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Doku spesifik genler gelisim ve metabolizma da dnemli roller oynamaktadir. Giiniimiizde, gen
bankasinda farkli dokularla ilgili 3.363.628 GEO Profil ve 397.988 mikroarray verisi bulunmaktadir.
Bilim adamlar i¢in gen bankasinda bu kadar ¢ok faydali veri bulunmasina ragmen, yeni doku spesifik
genlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in bu verileri analiz edip kullanmaya ydnelik bir strateji izlenmesiyle ilgili
eksiklikler bulunmaktadir. Bu ¢aligsma, mikroarray ve mikroarraylerle iliskili GEO Profillerin kullanimi
ve analiziyle doku spesifik genlerin ortaya ¢ikarilmasina yonelik yeni bir metot ortaya koymaktadir.

Bu caligmada, adipoz doku bu metodun dogrulanmasinda hedef doku olarak segilmistir. 11k
olarak, insan ve fare mikroarray verileri karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Mikroarray verilerini
desteklemek i¢in, adipoz dokuyla ilgili GEO Profilleri gen bankasindan seg¢ilmistir. Daha sonra, adipoz
dokuyla ilgili microarray ve GEO Profil verileri es zamanlh olarak degerlendirilmistir. Sonug olarak bu
metot, Chordin-like 1 (Chrdl1) olarak isimlendirilen yeni bir adipoz spesifik geni hipotez etmistir.
Hipotezin testi i¢in sigir dokularinda RT-PCR yapilmistir. RT-PCR sonuglarina gore, Chrdll diger
dokulara gore adipoz dokuda yiiksek derecede ekspresyon gostermistir (P<0.05). Bu sonug, kurulan
hipotezi desteklemis ve bu ¢aligmada kullanilan metodun yeni doku spesifik genlerin belirlenmesinde
faydali olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Adipoz doku, Adipoz spesifik gen, Atgl, Chrdl1, Fabp4, Mikroarray
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Tissue specific genes play important roles in development and metabolism. Currently, Gen Bank
has 3.363.628 GEO Profiles and 397.988 microarray data related to various tissues. Although huge
amounts of useful data are available to scientists in Gen Bank, there is a lack of a follow-up strategy to
analysis and use these data to identify new tissue specific genes. This study suggest a unique new method
to using and analyzing microarray and microarray related GEO Profiles to identify tissue specific genes.

In this study, adipose tissue sellected as a target tissue in order to validate the method. First, the
human and mouse microarray data were analyzed comparatively. To support the microarray data, adipose
tissue related GEO Profiles were selected from Gen Bank. Subsequently, adipose tissue related
microarray and GEO Profiles data were evaluated simultaneously. Finally, this method hypothesized a
novel adipose specific gene called Chordin-like 1 (Chrdl1). In order to test the hypothesis, RT-PCR was
performed for the bovine tissue distribution. According to the RT-PCR results, Chrdll was highly
expressed adipose tissue versus other tissues (P<0.05). This result was support the hypothesis and
demonstrated that a new method used in this study was useful in identification of new tissue specific
genes.

Keywords: Adipose tissue, Adipose specific gene, Atgl, Chrdl1, Fabp4, Microarray
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1. GIRIS

Adipoz doku son yillarda arastirmacilar tarafindan viicut homeostazisinde
onemli gorevleri olan endokrin bir organ olarak gosterilmektedir (Galic ve ark., 2010).
Adipoz dokuda meydana gelen problemler insanlarda obezite ve obeziteye bagh
metabolik rahatsizliklara neden olurken ¢iftlik hayvanlarinda ise yagli karaciger
sendromu gibi metabolik bozukluklara neden olmaktadir (Umucalilar ve Giilsen, 2005;
Maury ve Brichard, 2010). Bununla birlikte ¢iftlik hayvanlarinda goriilen asir1
yaglanma, yenilebilir et miktarini azaltip karkas randimanini olumsuz yonde etkilemek
suretiyle ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Anonim, 2013a). S6z konusu
nedenlerden dolay1 son yillarda adipoz dokunun insanlarda ve g¢iftlik hayvanlarinda
viicut fonsiyonlarini ne yonde etkiledigi biiyiikk bir merak konusu olmus; adipoz doku
gelisiminin  molekiiller mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalar hiz
kazanmustir.

Mikroarray analizleri adipoz dokunun gelisiminden sorumlu doku spesifik gen
ekspresyonlarinin tespit edilmesinde kullanilan molekiiler ydntemlerin basinda
gelmektedir. 1995 yilinda ilk kesfedilmesinden bu yana mikroarray teknolojileri,
binlerce genin farkli biyolojik kosullardaki gen ekspresyon profillerinin
karsilastirilmasinda bagvurulan 6nemli bir molekiiler yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
(Schena ve ark., 1995). Giiniimiizde, yliksek hacimli mikroarray teknolojileri i¢inde gen
ekspresyon caligmalari, genotipleme, proteomiks, hiicre biyolojisi, kanser biyolojisi,
farmakogenomik, bulasici hastaliklarin  tanimlanmasi, besin Orneklerinin ig¢indeki
patojen varliginin tespiti ve mikrobiyal izolatlarin tanimlanmasi gibi birgok uygulamaya
ev sahipligi yapmaktadir (Kumar, 2009).

Preadipozit hiicrelerinin farklilagip olgun adipozitlere doniismesi siirecine
adipogenesis denilmektedir (Anonymous, 2010). Adipogenesis transkripsiyon faktorleri
ve hiicre dongiisii proteinlerinin gen ekspresyonlarini regiile ederek adipozit gelisimini
sagladig1 birden ¢ok asamasi olan bir prosestir (Lefterova ve Lazar, 2009). Adipoz
gelisiminin adipoz spesifik genler tarafindan 6nemli derecede etkilendigi oldukca iyi
bilinmektedir. Son yirmi yildir, baz1t memeli tiirlerinde insan, fare (Cornelius ve ark.,
1994; Ntambi ve Cheul, 2000), domuz (Bai ve ark., 2008) ve sigirlarda (Fernyhough ve
ark., 2007; Taniguchi ve ark., 2008) yag hiicrelerinden yag sentezlenmesi iizerine
dogrudan yada dolayl1 olarak etkisi oldugu belirlenen bazi genler ortaya ¢ikarilmistir.
S6z konusu genlerin kodladigi peroksisome proliferator activated receptor y (PPARYy)



ve CCAAT/enhancer-binding protein y (C/EBPy) gibi transkripsiyon faktorlerinin canli
ya da laboratuar ortamlarinda yag hiicresi gelisimini dogrudan etkiledigi arastirmacilar
tarafindan ortaya konmustur (Rosen ve ark., 2000; Fernyhough ve ark., 2007). Bu
genler tarafindan kodlanan ve genlerin ifadelerinin diizenlenmesinde gorev alan
transkripsiyon faktorleri genel olarak yag ve yag asidi metabolizmasinda gorev
almaktadir. Bu faktorler tamamen bagimsiz c¢alismamaktadir, aksine bir ¢ok onemli
yolla islevsel olarak birbirleriyle etkilesim halinde gorev yapmaktadir (Kim ve ark.,
2006). Bu genler arasinda PPARY geni yag hiicrelerinin farklilagsmasinda gérevli bir ¢ok
genin (Ornegin; yag depolama ve metabolizmasinda gorevli AP2 ve lipoprotein lipaz
LPL gibi) ifadesini diizenleme gorevini yiriitmesinden dolayr yogun olarak
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir (Rosen ve ark., 2000; Fernyhough ve ark., 2007).
Biitiin bu gelismelere ragmen, yag sentezinde merkezi gorev alan transkripsiyon
faktorleri ve bu faktorleri kodlayan genlerle ilgili agikliga kavusmamis birgok nokta
bulunmaktadir. Bu durum s6z konusu genlerle ilgili daha fazla arastirma yapilmasini
gerektirmektedir.

Giinlimiize kadar adipoz dokuda yiiksek derecede ekspresyon gosterebilen 15
adipokin’in (adipoz spesifik genin) tespit edildigi gosterilmektedir (Piya ve ark., 2013).
Adipoz gelisiminin tamamen ortaya ¢ikarilmasi i¢in ¢ok daha fazla adipoz spesifik
genin belirlenmesi ve bu genlerin adipoz dokunun gelisimi iizerine etkilerinin ortaya
konulmasi gerekmektedir. Yeni adipoz spesifik genlerin kesfedilmesi sayesinde adipoz
gelisiminin genetik mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasi, gerek insanlarda adipoz dokuya
bagli obezite, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde gerekse ciftlik
hayvanlarinda tiretim verimliliginin arttirilmasinda 6nemli rol oynayacaktir. Bu amagla,
adipoz spesifik genlerin bulunmasi1 ve fonksiyonlarinin ortaya c¢ikarilmas: icin yeni
metotlarin gelistirilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Giliniimiizde, gen bankasinda adipoz doku ile ilgili olarak 1.346.912 GEO
Profiles (Genis kapsamli gen ekspresyon profilleri) ve 13.324 GEO DataSets (Gen
ekspresyon veri setleri) olmak iizere toplamda 1.360.236 mikroarray Vverisi
bulunmaktadir (Anonymous, 2013a; Anonymous, 2013b). Gen bankasinda adipoz doku
ile ilgili bu kadar fazla mikroarray verisi olmasina ragmen bu verilerin karsilagtirmali
analizi yapilarak yeni adipoz spesifik genlerin ortaya cikrarilmasina yonelik herhangi
bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu nedenle gerek mikroarray verilerinin karsilagtirmali

analizine yonelik yeterli calisma olmamasi gerekse adipoz dokunun sahip oldugu



biyolojik 6nemden dolay1 bu ¢alismada, doku spesifik genlerin ortaya ¢ikarilmasi igin
gelistirilen yeni metodun uygulamasi i¢in adipoz doku hedef doku olarak belirlenmistir.

Timiiyle degerlendirildiginde bu c¢alismanin amaci, sigirlarda doku spesifik
genlerin tespit edilmesine olanak saglayan yeni bir metot gelistirmek ve s6z konusu

metodun bilimsel arastirmalarda kullanilabilirligini ortaya koymaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Adipoz Doku

Geleneksel olarak, adipoz doku yaglarin muhafaza edildigi bir depo olarak
goriilmekteydi. Gliniimiizde ise adipoz dokunun enerji metabolizmasinda aktif rol
oynayan, bazi hormon ve sitokinlerin kaynagi olarak tiim viicut metabolizmasinda gorev
yapan bir doku oldugu belirtilmektedir. Adipozitlerin enerji metabolizmasindaki aktif
rolii leptinin kesfedilmesiyle ortaya ¢ikmistir. Leptin hemen hemen tamamen
adipozitlere 6zgli bir salgt {irlinii olup hipotalamusta bulunan reseptorleri araciligiyla
hormonal fonksiyon gostermektedir (Flier, 1998). Bu bulgular adipoz dokunun pasif bir
enerji deposu oldugu yoniindeki diisiinceleri degistirmistir. Bu ¢aligmalarin akabinde
bilim adamlart adipoz dokunun adipokin adi verilen bir g¢ok biyoaktif peptidi
salgiladigimi ayrica s6z konusu adipokinlerin otokrin/parakrin ve sistemik (endokrin)
diizeyde islev gosterdiklerini bildirmislerdir (Cizelge 2.1) (Kershaw ve Flier, 2004).
Bunlarin 6tesinde adipoz dokunun merkezi sinir sisteminde oldugu gibi hormonlardan
gelen sinyallere karsilik olarak bir ¢cok reseptorii eksprese ettigi goriillmektedir (Cizelge
2.2) (Kershaw ve Flier, 2004).

Cizelge 2.1. Bazi adipozit tiirevi proteinler ve endokrin fonksiyonlar1 (Kershaw ve Flier, 2004)

Sitokinler ve sitokinlerle iliskili proteinler Leptin
TNFa
IL-6

Diger immun sistemle ilgili proteinler MCP-1

Fibrinolitik sistemle ilgili proteinler PAI-1
Doku faktor

Komplement ve komplementle iligkili proteinler Adipsin (komplement faktor D)
Komplement faktor B

ASP

Adiponektin

Lipidler ve lipid metabolizmasi ya da taginmast ile | Lipoprotein lipaz (LPL)

ilgili proteinler Kolesterol ester transfer protein
Apolipoprotein E

NEFA

Steroid metabolizmastyla ilgili enzimler Stokrom P450
17pHSD
17pHSD1




Cizelge 2.2. Adipoz dokuda eksprese olan bazi reseptorler (Kershaw ve Flier, 2004)

Geleneksel endokrin hormonlari igin reseptorler Insulin reseptor

Glucagon reseptor

GH reseptor

TSH reseptor

Gastrin/CCK-B reseptor

Glukagon benzeri peptid-1 reseptor
Anjiyotensin 2 reseptorleri tip 1 ve tip 2

Niikleer hormon reseptorleri Glukokortikoid reseptor
Vitamin D reseptor
Tiroid hormon reseptor
Androjen reseptor
Estrojen reseptor
Progesteron reseptor
Leptin reseptor

IL-6 reseptor

TNFa reseptor

Katekolamin reseptorleri B1, B2 ve B3 reseptorleri
al ve a2 reseptorleri

Adipoz dokuda meydana gelen anormal artis ve azalmalar metabolik
problemlere neden olmaktadir. Oyleki adipoz dokudaki anormal artis obezite ve
obeziteye bagli insiilin direnci, hiperglisemi, dislipidemi, kardiyovaskiiler ve
hipertansiyon gibi 6nemli rahatsizliklara neden olmaktadir (Grundy ve ark., 2004).
Bununla birlikte deri altindaki adipoz dokudaki anormal azalmalar metabolizmanin
bozulmasina, derinin hizla yaslanmasina ve sonug¢ olarak lipodistrofi rahatsizligina
neden olmaktadir (Anonim, 2013b).

Adipoz doku memelilerde beyaz adipoz doku ve kahverengi adipoz doku olarak
ikiye ayrilmaktadir (Cinti, 2005). Ruminantlarda dogumda adipoz dokunun biiyiik bir
cogunlugu kahverengi adipoz dokudan olusurken dogum sonrasinda bu dokularin biiyiik
bir ¢ogunlugu beyaz adipoz dokuya doniismektedir. Yeni dogan buzagilarin viicut
agirhginin % 1.5 — 2.0’si kahverengi adipoz dokudan olusmaktadir. Memelilerde beyaz
adipoz doku bobreklere yakin bolgelerde, {ireme organlarinin gevresinde, perirenal
depolarda, omental ve mezentrik depolarda ve kas i¢i ve kas aralarinda bulunmaktadir
(Mersmann ve Smith, 2004). Kahverengi adipoz doku ise memelilerde bobrek, kalp ve
aort ¢evresinde interkostal kaslar ve sternum boyunca, boyunun i¢ kisimlarinda ve ana
arter ve damarlarin ¢evresinde goriilmektedir (Stock ve Cinti, 2003).

Ruminant hayvan karkaslarinda adipoz doku derialti, kasaras1 ve kas ici olarak
yerlesim gostermektedir (Oztiirkcan ve ark., 1996).

Beyaz adipozit hiicrelerinden olusan beyaz adipoz doku adipoz dokunun biiyiik

bir ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Beyaz adipoz doku viicutta yerlesim yerine bagl




olarak viskeral (karin boslugu) ve subkutan (deri alt1) olmak iizere isimlendirilmektedir
(Avram ve ark., 2005). Beyaz adipoz doku, diyetten gelen fazla enerjiyi trigliserit olarak
depolamaktadir. A¢lik durumunda ise beyaz adipoz dokuda depo edilen trigliserit lipaz
aktivitesiyle yag asidi ve gliserole pargalanarak viicudun enerji ihtiyaci karsilanmaktadir
(Lieberman ve Marks, 2009). Bir yag hiicresinin ¢ap1 normalde 1-2 mikron arasinda
degismesine ragmen, yag biriktirdiginde bu ¢ap 120 mikrona kadar artabilmektedir. Bu
durum yag hiicrelerinin yag depolama kapasitesinin olduk¢a yiiksek oldugunu agikca
gostermektedir (Oztiirkcan ve ark., 1996). Beyaz adipoz doku ayrica leptininde iginde
bulundugu biyoaktif peptid ve proteinleri (adipokinleri) sentezleyerek viicut
homeostazisini saglamada merkezi rol oynamaktadir (Millo, 2004). Kahverengi adipoz
doku ise mitokondrice zengin bir dokudur. Kahverengi adipoz doku memelilerde viicut
soguga maruz kaldiginda oksidatif fosforilasyon yoluyla viicut sicakligini dengede
tutmaktadir (Stock ve Cinti, 2003). Beyaz ve kahverengi adipoz dokunun elektron
mikroskobu altindaki goriintiileri Sekil 2.1 ve 2.2’de gosterilmektedir (Anonim, 2013c).
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Sekil 2.1. Beyaz Adipoz Doku (Anonim, 2013c)



Sekil 2.2. Kahverengi Adipoz Doku (Anonim, 2013c)

2.2. Adipoz Spesifik Genler

2.2.1. Yag asidi baglayici protein (FABP4)

FABPs (Yag asidi baglayici proteinler) ilk olarak 1972 yilinda kesfedilmistir
(Ockner ve ark., 1972). Yag asidi baglayici proteinler 14-15 kDa’luk proteinler olup
126-134 amino asitten olugmaktadir (Zimmerman ve Veerkamp, 2002). Yag asidi
baglayici proteinler ile ilgili bir ¢ok ¢aligma yapilmasina ragmen ilgili proteinlerin farkli
dokulardaki fonksiyonlari hala tam olarak anlasilamamistir (Haunerland ve Spener,
2004). FABP4 (Yag asidi baglayici protein 4), yag asidi baglayici protein ailesinin en
iyi tanimlanmis iiyesidir (Furuhashi ve Hotamislhigil, 2008).

FABP4 geni hayvan tiirlerinde yogun bir sekilde calisilmaktadir. Cho ve ark.
(2008), FABP4 geni polimorfizmlerinin Kore yerli sigir karkaslarinda kabuk yagi
kalinlig1 tizerinde etkili oldugunu bildirmektedir.

Gerbens ve ark. (1998), FABP4 geninin Duroc domuzlarinda kas i¢i yag birikimi
tizerine etkileri oldugunu ifade etmektedir.

Hoashi ve ark. (2008), Japon siyah sigirlarinda FABP4 174V genotipi ve kas igi
yag asidi kompozisyonu arasinda dnemli bir iliski oldugunu bildirmektedir (P<0.01).

Siyah Alaca sigirlarda et kalitesi SCD (Sterol-Koenzim A desaturaz) ve FABP4

genotipleri tarafindan etkilenmektedir (Narukami ve ark., 2011).



FABP4 geni, karkaslarinda yiiksek mermerizasyon gosteren Hanwoo sigirlarinda
diisiik mermerizasyon gosteren Hanwoo sigirlarina gore yiliksek derecede ekspresyon
gostermektedir (Lee ve ark., 2008).

Xu ve ark. (2011), FABP4 AA genotipinin Cin yerli koyun irklarinda kas i¢i yag
(P<0.05), gevreklik (P<0.05) ve kas mermerizasyon skoru (P<0.05) ile 6nemli derecede
iliski gosterdigini bildirmektedir.

Li ve ark. (2008), FABP4 geninin Beijingyou ve Jingxing pili¢lerinde kas igi yag
yiizdesi iizerine 6nemli etkileri oldugunu ifade etmektedir.

Bilim adamlar1 tarafindan yapilmis olan g¢aligmalar, FABP4 geninin ¢iftlik
hayvan karkaslarinda mermerizasyon 0Ozelliginin kontrol edilmesinde potansiyel bir

hedef marker oldugunu gostermektedir.

2.2.2. Adipoz trigliserit lipaz (ATGL)

Adipozitlerin lipolizinde 2004 yilina kadar sadece HSL (hormona duyarli
lipaz)’in gorev aldig: diisiiniilmekteydi. Daha sonralar1 farkli bilim adamlar1 tarafindan
yapilan ¢alismalar HSL’ 1n olmadig1 farelerin hala lipolitik aktivitelerini siirdiirdiiklerini
gostermektedir. Bu durum akallara trigliserit molekiillerini parcalayan farkli lipazlarin
olabilecegi diisiincesini getirmistir (Osuga ve ark., 2000; Wang ve ark., 2001; Holm,
2003). Daha sonra ATGL geninin trigliserit mobilizasyonunun ilk asamasinda merkezi
bir rol oynadigi arastirmacilar tarafindan ortaya konulmustur (Zimmermann ve ark.,
2004)

ATGL geniyle ilgili, hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalara bakildiginda;

Pili¢lerde aclik durumunun ATGL gen ekspresyonunun hizla yiikselmesine
neden oldugu belirtilmektedir (Serr ve ark., 2009; Oh ve ark., 2011)

Kosteli ve ark. (2010), farelerde kalori kisitlamanin ATGL mRNA
ekspresyonunu 6nemli derecede yiikselttigini bildirmektedir.

Deiuliis ve ark. (2008), ATGL geninin kalori kisitlamasi yapilan domuzlarda
yiiksek derecede ekspresyon gosterdigini ifade etmislerdir.

ATGL gen ekspresyonunun kulucka sonrasi aclik donemindeki civcivlerin
adipoz dokusunda artis gosterdigi belirtilmektedir (Lee ve ark., 2009).

Serr ve ark. (2011), ATGL gen ekspresyonunun, deksametazon enjeksiyonu
yapilan kanatlilarda salin enjeksiyonu yapilanlara gére dnemli derecede fazla oldugunu

bildirmektedir.



Cui ve ark. (2011), ATGL geninin sigirlarda karkas ve et kalitesini belirlemede
bir genetik marker olarak kullanabilecegini ifade etmektedir.

Dai ve ark. (2011), domuzlardaki ATGL gen polimorfizmiyle (G/A392) ig
organlardaki adipoz doku, yagsiz et yiizdesi, kabuk yagi kalinligi ve goz kasi gibi
karkas ozellikleri arasinda 6nemli bir iligki oldugunu bildirmektedir.

Shan ve ark. (2008) domuzlarda ATGL gen ekspresyon diizeyinin 20 kg viicut
agirhiginda (yaklasik 8 haftalik yas) gozle goriiliir bir artis gosterdigini ve en yiiksek
seviyesine 40 kg viicut agirlhiginda (yaklasik 12 haftalik yas) ulastigini bildirmektedir.

ATGL geni ile ilgili olarak hayvanlarda yiritilen g¢aligmalar
degerlendirildiginde, kalori kisitlamanin ATGL mRNA ekspresyonunu 6nemli derecede
arttirdigt ve ATGL geninin karkas oOzellikleri i¢in genetik marker olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmaktadir.

2.2.3. Leptin

Friedman ve arkadaslari ilk olarak 1994 yilinda leptinin, obez (ob) geninin {iriinii
olan bir hormon oldugunu kesfetmislerdir (Castracane ve Henson, 2007). Leptinin kesfi,
uzun siireli besin aliniminin regiilasyonu, viicut agirligi, enerji harcama ve neroendokrin
fonksiyonlar1 gibi obezitenin olusumuna neden olan faktérlerin aydinlatilmasi agisindan
biiyiik onem tasimaktadir (Millo, 2004). Leptin yapisal olarak sitokinlere benzerlik
gosteren 16 kDa’luk bir polipeptid olup, 167 amino asitten olusmaktadir (Chan ve ark.,
2000). Leptin ozellikle farklilasma gosteren adipozitlerden eksprese olmaktadir.
Subkutan adipoz doku leptin iretiminin % 80’nini istlenmektedir. Laboratuvar
kosullarinda yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, leptin {iretiminin subkutan
adipozitlerde digerlerine oranla daha yiiksek miktarda tiretildigi goriilmektedir (Puente
ve ark., 2008). Leptinin 6ncelikli gorevi viicut agirhi@ ve istah1 diizenlemektir. Leptin
besin alinimini azaltmasinin yaninda, metabolik hizi ve termogenesisi yiikselterek enerji
tiiketimini arttirmaktadir (Friedman ve Halaas, 1998; Webber, 2003). Leptinin enerji
homeostazisinde gosterdigi fonksiyonlar olduk¢a iyi ortaya koyulmustur. Bu
fonksiyonlarin cogu Ozellikle hipotalamik yollarla gergeklesmektedir. Diger
fonksiyonlar1 ise kas ve pankreas hiicreleri gibi perriferal dokular iizerinde
gerceklesmektedir (Friedman ve Halaas, 1998; Bjorbaek ve Kahn, 2004). Leptin
seviyesinin sirkiile edilmesi, adipoz dokuda depolanan enerji miktarin1 ve dogrudan

merkezi sinir sisteminin etkilenmesi sonucu enerji homeostazisi ve noroendokrin
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fonksiyonlarinin diizenlenmesini etkilemektedir. Leptin hayvanlarda zayifliga neden
olmakta, leptinden yoksun hayvanlarda obezite goriilmektedir (Falcdo ve ark., 2012).
Leptinin viicut agirligit homeostazisi lizerindeki rolii, 50 yildan fazla bir siire 6nce
farelerde kendiliginden olusan obezite geni (ob) mutasyonu sonucu ortaya ¢ikmis olup
ob/ob genotipini tagiyan fareler obezite gosterirken, OB/OB genotipini tasiyan fareler
normal viicut kondiisyonunda olmaktadir (Ingalls ve ark., 1950). Sekil 2.3’te normal ve

obez fare bir arada gosterilmektedir (Anonymous, 2011a).

Sekil 2.3. Normal ve obez fare (Anonymous, 2011a)

Ciftlik hayvanlar iireticileri i¢in leptin ve yaglanma arasindaki iligki iiretim
verimliligi  agisindan  biiylk Onem tagimaktadir. Kandaki leptin  hormonu
konsantrasyonlar1 yagli hayvanlarda daha yiiksek olmaktadir. Oyleki yagli koyunlarin
kanindaki leptin hormonu konsantrasyonunun yagsiz koyunlardan 8 kat kadar fazla
oldugu bildirilmektedir (Wylie ve Newforge, 2007). Sekil 2.4’te normal ve obez koyun
birarada gosterilmektedir (Wylie ve Newforge, 2007).
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Sekil 2.4. Normal ve obez koyun (Wylie ve Newforge, 2007)

Buchanan ve ark. (2003), leptin geninin SNP (tek niikleotid polimorfizm) ile siit
ve protein verimi arasindaki iliskileri arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 416 adet Siyah Alaca
sigirin genotiplemesini yapip laktasyon performanslarinin karsilastirilmasi igin karisik
model uygulamasi yapmiglardir. Arastirma sonuglarina gore, homozigot T alleline sahip
hayvanlarin CC genotipine sahip hayvanlara gore ginliik 1.5 kg daha fazla siit
tirettiklerini ancak s6z konusu farkliligin laktasyon siiresi boyunca siit yag1 ve siit
protein ylizdesini etkilemedigini bildirmislerdir.

Chebel ve ark. (2008), leptin geninin R4C lokusu ekzon 2 bolgesinde SNP
analizi ile Siyah Alaca sigirlarda laktasyon performasi ve saglik iizerine etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, sigirlar giinde 3 kez sagilmis siit verimi ve siit
komponentleri her hayvan i¢in aylik olarak kayit edilmistir. Sigirlarda goriilebilecek
ayak sorunlari, mastitis ve abomasum deplasmani gibi rahatsizliklar bireysel olarak
takip edilmistir. Arastirma sonuglarina gore, CT genotipini tasityan hayvanlar ilk 62
giinliik sagim periyodunda (2.98 + 0.02) viicut kondiisyon skoru gostererek CC (3.02 +
0.02) ve TT (3.04 + 0.03) genotipini tasiyan hayvanlara gore daha diisik viicut
kondiisyon skoru gdstermislerdir. Siit verimi ve komponentleri bakimindan ise CC
genotipi CT ve TT genotiplerine gore daha diisiik bir grafik gostermistir. 305 giinliik

verime gore, % 3.5 yaga gore diizeltilmis siit, siit yag1 ve siit proteini bakimindan CC
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genotipli bireyler CT genotipli bireylere gore sirayla 258, 12 ve 10.7 kg daha az verime
sahiptir. TT genotipli bireylerde abomasum deplansmani bakimindan % 4.3’ lik bir
artis goriinmektedir.

Clempson ve ark. (2011), Siyah Alaca sigirlarda leptin geninde SNP analizi ile
tireme, biiylime ve siit verimi 6zellikleri arasindaki iliskileri arastirmiglardir. Elde edilen
SNP’lerin erken kas gelisimi ile iligkili oldugunu, A1457G ve A59V genotiplerinin
sirastyla kas boyu ve uzunluguyla iliskili oldugu, UASMSI1, UASMS2, A1457G ve
A59V genotiplerinin iireme ile ve A59V genotipinin siit iiretimiyle iligkili oldugunu
tespit etmislerdir.

DeVuyst ve ark. (2008), besi sigirlarinda dogum agirligi ve leptin SNP’leri
arasindaki iligkileri arastirdiklar1 calismalarinda CT ve TT genotipine sahip sigirlarin,
CC genotiplerine sahip sigirlara gore daha yiiksek dogum agirligina sahip olduklari
bildirmislerdir.

Komisarek ve ark. (2007), leptin geni polimorfizmleriyle Jersey sigirlarinda
tireme Ozellikleri arasindaki iliskileri arastirdiklar1 ¢calismalarinda leptin geninin R4C,
A59V ve C(-963)T mutasyonlarmi 219 sigirda PCR-RFLP yontemi kullanarak test
etmiglerdir. Arastirma sonuglarina gore, allel frekanslart R4C 0.80 (C) ve 0.20 (T),
A59V 0.67 (C) ve 0.33 (T) ve C(-963)T 0.83 (C) ve 0.17(T) olarak bulmuslardir. Ureme
ozellikleriyle istatistik olarak onemli korelasyon gosteren sadece A59V mutasyonu
olmustur (P<0.05). A59V mutasyonunda TT genotipine sahip sigirlarin buzagilama
aralig1 ve servis periyodu, CT ve CC genotipini tasiyan sigirlara gore daha kisa
olmustur. Ayn1 zamanda TT genotipine sahip sigirlarin buzagi bagina tohumlama sayzst,
CT ve CC genotipini tastyan sigirlara gére daha az olmaktadir.

Kulig ve ark. (2009), Limuzin sigirlarinda leptin geni polimorfizmleriyle
biiyiime Ozellikleri arasindaki iligkileri aragtirmiglar. Toplam 129 Limuzin buzagida,
leptin geni polimorfizmlerininin viicut agirhig, giinlik canli agirlik artisi, sagri
uzunlugu ve gogiis cevresi Ozellikleri tizerine etkilerini arastirmiglardir. A59V
polimorfizminin 210 giinliik yasta viicut agirhigini 6nemli derecede etkiledigini
(P<0.01) bildirmislerdir. Bununla birlikte ayrica A59V polimorfizminin 3 ile 210
giinliik yas arasinda giinliik canli agirlik artisin1 dnemli derecede etkiledigini (P<0.05)
tespit etmislerdir.

Lagonigro ve ark. (2003), sigirlarda yem tiiketimiyle leptin genine ait 5 farkli
SNP noktas1 arasindaki iliskileri arastirmislardir. Sonug olarak leptin geni ekzon 2

bolgesinde bulunan polimorfizmine ait olan AT genotipini tasiyan hayvanlarin AA
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genotipini tasiyan hayvanlara gore ortalama olarak % 19 daha fazla yem tiiketimine
sahip olduklarini bildirmislerdir.

Liefers ve ark. (2003), leptin konsantrasyonlari bakimindan gebeligin son
doneminde ve laktasyon sirasinda gozlenen dalgalanmalarin, siit sigirlarinda enerji
dengesi, besin alimi, canli agirlik ve striis 6zellikleri iizerine etkilerini arastirmislardir.
Ilkine gebe olan 304 Siyah Alaca sigirda ilk 80 giinliik laktasyon siiresince canli agirlik,
kuru madde tiiketimi, enerji dengesi ve siit verimiyle ilgili Gl¢timler yapmuslardir.
Buzagilama sonras1 30 giinle 80 giin arasindaki siirede leptin konsantrasyonlarinin
Ol¢iilmesi amaciyla sigirlardan 2 haftada bir giinlin ayni saatinde sagim sonrasi
beslemeden Once kan 6rnekleri alinmigtir. Aragtirmalarinda leptin konsantrasyonlarinin
gebelik siiresince yliksek oldugunu, ancak dogum sonrasinda bir diisme gergeklestigini,
plazma leptin konsantrasyonlarinin laktasyon sirasinda negatif enerji tablosu
olustugunda azaldigini, bu durumda leptin konsantrasyonlarinin enerji dengesi iizerinde
etkileri olabilecegini ve dogum sonrasi leptin konsantrasyonlarinin eski diizeyine
gelmesinin negatif enerji tablosunun siddetine bagli oldugunu bildirmislerdir.

Besi sigirlarinda biiylime ozellikleri ve kabuk yagi ile leptin genine ait SNP
verileri arasindaki iliskilerin arastirildig1 ¢aligmada toplam 1653 sigirda leptin genine ait
UASMS2 ve R25C polimorfizmleri genotiplendirilmistir. Besi basindan besi sonuna
kadar dort kez viicut agirliklart Olgiilmiis ve kabuk yagi Olgiimleri de ultrason
kullanilarak yapilmistir. Arastirma sonuglarina gére, R25C polimorfizminin biiylime
Ozellikleri tizerine 6nemli bir etkisi olmadigi, UASMS2 polimorfizminin canli agirlik
tizerine 6nemli bir etkisi oldugu (P<0.001) belirlenmistir. Bununla birlikte UASMS2
CC genotipinin besi bas1 agirligimin en fazla oldugu; UASMS2 TT genotipli sigirlarin
en hizli canli agirlik artigina sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ultrasonla yapilan kabuk
yagt Olgtimlerinde her iki polimorfizm kombine olarak degerlendirilmis olup R25C-
CC/UASMS2-TT genotipli sigirlarda kabuk yaginin en az oldugu, R25C-CC/UASMS2-
TT genotipli sigirlar en hizli kabuk yagi gelisimine sahip olurken R25C-CC/UASMS2-
CC genotipli sigirlar en yavas kabuk yagi gelisimine sahip oldugu belirtilmektedir
(Lusk, 2007).

Schenkel ve ark. (2005), leptin geni tekli niikleotid polimorfizmleri ile karkas ve
et kalitesi ozellikleri arasindaki iliskileri toplam 1111 sigir tizerinde arastirmiglardir.
Deneme sonuglarina gore leptin geni E2JW ve E2FB polimorfizmlerinin yag, yagsiz et
verimi ve yaglanma derecesi ve goz kasi alanindaki etin gevreklik &zellikleri iizerine

sirastyla (P<0.01, P<0.05 ve P<0.01) 6nem diizeyinde etkili oldugunu bildirmislerdir.



14

TCAC, CCAT ve TTAC haplotiplerinin populasyonun % 88’ini olusturdugunu, CCTT
haplotipinin diger haplotiplere gére yagsiz et ve yaglanma derecesi iizerine (P<0.01)
onem diizeyinde daha etkili oldugunu; TTTT haplotipinin diger haplotiplerden farkl
olarak g6z kasi alaninda goriilen gevreklik iizerine (P<0.03) 6nem diizeyinde etki
gosterdigini ifade etmislerdir.

Da Silva ve ark. (2012), leptin ve leptin reseptor genlerinin tekli niikleotid
polimorfizmlerinin biliylime ve ultrason karkas 6zellikleri {izerine olan iliskilerini 2162
Nellore sigirinda incelemislerdir. Calismada E2FB markerinin agirlik kazanci ve goz
kas1 alan1 ve kabuk yagi Ozelllikleriyle 6nemli iliskiler gosterdigi, leptin promotor
bolgesi markerlerinden C963T ve UASMSL1’in gbz kasi alani ile 6nemli derecede
iliskisi oldugunu ve T945M markerinin agirlik kazanciyla iliskisi oldugunu
bildirmislerdir. Sonug olarak arastirmacilar leptin ve leptin reseptor markerlerinin
biiylime ve karkas Ozelliklerinin gelistirilmesi ig¢in markere dayali seleksiyon
kapsaminda kullanilabileceklerini ifade etmislerdir.

Woronuk ve ark. (2012), besi sigirlarinda kabuk yagi ve canl agirlik 6zellikleri
ile leptin geninde sitozin ve timin niikleotidlerinin yer degistirmesi (C/T) sonucu
meydana gelen tekli niikleotid polimorfizmi arasindaki iligkileri arastirdiklari
calismalarinda kabuk vyagi ve viicut agirligt Olglimleri igin 136.286 sigirin
genotiplendirilmesini yapmislardir. Aragtirma sonuglarina gore, T allelinin kabuk yag1
tizerinde onemli bir etkiye sahip oldugu (P<0.0001), TT, CT ve CC genotipli sigirlarin
sirastyla 6.79 + 0.02, 6.49 = 0.01 ve 6.28 £ 0.01 mm kabuk yagima sahip oldugunu
belirlemislerdir. Genotipin canli agirlik iizerine olan etkisi onemli bulunmustur
(P<0.0001). TT, CT ve CC genotipli sigirlarin sirasiyla 484.2 + 0.7, 488.0 + 0.5 ve
487.3 + 0.6 kg canli agirliga sahip olduklarini bildirmiglerdir.

2.2.4. Adipoz spesifik aday gen Chrdl1 (Chordin like-1)

Chrdll sigirlarda X kromozomu {izerinde tasmnan 51.42 kDa’luk molekiiler
agirhiga sahip 453 amino asitten olusan protein kodlayan bir gendir (Anonymous,
2013c). Chrdll geni neurogenesin-1, neuralin-1 ve ventroptin olarak da
isimlendirilmektedir. Chrdl1 geni Chordin genine homoloji gostermektedir. Chordin
geni Noggin genine benzer olarak BMP (bone morphogenetic protein) gen ailesi
reseptorlerine baglanarak aktivitelerini inhibe etmektedir (Piccolo ve ark., 1996;

Zimmerman ve ark., 1996; Nakayama ve ark., 2001). Arastirmacilar Chrdll geninin
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Chordin genine benzer bir 6zellik gosterip, BMP gen ailesinden BMP2, BMP4 ve
BMP7 genlerinin aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir (Sakuta ve ark., 2001,
Takahashi ve ark., 2003; Larman ve ark., 2009). Chrdll CR1, CR2 ve CR3 olarak
isimlendirilen 3 tane sisteince zengin prokollojen tekrarlara sahip olup, CR1 ve CR3
BMP reseptorlerine baglanmay1 saglamaktadir (Larrain ve ark., 2000).

Sakuta ve ark. (2001), Chrdll geninin ventral retinada yiiksek derecede
ekspresyon gosterdigini bildirmislerdir.

Nakayama ve ark. (2001) ChrdI1 geninin farelerde mezenkima dokusundan
tirev alan dermatom ve organ gozii mezenkimasi, gelisimin ileri evrelerinde gelisim
gosteren iskelet kondrositlerinde, bobrek tiibiillerinde, gastrointestinal bolgelerde ve
yetiskinlerde kemik stromal hiicrelerinde yiiksek derecede ekspresyon gosterdigini
bildirmektedir.

Chrdll geninin farelerde ayni zamanda noéral katmanlarda, yumurtalik yiizeyi
epitelinde, gelisen kil folikiillerinde, gut ve dorsal sinir diigiimii koklerinde ekspresyon
gosterdigi ifade edilmektedir (Coffinier ve ark., 2001; Bowen ve ark., 2009).

Zheng ve ark. (2010), Neurogenesin 1 geninin néral kok hiicrelerini aktive
ederek zarar géren ndronlarin tamirine katkida bulundugunu belirtmektedir.

Larman ve ark. (2009), Chrdll ve BMP7 genlerinin birbirine zit hareket ettigini
bildirmektedir. Saglikli proksimal tiibiillerde Chrdll geni BMP7 geninin ekspresyonunu
baskilayarak kendi gen ekspresyonunu arttirmaktadir. BMP7 geni epitel hiicrelerinin
yeniden farklilagsmasinda gorev almaktadir. Hasar géren bobregin iyilesmesi i¢in epitel
doku Chrdl1 gen ekspresyonunu azaltip BMP7 gen ekspresyonunu arttirmaktadir.

Kane ve ark. (2008), HIF-1 (Hypoxia inducible factor-1a) geninin Chrdl1 gen
ekspresyonunu diizenledigini bildirmektedir. Oksijen eksikligi goriilen ortamlarda
(hypoxia) Chrdll gen ekspresyonunun insan retina perisitlerinde artig gosterdigi ifade
edilmektedir. Bunun akabinde BMP4 gen sinyalini baskilayarak retinal anjiyogenesise
katkida bulundugu belirtilmektedir.

ChrdI1 geni ile ilgili literatiir bildirisleri degerlendirildiginde, Chrdl1 geninin
genel olarak BMP gen ailesiyle iliski halinde oldugu ve BMP gen ailesinin

fonksiyonlarinin diizenlenmesinde merkezi rol oynadig1 sonucuna varilmaktadir.
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2.2.5. Farkh hayvan tiirlerinde mikroarray yontemi kullanilarak yapilan

calismalar

Li ve ark. (2009), fare dokularinda yag gelisimini etkileyen genleri arastirdiklari
calismalarinda, ISG12b1 geninin adipoz dokuda diger dokulara gore onemli derecede
fazla eksprese oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar, s6z konusu genin ekspresyonu ile
dokudaki yag gelisimi arasinda negatif bir iligkinin oldugunu ortaya koymuslardir.
Calismada, soguga maruz birakilan farelerin dokularinda yag tiretimi artarken genin
ekspresyon seviyesinin hizla diistiigiinii tespit etmislerdir. Cevre sartlar1 normale
dondiigiinde ise genin ekspresyon seviyesinin yiikseldigi ve yag iiretimini baski altina
alarak durdurdugunu belirlemislerdir.

Zhang ve ark. (2010), Qinchuan sigirlarinda ette gevreklik {izerine etkili genleri
arastirdiklar1 c¢aligmalarinda, disi ve erkek Qinchuan sigirlarinda goéz kasi alani
tizerinden alinan doku 6rneklerinde Sigir Genom Arrayleri kullanarak farkli diizeylerde
eksprese olan genleri tespit etmeye calismislardir. Arastirma bulgularina gore arraylerde
bakilan 10.000 gen arasinda 598 genin farkli diizeylerde eksprese oldugu tespit
edilmistir. Bu genlerin oncelikli olarak hiicre adhezyonu, kollejen fibril organizasyonu
ve sentezi, immun cevaplarda ve hiicre matrix adhezyonunda gorev aldig
belirtilmektedir.

Yarru (2008), kanatlilarda aflotoksinli yem tiiketiminin gen ekspresyon
seviyelerinde yaptigi degisiklikleri arastirdiklar1 ¢alismasinda, gruplardan birine 2 mg
AF/kg igeren yem vermistir. Yapilan mikroarray analizi sonucunda aflotoksinli yem
tiiketen grupla kontrol grubu arasinda 177 genin farkli diizeyde eksprese oldugunu tespit
etmistir. Bu genler arasinda 97 genin yiiksek diizeyde eksprese oldugu 80 genin ise
diisiik seviyede ekprese oldugunu ortaya koymustur.

Hou ve ark. (2010), sigir meme dokusunda laktasyon sirasinda farkli seviyelerde
eksprese olan genleri mikroarray yontemi kullanarak arastirdiklari g¢alismalarinda,
laktasyon sirasinda toplam 122 genin farkli seviyede ekspresyon gosterdigini
belirlemislerdir. Ayrica laktasyondaki hayvanlarla diiveler ve kuru donemdeki
hayvanlar kiyaslandiginda belirlenen 122 genden 79’unun yiiksek diizeyde eksprese
oldugu 43’iiniin ise diislik seviyede ekprese oldugunu ortaya koymuslardir.

Wang ve ark. (2005), Siyah Alaca ve Japon Siyah sigirlarinda goéz kasi
dokusunda gen ekspresyon farkliliklarini arastirdiklart ¢alismalarinda, 3 Siyah Alaca ve

3 Japon Siyah sigirmin goz kasi1 dokusundan biyopsiyle 6rnek almiglardir. Daha sonra
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aliman ornekler tizerinde mikroarray teknolojisi kullanarak gen ekspresyon seviyelerini
arastirmiglardir. Aragtirma bulgularina gore goz kast doku orneklerinde Japon Siyah
sigirlarinda 17 genin, Siyah Alaca sigirlarinda ise 7 genin yiiksek diizeyde eksprese
oldugu tespit edilmistir. Alinan sonuglar1 dogrulamak i¢in Japon Siyah sigirlarinda
tespit edilen 17 gen icinden 6 gene kantitatif Real Time PCR uygulamas1 yapilmistir.
Sonu¢ olarak bu genlerin Japon Siyah sigirlarinda yag asidi sentezi ve yag
depolanmasinda gorev alabilecegini ifade etmislerdir.

Yamasaki ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, daha Once sigir kas i¢i yag
dokusunda tespit etkileri pGPx geninin yag iiretimi iizerine olan etkilerini mikroarray
teknolojisi  kullanarak aragtirmislardir. Sonug¢ olarak yag sentezi sirasinda
transkripsiyonel faktér C/EBP6 ve pGPx geninin artis gosterdigini belirlemislerdir.
Bununla birlikte pGPx geninin yag sentezi sirasinda bobrek ve karin boslugu yag
dokusunda yogun bir sekilde ekspresyon gosterdigini tespit etmislerdir.

Clark, (2008). sigir etlerinde mozaiklesmeyi arttiran genleri mikroarray
teknolojisi kullanarak arastirdigi calismasinda, kesilen 28 sigirdan goz kasi doku
ornekleri almistir. Daha sonra bu Ornekleri mozaiklesme derecesine gore iki gruba
ayrrmustir. Ornekler iizerinde ayr1 ayri yiiriitiilen mikroarray analizleri sonucunda 9
genin farkl diizeylerde ekspresyon gosterdigini tespit etmistir. Mozaiklesme orani fazla
olan Orneklerde s6z konusu 9 gen arasinda bulunan MYH3, HOXD10, MXRAS ve
CASQ2 genlerinin ekpresyonunun yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
mozaiklesme orani fazla olan 6rneklerde NPNT, MRC1, DNER ve CYPB4 genlerinin
diisiik seviyede ekspresyon gosterdigi belirtilmektedir. Geriye kalan ACTN2 geninin

fonksiyonunun tam olarak anlagilamadigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Gen taramasi

Bu c¢alismanin ana hedefini sigir dokularinda daha once literatiirde bildirisi
olmayan adipoz spesifik aday genlerin tespiti olusturmaktadir. S6z konusu aday
genlerin tespiti konusunda gen bankasinda derinlemesine analizler yapilmistir. Aday
genlerle ilgili sonuglarin desteklenmesi amaciyla ¢esitli biyoinformatik ve istatistik
programlarindan yararlanilmistir.

Adipoz spesifik genleri arastirmak i¢in gen bankasinda bulunan GEO
veritabaninda “adipocyte” ve “adipose tissue” anahtar kelimeleri kullanilarak tarama
yapilmistir (Anonymous, 2013a; Anonymous, 2013b). Yapilan taramalar neticesinde
GEO veritabaninda s6z konusu anahtar kelimelerle ilgili olarak farelerde GDS3142
various tissues (Mus musculus) ve insanlarda GDS596 Large-scale analysis of the
human transcriptome (HG-U133A) mikroarray verilerine ulasilmistir. GDS3142
mikroarray verisi 10 — 12 haftalik yastaki farelerden alinan 22 farkli dokudan elde
edilmistir (Thorrez ve ark., 2008). GDS596 mikroarray verisi ise farkli kaynaklardan
alinan fizyolojik olarak normal olan 79 insan dokusundan elde edilmistir (Su ve ark.,
2004). Her bir mikroarray ile ilgili veri seti GEO veritabanindan indirilmistir. GDS3142
veri seti dosyasi farkli dokulardaki gen ekspresyon profillerinden olugmaktadir. 22
farkli doku igerisinden kas dokusu hari¢ diger dokulardan 3 farkli biyolojik tekerriir
bulunmaktadir. Kas dokusu ise 4 farkli biyolojik tekerriirden olugsmaktadir. Aday
genlerin belirlenmesinde kullanilacak yeni veri setini olusturmak amaciyla 7 farkli ana
dokunun biyolojik tekerriirii ile ilgili veriler; dalak (GSM252067, GSMZ252068,
GSM252069), kas (GSM252070, GSM252071, GSM252072, GSM252073), adipoz
(GSM252093, GSM252094, GSM252095), kalp (GSM252113, GSM252114,
GSM252115), akciger (GSM252080, GSM252081, GSM252082), karaciger
(GSM252074, GSM252075, GSM252076) ve bobrek (GSM252083, GSM252084,
GSM252085) ana veri setinden siiziilerek yeni bir Excel dosyasi formiile edilmistir.
Daha sonra dokularla ilgili gen ekspresyonlarinin ortalamasi alinmistir. Adipoz spesifik
genlerin tespiti i¢in adipoz dokunun gen ekspresyonu diger dokularin gen ekspresyon

degerlerine boliinmiistiir. Dokularla ilgili ortak bir katsayinin ortaya ¢ikarilmasi igin
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elde edilen verilerin yeniden ortalamasi alinmigtir. Sonug olarak diger dokularin gen
ekspresyon degerlerinin adipoz dokuya gore oranmi gosteren ortak bir katsayi
bulunmustur.

GDS596 mikroarray ana veri setini olusturan 79 dokunun her biri 2 biyolojik
tekerriirden olusmaktadir. Aday genlerin belirlenmesinde kullanilacak yeni veri setini
olusturmak amaciyla kalp (GSM18951, GSM18952), akciger (GSM18949,
GSM18950), karaciger (GSM18953, GSM18954) adipozit (adipoz hiicresi)
(GSM18975, GSM18976), iskelet kast (GSM19013, GSM19014), ve bdobrek
(GSM18955, GSM18956) ile ilgili veriler ana veri setinden siiziilerek yeni bir Excel
dosyas1 formiile edilmistir. Daha sonra GDS3142 mikroarray veri setine uygulanan
islemlerin benzeri bir islem GDS596 mikroarray veri setine uygulanarak diger dokularin
gen ekspresyon degerlerinin adipoz hiicresine gore oranini gosteren ortak bir katsayi

bulunmustur.

3.1.2. Doku orneklerinin alinmasi

Doku 6rneklerinin alinmasi asamasi1 Konya’nin Sarayénii Ilgesine bagli Ladik

Kasabasinda bulunan Yilet Et Entegre Tesisleri'nde gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Yilet Entegre Tesisinden bir goriiniim (Anonim, 2012a)
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Sekil 3.2. Angus Sigirlar1 (Anonymous, 2012a)

Calismada kullanilan hayvansal doku 6rnekleri, yapilan goriismeler sonucu Selet
et entegre tesislerinden gelen 5 farklt Angus sigirin yag, kalp, karaciger, dalak, bobrek,
kas ve akciger olmak iizere 7 farkli doku bolgesinden alinmistir. Sekil 3.2°de Angus
sigirlart gosterilmektedir.

Calismada doku spesifik aday genlerin belirlenmesi amaglandigi i¢in dokularin
birbirine karigma olasiliginin ortadan kaldirilmas: gerekmektedir. Bu amagcla, dokularin
alinmas1 sirasinda kontaminasyonu Onlemek amaciyla doku konusunda uzman
personelden yardim alinmustir. Sekil 3.3’de kesim sonrasinda angus sigirlarindan alinan
yag, kalp, karaciger, akciger, dalak, bobrek ve kas dokular1 gdsterilmektedir. Alinan
dokular derhal kiigiik parcalara ayrilip, numaralandirilarak DNase-RNase free
mikrosantrifiij tiiplerine konmustur. RNA tek zincirli yapiya sahip oldugu i¢in DNA’ya
gore ¢ok daha hizli degrede olmaktadir. Bunun yaninda ortamda bulunan Ribo
Niikleazlar RNA’nin degrede olmasina katki saglamaktadir. Bu nedenle olast RNA
kayiplarin1 6nlemek amaciyla dokular derhal kuru buz icine koyularak soguk zincire
alinmistir. Laboratuvara getirilen doku ornekleri gerekli kontroller yapildiktan sonra

RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C’ de tutulmustur.
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Sekil 3.3. Sigir doku ornekleri (Yag, kalp, karaciger, akciger, dalak, bobrek ve kas)

3.2. Yontem

3.2.1. Havanlarin hazirlanmasi

RNA izolasyonunda kullanilan havanlar ilgili solusyonlar kullanilarak ozel
olarak dezenfekte edilmektedir. Dokularin havanda ezilmesi sirasinda RNA
degredasyonunu engellemek igin havanlar 6nceden aliiminyum folyolere sarilarak 24
saat boyunca -80 °C’lik buzdolabinda muhafaza edilmektedir. Sekil 3.4’te ¢alismada

kullanilan porselen havan gosterilmektedir.

Sekil 3.4. Porselen havan (Anonim, 2011a)
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3.2.2. Siv1 azotla dokularin havanda ezilmesi

Dokularin RNA izolasyonu sirasinda homojen olarak ¢6ziinebilirligini arttirmak
amactyla tiiplerden alinan doku 6rnekleri steril havan i¢inde siv1 azotta ezilip toz haline

getirilerek bir 6n isleme tabi tutulmustur.

Sekil 3.5. Siv1 azotun tanka doldurulmasi (Anonim, 2010a)

3.2.3. Dokulardan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in -80 °C’ de tutulan sigir doku Ornekleri soguk zincirde
laboratuvara getirilmistir. Sivi azotta ezilmek suretiyle 6n isleme tabi tutulan doku
orneklerinden GF-1 Total RNA extraction kit (Vivantis) kiti kullanilarak RNA
izolasyonu islemi yapilmistir. Izolasyonda 2 farkli protokol kullanilmustir. 1. Protokol
yag, karaciger, akciger, bobrek ve dalak dokulari i¢in kullanilmistir. 2. Protokol RNA
izolasyonunun daha zor oldugu fibréz (kalp ve kas) dokularinda kullanilmustir.

Izolasyon asamalar1 asagida verilmistir.

Protokol

a) Hassas terazide 30 mg hayvansal doku tartilmustir.

b) Tartilan doku derhal siv1 azotta ezilerek toz haline getirilmistir.



d)

f)
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Toz haline gelen doku 6rnegi 2 ml’lik steril santrifiij tiipiine alindiktan sonra {izerine
700 ul Buffer TR ¢ozeltisi (2-merkaptetanol o6nceden ilave edilmis) eklenerek el
mikseri yardimiyla homojenizasyon yapilmistir.

Ornekler maksimum hizda 3 dk santrifiij edilmistir.

Tiiplerin lizerinde biriken iist faz dikkatlice alinarak filtreli homojenizasyon
tiiplerine aktarilmistir.

Ornekler maksimum hizda 2 dk santrifiij edilmistir.

Filtre alinarak asagida biriken sivi kismin iizerine 650 pl 80%’ lik etanol ilave
edilmistir. Pipetleme yoluyla karistirma iglemi yapilmistir.

Olusan karisgimin hepsi filtreli RNA baglama tiiplerine aktarilmistir.

Ornekler 10.000 x g hizda 1 dk santrifiij edilmistir.

Orneklerin iizerine 500 pl Wash Buffer ¢ozeltisi ilave edilerek, 1 dk maksimum
hizda santrifiij edilmistir.

RNA baglama tiipiiniin tlizerindeki filtre kaldirilarak asagida biriken sivi kisim
dokiilmiistiir.

RNA baglama tiipiiniin i¢indeki membranin merkezine 70 ul DNase I Digestion Mix

eklenmis 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

m) Orneklerin {izerine 500 pl Inhibitor Removal Buffer eklenip 1 dk maksimum hizda

n)

0)

p)

2.

a)
b)

santrifiij edilmistir. Altta kalan siv1 kisim dokiilmiistiir.

Orneklerin {izerine 500 pl Wash Buffer ¢ozeltisi ilave edilerek 10.000 x g hizda, 1
dk santrifiij edilmistir. Altta kalan s1v1 kisim dokiilmiistiir.

Orneklerin iizerine 500 pl Wash Buffer ¢ozeltisi ilave edilerek 10.000 x g hizda, 1
dk santrifiij edilmigstir. Altta kalan s1v1 kisim dokiilmistiir.

Ornekler 10.000 x g hizda, 1 dk santrifiij edilmistir.

RNA baglama tiipii 1.5 ml’lik yeni bir steril santrifiij tiipiine aktarilmistir.
Orneklerin {izerine 60 ul RNase-free Water ilave edilerek, 1 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra 6rnekler 10.000 x g hizda 1 dk santrifiij edilmistir.

Elde edilen RNA’lar kullanim zamanina kadar -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

Protokol

Hassas terazide 30 mg hayvansal doku tartilmigtir.

Tartilan doku derhal s1v1 azotta ezilerek toz haline getirilmistir.
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e)
f)
9)
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Toz haline gelen doku o6rnegi 2 ml’lik steril santrifiij tlipiine alindiktan sonra
tizerine 300 pl Buffer TR c¢ozeltisi (2-merkaptetanol Onceden ilave edilmis)
eklenerek el mikseri yardimiyla homojenizasyon yapilmistir.

Olusan lizat tizerine 590 pl su ilave edilmis sonrasinda da 10 pl Proteinaz K
cozeltisi ilave edilmistir. Vorteks yoluyla karistirma yapilmustir. Ornekler 65 °C’ de
10 dk inkiibe edilmistir.

Ornekler 10.000 rpm hizda 3 dk santrifiij edilmistir.

Lizat filtreli homojenizasyon tiiplerine aktarilmistir

450 pl saf etanol ekleyip pipetleme yoluyla karigim saglanmistir.

Olusan karisimin hepsi filtreli RNA baglama tiiplerine aktarilmistir.

Ornekler 10.000 x g hizda 1 dk santrifiij edilmistir.

j) Orneklerin iizerine 500 pl Wash Buffer ¢ozeltisi ilave edilerek, 1 dk 10.000 rpm

K)

hizda santrifiij edilmistir.

RNA baglama tiipiiniin tlizerindeki filtre kaldirilarak asagida biriken sivi kisim
dokiilmiistiir.
RNA baglama tiipiliniin i¢indeki membranin merkezine 70 ul DNase | Digestion

Mix eklenmis 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

m) Orneklerin iizerine 500 ul Inhibitor Removal Buffer eklenip, 1 dk 10.000 rpm hizda

n)

0)

p)

s)

santrifiij edilmistir. Altta kalan siv1 kisim dokiilmistiir.

Orneklerin iizerine 500 pul Wash Buffer ¢ozeltisi ilave edilerek 10.000 x g hizda, 1
dk santrifiij edilmigstir. Altta kalan s1v1 kisim dokiilmiistiir.

Orneklerin iizerine 500 pl Wash Buffer ¢ozeltisi ilave edilerek 10.000 x g hizda, 1
dk santrifiij edilmigstir. Altta kalan s1v1 kisim dokiilmiistiir.

Ornekler 10.000 x g hizda, 1 dk santrifiij edilmistir.

RNA baglama tipli 1.5 ml’lik yeni bir steril santriflij tlipline aktarilmistir.
Orneklerin iizerine 60 pul RNase-free Water ilave edilerek 1 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra 6rnekler 10.000 x g hizda, 1 dk santrifiij edilmistir.

Elde edilen RNA’lar kullanim zamanina kadar -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.4. RNA konsantrasyon safliklarimin belirlenmesi

Izolasyonu tamamlanan RNA o&rneklerinin saflik ve miktarmin belirlenmesi

amactyla NanoDrop Spektrofotometre ND 1000 cihaziyla 6l¢iimler yapilmistir. 260 ve

280 nm dalga boylar1 genel olarak RNA safliginin belirlenmesinde kullanilan
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parametrelerdir. 260 ve 280 nm dalga boylarinin birbirine oranlanmasiyla elde edilen
katsayinin ~ 2.0 civarinda olmasi elde edilen RNA’nin saf oldugunu gostermektedir.
Bunun aksi durumunda kontaminasyon oldugu kabul edilmektedir (Anonymous,
2011b). Bazi doku oOrneklerinde yapilan NanoDrop o6lgiimlerinden elde edilen
diyagramlar gosterilmektedir (Sekil 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12).

GO - DMBE M cos

Page| 1%

# |Sample ID | User name | Date and Time |Nucleic Acid Conc. [Unit | A260 [A280[260,/280/260/230|Sample Type [Factor
528 IZKCIGER-l- |Administrator |28.01.2013 17:39:559 [490,3 g/ 12,258 5,850 2,10 [1,93  RNA 40,00 |
Method Information

Parameter Value
'Workbook File 'C:\Documents and Settings\Administrator\Desktop\2012_10_11_Nucleic Acid.twbk
‘Application INucleic Acid
Data range 220nm  350nm
Analysis wavelength |260 nm

AKCIGER-1-

10mm Absorbance

280 290
Wavelength (nm)

Page 1 of 1

1§ BOBREK-4 - Paint.

Sekil 3.6. Akciger Dokusu NanoDrop Olgiimii



# [Sample ID |
525 BOBREK-1-_|[Administrator [28.01.2013 17:38:13 [515,8

User name | Dateand Time [Nucleic Acid Conc. [Unit [ A260 [A280[260,/280[260,/230] Sample Type [Factor
g/ [12,894 16,139 [2,10 [2,15 RNA 40,00 |

Method Information

Parameter

Value

Workbook File

C:\Documents and Settings\idministrator\Desktop\2012_10_11_Nucleic Acid.twbk

Application

Nucleic Acid

Data range

220nm 350nm

Analysis wavelength [260 nm

g
3
:
L

[EOBREK-1-

280 290
Wavelength (nrm)

Page 1 of 1

Sekil 3.7. Bobrek Dokusu NanoDrop Olgiimii

# [Sample ID | User name | Date and Time

531 |DALAK-S-  |Administrator [28.01.2013 17:42:02 |466,1

[Nucleic Acid Conc. [Unit [ A260 [A280260/280[260/230|Sample Type [Factor
Ing/ul [11,652[5,642 2,07 [2,06  |RNA 40,00 |

Method Information

Parameter

Value

Workbook File

C:\Docurments and Settings\Administrator\Desktop\2012_10_11_Nucleic Acid.twbk

Application

INucleic Acid

Data range

220nm_350nm

Analysis wavelength

260 nm

[DALAK-5-

10mm Absorbanice

280 200
Wavelength (nm)

Page 1 of 1

§ AKCIGER-4 - Paint

Sekil 3.8. Dalak Dokusu NanoDrop Olgiimii
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Sekil 3.9. Kalp Dokusu NanoDrop Olgiimii

# [Sample ID | User name | Dateand Time [Nucleic Acid Conc. |Unit| A260 [A280260,/280/260/230|Sample Type [Factor
106 |KARACIGER Administrator (08.11.2012 16:37:33 615,0 ng/ |15,375 7,541 2,04 2,06 RNA 40,00

Method Information
Parameter Value
Workbook File C:\Documents and Settings\Administrator\Desktop\2012_10_11_Nudleic Acid.twbk
Appication Nucleic Acid
Data range 220nm 350nm
Analysis wavelength 260 nm

10mm Absorbance

20 20 20 250 260 270 280 200 a0 30 0 230 0
Wavelength (hm)

Sekil 3.10. Karaciger Dokusu NanoDrop Olgiimii



GO- ODM@EEMB

& |Sample ID

| User name | Date and Time _[Nucleic Acid Conc. [Unit [A260/A280[260/280/260,/230] Sample Type [Factor

375 kas4

[Administrator_[03.12.2012 18:59:03 [152,2 Ino/i[3,805 [1,845 2,06 1,85  |RNA [40,00 ]

Method Information

Parameter

Workbook File

Value
C:\Docurnents and Settings\Administrator\Desktop\2012_10_11_Nucleic Acid.twbk

Application

Nucleic Acid

Data range

220nm_350nm

Andlysis wavelength 260 nm

=3

.
=
3
£
H
£

.

280 290
‘Wavelength (nm)

Page 1 of 1

Sekil 3.11. Kas Dokusu NanoDrop Olgiimii

=( Print preview )

GO- OMBMB

Page| 113

# [Sample ID | User name | Date and Time |Nucleic Acid Conc. [Unit [A260A280[260,/280[260/230]Sample Type [Factor
170 4 YAG |Administrator [22.11.2012 21:21:23 [71,3 g/l [1,783 0,836 [2,13 [2,10 RINA 140,00 |

Method Information

Parameter

Workbook File

Value
C:\Documents and Settings\Administrator\My Documents\DIAGEN YEDEK\2012_10_11_Nucleic Acid.twbk
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Sekil 3.12. Yag Dokusu NanoDrop Olgiimii
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3.2.5. cDNA sentezi

cDNA sentezi 1 pg total RNA’dan 2-steps RT-PCR Kit (Vivantis) Kiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. CDNA sentezinde kullanilan karisimlar ve protokol
asagida gosterilmektedir.

cDNA protokolii

a) RNA primer karigimi 0.2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine hazirlanmaktadir. Karigim

Cizelge 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. RNA primer karisimi

Bilesenler Miktar
Total RNA 1 pg
Oligo d(T) (40uM) 1l
10mM dNTPs Tul

Su ile hacim 10 pl’ye tamamlanir

b) Karisim hazirlandiktan sonra drnekler 65 °C’ de 5 dk inkiibe edilir ve buz lizerinde 2
dk bekletilir.

¢) Ornekler kisa siire santrifiij edilir. cDNA sentez asamasina gecilir. CDNA sentez

karisimi Cizelge 3.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. cDNA sentez karigimi

Bilesenler Miktar
10X Buffer M-MuLV 2 ul
M-MuLV Reverse Transcriptase 100 unit
Su ile hacim 10 pl’ye tamamlanir

d) Her bir RNA primer karisimina cDNA sentez karisimindan 10 pl ilave edilmektedir.

e) Ornekler dikkatlice karistirilip 1 dK santrifiij yapiimaktadir.

f) PCR’da 42 °C’ de 60 dk inkiibasyon.

g) Reaksiyon 85 °C’ de 5 dk inkiibasyon ile sonlandirilip 6rnekler 1 dk buz iizerinde
bekletilmektedir.

Sentezlenen cDNA direkt olarak PCR reaksiyonlarinda kullanilabilmektedir.
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3.2.6. Primer tasarimi

Primer tasarimi i¢in, ¢alismaya konu olan Chordin-like 1 (Chrdl1) ve galismada
housekeeping gen olarak kullanilan Cyclophilin genleriyle ilgili olarak NCBI (National
Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi’ndan sigirlara ait sekanslar
kullanilmistir. Arastirma sonuglarina gore Chordin-like 1 Bos taurus (Gene ID: 540275)
ve Cyclophilin Bos taurus (Gene ID: 281419) sckanslar1 primer tasarimi igin tespit
edilmistir (Anonymous, 2013c). Primerlerin se¢imi, sekansin baslat ve bitis kodonlar
arasindaki sekanstan yapilmistir. Primer tasariminda Tm Calculator (Anonymous,
2012b) ve Vector NTI 5.0 (Anonymous, 2012c) programlarindan yararlanilmistir.
Chordin-like 1 (Chrdl1l) ve Cyclophilin genleriyle ilgili tasarlanan primerler Cizelge
3.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. Kullanilan PCR primerleri

Primer adi Niikleotid dizisi Erime sicakhigi GC oram (%) Uzunluk (bg)
(W(®)

Chrdll F1 5°- ACTCCATCACTTCAAGCTGGTGA -3° 61,91 48 23

Chrdl1 R1 5- TGCAGTCCAGCTGCAGCTT -3° 61,86 58 19

Cyclophilin F1 5°- TTCCATCGTGTGATCAAGGA -3 58,43 45 20

Cyclophilin R1 5°- TTAAGCTTGAAGTTCTCATCGG -3° 57,24 41 22

3.2.7. Real time pcr

c¢DNA’ larin Real Time PCR ile ¢ogaltiminda Qiagen firmasina ait Quantitect
SYBR PCR Mix kullanilmistir. Aynt PCR sartlarina farkli kuyucuklarda Cyclophilin ve
Chordin-like 1 (Chrdll) master mixleri hazirlanarak ayr1 kuyucuklarda denemeler
gerceklestirilmistir. Cyclophilin ve Chordin-like 1 (Chrdll) genleri i¢in hazirlanan

master mixler Cizelge 3.4. ve Cizelge 3.5’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. Chordin-like 1 (Chrdl1) master mix

Bilesenler Miktar
SYBR PCR Mix 12.5 pl
Forward primer (5 plM) 3ul
Reverse primer (5 plM) 3ul
cDNA 2wl
dH20 4.5 ul

TOPLAM 25wl
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Cizelge 3.5. Cyclophilin master mix

Bilesenler Miktar
SYBR PCR Mix 12.5 ul

Forward primer (5 pIM) 3 ul
Reverse primer (5 pIM) 3 ul

cDNA 2 ul
dH20 45l
TOPLAM 25 ul

Real Time PCR denemesi (Fluorion Real-Time PCR lontek, Turkey) cihazinda
gerceklestirilmistir. PCR programi; 95 °C’de 15 dk sonrasinda 50 dongii, 95 °C’de 30 s,
60 °C’de 35s, 72 °C’de 40 s (Bu asamada floresan 6l¢iildii) ve son olarak da 60 °C’den
99 °C’ye kadar 0.5 derecelik artigla 99 °C’ye kadar cikilarak erime sicakligi
Ol¢tilmiistiir. Sekil 3.13°te Fluorion Real-Time PCR lontek cihazi gosterilmektedir.

fluorion’

Detection System

Sekil 3.13. Fluorion Real-Time PCR lontek
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3.2.8. Real time pcr sonuclarmin degerlendirilmesi

Real Time PCR sonuglarinin degerlendirilmesinde 2**“" Livak metodu
kullanilmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Metodun uygulanmasi i¢in validasyon
deneyleri dizayn edilmistir. Validasyon deneyi i¢in RNA izolasyonundan elde edilen
cDNA’lar 10 kat, 100 kat ve 1000 kat olmak iizere 3 log sulandirilmigtir. Cyclophilin ve
Chordin-like 1 (Chrdl1) mixleri ile her bir sulandirma tiger kez ¢alisilmistir. Daha sonra
gen ekspresyonlariin belirlenmesinde asagidaki asamalar izlenmistir.

ACtyag = Clenordin - Cleyciophitin bu deger, yag dokusu icin 2.28 bulunmustur. Hedef
doku yag doku oldugu i¢in yag doku karsilagtirma dokusu olarak belirlenmistir. Daha
sonra her doku i¢in ayr1 ayrt ACt degerleri bulunmustur. Chrdll Ct degerinden
Cyclophilin Ct degeri ¢ikarilmigtir.

AACt degeri asagidaki formiilasyona gore hesaplanmigtir.

AACt= ACtdoku — ACtyag

Daha sonra her doku igin ayri ayri 2**“ degerleri hesaplanmistir. Bulunan deger soz
konusu dokulardaki gen ekspresyonunun yag dokudan ne kadar farkli oldugunu

gostermektedir.
3.2.9. istatistik analizler

Gerek Real Time PCR verileri gerekse insan ve fare ile ilgili mikroarray veri
setlerinde bulunan farkli dokulardaki gen ekspresyon degerlerinin kargilagtirmali olarak
degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Tim
istatistik analizlerde SAS programimimm PROC GLM prosediirii  kullanilmigtir
(Anonymous, 2013d). Tez calismasinda istatistik analizlerde kullanilan matematik
model asagida gosterilmektedir.

Yij = u+ai + g

Yjj: 1. dokuya ait j. gen ekspresyon degeri

u: Dokulara ait gen ekspresyon ortalamast,

ai: 1. dokunun etki miktari,

gij-Hata etkisini ifade etmektedir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Giliniimilizde, mikroarray teknolojisi bilimsel arastirmalarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu teknoloji binlerce genin farkli biyolojik kosullarda es zamanh
olarak test edilmesine olanak saglamaktadir. Bununla birlikte, burada zorlayici nokta
binlerce gen arasindan hedef genlerin nasil segilmesi gerektigidir. Bu c¢alisma
mikroarray ve GEO profil bilgilerinin etkin bir sekilde kullanilmasiyla, gercek
laboratuvar deneyleri yapilmadan 6nce yeni doku spesifik genlerin tespit edilmesine
olanak saglayan yeni bir metot sunmaktadir.

Bu amagla, insan ve farelerle ilgili ham mikroarray verileri GEO veri tabanindan
indirilmistir (Anonymous, 2013a; Anonymous, 2013b). Aday genlerin belirlenmesi igin
adipoz doku hedef doku olarak belirlenmistir. Daha sonra insan ve fare mikroarrayleri
adipoz doku baz alinarak karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Analiz sonuglari
Chordin-like 1 (Chrdll) geninin adipoz dokuyla ilgili aday bir gen olabilecegini
gostermektedir. Bu sonucun bilimsel olarak desteklenmesi i¢in insan ve fare mikroarray
verilerinde Chrdl1 geni ile birlikte daha 6nce literatiirde gosterilmis adipoz spesifik
genlerden FABP4 ve ATGL genleri ile ilgili istatistik analizler yapilmistir. Sonuglar
Cizelge 4.1 ve 4.2°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.1. Chrdll, FABP4 ve ATGL genlerinin fare mikroarrayinde farkli dokulardaki gen ekspresyonu

GEN ADIPOZ KAS KALP AKCIGER KARACIGER BOBREK DALAK P DEGERI
2924.9% 198.6° 296.9° 86.1° 82.3° 118.0° 74.7°

FABP4 + + + + + + + P<0.0001
443.944 5.956 34.924 7.790 0.988 16.043 5.626
4526.4° 785.7% 1165.2° 453.9" 327.2° 410.2° 195.8°

ATGL N o A i L " > P<0.0001
388.379 82.611 78.833 36.512 37.410 34.468 8.908
825.27° 99.81° 76.72° 110.23° 64.90° 97.79" 92.89"

CHRDL1 . L " N ; L " P<0.0001
129.857 6.960 2.002 6.825 1.262 12.003 3.453

GSM252093 GSM252070 GSM252113 GSM252080 GSM252074 GSM252083 GSM252067

GSM252094 GSM252071 GSM252114 GSM252081 GSM252075 GSM252084 GSM252068

GSM252095 GSM252072 GSM252115 GSM252081 GSM252076 GSM252085 GSM252069
GSM252073

GSM NO

GSM NO: adipoz, kas, kalp, akciger, karaciger, bobrek ve dalak dokularinin biyolojik tekerriirlerini gostermektedir. Biyolojik tekerriirler adipoz, kalp, akciger, karaciger,
bobrek ve dalak dokulart i¢in (n=3) ve kas dokusu i¢in (n=4) olarak gosterilmektedir. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak gosterilmektedir. Aymi satirda farkli harflerle

gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0.05).



Cizelge 4.2. Chrdll, FABP4 ve ATGL genlerinin insan mikroarrayinde farkli dokulardaki gen ekspresyonu
GEN ADIPOZIT KAS KALP AKCIGER KARACIGER BOBREK P DEGERI
13.364.400° 446.400™ 317.400™ 1.099.850° 123.700° 189.500™
FABP4 + + + + + + P<0.0001
503.100 130.800 153.700 275.350 74.000 58.100
2.838.150° 367.800° 853.150" 274.250° 299.600° 357.850°
ATGL + + + + + + P<0.0001
111.150 92.800 260.250 54.750 105.500 76.950
1.702.350° 303.450° 130.900° 315.400° 58.550° 240.550"
CHRDL1 + + + + + + P<0.0001
86.950 191.450 80.600 41.500 27.050 24.550
GSM18975 GSM19013 GSM18951 GSM18949 GSM18953 GSM18955
GSM NO
GSM18976 GSM19014 GSM18952 GSM18950 GSM18954 GSM18956
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GSM NO: adipozit, kas, kalp, akciger, karaciger, bobrek ve dokularinin biyolojik tekerriirlerini gostermektedir. Biyolojik tekerriirler adipozit, kas, kalp, akciger, karaciger,

bobrek (n=2) olarak gosterilmektedir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak gosterilmektedir. Aymi satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar

6nemlidir (P<0.05).
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4.1. Bilimsel hipotezin kurulmasi

Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2’ in incelenmesinden de anlasilabilecegi gibi Chrdll
geni insanlarda adipozitlerde ve farelerde adipoz dokuda iyi bilinen adipoz spesifik
genlere (FABP4 ve ATGL) benzer sekilde diger dokulara gore adipoz dokuda onemli
derecede yiiksek ekspresyon gostermektedir (P<0.0001). Gerek mikroarray verilerinin
karsilastirmali analizi gerekse yapilan istatistik analizler Chrdll geninin adipoz spesifik
bir gen olma olasiligin1 gliclendirmektedir. Chrdl1l geninin tiirler arasindaki benzerligi
(homolojisi) gen bankasinda bulunan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programiyla arastirtlmistir. Chrdll geninin sigirlardaki sekansi farkli canli tiirleriyle
karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonuglarma gore sigir Chrdll geni insan, fare ve
ratlarda sirasiyla %87, %88 ve %87.5 benzerlik (homoloji) gostermektedir
(Anonymous, 2013c). Bu durumda Chrdll geninin farkli canli tiirlerinde ayni1 6zelligi
gostermesi sO6z konusu genin tiirler arasinda korunmus bir gen olduguna isaret
etmektedir. Elde edilen sonuglar gen bankasinda bulunan adipoz dokuyla ilgili farkli
GEO profillerden elde edilen bilgilerle desteklenmistir (Anonymous, 2013a;
Anonymous, 2013b). Calismada yararlanilan GEO profilller Cizelge 4.3’de
gosterilmektedir. Tiim sonuglar ve literatiir bildirisleri degerlendirildiginde Chrdll
geninin adipoz spesifik bir gen olduguyla ilgili bilimsel bir hipotez kurulmustur.
Kurulan hipotez, Diinya’da mikroarray sonuglarinin dogrulanmasinda kullanilan en
giivenilir molekiiler yontemlerin basinda gelen Real Time PCR ile test edilmistir. Tez

calismasinda kullanilan metot Sekil 4.1°de sematize edilmistir.
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Fare

Mikroarray Verisi < > Mikroarray Verisi

GEO veritabanindan ham
mikroarray verilerinin indirilmesi

v

Aday genlerin mikroarray verilerinin
kargilastirmali analiziyle belirlenmesi

l

Aday genlerin seg¢im
asamasi

\

Hipotezin
kurulmasi

Hipotezin GEO profillleri ve
literatir ile desteklenmesi

Hipotezin laboratuvar
denemeleriyle test edilmesi

Sonug

Sekil 4.1. Tez ¢aligmasinda izlenilen metot
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Cizelge 4.3. Adipoz dokuyla ilgili GEO profiller

GEO PROFIL ACIKLAMA

Adipocytes vs. preadipocytes from subcutaneous and visceral fat depots

GDS2818 (Mouse)

GDS2659 Analysis of differentiating 3T3-L1 preadipocytes (Mouse)

GDS734 Thiazolidinedione treatment of 3T3-L1 adipocytes (Mouse)

GDS3688 Obese children: omental adipose tissue (Homo sapiens)

GDS2366 Pregdipocytes from anatomically separate fat depots (HG-U133A) (Homo
sapiens)

GDS1298 Fibroblast agjlpogenesw induced by EBF-1 and PPARgamma2
overexpression (Mouse)

GDsS2813 Comparison of brown and white adipose tissues (Mouse)

GDS3102 Analysis of hearts and white adipose tissues of 28 month old male animals
fed a calorie restricted diet since 4 months of age (Rattus norvegicus)
Analysis of inguinal adipose tissue from genetically identical inbred

GDS2319 C57BL/6J males exhibiting high or low weight gain after 4 weeks on a high

saturated fat diet (Mouse)

4.2. Hipotezin Real Time PCR ile Test Edilmesi

Bu ¢alismada kullanilan metot, ger¢ek laboratuvar deneyleri yapilmadan once

doku spesifik aday genlerin belirlenmesine yonelik bilimsel hipotez kurulmasina olanak

saglamaktadir. Metodun son asamasint kurulan bilimsel hipotezin ger¢ek laboratuvar

deneyleriyle test edilmesi olusturmaktadir. Bu amagla kurulan bilimsel hipotez,

Diinya’da mikroarray sonuglarinin dogrulanmasinda kullanilan giivenilir ve tekrar

edilebilirligi en yiiksek molekiiler yontemlerin basinda gelen Real Time PCR ile test

edilmistir. Farkli sigir dokularinda Chrdll geniyle ilgili Real Time PCR’da yapilan gen

ekspresyon denemeleri sonucunda olusturulan grafik Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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Adipoz Kalp Bobrek Akciger Karaciger Kas Dalak
Sekil 4.2. Chrdl1 geninin farkli sigir dokularindaki gen ekspresyonu
Total RNA sigir adipoz, kalp, bobrek, akciger, karaciger, kas ve dalak dokularindan izole edilmistir. Chrdll geninin farkli sigir dokularindaki gen ekspresyon degerleri Real

Time PCR’da dl¢iilmiistiir (n=5). Grafikte goriilen barlar ortalama + standart hatay: temsil etmektedir. (*) isareti tek yonlii varyans analizini takiben yapilan Duncan dnemlilik
testinin sonuglarina goére Chrdll geninin adipoz dokudaki ekspresyonunun diger dokulara gore istatistik olarak 6nemli oldugunu géstermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.2°de gosterildigi tizere Chrdll geni adipoz dokuda diger dokulara gore
onemli derecede yiiksek ekspresyon gostermektedir (P<0.05). Chrdl1 geni kalp, akciger
ve kas dokularinda diger dokulara gore biraz daha fazla ekspresyon gostermektedir.
Bununla birlikte Chrdll geninin bobrek, karaciger ve dalak dokularindaki ekspresyonu
yok denecek kadar azdir. Elde edilen Real Time PCR sonuglart ¢alisma biinyesinde
uygulanan metoda gore olusturulan bilimsel hipotezi desteklemektedir.

Daha once yapilan bilimsel ¢aligmalar Chrdl1l geninin genis bir yelpazede farkli
dokularda ekspresyon gosterdigini ifade etmektedir (Coffnier ve ark., 2001; Nakayama
ve ark., 2001; Sakuta ve ark.,. 2001; Bowen ve ark., 2009; Zheng ve ark., 2010).
Literatiir ve gen bankasi tarandiginda Chrdl1 geninin adipoz dokuda spesifik olduguna
dair hi¢ bir bulguya ve yayma rastlanilmamistir. Tiimiiyle degerlendirildiginde bu
caligma, Chrdl1l geninin adipoz dokuda spesifik bir gen oldugunu ortaya koyan ilk
caligmadir.

Bu c¢alismada uygulanan metodla, Chrdll geniyle birlikte adipoz dokuda spesifik
yeni bir gen seti tespit edilmistir. Bu genler arasinda FABP4 (Yag Asidi Baglayici
Protein 4) ve ATGL (Adipoz Trigliserit Lipaz) gibi oldukea iyi bilinen adipoz spesifik
genler bulunmaktadir. Yapilan analizlere gore FABP4 ve ATGL genleri farelerde
adipoz dokuda diger dokulara gore oldukca yiiksek gen ekspresyonu gostermektedir
(Cizelge 4.1) (P<0.0001). Benzer sekilde FABP4 ve ATGL genleri insanlarda
adipozitlerde diger dokulara goére oldukca yiiksek gen ekspresyonu gostermektedir
(Cizelge 4.2) (P<0.0001). Bu ¢alismada kullanilan metodun daha iyi anlasilabilmesi i¢in
FABP4 ve ATGL ve Chrdll geniyle ilgili yapilan ¢alismalar 6rneklerle agiklanacaktir.

4.3. Yag Asidi Baglayic1 Protein 4 (FABP4)

Gen bankasinda FABP4 geni ile ilgili arama yapildiginda s6z konusu gen ile
ilgili GEO veritabaninda 4.906 veri bulundugu goriilmektedir (Anonymous, 2013a;
Anonymous, 2013b). Bu caligmada, kullanilan metodla adipoz spesifik genlerin
belirlenmesi amacglandigi i¢in aramanin daha da derinlestirilmesi gerekmektedir. Bu
amagla adipoz dokuyla ilgili “adipozit” ve “adipoz doku” anahtar kelimeleri gen
bankasinda bulunan GEO veritabaninda taranmigtir. Taramalar sonucunda adipozit ve
adipoz doku ile igili sirastyla 2.786 ve 14.206 mikroarray verisi oldugu tespit edilmistir.
Mikroarray verileriyle baglantili GEO profillerinden elde edilen bilgiler bu ¢alismada

kullanilan metodun uygulanmasinda 6nemli asamalardan biridir. Bu nedenle iizerinde
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durulan genlerle ve hedef dokuyla ilgili ipuglarini verecek GEO profillerin belirlenmesi
biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu amagcla Cizelge 4.3’deki adipoz dokuyla ilgili bazi1 GEO
profiller FABP4 geninin adipoz spesifik bir gen oldugunu agiklamak igin
kullanilacaktir. Buna ilaveten literatiirden elde edilen bilgilerle kullanilan GEO profiller
desteklenecektir.

GDS2659, FABP4 gen ekspresyonunun adipozit hiicrelerinin farklilagmasi
sirasinda artis gosterdigini ifade etmektedir (Cheung ve ark., 2007). Li ve ark. (2009),
FABP4 geninin 3T3-L1 adipozit hiicrelerinin farklilasmasi sirasinda yiiksek derecede
ekspresyon gosterdigini bildirmistir. Bu bulgu aym1 zamanda farkli arastirmacilarin
yaptiklar1 calismalarla teyit edilmektedir (Spiegelman ve Green 1983; Hunt ve ark.,
1986; Samulin ve ark., 2008).

GDS2818, FABP4 geninin adipozit hiicrelerinde preadipozit hiicrelerine
(adipozit 6ncesi) gore daha fazla ekspresyon gosterdigini ifade etmektedir (Gesta ve
ark., 2006). GDS2818’1 destekleyici sekilde Shin ve ark. (2008) ve Lee ve ark. (2009),
yaptiklar1 ¢alismalarda FABP4 geninin adipozit hiicrelerinde preadipozit hiicrelerine
gore daha fazla ekspresyon gosterdigini bildirmislerdir.

GDS3688, obez cocuklarda FABP4 geninin yiiksek ekspresyon gosterdigini
ifade etmektedir (Aguilera ve ark., 2007). Ma ve ark. (2009), FABP4 ve PPAR-y
genlerinin obezite gosteren gruplarda obeziteye karsi direng gosteren gruplara gore
yiiksek derecede ekspresyon gosterdigini bildirmislerdir.

GDS734, adipoz dokuda gorev yapan transkripsiyonel faktorlerden PPAR-y’nin
FABP4 geninin adipozit hiicrelerindeki ekspresyonunu tetikledigini gostermektedir
(Hsiao ve ark., 2004). Shin ve ark. (2009), PPAR-y’nin FABP4 geninin promotoruna
baglanarak transkripsiyonunu tetikledigini bildirmistir. Petrovic ve ark. (2008), PPAR-y
reseptoriine baglanan rosiglitazon ile muamele edilen kiiltiirlerde FABP4 geninin
muamale edilmeyen Kontrol kiiltiirlerine gore daha 6nce ortaya ¢iktigini géstermistir.

Genel olarak GEO profiller FABP4 geninin adipoz spesifik bir marker oldugunu

gostermektedir.
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4.4. Adipoz Trigliserit Lipaz (ATGL)

Gilinimiizde, ATGL geni ile ilgili GEO veritabaninda 4.588 veri bulundugu
goriilmektedir (Anonymous, 2013a; Anonymous, 2013b). Bu veriler arasinda ATGL
geninin adipoz dokuda spesifik bir gen oldugunu gosteren GEO profillere bakildiginda;
GDS2818, ATGL geninin adipozit hiicrelerinde preadipozit hiicrelerine gore daha fazla
ekspresyon gosterdigini ifade etmektedir (Gesta ve ark., 2006). Bu bulgu daha oénce
yapilmis c¢alismalarla dogrulanmaktadir. Arastirmacilar, ATGL geninin domuzlarda
adipozit hiicrelerinde, hiicre kiiltiiriiniin preadipozitlerce zengin kismi olan stroma
vaskular fraksiyona gore yiiksek derecede ekspresyon gosterdigini bildirmislerdir.
Ayrica arastirmacilar, ATGL geninin tavuklarda boliinmiis adipoz hiicrelerinde stroma
vaskular fraksiyona kiyasla baskin bir sekilde yiiksek ekspresyon gosterdigini
bildirmislerdir (Deiuliis ve ark., 2008; Oh ve ark., 2011; Serr ve ark., 2011).

GDS2366, ATGL gen ekspresyonunun adipoz hiicrelerinin farklilagsmasi
sirasinda artis gostermektedir (Tchkonia ve ark., 2007). Kim ve ark. (2006), ATGL gen
ekspresyonunun 3T3-L1 adipozit hiicrelerinin farklilasmasi sirasinda garpici bir sekilde
artig gosterdigini bildirmektedir. Deiuliis ve ark. (2008), ATGL gen ekspresyonunun
domuz adipozit hiicrelerinin farklilagmasi sirasinda artig gosterdigini bildirmektedir.

GDS3688, obez ¢ocuklarin diisiik ATGL gen ekspresyonuna sahip olduklarini
gostermektedir (Aguilera ve ark., 2007). Steinberg ve ark. (2007), obez orneklerin
ATGL mRNA ekspresyonunu onemli derecede azalttigini gostermektedir (P<0.05).
Jocken ve ark. (2007), insiiline direngli 6rneklerin ATGL mRNA ekspresyonunu
insiiline duyarl1 6rneklere nazaran azalttigini bildirmektedir.

GDS1298, PPAR-y (2)’nin fazla ekspresyon gostermesi durumunda NIH-3T3
embriyonik fibroblastlarin adipozitlere doniismesi sirasinda ATGL gen ekspresyonunu
aktive ettigini gostermektedir (Akerblad ve ark., 2005). Kershaw ve ark. (2007),
yaptiklar1 arastirmalarda PPAR-y’nin canli ve laboratuvar ortamlarinda ATGL mRNA
ekspresyonunu diizenledigini bildirmistir.

Sonug olarak GEO profilleri, ATGL geninin adipoz spesifik olmasina ve ATGL

gen ekspresyonunun adipoz doku gelisimi tizerine etkilerine dikkat gekmektedir.
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4.4. Chordin-like 1 (ChrdlI1)

GEO veri tabanma bakildiginda Chrdl1l ile ilgili 3.504 veri bulundugu
goriilmektedir ~ (Anonymous, 2013a;  Anonymous, 2013b). Bu veriler
degerlendirildiginde Chrdl1l ve adipoz dokuyla ilgili sadece 31 GEO profil oldugu
goriilmektedir. Bu GEO profillerden elde edilen bilgiler siiziildiigiinde say1 daha da
azalmaktadir. Chrdll ve adipoz dokuyla ilgili GEO profiller degerlendirildiginde;
GDS2813, Chrdll geninin beyaz adipoz dokuda kahverengi adipoz dokuya gore
ekspresyonunun daha fazla oldugunu gostermektedir (Seale ve ark., 2007).

GDS3102, diyetlerde kalorik kisitlamanin Chrdl1 gen ekspresyonunu azalttigini
gostermektedir (Linford ve ark., 2007).

GDS2366, Chrdll gen ekspresyonunun boliiniip olgun adipozitlere doniisen
preadipozitlerde bdoliinmeyen preadipozitlere gore ¢ok daha fazla oldugunu
gostermektedir (Tchkonia ve ark., 2007).

GDS2319, yiiksek agirlik kazanci gosteren bireylerin diisiikk agirlik kazanci
gosteren bireylere gore yiiksek Chrdll gen ekspresyonuna sahip olduklarimi
gostermektedir (Koza ve ark., 2006).

Chrdll geni ile ilgili ¢alismanin kaynak aragtirmasi boliimiinde belirtilen
literatiirler ve GEO profiller degerlendirildiginde Chrdl1 geni ve adipoz dokuyla ilgili
bazi ipuglarina ulasilmaktadir. Bunun 6tesinde daha oncede ifade edildigi gibi yapilan
istatistik analizler gerek insan gerekse fare mikroarray verilerinde Chrdl1 geninin
adipoz dokuda yiiksek derecede ekspresyon gosterdigini ortaya koymaktadir (P<0.001).
ChrdI1 geninin farkli dokularda ekspresyon gosterdigi bildirilmesine ragmen adipoz
dokudaki ekspresyonuyla ilgili herhangi bir bildiris bulunmamaktadir. Bu g¢alismada
kullanilan metot sayesinde ChrdI1 geninin adipoz dokuya spesifik bir gen olduguyla
ilgili kurulan hipotez basariyla test edilmistir. Bunun Otesinde kullanilan metot
kapsaminda yapilan karsilagtirmali mikroarray analizleri Chrdl1 geninin adipoz dokuda
su ana kadar bildirilen bir ¢ok adipoz spesifik genden (adipokin) daha fazla ekspresyon
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu durumda Chrdl1 geninin, diger adipoz spesifik
genler gibi adipoz dokuda 6nemli bir fonksiyon gosterme olasiligi olduk¢a yiiksek

olmaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu ¢aligma, gen bankasinda bulunan mikroarray verilerinin karsilagtirmali olarak
detayli analizi yapilmak suretiyle doku spesifik aday genlerin ortaya ¢ikarilmasina
olanak saglayan yeni bir metot sunmaktadir. Bu metot laboratuvar deneyleriyle basarili
bir sekilde test edilerek uygulanabilirligi ispat edilmistir. Bu metotun kullanilmasi
sayesinde literatiire katki sagliyacak yeni bir dizi adipoz spesifik aday gen
belirlenmistir. Adipoz dokunun sahip oldugu biyolojik 6nem dikate alindiginda
arastirma sonuclarimin énemli hedeflere ulasmasi beklenmektedir.

Bilim adamlar1 gerek hayvanlarda gerekse insanlarda yaptiklari caligsmalarla
adipoz dokunun viicutta nasil fonksiyon gosterdigini ve burada ne tiir molekiiler
mekanizmalarin devreye girdigini ortaya ¢ikarmayi hedeflemektedir. Bu nedenle bu
calismada belirlenen adipoz spesifik gen ve diger aday genlerle ilgili ileride yapilacak
olan calismalar adipoz doku gelisiminin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda,
dolayistyla adipoz dokunun viicutta gosterdigi fonksiyonlarin daha iyi anlasilmasi
bakimindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Son yillarda yapilan g¢alismalar neticesinde, adipoz dokuda meydana gelen
anormalliklerin insanlarda obezite, tip 2 diyabet, kalp hastaliklar1 ve baz1 kanser
tiirleriyle iliskisi oldugu diistiniildiigiinde bu ¢alismada tespit edilen adipoz spesifik gen
ve diger aday genlerle ilgili ileride yapilacak olan ¢alismalarin s6z konusu hastaliklarin
tedavisine yardimci olarak insan saglhigmma Onemli katkilar saglamasi kuvvetle
muhtemeldir.

Ciftlik hayvanlarinda asir1 yaglanma gerek dnemli saglik problemlerine gerekse
ekonomik bakimdan Onemli kayiplara neden olmaktadir. Bu c¢alismay1 izleyen
arastirmalarda tespit edilen genlerin markere dayali seleksiyon kriteri olarak kullanilip
kullanilamayacag1 ile ilgili yapilacak olan denemelerin olumlu sonu¢ vermesi
durumunda ¢iftlik hayvanlarinda iretim kalitesinin arttirilmasi1 ve daha saglikli ve
ekonomik {iretim yapilmasi konularinda ciddi mesafeler kaydedilebilecegi
diistiniilmektedir.

Bu c¢aligma, doku spesifik aday genlerin belirli bir strateji takip edilerek
belirlenmesine yonelik yeni bir metot sunmaktadir. Bu metotun sundugu bazi 6nemli

avantajlar bulunmaktadir. ik olarak bu metot gercek laboratuvar deneyleri
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yapilmaksizin aday genlerin tespitine olanak saglamaktadir. Bu durum ciddi bir zaman
kaybini &nlemektedir. One cikan diger bir avantaj ise bu metodun kullanilmasi
durumunda gereksiz yere yapilan arastirma harcamalarinin 6niine gecilmesidir. Oyleki
bilim adamlarinin bu metodu izlemesi durumunda halihazirda gen bankasinda daha
once hazirlanmis mikroarray verilerini kullanmalar1 saglanarak bu ¢alismalar1 gereksiz
yere tekrar edip para ve zaman kaybina ugramalarinin Oniine gecilebilecektir. Bu
calismanin sundugu bir 6nemli avantaj ise gen bankasmin etkili olarak kullanimi,
verilerin siiziilmesi ve analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi konularinda sagladigi
Ogretici bilgilerdir.

Bu c¢aligmada, adipoz doku insanlar ve hayvanlar i¢in sahip oldugu biyolojik
onemden dolayr hedef doku olarak metodun uygulanmasinda kullanilmistir. Bununla
birlikte bilim adamlarmin ayni metodu farkli dokularda denemesi durumunda soz
konusu dokulara spesifik yeni genleri tespit edebilmesi kuvvetle muhtemeldir. Bu
metodun farkli dokularda denenmesi durumunda elde edilecek sonuglarin literatiire

onemli katkilar saglamasi1 beklenmektedir.

5.2. Oneriler

Diinyada adipoz dokuyla ilgili yapilan bilimsel ¢aligmalara bakildiginda,
aragtirmalarin insan ve hayvanlarda saglik, ciftlik hayvanlarinda 6nemli verim
ozelliklerinin gelistirilmesi ve bu ozelliklerin molekiiler mekanizmalarinin ortaya
cikarilmasina yonelik markere dayali seleksiyon yontemlerinin kullanilmasi konularinda
yogunlastigr goriilmektedir. Tez c¢aligmasi siliresince yapilan arastirmalar, adipoz
dokuyla ilgili yapilan bilimsel c¢alismalarin  kapsami1 ve {ilke kosullar
degerlendirildiginde oOneriler kisminin, ulusal karkas derecelendirme sisteminin
kurulmasi, markere dayali seleksiyon yontemlerinin kullanilmas1 ve saglikli beslenme
konusunda toplumsal bilincin arttirilmasi1 olarak 3 ana baglik altinda toplanmasinda

fayda goriilmektedir.
5.2.1. Ulusal karkas derecelendirme sisteminin kurulmasi
Diinyada karkas ozelliklerinin siniflandirilmast ve bu siniflandirmaya gore

fiyatlandirilmasia yonelik {lkelerin uyguladiklar1 karkas derecelendirme sistemleri

incelendiginde, uygulamada az da olsa farkliliklar olmasmma ragmen karkas
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derecelendirme sistemlerinin et verim derecesi (yield grade) ve kalite derecesi (quality
grade) olmak iizere iki 6nemli unsurdan olustugu goriilmektedir. Et verim derecesi
karkastaki yaglanmaya bagli olarak belirlenirken, kalite verim derecesi de ette goriilen
mozaiklesmeye bagli olarak, etin gevreklik, sululuk ve tad o&zelliklerine gore
belirlenmektedir. Et verim derecesi ve kalite derecesinin birlikte degerlendirilmesi
sonucunda olusturulan skalaya gore ette fiyatlandirma yapilip pazara sunulmaktadir
(ZoBell ve ark., 2005).

Basta ABD ve Avrupa Birligi iilkelerinde karkas derecelendirme sisteminin
kurulumu, yonetimi ve denetimini tarim bakanlig: iistlenmektedir. Tiirkiye de malesef
sigir karkaslariin simiflandirilip fiyatlandirilmasina yonelik bir karkas derecelendirme
sistemi bulunmamaktadir. Bu konuyla ilgili gilinlimiize kadar yapilmis calismalara
bakildiginda, Tiirk Standart Enstitiistiniin 15.03.1988 tarihinde yiiriirliige giren TSE 383
nolu kasaplik sigir baslikli standardi tamamen subjektif kriterlere gore yapilan bir
derecelendirme olarak ortaya konulmustur. Oyleki sz konusu standarda gore karkastaki
etlilikle ilgili hususlar karkasin uzunluk ve derinligine, butlarin yuvarlak, uzun ve
dolgun olusuna, omuzlarin kalin ve belirgin olusuna ve boyun ve bacaklarin kisalik ve
dolgunluguna gore tam etli, etli ve az etli olarak ii¢ grupta toplanmaktadir. Karkasta
yaglilik ise kabuk yaginin yayilis alani, kalinlig1 ve rengi, i¢ yaglarin yani gogiis, karin
ve legen yaglarinin kalinlig1 ve salkim goriintiisii dikkate alinarak tam yagli, yagh ve az
yaglt olmak iizere ii¢ grupta toplanmakta olup ancak gruplara yonelik herhangi bir
fiyatlandirma yapilmamistir. (Anonim, 2011b) TSE 383 nolu standardin yiiriirliikten
kalkmasindan 2007 yilina kadar Tirk Standart Enstitiisiniin "Sigir Govde Etleri
(Karkas) Standardi (TS 668)” uygulanmis s6z konusu standartta 21.06.2007 yilinda
yiriirlikten kaldirilmistir. Tarim ve Koyisleri Bakanliginca yayimlanan "Kasaplik
Govde Etlerinde Standart Uygulamasi; Sigir Govde Etleri (Karkas) Standardimi (TS
668)” yeniden diizenleyerek 01.01.2010 tarihinden itibaren yapilan kesimlerde bobrek
yaglari, pelvis boslugu yaglari, salkim ve fitik yaglarinin sicak tartidan 6nce karkastan
uzaklastirmasini 6ngérmektedir (Anonim, 2010b, Anonim, 2011c).

Karkas derecelendirme sisteminin getirdigi en biiylik avantaj tiiketiciyi aldigi
uiriinle ilgili bilgilendirerek kalitesiz iirline fazla iicret 6demesini dnlemesidir. Tiirkiye
de bu sekilde bir uygulamanin olmamasindan dolay1 tiiketici kaliteli ve kalitesiz {iriine
esit iicret ddemektedir. Ornegin 1.5 yasl tosundan elde edilen biftek veya bonfile birim
fiyat1 ile 4.5 yash bogadan veya sigirdan elde edilen aynidir. Ucretlendirme herhangi bir

simiflandirma olmaksizin biftek veya bonfile diye yapilmaktadir. Karkas derecelendirme
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sisteminin getirdigi bir diger 6nemli avantaj iireticiyi kaliteli iiretim yapmaya tesvik
etmesidir. Oyleki daha kaliteli iiretim yapmak igin ¢aba gdsteren iiretici Kkarkas
derecelendirme sistemi sayesinde iiriiniiniin pazarda daha yiiksek fiyata alici bulmasiyla
emeginin karsihigini almaktadir. Ureticiler s6z konusu fiyat avantajindan yararlanmak
amaciyla iretimlerinde geleneksel iiretimi bir yana birakip profesyonel ekiplerin
nezaretinde daha modern ve bilimsel {iretim yapma gayreti gostermektedir.

Karkas derecelendirme sisteminde fiyatlandirma karkasin yaglilik durumuna
gore degismekte olup karkasta yaglanma arttikca ters orantili olarak karkasin
fiyatlandirma degeri diismektedir. Bu durum tiim dikkatleri yag dokunun {izerine
cekerek bilimsel bir farkindalik olusturmaktadir. Oyleki karkastaki kabuk yagi, bobrek
iistii salkim yaglar1 ve i¢ organlar etrafindaki ekonomik degeri olmayan yag miktari
azaltilirken karkasta ekonomik degeri olan mozaiklesmeyi arttiric1 kas i¢i yaglar nasil
arttirilabilir sorusu bilim adamlarinin israrla tizerinde durdugu bir konu haline gelmistir.
Genotip ve beslenme karkasta yaglanmay arttiran iki 6nemli faktordiir. Besi doneminde
ayni yasta, aymt wrkta ve ayni canhi agirliktaki hayvanlarin besi performansi farkli
olmaktadir. Ayni 6zelliklere sahip hayvanlarin ayni rasyonlarla beslenmesi durumunda
baz1 hayvanlarda karkasta asir1 yaglanma goriiliitken bazilarinin viicut kondiisyonu
ideal seviyelerde olmaktadir. Burada oOne ¢ikan o&zellik genotip olmaktadir. Yag
dokunun olusmasinin genetik mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in bilim adamlar
yag dokunun gelismesini etkileyen genleri arastirmaktadir. Ulusal karkas
derecelendirme sisteminin olusturulmasinin yag dokunun oneminin anlagilmasi adina
gerek tretici ve tiiketici, gerekse bilimsel camiada bir farkindalik olusturmasi
beklenmektedir. Timilyle degerlendirildiginde, Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanlhigi’nin Tiirkiye’deki ftiretici ve tiiketici taleplerini géz Oniinde bulundurarak
ulusal karkas derecelendirme sisteminin olusturulmasina yonelik c¢aligmalara vakit

kaybetmeden baslamasi lilke menfaatleri agisindan 6nem tasimaktadir.

5.2.2. Markere dayal seleksiyon yonteminin kullanilmasi

Son yillarda ¢iftlik hayvanlarinda 6nemli verim 6zelliklerinin iyilestirilmesine
yonelik  markere  dayali  seleksiyon  yontemlerinin  kullanilmas1  giderek
yayginlasmaktadir. Markere dayali seleksiyon yonteminin kullanilmasi seleksiyonda
isabet derecesini arttirarak generasyonlar arasi siireyi kisaltmaktadir. Bu yontemde

basari, lizerinde durulan 6zellikle ilgili dogru markerlerin tespit edilmesine baglidir.
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Yag dokunun geligsmesi tlizerinde etkili markerlerin belirlenmesi bu dokuyla ilgili
molekiiler gizemin ¢ozlilmesine katkida bulunacaktir. Yag doku ile kas doku arasinda
gelisimsel olarak bir ters orant1 bulunmaktadir. Daha agik bir ifadeyle karkasta yaglilik
arttikca kaslilik o derecede azalmaktadir. Daha 6ncede ifade edildigi lizere kirmizi ette
kas i¢i yada kas arasinda goriilen yaglanma karkasin ekonomik degerini arttirirken
kabuk yagi, bobrek ve i¢ organlarin etrafindaki yaglar karkasin ekonomik degerini
diisiirmekle kalmayip kesim sonrasinda karkastan ayrilip atilmalarindan dolay1 karkas
randimanini diigiirmektedir. Bu durumda karkasta yaglanmanin istenilen bolgelerde
arttirllmasi ekonomik a¢idan 6nem tagimaktadir.

Karkasta mozaiklesmeyi arttirici genetik markerlerin belirlenmesine yonelik
calismalar artarak devam etmektedir. Bu calismalarin 6nemli bir ¢ogunlugu FABP4
geninin ¢iftlik hayvanlarinda mozaiklesme 6zelligiyle ilgili genetik bir marker olarak
kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte bugiine kadar yag dokunun
genetik yapisi iizerine FABP4 geni gibi major etkili yaklagik olarak sadece 20 gen tespit
edilebilmistir. Yag doku ile ilgili yapilan arastirmalarda markere dayali seleksiyon
yontemlerinin kapsaminin genis tutulmasi, ¢ok daha fazla markerin tespit edilmesine
dolayistyla yag dokunun genetik yapisiyla ilgili daha fazla bilgiye ulasilmasini

saglayacaktir.

5.2.3. Saghkh beslenme konusunda toplumsal bilincin arttirilmasi

Son yillarda kirmizi et tliketiminin insan sagligi tlizerinde olumsuz etkileri
oldugu yoniinde ¢ikan medya haberleri ve bilimsel ¢evrelerden yapilan bazi agiklamalar
toplumda kirmiz1 et tiiketimine karsi ciddi bir 6n yargi olusturmustur.

Kirmizi et tiiketimiyle ilgili bu 6n yargiy1 kaldirmak icin tiiketicilerin kirmiz1 et
tilketimiyle ilgili dogru bilgilendirilmesi gerekmektedir. Kirmizi et viicudun ihtiyaci
olan esansiyel amino asitler, demir, ¢inko, B12 vitamini ve viicutta kolayca emilimi
saglanan fosfor ve kalsiyumca zengin bir hayvansal besindir (Anonim, 2012b).
Esansiyel amino asitler viiciit tarafindan sentezlenemeyen ve mutlaka disardan diyetle
alinmasi gereken amino asitler olarak tanimlanmaktadir (Tirkmen, 2003). Esansiyel
amino asitler arasinda arginin, histidin, izoldsin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin,
treonin, triptofan ve valin amino asitleri bulunmaktadir. Hayvansal protein kaynagi

olarak kirmizi et biitiin bu esansiyel amino asitleri igermektedir (Anonim, 2013d).
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Yetiskin bir insanin ihtiyaci olan esansiyel amino asit miktarlar1 Cizelge 5.1°de

gosterilmektedir (Kaya, 1996).

Cizelge 5.1. Yetigkin bir insanin ihtiyaci olan esansiyel amino asit miktarlari (Kaya, 1996)

Esansiyel amino  Miktar

asidi (g/giin)
Lysine 0.8
Tryptophan 1.4
Phenylalanine 1.1
Threonine 0.5
Valine 0.8
Methionine 1.1
Leucine 1.1
Isolecine 0.7

Normal kosullarda saglikli beslenen bir insanin her 1 kg canli agirligina karsilik
1g protein tiikketmesi gerektigi ifade edilmektedir. Tiiketilmesi gereken 1g protein’in %
42-50’1ik kisminin hayvansal proteinden karsilanmasi 6nem arz etmektedir. Kirmiz1 etin
esansiyel aminoasit igerigi ve yetigkin bir insanin giinliik ihtiyaglar1 gbz Oniinde
bulunduruldugunda giinliik 150 g kirmizi et tiiketimiyle gilinliikk hayvansal protein
ithtiyacinin karsilanabilecegi bildirilmektedir (Kaya, 1996).

Ne yazikki kirmizi et son yillarda biyolojik 6neminden daha ¢ok kolesterol, kalp
hastaliklari, obezite, hipertansiyon gibi rahatsizliklara neden oldugu ile ilgili yapilan
haberlerle giindemde bulunmaktadir. Bu durum tiim diinya genelinde kirmizi et
tilketiminde azalmalara yol agmaktadir. Burada dikkat cekilmesi gereken esas nokta
dengeli beslenme olmalidir. Viicut homeostazisinin korunmasi icin bitkisel ve
hayvansal proteinlerin yeterli miktarda alinmasi1 gerekmektedir. Tek yonlii beslenmenin
onemli saglik problemlerini getirecegi goz ardi edilmemelidir. Oyleki g¢ocuklarda
sadece tahila dayali beslenmenin kwashiorkor olarak bilinen bir protein eksikligine
bagl biiylime gecikmesi, apati, 6dem, sa¢ agarmasi ve dokiilmesi gibi saglik sorunlarina
neden oldugu belirtilmektedir (Anonim, 2013d).

Uzerinde durulmasi gereken bir diger konu ise kolesterol, kalp hastaliklari,
obezite, hipertansiyon gibi rahatsizliklara neden olan etmenlerdir. S6z konusu
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda genetik yapi, dengesiz beslenme ve hareketsiz yasam
gibi etkili bir ¢ok faktor bulunmaktadir. Kirmizi et tiikketimiyle ilgili esas One
cikarilmasi gereken konu asirt yagl kirmizi et tiiketiminin sinirlandirilmasidir. Az 6nce

ifade edilen kolesterol, kalp hastaliklari, obezite, hipertansiyon gibi rahatsizliklarin
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olusumunda diger faktorlerle birlikte yag dokunun 6énemli etkisi vardir. Sonug itibariyle
asir1 yagli Kirmizi et tikketiminin s6z konusu rahatsizliklara neden olan faktorlerden biri
oldugu; bununla birlikte kirmizi etin diyette yeterli alinmasi durumunda herhangi bir
saglik problemine neden olmadigi aksine viicut ihtiyaglarinin karsilanmasi agisindan

onem tasidigiyla ilgili toplumsal bilincin arttirilmasinda fayda goriilmektedir.
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