KAS OZELLIKLERI VE OBEZITE ARASINDAKI ILISKININ
GENETIK VE BIYOFIZIKSEL YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

PROJE NO: SBAG-BMBF-6 (1085264)

Prof. Dr. Feride SEVERCAN
Prof. Dr. Nuhan PURALI
Yard. Dog. Dr. Sreeparna BANERJEE

NiISAN 2012
ANKARA



ONSOz

Berlin obez inbred yag fareleri ve berlin inbred kas fareleri iskelet kas dokularinda
obeziteye bagli molekiiler diizeyde olusan degisimlerin anlagilmasi, bu dokularin
makromolekiillerinde, 6zellikle lipit iceriginde, olusan yapisal, fonksiyonel ve dinamik
degisimlerin tespit edilmesi, bu kaslardaki lipit ¢esitleri ve dagilimlarinin tayin edilmesi ve
boylece bu 6zel hayvan modellerinin iskelet kas dokularmin karekterizasyonu amaciyla
gergeklestirilen bu ¢alisma Nisan 2009 ayinda baslamis ve Nisan 2012°de bitmistir. Proje
uluslararas1 isbirligi cercevesinde IntenC programi dahilinde TUBITAK Saglik Bilimleri
Aragtirma Grubu tarafindan 312 960 YTL olarak desteklenmistir (SBAG-BMBF-6,
108S264).

Prof. Dr. Feride SEVERCAN
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OZET

Gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde yasam sekli ve yeme aligkanliklarindaki
degisikliklere bagl olarak ortaya ¢ikan obezite, giin gectikce artan goriilme sikligi ile insan
sagligini tehdit eden bir boyuta ulasmistir. Ozellikle yiiksek yag igerikli diyetlerin
tiiketilmesinin artmasi obezite gelisiminde rol alan en 6nemli etkenlerden biridir. Tip 2
diyabet, dislipidemi, kardiovaskiler problemler ve hipertansiyon gibi degisik klinik
bozukluklar obezitenin yakin iliski i¢erisinde bulundugu en temel metabolik hastaliklardir.
Genellikle bu metobolik bozukluklar birbirini tetiklemektedir. Obezitenin bu hastaliklarla
paylastig1 ortak 6zelligi, viicutta insulin liretilmesine ragmen iiretilen insiilinin dokularda
etkisini gosterememesidir. Iskelet kas dokusundaki bozulan insiilin duyarlig1 diyabet ve
obezite patolojisindeki ilk belirtilerden biridir. Iskelet kasinda insiilin direnci heniiz tam
olarak agikliga kavusturulamamis olmakla beraber son yillarda, iskelet kasinda biriken lipit
bilesenlerinin ve dagilimlarinin insiilin direnci olusumunda belirleyici faktorler olduklarina
yonelik bulgular artmaktadir. Bu nedenle, iskelet kasinda biriken lipitlerin dagilimlarinin
ve bilesenlerinin belirlenmesi, obezitede insiilin direnci olusum mekanizmasinin
aciklanabilmesi i¢in gereklidir.

Bu ¢alismada, kontrol (DBA/2J ve C57BL/6J), Berlin kas faresi inbred (BMMI) ve
Berlin lipit faresi inbred (BFMI) obez fare modellerinin longissimus dorsi (LD) ve
kuadriseps (Q) iskelet kas dokular1 makromolekiillerinde, 6zellikle lipit igeriginde, olusan
yapisal ve fonksiyonel degisimlerin tespit edilmesi, bu kaslarda depolanan lipit ¢esitleri ve
dagilimlarinin tayin edilmesi, bdylelikle bu hayvan modellerinin iskelet kaslarmin
karakterizasyonu amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, projede iskelet kaslarindaki
makromolekullerin 6zelliklerinin belirlenmesi icin ATR (attenuated total reflectance)-
Fourier doniisim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi, bu makromolekdllerin, 6zellikle
lipitlerin, kaslardaki dagiliminin goriintiilenebilmesi i¢in FTIR mikrospektroskopisi, kas
icerigindeki lipitlerin hangi kas liflerinde yogun olarak dagildiginin goriintiilenebilmesi
icin konfokal mikroskopisi ve depolanan lipitlerin cesitlerinin ve miktarlariin
belirlenebilmesi i¢in yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) teknikleri
kullanilmistir. Calismalarda standart beslenme diyeti (SBD) ile beslenmis erkek kontrol
(DBA/2J ve C57BL/6J), BMMI fareleri ve SBD veya yiiksek yag icerikli diyet (HFD) ile
beslenmis erkek BFMI fareleri iskelet kaslar1 incelenmistir.

Bu ¢alismada incelenen BMMI irklar i¢erisinde BMMI806, BFMI 1rklar igerisinde
BFMI1860 ve BFMI861 farelerinin serum glikoz, trigliserit ve esterifiye olmamis yag asidi
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seviyelerinde artis oldugu, diger irklara nazaran insiilin enjeksiyonuna daha geg¢ cevap
verdikleri goriilmiistiir. Bu sonuglar, s6z konusu fare irklarinin insiilin direnci
gelistirdiklerine isarettir. BMMI806, BFMI860 ve BFMI861 irklarinin, incelenen tiim
parametrelerde diger BMMI veya BFMI irklar ile karsilastirildiklarinda daha farkli
sonuglar verdikleri tespit edilmistir.

ATR-FTIR spektroskopisi sonuglarina gére, BMMI806, BFMI860 ve BFMI861
farelerinin incelenen diger irklara nazaran daha fazla trigliserit, kolesterol ester ve doymus
lipit icerigine, daha az doymamuis lipit igerigine, lipit yapilarinda daha fazla metil grubu
oranina ve daha kisa hidrokarbon zincirli lipitlere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Tiim BFMI
irklar1 HFD ile beslendiklerinde iskelet kas1 lipit i¢erikleri artarken, BFMI852 irkinda HFD
ile beslenmenin lipit igeriginde pek bir degisime neden olmadigi goézlenmistir. HFD
verilmis gruplar arasinda da en fazla lipit icerigi BFMI860 1rkinda goériilmiistir. BMMI
irklar igerisinde BMMI806, BFMI irklart igerisinde BFMI860 ve BFMI861 fareleri iskelet
kaslarinda en diisiik olefinik bant alanina ve doymamislik indeksine sahip olduklari ve lipit
peroksidayonuna en yatkin olan irklar olduklar1 gézlenmistir.

HPLC-ELSD sonuglarina gore SBD ile beslenmis kontrol, BFMI ve BMMI; ve
HFD ile beslenmis BFMI fare irklarinin LD ve Q kas dokularindan elde edilen lipitler nitel
ve nicel olarak ayrilmistir. Tespit edilen lipitlerin, BFMI irklarinda BMMI farelerine gore
daha fazla oldugu gorilmistir. BFMI rklar1 arasinda lipit konsantrasyonu
karsilastirilmasina gidilecek olunursa, en ¢ok lipit sirasiyla BFMI860 ve BFMI861 fare
irklarinda  goriilmiistir. Diger BFMI 1rklarinda ise bu kadar yiiksek oranlarda lipit
bulunmamustir. Tayin edilen lipitlerde, HFD’ nin etkileri de agik¢a gorilmiistiir. HFD ile
beslenen BFMI 1rklarinin, SBD ile beslenen irkdaglarina oranla daha cok lipite sahip
olduklar1 bulunmustur. Bu sonug, projede kullanilan diger bir teknik olan ATR-FTIR’ dan
elde edilen sonuclarla 6rtismektedir. BMMI 1rkinda myostatin mutasyonuna sahip olan
BMMI826 ve BMMI866 kas farelerinde, lipit miktar1 olduk¢a diisiik ¢gikmigtir. Myostatin
mutasyonuna sahip olmayan BMMI806 farelerinin lipit miktarinin diger kas farelerinden
daha ¢ok oldugu gézlenmistir. Bulunan bu bulgular da ATR-FTIR tekniginin sonuclariyla
parallel oldugu goriilmiistiir. Farkli kas tiplerindeki lipit miktarlarmin farkliligi da géz
Ontline serilmis olup, LD iskelet kasinda, Q kasina gore daha cok lipit oldugu tespit
edilmistir.

Iskelet kas kesitlerinin goriintiileme yontemleri ile incelenmeleri sonucu daha
oksidatif bir metabolizmaya sahip olan tip lla ve ara tip kas liflerinde daha yiksek

miktarda ndtral lipit biriktigi goézlenmistir. Lipit birikiminin daha fazla oldugu bu kas
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liflerinde daha yiiksek lipit/protein dagilimi, lipit yapilar igerisinde daha yiiksek miktarda
metilen (CH;) grubu, diisiik miktarda metil grubu (CH3), yiiksek miktarda trigliserit igerigi
(karbonil, C=0) ile daha uzun zincirli lipit yapilar1 bulundugu; bu liflerin daha yiiksek
doymamislik indeksi ve daha diisiik glikojen igerigi tespit edilmistir. G6zlenen bu lipit
birikimi, diger obez 1rklar ile karsilastirildiginda BFMIS60 fareleri iskelet kaslarinda daha
yiilksek miktarda gerceklesmistir, hatta HFD ile beslenmis BFMI860 farelerinde daha
muazzam bir birikim oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, projede incelenen karmasik genetik
yaptya sahip olmalar1 nedeniyle insanlarda da gorilen ve kendiliginden gelisen obeziteye
model olusturan inbred fare irklarindan BFMI860 ve BMMIS06 farelerinin obezite
caligmalarina daha uygun olduklar1 belirlenmistir. Ayrica, ¢alismamiz sonuglarina gore,
viicudun durusundan sorumlu olan ve daha fazla tip Ila kas lifi igerdigi rapor edilen LD

kasinda incelenen parametrelerde Q kasina nazaran daha anlamli sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, iskelet kasi, insiilin direnci, fare modeli, ATR-FTIR
spektroskopisi, FTIR mikrospektroskopisi, konfokal mikroskopisi, HPLC
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ABSTRACT

Obesity, which arises from changes in lifestyle and feeding habits in developed and
developing countries, is becoming a threat for human health due to its increasing
prevelance. Especially, the increase in the consumption of high fat diets is one of the main
factors that take role in the generation of obesity. Clinical disorders, such as type 2
diabetes, dislipidemia, cardiovascular diseases and hypertension, are all basic metabolic
diseases in close relation with obesity. These metabolic disorders generally trigger each
others’ prevalence. The common property shared by obesity and these metabolic disorders
is the inability of insulin to exert its action on tissues, even though insulin is produced by
the body.

Impaired insulin sensitivity in skeletal muscle tissue is one of the most common
symptom in pathophysiology of diabetes and obesity. While insulin resistance have not
been yet fully established for clarity, in recent studies, more and more evidence reveals that
the distribution and types of lipids are the deterministic factors in generation of insulin
resistance. Therefore, determination of the distribution and types of lipids accumulated in
the skeletal muscle are necessary in order to explain the generation of insulin resistance
mechanism in obesity.

The aim of this study was to establish the structural and functional changes in
longissimus dorsi (LD) and quadriceps (Q) skeletal muscle tissue macromolecules,
especially lipid, and determination of the types and distribution of the lipids within these
tissues in control (C57BL/6J and DBA/2J), Berlin muscle mouse inbred (BMMI) lines and
Berlin fat mouse inbred (BFMI) lines and thus, to do the characterization of these skeletal
muscle tissues of inbred mouse models.

For this this purpose, attenuated total reflectance (ATR)-Fourier transform infrared
(FTIR) spectroscopy was used to determine the properties of macromolecules, FTIR
microspectroscopy was used to monitor the distribution of these macromolecules
especially lipids within the skeletal muscles, confocal microscopy technique was used to
monitor the lipid content of muscle fibers and to determine fibers types that these lipids
accumulated more intensely and high performance liquid chromatography (HPLC)
technique was used to determine the types and amounts of lipids stored in these muscles.
In this study, skeletal muscle tissues of the control (C57BL/6J and DBA/2J), BMMI mice
which were fed with standard breeding diet (SBD) and BFMI mice which were fed with
either SBD or high-fat diet (HFD) were investigated.
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In this study, serum levels of glucose, triglyceride and non-esterified fatty acid
were found to be increased in BMMI806 among the BMMI lines and BFMI860, BFM1861
within the BFMI lines and these lines showed a slower response to insulin injection than
the other lines. These results were the indicators of the development of insulin resistance in
these lines. BMMI806, BFMI860 and BFMI861 lines represented different properties in
comparison to the other lines.

ATR-FTIR spectroscopic results revealed that BMMI806, BFMI860 ve BFMI861
mice possess higher amount of triglyceride, cholesterol ester and saturated lipid content,
lower amount of unsaturated lipid content, more methly groups in lipid structure and lipids
with shorther hydrocarbon chain lenght in comparison to other groups. The lipid content in
skeletal muscles of all BFMI mice fed with a HFD increased, except for BFMI852 line
which did not respond to feeding with HFD in terms of lipid content. The highest lipid
content was found to be in BFMI860 line among the groups fed with a HFD. It had been
demonstrated that the skeletal muscles of BMMI806 line amoung BMMI lines, BFMI1860
and BFMI861 lines within BFMI mice had the lowest olefinic band area and unsaturation
index; therefore these lines are more prone to lipid peroxidation.

Lipids extracted from LD an Q skeletal muscles of control, BFMI and BMMI lines
of SBD and also BFMI lines of HFD were separated, characterized and quantified by
HPLC-ELSD technique. In BFMI lines, lipids were detected in higher concentrations
regarding to BMMI lines. Among BFMI lines, the highest lipid concentrations were seen
in BFMI860 and BFMI861 lines, respectively. In BFMI lines, other than BFMI860 and
BFMI861, the concentration of detected lipids were low. The effects of HFD on the
concentration of lipids were obvious. In BFMI lines which fed with HFD, had more lipid
content compared to BFMI mice which fed with SBD. These findings support the ATR-
FTIR spectroscopic results, which was performed on the same tissues of same lines. In LD
and Q muscles BMMI826 and BMMI866 lines, which were characterized as myostatin
mutants, were found to have less lipid content. In myostatin wild-type BMMI806 line, the
lipid concentration was detected to be higher than the other BMMI lines. These findings
are also in agreement with the ATR-FTIR spectroscopic results. Lipid amounts in LD and
Q skeletal muscles were also determined and compared with each other. According to the
results, lipid concentration was found to be higher in LD skeletal muscle when compared
to the lipid concentration in Q muscle.

Via imaging techniques, higher amount of neutral lipid accumulation was observed

in the cross-sections of skeletal muscle type Ila and intermediate muscle fiber, which do
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have more oxidative metabolism. In these muscle fibers where high lipid accumulation is
present, high lipit/protein distribution, high amount of methylene (CH,) groups, low
amount of methyl groups (CHj3) in the lipid structure, high amount of triglyceride content
(carboynl, C=0) and lipids with longer chain lenght were observed. Furthermore, it was
also found that, these fibers display a higher unsaturation index and lower glycogen
content. This lipid accumulation was found to be the highest in the skeletal muscles of
BFMI1860 mice when compared to other obese mouse lines. The effect of HFD on
BFMI1860 mouse line regarding to the lipid accumulation, was observed to be more
dramatic.

When all results obtained were evaluated, with their genetically complex
background, BFMI860 and BMMI806 were determined to be the most suitable lines for the
investigation of spontaneous obesity in humans among all BFMI and BMMI lines.
Furthermore, according to the results of this study, in LD muscles which is responsible for
the posture and include more type lla fibers than Q muscle, represented more significant

results.

Keywords: Obesity, skeletal muscle, insulin resistance, mouse model, ATR-FTIR

spektroscopy, FTIR microspektroscopy, confocal microskopy, HPLC
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1.GIRIS
1.1. Calismanin Amaci

Bu c¢alismada, degisik inbred obez fare modellerinin longissimus dorsi (LD) ve
kuadriseps (Q) iskelet kas dokular1 makromolekiillerinde, dzellikle lipit igeriginde, olusan
yapisal ve fonksiyonel degisimlerin tespit edilmesi, bu kaslarda depolanan lipit ¢esitleri ve
dagilimlarinin tayin edilmesi, bdylelikle bu hayvan modellerinin iskelet kaslarmin
karakterizasyonu amaglanmastir.

Giin gectikce artan goriilme sikliklar ile insan saglhiginin tehtit eden obezite, tip 2
diyabet ve metabolik sendrom gibi hastaliklarin altinda yatan temel neden insiilin
direncidir. Insiilinin, iskelet kasi ya da yag dokusu gibi periferik dokularda etkisini
gdsterememesi durumuna insiilin direnci ad1 verilir (GERICH, 2003). iskelet kas dokusu
vicutta glikoz dagilimimi ve igdengesini (homeostasis) belirleyen temel dokulardan biridir.
Iskelet kas dokusundaki bozulan insiilin duyarlig1 diyabet ve obezite patolojisindeki ilk
belirtilerden biridir (VENOJARVI v.d, 2005). Iskelet kasinda insiilin direnci heniiz tam
olarak agikliga kavusturulamamis olmakla beraber son yillarda, iskelet kasinda biriken
lipitlerin bilesimlerinin ve dagilimlarinin insiilin direncinin belirleyici faktorleri olduguna
yonelik bulgular artmaktadir (OAKES v.d., 1997, HE v.d., 2001, GOODPASTER v.d.,
2001; KUHLMANN v.d., 2005). Bu nedenle, iskelet kasinda biriken lipitlerin
dagilimlarinin  ve bilesenlerinin belirlenmesi, obezitede insiilin direnci olusum
mekanizmasinin  aciklanabilmesi i¢in gereklidir. Ayrica, obezitede kaslarin lipit
iceriklerinde gerceklesen igeriksel, yapisal ve fonksiyonel degisimlerin tespit edilmesi
insiilin direnci olusum mekanizmasinin anlagilmasina yardimci olacaktir. Bu proje ile bu
alandaki eksikliklerin giderilmesi amaclanmistir.

Calismamizda, kas kompozisyonu ve obezite gibi karmasik o6zellikleri arastirmak
igin gelistirilmis olan inbred fare rklar1 kullanilmistir. Kullanilan Berlin lipit faresi (Berlin
Fat Mouse Inbred, BFMI) ve Berlin kas faresi (Berlin Muscle Mouse Inbred, BMMI)
wrklar sirast ile yliksek yag igerigine sahip olma ve yiiksek kas igerigine sahip olma
durumlarina gore segilerek inbred olarak iiretilmektedirler. Bu inbred irklar, belirli bir gen
mutasyonundan dolayr olusan obezite modelini degil, karmasik genetik yapiya sahip
olmalar1 nedeniyle insanlarda da goriilen ve kendiliginden gelisen obeziteye model
olusturmalar1 nedeni ile 6nem tasimaktadirlar. Bu degisik fare irklariin iskelet kaslarinda

goriilen yapisal Ozelliklerin ve farkliliklarin tespiti Ozellikle bu irklarin genotipleri ile
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fenotipik oOzellikleri arasindaki iliskinin agiklanmasinda ve bu hayvan modellerinin
karakterizasyonu icin dnem tasimaktadir. Ayrica, bu irklardaki insiilin direnci gelisimi
parametreleri de incelenerek, insiilin direnci gosteren 1rklarda iskelet kasi
makromolekulerinin dagiliminda goriilen degisimlerin de tespit edilmesi ve insulin direnci
olusum mekanizmasinin anlagilmasina katkida bulunmak amaglanmastir.

Bu amag¢ dogrultusunda, projede iskelet kaslarindaki makromolekiillerin
Ozelliklerinin belirlenmesi icin ATR-FTIR spektroskopisi, bu makromolekdillerin, 6zellikle
lipitlerin, kaslardaki dagiliminin goriintiilenebilmesi i¢in FTIR mikrospektroskopisi, kas
icerigindeki lipitlerin hangi kas liflerinde yogun olarak dagildiginin goriintiilenebilmesi
icin konfokal mikroskopisi ve depolanan lipitlerin g¢esitlerinin ve miktarlarinin
belirlenebilmesi i¢in yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC) teknikleri

kullanilmustir.

1.2. Proje Onerisinde Tammlanan Calisma ile Gerceklestirilen Calismanin
Karsilastiriimasi

Proje Onerisinde, 15 6zgilin fare irkinin longissimus dorsi ve kuadriseps iskelet
kaslarinin projedeki tekniklerle incelenmesi planlanmigti. Proje Onerisinde incelenecek
olan bu irklar genetik ¢aligmalar yiiriiten Alman ortagimiz tarafindan, iki degisik kontrol
inbred irki (C57BL/6J ve DBA/2J), 7 Berlin kas inbred fare irki (BMMI806,
BMMINNS814, BMMINN831, BMMICC804, BMMICC801, BMMICC824, BMMI826), 4
Berlin lipit inbred fare irki (BFMI852, BFMI856, BFMI860, BFMI861), ve iki outbred
fare ki (BMM (W+G+) ve BFM (F+)) olarak belirlenmisti. Onerilen projemiz kabul
edildikten sonra incelenmesi planlanan bu fare irklarindan BMMINN814, BMMINN831,
BMMICC804, BMMICC801 1rklari ile iki outbred irk (BMM (W+G+) ve BFM (F+))
Alman ortagimizin belirttigine gore, iiretim asamasinda ortaya c¢ikan problemler,
beklenmedik hayvan 6lumleri nedeni ile tretilememis ve bu wrklarin projede incelenmeleri
i¢cin iiretime elverigli irklar olmadigina karar verilmistir. BMMICC824 fare 1rki yerine
BMMI826 fare irkinin kullanilmasina karar verilmis ve iiretimde yasanan bu problemler
Uzerine projede bagvurusunda yer almayan ve Uretiminde problem olmayan BMMI866 fare
irk1  dokulart projenin  Alman ortag tarafindan tarfimiza gonderilmistir. Hayvan
yetistirilmesi ile ilgili yasanan bu sorunlar, projenin Alman ortagi Prof. Dr. Gudrun
Brockmann’dan alian bir yazi da eklenerek projenin dordiincii donem ara raporunda

Saglik Bilimleri Grubuna bildirilmis, grubun bu gelismeler ile ilgili onay1 alinmstir.
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Bu proje calismasinda iki degisik kontrol inbred irki (C57BL/6J ve DBA/2J), 3
Berlin kas inbred fare irki (BMMI806, BMMI1826, BMMI866), 4 Berlin lipit inbred fare
ki1 (BFMI852, BFMI856, BFMI860, BFMI861) proje kapsaminda oOnerildigi sekilde
kapsamli olarak incelenmis ve obezite calismalarinda kullanilabilecek en uygun fare irklar
aciga cikarilmistir. Belirtilen bu irklarin her iki iskelet kasindan alinan 6rnekler ATR-FTIR
spektroskopisi caligsmalar1 ile incelenmis, sonuglar degerlendirilerek mevcut bulunan
obezite durumundan en ¢ok etkilenmis olan 1rklar belirlenmistir. ATR-FTIR spektroskopisi
calismamiz bir 6n inceleme olarak kullanilmis ve bu On inceleme sonuclari
degerlendirilerek ¢cok daha uzun veri toplama siiresi gerektiren (ATR-FTIR spektroskopisi
ile 10 dakika incelen bir tek 6rnek igin mikroskopta 2,5 saat), analizi ¢cok daha uzun zaman
alan (ATR-FTIR spektroskopisi ile 1 saat siiren analiz zamani mikroskopta 6 saat civarinda
ger¢eklesmektedir) ve ATR ye gore ¢ok fazlasiyla masrafli olan goriintiileme teknikleri ile
yapilacak c¢aligsmalar i¢in incelenmesi 6nem arz eden irklar belirlenmistir. Bu nedenle
BFMI860 ve BFMI861 1rklart ile karsilastirildiginda daha az obezite 6zelligi gdsteren ve
benzer sonuclar veren BFMI852 ve BFMI856 irklarindan sadece BFMI856 irkinin
gorlintiilleme yontemleri ile incelenmesine karar verilmistir. Yine benzer nedenlerden
dolayi, gortintiileme teknikleri ile yapilacak olan incelemeler icin iki kontrol grubundan
doymamus lipit icerigi, toplam lipit icerigi gibi spektral parametrelerde gosterdigi ozellikler
nedeni ile DBA/2J k1 segilmistir. Diger 6rnek gruplar1 ¢alismadaki 6nemleri nedeniyle
mikroskopi ¢alismalarinda incelenmistir.

Hayvan yetistirmesi ile ilgili bu gelismelere ilaveten, proje Onerisinde kas
kesitlerinde lipit igeriginin belirlenmesi i¢in konfokal mikroskopisi ¢alismalarinda,
litratlrdeki makalelere dayanarak, oil red O boyasi ile kas kesitleri igerisindeki ndotral
lipitlerin boyanmasi ve goruntiulenmesi planlanmist: (VAN LOON v.d., 2003; SHAW v.d.,
2008). Literatiirdeki ¢alismalarda ekseriyetle insan kaslar1 kullanilmig olup fare modelleri
iskelet kaslar1 igerisindeki lipitleri géruntulemeye yonelik hi¢ bir konfokal mikroskopisi
caligmas1 bulunmamaktadir. Proje dahilinde fare iskelet kaslar1 kullanilarak yapilan On
caligmalarda oil red O ve BODIPY boyamasi denenmis, fakat lipit damlaciklarinin
konfokal mikroskopisi ile goriintiilenebilecegi bir boyama kalitesi elde edilememistir. Bu
sonucun nedeninin insan ve hayvan dokular1 arasindaki farkliliklardan dolayr bu
boyamalarin fare iskelet kasi kesitlerinde diizgiin bir sonu¢ vermedigi disiiniilmektedir.
Optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda karsilasilan bu gelismeler iizerine lipit igerigini
goriintiilemek i¢in nasil bir boya kullanilabilecegi arastirilmistir. Bu boyalar disinda lipit

taneciklerini goriintiillemek i¢in perilipin protein ailesinden olan yag farklilagmasi ile
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iligkili protein (adipose differentiation related protein, ADRP) ve lipit depolanmasi ile
iligkili protein 5 (lipid storage droplet protein 5, OXPAT) antibadilerinin lipit taneciklerini
belirlemek amaciyla kullanildigr gériilmiistir (PRATS v.d., 2006; SHAW v.d., 2009;
MINNAARD v.d., 2009). Bu proteinler, lipit taneciklerini cevrelemek suretiyle lipitlerin
etrafinda onlar sitoplazmadan ayiran bir kalkan olusturmaktadirlar. Fakat bu proteinler,
ozellikle OXPAT, sitoplazma icerisinde serbest olarak da bulunabildigi icin bu
antibadilerin kullaniminin lipit dagilimi1 hakkinda yaniltict sonuglara sebep olabilecegi
diistiniilmistiir. Bu boyama metotlarina ilaveten yeni gelistirilen LD540 isimli nétral lipit
boyasi ile yapilmis ¢aligmalara rastlanmistir (SPANDL v.d., 2009). Piyasada satilmayan
fakat kullanan gruplarla iletisime gegerek iicretsiz temin ettigimiz LD540 ile yapilan
denemeler sonucunda ¢ok daha giiclii sinyaller elde edilmis ve fare iskelet kas kesitlerinde
lipit dagiliminin bu boya kullanimi ile yapilmasina karar verilmistir. Konfokal
mikroskopisi caligmalar1 ile ilgili olusan bu gelismeler, projenin besinci donem ara
raporunda SBAG grubuna sunularak grubun onay1 alinmuistir.

Projemiz dahilinde yapilan 6n ¢alismalar sonrasi ortaya ¢ikan tiim degisiklikler ve
proje planinda yapilan degisiklikler ara donem gelisme raporlari ile SBAG grubuna
bildirilmistir. Projemizin Alman ortag: tarafindan yiiriitiilen kismi1 Ocak 2012 tarihinde
sona ermis ve Alman grubunun teslim ettigi final raporu ile projenin Almanya ayagi basar1

ile sonuglandirilmastir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Obezite

Obezite, ozellikle enerji metabolizmasinda olusan aksakliklar sonucu ortaya ¢ikan
ve pek ¢ok hastalikla yakin iliski i¢inde bulunan metabolik bir bozukluktur. Gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde yasam sekli, yeme ve spor aligkanliklarindaki degisikliklerin
sonucunda ortaya ¢ikan obezite, glin gegtikce artan goriilme sikliklari ile 6zellikle batili
yagam stilini benimseyen {ilkelerde insan sagligmni tehdit eden bir boyuta ulagsmistir
(GEDIK, 2003). Bu nedenle obezite, son yillarda tim yasam bilimi ve sosyal bilimler
alanlarinda yogun olarak c¢aligsilan 6nemli bir arastirma konusudur. Obezite, 6zellikle
yiiksek miktarda yag iceren besinlerin tiiketilmesi ile fiziksel aktivitenin azalmasi dolayist
ile alinan ve harcanan enerji arasindaki dengenin bozulmasindan kaynakalanir. Viicut

homeostazinin bozulmasi sonucunda viicut yag kitlesi artmakta, Ozellikle abdominal
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bolgede toplanan yag dokusu, insiilin direnci ve karbonhidrat metabolizmasi bozuklugunu
ortaya cikaran nedenler arasinda onemli bir rol oynamaktadir. Viicutta degisen enerji
metabolizmasi1 ve yag dengesi sonucu olusan obezite baska metabolik rahatsizliklarin
olusmasmma neden olmaktadir. Bu rahatsizliklar arasinda, dislipidemi, kardiovaskiiler
problemler ve hipertansiyon gibi degisik klinik bozukluklar obezitenin yakin iliski
igerisinde bulundugu en temel metabolik hastaliklardir (REAVEN, 1988; GOODPASTER
v.d., 2004; KUHLMANN v.d., 2005).

Genel olarak metabolik hastaliklar birbirleriyle iliski i¢indedirler ve bu hastaliklar
biribirlerinden tamamen ayirmak miimkiin degildir. Obezitenin tip 2 diyabet gibi metabolik
bozukluklarla paylastigi ortak 6zelligi, viicutta insulin iiretimi olmasina ragmen, iiretilen
insiilinin dokularda etkisini gdsterememesidir. Insiilinin, iskelet kas1 yada yag dokusu gibi
periferik dokularda etkisini gosterememesi durumuna insiilin direnci adi verilir (GERICH,
2003). Metabolik bozukluklarin olusumunda 6nemli rol oynayan insiilin direnci olusum
mekanizmasi, hakkinda degisik oneriler oldugu halde, kesin olarak agiklanabilmis degildir
(KAHN ve FLIER, 2000; HAN v.d., 2004). Bu oOneriler arasinda, reseptorlerin insiiline
duyarliklarinin azalmasi, insiilin reseptor sayisinda azalma olmasi, hiperglisemi varhigi,
insiilin sinyal yolagindaki proteinlerin islevlerini kaybetmeleri sayilabilir. Obezite gibi
metabolik hastaliklarin patolojilerinin anlasilabilmesi i¢in tiim viicutta insiilin direnci
olusum mekanizmasinin agiklanmasi gerekmektedir (FURLER v.d., 1997, NGUYEN v.d.,
2006). Obetize ve insulin direnci arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak igin pek ¢ok c¢alisma
yiritilmistir (EL-HASCHIMI v.d., 2000; STEPPAN v.d., 2001; XU v.d., 2003). Yapilan
caligmalarda, insiilin sinyal yolagini inhibe ederek insiilinin hiicrede etkisini gostermesini
Onleyen timor nekroz faktorii o (TNF-a)) gibi bazi sitokinlerin, obezitede adipoz dokusu ve
makrofaj gibi immiin sistem elemanlarindan yiiksek miktarda salgilandiklar1 tespit
edilmistir (HOTAMISLIGIL v.d., 1996; HOTAMISLIGIL v.d., 1993; SETHI ve
HOTAMISLIGIL, 1999; AGUIRRE, 2000). Bunun yani sira, plazma lipit ve yag asidi
oraninin da obezitede arttig1 ve hiicre igerisinde depolanan yag asitlerinin de insiilin yolag:
tizerine olumsuz etkileri oldugu daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir (KATENEY v.d.,
1996; SCHULMAN, 2000). Bu yag asitleri ve sitokinlerin, insiilin reseptoriine baglanan
proteinleri (IRS) serin aminoasitlerinden fosforlayarak inhibe etmek suretiyle instlin sinyal
yolagini olumsuz etkiledikleri ve obezitede goriilen insiilin direnci olusum mekanizmasina
katkida bulunduklart diisiniilmektedir (WELLEN ve HOTAMISLIGIL, 2005). Bununla
beraber, obezitede goriilen artmis sitokin salgilanmasi, obeziteye kronik bir enflamasyon

durumunun eslik ettigini gostermektedir (HOTAMISLIGIL, 2003). Obezitedeki insulin
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direnci olusumuna katkida bulundugu diisiiniilen bir diger mekanizma ise hiicre igine
alinan yag asitlerinin miktarlariin artmasiyla mitokondri islevlerindeki artan gereksinim
nedeni ile reaktif oksijen tiirlerinin yogun olarak iiretilmesidir. Reaktif oksijen tiirlerindeki
artis da immiin sistemi ve sitokin iiretimini tetikleyerek insiilin yolagi {izerine olumsuz etki
yapmaktadir (FURUKAWA v.d., 2004; LIN v.d., 2005). Bu etkinin yani sira, iiretilen bu
reaktif oksijen tiirleri dokulardaki makromolekiiller {izerinde zararli etkiler
olusturabilmektedir (SEVERCAN v.d., 2005).

Obezite gibi bircok metabolik hastagin kaynagi hiicre diizeyindeki bazi isleyis
bozukluklaridir (STORLIEN v.d., 1998; RASK-MADSEN ve KING, 2007). Bu islev
bozukluklari, hiicre fonksiyonlarini yiiriiten hiicre zari, iyon kanallari, reseptorler gibi
organel ve molekiillerinin yapisal ve regiilator bozukluklar1 ve birbirleri ile
etkilesimlerindeki degisimler sonucunda ortaya c¢ikmaktadir (AWAYDA v.d., 2004;
WANG ve ZHANG, 2005; LUNEVA v.d., 2007). Dolayistyla, dokularda olusan molekiiler
diizeydeki degisikliklerin tayini, hastaliklarin molekiiler mekanizmalarini ve ilerleyislerini
¢Oziimlemek agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Molekiiler ¢alismalarda ayr1 bir 6neme
sahip membranlarin lipit kompozisyonunu belirlemede genetik ve c¢evresel faktorlerin

etkisi baytktur (PAN ve STORLIEN, 1993).

2.2. Iskelet kast ve insiilin direnci

Viicutta insiilin metabolizmasinda gorev alarak insiilin direnci olusumunda rol
oynayan temel organ ve dokular karaciger, iskelet kas1 ve yag dokusudur. iskelet kas
dokusu insiilin uyariminda kandaki glikozun yaklasik %80’ini aldigindan glikoz dagilimini
ve vicutta glikoz icdengesini (homeostasis) belirleyen temel dokulardan biridir
(DEFRONZO v.d., 1981; PETERSEN ve SHULMAN, 2002; VENOJARVI v.d, 2005).
Iskelet kas dokusundaki bozulan insiilin duyarlig1 diyabet ve obezite patolojisindeki ilk
belirtilerden biridir (VENOJARVI v.d, 2005). Daha 6nceki yillarda yapilan ¢alismalarda,
diyabetin Onlenebilmesi ve tedavisinde fiziksel egzersizin 6nemli bir terapi olarak
goriilmesi de kaslarin insiilin direnci olusumundaki ana kaynak olmamalarina ragmen,
onemli rol oynadiklarimi gostermektedir (KNOWLER v.d., 2002). Kaslar fiziksel egzersiz
sirasinda gerek duyduklari enerjinin biiyiik bir kismin1 glikozdan karsilarlar. Insiilin direnci
olusumu sonucu kandaki glikoz kaslara alinamadiginda lipit ve protein metabolizmalarinda

bozukluklar ortaya cikar.
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Iskelet kaslar1 icerdikleri kas liflerinin yapisal dzelliklerine gére degisik yapisal ve
fonksiyonel &zellikler kazanmaktadir. iskelet kas1 yavas kasilan (oksidatif) ve hizli kasilan
(glikolitik) liflerden olusur. Yavas kasilan kas lifleri (tip I) yiiksek oksidatif kapasiteye
sahiptir ve artmis yag asidi oksidasyonu, artmis trigliserit depolanmasi, ve azalmis
glikolitik kapasiteye sahip olmalar ile karakterizedir. Bu kaslar kirmiz1 kaslar olarak da
bilinir, yavas kasildiklar1 i¢cin ge¢ yorulurlar ve insiiline daha duyarhdirlar (insulin-
sensitive). Hizli kasilan kas lifleri (tip II) iki katagoride toplanir. Tip Ila, hizli kasilan
oksidatif lifler, yiiksek oksidatif ve diisiik glikolitik kapasiteye sahiptir, bu agidan tip I
kaslara yakin ozellikller gosterirler. Tip IIb, hizli kasilan glikolitik lifler, ise diisiik
oksidatif ama yuksek glikolitik kapasiteye sahiptir. Tip Ilb lifleri beyaz kaslar olarak da
bilinir, hizl1 kasildiklar1 i¢in ¢abuk yorulurlar, ¢cok ¢abuk kas giicli kazanirlar ve insiiline
daha direnclidirler (insulin-resistant) (SONG v.d., 1999). Bu kas tiplerinden insiline en
duyarli olanlar tip I kaslardir, daha sonra tip Ila ve ondan sonra da tip llb gelir
(VENOJARVI v.d, 2005). Bu kas tiplerinin metabolik 6zellikleri ve iskelet kas
dokusundaki kompozisyonlari; iskelet kasindaki glikoz iletimini, glikojen sentezinin
diizenlenmesini etkilemektedir. Ayrica kas dokusunda kas lif gesitine ve 6zelliklerine 6zgu
olarak olusan insiilin sinyalizasyonuna bagl yollardaki bozukluklar metabolik hastaliklarin
fenotipik ozelliklerini etkileyebilmektedir (SONG v.d., 1999; VENOJARVI v.d, 2005).

Iskelet kasinda insiilin diren¢ olusum mekanizmasi halen kesin olarak
bilinmemektedir. Onerilen mekanizmalar arasinda kas hiicreleri icinde lipit birikimi
(MACHANN v.d., 2004), insulin reseptdr proteinlerinin serin/terionin amino asitlerinde
fosfatlanmasi ve aktivitelerini kaybetmeleri (STORGAARD v.d., 2001) ve GLUT4 glikoz
tasima proteinlerinin  membrandan uzaklasmalart (ZIERATH ve WALLBERG-
HENRIKSSON, 2002) sayilabilir. iskelet kasinda insiilin direnci olustugu durumlarda yag
oksidasyonu azalmaktadir. Bu durumun, mitokondriyel fonksiyonlarda olusan bozukluktan
kaynaklandigi diistiniilmektedir (HEGARTY v.d., 2003; HAN v.d., 2004). Tip 2 diyabet ve
obezite hastaliklarinin ve insiilin direncinin patolojilerinin anlagilabilmesi igin iskelet
kasinda insiilin direnci olusum mekanizmasinin agiklanmasi gerekmektedir (FURLER v.d.,
1997, NGUYEN v.d., 2006).

Kas hicrelerindeki lipit igerigi tiim vicuttaki insillin duyarliliginin iyi bir
indikatorudur ve bu lipit igeriginin diyabet olusumuna neden olan insiilin direnci ile iliskisi
pek ¢ok calismada gosterilmistir (OAKES v.d., 1997, HE v.d., 2001, GOODPASTER v.d.,
2001; KUHLMANN v.d., 2005). iskelet kasindaki lipit miktar1 ve insiilin duyarlilig
birbirleriyle ters orantili bir sekilde degisim gostermektedirler (GOODPASTER v.d., 1997;
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PAN v.d., 1997; PERSEGHIN v.d., 1999). Kas igerisinde olusan bu lipotoksisitenin glikoz
metabolizmasiin azalmasina sebep oldugu disiiniilmektedir (RANDLE v.d., 1967). Son
yillarda, iskelet kasinda bulunan lipitlerin bilesimlerinin ve dagilimlarinin instlin
direncinin belirleyici faktorleri olduguna yonelik bulgular artmaktadir. Diyabette iskelet
kasi lipit bilesenlerinin, Ozelliklerinin ve miktarlarinin tayinine yonelik pek ¢ok caligma
yapilmasina ragmen (BORKMAN v.d., 1993; PAN v.d., 1997, GOODPASTER v.d.,
2000a; BOZKURT v.d., 2007) bu lipitlerin dagilimlarinin ve bu dagilimin insiilin islevi
Uzerine olan etkilerinin belirlenebilmesi i¢in sinirli sayida g¢alisma mevcuttur. Obez
hastalarda kas lifleri arasinda ve kas hiicreleri icerisinde lipit birikiminin artmis oldugu
gozlenmistir (GOODPASTER v.d., 2000b). Bu bulgular, lipit depolanma bdlgelerinin
obezitede insiilin direnci olusumunda belirleyici bir faktér olduklarini géstermektedir. Bu
nedenle, iskelet kasinda biriken lipitlerin dagilimlarinin ve bilesenlerinin belirlenmesi,

obezitede insiilin direnci olusum mekanizmasinin agiklanabilmesi i¢in gereklidir.

2.3. Obezite arastirmalarinda kullanilan hayvan modelleri

Deneysel calismalarda hayvan deneyleri, yasam bi¢iminden ve farkli kisisel
hastalik karakteristiklerinden kaynaklanan olas1 degisimleri elememizi saglamalari
acisindan hastalik ve/veya ilag alakali etkilerin ¢alisilmasinda faydali modellerdir
(NISSEN-MEYER v.d., 2008). Obezite, sik rastlanan, ¢oklufaktoriyel ¢evresel ve genetik
faktorlerin birlesimi ile olusan ve kronik bir enflamasyon durumunun eslik ettigi bir
metabolik bozukluk olarak tanimlanmaktadir (GEDIK, 2003; HOTAMISLIGIL, 2003;
HOTAMISLIGIL, 2005). Cevresel faktorlerin obezitenin ortaya ¢ikisinda mutlak bir etkisi
olsa da, yapilan pek ¢ok calismada goriildiigli gibi hastaligin gii¢lii bir genetik temelinin
oldugu da yadsmmamaz bir gergektir. Hayvan modelleri ile obezite iizerine yapilan
caligmalarda ¢ogunlukla genetik bir mutasyon ile olusturulmus modeller kullanilmistir.
Bugiine kadar obezite ve insiilin direncinin olugsmasina sebep oldugu diisiiniilen genlerin
arastirilmasi i¢in yapilan ¢alismalarda, kendiliginden obez olan Zucker (fa/fa) sicanlar
(PHILLIPS v.d., 1996), leptin eksikligi olan obez (Lepob/Lepob) fareler (ZHANG v.d.,
1994), adipozit diferensiyasyonunda gorev alan C/EBR-a transkripsiyon fakoriiniin knock-
out edilmesiyle Cebpa fare modelleri (LEFTEROVA ve LAZAR, 2009), PPARy,
transkripsiyon faktériniun knock-out edilmesiyle olusturulan Prarg fareleri (LEFTEROVA
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ve LAZAR, 2009), Agpat2 knock-out fareleri (CORTES v.d., 2009) ve Cavl nakavt
(knock-out) fareleri kullanilmistir (RAZANI v.d., 2001).

Insanlarda gériilen obeziteye daha yakin olabilecek modeller ise cevresel ve genetik
faktorlerin birlesmesi sonucunda meydana gelen bir obeziteye sahip hayvan modelleridir.
Cevresel faktorlerin igerisinde beslenme aliskanligi, 6rnegin uzun siireli olarak yiiksek yag
iceren besinlerin tiikketilmesi hem obezite hem de diyabetin olusumuna katkis1 nedeniyle
bircok calismaya konu olmustur.

Projemiz biinyesinde incelenen fare modelleri uzun bir siirecte yliksek yag
oranlarina (BFMI 1rklar1) ve yiiksek kas kiitlelerine (BMMI 1rklar1) gore secildikleri igin
obezite olusumda ve gelisim {izerinde rol oynayan yeni genlerin bulunmasi amaciyla
yapilan c¢aligsmalara 1s1k tutmaktadirlar. Bu fare irklari, genomlarinda delesyon ya da
knock-out mutasyonlar1 yapilmadigi ve inbred olarak ciftlestirilme ile nesiller boyu
secilerek yetistirildikleri i¢in genetik yapilari bakimindan kompleks farelerdir
(WAGENER v.d. 2006, MEYER v.d. 2009). Projemizin Alman ortagi olan Prof. Dr.
Gudrun Brockmann ve grubu, bu karmasik genetik yapiya sahip inbred fare modellerinin
gosterdikleri obezite fenotipinin altinda yatan genetik nedenleri arastirmaktadir. Bu fare
modelleri gerek karmasik genetik yapilari gerekse yiiksek yag icerikli diyete verdikleri
muazzam cevap nedeni ile insanlarda gorulen obeziteye benzer bir obezite durumu
gosterdikleri icin ileride yapilacak obezite arastirmalarinda ¢ok 6nemli model organizmalar

olacaklardir.

2.4. Projede Kullanilan Biyofiziksel ve Biyokimyasal Teknikler

2.4.1. Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi ve mikrospektroskopisi

Fourier doniisim kizilotesi (FTIR) spektroskopisi kizilotesi dalga boyunda
elektromanyetik 1s1ma uygulamasiyla molekiillerin titresimlerini 6lgerek degisik titresim
gruplarint goriintiileyen ve boylece molekiillerin mikrogevresi hakkinda onemli bilgiler
veren hassas bir tekniktir. FTIR spektroskopisinden elde edilen bir spektrum, bir bilesigin
yapisindaki bag tiirleri, fonksiyonel gruplar ve dolayisi ile sistemde mevcut molekiillerin
belirlenmesi; bunlarin konsantrasyonu ile yap:1 ve fonksiyonu hakkinda 6nemli bilgiler
verir. FTIR spektroskopisi ile kullanilan 6rnege zarar vermeden biyolojik sistemler
hakkinda degerli bilgiler elde edilebilir (OZEK v.d., 2009, GARIP v.d., 2009). Bir

bilesigin titresim spektrumu o bilesige 6zgiidiir ve optik izomerler diginda higbir bilesigin
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titresim spektrumu bir baskasi ile ayni degildir. Her bir fonksiyon grubunun teshisi o grup
icin belirgin olan titresim frekanslari ile saglanir. Degisik fonksiyonel gruplara ait titresim
frekanslari, daha once literatiirde yer verilen bilgilerden veya atlaslardan faydalanilarak
tanimlanmaya c¢aligilir.

Bu teknik kullanilarak ¢ok diisiik konsantrasyondaki 6rnekler hem in vivo hem in
vitro kosullarda incelenebilmekte; protein, lipit, DNA, kolesterol, karbohidrat gibi
hlcrelerin yapitast molekiillerinin fonksiyonel gruplarindaki degisimler, ve dolayisiyla bu
fonksiyonel  gruplarin  ait  olduklar1  molekiillerdeki  degisimler  hassaslikla
belirlenebilmektedir (SEVERCAN v.d., 2000; SEVERCAN v.d. 2003; BOYAR v.d., 2004,
SEVERCAN v.d., 2005; CAKMAK v.d., 2006; TOYRAN v.d. 2006; DOGAN v.d., 2007;
BOZKURT v.d., 2007; OZEK v.d., 2009; BOZKURT v.d., 2010; OZEK v.d., 2010;
CAKMAK v.d., 2011). FTIR spektroskopisi sagladigi yiiksek sinyal-giiriiltii orani ile
diisiik transmittansa sahip sulu protein ¢ozeltilerinin de incelenebilmesine olanak
saglamakta (PELTON ve MCLEAN, 2000); 6zellikle proteinlerin ikincil yapt ve miktarlari
hakkinda onemli bilgiler elde edilebilmektedir (HARIS ve SEVERCAN, 1999;
SEVERCAN v.d., 2004; NILSSON, 2004).

Genel olarak FTIR spektroskopisinde kullanilan degiskenler bant siddeti / bandin
altinda kalan alan, bant konumu (frekans degeri) ve bant genisligidir. Bant siddeti ve alan
maddenin konsantrasyonu hakkinda bilgi verirken, bant konumu diizen/diizensizlik
hakkinda, bant genisligi ise dinamik hakkinda bilgi verir (CAMERON ve CHARETTE,
1981; CAKMAK v.d., 2003; TOYRAN ve SEVERCAN, 2003). Ozellikle biyolojik
calismalarda, biyolojik sistemlere zarar vermeden molekiiler diizeyde inceleyebilmesi
nedeniyle FTIR spektroskopisi teknigi daha da o6nem kazanmaktadir (BOYAR ve
SEVERCAN, 1997; MELIN v.d., 2000; SEVERCAN v.d., 2000; MELIN v.d., 2001,
CAKMAK v.d., 2006; GORGULU v.d., 2007; OZEK v.d., 2010; BOZKURT v.d., 2010;
CAKMAK v.d., 2011).

Kizil6tesi spektroskopisinin yaygin bir sekilde kullanilmasinin altinda yatan
nedenler cesitlidir:

Q) ornek hazirlama islemlerinin daha kolay olmasi;

(i)  orneklerin gaz, s1vi ve kat1 hallerinde incelenebiliyor olmasi;

(ili)  nitel yorumlarin yapilabiliyor olmasi ve

(iv)  wverilerin hizli bir sekilde elde edilebilinmesi.
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FTIR spektroskopisi ayrica biyolojik c¢aligsmalar agisindan lipitlerin diger
biyomolekiillerle etkilesimleri, proteinlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi, kanser, diyabet
gibi patolojik durumlarin doku ve membran diizeyinde tanim ve teshisi gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir MANTSCH , 1984; BOYAR ve SEVERCAN, 1997; FUKUYAMA v.d.,
1999; SEVERCAN v.d., 2000; LIU v.d., 1996; RAMESH v.d., 2002;; TOYRAN v.d.,
2006; DOGAN v.d., 2007; OZEK v.d., 2010; SEVERCAN v.d., 2010; CAKMAK v.d.,
2011; CAKMAK v.d., 2012). Bu nedenlerle, projemizde degisik inbred fare irklar1 iskelet
kas dokularinin incelenmesinde ve dokularda meydana gelen degisimlerin tespitinde bu
teknik kullanilmistir.

FTIR spektroskopisi teknigi ile ¢ok ¢esitli kat1 ya da siv1 6rnekler hizli bir sekilde
incelenebilir. Orneklerin hazirlanmasi icin gereken siire, seyreltilmis toplam yansitma
(Attenuated total reflectance, ATR) atagmani takilarak minimal siireye indirilebilir ve kisa
stirede sonug elde edilebilen ATR-FTIR spektroskopi yontemi ile bir 6rnek igin elde edilen
spektral ¢ekimlerin sayis1 kolaylikla arttirilabilir. Kizilotesi kaynagindan gelen 1sinin 6rnek
ile temas1 ile olusan, 15181in Ornek igerisinde toplam i¢ yansimasinda meydana gelen

degisimleri belirlemek bu atagmanin temel prensibini olusturmaktadir (Sekil 1).
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Sekil 1. Cok yansimali ATR sistemi yapisi (WANG v.d., 2007).

Bir kiziltesi 151 belli bir a¢1 dogrultusunda yiiksek refraktif indeksi ile ATR
kristali yonlendirilir. Eger kristalle 6rnek arasindaki ara yiizeyde gelis agisi, iki ylizey
arasinda kirtlma endeksi fonksiyonu olarak tanimlanan kritik bir a¢idan daha fazla ise,

toplam i¢ yansima meydana gelir. Bu atagman kullanimi ile kizil6tesi 1sinlardan kaynakli
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sinyalin elde edilebilmesi icin Ornek ile gelen 1smin ¢ok yakin bir temasta olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, belirli bir basin¢ uygulanarak kristal ve 6rnek arasinda yakin
temas olmasi saglanmaktadir. Ornek infrared spektrumunun bir bdlgesinde enerji
sogurdugu zaman, geriye kalan radyasyon zayiflatilmis olacaktir. Bu zayiflatilmig
radyasyon spektrometre ile tespit edilir ve bdylelikle drnege ait kizil 6tesi spektrumu elde
edilmis olur.

ATR i¢in bir¢ok uygun kristal materyalleri bulunmaktadir. Bu kristaller,
Germanyum (Ge), Silika (Si), elmas (Di), ve cinko-selenit (ZnSe) ham maddelerinden
olusabilmektedir. Kullanilan 6rnegin 6zelligine ve incelenmek istenen kizilotesi bolgesine
gore kullanilacak kristalin materyali secilmektedir. Bu c¢aligmada, orta-IR bolgesinde
kullanima uygun olan, suya dayanikli, diisiik maliyetli Di/ZnSe (elmas/¢inko-selenit)
kristali kullanilmistir. Bu kristal, orta-IR bdlgesinde kuru, 1slak veya sulu 6rnekleri analiz
etmek icgin idealdir.

Son yillarda FTIR spektroskopisi ile kombine edilerek gelistirilmis olan FTIR
mikrospektroskopisi sayesinde on hazirlik gerektirmeden ve boyama uygulanmadan,
calisilan Ornegin kesitindeki ilgili bolge boyunca noktasal spektrumlar ya da organik
fonksiyonel gruplarin dagilimi ve konsantrasyonunu temsil eden kimyasal haritalar elde
edilebilir (KIDDER v.d., 1997; KNEIPP v.d., 2002). FTIR mikrospektroskopisi ¢alisma
prensibi Sekil 2’°de gosterilmektedir.
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Sekil 2. FTIR mikrospektroskobu calisma prensibi (GAZI v.d., 2006)
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FTIR mikrospektroskopi yonteminin avantajlari sdyle siralanabilir:

[ 1 FTIR mikrospektroskopi ile toplanan gérsel haritalarher bir pikselinde 6rnegin o
bolgesine ait yiiksek kaliteli spektrumlar igerir, bdylelikle gorsel bilgi ile es zamanh
ornegin belirli bolgesindeki spektrumlar da elde edilebilir.

[] Analizler i¢in ¢ok kii¢tik miktarlarda 6rnek kullan[nd[deterlidir.

[] FTIR gaiintilleme Ornek igindeki makromolekiiler titresimlerin karakteristik
absorbansina dayandigi i¢in orneklerin, herhangi bir 6n isleme tabi tutulmasina, degisik
tekniklerle boyanmasma veya isaretlenmesine gerek yoktur. Bu yoniiyle FTIR
mikrospektroskopi yontemi 6rnege zarar vermeyen bir metottur (KAZARIAN ve CHAN,
2006; KRETLOW v.d., 2008).

[ Ornel[ih kimyasal haritalar[ Jiiksek coziiniirliikle elde edilir. JACKSON v.d.,
1998).

Bu nedenlerle, hastaliklarin dokularda neden olduklar1 patolojileri sistemi
bozmadan, etkin ve hassas bir sekilde saptamak ve patolojik bolgeleri FTIR
mikrospektroskopisi ile incelemek miimkiin olmaktadir (CAMACHO v.d., 1999;
FERNANDEZ v.d., 2005; TOYRAN v.d., 2006; KRAFFT ve SERGO, 2006; LIN v.d.,
2007; TOYRAN v.d., 2007; BOSKEY ve CAMACHO, 2007; TOYRAN v.d., 2008,
CAKMAK v.d., 2012 ). Bu sayede doku Orneklerinden alinan kesitler direk olarak FTIR
mikroskopu ile ¢ok daha hassas bir sekilde incelenerek dokularin biitiinselligi tahrip
edilmeden ¢esitli bolgelerindeki degisiklikler arastirilabilmekte ve patalojik bolgeler tespit
edilebilmektedir. Bu nedenlerle FTIR mikrospektroskopisi kanser (YANO v.d., 2003;
MEYER v.d., 2011), diyabet (TOYRAN v.d., 2006; TOYRAN v.d., 2007, SEVERCAN
v.d., 2010; BOZKURT v.d., 2010; BOZKURT v.d., 2012), Alzheimer hastaligi (GRIEBE
v.d., 2007; LESKOVJAN v.d., 2010), artirit (BOSKEY ve CAMACHO, 2007) ve kemik
hastaliklar1 (BAYARI v.d., 2007) gibi pek ¢ok hastaligin karakterizasyonu ve molekiiler
incelenmesinde ayrica radyasyonun etkilerinin belirlenmesi gibi konularda (CAKMAK

v.d., 2012) etkin bir bicimde kullanilmaktadir.

2.4.2 Konfokal mikroskopisi

Floresans mikroskopisinde elektronlar belli dalga boylarindaki isinlarin absorbe

edilmesi ile list enerji seviyelerine uyarilirlar. Cok kisa bir siire sonra elektronlar temel
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durumlarina geri donerler ve bu sirada 151n yayarlar. Bu teknik yayilan bu 1s1min 6l¢iilmesi
prensibine dayanir. Temelde iki farkli 151n dalga boyundan, uyarma ve yayilma olarak
isimlendirilen iki farkli dalga boyundan bahsedilir. Floresans mikroskopisinin biyolojik
caligmalara uygulamasi; incelenecek drnegin florofor adi verilen floresan isaretleyicilerle
isaretlenmesi esasina dayanir.

Konfokal mikroskopisi, bir mikroskobik goriintliniin optik ¢Oziiniirligiinii ve
gorliniirliigiinii arttirmak amacit ile noktasal 1siklandirma kullanilan bir goriintiileme
teknigidir. Konfokal prensip, noktasal bir 11k kaynagina ait goriintiiniin, bir delikli levha
ile siiziilerek sadece odak diizlemindeki kisminin goriintiilenmesi esasina dayanmaktadir
(PURALI, 2008). Sekil 3’de goriilecegi tizere kullanilan 151k kaynagi bir lazerdir.
Kondensorden gecen 151k dikronik aynadan gecer ve objektif iizerinden ornege yonelir.
Lazer 15181 fluoresan isaretli 6rnegi gegerken yol boyunca tiim fluoresan molekiilleri uyarir.
Uyarilan molekiillerden her yonde yayilan fluoresan emisyon ¢ikar. Odak planindaki
fluoroforlardan kaynaklanan emisyon geometrik optiginin kurallarina uygun olarak
objektif tarafindan toplanir. Emisyon dalga boyu daha uzun oldugundan dikroik aynadan
yanstyacaktir. Yansiyan 1s1gin Kkarsisina ortasinda kiclk bir delik (pinhole) olan bir plaka
konur. Odaktan kaynaklanan emisyon yayililm geometrisi nedeniyle tam delige denk
geldiginden foton ¢ogaltict tiipe (photomultiplier tube) ulasip enerjisini verir ve emisyon
bu sekilde kayit edilmis olur. Buna karsin odak planinin altindan ve iistiinden kaynaklanan
emisyon yayilimlari ise delige degil plakaya carptigi icin kayit olmazlar. Boylelikle sadece
tek bir plandan ve sadece odaklanan diizlemden kayit alinmis olur. Konfokal mikroskobun

avantaj1 tek bir plandan gelen 15181 toplayabilmesidir.
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Sekil 3. Konfokal mikroskop ¢alisma prensibi (PURALI, 2008).

Bu goriintileme teknigi, elde edilen goriintiilerin iic boyutlu yapilarinin
belirlenmesini mimkiin hale getirir. Bu teknik bilim ve endustride son zamanlarda
Ozellikle biyolojik bilimlerde, yar1 iletken incelemesi ve materyal biliminde Onem
kazanmigtir. Bu teknoloji arastirmacilara ulasilabilecek en yiiksek 151k mikroskobu
cozlinlirliigli ile hiicre alt1 yapilarinin  bile goriintiilenebilmesini, bu yapilarin

fonksiyonlarinin arastirilabilmesini saglar.

2.4.3.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiksek Performansl Sivi Kromatografisi (HPLC), bir karisimin igcindeki maddeleri
saf bir halde ayirmak ve nitel ve nicel olarak tanimlamak i¢in kullanilan ve bu ayrim icin
yuksek basing kullanan bir kromatografi teknigidir. HPLC tekniginde farkli duragan faz
cesitlerine sahip kolonlar kullanilir. Ayristirilmak istenilen madde ylksek basingla bu
kolondan gegirilir ve bir dedektér yardimiyla sinyal alinir. HPLC kullanarak bir maddenin
tutulma suresi belirlenebilir ve gozlenen tutulma siresi bahsedilen maddeye 6zguddr.
Ayrica, maddenin verdigi bant alan1 maddenin miktariyla dogru orantilidir.

HPLC enstrimani ile ayrimi yapilacak maddelerin farkli 6zelliklerinden dolayi,
cesitli duragan fazlar gelistirilmistir. Bahsedilen duragan fazlar arasinda, ters; normal; iyon
degisimi; jel filtrasyon ve displasman kromatografisi gibi farkli, incelenecek olan
molekdllerin polaritesine, yik durumuna ve boyutuna gére kullanilan sistemler mevcuttur
(CHRISTIE, 1987).
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HPLC’nin bir maddeyi tanimlayabilmesi icin, uygun dedektore ihtiyaci vardir.
Ayristinimak istenilen molekiillerin 6zelliklerine gore Mor Otesi (UV) dedektorleri,
Kirilma Indeksi (RI) dedektorleri, ve Evaporatif Isik Sacihm (ELS) dedektorleri gibi farkl,
incelenecek olan molekillerin, sirasiyla 15181 sogurmasina, 1s1g1 kirmasina, ve 1sigi
sagcmasina gore degisen dedektorler gelistirilmistir (CHRISTIE, 1992).

Projede uygulanan HPLC calismalarinda secilen kolon, duragan fazi normal faz
olan silika dolgu maddeli bir kolon olup, molekili tanimlayacak olan dedektor ise ELS
dedektoridir. Normal fazli kolonlarin kullanildigi HPLC deneylerinde, duragan faz polar
oldugu icin, mobil fazin apolar olmasi gerekmektedir. ELS dedektorleri, mobil faz ve
ornekten olusan karigim, enstruimanin iginden gegerken, buharlagsmayan kismin sagtigi 151k
miktarini Olcer. Buharlasmayan ya da yok olmayan her molekdl sinyal verir. Sagilan 1s1k
sinyali ise, incelenecek olan molekuliin miktarini gosterir. ELS dedektorlerinin ¢alisma

prensibi U¢ ana asamaya dayanir: nebulizasyon, buharlasma ve sinyali saptama (Sekil 4.).
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Sekil 4. ELS dedektorlerinin ¢alisma prensibi (http://www.americanlaboratory.com/914-
Application-Notes/19182-Optimizing-the-Sensitivity-of-an-Evaporative-Light-Scattering-
Detector/).

ELS dedektorlerinde veri hesaplanmasi sirasinda, kullanilan standartlarin

kalibrasyon egrilerinin cizilmesi esastir. 1Ikincil dereceden hesaplanacak olan bir
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kalibrasyon egrisi icin, en az U¢ nokta, yani en az ii¢ farkli konsantrasyonda ya da miktarda
standart gerekmektedir ve egri asagidaki denklemle hesaplanmaktadir (Empower 2 Data
Acquisition and Processing Theory Guide):

y=A+Bx+Cx

y : Yazilim tarafindan hesaplanan standart bantinin verdigi sonug

x : Bilesenin verdigi miktar ya da konsantrasyon

A, B, ve C : Bant egrisinin polinom katsayilar

Bilesen miktarin1 ya da konsantrasyonunu hesaplamak icin ise asagidaki denklem
kullaniimaktadir:

_-Bx /B -aC(A-y)
2C

Kalibrasyon egrileri c¢izilirken, onemli olan bir diger nokta da, standart egrilerinin
belirleme katsayis: (coefficient of determination) olan R®’ nin tayinidir. Uygun sinir
degerler icerisinde bulunan bir belirleme katsayisi, kalibrasyonun uyum iyiligini géz 6niine
sermektedir. Bu katsay: asagidaki denklemle hesaplanir (Empower 2 Data Acquisition and

Processing Theory Guide):

-

RP=1

[SL.F

LU

-

R? = Belirleme katsayisi
Sy = Bilesenin verdigi miktar ya da konsantrasyonun, yazilim tarafindan hesaplanan
standart bantinin verdigi sonugtaki standart yaniima

o”y = Standart dagilimi

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan modelleri

Projemizde kullanilan fare modelleri projenin Alman ortagr Prof. Dr. Gudrun

Brockmann’in grubu tarafindan Berlin Humboldt Universitesi’nde yetistirilmis ve iskelet
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kas dokular tarafimiza gonderilmistir. Projede yiiksek kas kdtlesine sahip olmalarina gore
secilerek gelistirilmis olan 3 degisik BMMI (BMMI1806, BMMI866 ve BMMI826) 1rki ve
yiiksek yag igerigine gore segilerek gelistirilmis olan 4 degisik BFMI (BFMI852,
BFMI1856, BFMI860 ve BFMI861) 1rki ile kontrol C57B6J ve DBA/2J irklarinin LD ve Q
kas dokular1 incelenmistir.

Incelenen BFMI ve BMMI 1rklart sirasi ile yiiksek yag icerigine sahip olma ve
yiiksek kas igerigine sahip olma durumlarina gore secilerek inbred olarak {iretilmektedirler.
Bu fare modelleri obezite olusumu ve kas gelisiminin obeziteye etkileri lizerinde rol
oynayan yeni genlerin bulunmasi amaciyla yapilan ¢alismalara 151k tutmaktadirlar. Kisaca,
kullanilan BFMI 1rklari, oncelikle viicutlarindaki protein igeriginin az olmasina ve daha
sonra viicut yag iceriginin fazla olmasina gore secilerek 58 jenerasyonluk iiretim siireci
sonunda ayrilmistir. BMMI 1rklart ise, oncelikle viicutlarindaki protein igeriginin yiiksek
olmasina ve daha sonra viicut yag iceriginin diigiik fakat viicut agirliginin yiiksek olmasina
gore secilerek yine 58 jenerasyonluk iiretim siireci sonunda ayrilmistir. Ayrilan bu irklar
daha sonrasinda inbred olarak ciftlestirilerek projede kullanilan BFMI852, BFMI856,
BFMI1860, BFMI861 ve BMMI806, BMMI826, BMMIB66 irklart olusturulmustur
(Wagener et al 2006, Meyer et al 2009). Kullanilan kontrol irklarindan DBA/2]J yiiksek
icerikli yag diyeti ile beslendiginde, bu diyete daha kuvvetli bir cevap verirken C57BL/6J
yiiksek yag igerikli diyete az cevap vermektedir (SVENSON v.d., 2007).

3.2. Hayvan deneyleri

Projede kullanilan fare modellerinin yetistirme, barindirma ve bu farelerin viicut
agirliklarinin izlenmesi ile tiim serum parametreleri 6l¢limleri projenin Alman ortagi Prof.
Dr. Gudrun Brockmann’m Humboldt Universitesi biinyesindeki laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. Tiim gruplar i¢in grup basina 6 adet fare yetistirilmistir.

Hayvanlar 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde 22+2 °C oda sicakliginda ve
%65 nemlilikte yiyecek ve suya istedikleri zaman ulasabilecek sekilde barindirilmistir.
Tiim fare rklar1 20 hafta boyunca standart beslenme diyeti (SBD) ile beslenmistir. Ayrica
bu gruplara ek olarak, BFMI 1rklarina yiiksek yag iceren diyet (HFD) de 20 hafta boyunca
verilmistir. Bagka bir degisle, ¢alismada kullanilan kontrol gruplar1 ile BMMI 1rklari
sadece SBD ile beslenmis, BFMI 1rklar1 ise hem SBD hem de HFD ile beslenmistir.
Kullanilan SBD (V1534-000, ssniff R/M-H, Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest/Almanya)
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biiyiik ¢ogunlugu %58 oraninda karbonhidratlardan, %33 proteinler ve %9 oraninda yag
(soya yag1) olusmaktadir ve verilen besin toplam 12.8 MJ/kg metabolize edilebilir enerji
icermektedir. Buna ilaveten biiyiik ¢ogunlugu yaglardan olusan (%45 yag, %24 protein,
%31 karbonhidrat) HFD (S8074-E010 ssniff EF R/M; ssniff Spezialdidten GmbH,
Soest/Almanya) toplam 19.1 MJ/kg metabolize edilebilir enerji icermektedir ve
icerigindeki yag agirlikli olarak hindistan cevizi yagi ve i¢ yagidir.

Farelerin viicut agirliklar1 diizenli araliklarla 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Farelerin
fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in bazi serum parametreleri 6l¢iimii de yapilmistir.
Fareler 20 haftalik olduklarinda 2 saat a¢ birakildiktan sonra kan 6rnekleri toplanmis ve bu
orneklerden kan serumu toplanmistir. Bu serumlar kullanilarak 2 saat a¢ kalmis farelerin
serum kolesterol, esterifiye olmamis yag asidi (NEFA), trigliserit, leptin ve adiponektin
seviyeleri ile kan glikoz ve insiilin seviyeleri Ol¢lilmiistiir. Buna ilaveten 10 ve 20 haftalik
fareler intraperitonel insiilin tolerans testi (ipITT) uygulanarak insiilin duyarliliklar:
Olciilmiistiir. Bu Ol¢limler i¢in fareler 2 saat a¢ birakildiktan sonra viicut agirliklarina gore
0.01 ml/gr oraninda 0.1U/ml insiilin (Humanalog, Lilly) intraperitonal olarak enjekte
edilmis, bu enjeksiyondan 6nce (0) ve 15, 30 ve 60 dakika sonrasinda serum glikoz
miktarlart Ol¢lilmistiir (Bayer Contour Plasma [mg/dl]). 20 haftalik olan fareler,
dekapitasyon Oncesi 2 saat a¢ birakilmis, bu siire sonunda serum parametrelerinin Slgiimii
i¢in kan alinmis, ardindan ipITT testi gergeklestirilmis ve hayvanlar dekapite edilerek LD
ve Q kaslar1 disekte edilip cikarilmustir.

ATR-FTIR spektroskopisi deneyleri ve HPLC ¢alismalari i¢in kullanilacak olan
kas dokular1 hayvanlar dekapite edildikten sonra sivi nitrojen igerisinde sok dondurma ile
dondurulup -80°C’de saklanmistir. FTIR mikrospektroskopisi ve konfokal mikroskopisi ile
incelenecek olan kaslarin histolojisinde sivi nitrojen igerisinde ani dondurmadan
kaynaklanan bizilme ve donma etkisi ile olusan hasarin dnlenebilmesi i¢in LD ve Q kas
iskelet kast 6rnekleri sivi nitrojen igerisinde sogutulmus izopentan icerisinde dondurularak
hazirlanmistir. Ayrilan kaslar enine kesit alinabilecek diizlemde ayarlanarak kiigiik bir
destek tahtasinin iizerine yerlestirilen bir parga Ozel kesit alma matriksi (zerine
yerlestirilmis ve bu destek ile birlikte doku, dnceden sivi nitrojen igerisinde sogutulmus
(stvt nitrojen icerisinde dondurulduktan sonra tamamiyla degil ama biraz erimesi
saglanmis) izopentan icerisine batirilmak suretiyle dondurulup uygun saklama kabi
icerisine yerlestirilerek -80°C’de saklanmistir. Ornek tasinmasi sirasinda ve deneylerden

once Orneklerin tekrar tekrar dondurulup ¢6ziinmesinden kagiilmistir.
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3.3. ATR-FTIR spektroskopisi

3.3.1. Spektral verilerinin toplanmasi

Iskelet kas ornekleri hicbir 6n islem yapilmadan ATR iinitesinin elmas/cinko-
selenit (Diamont/ZnSe) kristali iizerine yerlestirilerek ATR-FTIR spektroskopisi ile 4 cm™
cOziiniirliigiin ve 50 ¢ekim sayist kullanilarak incelendi. Cekimler 4000-650 cm™ frekans
araliginda Perkin Elmer Spektrum100 FTIR Spektrmetresi kullanilarak gerceklestirildi.
Her iki kasta da her bir bireye ait 6rneklerden 3 ayr parca kas dokusunun ATR-FTIR
spektrumlar1 elde edildi (3 ayri replike ¢ekimi). Bu replike spektrumlarin ortalamalari
detayl analizler i¢in kullanildi.

Atmosferdeki CO, ve H,O’dan kaynaklanan sogurma bantlari, arastirilan doku
Orneginin sogurma bantlarin1 kamufle edebilir. Dolayisiyla, bu atmosferik su buharmin
etkisini azaltmak amaciyla FTIR spektrometresinden siirekli kuru hava gecirilmektedir.
Buna ek olarak, 6rnek ¢ekimi Oncesinde havanin g¢ekimi yapilmakta ve elde edilen
spektrum bilgisayar programi aracilifiyla O6rnek spektrumundan matematiksel olarak

cikarilmaktadir. SOzU edilen hava spektrumu Sekil 5’de gosterilmistir.
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Sekil 5. Atmosferik havanin 4000-650 cm™ bélgesindeki ATR-FTIR spektrumu.

3.3.2. ATR-FTIR spektroskopik calismalarinda kullamlan spektrum analiz
yontemleri
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BFM ve BMM irklart spektrumlarina ait bant alanlarmmin ve bant frekans
degerlerinin tayinini i¢eren detayli spektral analizler, Ornekler (zerinde herhangi bir su
¢ikarma islemi uygulanmadan normalize edilmemis ham spektrumlar kullanilarak Perkin
Elmer Spektrum One analiz programi ile yapildi. FTIR spektrumunda yer alan bandlardan
pek ¢ok bilgi elde edilebilir. Degisik bolgelerdeki bandlardaki frekans kaymalar1 ve sinyal
siddetlerindeki ve/veya alanlarindaki degisimler, sistemdeki ¢esitli fizikokimyasal siirecler
hakkinda bilgi elde etmede kullanilir. Sinyal siddeti ve/veya alan degerinin artmasi, adi
gecen grubun konsantrasyonunun artmasi; azalmast da o grubun konsantrasyonunun
azalmasi anlamina gelmektedir (ALO v.d., 1998; FREIFELDER v.d., 1982). Membran
hakkinda yapisal bilgi veren parametreler dizen (order), ve duzensizlik (disorder),
parametreleridir. Bu parametreler FTIR analizinde CH, gerilme modu frekans (veya
dalgasayis1) degerindeki degisim ile monitor edilir (CASAL ve MANTSCH, 1984,
CAMERON ve CHARETTE, 1981).

3.4. FTIR mikrospektroskopik ¢calismalart

Iskelet kas dokularindan sogutmali mikrotom kullanilarak 10 pm kalinliginda enine
seri kesitler alindi. Bu kesitlerden ilki kizilotesi 15181 gegiren 6zel BaF, camlari iizerine
yerlestirilildi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. FTIR mikrospektroskopisi
caligmalarinda Perkin Elmer Spotlight 400 mikrospektroskopi sistemi kullanildi.
Kesitlerden 4000-750 cm™ frekans araliginda, 6.25x6.25 pum piksel biyiikligi ve 8 cm™
spektral ¢oziiniirliik kullanilarak her pikselde 4 spektrumun ortalamasi alinarak spektral
haritalar toplandi. Her kesitten beser spektral harita toplandi. Ikinci seri kesitler ise
histolojik tanimlama i¢in hematoksilen ve eozin boyamasina tabi tutuldu. Bu boyamalarin
sonuclart FTIR mikrospektroskopisi oncesinde kesitlerin histolojik yapisinin goriilmesi
amaciyla kullanildi.

Elde edilen spektral haritalar Isys 3.0 (Spektral Dimensions, USA) gorunti analiz
programi kullanilarak incelendi. Spektral haritalardaki spektrumlar oncelikle bir taban
cizgisine oturtuldu. Kesitlerdeki olasi kalinlik farkliliklarindan kaynaklanabilecek yanlis
Olciimlerden kacinilmasi i¢in bant alan oranlar1 alinarak goriintiileme caligmalar
gerceklestirildi. Elde edilen spektral haritalarda Tablo 1’de verilen boélgeler kullanilarak
bant alanlar1 hesaplandi, bu bant alanlar1 kullanilarak Tablo 2’de verilen bant alan oranlari

gorintilendi.
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Tablo 1. Spektral haritalarda gergeklestirilen bant alan1 hesaplamalari igin kullanilan
bolgeler.

Kullanilan spektral bolge
2942-2906 cm™
3028-3000 cm™
2942-2906 cm™

2980-2948 cm'i

-1
-1

Kizilotesi sogurma bandi

CH gerilim bolgesi

Olefinik (HC=CH)

CH,, antisimetrik gerilim

CH3; antisimetrik gerilim

Amid |

Karbonil (C=0) gerilim

1047 cm™ bandi (glikojen)

1240 cm™ bandi (proteoglikanlarin
gerilim ve kolajenin Amid III titresimleri)

1700-1600 cm
1760-1724 cm
1056-1020 cm

1265-1210 cm™

sulfat

Tablo 2’de goriildigii gibi iskelet kas kesitlerinde lipit/protein dagilimi (CH/amid I),
lipitlerin igerisindeki metil grubu dagilimi (CHg3 anti./CH), lipitlerin igerisindeki metilen
gruplarinin  dagilimi1 (CHy anti./CH), lipitlerin zincir uzunluklarmin dagilimi (CHj
anti./CHj anti.), lipitlerin igerigindeki karbonil miktar1 dagilimi (C=0/CH), doymamus lipit
miktarinin doymus lipit miktarina gére dagilimi (olefinik/CH, anti.) goéruntulendi.
Kesitlerde mevcut olan glikojen dagilimi ise 1047 cm™de bulunan glikojenden kaynakli
bant alaninin proteoglikanlarin siilfat gerilim ve kolajenin Amid III titresimlerinden
kaynaklanan ve gruplar arasi anlamli bir degisim gdstermeyen 1240 cm™’de yer alan bant
alanina oranlanarak hesaplandi. Elde edilen spektral haritalar ayni sogurma derecesinde
(scale) c¢izdirilerek gruplar arasinda hesaplanan bu oranlar arasindaki degisimler

karsilastirildi.

Tablo 2. Spektral haritalarda goriintiilenen bant alan oranlari

Hesaplanan bant alan oram
Lipit/protein

Aciklama
CH gerilim bdlge alani/amid I bant alani

lipit igerigine orani

Lipit igerigindeki metilen grubu | CH, antisimetrik gerilim bant alani/CH

miktar gerilim bolge alani

Lipit icerigindeki metil grubu miktar1 | CH; antisimetrik gerilim bant alani/CH
gerilim bolge alani

Lipit igerigindeki karbonil grubu | Karbonil (C=0) gerilim bant alani/CH

miktari gerilim boélge alani

Doymamis lipit igeriginin doymus | Olefinkk  (HC=CH)  bant  alani/CH;

antisimetrik gerilim bant alani

Lipit hidrokarbon zincir uzunlugu

CH; antisimetrik gerilim bant alani/ CHj
antisimetrik gerilim bant alani

Glikojen dagilimi

1047 cm ™ bant alan1/1240 cm™ bant alani
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3.5.Konfokal mikroskopisi

3.5.1 Konfokal mikroskopisi deneyleri icin gerceklestirilen immiinohistokimyasal
boyamalar

Iskelet kaslarindan sogutmali degirmen yardimi ile -25°C’de 6um kalmliginda seri
kesitler alindi. Alinan kesitler normal bi lam {izerine alindi1 ve kesitler boyama islemine
kadar -20 °C’de saklandi. Kullanimdan 6nce oda sicakligina getirilen kesitler 10 dakika
boyunca oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Boyamalar sirasinda rutin olarak kullanilan immunohistokimyasal boyama proseduri
takip edildi. Prosedurde imminoflorosans ile birlikte notral lipit boyas: ile lipit igerigini
boyamaya yonelik bir metot kullanildi (SHAW v.d., 2009). Iskelet kaslar1 igerisinde yer
alan lipitler iletisimde oldugumuz bir grup tarafindan tarafimiza temin edilen ve yeni
gelistirilen bir nétral lipit boyasi olan LD540 ile boyandi (SPANDL v.d., 2009).

Incelenecek olan BMM ve BFM 1rklari iskelet kaslarinda hangi kas lifi tipinde daha
fazla lipit depolandigini belirleyebilmek igin iki farkli seri kesit alindi. Bu kesitlerden
ilkinin lipit igerigi goriintiilemesi icin LD540 ile, digerinin ise kas lifi tiplerinin
belirlenebilmesi igin kas lifi tipi antibadileri ile boyanmasina karar verildi. Lipit boyasi ile
boyanan kesitten veri analizi icin konfokal mikroskopisi ile géruntu toplanan bélge, kas lifi
tipi boyamasi yapilan diger seri kesit tizerinde bulundu, bdylelikle kas lifi tipi belirlemesi
teyit edilip hangi kas tipi lifinde ne kadar lipit igerigi oldugu hesaplandi. Farkli lamlar
Uzerine alinan seri kesitlerden biri iizerine kas lifi tipinin belirlenmesi amaciyla yavas
kasilan (tip I) ve oksidatif 6zelliklere de sahip olmasina karsin hizli kasilan (tip Ila) kas lifi
tiplerine 6zgli miyozin agir zinciri (MHC) antikorlar1 uygulandi. Iki seri kesit tizerinde
ayn1 bolgeyi bulmay1 kolaylastirmak amaciyla, LD540 boyamasinin yapilacagi kesitte tip
Ila kas lifi tipine 6zglii MHC antibadisinin de uygulanmasi kararlagtirildi.

- Kas lifi tipi gorintilemesi icin kesitler tip | lifi birincil antibadisi (mouse anti-
myosin for human slow fibres, A4.840, Developmental Studies Hybridoma Bank of
lowa University) ve tip lla lifi birincil antibadisi (mouse anti-myosin for human
human neonatal slow and fast lla fibers, N2.261, Developmental Studies
Hybridoma Bank of lowa University) ile boyandiktan sonra tip I ve tip Ila liflerinin
gorlintiilenebilmesi i¢in sirasiyla Alexa Fluor GAMIgM 594 ve Alexa Fluor
GAMIQG,, 488 ikincil antibadileri uygulandi. Boylelikle tip lla kas liflerine ait
sinyalin Argon lazer ile 488 nm dalga boyunda illimiine edilen (yesil) kanallardan

elde edilmesi saglanmigtir. LD540 boyamasi ile elde edilen sinyaller ise Helyum-
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Neon lazer ile 543 nm dalga boyunda illimiine edilen (kirmizi) kanalda
goriintlilenmistir.

Yeni gelistirilen gii¢lii bir nétral lipit boyast olan LD540 konsantrasyonu 10ug/ml
olacak sekilde %100’liik etanol igerisinde ¢oziilerek stok soliisyonu hazirlandi.
Boya 1s18a duyarli oldugu i¢in stok soliisyonu hazirlanan ependorflar ve bu
ependorflarin saklandigi kap aliminyum folyo ile kaplanarak -20 °C derecede
muhafaza edildi. Kullanim 6ncesinde LD540 calisma soliisyonu, stok soliisyonu
1:1000 oraninda PBS ile seyreltilerek hazirlandi. Kesit iizerine uygulandiktan sonra

bu soliisyon bekletilmeden atildi.

Uygulanan proseddre gore,

Kesitler 1 saat slresince %3.7’lik formaldehit (PBS igerisinde hazirlanmis)
icerisinde bekletilerek fikse edildi.

Daha sonrasinda 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanandi.

Etraflar1 kurulanarak nemli kalmalarimi saglamak i¢in yatay olarak alt i¢ ¢eperine
islatilmis mendil konulan lam kaplar1 igerisine yerlestirildi, kesitlerin etrafi
hidrofobik kalem ile ¢izildi, boylelikle boyalarin ve antibadilerin daha az miktarda
kullanilmasi saglanmig oldu.

Daha sonrasinda kas lifi tipini belirlemek i¢in kullanilan birincil antibadiler (1:100)
kesit Gizerine uygulanarak 1 saat inkibe edildi. Kas lifi goriintiilemek i¢in kullanilan
kesitlere tip I ve tip Ila MHC antibadileri, lipit igerigini gorlintiilemek i¢in
kullanilan kesitlere sadece tip I[la MHC antibadisi uygulandi.

Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Tekrar etraflar1 kurulanarak lam kabi
igerisine yatay olarak yerlestirildi.

Kas lifi tipi goriintiilemesi i¢in kullanilan ikincil antibadiler (1:25) uygulanarak 30
dakika inkube edildi. Kas lifi goriintiilemek i¢in kullanilan kesitlere Alexa Fluor
GAMIgM 594 ve Alexa Fluor GAMIgG,, 488 ikincil antibadileri birlikte
uygulanirken lipit igerigini goriintiilemek i¢in kullanilan kesitlere sadece Alexa
Fluor GAMIgG, 488 ikincil antibadisi uygulandi.

Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi.

Daha sonrasinda sadece lipit igerigini goriintiilemek i¢in boyanan kesitler ilizerine
hazirlanan LD540 caligma soliisyonu (1:1000 oraninda PBS ile seyreltilmis)
karanlik odada kesitler iizerine uyguland1 ve 20 dakika karanlik ortamda inkiibe
edildi.
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- Kas lifi tipi boyamasi i¢in hazirlanan lam PBS ile yikandiktan sonra moviol ile
kapatma islemine geg¢ildi.

- LD540 uygulanmasi sonunda kesitler 3 dakika PBS ile yikandi.

- Kesitlerin iizeri yine karanlik odada moviol ile kaplanarak lamlar lamel ile

kapatildu.

3.5.2. Konfokal mikroskopisi veri toplanmasi ve analizi

Boyamalar yapildiktan sonra kas lifi goriintiilemesi i¢in hazirlanan kesitler 20x 0.75
NA objektife sahip olan Nikon E600 florosan mikroskobu ile goérintilendi. Alexa Fluor
GAMIgM 594 Texas red (540-580 nm) eksitasyon filtresi ile incelenirken Alexa Fluor
GAMIgG,, 488 FITC (465-495) eksitasyon filtresi ile incelendi. Florosan mikroskop
gortntiileri CCD kamera ile toplandi ve seri kesitlerin lipit i¢erigi incelenen bolgelerindeki
kas lifi tiplerinin kesinlestirilmesinde kullanildi.

Lipit igeriginin incelenmesi i¢in hazirlanan lamlar Leica DMIRE2 (Leica
Microsystems) konfokal mikroskobu ile 40x 1.4 NA yag kullanilan objektif kullanilarak
gorlntiilendi. Piksel biiytikligi 1.024x1.024 um ve pinhole 1 hava {initesi olacak sekilde
ayarlandi. Bu inceleme sirasinda Alexa Fluor GAMIgG,, 488 Argon lazer ile 488 nm’de
illumine edilirken LD540 Helyum-Neon lazer ile 543 nm dalga boyunda illumine edilerek
gorunttlendi. Elde edilen gorintiler Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics, MD, USA)
programi kullanilarak analiz edildi. Kas lifi icerigindeki lipitler (intramyocellular lipids,
IMCL) programda her grup icin esit treshold uygulanarak hesaplandi. Hesaplanan IMCL
miktar sonuglar1 toplam hiicre alanina oranlanarak rapor edildi.

Deneyler sirasinda spesifik olmayan boya baglanmasi sonucu kesitte olusabilecek arka
plan boyanmasinin tespiti i¢in negatif kontrol gorlintiilemeleri yapildi. Bu
goruntilemelerde boya yerine PBS konularak boya uygulama siiresi boyunca bekletildi ve
ayni sekilde yikanarak ayni kosullarda goriintiilendi, fare iskelet kas1 kesitlerinde boyle bir

arka plan 1gimas1 gozlenmedi.

3.6. HPLC-ELSD Calismalar:

Bu projede, Berlin lipit inbred (BFMI) ve Berlin kas inbred (BMMI) fare
modellerinin longissimus dorsi (LD) ve kuadriseps (Q) kas dokularinda, obeziteye bagh
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lipit gesitlerini ve bu lipitlerin miktarlarindaki farkliliklart belirlemek amaciyla HPLC-
ELSD (Ylksek Performansli Sivi Kromatografisi — Evaporatif Isik Sagilim Dedektori)
teknigi  kullanildi. Optimizasyon asamasinda literatiire gore denenen metotlarin yeterli
olmadigi anlasildi (PERONA ve RUIZ-GUTIERREZ, 2005, DESCALZO v.d., 2003).
HPLC-ELSD deneyleri igin halen kullanilmakta olan en son metot, ¢akisan lipit bantlarini
aynstiracak sekilde ve yeni lipit bantlar1 elde edecek sekilde gelistirildi ve lipitlerin tayini
bu metotla yapildi (OLSSON v.d., 2011, RESTUCCIA v.d., 2011). Klasik Folch metodu

gelistirildi ve lipitlerin tayini bu yeni metotla yapildi.

3.6.1. Lipit Ekstraksiyonu:

Onceki rapor donemlerinde de belirtildigi gibi, HPLC-ELSD deneylerinde
kullanilacak olan DBA/J2 ve C57BL/6J kontrol fare irklarinin; BFMI852, BFMI856,
BFMI860, BFMI861 obez inbred fare irklarinin ve BMMI806, BMMI826 ve BMMI866
kas inbred fare irklarinin LD ve Q kas dokularindan lipit ekstraksiyonuna baglanmadan
Once, en etkili lipit ekstraksiyon metotlar1 arastirildi. Denenen farkli metotlar arasinda, en
efektif protokol olan klasik Folch metodunun, lipit ekstraksiyon metodu olarak
kullanilmasma karar verildi (FOLCH, 1957; IVERSON 2001). Ozetle, kas dokusu
Kloroform ve metanol kullanilarak (2:1, v/v), son hacmi kullanilan kas dokusunun yirmi
kat1 olacak sekilde ULTRA-TURRAX T25 cihazi ile bir dakika boyunca homojenize
edildi. Elde edilen homojenat kirk dakika boyunca orbital ¢alkalayici kullanilarak
karistirildi. Daha sonra, homojenatta kalabilecek olan herhangi bir kati maddeyi bertaraf
edebilmek icin, santrifujde 2000 rpm hizinda bes dakika boyunca santrifijlendi. Kati
fazindan armman homojenatin igine daha sonra 0.9%’ luk NaCl sollsyonu katildi. Elde
edilen karisim, oda sicakliginda on dakika boyunca 2500 rpm’ de santrifujlendi. Santrifj
sonucunda olusan iki katmanlh fazin, alt katman1t HPLC-ELSD deneyleri icin toplanirken,
Ust katman fazi i¢inde lipit kalmasi ihtimaline karsi, toplanip tzerine kloroform ve metanol
eklenerek bir kere daha 2500 rpm’ de santrifiijlendi. Boylece, ilk santrifujden elde edilen
Ust fazda kalan lipitler geri kazanildi. Lipitlerin, kullanilan deney tlplnin ceperine
yapigmasi igin, 6rnekler azot gaziyla kurutuldu. Ornekler, deneylerde kullanilana kadar —
20°C'de saklandi.

DBA/J2 ve C57BL/6J kontrol fare irklarinin; BFMI852, BFMI856, BFMI8S60,
BFMI&61inbred fare irklarinin ve BMMI806, BMMIB26 ve BMMI866 inbred fare
irklarmin LD ve Q iskelet kas dokularindaki lipitler yukarida anlatilan metoda uygun
olarak ekstrakt edildi. Iskelet kas doku Orneklerinin az miktarda olmas1 sebebiyle, her bir
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dokudan 29.2 + 0.8 mg kadar kesilip tartildi. Daha sonra bu dokular, yukarida anlatildig:
gibi, son hacmi kesilen kas dokusunun yirmi kati olacak sekilde kloroform ve metanol

¢ozlculerinin igine konuldu.

3.6.2.HPLC-ELSD Deneyleri:

HPLC-ELSD deneyleri, Waters Alliance HPLC e2695 Separations Module
enstriman1 ve Waters 2424 ELS dedektori kullanilarak yapildi. Analizlerde Agilent
Polaris-Si marka silika dolgulu (150 x 4.6 mm, 3 pum partikdl biyukligi) kolon kullanildi.
Deneylere baslanmadan once, kullanilan kolon, mobil ¢ozlculer ile kolonun boyutu ve
dolgu materyalinin partikil baytkligine bagli olarak 35 dakika kadar yikandi
(http://www.nestgrp.com/pdf/colcare.pdf). HPLC deneylerinde esas olan kolon

sartlandirilmasi ise, kullanilan metodun stiresi g6z Oniine alinarak, her defasinda dortten az
olmamak kosuluyla gerceklestirildi.

Optimizasyon asamasinda, denenen metotlarin yeterli olmadigi anlasildi ve
tutulma sdreleri birbirine ¢ok yakin oldugu icin ayrismayan, kullanilan c¢oéziculerin
Ozelliginden dolay: bir arada ¢ikan lipitleri ayiracak ve ¢ozunirligi arttiracak kendine has
yeni bir metot gelistirildi. Kolon ve 6rnek odaciklarinin, ve dedektorin sicakliginin
degistirilmesi, gaz akistnin hizlandirilmas: ve c¢o6zicllere trietilamin ve asetik asitin
eklenmesiyle optimizasyon asamasinda denenen biitiin metotlardan daha iyi sonu¢ elde
edildi. Bu metotla, polarite degerleri ve molekdl agirliklar: birbirine yakin olan kolesteril
oleat, gliseril trioleat, kolesterol ya da 1-oleoil-rak-gliserol gibi lipitlerin birbirinden ayrimi
basariyla gerceklestirildi. Ayrica, kromatogramlarin fosfalipit bolgesindeki duslk
¢ozUnlrltgh de, bu yeni metotla bertaraf edildi.

Deneylerde, standartlarin ve oOrneklerin yurGtuldugi sicaklik 25°C' olup, kolon
sicakligr 22°C' ye sabitlendi. Ikili gradyan akisin oldugu bir metotla en efektif ayrim
yapildi: ¢ozlcl A, n-hekzan; ¢ozucu B, izopropanol, metanol, asetik asit ve trietilaminden
(60:40:0.2:0.1, wt) olusturuldu. Bu iki ¢oziici zamana bagl olarak farkli gradyantlarda
kullanild1 (Tablo 3). Mobil ¢ozlcilerin total akis hizi 0.8 ml/dk olarak ayarlandi. ELS
dedektortinlin, nebulizor parametresi sogutma moduna ayarlandi. DedektOriin sicakligi

70°C olup, dedektore gelen gaz akis hizi ise, 60 psi (4.13 bar) olarak ayarlandi.
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Tablo 3. HPLC deneylerinde kullanilan mobil fazlarin akis hiz1 ve zamana bagli
gradyanlari.

SURE (Dk.) | DEBI (ml/dk) | A —n-Hekzan (%) B - IPA:MeOH:AA:TEA (%)
0 0.80 100 0

3.00 0.80 100 0

5.00 0.80 90.0 10.0

17.00 0.80 60.0 40.0

18.00 0.80 0 100

23.00 0.80 0 100

26.00 0.80 90.0 10.0

28.00 0.80 100 0

DBA/J2, C57BL/6J, BFMI ve BMMI inbred farelerinin LD ve Q kas dokularindan
elde edilen lipitlerin nitel ve nicel karakterizasyonu igin, ¢esitli standartlar, kloroform ve
metanol (2:1, v/v) c¢Ozicilerinde hazirlandi, ve HPLC-ELSD enstrumaninda yukarida
belirtilen gradyan akis hizi ve sicaklik sartlarinda, 30 pl ve 50 ul alinarak yurataldd. Bu
standartlar, kolesterol (C), gliseril trioleat (TG), 1-oleoil-rak-gliserol (MG), kolesteril oleat
(CO), fosfatidilkolin (PC) ve kardiyolipin (CLPN) idi.

Yurutilmus olan 6rneklerin lipitlerinin miktarini kesin olarak tayin edebilmek igin,
standartlar farkli molaritelerde yUrutildi. Bunun sebebiyse, bu farkli konsantrasyonlar
arasinda kalan Ornek lipitlerinin miktarin1 belirleyebilmekti. Bundan dolayi, her bir
standart icin ayr bir kalibrasyon egrisi Waters Empower Pro adli bilgisayar programi
kullanilarak ¢izildi.

DBA/J2, C57BL/6J, BFMI ve BMMI inbred farelerinin LD ve Q kas dokularindan
Klasik Folch metoduyla elde edilen lipitler, —20°C' de muhafaza edildikleri yerden
cikartilip, kloroform ve metanol (2:1, v/v) solisyonlarinda ¢0ztinerek HPLC-ELSD
cihazina yukarida bahsedilen gelistirdigimiz metoda uygun yiklendi. DBA/J2, C57BL/6J
ve BFMI inbred farelerinin 6rneklerinden 30 ul alinirken, BMMI inbred fare 6rneklerinden

daha iyi 6lciim elde edebilmek icin 50 pl alinip cihazda yuratalda.
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3.7 Istatistiksel Analiz

Kontrol, BMMI ve BFMI gruplari arasindaki degisimler ve bu degisimlerin
istatistiksel anlamliligin hesaplanmasi i¢in Oneway ANOVA yontemi ve art analiz olarak
Dunnett’s testi kullanilarak tim gruplar kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak
karsilastirildi. Bu karsilastirilma sirasinda istatistiksel anlamlilik C57BL/6J 1rkina gore
tespit edilmiste # isareti ile, DBA/2J irkina gore tespit edilmigse * isareti ile gosterilmistir.

Istatistiksel anlamlilik *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 seklinde belirlenmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu proje kapsaminda yapilan ¢aligmalar dort ana alt baslik altinda rapor edilmistir:
l. Fare irklariin karakterizasyonu
a) Fare irklarinin viicut agirliklarinda goriilen degisimler
b) Fare irklar1 serum parametreleri ve ipITT sonuglari
Il. ATR-FTIR spektroskopisi ¢aligmalari
1. Gorlintlileme teknikleri ile yapilan ¢caligmalar
a) FTIR mikrospektroskopisi ¢alismalari
b) Konfokal mikroskopisi ¢aligmalari

IV.  HPLC c¢alismalari

4.1. Fare wklarinin karakterizasyonu
Yetistirilen farelerin fenotipik karekterizasyonu igin hayvanlarin viicut agirliklar

diizenli araliklarla izlenmis, baz1 kan serumu parametreleri (serum kan sekeri, insiilin,
leptin, adiponektin, kolesterol, esterifiye olmamis yag asidi, trigliserit seviyeleri)

Ol¢timleri ve ipITT testi uygulanmustir.

4.1.1. Viicut agirhklar:
Projede kullanilan farelerin viicut agirliklart degisimi Sekil 6’de gorilmektedir.

Sekil 6A’da 20 haftalik SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI farelerin viicut agirligi
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degisimleri, Sekil 6B’de ise kontrol fareleri ile SBD ve HFD ile beslenmis BFMI
farelerinin viicut agirligi degisimleri goriilmektedir. Sekil 6A’dan goriildiigii iizere, kas
kiitlesi fazla olarak sec¢ilmis olan BMMI fareleri, 6zellikle BMMIS66 ve BMMIB26
farelerinin viicut agirliklar1 diger tiim farelere gore yiiksektir. BFMI fareleri igerisinde de

yiiksek yag igerikli diyete en fazla cevabi BFMIS60 fareleri gostermistir (Sekil 6B).

SBD 20 haftalik

>

C57BL/6J
DBA/2J
BMMIg06
BMMI826
BMMI866
BFMI852
BFMI856
BFMI860
BFMI861

Viicut Agirligi (g)
AR EREREN

C57BL/6J
DBA/2J
BFMI852 SBD
BFMI852 HFD
BFMI856 SBD
BFMI856 HFD
BFMI860 SBD
BFMI860 HFD
BFMI861 SBD
BFMI861 HFD

Viicut Agirligi (g)

AR A ERENNE K

119 -
126 -
133 -
140 -

Sekil 6. 20 haftalik A) SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI farelerinin, B) SBD
verilmis kontrol, SBD verilmis BFMI ve HFD verilmis BFMI farelerinin degisik giinlerde
Ol¢iilmiis viicut agirligr degisimleri.

4.1.2. Serum parametreleri ve ipITT sonuclar:

Fareler 20 haftalik oldugunda dekapitasyon Oncesi 2 saat a¢ birakildiktan sonra

serumlar1 toplanarak bu serumlardan bazi serum parametreleri 6l¢iilmiis, buna ek olarak
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intraperitonal insiilin tolerans testi olgiimleri gergeklestirilmistir. Incelenen tiim fare

irklariin serum kan sekeri, insiilin, leptin, adiponektin, kolesterol, esterifiye olmamis yag

asidi, trigliserit seviyeleri 6l¢tim sonuglar1 Sekil 7°de gosterilmektedir.

Insiilin

Kan Sekeri

R

(1p/Buw) 119yes uey

Adiponektin

Trigliserit

(lwyBd) unda

2.0

3

mmamNen

" Q ] =]
- (-] (=]

(Inoww) y4aN

o -

(Ip/Bw) o,

Sekil 7. 20 haftalik fareler 2 saat a¢ birakildiktan sonra toplanan kan 6rneklerinden elde

edilen serum igerigindeki A) kan sekeri (mg/dl), B) insiilin (pg/dl), C) leptin (pg/dl), D)
adiponektin (pg/dl), E) trigliserit (TG, mg/dl) ve F) esterifiye olmamis yag asidi (NEFA,

mmol/l) miktarlarindaki degisimler. Kontrol ve BMM 1rklar1 sadece SBD ile beslenmis,

BFMI 1rklar1 ise hem SBD hem HFD ile beslenmistir.
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Sekil 7A’dan goriilebilecegi lizere incelenen SBD verilmis BFMI gruplarindan en
yiiksek kan sekeri seviyesine sahip olan grup BFMI861 irkidir. BFMI irklarima HFD
verildiginde kan sekeri en yiiksek olarak kaydedilen irklar ise BFM860 ve BFMI861°dir ve
bu degerler kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli artis gostermektedir. BMMI
gruplarindan BMMI806 en yiiksek kan sekeri degerine sahiptir, fakat bu deger kontrol
gruplarina goére anlamli bir farklilik gostermemektedir. Gozlenen bu kan sekeri
seviyelerine ek olarak BFMI860 ve BFMI861 gruplarinda da en yiksek insilin degeri
tespit edilmistir (Sekil 7B). Hem kan sekeri hem de insiilin seviyelerinin bu gruplarda
yiiksek olmast, bu irklarin insiilin direnci gelistirmis olabileceklerini gostermektedir. Genel
olarak HFD ile beslenmis BFMI gruplarinin daha yiiksek kan sekeri ve insiilin seviyelerine
sahip olduklar1 tespit edilmistir (Sekil 7A-B).

Obezitede artan yag dokusu, bir salgi bezi gibi gorev yaparak kan dolagimina bazi
adipokinleri salgilar. Adipoz dokudan salgilanan adipokinler arasinda leptin ve adiponektin
de yer alir. Obezitede kan dolasimindaki leptin miktarinin arttig1 ve adiponektin miktarinin
azaldig1 daha once pek ¢ok c¢alismada gosterilmistir (LAGO v.d., 2009; FAIN, 2010;
BALISTRERI v.d., 2010). Calismamizda kullanilan fare irklar1 serum leptin seviyesinin
BFMI 1rklarinda daha yiiksek oldugu ve bu gruplar igerisinde de HFD ile beslenmis
BFMI860 ve BFMI861 1rklarinda en {ist seviyede oldugu tespit edilmistir. Tiim HFD ile
beslenmis BFMI 1rklarinda leptin seviyesinin kontrollerden istatistiksel olarak anlamli bir
seviyede yiksek oldugu gézlenmistir (Sekil 7C). Kullanilan fare irklarinda adiponektin
seviyesine de bakilmis ve kontrollerin, 6zellikle C57BL/6J’nin adipnektin seviyesinin
BFMI irklariddan daha yiiksek oldugu, buna ilaveten BMMI irklarinin adiponektin
seviyelerinin BFMI 1rklarindan daha yiiksek oldugu ve en yiiksek adiponektin seviyesine
sahip olan 1rkin BMMI806 oldugu tespit edilmistir (Sekil 7D). Serum trigliserit miktarinin
BFMI860 ve BFMI861 irklarinda, 6zellikle HFD ile beslenmis gruplarda, daha ylksek
oldugu gozlenmistir (Sekil 7E). Serum NEFA miktar1 ise BFMI860 1rklarinda en yiiksek
olarak kaydedilirken, BFMI861 irkinin BFMI860 1rkindan daha diisiik NEFA seviyesine
sahip oldugu gézlenmistir (Sekil 7F).

Incelenen fare irklarindaki insiilin duyarlilign miktarin1 dlgmek igin ipITT testi
yapilmustir, bu testin sonuglari Sekil 8’de gosterilmektedir. Sekil 8A’da 10 haftalik tim
SBD verilmis gruplarin ipITT sonuglari, Sekil 8B’de 10 haftalik SBD ile beslenmis kontrol
gruplar1 ile SBD ve HFD verilmis BFMI farelerinin ipITT sonuglari, Sekil 8C’de 20
haftalik tiim SBD verilmis gruplarin ipITT sonuglari, Sekil 8D’de ise 20 haftalik SBD ile
beslenmis kontrol gruplar1 ile SBD ve HFD verilmis BFMI farelerinin ipITT sonuglari
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verilmistir. Grafiklerde x ekseninde gosterilen zaman insilin enjeksiyonundan sonra 6l¢iim

alinan zamani gostermektedir.

A 10 hafta ipITT B 10 hafta ipITT
- C57BL/6J - C57BL/6J
150+ 300
= = DBA2J = ¥ i -+ DBA2J
3 - BMMI306 3 a/ ~e. -+ BFMIS352 SBD
E BMMIS26 E -+ BFMI852 HFD
5 100 —+ BMMISE6 - - BFMI356 SBD
4 =
@ - BFMIS52 3 BFMI856 HFD
c = BFMIS56 c -8 BFMI860 SBD
< - BFMI860 e -& BFMI860 HFD
50 - BFMI861 SBD
N
N v J T eI T T T T4 BFMIS61 HFD
0 min 15min  30min 60 min Omin  15min 30 min 60 min
Zaman (dak) Zaman (dak)
C 20 hafta ipITT D 20 hafta ipITT
- C57BL/6J ~ C57BL/SJ
= -=- DBA/2J __ 2004 = DBA2J
Ea b Bnior' 5 5wz
E s = : BFM:85: :ao
£ 4004 il ey $ BFMIS56 HFD
3; pilsivie @ 1001 = BFMIS60 SBD
= BFMIS56
E -4 BFMISE0 3 -4 BFMI860 HFD
] e L\ beasest 504 % BFMIg61 SBD
Omin  15min  30min 60 min omin 15min_ 30min_ 60min ¥ DFMBE1 HFD
Zaman (dak) Zaman (dak)

Sekil 8. A) 10 haftalik SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI farelerinin, B) 10
haftalik SBD ile beslenmis kontrol, SBD ve HFD ile beslenmis BFMI farelerinin, C) 20
haftalik SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI farelerinin, D) 20 haftalik SBD ile
beslenmis kontrol, SBD ve HFD ile beslenmis BFMI farelerinin ipITT testi sonuglari.

Elde edilen 10 haftalik SBD ile beslenmis farelerin ipITT test sonuglarina gore,
inslilin enjeksiyonundan sonra kan sekeri degerinde BMMI ve kontrol farelerinin BFMI
fareleri ile karsilagtirildiginda daha hizli bir diistis gosterdikleri tespit edilmistir (Sekil 8A).
BFMI fareleri ise kan sekeri seviyelerinde daha yavas bir diisiis gostermektedir. Bu durum
20 haftalik farelerde de gozlenmistir, sadece BFMI861 1rki kan sekeri seviyesi insiilin
enjeksiyonundan hi¢ etkilenmemis ve artmaya devam etmistir (Sekil 8C). 10 haftalik HFD
ile beslenmis 10 haftalik BFMI farelerinde SBD ile beslenmis farelere gore daha yuksek
kan sekeri degerleri elde edilmistir. Ayrica, HFD verilmis gruplar daha sabit kan sekeri
degerleri ortaya koymuslardir (Sekil 8B). HFD verilmis 20 haftalik farelerin ipITT
grafikleri de en yiiksek kan sekeri degerlerinin BFMIS860 ve BFMI861 irklarinda
g6zlendigini ortaya koymustur (Sekil 8D).

Tiim bu grafiklerden, BFMI 1rklarinda insiilin enjeksiyonuna verilen cevabin kan
sekeri seviyelerinin daha yavas diisiisii seklinde oldugu goriilmiistiir. Bu da insiilin

duyarliliginda bir azalma gdosterdiklerine isaret etmektedir. Bu irklar igerisinde insiilin
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direnci gelistirmeye en yakin wrklar ise BFMIS60 ve BFMIS61 1rklaridir. ipITT
degerlerinde gozlenen bu sonuglar, Olglilen serum parametleri ile birlikte goz Oniine
alindiginda da BFMI860 ve BFMI861 irklarinin, 6zellikle de HFD ile beslendiginde

insiilin direnci gelisimi gostermis olabilecekleri sonucuna varilmaktadir.

4.2. ATR-FTIR Spektroskopisi Calismalar:

Molekiillerin degisik dalga boylarindaki titresim gruplarin1 goriintiileyerek bu
molekiillerin yapisal, fonksiyonel ve dinamik 6zelliklerinin karakterize edilmesini saglayan
bir teknik olan ATR-FTIR spektroskopik teknigi, projemizde kontrol, BMMI ve BFMI fare
wklari LD ve Q iskelet kaslarindaki makromolekullerin, 6zellikle lipitlerin, relatif
miktarlarinin ve dinamiginin tespiti ve yapisal Ozelliklerinin arastirmasi amaciyla
kullanilmistir.

Sekil 9°da bir iskelet kasmm ham spektrumunun 4000-900 cm™ frekans
araligindaki sogurma bantlar1 gosterilmistir. Molekiillerdeki degisik fonksiyonel gruplar
FTIR spektrumunda karakteristik sogurma bantlar1 olusturmaktadir (MANTSCH, 1984,
DIEM, 1999; CAKMAK v.d., 2006; OZEK v.d., 2009; BOZKURT v.d., 2010; OZEK v.d.,
2010). Sekil 9’da numaralandirilmis bantlarin tanimlar1 literatiire gore Tablo 4’de

belirtilmistir.

Sogurma (Birimsiz)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 900
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 9. 4000-900 cm™ araliginda kayit edilen drnek iskelet kas dokusu spektrumu.
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Tablo 4. Iskelet kas dokusunun IR spektrumundaki baslica sogurmalar (RIGAS v.d., 1990;
WONG v.d., 1991; TAKAHASHI v.d., 1991; JACKSON v.d., 1998; LYMAN v.d., 1999;
MELIN v.d., 2000; CAKMAK v.d., 2006; TOYRAN v.d., 2006; OZEK v.d., 2009; OZEK
v.d., 2010; BOZKURT v.d. 2010).

Band No Frekans (cm™) Tanim

1 3280 Amid A: N-H gerilme, protein
2 3010 Olefinik HC=CH gerilme: doymamus lipit
3 2960 CH3 antisimetrik gerilme: ¢ogunlukla lipit
4 2927 CH; antisimetrik gerilme: ¢ogunlukla lipit
S) 2874 CH3; simetrik gerilme: cogunlukla protein
6 2855 CH; simetrik gerilme: cogunlukla lipit
7 1740 Ester C=0 gerilme: lipit
8 1638 Amid I: protein (80% C=0O gerilme, 10% N-H bukilme,
10% C-N gerilme)
9 1545 Amid II: protein (60% N-H bukilme, 40% C-N gerilme)
10 1452 CH,, bukulme: lipit
11 1394 COO- simetrik gerilme: yag asitleri
12 1343 CH:, kolajen yan zincir titresimleri
Proteoglikanlarin  siilfat gerilim, kolajenin  Amid Il
13 1240 titresimleri ve glisin ve prolin kaynakli CH, sallanma
titresimleri
CO-O-C antisimetrik gerilme: fosfolipitler, trigliseritler ve
14 1171 .
kolesterol esterleri
15 1080 PO,  simetrik gerilme: ¢ogunlukla niikleik asitlerden az

kismu fosfolipitlerden
16 1045 C-O gerilme: glikojen, polisakkaritler, karbonhidratlar
C-N+-C gerilme: nikleik asitler, RNA riboz-fosfat ana
17 976 R i
zincir titregimleri

IR bandlarinin sinyal siddetleri ve bu bandlarin altinda kalan alanlar, adi gecen
fonksiyonel grubun konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir (FREIFELDER v.d., 1982;
TAKAHASHI v.d., 1991; LIU v.d., 2002; SEVERCAN v.d.; 2005; CAKMAK v.d., 2006).
Yapilan analizler sonucu elde edilen baslica fonksiyonel gruplarin frekans ve bant alam
degerlerindeki degisimler Tablo 5-12’de gosterilmistir.

Sekil 10 ve 11, SBD ile beslenmis kontrol DBA/2J, BMMI806, BFMI1860 ve HFD
ile beslenmis BFMI860 fare modellerinin, sirastyla LD ve Q iskelet kas dokularinin 3050 —
2800 cm™ bolgesindeki ortalama FTIR spektrumlarmi gostermektedir. Gruplar arasinda
gorsel karsilastirma yapabilmek icin spektrumlar CH3 antisimetrik gerilme bandina gore

normalize edilmistir.
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Sekil 10. SBD ile beslenmis kontrol DBA/2J, BMMI806, BFMI860 ve HFD ile beslenmis
BFMI860 fare irklari LD kas dokularma ait 3025-2800 cm™ frekans araliginda CH3
antisimetrik gerilim bandina gore normalize edilmis ortalama spektrumlar.

DBA/2J
— BMMI806
—— HFD BFMI860
. — SBD-BFMIS60
=
<
:
=]
QD
=)
7]
3025 2980 2940 2900 2860 2800

DALGASAYISI(cm™)

Sekil 11. SBD ile beslenmis kontrol DBA/2J, BMMI806, BFMI860 ve HFD ile beslenmis
BFMI860 fare irklari Q kas dokularina ait 3025-2800 cm™ frekans araliginda CHj
antisimetrik gerilim bandina gore normalize edilmis ortalama spektrumlar.

Bu bolgedeki bantlar sirasi ile olefinik HC=CH gruplarindaki CH gerilmelerinin
titresimlerinden, CHg3 antisimetrik gerilme titresimlerinden, CH, antisimetrik gerilme
titresimlerinden, CHj3 simetrik gerilme titresimlerinden ve CH, simetrik gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir (WATTS ve DE PONT, 1986; SEVERCAN v.d.,
2000; SEVERCAN v.d., 2005; CAKMAK v.d., 2006). Bu bolgede bulunan CH,
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antisimetrik, CH, simetrik ve CH3 antisimetrik gerilme titresimlerinin bant siddetleri veya
band alanlart  agirlikli olarak sistemdeki lipit miktart ve CHjs simetrik gerilme
titresimlerinin bant siddeti/alan1 ise  sistemdeki protein miktarlar1 hakkinda bilgi
vermektedir (MANTSCH, 1984; SEVERCAN v.d.,, 2000, SEVERCAN v.d., 2010,
CAKMAK v.d. 2011).

Projede kullanilan BMMI modellerinden BMMI826 ve BMMI866 fare irklarinin
homozigot myostatin mutasyonuna sahip oldugu, BMMI806 irkinda ise myostatin biiylime
faktorinl kodlayan genin (wild type) bulundugu Prof. Dr. Gudrun Brockmann’in grubu
tarafindan tespit edilmistir. Myostatin, bir gelisim faktorii (growth factor) olup kas gelisimi
uzerine olumsuz etkiye sahiptir. Myostatin konsantrasyonu ne kadar artarsa bireyde kas
gelisimi o kadar azalmaktadir. Myostatin yoklugunda ise kas gelisimi artmakta ve kas
igerisindeki yag orani azalmaktadir (GUO v.d., 2009). Yapilan ¢alismalarda myostatin
yikiminin yani myostatin yoklugunun obezite gelisimini azalttig1 gosterilmistir (ZHAO
v.d., 2005). Projemizde de, BMMI826 fare modelinin, mutasyon dolayisiyla daha fazla kas
gelisimi gosterdigi ve daha az yag igerigine sahip oldugu projemizin Alman grubunun
yapmasi planlanan g¢aligsmalar dahilinde niikleer manyetik resonans (NMR) teknigini
kullanan bir cihaz olan SMART Trac sistemi ile Prof. Dr. Gudrun Brockmann’in grubu
tarafindan tespit edilmistir (KARST v.d., 2010). Bu sonug, ATR-FTIR ¢alismamizin
sonuglart ile de desteklenmektedir. Tablo 4’te goriildiigii gibi ¢calismamiz sonucunda LD
kas dokusunda da BMMI826 ve BMMI866 fare modellerinde CH; antisimetrik, CH,
simetrik ve CHj antisimetrik gerilme titresimlerinin bant alanlarinin, dolayisi ile lipit
konsantrasyonlarinin, BMMI806 grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Sekil
12A’da CH; antisimetrik, CH, simetrik, CH3 antisimetrik gerilme titresimlerinin ve CHj
biikiilme titresiminin bant alanlarinin toplanmasi ile elde edilen toplam lipit oraninin LD
ve Q kaslarinda degisimleri gosterilmistir. Sekil 12A’da goriilebilecegi tizere BMMI1826 ve
BMMI866 irklarinda toplam lipit miktar1 LD kasinda BMMI806 1rkina gore daha diisiiktiir.
Bunun yani sira, LD kasinda tiim 1rklar igerisinde en diisiik toplam lipit miktarma sahip
olan irklar da BMMI826 ve BMMI866°dir (Sekil 12A). Q kasinda ise BMMI irklar
arasinda lipit bant alanlar1 birbirine yakin olarak hesaplanmis ve anlamli degisiklikler
goriilememistir.

Kullanilan BFMI 1rklar1 birbirleriyle kiyaslandiginda, BFMI860 fare irklari, en
yiiksek viicut yag yiizdesine sahip farelerdir. Kandaki seker konsantrasyonun en yuksek
oldugu irk BFMI861'dir ve en diisiik kan seker konsantrasyonuna sahip fare irki ise

BFMI856'dir (MEYER v.d., 2009). Bu ¢alisma sonuglarina gore, lipitlerden kaynakli CH>
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antisimetrik, CH, simetrik, CH3 antisimetrik gerilme titresimlerinin ve CH, bikulme bant

rtarken BFMI852 1rkinda HFD ile beslenmenin lipit igeriginde pek bir de

-

alanlariin toplamindan elde edilen total lipit degerlerine bakildiginda, SBD ile beslenmis
icerigi a

BFMI852, BFMI860 ve BFMI861 irklarimin LD kaslarinda en fazla lipit igeriginin
bulundugu gozlenmistir (Sekil 12A). Bu irklar HFD ile beslendiklerinde LD kaslarinin lipit

|ueje jueg

|UBIO Ue[e Jueg

neden olmadigi gozlenmistir. HFD verilmis gruplar arasinda en fazla lipit icerigi her iki

kasta da BFMI860 1rkinda goriilmiistiir.

Sekil 12. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklart LD ve Q kaslarinda A) total lipit miktarinda, B) lipit icerigindeki metil grubu

dagiliminda (CH3 antisimetrik gerilim bant alani/total lipit), C) lipit icerigindeki metilen

grubu dagiliminda (CH, antisimetrik gerilim bant alani/total lipit) olan farkliliklar:
gosteren bar diagramlari (Verilen deger DBA/2J irkina gore anlamli ise *, C57BL/6J 1irkina

gore anlamli ise # isareti ile gosterilmistir).



Tablo 5. SBD ile beslenmis kontrol ve BMMI fare hatlar1 LD iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin alan degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.
Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢cin *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant C57BL/6J DBA/2J BMMI BMMI BMMI
No (n=6) (n=6) NN806 (n=6) CC826 (n=6) CC866 (n=6)
2 3010 2.39+0.05 1.89 + 0.07" 1.63 ﬁ:%r(])***v o 2.10 £0.017 " 2.54+0.017
3 2960 2.56 +0.06 2.52+0.08 2.66 +0.04 2.39+0.06 2.27+0.03
4 2927 2.30+0.04 2.32+0.07 2.26+0.08 2.15+0.09 2.13+0.04
5 2874 0.64 +0.01 0.68+0.03 0.57 +0.02 0.54 +0.02 0.66 +0.01
6 2855 0.59 +0.01 0.52 +0.02 0.53+0.02 0.46 +0.02 0.44 +0.01
7 1740 0.27 +£0.02 0.20 +0.02 0.24 +0.01 0.16 +0.017 0.18 +0.01
8 1656 16.89 + 0.34 16.71+0.66 16.36 + 0.30 15.97 £0.70 16.21+0.28
9 1540 8.80 +0.29 9.71+0.76 8.36 + 0.34 8.40 £ 0.77 7.90+0.28
10 1452 2.20+0.05 2.42+0.15 1.91 + 0.06 1.85+0.13 1.70 + 0.05
11 1394 2.14+0.07 2.20+0.16 1.78 £ 0.05 1.72+0.11 1.74 +0.05
12 1343 0.79 £ 0.02 0.99 + 0.06 0.74 £0.01 0.63£0.03" 0.72 £0.02°
13 1240 1.78 £ 0.04 2.07+0.16 1.46 +0.13 1.38 +0.11 1.32 +0.05
14 1170 0.80 +0.02 0.81+0.04 0.98 +0.03 0.79+0.03 0.78 £0.02
15 1080 1.05 £ 0.02 1.06 + 0.05 0.85+0.02 0.72+0.04 0.75+0.02
16 1046 0.25+0.01 0.26 +0.01 0.20 +0.01 0.17+0.01 0.18 +0.01
17 976 0.03 + 0.002 0.03 + 0.002 0.03 +0.001 0.03 + 0.002 0.03 +0.001
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Tablo 6. SBD ve HFD ile beslenmis BFMI fare hatlar1 LD iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin alan degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.
Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢cin *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant BFMI852 SBD | BFMI852 HFD | BFMI856 SBD | BFMI856 HFD | BFMI860 SBD | BFMI860 HFD | BFMI861 SBD | BFMI861 HFD
No (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Alan

2 | 3010 | 1.85%0.04" 1.92 +0.01% 2.08 +0.01" " 1.99 + 0.05" 1.90 + 0.03" 2.00 + 0.00% 1.77 £ 0.07" 2.08 +0.02" "
3 | 2960 2.53 +0.08 2.74 +0.09 2.52 +0.03 3.16 £0.15 ™ 2.86+0.10 3.34+£024 " 2.47 +0.07 3.35+£0.15
4 | 2927 2.54+0.15 2.55+0.17 2.23+0.06 3.05+0.12"% 2.68+0.12 2.74+0.28 2.70+0.08 2.71+0.18

5 | 2874 0.56 +0.03 0.74 +0.04 0.55+0.01 0.89 +0.05" 0.67 +0.03 0.94+0.11 ™ 0.73+0.02 0.96 £0.07 ™
6 | 2855 0.67 +0.05 0.64 +0.04 0.46 +0.02 0.65 + 0.02 0.60 +0.03 0.59 +0.07 0.69 +0.03" 0.56 + 0.05

7 | 1740 0.34+0.02 0.35+0.04 0.29+0.01 0.35+0.04 0.30+0.01 0.37 + 0.05** 0.30 £ 0.02 0.35 + 0.05*

8 | 1656 16.77 £0.91 16.15 + 0.22 16.44 +0.28 17.64 + 1.54 17.18 £ 0.45 19.98 + 1.58 17.77+0.56 19.74 +£0.97

9 | 1540 8.89 +0.94 7.96 +0.16 7.98+0.28 10.03 + 1.69 9.21+0.47 13.16 + 1.997 11.34+0.31 12.38+1.16
10 | 1452 2.39+0.21 2.10+0.04 2.01+0.06 2.56 +0.33 2.22+0.11 2.99 +0.41 2.73+0.11 2.85+0.24
11 | 1394 2.03+0.19 1.99 + 0.03 1.98 + 0.06 2.38+0.36 2.11+0.12 3.02+0.46 2.62+0.06 2.85+0.24
12 | 1343 1.01 +0.08 0.61+0.02" 0.82 +0.02 0.96 +0.12 0.84 +0.06 0.92 +0.10 1.10 +0.04” 0.85+0.06
13 | 1240 2.06 +0.20 1.76 £ 0.02 1.48 + 0.05 2.28+0.27 1.63+0.12 2.53+0.36 2.32+0.10 2.43+0.22
14 | 1170 1.09 + 0.06" 1.05 +0.02 0.84 +0.02 1.11+0.06"" 0.86 +0.07 1.11+0.15"" 0.94 +0.03 1.12+0.10""
15 | 1080 1.10 £ 0.08 1.13+£0.08 0.85+0.03 1.54 £0.13 1.07 £ 0.08 1.65+0.34"" 1.22 +£0.02 1.62£0.17°
16 | 1046 0.25+0.02 0.34 +0.04 0.20+0.01 0.45+0.03"" 0.29 +0.02 0.46+0.11"" 0.26 +0.01 0.43 + 0.05"
17 | 976 0.04 +0.003 0.02 + 0.003 0.03 + 0.002 0.03 + 0.003 0.03 + 0.006 0.05 + 0.002 0.04 +0.004 0.03 + 0.004
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Tablo 7. SBD ile beslenmis kontrol ve BMMI fare hatlar1 Q iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin alan degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.
Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢cin *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant C57BL/6J DBA/2J BMMI BMMI BMMI
No (n=6) (n=6) NN806 (n=6) CC826 (n=6) CC866 (n=6)
2 3010 2.59+0.05 2.00 + 0.01% 1.99??)?03”‘* 2.03 +0.04™ 2.73+0.05
3 2960 2.46 + 0.06 2.51+0.04 2.56 +0.06 2.62+0.08 2.59+0.08
4 2927 2.75+0.12 2.52+0.08 2.45+0.08 2.49+0.11 2.59+0.11
5 2874 0.70 + 0.03 0.62 +0.02 0.68 +0.02 0.67+0.03 0.67+0.03
6 2855 0.67 +0.04 0.53 £ 0.02 0.51 +0.02 0.51 +0.03 0.54 +0.03
7 1740 0.27 £0.02 0.20 +0.00 0.26 +0.02 0.23+0.01 0.18 £ 0.01
8 1656 18.52 + 0.59 17.83 £ 0.62 17.09 + 0.59 17.68 + 0.65 17.85+0.75
9 1540 11.60 £ 0.76 9.85 +0.50 9.90 + 0.64 10.81 £ 0.77 10.83 + 0.69
10 1452 2.81+0.15 2.49+0.16 2.34+0.12 2.43+0.15 2.27+0.13
11 1394 2.64+0.17 2.20+0.11 2.00+0.13 2.17+0.16 2.19+0.11
12 1343 1.05 + 0.05 1.05 +0.07 0.85+0.05 0.89 +0.05 0.83+0.03
13 1240 2.35+0.12 2.06+0.18 1.61+0.10 1.78 £0.11 1.77 £0.10
14 1170 0.99 +0.05 0.85+0.00 0.61 + 0.06# 0.65 + 0.04 0.63 £ 0.02
15 1080 1.27 £0.07 1.14+0.06 0.92 + 0.05 0.93 £ 0.05 0.90 + 0.03
16 1046 0.32 £0.02 0.25 + 0.02 0.20 0.01 0.21 +0.01 0.27 £0.01
17 976 0.04 +0.003 0.04 +0.001 0.02 + 0.004 0.03 + 0.003 0.03 + 0.004
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Tablo 8. SBD ve HFD ile beslenmis BFMI fare hatlar1 Q iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin alan degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak

hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.

Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢cin *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant BFMI852 SBD | BFMI852 HFD | BFMI856 SBD | BFMI856 HFD | BFMI860 SBD | BFMI860 HFD | BFMI861 SBD | BFMI861 HFD

No (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Alan

2 3010 | 2.02+0.04" 1.92+0.01" [ 227£0.027% | 1440017 | 1.84x007"" 1.88 + 0.00" 1.99 £0.02%* [ 2.02 +0.01"
3 | 2960 2.55+0.11 3.14 £ 0.00 2.24+0.10 3.03+0.10 3.21+0.19"% | 3.44+0.337 " 293+0.09 |3.1+0.04
4 | 2927 2.45+0.14 2.65+0.06 2.50 +0.22 2.84+0.14 3.03+0.19 3.26 +0.45 2.73+012 | 2.77+0.07
5 | 2874 0.66 + 0.04 0.82+0.01 0.54 +0.05 0.81 +0.04 0.88 + 0.06* 1.02+0.15 ™ 0.79+0.04 | 0.95+0.03
6 | 2855 0.56 +0.03 0.61+0.02 0.68 + 0.07 0.68 +0.02 0.73+0.04 0.80 +0.13" 0.64+0.03 |0.61+0.02
7 | 1740 0.27 +0.01 0.25 + 0.02 0.31+0.03 0.34 +0.05 0.32+0.04 0.35 + 0.05* 0.27+0.02 | 0.29 +0.04
8 |1656 | 17.31+0.95 17.98 +0.43 17.03+0.95 17.06 + 1.19 19.47+1.19 20.64 + 2.01 18.88+0.72 |19.85+0.78
9 |1540| 10.23+1.12 10.21 +0.45 9.77+1.13 9.64+1.14 13.12 +1.37 14.97 + 2.63 12.31+097 |12.96+0.78
10 | 1452 2.15+0.20 2.59+0.12 2.21+0.21 2.47+0.25 2.68+0.23 3.49+0.58 2.68+0.17 [3.13+0.24
11 | 1394 2.07+0.24 2.45+0.10 2.06 +0.21 2.26+0.25 2.59+0.27 3.46 + 0.63 254+020 |2.88+0.17
12 | 1343 0.80 +0.07 1.05 + 0.05 0.75+0.05 0.91+0.09 0.88+0.08 1.1+0.14 0.99+0.06 | 1.15+0.08
13 | 1240 1.60 +0.16 2.29+0.11 1.74+0.16 2.24+0.23 2.06 +0.17 2.91+0.45 2244015 [277+0.26
14 | 1170 0.83+0.07 0.97 +0.04 0.88+0.03 1.16 + 0.06 1.13+0.07 1.26 +0.56" 1.07+0.07 |1.1+0.03
15 | 1080 0.90 +0.09 1.48 £ 0.02 0.93+0.10 1.43 £ 0.08 1.23£0.08 1.90 +0.42" 1.18+0.10 | 151+0.09
16 | 1046 0.21+0.02 0.39+0.01 0.22+0.03 0.36 + 0.02 0.33+0.03 0.63+0.17 ™ 0.26+0.02 | 0.5%0.04"
17 | 976 0.03 + 0.002 0.03 + 0.002 0.04 + 0.006 0.09 + 0.001 0.03 + 0.006 0.06 + 0.015 0.04+0.003 | 0.03+0.01
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Tablo 9. SBD ile beslenmis kontrol ve BMMI fare hatlar1 LD iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin frekans degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.

Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢in *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant No C57BL/6J DBA/2J BMMI BMMI BMMI
(n=6) (n=6) NN806 (n=6) CC826 (n=6) CC866 (n=6)
Frekans
2 3013.27 + 1.59 3016.11 + 0.16 3012.67 +0.92 3015.92 + 1.42 3011.08 +1.19™
3 2961.43 + 0.94 2959.28 + 0.39 2959.27 + 0.37 2958.77 + 0.28" 2962.43 + 0.63"
4 2923.71 + 0.62 2923.07 + 0.20" 2922.39 + 0.56 2924.13 + 1.01 2923.08 + 0.31
5 2872.79+0.10 2873.28 + 0.11% 2873.19+0.11 2873.27 £ 0.15 2872.56 + 0.18™
6 2852.66 + 0.04 2852.61 + 0.10 2852.34 +0.17 2852.63 +0.18 2852.50 + 0.09
7 1741.75 + 0.63 1741.61 + 0.89 1741.36 + 0.55 1740.15 + 0.33 1741.76 + 0.30
8 1638.09 + 0.06 1638.14 + 0.31 1638.61 + 0.05 1638.27 + 0.16 1638.43 + 0.13
9 1547.44 + 0.13 1547.08 + 0.99 1547.90 + 0.20 1548.40 + 0.28 1548.23 + 0.22
10 1452.56 + 0.50 1453.92 + 0.91 1452.39 + 0.39" % 1456.21 + 0.56" % 1455.92 + 0.26"
11 1399.46 + 0.72" 1398.03 + 0.18"* 1398.12 + 0.13% 1397.75 + 0.11%% 1397.78 + 0.13"
12 1345.11 + 0.13 1343.67 £ 0.35 1343.65 + 0.65 1343.34 £ 1.14 1343.90 + 0.90
13 1241.39 + 0.14 1240.55 + 0.24 1238.81 + 0.47 1238.65 + 0.60 1238.45 + 0.92°
14 1172.03 £+ 0.13 1171.37 +0.40 1172.67 +0.41" 1172.68 + 0.13 1172.41 +0.12
15 1080.46 + 0.45 1079.68 + 0.41 1078.96 + 0.12" 1078.50 + 0.25" 1078.42 + 0.22" *#*
16 1046.15 + 0.07" 1047.19 + 0.11%% 1045.88 + 0.13" 1045.95 + 0.14" 1045.89 + 0.03"
17 976.11 +0.21 975.37 + 0.69 976.47 + 0.34 976.59 + 0.49 976.92 + 0.25
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Tablo 10. SBD ve HFD ile beslenmis BFMI fare hatlar1 LD iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin frekans degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak

hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.

Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢cin *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant BFMI852 SBD BFMI1852 HFD BFMI856 SBD BFMI1856 HFD BFMI860 SBD BFEMI860 HFD BFMI861 SBD BFEMI861 HFD
No (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Frekans

2 3010.80+1.11" | 3003.09+0.65 | 3011.09+1.02** | 3002.31+0.17" " 3012.01 + 1.02 3005.92 + 1.14* " ## 3012.95 +0.71 3009.78 + 0.24"
3 2958.91 + 0.77" 2957.85 + 0.04" 2959.56 + 0.25 2957.54 + 0.21% 2961.31 + 1.25 2958.28 + 0.13" 2959.07 + 0.33 2957.86 + 0.06"
4 2922.58 + 0.81 2923.67 + 0.08 2923.27 + 0.28 2924.09 + 0.09 2923.13+0.15 2923.57 + 0.03 2923.12 +0.15 2923.45 + 0.09

5 2873.05+0.12 2873.11 £ 0.04 2873.52 + 0.23" 2872.47 +0.09” 2872.91+0.17 2871.98 + 0.22**"# 2873.26 + 0.09 2871.70+0.19 *#*
6 2852.29 + 0.15 2853.30 £ 0.037* 2852.46 + 0.06 2853.30 £ 0.07" * 2852.50 + 0.12 2852.80 + 0.06 2852.68 + 0.05 2852.84 + 0.10

7 1743.73+0.77 1741.55 + 0.36 1742.24 + 0.68 1742.70 + 0.23 1741.97 £ 0.57 1742.91 + 0.36 174252 +0.78 1742.68 + 0.01

8 1638.98 +0.30™" 1638.27 £ 0.17 1638.76 + 0.09 1638.41 + 0.16 1638.55 + 0.13 1637.87 + 0.30 1638.49 + 0.08 1638.28 + 0.17

9 1549.05 + 0.80 154752 + 0.17 1547.83+0.17 1547.11 + 0.70 1547.12 +0.24 1546.07 + 0.90 1546.90 + 0.70 1546.82 + 0.40
10 1456.48 + 0.87 " 1454.90 + 0.28 1455.74 + 0.35" 1455.24 + 0.79" 1454.99 + 0.48 1454.17 + 0.67 1454.07 £ 0.16 1454.43 + 0.20
11 1398.31 + 0.18" 1397.87 + 0.08" 1397.74 + 0.16" 1397.86 + 0.14" 1398.05 + 0.12%# 1397.54 + 0.27"% 1397.94 + 0.08" 1397.77 £ 0.11%%
12 1340.58 + 0.94% 1343.53 + 0.49 1343.71+0.74 1343.78 + 0.26 1343.16 + 1.03 1340.92 + 0.62% 1341.50 + 0.94" 1343.94 + 0.23
13 1239.44 + 0.54 1239.81 + 0.28 1237.16 £ 1,327 ## 1239.08 + 0.68 1238.94 + 0.65 1238.90 + 0.52 1240.11 + 0.20 1238.92 + 0.25
14 | 1173.89+0.69  ** 1172.46 + 0.01 1172.55 +0.13" 1172.40 + 0.05 1172.78 £ 0.23" 1172.41 + 0.08 1172.35+0.26 1172.60 + 0.06
15 1079.72 £ 0.27 1077.54 +0.237** | 1078.83 + 0.16" 1075.93+0.16 ™ | 107750 + 0.64  ** | 1077.39+0.13" " ** 1079.05 + 0.24# 1076.98 + 0.117 *#*
16 1046.06 £ 0.15" 1045.89 + 0.06" 1045.86 + 0.06" 1046.06 + 0.05 1046.24 +0.13"" 1045.80 + 0.03"" 1046.49 £ 0.16" 1045.81 +0.03""
17 975.94 + 0.49 976.14 + 0.29 976.37 + 0.28 975.89 + 0.42 976.08 + 0.54 976.55 + 0.04 974.41 + 0.39 976.74 + 0.29
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Tablo 11. SBD ile beslenmis kontrol ve BMMI fare hatlar1 Q iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin frekans degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.

Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢cin *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant No C57BL/6J DBA/2J BMMI BMMI BMMI
(n=6) (n=6) NN806 (n=6) CC826 (n=6) CC866 (n=6)
Frekans
2 3012.77 £ 1.34 3016.18 + 0.18 3012.40 + 0.76 3013.84 £ 1.35 301221+ 1.57
3 296151 +0.83 2059.64 + 0.19 2959.98 + 0.54 2959.17 + 0.28# 2961.16 + 0.58
4 2923.31+0.39 2023.62 + 0.31 2922.89 +0.23 292351 +0.18 2922.86 +0.27
5 2873.26 £ 0.16 2873.17 + 0.21 2873.33 £ 0.14 2873.42 £0.10 2872.90 + 0.06
6 285251+ 0.14 2852 65 + 0.15 2852.67 +0.08 2852.78 £ 0.21 2852.60 £ 0.17
7 174161 +0.56 1741.91 + 0.27 1741.43+0.83 1740.38 +0.31 174121 +0.51
8 1637.98 +0.20 1638.60 + 0.12 1638.28 +0.33 1638.07 £ 0.20 1638.07 £ 0.15
9 1547.01 £0.15 1547.82 + 0.60 1547.74 +0.83 1546.90 + 0.85 1546.83 +0.42
10 1453.91 +0.08 1454.71 + 0.28 1454.91 + 0.50 1454.63 +0.49 1454.40 +0.28
11 1397.86 + 0.63 1397.97 + 0.12 1397.99 +0.10 1397.91 +0.16 1397.63 £ 0.20
12 134141 +1.24 1342.24 + 0.82 134161 +1.23 1342.87 £1.05 134297 +1.16
13 1239.96 + 0.05 1239.57 + 0.39 1240.57 £ 0.17 1240.27 £ 0.24 1240.34 £ 0.22
14 117252 +0.14 1172.61 + 0.18 1172.82 +0.39 1172.45 +0.20 1172.36 +0.06
15 1080.90 + 0.29 1079.44 + 0.14 1079.33 £ 0.24° 1079.24 £ 0.23° 1079.78 £ 0.22
16 1046.25 + 0.06 1046.89 + 0.15 1046.06 + 0.07" 1045.87 +0.07 1046.02 £ 0.09™
17 974.62 +0.64 975.88 +0.39 975.61+0.32 975.06 + 0.37 975.58 +0.36
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Tablo 12. SBD ve HFD ile beslenmis BFMI fare hatlar1 Q iskelet kas spektrumlarinda goriilen bazi bantlarin frekans degerleri arasindaki
farkliliklar. Verilen degerler ortalama + ortalama standart hata olarak gosterilmistir. Istatistiksel anlamlilik kontrol hatlari ile karsilastirilarak
hesaplanmistir. Verilen deger C57BL/6J fare hattina gore anlamli ise #, DBA/2J fare hattina gore anlamli ise * isareti ile gosterilmistir.
Anlamlilik derecesi ise her isaret i¢cin *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 olarak ifade edilmistir.

Bant | BFMI852 SBD BFMI852 HFD BFMI856 SBD BFMI856 HFD BFMI860 SBD BFMI860 HFD BFMI861 SBD BFMI861 HFD

No (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Frekans

2 3012.84 +1.31 3009.66 £ 0.29" 3012.05+0.75 | 3002.43+0.31" " | 3011.23+0.92" 3010.77 £ 0.64™ 3013.48 £ 0.96 301042 £ 0.44™
3 2960.57 +0.73 2957.75 + 0.10" 2960.37 + 0.59 2957.62 +0.13" " 2960.39 + 0.99 2958.44 + 0.01% 2959.83 + 0.38 2958.30 + 0.21%
4 2923.26 + 0.32 2924.47 +0.08 2922.47+0.84 2924.29 +0.29 2923.73+0.11 2923.78 + 0.06 2923.04 +0.27 2924.47 +0.08
5 2873.40+0.17 | 2872.44+0.17 7 2873.41+0.11 2872.83 +0.07 2872.89 +0.24 2872.48+0.10 ™ | 2873.20+0.10 | 2872.40+0.127 %
6 2852.62 + 0.14 2853.20 + 0.07 " 2852.28 +0.21 2853.18 + 0.02™ " 2852.80 + 0.10 2852.91 +0.07 2852.51 + 0.16 2853.10 + 0.06"
7 1741.66 + 0.57 1742.11 + 0.56 1742.26 + 0.81 1742.03 £ 0.33 1742.15 £ 0.62 1742.80 £ 0.12 1741.43 £ 0.91 1741.89 + 0.53
8 1638.82 £ 0.26 1638.44 £ 0.12 1638.61 + 0.19 1638.46  0.16 1637.91 £ 0.33 1637.72 £ 0.40 1638.44 + 0.36 1638.23 £ 0.15
9 1547.16 + 0.89 1548.73 £ 0.71 1547.43 + 0.81 1547.88 + 0.45 1545.63 * 0.66 1545.44 + 0.87 1547.14 £ 1.25 1546.50 * 0.16
10 | 1454.92+0.79 1454.43 £ 0.43 1455.12 £ 0.74 1455.21 + 0.49 1453.83 * 0.69 1453.82 + 0.38 1453.94 + 0.63 1454.17 £ 0.13
11 | 1398.14+0.15 1398.11 + 0.05 1398.07 £ 0.19 1397.77 £ 0.10 1397.72 £ 0.16 1397.53 £ 0.27 1398.18 + 0.26 1398.05 * 0.02
12 | 1343.86 +1.07 1339.61 £ 0.02 1341.82 £ 1.11 1342.75 + 0.62 1343.32 £ 0.52 1343.16 + 0.39 1341.96 + 0.98 1342.73£0.23
13 | 1238.33+1.25 1240.29 + 0.30 1238.75 + 0.86 1238.40 + 0.52 1240.37 £ 0.52 1240.05 + 0.19 1240.48 + 0.37 1240.33 £ 0.18
14 117254+ 0.17 | 1172.76 £0.11° ™ 1173.13+0.26 1172.45+0.06 1172.49 +0.15 1172.53+0.08" ™ | 1172.60+0.07 | 1172.44+0.07 ™
15 | 1079.45+0.18" | 1076.41+0.47 ™ | 1079.43+0.22" | 1076.94+0.15 ™ | 1077.89+0.65 '™ | 1077.69+0.11" ™ | 1079.10 + 0.30™ 1078.88 + 0.44™
16 | 1046.05+0.05" 1046.12 +0.04™ 1046.23 + 0.28* 1045.94 +0.03™ 1046.33 £ 0.11 1045.91 +0.117" 1046.46 + 0.15 1045.84 +0.03™"
17 975.85 + 0.19 975.28 +0.30 975.61 + 0.56 976.11 + 0.30 975.60 + 0.55 975.86 + 0.10 974.44 £ 0.30 976.07 £ 0.10

61




Doymamis yag asitlerinde bulunan HC=CH gruplarinin C-H baglarindaki gerilme
titresimlerinden kaynaklanan ve 3010 cm™ frekans degerinde gdzlenen bandin siddeti veya
altindaki alan hidrokarbon zincirlerinin doymuslugu hakkinda bilgi vermektedir (MELIN
v.d., 2000; SEVERCAN v.d., 2005; CAKMAK v.d., 2006; TAKAHASHI v.d., 1991).
Calisma sonuglarindan her iki kasta da en diisiik doymamis yag igeriginin BMMI806 1rk1
oldugu goriilmiistiir (Tablo 5 ve 7). BFM rklar arasinda, her iki kasta da, en yiiksek
doymamis yag igerigine sahip olan ise BFMI856 olarak tespit edilmistir (Tablo 6 ve 8).
Farkli fare irklarinda doymamis lipitlerin doymus lipitlere olan oranlar1 olefinik bant
alaninin CH; antisimetrik ve simetrik gerilim bant alanlari toplamina boliinmesi ile
hesaplanmis ve elde edilen degerler Sekil 13’de verilmistir. Bu oran doymamislik indeksi
olarak kullanilabilmektedir (GASPER v.d., 2009). Sekilden de goriilebilecegi gibi, BFMI
irklar1 arasinda LD kasinda en yiiksek doymamus lipit indeksine sahip olan BFMI856
irkidir ve LD kasinda BFMI860 ve BFMI861 1irklari, Q kasinda da BFMI860 1rki en diisiik
indeks degerine sahiptirler. BMMI 1irklarinda bu oran &zellikle LD kasinda BMMI806
irkinda en diisiik degerdedir, BMMI866 1irkinda ise en yiliksek doymamishik indeksi
gozlenmistir. HFD ile beslenmis BFMI 1rklarinda bu indeks degeri 6zellikle BFMI856
irkinda diisiis gosterirken BFMI860 ve 861 irklarinda artmistir. Bunun nedeni HFD ile

beslenmede doku igerisine daha fazla lipit alinmasi olabilir.

Doymamig/Doymusg lipit LD Doymamis/Doymus lipit Q

B

Bant alan orani
Bant alan orani

e’

8

LX)

)
Y

Sekil 13. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI irklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklart LD ve Q kaslarinda doymamis/doymus lipit oraninda olan farkliliklar1 gosteren bar
diagramlar1 (Verilen deger DBA/2J irkina gore anlamli ise *, C57BL/6J irkina gore
anlamli ise # isareti ile gosterilmistir).
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Olefinik bant alaninda ve doymamis yag asidi miktarinin doymus yag asidi
miktarina oranlanmasi1 ile gorlintilenen doymamiglik indeksi dokulardaki lipit
peroksidasyonu oranini tespit etmek amaciyla kullanilabilir. Olefinik bant alaninda ve
doymamis yag asidi indeksindeki azalma ile tespit edilen lipitlerin icerigindeki doymamis
yag asidi miktarinin az olmasi daha yiiksek oranda gergeklesen lipit peroksidasyonunun bir
sonucu olarak gozlenebilir (CURTIS v.d., 1984; BRUCH v.d., 1983). BMMI 1rklar
icerisinde BMMI806 1rki ve BFMI 1rklar1 igerisinde BFMIS60 ve BFMI861 1rklar1 en
diisiik olefinik bant alanina ve doymamislik indeksine sahip olduklarindan her iki kasta da
en disiik doymamis yag asidi miktarina sahip olan ve lipit peroksidayonuna en yatkin olan
irklardir.

CHj; antisimetrik gerilme bandi lipitlerin asil zincirlerindeki metil gruplari, CH;
antisimetrik ve simetrik gerilim bandi ise lipitlerin asil zincirleri hakkinda yapisal ve
fonksiyonel bilgi vermektedirler (TAKAHASHI v.d., 1991; BOZKURT v.d., 2010). BFMI
irklar1 arasinda kas lipit yapilarinda en yiliksek metilen grubuna sahip olanlarin Q kasinda
BFMI860, LD kasinda ise BFMI860 ve BFMI861 1rklar1 oldugu goriilmiistiir. Bunun yani
sira tiim 1rklar igerisinde lipit yapilarinda en yiiksek metil grubuna sahip olan irkin
BFMI860 oldugu gozlenmistir (Tablo 5-8). Lipit igerigindeki metil ve metilen gruplarinin
toplam lipit icerigine oranlar1 sirasiyla Sekil 12B ve 12C’de gorulmektedir. Sekillerde de
gorilebilecegi gibi tiim lipitler igerisindeki metil grubu yogunlugu LD kasinda BFMI861
irkinda Q kasinda ise BFMI856 1rkinda en diisiiktiir. Metilen grubu yogunlugu ise LD
kasinda HFD ile beslenmis BFMI860 ve BFMI861 irklarinda en diisiik olarak
kaydedilmistir.

Bu sonuglar1 daha 1yi yorumlayabilmek i¢in CH; antisimetrik gerilim bant alaninin
CHj antisimetrik gerilme bant alanina orani hesaplanmistir ve sonuglar Sekil 14’de
verilmistir. Sekillerde de goriildiigii iizere bu oran, BFMI irklarinda LD kasinda BFMI852
ve BFMI861 1rklarinda Q kasinda ise BFMI856 irkinda en yiiksek olarak tespit edilmistir.
BMMI 1rklarinda bu oran her iki kasta daBMMI866 1rkinda en yiiksektir. Bu oranin yiiksek
olmasi bu 1rklarda daha uzun hidrokarbon zincirli lipitlerin yer aldigin1 géstermektedir. LD
kasinda BMMI 1rklar1 arasinda en diisiik CH, antisimetrik gerilim bant alaninin CHgz
antisimetrik gerilme bant alanina oranina sahip olan irk BMMI806 olarak, BFMI 1rklar
icerisinde de BFMI860 ve BFMI861 olarak tespit edilmistir. Bu sonug, LD kasinda
BMMI806, BFMI860 ve BFMI861 irklarinda daha kisa hidrokarbon zincirli lipitler

bulundugunu gostermektedir.
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Dokularda artan lipit peroksidasyonu daha kisa zincirli lipitlerin miktarinin
artmasina neden olabilir (LEVINE ve WETZEL, 1994, BOZKURT v.d., 2010). Elde
edilen sonuglara gore, daha az doymamis yag asidi miktarina ve daha fazla kisa zincirli
lipit icerigine sahip olan irklar BMMI irklarindan BMMI806 ve BFMI irklarindan
BFMI860°dir. Bu sonuglar goz oOniline alindiginda incelenen irklar arasindan lipit

peroksidayonuna en yatkin olan irklarin BMMI806 ve BFMI860 oldugu sdylenebilir.
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Sekil 14. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklar1 LD ve Q kaslarinda hidrokarbon zincir uzunlugundaki farkliliklart (CH, antisimetrik
gerilim bant alani/CHj antisimetrik gerilim bant alani) gosteren bar diagramlari (Verilen
deger DBA/2J irkina gbre anlamh ise *, C57BL/6J irkina gére anlamli ise # isareti ile
gosterilmistir).

Biyolojik membranlarin yapisinda bulunan fosfolipitlerin ¢cogunlugunu olusturan
coklu doymamis yag asitleri serbest radikallerle etkilesime girmeye yatkinlardir. Serbest
radikaller bu yag asitlerinin ¢ift baglari ile reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna neden
olurlar. Gergeklesen bu lipit peroksidasyonu lipit yapisindaki doymamis baglarin
azalmasia, doymamis lipit igeriginin azalmasina ve uzun zincirlerin daha kisa yapili
zincirlere kirilmasma yol agar (LEVINE v.d., 1998; OLUSI, 2002). Bu nedenle
gergeklesen lipit peroksidasyonu membranin doymamis/doymus lipit oraninda degisiklige,
membranda ¢apraz baglanmis lipit-lipit ve protein-lipit kisimlarmin olusmasina neden
olarak daha kati, esnekligi azalmig bir membran yapis1 olusmasina yol acar (NIRANJAN
v.d., 2000). Olusan bu daha az esnek membran insiilinin reseptoriine dogru ve etkin
bicimde baglanmasinda bazi sinirlamalar yaratabileceginden insiilin direnci olusumunda

katkida bulunabilir (RUSSO, 2009). Ayrica, membran yapisinda bulunan uzun zincirli
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coklu doymamis yag asitlerinin miktarmin artmasiin hiicrede bulunan insiilin reseptor
sayisinda ve insiilin yoluyla gergeklesen glikoz tasinmasinda degisikliklere neden
olabilecekleri i¢in insiilin duyarliligini artirabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (STORLIEN v.d.,
1991; AYRE v.d., 1998). Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gére BMMI806, BFMI1860
sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu sonu¢ bu irklarda daha yiliksek oranda insiilin direnci
olusmus olabilecegini 6nermektedir. Ger¢ekten de bu irklardan BFMIS860 ve BFMI&61
irklarinin insiiline enjeksiyonuna daha yavas ve gec cevap verdikleri belirlenmistir.

Olefinik=CH bandin frekans degerinde goriilen diisiik degerlere kayma membranda
bulunan doymamis yag asitlerinin daha diizenli bir yapida bulunduklarini géstermektedir
(BIZEAU v.d., 2000; SEVERCAN v.d., 2003; BOZKURT v.d., 2010, CAKMAK v.d.,
2011). Tablo 9 ve 10’da gortldiugi gibi LD kasinda BMMI 1rklari igerisinde BMMI&66
irkinda, BFMI 1rklarinda ise BFMI852, BFMI856 ve BFMI860 irklarinda bu bandin
frekans degeri diisiik olarak gdzlenmistir. Yine LD kasinda HFD ile beslenmis BFMI
irklarinda, 6zellikle BFMI852, BFMI856 ve BFMI&60 irklarinda olefinik bant frekansi
daha diisiik degerlere kaymistir. Q kasinda ise BMMI 1rklar1 iginde BMMI866°da, BFMI
irklart icinde BFMI856 ve BFMI860 irklarinda, HFD ile beslenmis BFMI 1irklarinda tiim
irklarda, 6zellikle BFMI856 1rkinda olefinik bant alani diisiik degerlere kaymistir (Tablo
11 ve 12). Bu sonug, her iki kasta da BMMI866, BFMI856 ve BFMI860 1rklarinda ve HFD
ile beslenmis BFMI 1rklarinda doymamis yag asitlerinin daha diizenli bir yapida oldugunu
gostermektedir.

CH; antisimetrik ve simetrik bantlarinin pozisyonlari, lipit asil zincirlerinin
esnekligi, yani lipitlerin  konformasyonel duzensizlikleri hakkinda bilgi vermektedir
(UMEMURA v.d. 1980; CASAL v.d., 1980; BOYAR v.d.,, 1997). Bu bantlarin
frekanslarinda goriilen diisiik degerlere kayma, sistemdeki asil zincirlerinin daha dizenli
oldugu, yani trans/gauche oraninin arttigt anlamma gelmektedir (LIU v.d. 2002;
MANTSCH, 1984; SEVERCAN v.d. 1997, OZEK v.d., 2009; BOZKURT v.d., 2010;
CAKMAK v.d., 2011). Frekansta gozlenen yiiksek degere kayma ise, asil zincirlerinin
diizensizliginin arttigini, dolayisiyla trans/gauche oraninin azaldigini gostermektedir
(MANTSCH, 1984). Tablo 9-12’de goriildiigii gibi, CH, antisimetrik gerilim bandinin
frekans degerinde her iki kasta da anlamli bir bir farklilik tespit edilememistir. CH,
simetrik gerilim bant frekansmnin Q kasinda HFD ile beslenmis BFMI852, BFMI856 ve
BFMI861 1rklarinda, LD kasinda sadece HFD ile beslenmis BFMI852 ve BFMI856
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irklarinda yiliksek degerlere kaydigi gozlenmistir. Bu sonug, HFD ile beslenen gruplarda
asil zincirlerinin daha diizensiz bir yapida olma egiliminde olduklarina isaret etmektedir.
Sekil 15 ve 16, SBD ile beslenmis kontrol DBA/2J, BMMI806, BFMI860 ve HFD
ile beslenmis BFMI860 fare irklarinin sirasiyla LD ve Q iskelet kas dokularinin 1800 —
1000 cm™ bolgesindeki ortalama FTIR spektrumlarmi gostermektedir. Gruplar arasinda

gorsel karsilagtirma yapabilmek icin spektrumlar amid I bandina gore normalize edilmistir.

DBA/2)
BMMI806
HFD BFMI860
SBD BFMI860

SOGURMA (A.U.)

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000
DALGASAYISI (cm!)

Sekil 15. SBD ile beslenmis kontrol DBA/2J, BMMI806, BFMI860 ve HFD ile beslenmis
BEMI860 fare irklari LD kas dokularna ait 1800-1000 cm™ frekans araliginda Amid I
bandina gore normalize edilmis ortalama spektrumlar.
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Sekil 16. SBD ile beslenmis kontrol DBA/2J, BMMI806, BFMI860 ve HFD ile beslenmis
BFEMI860 fare irklari Q kas dokularmna ait 1800-1000 cm™ frekans araliginda Amid I
bandina gore normalize edilmis ortalama spektrumlar.

Spektrumlarin 1800-1000 cm™ bolgeleri parmak izi bolgesi olarak da adlandirilir.
Bu bélgede bulunan ve 1740 cm™de goriilen C=0 gerilme titresim band1 trigliserit ve
kolesterol esterlerinden kaynaklanir. Bu bant alaninda gozlenen farkliliklar Sekil 17A’da
gosterilmistir. Sekil 17A ile Tablo 5-8’de goriildiigii gibi her iki kasta, 6zellikle LD
kasinda da trigliserit ve kolesterol ester miktar1t BFMI irklarinda BMMI 1rklarina nazaran
daha yiksektir. HFD ile beslenmis BFMI 1rklarinda ise trigliserit ve kolesterol miktari
daha da artmaktadir. Sekil 17B’de ester C=0O gerilme titresiminden kaynaklanan bant
alanmin toplam lipit miktarma boliinmesi ile elde edilen ve tiim lipitlerin igerisindeki
karbonil miktarin1 gésteren oran goriilmektedir. LD kasinda bu oranin BFMI852 harig
BFMI irklarinda daha yiiksek olarak gozlenmesi BFMI 1rklarinin lipit igeriklerinin biiyiik

bir boliimiiniin trigliserit ve kolesterol esterlerden olustuguna isaret etmektedir.
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Sekil 17. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI irklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklart LD ve Q kaslarinda A) karbonil grubu miktarinda, B) tiim lipitlerin igerisinde
bulunan karbonil miktarinda olan farkliliklar1 gosteren bar diagramlar1 (Verilen deger
DBA/2J wkina gore anlamlhi ise *, C57BL/6J wkina gore anlamli ise # isareti ile
gosterilmistir).

Bu bélgede bulunan 1638 cm™ frekansindaki proteinlerden kaynaklanan amid |
band1 %80 oraninda C=0O gerilme, %10 oraninda C-N gerilme ve %10 oraninda N-H
biikiilme titresimlerinden, 1545 cm™ frekansindaki yine proteinlerden kaynaklanan amid 11
band1 ise %60 oraninda N-H biikiilme ve %40 oraninda C-N gerilme titresimlerinden
kaynaklanir (TAKAHASHI v.d., 1991; WONG v.d., 1991; STUART, 1997; HARIS and
SEVERCAN, 1999; CAKMAK v.d., 2006; BOZKURT v.d., 2010). Sekil 18A’da amid |
ve amid Il bantlarin alanlarinin toplanmasi ile elde edilen toplam protein miktarinin
degisimi gosterilmektedir. Ayrica, Sekil 18B’de de total lipit miktarinin total protein
miktarina boliinmesi ile elde edilen lipit/protein miktarinin degisimini gdsteren oran
gortlmektedir. Sekilden goriilebilecegi Uzere, BFMI860 ve BFMI861 irklar1 diger BFMI
wrklarina gére daha fazla protein igerigine sahiptir. HFD ile beslenmis BFMI irklarindan ise
BFMI860 1rkinda en yiiksek protein igerigi tespit edilmistir, fakat hem BFMI860 hem
BFMI861 irklarinda daha yiiksek oranda protein icerigi oldugu sdylenebilir. Buna karsin
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bu 1rklarda daha fazla lipit igerigi de oldugundan lipit/protein orani diger BFMI irklarina
gore azalmaktadir (Sekil 18B). Bunun yani sira, lipit/protein orani en yiiksek olan irk
BFMI1856°dir (Sekil 18B). LD kasinda total lipit ve total protein miktarlarinin BEMI860 ve
BFMI861 irklarinda en yiiksek oldugu diisiiniiliirse, lipit/protein oraninin yine bu irklarda
biraz diigmesi lipit iceriginin protein igerigine nazaran daha disik oldugunu
gostermektedir. Ayni durum Q kasinda BFMI860 ve BFMIS61 irklart igin mevcut

bulunmakla birlikte bu kas i¢in anlamli farkliliklar tespit edilememistir.
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Sekil 18. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
iklar1 LD ve Q kaslarinda A) total protein, B) total lipit/total protein oraninda gdzlenen
farkliliklar1 gosteren bar diagramlari (Verilen deger DBA/2J irkina gore anlamli ise *,
C57BL/6J irkina gore anlamli ise # isareti ile gosterilmistir).

Amid | ve amid Il bandlar titresim frekanslar1 protein ikincil yapilarindaki olasi
degisimleri hakkinda bilgi verir (HARIS ve SEVERCAN, 1999; JACKSON v.d., 1998,
LYMAN v.d., 1999). incelen irklarda amid I bant frekansi 1638 cm™ civarinda tespit
edilirken amid 11 bant frekans degeri yaklasik 1547 cm™ civarinda gdzlenmistir. Irklar

arasinda protein bant frekans degerlerinde anlamli bir degisiklik gézlenmemesine karsin
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BFMI852 wrkinda LD kasinda amid I band1 frekans degeri biraz daha ylksek bir degerde
tespit edilmistir (Tablo 9 ve 10). Protein yapilarinda bir farklilik olup olmadigi hakkinda
bilgi edinebilmek i¢in birbirinden farkli oranlarda C=O, N-H ve C-N titresimlerinden
kaynaklanan amid I bant alani, amid II bant alanina oranlanmis ve elde edilen sonuglar
Sekil 19A’da gosterilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi, bu oranin 6zellikle LD kasinda
BFMI1860 ve BFMIS61 irkinda diger tiim irklardan daha farkli oldugu bulunmus fakat
anlamli bir degisim elde edilememistir. Bu sonuglar, protein ikincil yapilarinda bir

degisimin olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 19. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklar1 LD ve Q kaslarinda A) amid I/amid II oraninda, B) amidIl/1343 oraninda gozlenen
farkliliklar1 gosteren bar diagramlari (Verilen deger DBA/2J irkina gore anlamli ise *,
C57BL/6J irkina gore anlamli ise # isareti ile gosterilmistir).

CH; kolajen yan zincir titresimlerinden kaynaklanan (CAMACHO v.d., 2001,
GOUGH v.d., 2003; WEST v.d., 2004) 1343 cm* band1 alan1 LD kasinda BFMI irklarinda,
Ozellikle BEMI860 ve BFMI861 1rklarinda daha yliksek olarak tespit edilmistir (Tablo 5 ve
6). Bu sonug, BFMI 1rklar1 LD kaslarinda daha yiiksek protein i¢erigi bulundugu sonucunu
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desteklemektedir. Bu bant, ayrica kolajen molekiillerinin ii¢lii sarmal heliks yapisinin
diizenini izlemek i¢in kullanilabilmektedir (WEST v.d., 2004; BOZKURT v.d., 2010).
Amid 1l bant alaninin 1343 cm™ band: alanina oranlanmast ile elde edilen oran kolajen
molekiillerinin yap1 biitiinliigli hakkinda bilgi vermektedir (WEST v.d., 2004) ve bu oranla
ilgili elde edilen sonuglar Sekil 19B’de gosterilmistir. Sekilde de goriildigi tlizere, LD
kasinda BMMI wrklart icinde en yiiksek amid 11/1343 cm™ oranma sahip olan ik
BMMI826, BFMI 1rklar1 arasinda ise BFMI860°dir. Q kasinda BFMI irklar1 arasinda bu
oran en ylksek olarak BFMI860 irkinda gézlenmistir. LD kasinda HFD ile beslenmis
BFMI 1rklan igerisinde bu oran BFMIS860 ve BFMI861 irklarinda en yiiksek degerde
gozlenmistir. Bu oranin yiiksek olarak tespit edilmesi, kolajen yapi biitlinliigliniin degistigi
ve Kolajen kalitesinin azaldigini géstermektedir (WEST v.d., 2004).

Spektrumlarin 1200-1000 cm™ frekans aralifindaki bantlar daha ziyade niikleik asit
ve fosfolipit gibi fosfat (PO;") gruplar igeren sistemlerin igindeki P=O baginin sogurma
bantlarindan olusmaktadir (DIEM v.d., 1999; LIQUIER ve TAILLANDIER, 1996;
CAKMAK v.d., 2006; BOZKURT v.d., 2010; CAKMAK v.d., 2011). Bu bantlar,
membranlardaki fosfolipitlerin kafa gruplar1 hakkinda 6nemli bilgiler de vermektedir
(MENDELSOHN ve MANTSCH, 1986; BOZKURT v.d., 2010; CAKMAK v.d., 2011).
Bu bantlarin frekanslarindaki artiglar niikleik asitlerin icerigindeki ve fosfolipitlerin kafa
gruplarindaki fosfat gruplariin yapmis olduklart hidrojen baglarinin zayifladigi ve lipit
sisteminin diizensizliginin arttig1 anlamina gelebilir (DOVBESHKO v.d., 2000). Tablo 9-
12’de gorildigi gibi, 1080 cm™’de goriilen PO, simetrik gerilim bandi frekans degeri her
iki kasta da BFMI irklarinda, 6zellikle BEMIS60 1rkinda daha diisiik degere kaymistir. Bu
bulgu, BFMI860 1rki niikleik asit (DNA ve RNA) yapilarinda muhtemelen hidrojen
baglarinin artmasi nedeniyle olusan bir degisiklik oldugunu gostermektedir
(DOVBESHKO v.d., 2000). Ayrica, bu kayma membrandaki fosfolipitlerin kafa
gruplarindaki fosfat gruplarimin yapmis olduklari hidrojen baglarmin arttigimi ve lipit
sisteminin diizenliginin arttigin1 gosterir.

Incelenen 1rklarin LD kaslarinda BFMI852, BFMI860, ve BFMIS61 1rklarinda, Q
kaslarinda ise BFMI860 ve BFMI861 irklarinda PO;" simetrik gerilim bant alanin1 en
yiiksek olarak tespit edilmistir (Tablo 5-8). Bu sonug, belirtilen irklarin bu kaslarda niikleik
asit ve membranlardaki fosfolipitlerin miktarlarinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
BMMI 1rklarinda bu bandin alan1 kontrollere nazaran daha diisiik olarak tespit edilmistir.
PO, simetrik gerilim bant alaninin amid I bant alanina boliinmesi ile elde edilen niikleik

asit/protein oraninda elde edilen degisimler Sekil 20A’da gosterilmistir. Sekilden de
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goriilebilecegi iizere, LD kasinda BFMI852, BFMI860, ve BFMI861 irklarinda, Q
kaslarinda ise BFMI860 ve BFMI861 1rklarinda bu oran en yiiksek olarak gozlenmistir.
HFD ile beslenmis BFMI irklarindan LD kasinda BFMI856, BFMI860 ve BFMI861 en
yiiksek niikleik asit/protein oranina sahip olurken, Q kasinda BFMI852, BFMI856 ve
BFMI860 en yiksek nukleik asit/protein oranina sahiptir. Bu sonug, bu wrklarda artan

protein sentezine isaret etmektedir.
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Sekil 20. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklar1 LD ve Q kaslarinda A) niikleik asit/protein oraninda, B) RNA/protein oraninda olan
farkliliklar1 gosteren bar diagramlari (Verilen deger DBA/2J irkina gore anlamli ise *,
C57BL/6J irkina gore anlamli ise # isareti ile gosterilmistir).

976 cm™ frekans degerinde gdzlenen C-N+-C gerilme titresim banti niikleik
asitlerden, oOzellikle de RNA riboz-fosfat ana zincir titresimlerinden kaynaklanmaktadir
(CHIRIBOGA v.d. 2000; BANYAY v.d., 2003). Bu bandin alaninda irklar aras1 anlaml
bir farklilik gozlenmemistir (Tablo 5-8). 976 cm™ bant alanimin amid I bant alanina

oranlanmasi ile elde edilen RNA/protein oranindaki degisimler Sekil 20B’de gosterilmistir.
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Sekilde de goriildiigli tizere bu oran LD kasinda BFMI861 irkinda en yiksek olarak
gozlenmistir. Bu sonug, LD kasinda BFMI861 irkinda artan RNA miktarini ve protein
sentezinde bir artim oldugunu gostermektedir. Fakat HFD ile beslenmis BFMI irklarinda
bu oran BFMI860 1rkinda en yiiksek olarak kaydedilmistir.

PO,  simetrik gerilim bandinin hemen yaninda 1047 cm™de gorilen ve
karbonhidratlardan, 6zellikle glikojenden kaynaklanan (CAKMAK v.d., 2003; CAKMAK
v.d., 2006) bantin alaninin incelenen tiim irklar karsilagtirildiginda LD kaslarinda
BFMI852, BFMI860, ve BFMI861 irklarinda, Q kaslarinda ise BFMI860 ve BFMI861
irklarinda en yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir (Sekil 21). HFD ile beslenmis BFMI
irklarinda, bu bandin alan1 LD kasinda BFMI856, BFMIS860 ve BFMI861 irklarinda; Q
kasinda ise BFMI860 ve BFMI861 1rklarinda en yiiksek olarak gézlenmistir. Bu da bize,
ozellikle BFMI860 ve BFMI861 irklarinda her iki kasta da karbonhidrat ve glikojen

miktarinin fazla oldugunu gostermektedir.
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Sekil 21. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklart LD ve Q kaslarinda glikojen miktarinda gozlenen farkliliklar1 gosteren bar
diagramlar1 (Verilen deger DBA/2J irkina goére anlamli ise *, C57BL/6J wrkina gore
anlamli ise # isareti ile gosterilmistir).

Goriildugi gibi, yapilan ATR-FTIR spektroskopisi ¢aligmalar1 sonucunda karmasik
genetik yapiya sahip inbred BMMI ve BFMI fare irklar1 makromolekiiler yapilarinin en
cok LD kaslarinda farklilik gdsterdigi, incelenen irklardan BMMI806 1rkinin ve SBD ya da
HFD il beslenen BFMI rklarinin, 6zellikle de BEMI860 ve BFMIS61 irklarinin spektral
parametrede en belirgin farkliliklar1 gosterdikleri belirlenmistir. Elde edilen sonuclara
gore, Ozellikle LD kasinda protein sentezi miktari, glikojen, lipit, trigliserit ve protein gibi

makromolekiillerin igerikleri gibi parametrelerde artim gozlenmistir.
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Iskelet kasinin igerisindeki kas lifi tiplerinin cesitleri o kasin metabolik 6zelliklerini
belirler. Buna ilaveten, kas igerigindeki kas lifi ¢esitleri o kasin ¢esidi, yeri ve gorevi gibi
etmenlerden etkilenir (LEFAUCHEUR ve GERRARD 1998). Kas lifi ¢esitleri ayn1 kas
grubu igerisinde farkli yerlerde bile degisebilir (HAMELIN v.d., 2007). Vicudun durus
halini saglamakla gorevli olan ve daha derinde yer alan kaslar, yiizeyde yer alan ve daha
cok hizli hareketlerden sorumlu kaslara nazaran daha fazla oksidatif kas liflerine sahiptirler
(ONO v.d., 1995). Bu ¢alismanin sonucuna gore, viicudun durusundan sorumlu olan (ONO
v.d., 1995) ve daha fazla tip Ila kas lifi igerdigi rapor edilen (HAMELIN v.d., 2007) LD
kasinda incelenen parametrelerde daha anlamli sonuglar elde edilmistir.

Incelenen spektral bolgelerde, dzellikle lipit katkisi yiiksek olan bantlarin frekans
ve alan degerlerinde goriilen farkliliklar, bu fare modellerinde, Ozellikle LD kas
dokularinda, lipit asil zincir yapilari, doymus ve doymamis lipit igerikleri, trigliserit ve
kolesterol ester miktarlar1 gibi farkliliklar oldugunu goéstermektedir. Bu farkliliklarin daha
kesin bir sekilde tayin edilebilmesi i¢in fare modelleri kas dokularindaki lipit icerigi ve
miktarlar1 HPLC teknigi ile ayrintili olarak belirlenmistir.

Ayrica, tum bu parametrelerde tespit edilen bu farkliliklar daha iyi agiklayabilmek
iIcin projenin devaminda Ornekler FTIR mikrospektroskopisi ve konfokal mikroskopisi
goriintiileme teknikleri ile incelenmis, gorsel olarak gruplar arasi farkliliklar ortaya
¢ikarilmaya calisilmistir. Daha pahali, uzun veri toplama siiresine sahip ve analizi i¢in de
daha fazla siireye ihtiya¢ duyulan goriintiilleme ¢alismalar1 i¢in incelenen parametrelerde
daha fazla etki tespit edilen BFMI856, BFMIS860 ve BFMIS861 BFMI 1rklar1, tiim BMMI
irklart ve daha az trigliserit, doymamis lipit icerigine sahip oldugundan daha uygun bir
kontrol grubu olusturdugu diisiiniilen DBA/2J 1irk1 LD ve Q kaslar1 kullanilmistir.

4.3. Goriintiileme teknikleri ile yapilan calismalar

4.3.1. FTIR mikrospektroskopisi calismalari

Calismamizda kontrol, BMMI ve BFMI irklar1 LD ve Q iskelet kaslar1 igerigindeki
makromolekiillerin, 6zellikle lipitlerin dagiliminin ve farkli 6zellikte lipitlerin bulunduklar
yerleri tespit etmek icin FTIR mikrospektroskopisi teknigi kullanilmistir. Sekil 22°de FTIR
mikroskobunun 151k mikroskobu fonsiyonu ile elde edilmis kesit goriintiisii (A), secilen bir

bolgeden toplanmis toplam sogurma spektral haritas1 (B), bu kesitin hematoksilen eozin
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boyamasindan sonra 40X’lik objektif ile toplanan 151k mikroskobu goriintiisii (C), ve elde

edilen spektral haritadan ¢ikarilan 6rnek bir iskelet kasi spektrumu (D) goriilmektedir.
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Sekil 22. Ornek bir kontrol (DBA/2J) LD iskelet kasi enine kesitinden FTIR
mikroskobunun 151k mikroskobu fonsiyonu ile elde edilmis kesit goriintiisti (A), kirmiz1 ile
isaretlenmis bolgeden toplanmis toplam sogurma spektral haritas1 (B), bu kesitin
hematoksilen eozin boyamasindan sonra 40X’lik objektif ile toplanan 1sik mikroskobu
goriintiisii (C), ve elde edilen spektral haritadan ¢ikarilan 6rnek bir iskelet kas1 spektrumu
(D) gorilmektedir.

Toplanan spektral haritalar Gzerinde 6zel analiz programi yardimi ile yapilan
yapisal farkliliklar1 gdrmeye yonelik kimeleme analizinin sonuglar1 Sekil 23’te
goriilmektedir. Bu analiz sonucunda incelenen iskelet kas kesitleri igerisinde farkli
Ozellikte spektrumlara sahip degisik bolgeler bulundugu gozlenmistir. Haritalarda temel
olarak iki farkli spektrum gozlenmistir. Bunlardan birinin daha fazla CH, antisimetrik
gerilim bant alan1 ve trigliserit bant alanina, dolayisiyla daha fazla lipit igerigine sahip
oldugu goriilmistir (Sekil 23B, yesil spektrum). Farkli kas lifi tiplerinde degisik
miktarlarda lipit depolandigi, 6zellikle incelen LD ve Q kaslarinda goriilen tip Ila ve tiplla
ile IIb aras1 ozellik gosteren kas liflerinde (ara tip lifler, intermediate) daha fazla lipit
depolandigi konfokal mikroskopisi ¢alismalari ile de ileriki bélimde rapor edildigi {izere

tespit edilmistir. FTIR mikrospektroskopik calismalarimizda gozlenen lipitlerden kaynakli
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bant alanlar1 daha yiiksek olan bu farkli liflerin de tip Ila ve ara tip kas lifleri oldugu
belirlenmistir.

Gozlenen bu farkliliklarin daha detayli olarak incelenmesi igin haritalar izerinde
daha evvel bahsedilen (Tablo 3) bazi bant alan oranlar1 hesaplanmistir. Buna gore,
kesitlerdeki lipit/protein dagilimi (CH/amid 1), lipit igerigindeki metilen grubu dagilimi
(CH; antisimetrik gerilim/CH), lipit icerigindeki metil grubu dagilimi (CHjz antisimetrik
gerilim/CH), lipitlerin hidrokarbon zincir uzunlugu dagilimi (CH, antisimetrik
gerilim/CHj3 antisimetrik gerilim), lipitlerdeki karbonil grubu dagilimi (C=0 simetrik
gerilim/CH), doymamis/doymus lipitlerin dagilimi (olefinik/CH, antisimetrik gerilim) ve
kesitlerde mevcut olan glikojen dagilimi 1047 cm™de bulunan glikojenden kaynakli bant
alaninin proteoglikanlarin siilfat gerilim ve kolajenin amid III titresimlerinden kaynaklanan
ve ATR-FTIR spektroskopisi ¢aligmasinda gruplar arasi anlamli bir de8isim gdstermeyen
1240 cm™de yer alan bant alanma oranlanarak (glikojen/1240 cm™) hesaplandi. Sekil
24’te kontrol DBA/2] iskelet kas kesitlerinde hesaplanan bu bant alani orani sonuglari

sirastyla LD ve Q kaslari i¢in goriilmektedir.
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Sekil 23. Kontrol (DBA/2J) grubu LD iskelet kasi enine kesitinde A) gerceklestirilen
yapisal farkliliklar1 ¢6zmeye yonelik kiimeleme analizi sonucu elde edilen farkli bolgeleri
gosteren harita, B) bu haritadaki farkli bolgelerden ¢ikarilmis olan spektrumlar. Yesil

spektrum A’da tespit edilen yesil bolgeden, kirmizi spektrum ise kirmizi bolgeden
¢ikarilmstir.
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Sekil 24. Kontrol (DBA/2J) grubu A) LD kasi, B) Q kasi enine kesitlerinden FTIR
mikrospektroskopisi ile toplanan spektral haritalardan hesaplanan lipit/protein (CH/amid
1), lipit icerigindeki metilen grubu dagilimi (CH; antisimetrik gerilim/CH), lipit
igerigindeki metil grubu dagilimi (CHjs antisimetrik gerilim/CH), lipitlerin hidrokarbon
zincir uzunlugu dagilimi (CH, antisimetrik gerilim/CHjs antisimetrik gerilim), lipitlerdeki
karbonil grubu dagilimi (C=0 simetrik gerilim/CH), doymamis/doymus lipitlerin dagilimi
(olefinik/CH, antisimetrik gerilim) ve kesitlerdeki glikojen (glikojen/1240 cm™)
dagilimlarinin érnek gorintileri. Sekillerde kirmizi daire ile belirlenmis kas lifinde bu alan
oranlarinin degisimi izlenebilmektedir.

Sekildeki kirmizi daire ile isaretlenmis kas lifine bakildiginda, yiiksek lipit/protein
alan oranina sahip olan lifin lipit yapilar igerisinde daha yiiksek miktarda metilen (CHy)
grubuna, diisiik miktarda metil grubuna (CH3), yiksek miktarda karbonil grubuna (C=0)
sahip oldugu; daha uzun zincirli lipit yapilar1 barindirdigi, daha yiiksek doymamislik
indeksine sahip oldugu ve daha diisiik glikojen igerigine sahip oldugu goriilmektedir.
Ayrica ATR-FTIR spektroskopisi ¢alismalarinda da gozlendigi gibi LD kasinda Q kasina

nazaran daha belirgin farkliliklarin gozlendigi de tespit edilmistir. Bu nedenle,
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calismamizda incelenen kontrol, BMMI ve BFMI irklarina ait spektral haritalarda
hesaplanan bant alan orani degisimlerinin karsilastirilmas1 daha fazla belirgin farklar
gbzlenmis olan LD kaslarinda rapor edilmistir. Diger gruba ait sekiller (Q kas1) raporun
sonunda ekler boliimiinde sunulmustur.

Sekil 25’te SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD
ile beslenmis BFMI wrklar1 LD kas kesitlerinde CH toplam alaninin amid I bant alanina
oranlanmasi ile elde edilen lipit/protein spektral parametresinin dagilimi gorilmektedir.
Sekilden goriilebilecegi iizere, bu oran HFD ile beslenmis BFMI856 1rkinda daha yiiksek
olarak, BMMI866 irkinda ise en diigiik olarak tespit edilmistir. BFMI860 ve BFMI861
irklarinda ise bu oran ATR-FTIR spektroskopik c¢alismalarda da tespit edildigi gibi
kontrole yakin seviyede bulunmustur. Bu sonucglar FTIR-ATR sonuglarimizla uyum
icindedir. Daha once belirtildigi gibi BFMI860 ve BFMI861 1rklarinda hem lipit hem
protein igerigi en yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu 1rklarda lipit/protein oraninda
gozlenen azalma protein artimmin lipit miktarindaki artima nazaran daha fazla

oldugunundan kaynaklanabilir.

Lipit/ Protein (CH/amid 1) LD
Kontrol BMMIB06 BMMI826
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Sekil 25. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklar1 LD kasi enine kesitlerindeki lipit/protein degerinin degisimlerini
goOsteren 6rnek haritalar
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Sekil 26’da SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI irklar1 ile HFD
ile beslenmis BFMI 1rklar1 LD kas kesitlerinde CH; antisimetrik bant alaninin toplam CH
bolgesi alanina oranlanmasi (CH,/CH) ile elde edilen lipit igerigindeki metilen grubu
dagilimi, Sekil 27°de ise CHj3 antisimetrik bant alaninin toplam CH bolgesi alanina
oranlanmast (CH3/CH) ile elde edilen lipit igerigindeki metil grubu dagilimi
gorilmektedir. Sekillerde de goriilebilecegi gibi tim lipitler igerisindeki metilen grubu
yogunlugu LD kasinda HFD ile beslenmis BFMI860 ve BFMI861 1rklarinda en diisiik
olarak, BFMI856 1rkinda ise en yiiksek olarak kaydedilmistir. Metil grubu yogunlugu ise
SBD ve HFD ile beslenmis BFMI861 irkinda en yiiksek olarak gozlenmistir. Bu
sonuclarda ATR-FTIR spektroskopisi sonuglari ile uyum igindedir.

Lipitlerdeki metilen miktari (CH, antisimetrik gerilim/CH) LD
Kontrol BMMIB06 BMMI826

BMMI866
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Sekil 26. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklari LD kast enine Kesitlerindeki CH, antisimetrik gerilim bant
alan1/CH toplam alan1 degerinin degisimlerini gosteren 6rnek haritalar.
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Lipitlerdeki metil miktar (CH; antisimetrik gerilim/CH) LD

Kontrol BMMI826
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Sekil 27. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI r1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklari LD kast enine Kesitlerindeki CHs antisimetrik gerilim bant
alan1/CH toplam alani degerinin degisimlerini gosteren 6rnek haritalar.

Sekil 28’de SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1irklar1 ile HFD
ile beslenmis BFMI irklar1 LD kas kesitlerinde lipit yapilarindaki hidrokarbon zincir
uzunlugununun dagilimi hakkinda bilgi veren CH; antisimetrik bant alaninin CHj
antisimetrik bant alanina oraninin dagilimi goriilmektedir. Sekilden de goriildiigii tizere bu
oran LD kasinda BFMI860 ve BFMI861 1rklarinda, BMMI irklarindan ise BMMI826 ve
BMMI866 1rklarinda BMMIS06’ya nazaran yiiksek olarak tespit edilmistir. Bu oranin
yiiksek olmasi bu irklarda daha uzun hidrokarbon zincirli lipitlerin yer aldigim
gostermektedir. HFD ile beslenmis BFMI860 ve BFMI861 1irklarinda ise bu oran diisiik bir
seviyede gozlenmistir. Bu sonug, BMMIS06 irki ve HFD ile beslenmis BFMI860 ve
BFMI861 1rklarinda daha kisa hidrokarbon zincirli lipitler bulundugunu gostermektedir.
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Lipit zincir uzunlugu (CH, antisimetrik gerilim/CH; antisimetrik gerilim) LD
Kontrol BMMI806 BMMI826

Sekil 28. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklart ile HFD ile
beslenmis BFMI irklart LD kasi enine Kesitlerindeki CH, antisimetrik gerilim bant
alani/CH3 antisimetrik gerilim bant alani1 parametresindeki degisimleri gosteren Ornek
haritalar.

Sekil 29°da SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI irklar1 ile HFD
ile beslenmis BFMI 1rklar1 LD kas kesitlerinde olefinik bant alaninin CH, antisimetrik bant
alanina oranlanmasi ile elde edilen ve doymamuis lipit igerigi indeksi olarak
kullanilabilecek parametrenin dagilimi goriilmektedir. Sekilden de goriilebilecegi gibi,
BFMI irklart arasinda LD kasinda en yiiksek doymamis lipit indeksine sahip olan
BFMI856 1rkidir, BFMI860 ve BFMI861 1irklar ise en diisiik indeks degerine sahiptirler.
BMMI 1rklarinda bu oran BMMI806 1rkinda en diisiik degerde olup BMMI866 irkinda ise
en ylksek doymamislik indeksi gozlenmistir. HFD ile beslenmis BFMI irklarinda bu
indeks degeri 6zellikle BFMI856 irkinda diisiis gosterirken BFMI860 ve 861 irklarinda
artmistir. Bunun nedeni HFD ile beslenmede doku igerisine diger lipit ¢esitlerinde goriilen

artimla paralel olarak daha fazla doymamus lipit alinmasi olabilir.
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Sekil 29. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklart ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklar1 LD kasi enine kesitlerindeki olefinik bant alani/ CH, antisimetrik
bant alan1 parametresindeki degisimleri gosteren 0rnek haritalar.

Sekil 30’da SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD
ile beslenmis BFMI 1rklar1 LD kas kesitlerinde C=O ester gerilim bant alaninin CH toplam
alanina oranlanmas1 ile elde edilen ve trigliserit, kolesterol ester miktarinin
goruntilenmesini saglayan spektral parametre degerinin dagilimi gériilmektedir. Sekilden
de goriilecegi lizere LD kasinda da trigliserit ve kolesterol ester miktar1t BFMI irklarinda
BMMI irklarina nazaran daha yiiksektir. HFD ile beslenmis BFMI irklarinda ise trigliserit
ve kolesterol miktar1 daha da fazla olarak gozlenmistir. BMMI 1rklar igerisinde ise

BMMIB06 1rkinda trigliserit ve kolesterol ester igeriginin yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 30. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklar1 LD kasi enine kesitlerindeki C=0 ester bant alani/ CH toplam alani
orani degisimlerini gosteren ornek haritalar.

Sekil 31°de SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI irklar1 ile HFD
ile beslenmis BEMI irklar1 LD kas kesitlerinde glikojenden kaynaklanan ve 1047 cm™’de
yer alan bant alanimnin proteoglikanlarin siilfat gerilim ve Kkolajenin amid Il
titresimlerinden kaynaklanan ve ATR-FTIR spektroskopisi ¢aligmasinda gruplar arasi
anlaml bir degisim gostermeyen 1240 cm ™' de yer alan bant alanina oranlanmasi ile elde
edilen parametre degerinin dagilimi goriilmektedir. Bu dagilim haritalarindan da gortldiagi
tizere tiim BFMI irklarinda, 6zellikle de HFD ile beslenmis gruplarda bu oranin BMMI
irklarina gore daha yiiksek degerlerde oldugu goriilmiistiir.

Gortildiigii gibi, LD kasinda FTIR mikrospektroskopik goriintiilleme ¢aligmalari ile
elde edilen bu sonuglar ATR-FTIR spektroskopik metodu ile elde edilen sonuglari
desteklemektedir. Q kasinda da yine ATR-FTIR spektroskopik metodu ile tespit edilen
degisimler goriintiilenmistir. Kas lifi tipi farkina gore farkli ozellikte lipitlerin iskelet
kaslarinda depolandig1 gézlenmis, 6zellikle lipit/protein orani yiiksek kas liflerinde lipitler
igerisindeki metilen, metil ve karbonil igeriginin yiiksek oldugu, bu liflerin daha ylksek

miktarlarda trigliserit i¢erdigi, ayrica glikojen oranlarinin diisiik oldugu gozlenmistir.
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Sekil 31. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklart ile HFD ile
beslenmis BFMI wrklart LD kast enine kesitlerindeki glikojen bant alani/ 1240 cm™ bant
alan1 degerinin degisimlerini gosteren drnek haritalar.

4.3.2. Konfokal mikroskopisi calismalari

FTIR mikroskopisi ¢aligsmalar ile elde edilen ve yukarida bahsedilen iskelet kasi
icindeki lipit dagilim sonuglarimi desteklemek ve farkli kas liflerinde depolanan lipit
miktarlari1 daha kesin olarak belirlemek amaciyla konfokal mikroskopisi ¢aligmalart
yapilmistir.  Dokularda depolanan lipit damlaciklar trigliserit ve diger notral lipit
cesitlerini depolayan organeller olarak tanimlanabilir. Hicrelerin igine girebilen ya da
birbirleri ile birlesebilen bu dinamik organaller igerisindeki lipitler bazi proteinlerin de
baglantili oldugu bir dizi fosfolipit tabakasi ile cevrelenmistir. Hiicrelerde bu lipit
damlaciklarint boyamak ve goriintiilemek icin damlaciklari saran bu proteinlerin
isaretlenmesi iizerine pek cok degisik boyama metodu Onerilmesine ragmen, bu
damlaciklarin en giivenilir bigimde goriintiilenebilmesi i¢in damlacigin icerisindeki lipit

igeriginin lipofilik bir boya ile boyanmas1 gerekmektedir (WOLINS v.d., 2005). Projemiz
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dahilinde, iskelet kas dokularinda depolanan lipitlerin dagilimlarinin goriintiilenebilmesi
icin kullandigimiz konfokal mikroskopisi ¢alismalarinda yeni gelistirilen bir nétral lipit
boyasi olan LD540 kullanilmistir (SPANDL v.d., 2009).

Yapilan 6n calismalarda, iskelet kas dokularinda bazi liflerde daha fazla lipit
damlaciklar1 bulundugu goriilmistiir. Bu farkliligin, metabolizma faaliyetleri farkli olan
yavas ve hizli kasilan kas liflerinde farkli miktarlarda lipit depolanmasindan kaynaklandig:
diistiniilmiistiir. Incelenecek olan kontrol, BMM ve BFM 1rklar iskelet kaslarinda hangi
kas lifi tipinde daha fazla lipit depolandigin1 belirleyebilmek i¢in iki farkli seri kesitten
birinin lipit boyasi ile digerinin ise kas lifi tipi antibadileri ile boyanmasina karar
verilmigtir. Yavas kasilan (tip I) ve oksidatif 6zelliklere de sahip olmasina karsin hizl
kasilan (tip Ila) kas lifi tiplerine MHC antibadileri kullanilarak kesitler boyanmis ve kas
lifi tayini gerceklestirilmistir. Bu amagla kaslardan ikiser seri kesit alinmistir. Kesitlerden
biri lipit igeriginin goriintiilenebilmesi i¢in LD540 boyasi ile, digeri ise kas lifi tipinin
belirlenmesi amaciyla MHC antibadileri ile boyanmistir. Boylece, bu iki kesit es zamanli
incelenerek ve karsilastirilarak lipit boyasi ile boyanan kesitten lipit igerigini hesaplamak
icin goriintli aliman her bolge, kas tipi lifi boyamasi yapilmis olan kesitte tespit edilmis,
boylelikle hangi kas tipi lifinde ne kadar lipit igerigi oldugu hesaplanmistir. Yapilan
incelemelerde inceledigimiz kaslarda (LD ve Q) az sayida tip I kas lifine ratlanmistir, bu
nedenle tip | kas liflerinden elde edilen 6l¢iimler yanlis bir sonuca varmamak amaciyla
rapor edilmemektedir. Buna karsilik incelenen her kesitte makul 6l¢iide gozlenen tip lla,
tip 1Ib kas lifleri ile tip Ila ile tip IIb aras1 boyanma &zelligi gosteren ara tip (intermediate)
kas liflerinden elde edilen 6l¢iim sonuglart rapor edilmektedir.

Sekil 32’de bir kontrol longissimus dorsi iskelet kasi kesitinin 488nm dalga
boyundaki Argon lazer ile illimine edilmesi ile elde edilen ve tip lla kas liflerini yesil
renkte gosteren (Sekil 32A), 543 nm dalga boyundaki Helyum-Neon lazer ile illimune
edilmesi ile elde edilen ve lipit damlaciklarini kirmizi renkte gosteren (Sekil 32B) konfokal
mikroskopisi goriintiileri verilmistir. Tespit edilen bu damlaciklarin 6zel analiz programi

ile ayristirildiktan sonraki goriintiileri ise Sekil 32C’de gorilmektedir.
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Sekil 32. 6 mikron kalinligindaki kontrol (DBA/2J) LD iskelet kas dokusu enine
kesitlerinin LD540 boyasi ve tip Ila kas liflerini boyayan MHC Ila antibadisi ile
boyamasindan sonra A) 488 nm dalga boyunda Argon lazerle (tip Ila kas lifleri
gorilmektedir), B) 543 nm dalga boyunda Helyum-Neon lazerle (lipit damlaciklari
gortlmektedir) illiimiine edilmesi sonucunda 40X’lik objektif kullanilarak elde edilen
ornek konfokal mikroskopi goruntileri ve C) 543 nm dalga boyunda toplanan goriinti
icerisindeki boyanan lipit damlaciklarinin 6zel analiz programi ile hesaplanmis ornek
gorintasu.

Sekilde de goriildiigii gibi yesil renge boyanan kas lifleri tip Ila lifleridir. Daha hafif
bir sekilde yesile boyanan lifler ara tip lif olarak kabul edilmistir ve bu liflerin igerigindeki
lipit miktar1 da ayr1 olarak hesaplanmistir. Sekil 33 ve 34’de kontrol DBA/2J ve BFMI
gruplari icin sirasiyla lipit damlacik alaninin kas lifi alanina oranlanmasi ile ve lipit
damlacik sayisinin kas lifi alanimma oranlanmasi ile elde edilen analiz sonuglar
gosterilmektedir. Yapilan hesaplamalar yaniltici bir sonuca varmamak amaciyla lipit
damlacik sayisinin ve alaninin incelenen toplam kas lifi alanina oranlanmasi seklinde

gosterilmektedir.
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Sekil 33. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), SBD veya HFD ile beslenmis BFMI
fareleri A) longissimus dorsi ve B) kuadriseps iskelet kas1 kesitlerinden elde edilen tip Ila,
I1b ve ara tip (intermediate) kas liflerine ait lipit damlaciklari toplam alaninin hesaplama
yapilan toplam kas lifi alanina boliinmesi ile elde edilen lipit dagilim grafikleri.

Sekillerden de gorildigii gibi, her iki kasta da daha oksidatif bir metabolizmaya
sahip olan tip lla kas liflerinde daha yiiksek miktarda nétral lipit depolanmustir. Tip Ila
liflerinin yam sira, tip Ila ile IIb aras1i metabolizmal 6zellik gdsteren ara tip (intermediate)
kas liflerinde de belirgin lipit depolanmasi tespit edilmistir. Depolanan nétral lipit
damlaciklarinin toplam alanlarinin incelenen kas lifi toplam alanina oranima bakildiginda,
her iki kasta da tip lla kas liflerinde hem BFMI860 hem BFMI861 irklarinda daha fazla
lipit depolandigr ve HFD ile beslenmis gruplarda daha muazzam bir depolanma oldugu
tespit edilmistir (Sekil 33A). Fakat LD kasinin tip IIb ve ara tip (intermediate) kas
liflerinde ve Q kasmin tim kas lifi tiplerinde BFMI860 1irkinda daha fazla lipit
depolanmas1 gergeklestigi goriilmiistiir. Benzer sonuglar lipit damlacik sayisinin incelenen
toplam kas lifi alanina oranlanmasi ile elde edilen hesaplamalarda da gozlenmistir (Sekil

34).
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Sekil 34. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), SBD veya HFD ile beslenmis BFMI
fareleri A) longissimus dorsi ve B) kuadriseps iskelet kasi kesitlerinden elde edilen tip Ila,
IIb ve ara tip (intermediate) kas liflerine ait lipit damlaciklar1 toplam sayisinin hesaplama
yapilan toplam kas lifi alanina boliinmesi ile elde edilen lipit dagilim grafikleri.

Sekil 35°te kontrol DBA/2J ve BMMI gruplan iskelet kas kesitlerinde hesaplanan
lipit damlacik alaninin toplam kas lifi alanina oranlanmasi (Sekil 35A, B) ve lipit damlacik
sayisinin toplam kas lifi alanina oranlanmasi (Sekil 35C, D) ile elde edilen analiz sonuglar1
gosterilmektedir. Sekilden goriilebilecegi gibi, BMMI 1rklarinda da benzer sekilde tip Ila
kas lifleri ile Ila ve IIb aras1 6zellik gdsteren ara tip kas liflerinde daha yiiksek miktarda
lipit depolandig1 gézlenmistir. Fakat, BFMI 1rklari ile elde edilen sonuglarin aksine gruplar
arast anlamli bir degisim gézlenememistir. Tiim kas lifi tiplerinde, BMMI 1rklar1 igerisinde

en fazla lipit damlacig1 depolamaya yatkin irk BMMI806 olarak gbzlenmistir.
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Sekil 35. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J) ve BMMI fareleri LD (A,C) ve Q (B, D)
iskelet kaslar tip Ila, IIb ve ara tip (intermediate) kas liflerine ait iskelet kas1 kesitlerinden
elde edilen lipit damlaciklarinin toplam alaninin hesaplama yapilan toplam kas lifi alanina
bélinmesi ile (A, B) ve lipit damlaciklarinin toplam sayisinin hesaplama yapilan toplam
kas lifi alanina boliinmesi ile (C,D) elde edilen lipit dagilim grafikleri.

Kullandigimiz LD540 boyasi nétral lipitleri boyamak i¢in kullanilan bir boyadir
(SPANDL v.d., 2009). Lipit damlaciklar1 seklinde dokularda depolanan nétral lipitler
igerisinde en yaygin olarak goézlenen lipit ¢esidi ve lipit damlaciklarinin temel depo
maddesi trigliseritlerdir (SPANGENBURG v.d., 2011). Bu nedenle konfokal mikroskopisi
ile elde ettigimiz bu sonuglarin temel olarak trigliserit dagilimin1 gosterdigi ongoriilebilir.
Bu nedenle konfokal mikroskobik ¢alismamiz ile SBD veya HFD ile beslenmis tim BFMI
irklarindan BFMI860 1rkinda ve BMMI 1rklarindan BMMI806 irkinda en yiiksek miktarda
lipit depolandigina dair elde ettigimiz bu sonug, ATR-FTIR spektroskopisi ve FTIR

mikrospektroskopisi ile elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir.

5. HPLC-ELSD CALISMALARI

DBA/2J, C57BL/6J kontrol fare irklarinin, BFMI obez inbred fare irklarinin ve
BMMI kas inbred fare irklarinin LD ve Q kas dokularindan elde edilen lipitlerin nitel ve

nicel tayinleri icin ilk dnce kolesteril oleat, gliseril trioleat, kolesterol, 1-oleil-rak-gliserol,
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fosfatidilkolin ve kardiyolipin standartlar1 farkli konsantrasyonlarda, Waters Alliance
HPLC e2695 Separations Module enstriimani1 ve Waters 2424 ELS dedektori kullanilarak

yurutilmustir. Boylece, her bir standart lipitin kendisine 6zgu olan tutulma sireleri

bulunmustur (Sekil 36). Standart lipitlerin tutulma sureleri, kromatogramlarda gorilme

sirasina gore Tablo 13’ te belirtilmistir.

Tablo 13. HPLC-ELSD deneylerinde kullanilan standart lipitlerin tutulma siireleri.

Standart

CO TG C MG PC CLPN
Tutulma 2.734+0.011 | 2.872+0.031 | 8.761+0.034 | 9.681+0.027 | 20.302+0.802 | 26.360+0.876
Saresi (sn.)

Kontrol, BFMI ve BMMI inbred fare irklarinin LD ve Q kas dokularindan elde

edilen lipitlerin miktarini tayin edebilmek igin, farkli konsantrasyonlarda yiiriitiilen her bir

standart i¢in kalibrasyon egrisi Waters Empower Pro adli bilgisayar programi kullanilarak

cizilmistir (Sekil 37). Deneylerde kullanilan biitiin standartlarin belirleme katsayisi (R?),

uygun sinir deger olan 0.99° dan biiyiik ¢ikmistir. Bu kalibrasyonun uyum iyiligini gz

onlne sermektedir.
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Sekil 36. Standart lipitlerin HPLC-ELSD kromatogram sonuglari. A) Kolesteril oleat (CO),
B) Gliseril trioleat (TG), C) Kolesterol (C), D) 1-oleoil-rak-gliserol (MG), E) Kardiyolipin
(CLPN), F) Fosfatidilkolin (PC).
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Sekil 37. Deneylerde kullanilan her bir standart lipit i¢in elde edilen kalibrasyon egrileri.
A) Kolesteril oleat (CO), B) Gliseril trioleat (TG), C) Kolesterol (C), D) 1-oleoil-rak-
gliserol (MG), E) Fosfatidilkolin (PC), ve F) Kardiyolipin (CLPN). Kirmiz1 kareler,
HPLC’ de yiiriitiilen standartlarin konsantrasyonlarinin alanlarimi gostermektedir. Her bir
standartin belirleme katsayis1 (R2) bulunmustur.

Klasik Folch metoduyla iskelet kas dokularindan elde edilen lipitlerin, gelistirilen

yeni metotla basariyla ayristigi goriilmiustiir (Sekil 38).
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Sekil 38. C57BL/6J kontrol irkinin Q kas dokusunda bulunan HPLC-ELSD kromatogram
Sonucu.

SBD ile beslenmis olan BFMI obez inbred irklar1 ve gene SBD ile beslenmis olan
BMMI 1rklar: da iceriklerindeki lipit konsantrasyonuna gore ELS dedektoriiniin hassasiyeti
sayesinde nitel olarak ayrilmistir (Sekiller 39, 40, 41, 42, 43, 44). SBD ile beslenen irklar
arasinda en cok lipit BFMI860 fare irkinda bulunurken, lipit fazlaligi a¢isindan bu irki
BFMI861 fare modeli izlemektedir. BFMI852 ve BFMI856 inbred fare irklarindaysa,
BFMI860 ve BFMI861 1irklar1 kadar lipit goziikmese de, BMMI 1rklariyla karsilastirilinca
daha fazla lipitleri oldugu gozlenmektedir. BMMI 1rklar1 kendi aralarinda karsilastirilacak

olunursa, en fazla total lipitin BMMI806 1rkinda bulundugu gérilmektedir.
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Sekil 39. LD kas dokusundan elde edilen lipitlerin DBA/2J, BFMI860 ve BFMI861 fare
irklarinda karsilagtirmali HPLC-ELSD kromatogram sonuglari.
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Sekil 40. DBA/2J, BFMI860 ve BFMI861 1rklarinin LD kas dokusundan elde edilen
lipitlerin tek kromatogramlari.
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Sekil 41. LD kas dokusundan elde edilen lipitlerin DBA/2J, BFMI1852 ve BFMI1856 fare
irklarinda karsilagtirmali HPLC-ELSD kromatogram sonuglart.
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Sekil 42. DBA/2J, BFMI852 ve BFMI856 irklarmin LD kas dokusundan elde edilen
lipitlerin tek kromatogramlari.
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Sekil 43. LD kas dokusundan elde edilen lipitlerin DBA/2J, BMMI806, BMMI826 ve
BMMI866 fare irklarinda karsilagtirmali HPLC-ELSD kromatogram sonuglari.
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Sekil 44. DBA/2J, BMMI806, BMMI826 ve BMMI866 1irklarinin LD kas dokusundan elde
edilen lipitlerin tek kromatogramlari.

Farkli beslenme sekillerinin fare irklar1 Gzerindeki etkisi HPLC-ELSD deneyleri ile
acikca ortaya konmustur (Sekil 45, 46). HFD ile beslenen BFMI irklarinda, SBD ile
beslenen rkdaslarina gore daha fazla total lipit oldugu gozlenmistir.

103



1400.004 BFMAIL 852 LD- SBD
1300, 00 BFAI 852 LD- HFD
1200.00
110000
1000 004
900, 004

LSU

&00. 004
F00. 00+
G600, 00
S00. 00
400 00+
300. 00

200,00
100, 004 h
o.00 . T

0.00 200 4.00 6.00 500 10.00 12.00 14.00 16.00 1800 20 00 22 00 24.00 26.00 25 00 30.00
Zaman

1500.004 BFMI 856 LD -SBD
1400. 00 BFMI 856 LD- HFD
1300004
1200.00+
1100.00
1000. 00
900,00
£00.00

LsU

Foo.004
600,00 "
s00.00
400. 00
300.004
200,004
100,00

0.00 4 — D

0.00 200 400 600 S00 1000 1200 14.00 16.00 1500 2000 22 00 24 00 26.00 23 00 30.00
Laman

Sekil 45. BFMI fare irklarinin beslenme sekillerine iligkin karsilastirmali HPLC-ELSD
kromatogram sonuglari. A) BFMI852-SBD ve BFMI852-HFD. B) BFMI856-SBD ve
BFMI856-HFD.
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Sekil 46. BFMI fare irklarinin beslenme sekillerine iliskin karsilastirmali HPLC-ELSD
kromatogram sonuglari. A) BFMI860-SBD ve BFMI860-HFD. B) BFMI861-SBD ve
BFMI861-HFD.

Nitel olarak kromatogramlarda tayin edilen lipitlerin, nicel o6lgtimleri Waters
Empower Pro adli program kullanilarak yapilmistir. Her bir standart lipit igin cizilen
kalibrasyon egrileri kullanilarak, érneklerdeki lipitlerin konsantrasyon dlcumleri basariyla
yapilmistir. BUtiin  6rneklerde bulunan lipitlerin istatiksel analizi Oneway ANOVA
yontemi ve Dunnett’s testi kullanarak tum gruplar kontrol gruplarina gore olacak sekilde
karsilastirniimistir. Orneklerde tespit edilen lipit tirleri olan TG, CO, C, MG, PC ve CLPN’
nin LD ve Q kaslarindaki dagilimlar1 bulunmustur (Sekiller 47, 48, 49, 50, 51 ve 52).
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Sekil 47°de SBD ile beslenen kontrol, BMMI ve BFMI ve HFD ile beslenen BFMI
irklarindaki TG konsantrasyonu verilmektedir. BMMI fare wrklari ile BFMI fare rklar
karsilastirilacak olunursa, inbred obez olan farelerde, TG konsantrasyonunun, kas inbred
farelerindeki TG konsantrasyonuna oraninin en az iki kat daha fazla oldugu
gOzlemlenmistir. Bu fazlahigin sebebi, TG gibi basit lipitlerin, canlilarin hem fizyolojik
durumlarina, hem de diyete gbére en c¢ok degisen lipitlerden biri olmasindan
kaynaklanmaktadir (CHRISTIE, 1987). BFMI irklarindaysa, farelerin fizyolojik
durumlarindan 6turt daha fazla TG’ ye rastlanmistir. Ozellikle BFMI860 ve BFMI861
irklarinda, TG konsantrasyonunun ¢ok yiksek oldugu gdzlemlenmistir. Cahisilan diger
obez fare irklari olan BFMI852 ve BFMI856 irklarinda ise, bu iki wrktaki kadar TG
gorilmemistir. Her iki diet tirinde de, TG konsantrasyonunun LD kasinda daha ¢ok
goruldiigii ortaya ¢ikmistir. HFD ile de beslenmis olan BFMI 1rklarinin hepsinde, TG
konstantrasyonunun daha ¢ok arttig: tespit edilmistir. BMMI806 1rkinin ise, diger kas fare
rklarina gore daha ¢ok TG barindirdig: gorulmistur.
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Sekil 47. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklariin, A) LD kaslarindan elde edilen TG (mg/ml), B) Q kaslarindan elde edilen TG
(mg/ml) miktar1. (Verilen degerler, DBA/2J kontrol irkina gore anlamliysa *, C57BL/6J
kontrol irkina gore anlamliysa # isaretiyle gosterilmistir.)

Hayvan dokularinda ¢ok bulunan bir diger lipit tiri de kolesteroldur. Bu lipit,
serbest kolesterol (C) ve esterlesmis kolesterol, yani kolesteril ester (CO), formlarinda
bulunmaktadir. Serbest kolesterol zar akiskanligi gibi elzem bir rolde gérev alirken,
kolesterolun bu iki formu da, canli icin biyik bir 6nem arz etmektedir (CHRISTIE, 1987).

Uzerinde calisilan wrklar géz éniine alindiginda hem LD hem de Q iskelet kaslarinda, C ve
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CO lipitlerinin BFMI 1rklarinda BMMI 1rklarina gore dramatik bir sekilde arttig
gozlemlenmistir (Sekil 48 ve 49). Bu iki lipit tlrinin LD tipi iskelet kasinda daha ¢ok
goruldiigii gozden kagmamistir. BFMI 1rklarinin HFD ile beslenmis olan bireylerinde ise

bu artis daha fazla gérulmektedir.
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Sekil 48. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1irklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklariin, A) LD kaslarindan elde edilen CO (mg/ml), B) Q kaslarindan elde edilen CO
(mg/ml) miktar1. (Verilen degerler, DBA/2J kontrol irkina gore anlamliysa *, C57BL/6J
kontrol irkina gore anlamliysa # isaretiyle gosterilmistir.)
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Sekil 49. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklarinin, A) LD kaslarindan elde edilen C (mg/ml), B) Q kaslarindan elde edilen C
(mg/ml) miktar1. (Verilen degerler, DBA/2J kontrol irkina gore anlamliysa *, C57BL/6J
kontrol 1irkina gore anlamliysa # isaretiyle gosterilmistir.)
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Birer molekul yag asidi ve gliserolden olusan bu lipit taze hayvan dokularinda az
rastlanmaktadir (CHRISTIE, 1987). Sekil 50’de MG lipitinin, SBD ile beslenmis kontrol,
BMMI ve BFMI, ve HFD ile beslenmis BFMI irklarimin LD ve Q kaslarindaki
konsantrasyonu verilmistir. MG lipidi, SBD veya HFD ile beslenmis olan BFMI860
irkinda yuksek oranda gorilmustar. Diger lipit turlerinde bulunan sonuglara parallel olarak,
LD kasinda Q kasina gore daha fazla MG oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 50. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklarinin, A) LD kaslarindan elde edilen MG (mg/ml), B) Q kaslarindan elde edilen MG
(mg/ml) miktar1. (Verilen degerler, DBA/2J kontrol irkina gore anlamliysa *, C57BL/6J
kontrol 1irkina gore anlamliysa # isaretiyle gosterilmistir.)

Sekil 51’de SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI irklarmin LD ve Q kaslarindaki PC konsantrasyonu verilmistir. SBD veya
HFD ile beslenen BFMI 1rklarinda bu lipitin daha ¢ok oldugu gorilmis olup, diet farkinin
bu lipitin konsantrasyonunda biyuk bir farka yol agcmadig: tespit edilmistir. BMMI806

irkinda ise, diger kas fare irklarina oranla daha fazla PC bulunmustur.
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Sekil 51. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklarinin, A) LD kaslarindan elde edilen PC (mg/ml), B) Q kaslarindan elde edilen PC
(mg/ml) miktari. (Verilen degerler, DBA/2J kontrol irkina gore anlamliysa *, C57BL/6J]
kontrol 1irkina gore anlamliysa # isaretiyle gosterilmistir.)

CLPN, sadece mitokondri organelinin i¢ zarinda bulunan, iki adet fosfatidil ve bir
adet gliserol grubundan olusan bir lipittir. Prokaryotta dahil, bitiin canlilarda bulunan bu
lipit, ttm memeli dokularinda bulunmaktadir (CLAYPOOL, 2009; MCMILLAN ve
DOWHAN, 2002; JOSHI v.d., 2008). LD ve Q dokular1 iskelet kas dokular: olduklarindan
dolay1, mitokondri organelinin dogal olarakta CLPN lipitinin bulunmas: beklenir. HPLC-
ELSD deneyleri ile, bu lipitin iskelet kas dokularinda varoldugu gosterilmistir. Tespit
edilen diger lipitlerin BFMI 1rklarinda daha fazla g6ziukmesine ragmen, CLPN’ nin
konsantrasyonunda BMMI ve BFMI 1rklar: arasinda ve Uzerinde calisilan LD ve Q kaslar

arasinda ¢ok buyiik fark olmadig: ortaya ¢ikmustir (Sekil 52).
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Sekil 52. SBD ile beslenmis kontrol, BMMI ve BFMI irklar1 ile HFD ile beslenmis BFMI
irklariin, A) LD kaslarindan elde edilen CLPN (mg/ml), B) Q kaslarindan elde edilen
CLPN (mg/ml) miktari.

Tum bu kromatogramlardan ve grafiklerden, LD ve Q kas dokularinda en ¢ok lipit
barindiran irklarin sirasiyla, BFMI860 ve BFMI861 oldugu gorilmistur. Bu irklarin, HFD
ile beslendiginde iskelet kaslari icerisinde daha cok lipit depoladigi ortaya cikmustir.
Depolanan bu lipitler arasindaysa digerlerinden dramatik olarak yiiksek degere sahip
oldugu igin, en baskin tir olarak TG’ nin oldugu gozlemlenmistir. BMMI wrklarinda ise,
TG ile beraber CLPN’ nin konsantrasyonunun yiiksek oldugu gorilmistur.

6. SONUCLAR

Bu c¢alismada 52 nesil boyunca inbred olarak c¢iftlestirilmek yoluyla obeziteye
yatkin olarak secilen BMMI ve BFMI inbred fareleri  iskelet kas dokularmin
makromolekiillerinde, 6zellikle lipit i¢eriginde, olusan yapisal ve fonksiyonel degisimlerin
tespit edilmesi, bu kaslarda depolanan lipitlerin cinslerinin  ve dagilimlarinin tayin
edilmesi, boylelikle bu farelerin iskelet kaslarinin karakterizasyonu amaglanmistir. Bu
amac¢ dogrultusunda, projede iskelet kaslarindaki makromolekiillerin 6zelliklerinin
belirlenmesi icin ATR (attenuated total reflectance)-Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi, bu makromolekiillerin, 06zellikle lipitlerin, kaslardaki dagiliminin
gorintilenebilmesi icin FTIR mikrospektroskopisi, kas igerigindeki lipitlerin hangi kas

liflerinde yogun olarak dagildiginin goriintiilenebilmesi i¢in konfokal mikroskopisi ve
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depolanan lipitlerin cinslerinin ve miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in yiiksek performansh
stvi kromatografisi (HPLC) teknikleri kullanilmstir.

Bu ¢alismada SBD ile beslenmis erkek kontrol (DBA/2J, C57BL/6J) ve BMMI
irklart ile SBD ile beslenmis erkek BFMI fareleri ve HFD ile beslenmis erkek BFMI
farelerinin LD ve Q kaslart incelenmistir. Projede incelenen BMMI 1rklar1 igerisinden
BMMI806, BFMI irklar1 igerisinden BFMI860 ve BFMI861 farelerinin serum glikoz,
trigliserit ve esterifiye olmamis yag asidi seviyelerinde gosterdikleri artigla birlikte, ipITT
sonuglarina gore diger irklara nazaran insiilin enjeksiyonuna daha ge¢ cevap vermeleri
insiilin direnci gelistirdiklerine igarettir. Bu irklarin, bu proje ¢ergevesinde incelenen tiim
spektral, mikroskopik ve kromotografik parametrelerde diger BMMI veya BFMI irklari ile
karsilastirildiklarinda yukaridaki bulgularn teyit eden sonuglar verdikleri tespit edilmistir.

BMMI806, BFMI860 ve BFMI861 farelerinin iskelet kaslarinda daha az doymamis
lipit igerigine ve daha kisa hidrokarbon zincirli lipitlere sahip olduklari goriilmiistiir.
Literatiirdeki baz1 ¢alismalarda, tipki bizim BMMI806, BFMI860 ve BFMI861 fare irklari
iskelet kaslarinda gozledigimiz gibi, lipit peroksidasyonunun doymamis yag asitlerinin
kaybima neden oldugu ve daha kisa zincirli lipitlerin olugsmasini sagladigi gosterilmistir
(BRUCH ve THAYER, 1983; CURTIS v.d., 1984; LEVINE ve WETZEL, 1994,
BOZKURT v.d., 2010). Lipit peroksidasyonu membranin doymamig/doymus lipit oraninda
degisiklige neden olarak daha kati, esnekligi azalmis bir membran yapisi olusmasina yol
acar (NIRANJAN v.d., 2000). Olusan bu daha az esnek membran, insilinin reseptériine
dogru ve etkin bicimde baglanmasinda bazi sinirlamalar yaratabilir ve dolayisi ile insiilin
direnci olusumuna katkida bulunabilir (RUSSO, 2009). Ayrica, membran yapisinda
bulunan uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asidi miktarindaki artimin, hiicrede bulunan
insiilin reseptor sayisinda ve insiilin yoluyla ger¢eklesen glikoz tasinmasinda degisikliklere
neden olabilecegi ve insiilin duyarliligini arttirabilecegi one siirtilmiistiir (STORLIEN v.d.,
1991; AYRE v.d., 1998). Bu bilgiler 15181inda, projemizde incelenen BMMI806, BFMI860
ve BFMIB61 fare irklar1 iskelet kaslarinda olusan lipit peroksidasyonunun bu irklarda
gorilen insiilin direnci gelisimine katkida bulundugu s6ylenebilir.

Projede incelenen BMMI modellerinden BMMI826 ve BMMI866 fare irklar
homozigot myostatin mutasyonuna sahiptir, fakat BMMI806 irkinda myostatin gelisim
faktorini kodlayan gen sorunsuz ifade edilmektedir. Myostatin gelisim faktorii kas
gelisimi lizerine olumsuz etkiye sahiptir. Myostatin konsantrasyonu ne kadar artarsa
bireyde kas gelisimi o kadar azalmaktadir. Myostatin yoklugunda ise kas gelisimi artmakta

ve kas icerisindeki yag orami azalmaktadir (GUO v.d., 2009). Yapilan calismalarda

111



myostatin yoklugunun obezite gelisimini azalttigi gosterilmistir (ZHAO v.d., 2005).
Literatirde bulunan bu bilgilere paralel olarak, proje dahilinde incelenen ve myostatin
genini sorunsuz ifade eden BMMI806 irkinin obezite gelistirmeye daha yatkin oldugu elde
edilen sonuglarda goriilmiistiir. Bu wrkin, 6zellikle LD kasinda, BMMI 1rklar igerisinde
daha yuksek seviyede trigliserit, kolesterol ester, monogliserit ve fosfatidilkolin
icerigine sahip oldugu, daha fazla sayida ve biiyiikliikte lipit damlaciklar: icerdigi;
dolayisiyla BMMI 1rklar1 icerisinde en yiiksek lipit icerigine sahip oldugu
belirlenmistir.

Proje Alman ortaginin daha once yaptigir calismalarda BFMI 1rklart igerisinde
BFMI860 farelerinin en yiiksek viicut yag ylizdesine sahip oldugu (MEYER v.d., 2009) ve
HFD ile beslendiginde viicut yag kitlesinde en fazla arttmin da BFMI860 farelerinde
gergeklestigi (WAGENER v.d., 2006) tespit edilmistir. Bu calismada da BFMI860
irkinin daha fazla trigliserit, kolesterol, kolesteril ester, monogliserit icerigine,
dolayis1 ile daha fazla lipit icerigine sahip oldugu, bu wrkin kaslarinda daha fazla
sayida ve daha biiyiikk hacimde lipit damlacig1 biriktigi tespit edilmistir. BFMI861
irki da BFMI860 wrki gibi yiiksek lipit icerigine sahip olmakla birlikte kontrol
gruplan ile karsilastirildiginda BFMI860 irkinin daha belirgin farkhliklar gosterdigi
goriilmiistir. Tim BFMI wrklarn HFD ile beslendiklerinde iskelet kasimmin lipit
icerikleri artarken, BFMI852 irkinda HFD ile beslenmenin lipit iceriginde pek bir
degisime neden olmadigr gozlenmistir. HFD verilmis gruplar arasinda da en fazla
lipit icerigi BFMI860 irkinda goriilmiisttr.

Iskelet kas kesitlerinin goriintiileme yontemleri ile incelenmeleri sonucunda
daha oksidatif bir metabolizmaya sahip olan tip Ila ve ara tip kas liflerinde daha
yiiksek miktarda notral lipit biriktigi gozlenmistir. Lipit birikiminin daha fazla
oldugu bu kas liflerinde daha yiiksek lipit/protein dagilim, lipit yapilan icerisinde
daha yuksek miktarda metilen (CH;) grubuna karsilik, ,daha diisiik miktarda metil
(CH3) grubu, yiiksek miktarda trigliserit icerigi (karbonil, C=0) ile daha uzun
zincirli lipit yapilar1 bulundugu; ayrica daha yiiksek doymamishk indeksi ve daha
diisiik glikojen icerigine sahip oldugu tespit edilmistir. Gozlenen bu lipit birikimi,
diger obez wrklan ile karsilastirildiginda BFMI860 fareleri iskelet kaslarinda daha
yuksek miktarda gerceklesmistir, hatta HFD ile beslenmis BFMI860 farelerinde daha
muazzam bir lipit birikimi oldugu tespit edilmistir. Tespit edilen notral lipit
icerigindeki bu artis HPLC calismalar ile de gosterilmis ve ozellikle BFMI860

irklarimin iskelet kaslarinda, incelenen bazi lipit cinslerinin (trigliserit, kolesterol
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ester, monogliserit ve fosfatidilkolin) yiiksek miktarlarda bulundugu tespit edilmistir.
Ayrica, kullandigimiz diger tekniklerle de BFMI irklarinin BMMI farelerine gére daha
fazla lipit i¢erigine sahip olduklari, goriilmiistiir.

Projede kullanilan BFMI fareleri inbred olarak iiretimleri sirasinda viicutlarinda
yilksek yag oranina sahip olmalarmma gore secildiklerinden dolayr sadece SBD ile
beslendiklerinde bile daha belirgin obez modeller olma 6zelligi gostermektedirler. HFD ile
beslenme durumunda ise , ki bu beslenme tarzi modern diinyada yaygin bir beslenme
aligkanligi haline gelmistir, BFMI farelerinde Olgiilen tiim parametrelerde BMMI ve
kontrol gruplarina gére daha muazzam farklar agiga ¢ikmistir. Bu da bize, diyetin obezite
gelisiminde en az genetik faktorler kadar onemli oldugunu gostermektedir.

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, projede incelenen karmasik
genetik yapiya sahip olmalar1 nedeniyle insanlarda da gorilen ve kendiliginden gelisen
obeziteye model olusturan inbred fare irklarindan BFMI860 ve BMMI806 farelerinin
obezite calismalarina daha uygun olduklar1 belirlenmistir. Ayrica, calismamiz
sonuglarina gore, viicudun durusundan sorumlu olan (ONO v.d., 1995) ve daha fazla tip lla
kas lifi igerdigi rapor edilen (HAMELIN v.d., 2007) incelenen parametreler g6z 6niine
alindaginda LD kasinin Q kasindan daha fazla etkiledigi anlasilmistir.

Iskelet kas dokusundaki bozulan insiilin duyarlig1 diyabet ve obezite patolojisindeki
ilk belirtilerden biridir. Iskelet kasinda insiilin direnci heniiz tam olarak acikliga
kavusturulamamis olmakla beraber son yillarda, iskelet kasinda biriken lipit bilesenlerinin
ve dagilimlarinin insiilin direnci olusumunda belirleyici faktorler olduklarina yonelik
bulgular artmaktadir. Bu nedenle, bu proje calismasi sonucunda rapor edilen iskelet
kasinda biriken lipitlerin doku igerisindeki dagilimlarinin ve bilesenlerinin belirlenmesi,
degisik kas lifi tiplerinin lipit birikimi {izerindeki etki seviyelerinin ve bu liflerde biriken
lipitlerin ~ 6zelliklerinin ~ belirlenmesi bulgular1 obezitede insiilin direnci olusum
mekanizmasinin agiklanabilmesi i¢in gereklidir. Bu projede uygulanan biyofiziksel ve
biyokimyasal metotlarla iskelet kaslarimin yukarida bahsedilen detayli karakterizasyonu
yapilmis ve obezite gelisimine 151k tutacak degerli bilgiler elde edilmistir. Bu nednele, elde
edilen bu orijinal sonuglar literatiire obezitenin olusum mekanizmasini agiklayici yonde

katkida bulunacaktir.
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EKLER
Ek 1.

Q kasinda biyomolekiilere ait spektral bantlarin alan oranlarimin degisik

inbred fare modellerine ait incelenen irklardaki dagilim

Lipit/ Protein (CH/amid 1) Q

Kontrol BMMI806 BMMI826

40
Pirgis

BMMI866

Pragts

BFMI856

Ek 1 Sekil 1. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklart Q kasi enine kesitlerindeki lipit/protein degerinin degisimlerini

gosteren

Ornek haritalar

Lipitlerdeki metilen miktari (CH, antisimetrik gerilim/CH) Q
Kontrol BMMIZ06 BMMI826

» 5o
e £
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Ek 1 Sekil 2. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklar1 Q kasi enine kesitlerindeki CH; antisimetrik gerilim bant alani/CH
toplam alan1 degerinin degisimlerini gosteren drnek haritalar.

Lipitlerdeki metil miktan (CH; antisimetrik gerilim/CH) Q
BMMI826

Ek 1 Sekil 3. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1irklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI irklar1 Q kasi enine kesitlerindeki CH3 antisimetrik gerilim bant alani/CH
toplam alan1 degerinin degisimlerini gosteren ornek haritalar.

Lipit zincir uzunlugu (CH, antisimetrik gerilim/CH; antisimetrik gerilim) Q
Kontrol BMMI806

Padla

Pixals

FMI856 BFMI856 HFD

a3

BMMI866 B

p— 1,

BFMI860 BFMI860 HFD
= 3 o e ¥ 3
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Ek 1 Sekil 4. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklar1 Q kast enine kesitlerindeki CH, antisimetrik gerilim bant
alan1i/CH3 antisimetrik gerilim bant alani parametresindeki degisimleri gosteren ornek

haritalar.

Doymamus lipit /Doymus lipit miktari (Olefinik/CH2 antisimetrik gerilim) Q
Kontrol BMMIB06 BMMI826

Pixels

Pissls
533845488

018

Ek 1 Sekil 5. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI 1rklar1 ile HFD ile
beslenmis BFMI 1rklar1 Q kasi enine kesitlerindeki olefinik bant alani/ CH; antisimetrik

bant alan1 parametresindeki degisimleri gosteren 6rnek haritalar.

Lipitlerdeki karbonil miktan (C=0 simetrik gerilim/CH) Q
Kontrol BMMI806 BMMI826

" D B &
Pisslc

[
Paels

BMMI866 BFMI856

XS

BFMI860 HFD

=

0 ® 2

BFMI860
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Ek 1 Sekil 6. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI rklar ile HFD ile
beslenmis BFMI irklar1 Q kasi enine kesitlerindeki C=O ester bant alani/ CH toplam alan1
orani degisimlerini gosteren ornek haritalar.

Glikojen miktan Q

Kontrol BMMI806

BFMI860

Ek 1 Sekil 7. SBD ile beslenmis kontrol (DBA/2J), BMMI ve BFMI rklari ile HFD ile

beslenmis BFMI 1rklar1 Q kasi enine kesitlerindeki glikojen miktar1 degisimlerini gosteren
ornek haritalar.
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obezite ¢aligmalarina daha uygun olduklar1 belirlenmistir. HFD verilen BFMI gruplarinin
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kaslarinin ATR-FTIR spektroskopik teknigi ve HPLC ile incelenmesi sonuglarini igeren

kisim yayina hazirdir ve 6nlimuzdeki haftalar icerisinde International Journal of Obesity
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