedir. AgRP ile leptin, zit etki gostererek besin alimimi ve enerji dengesini
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diizenlemektedir. AgRP'nin sadece besin alimi iizerine etkisi yoktur ayni zamanda besin
seciminde de etkisi vardir. Sicanlarda AgRP’nin, yiliksek yag icerikli besini, diisiik yag
icerikli besin alimmna gore daha fazla oldugunu bildirilmistir (Ghilardi vd., 1996).
AgRP’nin laktasyon ve hamilelik gibi ytliksek enerji gerektiren fizyolojik olaylarda da NPY

gibi besin alimin1 artirir.

AgRP eksprese eden noronlar, leptin, ghrelin ve  dolasimdaki insiilin
hormonlarindan gelen sinyalleri algilar ve aksonal projeksiyonlar yoluyla LHA ve PVH
dahil olmak ftizere birgok farkli beyin bolgesine yanit verir (Krashes vd.,
2011). Calismalar, AgRP'nin roliiniin beslenme davranisi ile yakindan iliskili oldugunu
gostermistir (Cone, 2005 ). AgRP'nin merkezi uygulamasinin ve asir1 ekspresyonunun
potansiyel olarak hiperfajiye ve obeziteye yol agabilecegi kabul edilmistir. AgRP iizerine
yapilan, diger ¢alismalarda AgRP noronlarinin ablasyonunun stres kaynakli anoreksiye yol

acabilecegi diisliniilmektedir.

AgRP noronlar, POMC projeksiyonlarina karsilik gelen birgok farkli beyin
bolgesine projeksiyonlar1 gonderirken, Gama aminobutirik asit (GABA) ve NPY'nin
antagonistik eylemleriyle POMC néronlarini inhibe etmektedir. Bununla birlikte, viicut
tarafindan salinan periferal hormonal sinyaller, AgRP noronlarinin aktivitesine aracilik
ederek enerji dengesi icin hipotalamik fonksiyonlarin kontroliinde anahtar roller
oynamaktadir (Cowley vd., 2001). Bu nedenle AgRP, beslenmenin diizenlenmesi igin gok

onemli kabul edilir.

1.3.3.Ghrelin

Ghrelin, mide mukozasinda bulunan  oksintik  hiicreleri  tarafindan
sentezlenmektedir. Ghrelin, somatotropin (biliylime hormonu) salinimini uyararak viicut
agirlig1 diizenlenmesinde rol alir. Ghrelinin, hem merkezi hemde ¢evresel olarak verilmesi,
kemirgenlerde besin tiiketiminde ve viicut agirhi@inda artisa neden oldugu goriilmiistiir
(Tschop vd., 2000). Ghrelinin intraserebroventrikiiler enjeksiyonu siganlarda besin

aliminda ve viicut agirliginin artmasi ile sonuglanmaigtir.
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Ghrelin, ARC'deki NPY/AgRP ndéronlarini hedef alan bir hormondur. NPY/AgRP
noronlarinin, enerji eksikligi sirasinda ghrelin tepkisi yoluyla beslenmeyi aktive etmektedir
Bu nedenle, viicut aldigindan daha fazla enerji kullandiginda, ghrelin seviyeleri artar, bu
durum daha sonra gida alimini uyarmak i¢in NPY/AgRP 'yi aktive eder. Ghrelin, istaha
aracilik eden ve hipotalamusta biliylime hormonu (GH) salinimini destekleyen sinyaller
saglayan oreksijenik sinyallesmede 6nemli bir role sahiptir. Ghrelin'in birincil islevi, beyni

viicudun diisiik enerji kullanilabilirligi hakkinda bilgilendirmektir.

Ghrelin tlizerine yapilan kapsamli arastirmalar, AgRP ve NPY'nin istah agict
davranislarin kritik diizenleyicileri oldugunu acgikca gostermektedir. Ayrica, ghrelin yasam
boyu metabolik dizenlemelerde rol oynadigi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bazi calismalar,
ghrelin sinyallesmesinin farmakolojik inhibisyonu gibi, obeziteyle miicadelede ghrelin
sinyalini hedeflemistir (Poher vd., 2018). Bu nedenle, ghrelin ve sinyal aracilarinin

hedeflenmesi, obezite tedavisi i¢in potansiyel olarak etkili olabilicegi diisiiniilmektedir.

Ozetle, aktive edilmis ghrelin, gida alimimi baslatir ve enerji homeostazini1 kontrol
etmeye katkida bulunan enerji harcanmasini azaltir. Bununla birlikte, baz1 calismalar,
ghrelin sistemlerinde fonksiyon kaybi1 olan farelerin viicut agirligini artirmak yerine glikoz
metabolizmasint ve insiilin duyarliigimi degistirdigini gosterdiginden, ghrelinin enerji
homeostazinin diizenlenmesindeki rolii heniiz tam olarak anlasilamamistir (Mani ve
Zigman, 2017). Diger hormonlar Ornegin; leptin, insiilin ve glukoz sinyali, besin

diizenlemesinde rol alan NPY/AgRP’nin néronal aktivitesini etkileyebilmektedir.

1.4. Anoreksijenik (istah Azaltan) Peptidler

1.4.1.Pro-Opiomelanokortin(POMC)/Kokain ve Amfetamin Tliskili Peptit
(CART)

Tokluk sinyali olarak POMC/CART noéronlari, enerji dengesinin kontrolil i¢in
sistemik ve sinirsel yollari igeren melanokortin sisteminin 6nemli bilesenleridir. POMC,

gida alimini baskilayan ve enerji harcanmasini artiran CART peptitleri ile birlikte eksprese
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edilen tokluk sinyalinin Onciisii olarak kabul edilir. POMC, hipotalamik ARC’ deki
POMC/CART néronlarindan salinir.

POMC/CART peptitlerin anoreksijenik rolt, farelerde ablasyonu ile
yapilan obezite ¢alismalarinda kesfedilmistir. POMC noronlarinin optogenetik ve kemo-
genetik uyarimu ile ilgili ¢alismalar, gida alimmin azaldigim1 goéstermistir (Aponte vd.,
2011). Diger calismalar, POMC noronlarinin dogum sonrasi ablasyonunun anksiyete
benzeri davraniglar1 arttirdigim1i ve obezite gelisimi riskini arttirdigir bildirilmistir
(Greenman vd., 2013 ). Normal kosullarda olmasina ragmen POMC, pro-termojenik ve
anoreksijenik sinyaller saglamak icin asir1 gida alimi ile aktive edilir. Bu nedenle, bu
noropeptitler, enerji homeostazinda yer alan melanokortin siniflandirmasinin  kritik
diizenleyicileri olarak kabul edilir. AgRP/NPY'de oldugu gibi, POMC/CART noéronlarinin
enerji homeostazinda gerekli oldugu kabul edilir. Ornegin, her iki ndropeptidin merkezi
uygulamasi, enerji dengesizligine, glikoz ve insiiline kars1 dirence neden olur. Bu durum
AgRP/NPY gibi ARC néronal peptitlerinin yani sira POMC/CART'1n enerji homeostazini

diizenlemede ¢ok 6nemli oldugu goriisiinii desteklemektedir.

POMC noropeptidinin  proteolitik  bélinmesi, adrenokortikotropik hormon
(ACTH),ve melanosit uyarict hormon (MSH) basta olmak lizere ¢ok g¢esitli fizyolojik
fonksiyonlara sahip ¢ok sayida hormonal peptidin ortaya ¢ikmasina neden olur (Toda vd.,
2017). o-MSH’nin, bes reseptorii bulumaktadir ve beslenmede anoreksijenik etki gosterir.
Melanokortin sistemi iki endojen protein tarafindan kontrol edilir. a-MSH, POMC
salindiginda, PVH'de ifade edilen ve tokluk sinyallerini aktive etmekten sorumlu olan
melanokortin reseptorleri (MC3R, MC4R) ile etkilesime girer. a-MSH, MCR4 reseptori

araciligyla besin alimini giiclii bir sekilde baskilamakatadir.

a -MSH peptitleri, enerji homeostazinin diizenlenmesi i¢in iki 6nemli rol oynar. a -
MSH, PVH'da MC4R reseptoriiniin baglanmasi yoluyla beslenmede azalmaya aracilik
etmek icin aktif a -MSH peptitleri Ureten deasetil o -MSH peptitlerini kodlamak igin
POMC ile birlikte galisir (Friedman, 2016). Bu peptitler ayrica AgRP ve NPY gibi diger

noronlarin kombinasyonu ile POMC aktivitesi iizerinde inhibitor bir rol oynar. AgRP,
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POMC ile innerve olan ve GABA'y1 serbest birakarak néronal uyariy1 engelleyen giiclii bir
a-MSH antagonistidir (Wauman vd., 2017). Ornegin, aghik kosullar1 altinda AgRP
néropeptidi, a-MSH'nin anoreksijenik etkisini 6nlemek icin segici olarak MCA4R'ye
baglanirken, oreksijenik etkileri olan NPY ’nin beslemeyi baglatmasini indiikler (Timper ve
Brining, 2017). MC4R ve MC3R'nin islevi, besin aliminin ve viicut agirhiginin

diizenlenmesinde dnemlidir.

1.4.2. Leptin

Yag dokusu tarafindan viicut yag miktariyla dogrudan iliskili olarak iretilen ve
salgilanan leptin, 167 aminoasitlik bir hormondur. Leptinin ¢ok sayida reseptorleri (Lep-
Ra, Lep-Rb, Lep-Rc gibi), en basta hipotalamus olmak iizere, enerji metabolizmasi, iireme
ve termoregiilasyon gibi birgok sistemin diizenlenmesinde rol almaktadir (Meli vd., 2004).
Leptin konsantrasyonundaki kiiclik bir artis istah1 azaltir ve viicut agirligininda azalmasina
yol acar. POMC ndronlari, leptinin hormonal etkisi yoluyla enerji fazlaligi kosullari
sirasinda beslenme inhibisyonundan sorumludur. Leptin, yag dokusundan kaynaklanan
tokluk sinyallerine aracilik eden POMC sinyalini diizenler. Ilging bir sekilde, leptin, farkl
reseptorleri hedefleyerek hem NPY/AgRP hem de POMC néronlarini etkiler. Bu sekilde,
NPY/AgRP ve POMC noronal popiilasyonlari, gida alimini ayarlamak ve enerji dengesini
kontrol etmek i¢in birbirleriyle etkilesime girer. Leptin uygulamasinin POMC ndronlarinin
depolarizasyonunu indiikledigi ve NPY/AgRP noropeptidlerinin ekspresyonunu azaltarak,
POMC inhibisyonunu azalttigt ve boylece besin aliminin azalmasina sebep oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, leptinin POMC ekspresyonu yoluyla beslenmeyi azaltmak ve

enerji harcanmasini artirmak i¢in sinyaller verdigi 6ne siiriilmustiir (Cowley vd., 2001).

Leptin, spesifik reseptoriine, en uzun fonksiyonel izoform reseptoriine baglanarak;
ARC zarmin yakininda bulunan Lep-Rb hicre ici sinyallesme igin yeterli gérilmektedir.
Ayrica Lep-Rb, gida aliminin azaltilmasi yoluyla enerji dengesi icin gerekli olmasinin
yaninda lokomotor aktivite, termojenez ve lireme dahil olmak {izere bircok isevi vardir
(Balthasar vd., 2004). Bu nedenle Lep-Rb, leptin etkisi icin hayati bir reseptor olarak kabul
edilir. Hipotalamik dokularda leptine yiiksek affinite gdsteren bdlgelerin var olmasinin

yaninda leptinin etkileri agisindan hipotalamik NPY hayati role sahiptir. Obez ve zayif

13


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921007676?casa_token=s10doCGhHPYAAAAA:L9chQ82UkYpnnrFnEgNFfV-NDKdM_mzKkfNNwHXAuGDLWuY-d7oB5qeSmtQQMNFlQD_FJKyj6w#bib395
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921007676?casa_token=s10doCGhHPYAAAAA:L9chQ82UkYpnnrFnEgNFfV-NDKdM_mzKkfNNwHXAuGDLWuY-d7oB5qeSmtQQMNFlQD_FJKyj6w#bib374
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921007676?casa_token=s10doCGhHPYAAAAA:L9chQ82UkYpnnrFnEgNFfV-NDKdM_mzKkfNNwHXAuGDLWuY-d7oB5qeSmtQQMNFlQD_FJKyj6w#bib374
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/adipose-tissue
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921007676?casa_token=s10doCGhHPYAAAAA:L9chQ82UkYpnnrFnEgNFfV-NDKdM_mzKkfNNwHXAuGDLWuY-d7oB5qeSmtQQMNFlQD_FJKyj6w#bib85
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/intracellular-signaling
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299921007676?casa_token=s10doCGhHPYAAAAA:L9chQ82UkYpnnrFnEgNFfV-NDKdM_mzKkfNNwHXAuGDLWuY-d7oB5qeSmtQQMNFlQD_FJKyj6w#bib18

sicanlarda leptin verilmesi besin alimini ve agirliklarin1 azaltirken leptin eksikligi olan
farelerde ise obezite gelistigi goriilmiistir (Baltaci ve Mogulkoc, 2012). Leptinin yag
dokudan beyne iletilen en 6nemli molekiiler sinyal oldugu ve bu etkiyi NPY sayesinde

yaptig1 diistiniilmektedir.

1.5. Melatonin

Melatonin hormonu, pineal bez tarafindan triptofandan Uretilen, gundiiz ve gece
dongiileriyle iligkili gesitli fizyolojik siiregleri kontrol eden bir hormondur. Melatonin
sentezi ve kan dolasimina salimimi, ginin karanlik fazinda gerceklesmektedir. Isik
bilgisinin iletilmesinde ve dizenlenmesinde melatonin hormonu 6nemli role sahiptir.
Melatonin hormonunun salinimi suprakiyazmatik niikleustaki (SCN) noéron gruplari
tarafindan diizenlenmektedir. Melatonin hormonu, sirkadiyen ritimleri aydinlik ve karanlik
dongiileriyle senkronize etmeye yardimci olur. Melatonin, sagligin korunmasi i¢in ¢ok
Oonemli olan enerji metabolizmasi ve bunlarin senkronizasyonu dahil olmak tizere bircok
fizyolojik sureci zamanlayarak, sirkadiyen ritmin siirdiiriilmesi igin esastir (Reiter vd.,
2012).

Melatoninin besin alim1 ve viicut agirligindaki mevsimsel degisiklikler lizerindeki
1yl tanimlanmis diizenleyici etkisinin yaninda viicut agirligiin giinliik kontroliinde etkisi
bulunmaktadir. Enerji dengesi ve metabolizmasi sirkadiyen sistemin kontrolii altindadir ve
gunluk ritim olan aydinlik/karanlik dongiiyii diizenler. Melatonin hormonunun saliniminin

aydinlik ve karanlik fazlarda degismektedir.

Siganlarda melatoninin, ARC deki NPY sentezini uyardig1 bildirilmistir (Diaz vd.,
2000). Melatonin hormonunun, besin alimi1 ve metabolizma iizerine etkisinin leptin
hormonu, ¢aligmalarinda besin kisitlamasi ile etkin degisiklikler gostermesi ile arastirmalar
yogunlagmistir. Melatoninin leptin salimmmin1  baskilayarak beslenmedeki Onemi
gOsterilmistir (Giindiiz, 2002). Melatonin hormunu diurnal olan kiimes hayvanlarinda besin
alimini azaltirken si¢an gibi nokturnal tiirlerde besin alimini artirmaktadir (Wolden-Hanson

vd., 2000). Suriye hamsterlerine melatonin verilmesinin viicut agirhigini artirdigi
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gosterilmistir (Bartness ve Wade, 1984). Viicut agirliginin diizenlenmesinde leptin, ghrelin

ve melatonin hormonlarinin iletisim halindedirler.

1.6. Biyolojik Ritim ve Enerji Dengesi

Canlinin yasami boyunca, biyolojik sistemler iginde tekrarli ritimler halinde
gerceklesen olaylara biyolojik ritimler denir. Bu ritimler, giinliik, aylik, mevsimlik ve yillik
ritimler seklinde olabilmektedir. Viicut agirliginin artmasi veya azalmasi, kiirk renginde
degisim, hibernasyondaki hayvanlarda viicut sicakligi degisimi ve lokomotor aktivite
degisimi gibi bir¢ok fizyolojik olay mevsimsel olarak gerceklesmektedir (Refinetti ve
Menaker, 1992). Sirkadiyen ritimler, organizma fizyolojisinin birgok yoninu kontrol eder;
151k, yiyecek ve sicaklik gibi dis wuyaranlar tarafindan degisebilir. Sirkadiyen
ritimlerin/saatlerin ana islevi, dis ortamdaki giinliik degisiklikleri gére homeostaziyi
siirdiirmek ve dalgalanan ortama uyarlanabilir fizyolojik tepkiler saglamaktir. Ornegin; gen
ekspresyonu, transkripsiyon faktorleri, sinyal yollari, hormon salgilanmasi, enerji
metabolizmasi, bliylime ve davranis sirkadiyen sistem tarafindan ritmik olarak koordine
edilmektedir. Sirkadiyen saatin genetik veya ¢evresel bozulmasi, hastaliklarin yiiksek

prevalansi ile iligkilendirilmistir.

Viicut agirhigr ve besin alimini kontrol eden beynin hipotalamus bolgesindeki
suprakiazmatik nukleus (SCN) ve arkuat nlkleustur (Varela vd., 2021). Sirkadiyen saat
hipotalamusta yer alan SCN’de bulunur. SCN 151k ile uyarilir ve beynin diger bolgelerini
uyar1 gondererek viicut ritimlerinin diizenlenmesini saglar. SCN hipotalamusta DMH’ye ve
subparaventrikdler alana sinyaller gonderir (Saper vd., 2005). SCN’nin sinir aglar1 arkuat
niikkleus ve ventromediyal hipotalamusta sonlanmaktadir Bu bdlgeler beslenme
aliskanliklarinin gergeklestigi bolgelerdir. Besin kisitlamasi SCN’yi etkiliyerek sirkadiyen
saatleri diizenler. Beyinde SCN’de bulunan ve diger ¢evresel sirkadiyen saatler besin
kisitlamasindan etkilenmektedirler. DMH’de bulunan Perl/Per2’nin mRNA ekspresyonu

besin kisitlamasi sonucunda degismektedir.
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1.7. Maternal Transfer

Anneden yavruya bigi aktarimi olan maternal transfer, memelilerde; plasenta
yoluyla, agiz siitiiyle ya da laktasyon sirecinde verilen siitle anneden yavruya transfer
edilmektedir (Lemke vd., 2004). Bazi hayvanlarda ise maternal faktorler kuslarda,
stiriingenlerde ve baliklarda oldugu gibi yavrulara yumurtlama yoluyla aktarilmaktadir
(Grindstaff vd., 2003). Fotoperiyodik hayvanlarda, 1s1k bilgisi anneden yavruya maternal
olarak aktarilan en 6nemli Ozelliklerden biridir. Fotoperiyot bilgisinin maternal olarak
aktarildigin1 gostermek icin pineal bez ablasyonu yapilmis ve bunun sonucunda yavruda

bilgi aktariminin engellendigi bilidirilmistir (Elliott ve Goldman, 1989).

Hamileligin ilk giiniinden doguma kadar leptin konsantrasyonu artmaktadir ve en
yiiksek seviyeye dogumun gergeklestigi giin ulasmaktadir. Dogumdan sonra leptin seviyesi
emzirme donemi boyunca azalmaktadir. Yapilan bir ¢alismada en yiiksek leptin seviyesi
hamilelik doneminde beslenme diyeti uygulanmis olan ve emzirme doneminde normal
beslenen annelerden dogan, erkek yavrularda belirlenmistir (Zambrano vd., 2006).
Laktasyon siiresince besin kisitlamasi uygulanan yavrularin viicut agirliginin daha az
oldugu belirlenmistir (Zambrano vd., 2006). Calismalardan elde edilen sonuglara gore
laktasyon siirecinin maternal bilginin aktarilmasinda hamilelik siirecine gore daha gok

etkili oldugudur.

Maternal beslenme veya yenidogan beslenme calismalari, ¢esitli hayvan
modellerinde yapilmig, ancak istahin noroendokrin diizenleyicileri en 1iyi sekilde
kemirgenlerde tanimlanmstir (Ross ve Desai, 2014). Ozellikle, gebelik déneminde protein
kisitlamasi, yetersiz beslenme ve asir1 beslenme programi yavrularda igtah ve yaglanma ile
sonuglanmistir. Siganlara gebelik sirasinda hem maternal yetersiz beslenme hem de protein
kisitlamasi yapilmig, yenidogan yavrularin diisiik viicut agirligi oldugu goriilmiistiir.
Normal olarak emzirildiginde, yenidogan yavrularin hizli bir biliylime yakalama ile

hiperfaji ve yetiskin obezitesi sergiledigi goriilmiistiir (Desai vd., 2005).

Maternal beslenmenin degismesinden (yetersiz beslenme, diisiik proteinli diyet,

asir1 beslenme, yliksek yagli diyet) kaynaklanan gebelik doneminde programlanmis istah
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mekanizmalari, yavru hiperfajisini etkileyen ¢ok sayida faktoér igermektedir. Maternal
beslenmedeki degisimler besin sensorlerini, néroendokrin diizeylerini ve sinyallesmeyi,
norojenez veya noropeptid diizeylerini degistirebilir. Bu yollar etkilesime girebilir ve

bunun sonucunda istah1 etkileyebilir (Sekil 3).

Besin sensorleri
SIRT1/AMPK

\Toropeptldler Maternal Noroendokrin
NPY/AgRP Beslenme ) Leptin/insiilin

\Iorogenems
Proliferasyon/
diferansiyasyon

Sekil 3. Hamilelik déneminde istahin programlama mekanizmalari.

Degistirilmis maternal beslenme, istah peptidi olan NPY'nin {retimini ve
duyarhiligini artirarak veya tokluk peptidi POMC’nin iiretimini ve duyarliligin1 azaltarak
yavrunun hipotalamik diizenleyici sistemi hiperfajiye dogru yonlendirir (Ross ve Desai.,
2014). Hamilelik ve laktasyon surecinde maternal diyete maruz kalma, yavruda NPY ve
AgRP'yi arttirmanin yani sira POMC ve a-MSH'yi azaltmaktadir. Maternal olarak yetersiz
beslenen vyavrularda, beyin Kkesiti elektrofizyoloji teknikleri, hipotalamik ARC
anoreksijenik noéronlarin NPY inhibisyonunun arttigin1 gostermektedir (Ross ve Desai,
2014).

1.8. Fotoperiyot ve Viicut Agirhg Iliskisi

Fotoperiyot, bir¢ok tiirde ozellikle; iireme, viicut agirligi ve enerji kullanimim
dizenleyen en onemli faktordlr. Fotoferiyodik tlirlerin viicut agirlhigina verilen yanitlar o
tiriin i¢inde bulundugu mevsimsel sartlar1 gosterir. Besin alimi ve viicut agirhigi

degisimleri tiirden tiire farklihk gostermektedir. Bazi tiirlerde kis mevsiminde viicut
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agirhigi onemli derecede azalirken, kimi tiirlerde de viicut agirh@ artmaktadir. Bazi
hayvanlar ise kis mevsimi dncesinde enerji depolarini arttirarak mevsimsel bir adaptasyon
gosterirler; praire sican1 (Microtus ochrogaster), yer sincabi (Spermophilus beldingi) ve
Suriye hamsteri (Mesocricetus auratiS) gibi tirler en iyi 6rnekleridir (Bartness ve Wade,
1984).

Baz1 tiirlerde ise bu durum tam aksinedir ve kisa giin uzunlugunda viicut
agirhiklarini azaltirlar O6rnegin; ¢ayir sigant (Microtus pennsylvanicus), geyik faresi
(Peromycus maniculatus) ve Sibirya hamsteri (Phodopus sungorus) gibi tirlerde
gorilmektedir (Ruf vd., 1993). Enerji metabolizmasi gibi birgok Onemli fizyolojik
mekanizma fotoperiyotla wuyarilma sonucu degisiklikler gostermektedir. Sibirya
hamsterlerinde kisa fotoperiyot uzun fotoperiyoda gore viicut agirliginda azalma oldugu
gOrilmistir (Mercer vd., 2000). Besin alimu ile iliskili olan NPY, AgRP, POMC, CART,
oreksin ve MCH’in genlerin uzun ve kisa fotoperiyot calismalar1 ile bu hipotalamik
noropeptitlerin mevsimsel cevaplarda az role sahip olduklar1 bildirilmistir (Mercer vd.,
2000).

Normal beslenen Sibirya hamsterlerinde AgRP’nin mRNA seviyesi kisa
fotoperiyota gore uzun fotoperiyotta daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Ellis vd., 2008).
NPY ve MCH mRNA seviyelerinin fotoperiyottan bagimsiz oldugu goriilmiistiir (Mercer
vd., 2000). Fareler iizerinde yapilan c¢alismada, viicut agirliginin diizenlenmesinde
hipotalamik noropeptidlerin rolleri mevsimsel olarak arastirilmistir. Fotoperiyodun viicut
agirligl, besin alimi, hipotalamik NPY ve AgRP gen ekspresyonunda roli oldugu
gosterilmistir (Wanlong vd., 2017). Sibirya hamsterlerinde AgRP, NPY ve POMC gen
ekspresyonlar1 incelenmis kisa fotoperiyotta POMC ve AgRP gen ekspresyonunu azalirken

NPY iizerinde bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir (Mercer vd., 2000).

1.9. Suriye Hamsteri

Suriye hamsteri (Mesocricetus auratus) giin 1s1gmna etkili bir sekilde cevap veren

fotoperiyodik karakteri nedeniyle deneysel olarak tercih edilen model bir organizmadir.
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Suriye hamsterlerinde, viicut agirlig1 ve yag igerigi fotoperiyot tarafindan kontrol edilir. Bu
hayvanlarda viicut agirhgindaki degisimler fotoperiyot tarafindan kontrol edildiginden,
sismanlik goriilmemektedir. Ancak kisa fotoperiyot etkili obezite bu tiirlerde goriilen

onemli bir 6zelliktir (Bartness ve Wade, 1984).

Suriye hamsterleri, diyet ve metabolizma gibi insan fizyolojisine benzeyen bircok
ozellige sahiptir (Wang vd., 2016). Suriye hamsterleri, obeziteye yatkin tiirlerdir ve yiiksek
besin igerikli beslendiklerinde insiilin direnci gelistirirler. Sican ve farelerin aksine bu
hayvanlarda, yag ve kolesterolden zengin beslendiklerinde hiperkolesterolemi ve
hipertrigliseridemi gelistirebilirler (Kasim-Karakas vd., 1996). Ayrica, insanlara benzer
kardiyovaskiiler ve hepatik sistemlere sahip oldugundan beslenmeye bagli degisiklikleri

incelemek igin yararli bir model olacagi diisiiniilmektedir (Bhathena vd., 2011).
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IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

Hipotalamus, gelisimi etkileyen enerji kullanimini ve homeostaziyi kontrol etmek
icin beslenme ile ilgili sinyalleri algilamada merkezi bir rol oynar (Blouet, and Schwartz
2010). Beslenme davranisi ve viicut agirligi, hipotalamik noronlar olan Noropeptid Y
(NPY) ve agouti ile ilgili peptit (AgRP) tarafindan diizenlenmektedir (Aponte vd., 2011).
Memelilerdeki en giiclii oreksijenik peptit olan NPY, merkezi olarak uygulandiginda gida
aliminda ve viicut agirliginda giiclii artiglara neden olur ve kronik uygulama sonunda

obezite ile sonuglanmaktadir (Vohra vd., 2022).

AgRP ve NPY, metabolik eksiklikleri sirasinda istah uyarici fonksiyonlari olusturan
ilk oreksijenik peptit gruplaridir. Besin yoksunlugu kosullarinin, ARC'de NPY ve AgRP
mRNA ifadesini arttirdig1 ve yeniden besleme kosullar1 saglandiginda, mRNA ifadesini
baslangi¢ degerlerine geri dondiigii bildirilmistir (Takahashi ve Cone, 2005). NPY/AgRP
noronlarinin ablasyonuna odaklanan ve yeme davranigindaki rollerini belirlemeyi
amaclayan cesitli ¢alismalar bulunmaktadir. Deney hayvanlarinda NPY/AgRP néronlar
ablasyonunun gida aliminda azalmaya yol agarken, AgRP/ NPY noropeptitlerinin strekli

uyarimi gida aliminin artmasina neden oldugu bildirilmistir (Aponte vd., 2011).

Farelerde, AgRP eksprese eden tiim noronlart yok etmek igin difteri toksini (DT)
kullanilmis ve aglikla sonug¢lanmigtir (Wu vd., 2008). Benzer sekilde, DT veya noérotoksik
ataksin-3 ile ablasyona tabi tutulan NPY/AgRP néronlari, beslenme kontroll igin kritik
oldugu c¢aligmalarla dogrulanmistir (Tan vd., 2014). Bu néronlarin diger ablasyon
caligmalar1 da yetiskin farelerde aclifa yol acan gida aliminda bir azalma oldugunu
gostermistir (Krashes vd., 2011). AgRP ve NPY noronlariin ablasyonu veya susturulmasi
anoreksiya, hizli kilo kaybi1 ve hatta acliktan 6liime yol acabileceginden, NPY ve AgRP

noronlar1 hayatta kalmak i¢in kritik 6neme sahiptir (Krashes vd., 2011).

NPY/AgRP noéronlarmin sitirekli uyarilmasina odaklanan diger ¢alismalar,

transgenik kaynakli obez farelerde AgRP néronal peptit ekspresyonunda dnemli bir artig
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gostermistir (Ollmann ve Wilson, 1997). Benzer sekilde, merkezi olarak NPY ve AgRP
uygulamasi, besin arama besin istifleme ve besin alimini arttirdig1 gosterilmistir (Teubner
vd., 2012). NPY/AgRP noéronlarinin gelisimsel kaybi, asirt besin alimina, enerji
harcanmasinin azalmasina veya bozulmus glikoz dengesine neden olmaktadir. Bu nedenle,
NPY/AgRP néropeptitlerinin obezite gelisiminden sorumlu oldugunu ve obezite Uzerinde
onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Spesifik olarak, AgRP ve NPY iireten noronlar,
beslenme davraniglar1 ile en yakin ve en gili iliskiye sahip en temel noronal
popiilasyonlardir (Cowley vd., 2001). AgRP ve NPY néronlart enerji dengesini diizenleyen
onemli noropeptidlerdir (Chen ve Knight, 2016). Erkek fareler tizerinde yapilan ¢alismada,
NPY eksikligi ve besin kisitlamasi yapilan gruplarda, besin kisitlamasi sirasinda lipolizin
arttigi, viicut agirliklarinin ve yag kiitlelerinde hizli bir azalma oldugu gorilmiistir.
NPY’nin yoklugu, NPY’nin varlig1 olan farelere kiyasla beyaz yag dokusunda belirgin
sekilde termojenezi aktive ettigi ve negatif enerji dengesinin NPY ile kontrol edildigi

ortaya konmustur (Park vd., 2019).

Enerji metabolizmasinda meydana gelen degisiklikler gun igerisindeki gen
ekpresyon ¢alismalart en ¢ok kemirgenler (siganlar, fareler ve Sibirya hamsteri) lizerinde
arastirllmistir. Normal beslenme, giindiize kisitlanmis ve geceye kisitlanmis beslenme
rejimlerinin gen anlatimlar ile giin icerisindeki besin alim ile iligkili genlerin ekpresyonu
farklilik gosterebilmektedir. Sicanlarda yapilan ¢alismada 4 saatlik gilindiize kisitlama
yapilan grupta NPY’nin mRNA ekpresyonunun normal beslenen gruba gére bir degisim
goriilmemistir. Geceye kisitlama grubunda ise yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir
Normal beslenen siganlarda, NPY nin mRNA ekpresyonunun karanlik faz boyunca diisiik
seviyede kaldig1 bildirilmistir (Xu vd., 1999).

NPY, AgRP, POMC, CART, Oreksin, MCH, leptin ve leptin reseptori genlerin,
besin alimi ile iligkisini ortaya koymak i¢in normal beslenen farelerde giin igerisindeki
mRNA ekpreyonlar1 Real time PCR teknigi ile arastirilmistir. Calismada AgRP mRNA
ekpresyonu saat 06:00°da aydinlik faz baslangicinda pik yapmistir, NPY ’nin besin alimi ile
ikincil derecede yani AgRP’den daha az mRNA ekpresyonunun oldugu goriilmiistiir.

NPY’nin mRNA ekpresyonu karanlik fazin baslarinda yiiksek seviyede oldugu
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goriilmiistiir. leptin ve leptin reseptdr genlerin mRNA ekpresyonu karanlik periyodta besin
alimu ile birlikte azaldig1 goriilmistiir (Stiitz vd., 2007).

Erkek Suriye hamsterleri igin 16L fotoperiyodunda farkli beslenme kosullar igeren
gruplar olusturulmus ve hipotalamus dokularindan, NPY ve AgRP genlerinin gin icerinde
anlatimlar aragtirilmistir. Calismada karanlik fazda NPY ve AgRP mRNA ekpresyonu en
yiiksek seviyede iken karanlik fazin sonunda en diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.
Giindiize kisitlama grubunda hamsterlerin besin tiikketim miktar1 degismedigi, viicut
agirliklarinin azaldig: bildirilmistir. Serum leptin seviyesi karanlik fazda saat 02:00 ylksek
oldugu goriilmistiir. Geceye kisitlama grubunda ise hamsterlerin besin tiiketim miktar
normal gruba gore artmistir ancak, viicut agirliklarinda farklilik belirlenememistir. Serum
leptin seviyesinde de farklilik goriilmemistir. Besinden 72 saat boyunca besin kisitlamasi
uygulanan grupta ise viicut agirliginin ve serum leptin seviyesinin azaldigi belirlenmistir.
NPY ve AgRP’nin mRNA ekpresyonun 6nemli derecede azaldigi goriilmiistiir. Calisma
sonucunda besinin Suriye hamsterlerinde kisitlama kosullarindaki gen anlatimlarinda

onemli bir uyaran oldugu gosterilmistir (Giines, 2013).

Uzun ve kisa fotoperiyota yer alan Sibirya hamsterlerinde, besin alimu ile iligkisi
diisiiniilen; NPY/AgRP ve POMC/CART genlerin ekpresyonu giinlin sekiz farkl
zamaninda arastirllmistir. Bu genlerden AgRP, POMC, CART genlerin ekpresyonu giin
icerisinde Onemli bir degisiklik goriilmedigi belirtilmistir. Ancak AgRP, POMC, NPY
genlerinin mMRNA ekpresyonu uzun fotoperiyotta, kisa foto periyota gére daha fazla oldugu
belirlenmistir. Serum leptin seviyelerinde ise giin igerisinde degismedigi ancak, uzun
fotoperiyotta salinimin, kisa fotoperiyota gore daha fazla oldugu belirlenmistir. (Ellis vd.,

2008).

Sicanlarda yapilan ¢alismada, POMC ve AgRP’nin, aydinlik ve karanlik fazlarda
iki saatte bir mRNA ekpresyonu arastirilmistir. Aydinlik fazda saat 10:00’da AgRP’nin
mRNA ekpresyonu azalirken karanlik fazda saat 22:00°da en yiiksek seviyede oldugu
belirlenmistir. Ek olarak, saat 22:00’dan aydinlik faza kadar (iki saatte arayla) azaldigi ve
karanlik fazda AgRP’nin mRNA ekpresyonunun aydinhik faza gore yiliksek oldugu
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gosterilmistir. POMC’nin, mRNA ekpresyonu ise giindiiz bir salinim gostermedigi ancak,
besin alimmin gergeklestigi karanlik fazda en yiiksek diizeyde 18:00 ve 24:00 saatleri
arasinda oldugu bildirilmistir (Lu vd., 2002).

Eothenomys Miletus’un vicut Kkutle regilasyonunda hipotalamik ndropeptit
ekspresyonunun rolleri mevsimsel olarak arastirilmistir. Viicut kiitlesi, viicut yag orani,
besin alimi ve serum leptin seviyesi mevsimsel degiskenlik gostermistir. Hipotalamik NPY
ve AgRP seviyelerinin ekspresyonu mevsimsel farkliliklar gosterirken, POMC ve CART
ekspresyonu mevsimler arasindaki farklar anlamli degildir. Fotoperiyodun NPY ve AgRP
iizerinde etkisi goriiliirken, POMC ve CART {izerinde 6nemli bir etkisi olmamistir. Leptin,
E. miletus'da hipotalamik ndropeptid ekspresyonu lizerine etki ederek vicut kiitlesini ve
enerji metabolizmasimi diizenlemede 6nemli bir rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir

(Wanlong vd., 2017).

Yapilan bagka bir ¢alismada uzun siireli yiiksek yagli besin (HFD) tiiketimi,
hipotalamusun ARC deki AgRP ndronlarinda siirekli aktivasyona ve leptin direncine yol
actigt HFD'nin AgRP ndronal uyarilabilirligi lizerindeki akut etkileri gosterilmis ve diyet
kompozisyonu i¢in kritik rolii vurgulanmistir. Uzun siireli HFD farelerdeki onceki
bulgularina paralel olarak, kisa siireli HFD beslemesinin bile ARC/AgRP noronlarinin
stirekli aktivasyonuna yol a¢tigini tespit edilmistir. Diyet bilesimi, kalori alim1 (CD) ve
viicut agirhigr arasindaki farki ayirt etmek igin, fareler HFD ve CD'nin akut ve uzun siireli
etkilerini AgRP néronal anlatimi karsilastirilmigtir. Farelerdeki HFD tiiketiminin, kilo
alim1 ve kalori alim1 kontrollerine gére AgRP ndronunun artmistir. AgRP ndronlar igin
diyet bilesiminin kalori alimindan veya viicut agirligindan daha 6nemli olabilecegini

diistindirmektedir (Wei vd., 2015).

Sibirya hamsterlerinde kisa fotoperiyotun uzun fotoperiyoda gore % 30 vicut
agirhginmi  azalttigit ve besin yoklugunda %10 oraninda bir diisiise neden oldugu
gosterilmistir. Hipotalamik ARC’ de yer alan AgRP, NPY ve POMC gen ekspresyonlari
incelendiginde kisa fotoperiyot POMC ve AgRP gen ekspresyonunu azaltmistir. Besin
yoklugunun ise AgRP gen ekspresyonunu arttirdigr gosterilmistir. Fotoperyodun NPY
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iizerinde bir etkisi oldugu goriilmezken besin yoksunlugunda gen ekspresyonunu arttirdigi

gosterilmistir (Mercer vd., 2000).

Sicanlara, %50 besin kisitlamasi uygulanmis ve 30 giin boyunca kisitlama devam
ettirilmistir. Kisitlama sonucunda hipotalamus dokusunda leptin ve NPY mMRNA
ekspresyonu arastirilmistir. NPY’nin mRNA ekspresyonu, normal beslenme grubuna
oranla yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Ancak NPY’nin mMRNA ekspresyonu tekrar
iki glin sure ile geri besleme ile azaldigi goriilmiistiir. Leptinin mRNA ekspresyonu normal
beslenme grubuna goére azalmistir ve iki giin siire ile tekrar normal beslenme ile leptinin
MRNA ekspresyonu degismedigi ancak yag dokuda tekrar arttig1 belirlenmistir (Sucajtys-
Szulc vd., 2009).

Gelisimin ¢ok erken donemlerinde beslenmedeki degisiklikler yavrularin, gelisimi
tizerinde uzun vadeli olumsuz etkilere neden olmaktadir (Blouet ve Schwartz 2010).
Hamilelik boyunca annenin beslenme ortaminda meydana gelen degisiklikler, fetus igin
daha sonraki yasamda obezite ile iligkisi oldugu bildirilmistir (Clarke vd., 2021). Dogum
oncesi, hamilelik dénemi ve laktasyon sirecindeki maternal faktorler (beslenme,
fotoperiyot, sicaklik vb.) bebegin yasam kalitesini etkilemektedir. Hamilelik Oncesi ve
hamilelik doneminde annenin kotii beslenmesi hem embriyo gelisimi ve biiylimesini hem
de gec gebelik doneminde hipotalamo-pituiter-adrenal aksin hiperaktivasyonuna yol agtigi
ve bunun sonucunda da erigkin yasta obezite, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve

bobrek hastaliklar1 gelisimine neden oldugu belirlenmistir (Bouret, 2009).

Onceki ¢aligmalar, deneysel diyetlerin kilo alimiyla ilgili mekanizmalar iizerindeki
etkilerini gdstermistir (Choi, 2018). Ozellikle, rahim igi beslenme ortaminin metabolizmay1
degistirebildigi, yavrularin fizyolojik ve davranigsal siireclerini etkileyebildigini
gostermistir (Koletzko vd., 2019). Diyetin bilesiminin yani sira tiir, cinsiyet, beslenme
manipiilasyonunun periyodu ve zamani gibi c¢esitli faktorler fetal programlamayi
etkileyebilir. Bununla birlikte, yasamin erken doneminde asir1 yag ve seker
tlketimi, obezite riskini arttirmaktadir (da Silva vd., 2022). Maternal diyetlere yanit olarak,

yavrular artan bir aglik/tokluk gen ekspresyonu sergilemektedir.
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Maternal olarak yetersiz beslenen yavrularda, NPY nin anoreksijenik noronlarin
inhibisyonunu arttirdigin1  gostermektedir. (Chen ve Knight, 2016). Sicanlar (zerinde
yapilan ¢alismalarda, anne beslenmesinin degistirilmesi sonucunda fetuslerde ve yetiskin
yavrularda hipotalamik NPY nin mRNA ekspresyonu arttig1 gosterilmistir (Ross ve Desal,
2014). Maternal beslenme durumu yavrunun besin alimini diizenleyen hipotalamik
noropeptitleri etkileyereck NYP ve AgRP artisina bagli olarak hiperfajiye yol agtig

diistiniilmektedir.

Kemirgenlerde, hamilelik ve emzirme sirasinda maternal yiiksek yagli beslenmenin,
daha fazla viicut agirligina ve gida tiiketimi ile sonuglanmistir (da Silva vd., 2022).
Maternal yiiksek yagli beslenmenin yavruda, ayni zamanda NPY, AgRP ve POMC
ekspresyonundaki degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Choi, 2018). Hamilelik ve
laktasyon siirecinde maternal diyete maruz kalma ise yavruda NPY ve AgRP'yi arttirmanin
yani sira POMC ve a-MSH'yi azaltmaktadir. Maternal olarak yetersiz beslenen yavrularda,
beyin kesiti elektrofizyoloji teknikleri, hipotalamik ARC anoreksijenik ndronlarin NPY

inhibisyonunun arttigini géstermektedir (Ross ve Desai, 2014).

Maternal obezite ¢aligmalarinda, fetal ARC gelisiminin, dogumda programlanmig
hiperfaji ile sonuglandigi bildirilmistir (Stuart ve Panico, 2016). Arastirmalar, maternal
obezitenin yavrularin oreksijenik diirtiisinii arttirdigini, yavruda artan gida alimi ve kilo
alimi, oreksijenik ile anoreksijenik noronal sayr oranmm arttigini gostermektedir. Obez
annelerin yenidoganlarinda, NPY ve AgRP'nin hipotalamik ekspresyonu (mMRNA ve
protein) artarken POMC'ninki azalir (Morris ve Chen, 2009). Onemli olarak, maternal
obezite, embriyonik hipotalamusta néroprogenitor hiicre proliferasyonunun uyarilmasi ve

oreksijenik noronlarda bir artis ile yavrularin nérojenezini de etkiler (Desai ve Ross, 2020).

Fetal ARC gelisimi iizerindeki dogum Oncesi beslenme etkisine benzer sekilde,
ARC’nin dogum sonras1 asir1 beslenme ile yeniden degistirilebilecegini gosterilmistir
(McNay vd., 2012). insan calismalar;, dogum sonrasi beslenme ve erken biiyiime
oranlarinin yetigkin obezitesi lizerinde belirgin bir etkisi oldugunu gostermistir (Desai ve

Ross, 2020). Dogum sonrast ARC gelisimi veya diizenlemesi benzer sekilde hayvan
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caligmalarinda da gdsterilmis, emzirme doneminde maternal obeziteye maruz kalmaya
devam eden obez annelerin yenidoganlarinin, yetiskinler olarak ekspresyon seviyelerinde
ve ARC néronal fenotipinde kalict degisiklik gosterdigini gostermektedir. Ozellikle, bu
yavrular, yalnizca hamilelik veya emzirme donemlerinde maruz kalan yavrularla
karsilagtirildiginda, daha fazla yaglanma ile gida alimini 6nemli dlgiide artirmistir (Rajia
vd., 2013).

Hem maternal asir1 beslenmenin hem de maternal yetersiz beslenmenin yavrularda
metabolik bozukluk risklerini artirdigi literatiirde gosterilmektedir. Maternal faktorler
noronal gelisimi etkileyebilir ve yavrunun yasami boyunca, beslenme ile iliskili ndropeptit
genlerin anlattmin1 farkli bir sekilde programlayabilir. Bu g¢alismanin amaci, maternal
beslenmenin yani sira fotoperiyot bilgisininde yavrular iizerindeki rolii ve beslenme ile
iliskili hipotalamik noropeptitler olan NPY/AgRP’nin gen anlatimi {izerine etksini
belirlemektir. Besin diyetlerinin igerigi kadar besin alimmin zamanida canlilar i¢in
onemlidir. Sadece gundize kisitlanmis ya da sadece geceye kisitlanmis besinin, yavrularin
gelisiminin erken donemlerinden itibaren 30. giine kadar ndropeptit genlerin anlatiminda

nasil degisim gdsterdigi bu tez calismasi ile belirlenmesi amaglanmaistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Tez c¢alismasinda yetiskin disi Suriye hamsterleri (Mesocricetus auratus)
kullanilmistir. Suriye hamsterleri, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezi (COMUDAM)’nden temin edilmistir. Deneyde agirliklar:
birbirlerine en yakin (100-110 gr) en az 3 aylik Suriye hamsterleri kullanilmistir.
Hamsterler plastik kafesler (16x31x42cm) i¢inde talas kullanilarak ve kafeslere tek tek ya
da en fazla 3 tane olacak sekilde barindirilmstir. Besin, su ihtiyaci ve sicaklik (oda sicakligi
22 + 2 °C) hamsterlere uygun olacak sekilde standardize edilmistir. Hamsterler, fotoperiyot
odalarinin aydinlik periyodunda 200 liikks beyaz florasan 1sik altinda bakilmistir Bu tez
calismas1 Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan alian

2019/ 07-03 karar numarasi izni ile gergeklestirilmistir.

3.2. Cihazlar ve Diger Gerecler

e Real Time PCR cihazi (Applied Biosystems™ 7500 Fast Dx-Thermo Fisher
Scientific, USA)

e Mikroplaka okuyucu (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, Thermo

Scientific™, Finlandiya)
e Stereodiseksiton mikroskobu (Stemi DV 4 SPOT-ZEISS, USA)
e Homojenizator (Retsch MM400; Almanya)
e Vorteks (IKA, Germany)
e Santriflj (DAIHAN Scientific, Model CF-10; Seul, Kore)
e Sogutmali santrifiij (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Mikropipet seti (Gilson, USA)
e Etlv (Binder, USA)
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e Hassas terazi (Sartorius Entris®, Germany)

e -20°C buzdolabi1 (Siemens, Germany)

3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada (16L) uzun fotoperiyotta bulunan yetiskin disi Suriye hamsterleri
(Mesocricetus auratus) kullanilmistir. Calisma uzun (14L) ve kisa (10L) fotoperiyot olmak
iizere iki farkli fotoperiyotta gerceklestirilmistir Toplamda 144 adet yavru hayvan

(cinsiyetlerine bakilmaksizin) kullanilmistir.

3.3.1. Uzun Fotoperiyota Ait Gruplar

Uzun fotoperiyot 14L (14 saat 1sik; 1siklar saat 07:00°de acilip, saat 21:00’da
kapanmistir) altindaki yetiskin disi hamsterler kendi i¢inde 3 farkli beslenme kosulu
uygulanmak tizere 3 alt gruba ayrilmistir (Tablo 2). Bu beslenme kosullari; normal
beslenme (hamsterler ginin her saatinde besine ulagmistir), sadece glndize
sinirlandirilmis beslenme (giindiize kisitlama grubunda hayvanlar sadece aydinlik fazda
beslendi) ve sadece geceye sinirlandirilmis beslenme (geceye kisitlama grubunda
hayvanlar sadece karanlik fazda beslendi) olacak sekilde olusturulmustur. Bu fotoperiyotta
15 adet yetiskin disi hayvan yavru eldesi i¢in kullanilmistir. Disiler deneye baslamadan
once erkek yetiskin hamsterlar ile ciftlestirildi ve hamile kalan (vajinal smear yontemi ile
hamile kaldigi anlasilan) disi hayvanlar tek olarak kafeslerde tutulmustur. Hamilelikleri
siresince hayvanlara yukarida ki 3 beslenme programi uygulanmigtir. Dogum sonrasi
annelerde bu beslenme programi devam edecek olup yavru hayvanlar cinsiyetlerine
bakilmaksizin dogum sonrasi 10. (24 hamster), 20. (24 hamster) ve 30. (24 hamster) glinde
giinlin 6gle saatinde (12:00 — 13:00) dekapite edilmistir. Beyin dokusundan hipotalamik
bolge NPY ve AgRP noropeptidlerinin protein ve ekspresyonunu belirlemek igin alinip
hizli bir sekilde sivi azotta dondurulmustur. ELISA ve RT-PCR analizlerine kadar -84
°C’de saklandi. Disi yetiskin hamsterler laktasyon siiresi bitiminde normal beslenme

diizenine gegirilerek, koloniye geri kazandirilmigtir.
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Tablo 2.

Uzun fotoperiyota ait gruplar

Kullanilan
Deney Gruplar: Alt Gruplar hayvan sayisi

10. gin n=8
Normal Beslenme | 20. giin n=8
30. glin n=8
10. giin n=8
Geceye Kisitlama | 20, giin n=8
30. gln n=8
10. gin n=8
Giindiize Kisitlama | 20. giin n=8
30. gln n=8

3.3.2. Kisa Fotoperiyota Ait Gruplar

Kisa fotoperiyot 10L (10 saat 1s1k; 1siklar saat 11:00°de agilip, saat 21:00’da
kapanmistir) altindaki yetiskin disi hamsterler (n=15) yavru eldesi i¢in kullanilmistir.
Disiler deneye baslamadan Once yetiskin erkek hamsterlar ile ciftlestirilmis ve hamile
kalan (vajinal smear yontemi ile hamile kaldigi anlasilan) disi hayvanlar tek olarak
kafeslere yerlestirilmistir. Disi hamsterlere hamilelikleri ve laktasyon siiresince {li¢ farki
beslenme programi uygulanmistir (Tablo 3). Bu beslenme kosullari; normal beslenme,
geceye kisitlama ve giindiize kisitlama olacak  sekilde randomize olarak

gergeklestirilmistir.

Deney diizenegi uzun fotoperiyottaki gruplara benzer sekilde ytiriitiilecek olup bu
grupta da toplamda 72 yavru hayvan kullamilmistir. 15 adet disi yetigkin hamsterlar
ciftlestirme oncesi kisa fotoperiyoda uyum saglamalari i¢in bir hafta 6ncesinden kisa (10L)
fotoperiyot odalarina yerlestirilmistir. Her iki grupta da yetiskin disi hamsterlar deneyde
sadece yavru hayvan eldesi i¢in kullanilmis ve deney sonunda normal beslenme diizenine

gecirilerek koloniye geri kazandirilmustir.
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Tablo 3

Kisa fotoperiyota ait gruplar

Kullanmilan
Deney Gruplar: Alt Gruplar hayvan
sayisl
10. gin n=8
Normal Beslenme 20. giin n=8
30. gun n=8
10. gun n=8
Geceye Kisitlama 20. giin n=8
30. gin n=8
10. gun n=8
Giindiize Kisitlama 20. gun n=8
30. gin n=8

3.4. Besin Tuketimi

Tum gruplardaki yavrular laktasyon stresinden sonra glnlik olarak bilinen
miktarda (~50 g) besine erigimleri saglanmistir. Uzun ve kisa fotoperiyotta ait gruplarda
geceye kisitlama grubunda 1siklar kapanmadan once yiyecekler kafeslere yerlestirilmistir
ve 1siklar agildiktan hemen sonra kalan besinler tartilmistir. Giindiize kisitlama grubunda
1s1iklar agildiktan hemen sonra yiyecekler kafeslere yerlestirilmistir ve 1siklar kapanmadan
once kalan besinler tartilmistir. Normal beslenme grubunda ise hergiin ayni saatte
yiyecekler kafeslere yerlestirilmistir ve ertesi giin ayni saatte kalan besinler tartilmistir.
Besinler tartilirken kafes icerisine diisen besin pargalar1 ve yavrularin agizlarinda

sakladiklar1 yiyecek parcalar1 da toplanarak tartilmistir.

3.5. Viicut Agirh@ Ol¢iimii

Yavrularin viicut agirliklari, hipotalmus dokular1 alinmadan hemen 6ncesinde (10.
20. ve 30. giin) dlgiilmistiir. Hamster yavrular tek tek dijital tartiya yerlestirilmeden 6nce
agizlarindaki yiyecek pargalar1 (laktasyon siirecindekiler hari¢) kontrol edilmistir. Tiim

Olcimler saat 12.00-13.00 arasinda gergeklestirilmistir.
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3.5. Doku Orneklerinin Alinmasi

Dekapitasyon sonrasi alinan beyin bdlgesi, dokunun canliligimin devam ettirilmesi
amactyla % 0,9‘luk NaCl ¢ozeltisi icerisine alinarak stereodiseksiyon mikroskobu altinda
mikrodiseksiyon makasi ile hipotalamus bolgesi ¢ikarilmistir (Sekil 4). Alinan her bir doku
ornegi mikrosantrifiij i¢ine konularak hemen sivi azot igerisinde dondurulmustur. Doku
ornekleri, RNA ve protein izolasyonuna kadar -80°C’de saklanmistir. Doku 6rneklerinin
alinmasi sirasinda kullanilan cerrahi materyaller, % 70’lik alkol ile ylizey sterilizasyonu

yapild1 ve soliisyonlar (NaCl, saf su) i¢in otoklav ile 180°C’de 20 dakika siireyle steril

edilmistir.

Sekil 4. Stereodiseksiyon mikroskobu altinda Mesocricetus auratus beyin gorintusu

3.6. Toplam RNA Izolasyonu

Alinan hipotalamus 6rnekleri -80 °C’den ¢ikarilarak yiiksek kalitede Toplam RNA
ekstraksiyonu saglamak i¢in Trizol metodu uygulanmistir (Rio ve ark, 2010). Trizol,
icerisindeki fenol ve guanidintiyosiyanat bilesenleri sayesinde yiiksek kalitede toplam
RNA elde edilmesini saglamaktadir. Trizoliin reaksiyondaki gdrevi, homojenizasyon
sirasindaki fiziksel ve kimyasal parcalanmay1 saglamak ve RNA biitiinliigiiniin korunmast

i¢in islem sirasinda numunedeki niikleazlar1 denatiire etmektir.
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e Protokole gore her 6rnekten 50 mg doku alinarak igerisine 1 mL TRIzol™ Reaktifi
(Sigma-Aldrich, USA) eklenerek sonrasinda soguk sartlar altinda homojenizator
cihazinda 4.0 hizda 20 sn de homojenize edilmistir. Siispansiyon oda sicakliginda 5
dk bekletilerek liziz ve faz ayrimimin gergeklesmesi saglanmustir.

e Hazirlanmis olan lizat 12000 G hizda 10 dk ve ardindan +4 ° C'de 5 dakika santrifiij
uygulanmistir, elde edilen siipernatant yeni bir tiipe aktarildi ve iizerine 200 pL
kloroform eklenerek karistirilmistir. Oda sicakliginda 2 dk bekletildikten sonra
12000 G hizda 10 dk +4 °C sicaklikta santrifuj islemi uygulanmistir.

e Elde edilen sipernatant mikrosantrifuj tiipe alinarak igerisine 0,5 mL isopropanol
eklenmistir. Siispansiyon karigtirilarak 10 dk oda sicakliginda bekletildi ve
sonrasinda 12,000 G hizda +4°C’ de 10 dk santrifuj islemi uygulanmistir.

e Siipernatant kismi atild1 ve elde edilen niikleik asit pelleti 1 mL %75 etanol ile 7500
G hizda 5 dk +4°C sicaklikta tekrar santrifuj yapilarak yikanmustir. Ust faz
mikrosantrifyj tiiptinden uzaklastirildi ve RNA pelleti kuruyana denk (15-20 dk)
oda sicakliginda bekletilmistir.

e Kuruyan pellet Uizerine 300 pL niikleaz-free elution bufer eklenerek pellet stispanse

edilmistir. Dokulara ait toplam RNA’lar -80 °C’de saklanmustir.

3.7. cDNA sentezi

Hipotalamus doku oOrneklerinden elde edilen Toplam RNA’larin her birinin
konsantrasyonu esitlendikten sonra High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo-Fisher) ile protokole uygun olarak cDNA sentez islemi yapilmigtir. RNA
ornekleri, once buz iizerinde ¢oziildiiriiltiikten sonra 6rnekler, Tablo 4’de belirtildigi gibi
reaksiyon karigimlari hazirlanmistir. Toplam hacim 20 puL olacak sekilde cDNA sentezi
icin, reaksiyon hazirlandiktan sonra Tablo 5’te belirtilen miktarlarda PCR termal cycler

cihazinda gergeklestirilmistir. Elde edilen cDNA iiriinleri -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 4.

cDNA sentezinin hazirlanisi

Komponentler Miktar (ul)
2X RT Tampon 8
20X RT Enzim Miks
Oligo(dT) (10 pM) 1
Random Hexamer(10 uM) 1
Toplam RNA 5
Nikleaz icermeyen su (H20) 4
Toplam 20
Tablo 5.
cDNA sentezi reaksiyon kosullari
1. Adm | 2. Adim 3. Adim | 4. Adim
Sicaklik(°C) | 25 37 95 4
Zaman (dk) 10 60 5 25

3.8. RT-gPCR (Reverse Transkriptase-Quantitative Polymerase Chain
Reaction) Reaksiyonu

Gen ekspresyonu calismalarinda RT-qPCR teknolojisi en ¢ok tercih edilen
teknolojidir. Ger¢ek zamanli kantitatif PCR olarak da adlandirilan bu teknoloji ile istenilen
hedef dokudaki niikleik asitlerin miktarlar1 belirlenebilmektedir. RT-qPCR’da elde edilen
niikleik asit miktari, reaksiyon sirasinda meydana gelen iiriin miktariyla orantili olarak
artmaktadir. Elde edilen iiriiniin tespiti i¢in kullanilan problarin veya floresan boyalarin
verdigi sinyalin izlenmesiyle {iriin miktar1 ger¢cek zamanl olarak belirlenebilmektedir. En
cok tercih edilen yontemlerden biri olan SYBR-Green ile yapilan yontemdir. SYBR-Green
floresan boya igeren Kkitlerin ¢ift zincirli DNA’ya baglanmasi ile hiicredeki hedef RNA

miktar1 belirlenebilmektedir.
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Calismada kullanilan NPY, AgRP ve ACTB genler i¢in primer tasarimlari, Primer

3Plus programi (Biomers, Almanya)

ile yapilmistir ve Tablo 6'da verilmistir. Deney

uygulamalarinda ACTB gen bolgesi (housekeeping gen) normalizatdr olarak kullanilmastir.

Tablo 6

Hedef ve kontrol genlerin primer dizileri

Genler Primer Dizi(5’—3”) Uzunluk Tm°C Accession no

NPY  Forward AGAACAAGGCTTGAAGA 17 bp 59°C XM_005087180
Reverse CAGGATGAGACGAGATG 17 bp

AGRP Forward AATTCCCAGGTCTAAGTC  18hbp 59°C XM_005076290
Reverse GATTCTGTGGATCTAGCA 18 bp

ACTB Forward TGAAGATCAAGATCATTG 18hbp 57°C NM_001281595
Reverse CTCATCGTACTCCTGCTT 18 bp

Accession no: NCBI Genbank Erisim Numarasi

3.9. RT-gPCR Analizi

Caligma kapsaminda gen expresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in BrightGreen

gPCR Master Mix (ABM, Canada) kullanilarak her bir 6rnek igin Tablo 7’de belirtilen

reaksiyon karigimlart hazirlanmistir. Thermocycler prosediri Tablo 8’e gore ayarlanarak

Real Time PCR cihazi lizerinde kantatif analizi yapilarak NPY, AgRP ve ACTB genlerinin

ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. cDNA ornekleri 2’ser tekrarli olarak galisiimustir.
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Tablo 7

Sybergreen reaksiyonu hazirlanisi

Komponentler Miktar (pL)
BrightGreen gPCR MasterMix (2X) 10
Primer F (10 mM) 0,8
Primer R (10 mM) 0,8
cDNA 2
Nikleaz icermeyen H.O 6,4
Toplam 20
Tablo 8
Sybergreen reaksiyonu RT-PCR kosullari
PCR Asamasi Islem Sicaklik/Derece Tekrar
[k Denatiirasyon Denatlirasyon | 95°C- 10 dk 1
Denatiirasyon | 95°C-5 sn
PCR Aplikasyon Baglanma 57°C-30sn 40
Uzama 72°C - 60 sn
Erime Egrisi Denattirasyon | 95°C- 5 sn L
Baglanma 65°C- 1 dk
Final Sogutma 40°C 30 sn 1

3.10. Toplam Protein izolasyonu

e Toplam RNA ekstraksiyonu sonrasinda mikrosantrifiij tiiplerinin alt kisminda
organik fazin {izerine 300 pL %100’liik ethanol eklenerek siispansiyon 3 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra +4 °C’de 2000 G X 5 dk

santrifuj edilmigtir.

e Elde edilen siipernatanttan 500 pL mikrosantrifuj tiipiine aktarilarak tizerine 1,5 mL

isoproponol eklenmistir. Siispansiyon 10 dk oda sicakligina bekletildikten sonra +4

°C’de 12000 G X 10 dk santrifuj edilmistir.
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e Sipernatant mikrosantrifuj tiipiinden atilarak tizerine 2 mL Wash Buffer (0,3 M 0.3
M Guanidine hydrochloride 95% ethanol) eklenerek 20 dk inkibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda siispansiyon +4 °C’de 7500 G X 5 dk santrifuj

yapilarak siipernatant atilmistir.

e Pellet Uzerine 2 mL wash buffer eklenerek 20 dk inkiibasyon sonrasi +4 °C’de 7500

G X 5 dk santrifuj yapilarak sonrasinda siipernatant atilmistir.

e Yikama islemi sonrasinda pellet iizerine %100 Etanol eklenerek vorteks yapilarak
20 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Stispansiyon +4 °C’de 7500 G X 5 dk

santrifuj edilerek siipernatat atildi ve pellet 10 dk oda sicakliginda kurutulmustur.

e Protein numuneleri uygun c¢ozucude cozdirildi ve analize kadar -20 °C’de

saklanmustir.

3.11. Toplam Protein Miktar1 Ol¢iimii

Toplam protein miktar1 tayini Bradford yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir
(Bradford, 1976). Proteinlerin Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasina baglanmasi
sonucunda meydana gelen renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin o6l¢iilmesi ile

toplam protein analizi gergeklestirilmistir (Tablo 9).

Tablo 9

Protein tayini i¢in standart stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Kor St1l St2 St3 St4 St5 Ornek

Albumin _ 4uL 8 uL 12puL |16l |20l | _
(%10)

Distile su 160 puL | 156 pL | 152 L | 148 pL | 144 pL | 140 pL | 155 pL
Doku _ _ _ _ _ _ 5uL
Homojenati

Bradford 4A0uL  [40pL [40pL [40pL [40pL |40 pL |40 pL
Reaktifi
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3.12. ELISA Testi

Elisa yontemi kullanilmadan Once protein miktarlari esitlenmistir. Kitler once
%100, %50, %20 ve %10 diliisyon oranlarinda test edilmistir. Standartlara gore en uygun
absorbans veren diliisyon katsayisi olan %20 kullanilmistir. NPY ve AgRP gen spesifik
elisa kitleri (Bioassay Technology Laboratory Kit) kullanilarak, asagidaki gibi protokole

uygun sekilde hazirlanmistir. Protein standartlart kit i¢eriginde hazir olarak verilmistir.

e Ornekler ve soliisyonlar kullanim éncesi oda sicakligina getirilmistir. Her bir gene
ait 50 pL standart 480, 240, 120, 60 ve 30 ng olacak sekilde kuyucuklara
konulmustur.

e Ornekler 40 pL olacak sekilde kuyucuklara dagiltildi ve sonrasinda 10 pL ikincil
antikor eklenmistir.

e Tim kuyucuklara 50 ser pl streptavidin-HRP eklenerek ardindan bir seal
yardimiyla kapatilan well-plate 37 °C de 60 dk inkiibe edilmistir.

e inkiibasyon sonunda wash buffer ile 5 kez yitkama yapilmustir.

e Yikama sonrast 50 pL soliisyon A ve ardindan Soliisyon B eklenerek 37 °C de
karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

e Son olarak 50 pL stop soliisyonu eklenerek 10 dk inkiibe edilmistir.

e Tim oOlcumler 450 nm de spekrofotomete (Multiskan™ GO Microplate

Spectrophotometer, Thermo Scientific™, Finlandiya) cihazi ile yapilmistir.

e FElde edilen veriler GraphPad Prism programi yardimiyla hesaplanmis olup protein

degerleri tesbit edilmistir.

3.13. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler IBM SPSS Statistic 21 paket programiyla gergeklestirilmistir.
Viicut agirligi, besin tiiketimi ve NPY/AGRP genlerin mRNA ekspresyonu ve protein
miktarmin hesaplanmasiyla elde edilen verilerin sonuglart grup ortalamalarina karsi two-
way ANOVA kullanilmistir. Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesi igin Post-Hoc ¢oklu

karsilastirma testi Duncan kullanilmistir. Gruplar arasit a-anlamlilik diizeyi p <0.05 ve
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p<0.001 olarak belirlenmistir. Grafikler SigmaPlot 14.0 programi ile hazirlanmistir. Veriler

ortalama + standart sapma olarak sunuldu.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Gen Ekspresyonu

4.1.1.Toplam RNA izolasyonu

Hipotalumus Orneklerinden ilk olarak Trizol yontemi ile RNA izolasyonu
yapilmustir. izole edilmis RNA 6rnekleri, toplam RNA konsantrasyonunu belirlemek igin,
ornekler Beer-Lambert formilizasyonundan (Abs260*40%*(10/0,51)) yararlanilarak
yapilmistir. Elde edilen RNA'larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 spektrofotometre
(Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific™, Finlandiya) ile
belirlendi ve Olgiilen konsantrasyon degerleri Tablo 10’da verilmistir. Toplam RNA
konsantrasyonu az miktarlarda olan gruplarin kalan dokularindan tekrar RNA izolasyonu

islemi gerceklestirilmistir.

Tablo 10

Deney gruplarinin toplam RNA miktarlari

Uzun fotoperiyot Kisa fotoperiyot
Deney Gruplan | Alt Gruplar | gruplarinin toplam gruplarmin toplam
RNA(ng/pL) miktarlar1 | RNA(ng/pL) miktarlari
10. gun 596,75+ 26,9 1078,03£15,2
Normal 20. gln 704,01 £16,7 902,50 £16,3
Beslenme 30. glin 820,25 + 20,4 920,01 £19,8
10. gun 801,75 £23,5 987,75 £24,2
Geceye 20. glin 757,50 +22,8 971,25 +25,6
Kisitlama 30. gun 582,25 +18,9 591,75 +20,2
10. gun 652,75 +13,4 970,75 +16,2
Gunduze 20. glin 715,75 £12,7 1.161,0+28,9
Kisitlama 30. gilin 733,50+14,1 951,50 £18,5
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4.1.2. cDNA Sentezi ve Real Time PCR

Toplam RNA konsantrasyonu ¢cDNA eclde etmede referans olarak kullanilmistir.
cDNA sentezi yapilmadan 6nce her bir 6rnekten alinan RNA miktarlart esitlenmistir. Elde
edilen tim toplam RNA’ lardan 1 mL’de 100 ng olacak sekilde diliisyonlar yapilarak
cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezinin ardindan Real time PCR reaksiyonu
gergeklestirilmistir.

Real time PCR reaksiyonlar1 2’ser tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Deney
uygulamalarinda ACTB gen bdlgesi (housekeeping gen) normalizatdér olarak kullanilda.
Deney ve kontrol gruplarina ait NPY ve AgRP’nin mRNA ifadeleri ayr1 ayr
hesaplanmistir. NPY ve AQRP ortalama Ct degerinden, ACTB ortalama Ct degeri
cikarilarak ayr1 ayr1 deney ve kontrol gruplarinin ACt (Delta Ct) degerleri hesaplanmistir.
Elde edilen kontrol grubu ACt degerinden deney grubu ACt degeri ¢ikarilarak AACt degeri
hesaplanmistir. Bu deger 224" formiiline gore deney gruplarinin NPY ve AgRP
ekspresyonun kontrol grubuna kiyasla kag¢ kez artmis ya da azalmis oldugu relatif olarak

hesaplanmustir.

4.1.3. Cahismada Kullanilan Genlerin Erime Egrisi ve Cogaltma Goruntuleri

Deney gruplarina ait NPY, AgRP ve ACTB’nin mRNA diizeyinde ifadelenmesini
kantitatif olarak gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait erime egrisi ve g¢ogaltma

goriintiileri asagida gosterilmigtir.
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Sekil 5. Deney gruplarina ait NPY geninin Real-Time PCR tepkimesine ait erime egrisi
gorintdsu.
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Sekil 6. Deney gruplarina ait NPY geninin Negatif kontroliiniin Real-Time PCR

tepkimesine ait cogaltma gorintusu.
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Sekil 7. Deney gruplarina ait NPY geninin Real-Time PCR tepkimesine ait ¢ogaltma
goruntusu.
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Sekil 8. Deney gruplarina ait AgRP geninin Real-Time PCR tepkimesine ait erime egrisi
goruntusd.
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Sekil 9. Deney gruplarina ait AgRP’nin Negatif kontroliiniin Real-Time PCR tepkimesine

ait ¢ogaltma goruntusu.
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Sekil 10. Deney gruplarina ait AgRP geninin Real-Time PCR tepkimesine ait ¢ogaltma
goruntusd.
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Sekil 11. Deney gruplarina ait ACTB geninin Real-Time PCR tepkimesine ait erime egrisi

gorantusu.
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Sekil 12. Deney gruplarina ait ACTB’nin Negatif kontroliiniin Real-Time PCR

tepkimesine ait cogaltma gorintusu.
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Sekil 13. Deney gruplarina ait ACTB geninin Real-Time PCR tepkimesine ait ¢ogaltma

goruntusda.

4.2. Toplam Protein Miktar:

Toplam protein izolasyonu tek bir dokudan hem RNA hemde protein izolasyonu
miimkiin olan trizol yontemi ile gerceklestirilmistir. Izole edilen proteinler ELISA
analizine kadar -20 °C muhafaza edildi. Protein tayininde en yaygm kullanilan
yontemlerden birisi olan Bradford yontemi ile proteinlerin 595 nm’de absorbansinin
Olculmesi ile toplam proteinler belirlenmistir. Deney gruplarinin toplam protein miktarlari

Tablo 11°de verilmistir.

Toplam protein miktarlar1 gen spesifik ELISA analizinden 6nce kosantrasyonlari
esitlenmistir. ELISA kiti kullanilmadan 6nce %100, %50, %20 ve %10 diliisyon
oranlarinda test edilmistir. Standartlara gore en uygun absorbans veren diliisyon katsayisi
olan %20 kullanilmistir. NPY ve AgRP gen spesifik elisa kitleri (Bioassay Technology
Laboratory Kit) kullanilarak, 450 nm de spekrofotomete (Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer, Thermo Scientific™, Finlandiya) cihaz1 ile ol¢iilmiistiir. Elde edilen
veriler GraphPad Prism programi yardimiyla hesaplanmis olup protein degerleri tesbit
edildi.
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Tablo 11

Deney gruplarinin toplam protein miktarlari (n=8)

Uzun fotoperiyota ait Kisa fotoperiyota ait
Deney Alt Gruplar orneklerin protein orneklerin protein

Gruplan miktarlar1 (ng) miktarlar (ng)
Normmal ;g 9?” 17,09+ 0,5 16,81 + 0,5
Beslenme -gun 16,57 + 0,5 16,05 + 0,2

30. gun 17,42 £ 0,6 16,37 + 0,2
Goceye ;g 9‘?” 16,69 + 0,2 17,01+ 0,5
Kisitlama -gun 16,73+ 0,4 17,05+ 1,3

30..gin 17,71 £0,2 16,07 + 0,1
iz ;2 9?” 16,64 + 0,0 16,65 + 0,3
Kisitlama -gun 16,89 + 0,2 17,19 + 0,7

30. glin 16,73 40,2 16,97 + 0,5

4.3. Uzun Fotoperiyot Gruplarina Ait Bulgular

4.3.1. Besin Tuketimi

14 L fotoperiyodunda besin aliminin gerceklestigi yavru hamsterlerin laktasyon
stirecinden sonraki besin tlketimleri Sekil 14’de gosterilmistir. Ug farkli beslenme
grubunda yer alan yavrularin ayni giin tiikettikleri besin miktarinda 6nemli farklilik

belirlenememistir (p>0.05).
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Sekil 14. Beslenme rejimlerinin M. auratus yavrularinda laktasyon siirecinden sonra besin
tilketimi {izerine etkileri. Degerler ortalama * SE olarak ifade edilmektedir. a-f arasinda

harfler 6nemli dlgtide farkliligi gostermektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05).

4.3.2. Viicut Agirhiklari

Yavrularin viicut agirliklart dogumdan 30. gline kadar on giinde bir dl¢iilmiistiir
(Sekil 15). Yavrularin viicut agirliklari, normal beslenme grubuna kiyasla geceye ve
giindiize kisitlama gruplarinda azaldigi belirlenmistir. Normal beslenme grubuna kiyasla
yavrularin geceye ve giindiize kisitlandigi 10. 20. ve 30. giin gruplarinda viicut
agirliklarinin 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir (p<0.05). Besin aliminin sadece
geceye veya sadece giindiize kisitlandig1 gruplar karsilastirildiginda viicut agirliklarinda

O6nemli farklilik bulunmamistir (p>0.05).
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Sekil 15. Beslenme rejimlerinin yavru Suriye hamsterlerinin viicut agirligi lizerine etkileri.
(Mesocricetus auratus) viicut agirligi tizerine etkileri. Degerler ortalama + SE olarak ifade
edilmektedir. a-e arasinda harfler 6nemli 6lgiide farkliligi gostermektedir (Dunn's post hoc
testi, p<0.05).

4.3.3. NPY’nin mMRNA Ekpresyonu ve Protein Miktari

Farkli beslenme rejimleri uygulanan yavrularin NPY mRNA ekpresyonu ve protein
miktar1 Sekil 16 ve 17’de gosterilmistir. NPY’ nin mRNA ekpresyonu, en fazla geceye
kisitlama 10. ve 20. giin grubunda artmistir (p<0.001). Geceye kisitlama gruplarinda 10.
20. ve 30.giinde alinan 6rneklerde NPY mRNA ekpresyonun normal beslenmeye oranla kat
artig1 srastyla; 6,63+0,21; 5,41+0,23; 2,8140,15°dir. Giindiize kisitlamada gruplarinda ise
srastyla 4,26+0,31; 3,56+£0,19; 4,01+£0,2 olarak hesaplanmistir. NPY’nin mRNA
ekpresyonu geceye kisitlama 30. giin grubunda laktasyon siirecine gore azalmis olsa da
normal beslenme grubuna oranla artmistir (p<0.05). NPY nin mRNA ekpresyonu glindiize

kisitlama gruplarinda normal beslenme grubuna oranla artmistir (p<0.05).
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Besin alimimin sadece geceye kisitlandigr gruplarda NPY’nin protein miktari
normal beslenmeye gore 10. ve 20. giinde onemli derecede artmistir (p<0.001). Geceye
kisitlama gruplarinda NPY’nin protein miktar1 10. giinde; 45,01+1,73 ve 20. giinde;
35,31+1,55 oldugu saptanmistir. NPY nin giindiize kisitlandig1 gruplarda protein miktari

sadece 30. giinde 6nemli farklilik gériilmezken 10. ve 20. giin normal beslenme grubuna

gore artmistir (p<0.05).
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Sekil 16. Yavru Suriye hamsterlerinin (Mesocricetus auratus) normal beslenmeye oranla
NPY mRNA expresyonu. Ug farkli beslenme rejiminin, dogumdan itibaren 10. 20. ve 30
ginde NPY gen anlatim profilleri sekilde gosterilmektedir. Degerler ortalama =SE olarak
gosterildi. a-d arasinda harfler 6nemli 6lgiide farkliligi gostermektedir (Dunn's post hoc

testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu i¢in yavru sayisi n=24’tiir.
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Sekil 17. Farkli beslenme rejimlerine maruz kalan yavru Suriye hamsterlerinin
(Mesocricetus auratus) NPY protein miktarlari. (Mesocricetus auratus) viivut agirhgi
uzerine etkileri. Yavrularin, dogumdan itibaren 10. 20. ve 30 giinde ELISA ile analiz
edilen NPY protein miktarlar1 sekilde gosterilmektedir. Degerler ortalama + SE olarak
ifade edilmektedir. a-e arasinda harfler 6nemli 6lgiide farkliligi gostermektedir. (Dunn's

post hoc testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu i¢in yavru sayis1 n=24tiir.

4.3.4. AgRP’nin mRNA Ekspresyonu ve Protein Miktari

Farkli beslenme rejimleri uygulanan yavrularin AgRP genlerin ekpresyonu Sekil 18
ve 19°da gosterilmistir. AgRP’nin mRNA ekpresyonu geceye kisitlama gruplarinda hem
laktasyon siiresince hemde sonrasinda normal beslenme grubuna oranla yaklasik 6 kat
arttig1 goriilmiistiir (p<0.001). Glindiize kisitlama grubunda ise en fazla AgRP’nin mRNA
ekpresyonu laktasyon sirecinde olan 10. gun grubunda gorilmiistiir (p<0.01). Normal
beslenme grubuna oranla AgRP’nin mRNA ekpresyonu giindiize kisitlama gruplarinda

yaklasik olarak 10. giinde 4 kat (4,03+0,25), 20. ve 30. glinde 3 kat arttig1 belirlenmistir.
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AgRP’nin protein miktar, mRNA ekpresyonunda goriildigli gibi en fazla artis
geceye kisitlama gruplarinda belirlenmistir (p<0.001). Giindiize kisitlama grubunda ise en
fazla AgRP’nin protein miktar1 laktasyon surecinde olan 10. glin grubunda goriilmiistiir
(p<0.001).U¢ farkli beslenme rejimleri karsilastirildiginda AgRP protein miktar1 hem
geceye kistlama hemde giindiize kisitlama gruplarinda normal beslenme grubuna gore

artt1g1 gérilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 18. Yavru Suriye hamsterlerinin (Mesocricetus auratus) normal beslenmeye oranla
AgRP mRNA expresyonu. Ug farkli beslenme rejiminin, dogumdan itibaren 10. 20. ve 30
giinde AgRP gen anlatim profilleri sekilde gosterilmektedir. Degerler ortalama + SE olarak
gosterildi. a-c arasinda harfler 6nemli 6lgiide farkliligi gostermektedir.. (Dunn's post hoc

testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu i¢in yavru sayis1 n=24’tiir.
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Sekil 19. Farkli beslenme rejimlerine maruz kalan yavru Suriye hamsterlerinin
(Mesocricetus auratus) AgRP protein miktarlari. Yavrularin, dogumdan itibaren 10. 20. ve
30 glinde ELISA ile analiz edilen AgRP protein miktarlar1 sekilde gosterilmektedir. Degerler
ortalama + SE olarak gosterildi. a-d arasinda harfler 6nemli 6l¢iide farkliligi gostermektedir

(Dunn's post hoc testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu igin yavru sayisi n=24’tiir.

4.4. Kisa Fotoperiyot Gruplarina Ait Bulgular

4.4.1. Besin Tiketimi

10 L fotoperiyodunda besin alimimin gergeklestigi yavru hamsterlerin laktasyon
surecinden sonraki besin tiiketimleri Sekil 20°de gosterilmistir. Uc farkli beslenme
grubunda yer alan yavrularin aym giin tiikettikleri besin miktar1 normal beslenme grubuna

kiyasla geceye ve giindiize kisitlama gruplarinda artmistir (p<0.05).
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Sekil 20. Kisa fotoperiyota ait beslenme rejimlerinin M. auratus yavrularinda laktasyon
stirecinden sonra besin tliketimi iizerine etkileri. Degerler ortalama + SE olarak ifade
edilmektedir. a-e arasinda harfler 6nemli dl¢iide farkliligi gostermektedir (Dunn's post hoc

testi, p<0.05).

4.4.2. Viicut Agirhiklar
10 L fotoperiyodunda yer alan yavrularin viicut agirliklari dogumdan 30. giine kadar on

giinde bir dl¢iilmiistiir ve sekil 21°de gosterilmistir. Ug farkli beslenme grubunda yer alan

yavrularin viicut agirliklarinda 6nemli farklilik belirlenememistir (p<0.05).
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Sekil 21. Kisa fotoperiyota ait beslenme rejimlerinin yavru Suriye hamsterlerinin
(Mesocricetus auratus) viicut agirligi tizerine etkileri. Degerler ortalama + SE olarak ifade
edilmektedir. a-c arasinda harfler 6nemli dl¢iide farkliligi géstermektedir (Dunn's post hoc
testi, p<0.05).

4.4.3. NPY’nin mRNA Ekspresyonu ve Protein Miktari

10L fotoperiyotunda gerceklesen farkli beslenme rejimlerinin, dogumdan itibaren
10. 20. ve 30 ginde NPY’nin mRNA ekpresyonu ve protein miktart Sekil 22 ve 23°de
gosterilmistir. NPY nin mRNA ekpresyonu normal beslenme grubuna kiyasla geceye ve
giindiize kistlama gruplarinda 6nemli derecede artmistir. (p<0.05). NPY’nin mRNA
ekpresyonu geceye kisitlama grubunda en fazla 30. giinde (6,51+0,29) goriilmiistiir
(p<0.001). NPY’nin mRNA ekpresyonu giindiize kisitlama grubunda en fazla 20. giinde
(5,88+0,12) belirlenmistir (p<0.001).
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Besin alimimin sadece geceye kisitlandigr 10. 20. ve 30 giin gruplarinda NYP’nin
protein miktarinda Onemli derecede arttig1 belirlenmistir (sirasiyla; 34,56+0,81;
38,24+0,95; 45,44+1,18). NPY nin giindiize kisitlandig1 gruplarda protein miktar1 sadece
10. ve 20. giinde 6nemli farklilik goriilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 22. Kisa fotoperiyotta yavru Suriye hamsterlerinin (Mesocricetus auratus) NPY
MRNA expresyonu. Ug farkli beslenme rejiminin, dogumdan itibaren 10. 20. ve 30. glinde
AgRP gen anlatim profilleri sekilde gosterilmektedir. Degerler ortalama * SE olarak
gosterildi. a-c arasinda harfler énemli olgiide farkliligi gostermektedir (Dunn's post hoc

testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu igin yavru sayisi n=24’tiir.
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Sekil 23. Kisa fotoperiyotta farkli beslenme rejimlerine maruz kalan yavru Suriye
hamsterlerinin (Mesocricetus auratus) NPY protein miktarlari. Yavrularin, dogumdan
itibaren 10. 20. ve 30 glnde ELISA ile analiz edilen AgRP protein miktarlar1 sekilde
gosterilmektedir. Degerler ortalama + SE olarak gosterildi. a-f arasinda harfler 6nemli dlgiide
farkliligr gostermektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu igin

yavru sayist n=24tiir.

4.4.4. AgRP’nin mMRNA Ekspresyonu ve Protein Miktari

AgRP’nin mRNA ekpresyonu ve protein miktar1 Sekil 24 ve 25’te gosterilmistir.
AgRP’nin mRNA ekpresyonu en fazla geceye kisitlama grubu 10. gilinde arttig1
belirlenmistir (p<0,001). AgRP’nin hem geceye hemde giindiize kisitlama gruplarinda her
on giinde bir mRNA ekpresyonu azaldigi goriilmektedir (p<0,05). Geceye kisitlama
gruplarinda AgRP’nin mRNA ekpresyonu sirasiyla 10. giinde; 4,59+0,29; 20. giinde; 3,68
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+0,20 ve 30.gilinde; 2, 09+0,15’tiir. Giindiize kistlama grubunda ise 10. giinde; 3,51+0,30;
20. giinde; 3,36+0,21 ve 30.giinde; 2,55+0,19 dir.

Geceye kisitlama 10. giin grubunda AgRP’nin, protein miktar1 en fazladir, diger
geceye kisitlama gruplarinda ise her on giinde bir protein miktar1 azaldigir goriilmektedir
(p<0,05). Geceye kisitlama protein miktalar1 10. giinde; 35,83+1,01; 20. giinde;
31,71+£0,93 ve 30.giinde; 24, 172,11 tiir. Giindiize kistlama grubunda protein miktari; 10.
ginde; 30,08+1,18; 20. gunde; 29,75+1,22 ve 30.gilinde; 28, 91£1,65’tir. (p<0,05).
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Sekil 24. Kisa fotoperiyotta yavru Suriye hamsterlerinin (Mesocricetus auratus) AgRP
mRNA expresyonu. Ug farkli beslenme rejiminin, dogumdan itibaren 10. 20. ve 30 giinde
AgRP gen anlatim profilleri sekilde gosterilmektedir. Degerler ortalama * SE olarak
gosterildi. a-c arasinda harfler énemli dlgiide farkliligi gostermektedir (Dunn's post hoc

testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu igin yavru sayisi n=24’tiir.
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Sekil 25. Kisa fotoperiyotta farkli beslenme rejimlerine maruz kalan yavru Suriye
hamsterlerinin (Mesocricetus auratus) AQRP protein miktarlari. Yavrularin, dogumdan
itibaren 10. 20. ve 30 glnde ELISA ile analiz edilen AgRP protein miktarlar1 sekilde
gOsterilmektedir. Degerler ortalama + SE olarak gosterildi. a-c arasinda harfler 6nemli 6lgiide
farkliligr gostermektedir (Dunn's post hoc testi, p<0.05). Her bir beslenme grubu igin

yavru sayist n=24tiir.

4.5. Tartisma

Hem insanlar hem de hayvanlar {izerinde yapilan epidemiyolojik arastirmalara gore
beslenme, gelisimin ¢ok erken donemlerinde enerji dengesinin metabolik diizenlenmesinde
kritik rol oynamaktadir (Varela vd., 2021). Hamilelik ve emzirme doneminde besin
kisitlamasi, yavrularin metabolik mekanizmalari iizerinde kalici etkilere neden olabilir ve
yetiskin yasamdaki obezite egilimini degistirebilir. (Martin-Gronert ve Ozanne, 2006 ). Bu
caligmada, maternal faktorlerin, yavrularin hipotalamik néropeptidler olan NPY/AgRP nin
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gen ekspresyonunu, nasil etkiledigi ve gelisimin erken donemlerinden 30. giine kadar nasil

degisim gosterdigi belirlenmistir.

Maternal transfer araciligiyla besinsel iletime bagli olarak uzun fotoperiyotta yer
alan yavrularda besin tliketimi agisindan gruplar arasinda farklilik belirlenememistir. Uzun
fotoperiyot gruplarinin, normal beslenme grubu ile karsilastirildiginda, yavrularin vicut
agirliklarmin azaldigi belirlenmigtir.  Hamilelik ve emzirme gibi kritik donemlerde
maternal besin kisitlamasi uygulanan yavrularin diisiik viicut agirliklarinin oldugu 6nceki
calismalarda da gosterilmistir (Coupe vd., 2009; Lim vd., 2006). Bu durum gebelik ve
emzirme gibi enerji gerektiren durumlarda aclik kosullarinda ihtiya¢ duyulan enerjiyi

azaltmak i¢in NPY'nin viicut agirligin1 ve kemik olusumunu azaltmas: ile agiklanabilir

(Baldock vd., 2009).

Kisa fotoperiyotta yer alan gruplarda ise normal beslenme grubuna gdre besin
tilketiminin daha fazla oldugu belirlenmistir. Ancak bu farklilik deney sonunda ortadan
kalkmistir. Kisa fotoperiyot gruplarindaki yavrularin viicut agirliklart agisindan gruplar
arasinda farklilik belirlenememistir. Uzun ve kisa fotoperiyotta yer alan gruplarin besin
tiketimi ve viicut agirhigindaki bu farklilhik kisa giin uzunlugunda daha fazla salinan
melatonin hormonu ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Melatonin hormunu sican gibi
tiirlerde besin tiiketimini artirdig bildirilmistir (Wolden-Hanson vd., 2000). Fotoperiyodik
canlilar mevsimsel adaptasyon i¢in viicut agirliklarini giin 15181na bagl olarak diizenlerler.
Suriye hamsteri, kisa fotoperiyotta viicut agirligini artirmaktadir (Bartness ve Wade, 1984;
Reiter, 1993). Calismamizda kisa fotoperiyot gruplarinin besin kisitlamasi uygulamasina
ragmen viicut agirliklarinda azalma olmamasinin nedeni Suriye hamsterinin, kisa
fotoperiyotta viicut agirligini artirmasidir. Kisa fotoperiyotta yapilan bu ¢aligmada besin

kisitlamasi ve viicut agirlig1 verileri literatiir ile desteklenmektedir.

Viicut agirhigr ve besin alimini kontrol eden beynin hipotalamus bdlgesindeki
suprakiazmatik nikleus ve arkuat nikleustur (Varela vd., 2021). Arkuat nukleus,
antagonistik fonksiyonlara sahip iki ana néron populasyonu ile enerji homeostazinin birgok

yonunu dizenler. Agligr isaret eden NPY/AgRP noronlart ve tokluk sinyali veren pro-
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opiomelanokortin (POMC) noéronlari, besin alimin1 kontrol eden néronal baglantilarin
anahtar bilesenleridir. Arkuat niikleus néropeptid gen ekspresyonunun donemsel profilleri,
bu genlerin triinlerinin giinliikk besin alimi1 kaliplarima dahil olduguna dair hicbir kanit
saglamaz. Leptin ve reseptoriiniin farelerde ad libitum beslenmeyi diizenleyen genler
hiyerarsisinde one ¢iktig1 dogruysa (Stltz vd., 2007), o zaman mevcut veriler Suriye
hamsterlerinin Sibirya hamsterlerine kiyasla yiyecek alimlarinda daha gececi (nokturnal)
oldugunu gosterebilir (Ellis vd., 2008). Suriye hamsterleri, yiyecekleri yanak keselerinde
istifteme (saklama) yetenegine sahiptir. Bu, hayvanlarin aydmlik-karanlik dongiisii
boyunca daha istikrarlt bir enerji akisi diizenlemelerini saglayabilir. Her fotoperiyotta
yaptigimiz besin alimi Olgiimlerimiz, kolonimizdeki hamsterlerin yiyecek tiiketiminde
agirlikli olarak gececi (nokturnal) oldugunu gdstermektedir. Sibirya hamsterlerinin yiyecek
istiflemesi, Wood ve Bartness (1996) tarafindan kisa giin hamsterlerinin uzun giin
hamsterlerinden daha fazla yiyecek biriktirdigi gézlemi de dahil olmak {izere kapsamli bir
calismanin konusu olmustur. Suriye Hamsterinda da benzer bulgular s6z konusudur. Bu
nedenle, Sibirya hamsterinde gastrointestinal sisteme fiilen giren besinin zamansal modeli,
hayvanlar muhtemelen 1s1k fazinin sonuna dogru negatif enerji dengesinde olacak olsa da,
sicanlarda ve farelerde oldugu kadar keskin bir sekilde giinliik olmayabilir. Bu enerji
eksikligi, uzun giin hamsterlarinda daha belirgin olabilir, ancak bu durum serum leptin

konsantrasyonunda herhangi bir model olusturmayabilir.

Calismamizda maternal faktorlerin, yavru tizerinde NPY/AgRP mRNA ekpresyonu
ve protein miktarinda 6nemli farkliliklara neden oldugu belirlenmistir. Uzun ve kisa
fotoperiyotta ki gruplarda yer alan yavrularin, normal beslenmeye oranla laktasyon
doneminde (dogumdan itibaren ilk 15 giin) NPY/AgRP mRNA ekspresyonu ve protein
miktar1 en fazladir. Onceki caligmalar, laktasyon siirecinde maternal diyete maruz
kalmanin, yavruda NPY/AgRP’nin protein ve MRNA ekpresyonunu arttirdig1 bildirilmistir
(Fukami vd., 2012; Qiu vd., 2016). Yavrunun NPY/AgRP mRNA ekspresyonu ve protein
miktari, gelisimin ¢ok erken asamalarinda beslenmedeki degisikliklerden 6nemli 6l¢iide
etkileniyor goriinmektedir. Emzirme sirasinda ve sonrasinda ndropeptit genlerinin

ekspresyonundaki fark 6zellikle ¢arpicidir.
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Uzun fotoperiyotta beslenme rejimlerine devam edilen yavrularin geceye ve
giindiize kisitlama gruplarinda NPY mRNA ekspresyonu laktasyondan sonra azalirken,
AgRP mRNA ekspresyonu artmaktadir. NPY ve AgRP mRNA seviyelerinde ki bu durum
literatiirde, hem kisa hem de uzun vadeli aglikla iligkilendirilmistir. Calismada uzun siireli
aclikta sadece AgRP diizeyinin anlamhi oldugu, kisa siireli aglikta ise hem NPY
diizeylerinin hem de AgRP diizeylerinin anlamli oldugu bulunmustur (Palou vd., 2009).
Farkli bir ¢calismada dogumdan itibaren 90 giin siireyle besin kisitlamasi uygulanmis ve
AgRP anlamli olarak artarken NPY'nin anlamli sekilde artmadigi saptanmistir (Mariano
vd., 2020). Hizli besin alimi baslangict NPY gerektirirken, kronik gida alimi baslangici
AgRP gerektirir. AgRP noropeptidi, spesifik olarak melanokortin reseptdriine (MCR-4)
baglandig1 igin, aglik sirasinda a-MSH'nin anoreksijenik etkisini inhibe eder. MCR-4'de bir
antagonist olarak hareket ederek AgRP'nin asir1 ekspresyonunu tesvik eder (Ollmann ve
Wilson, 1997; Timper ve Brining, 2017). AgRP néronlari, besin alimimi yonlendirmede
kritik bir role sahiptir. Besin alimindaki uzun vadeli artiglarin, MCR-4 araciligiyla AgRP
sinyali ile aracilik ettigi diisiinilmektedir (Krashes vd., 2011).

Kisa fotoperiyottaki NPY’nin mRNA ekspresyonu ve protein miktarindaki artig
laktasyon doneminden sonrada devam ederken AgRP’ de azalmigtir. NPY nin bu durumu
melatonin hormonu ile iliskilendirilir. Sicanlarda yapilan ¢alismada, melatoninin
hipotalamustaki arkuat nukleustaki NPY sentezini uyardigi gosterilmistir (Diaz vd., 2000).
Fareler iizerinde yapilan ¢alismada fotoperiyodun, NPY ve AgRP’nin gen ekspresyonunda
etkisinin oldugu gosterilmistir (Wanlong vd., 2017). Sibirya hamsterlerinde AgRP, NPY ve
POMC gen ekspresyonlart incelenmis kisa fotoperiyotta POMC ve AgRP gen
ekspresyonunu azalirken NPY {izerinde bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir (Mercer vd., 2000).
Sibirya hamsterlerinde yapilan baska bir calismada ise NPY ve AgRP’nin uzun
fotoperiyotta mRNA ekpresyonlarinin daha fazla oldugu belirlenmistir (Ellis vd., 2008).
Onceki ¢aligmalarda goriildiigii iizere viicut agirhgmin diizenlenmesinde hipotalamik
ndropeptidlerin rolleri tiire, gelisime ve fotoperiyota bagl olarak degismekte ve farkli gen

ekspresyonlar1 sergilemektedir.

Uzun ve kisa fotoperiyotta beslenme rejimleri karsilastirildiginda, NPY ve

AgRP’nin mRNA ekpresyonu, 6zellikle geceye kisitlama gruplarinda daha fazla ekprese
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oldugu goriilmektedir. Bu durum nokturnal ozellikte olan Suriye hamsterlerde besin
tilketiminin yogun bir sekilde karanlik fazda gerceklesmesiyle agiklanabilir. Besinin varligi
ya da yoklugu sirkadiyen ritmi etkileyebilir (Haupt vd., 2021; Patton ve Hastings 2018).
Enerji homeostazinin diizenlenmesi ve sirkadiyen ritim dogal olarak birbirine baghdir.
NPY ve AgRP néronlarinin aktivitesini diizenleyen beslenmeyle ilgili hormonlarin (6rn.
leptin, ghrelin ve insiilin) dolasimdaki seviyeleri stabil degildir (Deem vd., 2022). Bu
hormonlar, aydinlik-karanlik dongiisiiyle ya da beslenme ile ilgili dongiileri takip ederler
(Oster vd., 2006). Buna gore besin alimini giindiize veya geceye siirlamak sirkadiyen

ritimleri etkileyebilir.

Bu calismada, beslenme ve fotoperiyot gibi maternal faktorlerin, yavrunun
hipotalamik ndropeptidler olan NPY/AgRP’nin gen ekspresyonunun, gelisimin 30. giiniine
kadar nasil degisim gosterdigi ortaya konmustur. Uzun ve kisa fotoperiyot gruplarindaki
yavrularda, NPY/AgRP’nin gen ekspresyonu ve protein miktarindaki farkliligin melatonin
hormonunun etkisinin oldugu distintilmektedir. Melatoninin, besin alimi ile iligkili
noropeptid genlerin ilizerinde etkili oldugu ve yavrularin gelisim siirecini 6nemli dlgiide
etkiliyor gorinmektedir. Sonuglar, gelisimin ¢ok erken donemlerinde beslenmedeki
degisikliklerin ve fotoperiyodun yavrularin, NPY/AgRP gen ekspresyonu ve protein

miktari lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gdstermektedir.
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BESINCi BOLUM BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu calismamizda, beslenme ve fotoperiyot gibi maternal faktorlerin yavrunun,
hipotalamik noropeptitleri olan NPY/AgRP'nin gen ekpresyonuna, etkilerini belirlemek
icin gelisimin 30. giinline kadar arastirllmistir. Maternal transfer araciligiyla besinsel
iletime bagli olarak uzun ve kisa fotoperiyotta yer alan yavrularda besin tiiketimi ve vicut
agirhgr agisindan gruplar arasinda Snemli farklilik belirlenmistir. Onemli cevresel
faktorlerden biri olan fotoperiyot, baz tiirlerde viicut agirhigi diizenlemelerini miikemmel

bir sekilde kontrol etmektedir.

Calismamizda, ozellikle uzun ve kisa fotoperiyottaki NPY/AgRP’nin mRNA
ekspresyonu ve protein miktarindaki farklilik kisa giin uzunlugunda daha fazla salinan
melatonin hormonunun etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle besin kisitlamasi
uygulanan yavrularin, gelisimin erken donemlerinden itibaren melatonin hormon
seviyelerininde belirlenmesi uygun olacaktir. Besin alimu ile iligkili olan leptin, insulin ve
ghrelin hormonlarinin seviyelerinin fetal gelisimi sirasinda belirlenmesi, hipotalamik
noropeptidler olan NPY/AgRP davraniglarini anlatmada ¢ok onemli katki saglayacaktir.
Bununla birlikte, farkli fotoperiyotlardaki diger genlerin (POMC veya CART) ekspresyon
profillerinin  ayrintili  degerlendirmesi, zamansal dinamiklerden etkilenebilecek
karsilastirmalarin  yapilmasin1  olanakli hale getirebilecektir. Bu tur odrneklemeler,
literatiirdeki bazi tutarsizliklar1 agiklayabilir; burada aydinlik veya karanlik fazda
ornekleme zamanlarindaki kuglk bir fark, uzun/kisa fotoperiyot karsilastirmalarinin

sonucu Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir.

Arastirmalarimiza gore beslenmenin, giiniin ¢esitli saatlerinde ve emzirme
doneminde yavrular iizerinde etkisinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Yavrularda
metabolik bozukluk riskinin, annenin yanlis beslenme programi veya yetersiz
beslenmesiyle arttig1 bilinmektedir. Bulgularimiz, enerji metabolizmasina yeni bir bakis
acis1 sunabilir, metabolik hastalik siirecini yeniden sekillendirebilir ve yagamin erken
evrelerinde beslenme yaklagimlarini kullanarak erken hastalik dnleme ve tedavi i¢in yeni

hedefler belirleyebilir. Hamilelik boyunca etkili olan anneye ait faktorler, yavrunun
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noronal gelisimini etkiler ve yasam boyunca beslenme noropeptit genlerinin
ekspresyonunun programlanmasini diizenleyebilir. Bu nedenle beslenme zamanlamasi
disinda gebelikle 1ilgili faktorleri de dikkate alacak ek aragtirmalarin yapilmasi

gerekecektir.
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