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BiR KEMOTERAPI AJANI OLAN PAKLITAKSELIN KANSER KASEKSIsi
UZERINE ETKISININ /N VITRO ARASTIRILMASI

OZET

Kageksi; geleneksel beslenme destegi ile tamamen geri dondiiriilemeyen,
ilerleyici fonksiyonel bozukluklara yol acan, iskelet kas1 ve adipoz doku kaybr ile
karakterize edilen ¢ok faktorlii bir sendromdur. Kaseksinin potansiyel
biyobelirteglerinden olan ve AZGP1 (Alpha-2-Glycoprotein 1, Zinc-Binding) geni
tarafindan kodlanan ¢inko-a2-glikoprotein (ZAG), adipoz dokuda lipit sentezini
diizenleyici bir faktor olarak tanimlanmistir. Adipoz doku, 6ncii adipositlerin PPARy
ve C/EBPa gibi transkripsiyon faktorlerinin etkisi ile olgun adipositlere doniistiigi
adipogenez siireci sonucunda olugmaktadir. AZGP1’in, bu transkripsiyon faktorlerini
baskilayarak adipogenezi ve lipit birikimini engelledigi bildirilmistir. Bununla birlikte
AZGP1’in, beyaz adipositlerin kahverengi adipositlere doniisiimiinii tetikledigi ve
kasekside yag katabolizmasini arttirarak adipoz doku kaybina katki saglayabilecegi
bildirilmistir. Kemoterapi spesifik tedavi hasari olusturmasinin yani sira, beslenme ve
metabolik durum degisikliklerine neden olarak kaseksiye dogrudan veya dolayli olarak
katki saglayabilir. Paklitaksel bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde siklikla kullanilan bir
kemoterapoétik ajandir. Bu ¢alismada, paklitakselin kanser kaseksisi tizerindeki etkisi,
lipit birikimi ve kaseksi iligkili AZGP1 geni ifadelenmesi yoluyla arastirilmasi
amaglanmistir. Calismada, insan 6ncii adiposit hiicreleri 37°C ve %5 CO: sartlarinda
ticari olarak satin alinan oncii adiposit biliylime besiyerinde ¢ogaltilmistir. Cogalan
hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir tabaklarma 10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmis
ve farklilasmanin tamamlanma siireci olan 15 giin boyunca 3 giin ara ile 50 nM
paklitaksel + farklilagma besiyeri uygulanmistir. Uygulama zaman bagimli olarak
0.glin, 3.glin, 6.giin, 9.glin ve 12.giin paklitaksel + farklilasma besiyeri seklinde
yapilmugtir. 15. gilinlin sonunda hiicrelere lipit birikiminin tespiti i¢in Oil Red O
boyama ve gen ifade analizi igin total RNA izolasyonu yapilmistir. Adipogenez
stirecinde zaman bagimli olarak uygulanan paklitakselin AZGP1 gen ifadesine etkisi
RT-PCR ile analiz edilmistir. Calisma sonucunda, adipogenez siirecinde verilen
paklitakselin, insan 6ncii adipositlerinde farklilasmay1 ve lipit birikimini baskiladigi
(p<0.01) tespit edilmistir. Gen ifade analizi sonucunda AZGP1; 0.giin, 6.giin, 9.giin ve
12.glin sirastyla 0.42, 0.44, 0.5 ve 0.36 kat daha az ifadelenme gostermis ancak
3.giinde AZGP1 ifadelenmesinde bir degisim olmamustir (p>0.05). PPARy gen ifadesi
0.giin, 3.giin ve 6.giin sirasiyla 0.03 (p<0.05), 0.65 ve 0.9 kat daha az ifadelenme
gostermis ancak 9.giin ve 12.giinde sirasiyla 2.29 (p=0.015) ve 3.99 (p=0.003) kat daha
fazla ifadelenme gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak, paklitakselin lipit birikimi
baskilayarak kanser kaseksisinde adipoz doku kaybina katki saglayabilecegi ancak bu
stiregte kaseksi iligkili AZGP1 ve adipogenez iliskili PPARY gen ifade diizeylerinde
gosterdigi degisimin daha fazla ¢alisma ile analiz edilmesi gerektigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Adipogenez, AZGP1, Kaseksi, Paklitaksel.



IN VITRO INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PACLITAXEL, A
CHEMOTHERAPY AGENT, ON CANCER CACHEXIA

ABSTRACT

Cachexia, is a multifactorial syndrome characterized by loss of skeletal muscle
and adipose tissue, leading to progressive functional disorders that cannot be
completely reversed by conventional nutritional support. Zinc-a2-glycoprotein
(ZAG), one of the potential biomarkers of cachexia and encoded by the AZGP1
(Alpha-2-Glycoprotein 1, Zinc-Binding) gene, has been identified as a lipid mobilizing
factor in adipose tissue. Adipose tissue is formed as a result of the adipogenesis period
in which preadipocytes transform into mature adipocytes with the effect of
transcription factors such as PPARy and C/EBPa. It has been reported that AZGP1
inhibits adipogenesis and lipid accumulation by suppressing these transcription
factors. However, it has been reported that AZGP1 triggers the conversion of white
adipocytes to brown adipocytes and may contribute to adipose tissue loss by increasing
fat catabolism in cachexia. Chemotherapy may contribute directly or indirectly to
cachexia by causing nutritional and metabolic status changes as well as causing
specific treatment damage. Paclitaxel is a chemotherapeutic agent frequently used in
the treatment of many types of cancer. In this study, it was aimed to investigate the
effect of paclitaxel on cancer cachexia through lipid accumulation and cachexia-
related AZGP1 gene expression. In the study, human preadipocyte cells were grown
in commercially purchased preadipocyte growth medium at 37°C and 5% CO..
Proliferating cells were seeded in 12-well cell culture dishes at 105 cells/well, and 50
nM paclitaxel + differentiation medium was applied at 3-day intervals for 15 days,
which is the completion of differentiation. The application was made as paclitaxel +
differentiation medium on day 0, day 3, day 6, day 9 and day 12 depending on time.
At the end of the 15th day, Oil Red O staining was performed to detect lipid
accumulation in the cells and total RNA was isolated for gene expression analysis. The
effect of time-dependent paclitaxel on AZGP1 gene expression during adipogenesis
was analyzed by RT-PCR. As a result of the study, it was determined that paclitaxel
given during the adipogenesis process suppressed differentiation and lipid
accumulation in human preadipocytes (p<0.01). As a result of gene expression
analysis, AZGP1; Day 0, day 6, day 9 and day 12 showed 0.42, 0.44, 0.5 and 0.36
times less expression, respectively, but there was no change in AZGP1 expression on
the 3rd day (p>0.05). PPARy gene expression was 0.03 (p<0.05), 0.65, and 0.9-fold
lower on day 0, day 3, and day 6, respectively, but 2.29 (p=0.015) and 3.99 (p=0.05)
atday 9 and 12, respectively. It was determined that 0.003) times more expression. As
a result, it was determined that paclitaxel may contribute to adipose tissue loss in
cancer cachexia by suppressing lipid accumulation, but the change in cachexia-related
AZGP1 and adipogenesis-related PPARY gene expression levels in this process should
be analyzed with further studies.

Keywords: Adipogenesis, AZGP1, Cachexia, Paclitaxel.
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1. GIRIS

Kanser, tiim diinyada ve iilkemizde gittikge artan bir hastaliktir (Bar-Sela et al,
2019). Kanserin siklikla goriilen komplikasyonlarindan biri olan kanser kaseksisi,
gelencksel beslenme destegi ile geri dondiiriilemeyen ve ilerleyici fonksiyonel
bozukluga yol agan ¢ok faktorlii bir sendromdur (Fearon et al, 2011). Devam eden
iskelet kas1 ve adipoz doku kaybi ile karakterize edilmektedir (Ni and Zhang, 2020).
Kaseksi, hastanin performans durumunu ve yasam kalitesini bozararak antikanser
tedavinin etkinligini ve sagkalimi azaltan bir komplikasyondur (Muliawati et al, 2012).
Kanser tedavisinde siklikla tercih edilen tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapi,
kanser hastalarinda beslenme ve metabolik durum degisikliklerine neden olarak
kaseksiye dogrudan veya dolayli olarak katki saglayabilmektedir (Laviano et al, 2011).
Kemoterapik ajanlarin dogrudan kaseksiye neden oldugu tam olarak kesin olmamakla
birlikte paklitaksel gibi taksan tiirevi kemoterapi ajanlarinin, timor tagiyan farelerde
ise uzun siireli kilo kaybina neden oldugu ve paklitakselin mirin hiicrelerinde kasektik
sitokinlerin ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (Tohgo et al, 2002; Fujimoto-Ouchi
et al, 2007).

Kaseksinin muhtemel biyobelirteglerinden oldugu diistiniilen ve AZGP1
(Alpha-2-Glycoprotein 1, Zinc-Binding) geni tarafindan kodlanan ¢inko-02-
glikoprotein (ZAG)’1in, adipoz dokuda lipit mobilize edici bir faktor oldugu
bildirilmistir (Porporato et al, 2016). AZGP1 geninin, adipoz dokunun olugsmasinda ve
oncii adipositlerin olgun adipositlere farklilasma siireci olan adipogenezde yer alan
PPARy ve C/EBPa gibi transkripsiyon faktorlerini baskiladigi gosterilmistir (Xiao et
al, 2017). Ayrica AZGP’in beyaz adipositlerin kahverengi adipositlere doniisiimiinde
etkili olarak yag metabolizmasimi arttirdigi ve bu sayede kasekside adipoz doku
kaybina neden olabilecegi belirtilmistir (Elattar et al, 2017). Bu durumun tiimorden
mi yoksa tiimor-konak etkilesiminden mi kaynaklandigi tam olarak acik degildir ancak
yapilan ¢alismalarda, Lewis akciger karsinomu hiicrelerinin ortak kiiltiiriiniin, lipit
damlacik hacmi azalmasini tetikleyerek 3T3-L1 fare oncii adipositlerinde in vitro

adipogenezini bozdugunu ve adipojenik genlerde asagi regiilasyona neden oldugu



bildirilmistir (Lopes et al, 2018). Bu nedenle, adiposit 6ncesi farklilasmada yer alan
genlerin asag1 regiilasyonunda yer alan faktorler, kasektik yag dokusunda meydana
gelen metabolik ve fonksiyonel degisikliklerde anahtar rol oynayabilir (Manelli et al,
2020).

Bu calismada, adipogenez siirecinin farkli zaman dilimlerinde uygulanan
paklitakselin kaseksi tlizerindeki etkisi, lipit birikimi ve kaseksi iliskili AZGP1 geni
ifadelenmesi yoluyla arastirtlmasi amaglanmistir ve bu dogrultuda asagidaki

hipotezler kurulmustur.

e H1: Paklitaksel, 6ncii adiposit hiicrelerinde lipit birikimini ve adipogenezi baskilar.

e HO: Paklitaksel, oncii adiposit hiicrelerinde lipit birikimini ve adipogenezi
baskilamaz.

e H1: Paklitaksel, kaseksi iliskili AZGP1 gen ifadesini degistirerek kaseksiye neden
olur.

o HO: Paklitaksel, kaseksi iliskili AZGP1 gen ifadesini degistirerek kaseksiye neden

olmaz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kaseksi

Kaseksi, Yunanca "kakos (kotii)" ve "hexis (durum)" sdzciiklerinin birlesmesi
ile olusmus bir terim olup “kotii fiziksel durum’ anlamina gelmektedir (Ni and Zhang,
2020). Geleneksel beslenme destegi ile tamamen geri dondiiriilemeyen ve ilerleyici
fonksiyonel bozukluga yol acan, devam eden iskelet kasi kiitlesi kayb1 ve yag kiitlesi
kaybi ile karakterize edilen ¢ok faktorlii bir sendromdur (Fearon et al, 2011; Bar-Sela
et al, 2019). Farkli doku ve organlari etkileyen karmasik bir sistemik hastaliktir
(Peixoto da Silva, 2020). Ilerlemis kanser, KOAH, AIDS ve tiiberkiiloz dahil kronik
enfeksiyon, kronik kalp yetmezligi ve romatoid artrit gibi hastaliklarda ortaya
¢ikmaktadir (Ohnuma et al, 2021). Kanserde kaseksi, kilo kayb1 (en az %5), kas ve
yag dokusu kaybi ve siklikla anoreksi ile iligkili iltihaplanma ile karakterize bir coklu
organ sendromudur. Kanser kaseksi performans durumunu diisiiriir, yasam kalitesini
bozar, antikanser tedavisinin toksisitesini arttirir, tedaviye yaniti azaltir ve sagkalimi

azaltir (Muliawati et al, 2012).
2.1.1. Kaseksinin Epidemiyolojisi

Kanser teshisi sirasinda hastalarin %13-55'inde istahsizlik saptanmistir ve
oliimciil kanser vakalarinda goriilme siklig1 yaklasik %65°tir. Teshisten sonraki kilo
kaybi insidansi timoriin bolgesi, timoriin evresi, histolojik yapist ve agresifligi ile

uygulanan kanser tedavileriyle yakindan iligskidir (Muliawati et al, 2012).

Hodgkin lenfoma, akut lenfositik olmayan I8seminin daha az agresif
formlarinda ve meme kanserinde kilo kayb1 siklig1 %30-40'tir. Non-Hodgkin lenfoma,
kolon kanseri ve diger kanserlerin daha agresif formlari, %50-60 arasinda bir kilo
kayb1 sikligi ile iliskilidir. Pankreas veya mide kanseri olan hastalarinda ise bu oran
%80'in tizerindedir (Ohnuma et al, 2021; Tuca et al, 2013) (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1: Kanser tipine gore kilo kayb1 sikligi (Ohnuma et al, 2021)

Kanser Tipi Kilo Kaybi Sikhig1 (%)
Pankreas 83
Mide 83
Ozefagus 79
Bas ve Boyun 72
Kolorektal 55-60
Akciger 50-66
Prostat 56
Meme 10-35
Genel Kanser Populasyonu 63

Kaseksinin siklig1 ve yogunlugu kanserler arasinda farklilik gostermektedir.
Gastrointestinal, pankreas ve akciger kanserli hastalar kageksiden diger tiimorlere gore
daha fazla etkilenir. Buna karsilik kaseksi, meme, sarkom ve hematolojik maligniteleri
olan hastalarda nispeten nadirdir. Kaseksi prevalansi pankreas ve mide kanseri olan
hastalarda %87, kolon, akciger ve prostat kanseri ve non-Hodgkin lenfomali hastalarda
%61 ve meme kanseri, sarkom, 16semi ve Hodgkin lenfomada %40 kadar yiiksektir.
Genel olarak kaseksi, kansere bagli tim oOliimlerin %20'sini olusturur ve koti

prognozun bir isaretidir (Ohnuma et al, 2021).
2.1.2. Kaseksinin Etiyolojisi

Kaseksi etiyolojik olarak ikiye ayrilir. Primer kaseksi, tiimor kaynakli
metabolik degisiklikler sonucu c¢ikmaktadir. Tiimor dokusu tarafindan salinan
proteoliz indiikleyici faktor (proteolysis inducing factor, PIF) ve TNF-a (timér nekroz
faktorii-a) gibi pro-inflamatuvar sitokinler protein katabolizmasini artirarak kas kitlesi
yikimina; lipit mobilize edici faktor (lipid mobilizing factor, LMF) adipoz dokuda
lipolizi artirarak yag kitlesi kaybina neden olur. Timdr dokusu, sistemik inflamasyonu
tetikleyerek metabolizma hizini arttirir. Istahin baskilanmasim saglayarak erken

tokluga sebep olur ve kaseksi gelisimine katki saglar (Muliawati et al, 2012).

Sekonder kaseksi ise, kanser disi ama kansere bagli olarak gelisen
malniitrisyon (besin yetersizligi) veya beslenme bozukluklari sonucu olusur. Bulanti,

kusma, agiz yaralarinda goriilen lokalize agri, kemoterapinin yan etkilerine baglh
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olarak gelisen tat ve koku degisimleri, diyare ve konstipasyon, yorgunluk ve timor
Kitlesine bagli mekanik obstriiksiyonlar sekonder kaseksiye yol acan nedenler arasinda

yer almaktadir (Erdamar ve ark, 2014).
2.1.3. Kaseksi Tanis1 ve Simiflandirilmasi

Kaseksinin goriilme siklig1 ve siddeti oldukg¢a heterojen olup tiimoriin tipine,
konumuna ve evresine baglidir. Su anda, erken evrede kaseksi tanisi igin spesifik bir
biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Evreleme, hastanin klinik belirtilerine ve 6zelliklerine

gore belirlenir (Ni and Zhang, 2020).

2011 yilinda “The Lancet Oncology” de yaymlanan uluslararasi raporda,
kanser hastalarinda kageksisinin tanimi ve tani kriterleri belirlenmistir. Bu raporda
kanser kaseksi, progresif fonksiyonel bozukluga yol agan ve gelencksel niitrisyonel
destek ile tamamen geri dondiiriilemeyen, yag kiitlesi kayb1 olsun veya olmasin devam
eden iskelet kasi kiitlesi kaybi ile karakterize multifaktoriyel bir sendrom olarak
tamimlanmistir. Patofizyolojisi ise azalan besin alimi ve anormal metabolizmanin
goriildiigii, negatif protein ve enerji dengesi ile agiklanmigtir. Tan1 kriterleri asagida

listelenmistir (Fearon, 2011):

e Beslenme yetersizligi olmaksizin son alt1 ay i¢erisinde >%5 kilo kayb1 olmasi veya

e BKI <20 kg/m? ve >%?2 kilo kayb1 olmas1 veya

e Kas kitlesi kayb1 ile uyumlu ekstremite iskelet kas indeksi (erkeklerde <7,26
kg/m?; kadinlarda <5,45 kg/m?) ve >%?2 kilo kayb1 olmas.

Kanser kaseksisi tan1 kriterleri belirlenirken beden kitle indeksi (BKI), kilo
kayb1 ve kas kitlesi kayb1 dikkate alinmistir. Kansere 6zgii olan referans degerlerde
eksiklikler olsa da kas kaybinin degerlendirilmesinde kabul goren kural, mutlak
muskiilaritenin 5. persentilin altinda olmasidir (Fearon et al, 2011) ve bu

degerlendirme asagidaki kriterler dikkate alinarak yapilir:

e Antropometrik oOlgiimlerden iist orta kol kas alanmin erkeklerde <32 cm?,
kadinlarda <18 cm? olmasi,

e Dual enerji X-ray absorpsiyometrisi (DEXA) ile belirlenen ekstremite iskelet kasi
indeksinin erkeklerde <7,26 kg/m?, kadinlarda <5,45 kg/m? olmasi,

e Bilgisayarli tomografik goriintiileme ile belirlenen lumbar iskelet kasi indeksi

erkeklerde <55 cm?/m?, kadinlar <39 cm?/m? olmasi,



e Biyoelektrik empedans (BIA) ile belirlenen kemiksiz tiim yagsiz viicut kitle
indeksi erkeklerde <14,6 kg/m?, kadinlar <11,4 kg/m? olmasi
e Siviretansiyonu, biiyiik bir timor kitlesi, kilo fazlalig1 veya obezite varliginda gibi

durumlarda direkt muskiilarite 6l¢timii onerilmistir (Sadeghi et al, 2018).

Kasekside kilo kaybinin net olarak belirlenebilmesi i¢in kas kiitlesi kaybinin
ve adipoz doku kaybindan ayirt edilmesi, cinsiyete 0Ozgii referans degerlerin
tanimlanmasi ve viicut kompozisyon 6l¢iimlerinin standartize edilmesi gerekmektedir
(Sadeghi et al, 2018).

Kanser kaseksisi, prekaseksi, kaseksi ve refrakter kaseksi olmak tizere birbirini
izleyen {i¢ klinik asamada smiflandirilir ancak hastalar iic asamayr da
deneyimlemeyebilir (Sekil 2.1). Prekaseksi asamasinda anoreksi ve bozulmus glikoz
toleransi gibi erken klinik ve metabolik belirtiler ile istemsiz kilo kaybi (<%5) goriiliir.
llerleme riski kanser tiirii ve evresi, sistemik inflamasyon varligi, besin aliminda
azalma ve antikanser tedavisine yanita gore degiskenlik gosterir. Kaseksi agamasi ise
son alt1 ayda mevcut viicut agirhigimin %5’inden fazlasini kaybeden veya BKi’si 20
kg/m? den az olup devam eden kilo kaybi %2’den fazla olan veya sarkopeni
durumunda devam eden kilo kaybinin %2’den fazla oldugu hastalar1 kapsar. Besin
aliminda azalma ve sistemik inflamasyon gézlemlenir. Refrakter kaseksi asamasinda
ise kaseksi, ilerlemis kanserin (preterminal) veya antikanser tedaviye yanitsiz sekilde
hizla ilerleyen hastaligin varligiyla klinik olarak direngli hale gelebilir. Bu asamada
artan katabolizma ve kilo kaybinin yonetimini saglayacak faktorlerin varligi miimkiin
degildir. Diisiik fiziksel performans durumu ve 3 aydan kisa yasam beklentisi ile
karakterizedir. Terapotik miidahaleler kaseksinin sonuglarini ve komplikasyonlarini
(6rnegin istah uyarimi, mide bulantisinin yonetimi veya hastanin beslenme sorunlari)

hafifletmeye odaklanmistir (Baracos et al, 2018; Fearon et al, 2011):



Prekaseksi

Normal

<5 Kilo Kayb1
Anoreksi ve metabolik
degigiklik

¢ Kaseksi

=945 Kilo kayb1 veya
VKIi<20 ve >%2 Kilo Kaybi

veya sarkopeni ve >%2 kilo

kaybh
Azalms besin alim

+ Refrakter Kageksi

Degisken dereceli kaseksi

Hem prokatabolik hem de
antikanser tedavisine yanit
vermeyen kanser hastahgi

Oliim

Diisiik performans puani
3 aydan kisa beklenen hayatta
kalma

Sistemik inflamasyon

Sekil 2.1: Kanser Kaseksinin Klinik Evreleri (Fearon, 2011)

2.1.4. Kaseksi Patogenezi

Kanser hastalarinda goriilen kaseksinin patogenezinde bir¢ok faktoriin rol
oynadig diistiniilmekle birlikte siire¢ heniiz tam olarak aydinlatilamamigtir. Karmagik
timor-konak etkilesimi sonucunda katabolizma ve anabolizma arasinda bir
dengesizlik olusur ve katabolizma artar (Cizelge 2.2). Bu siirecte anoreksi,
hipermetabolizma, doku kaybi, metabolik anormallikler ve hormonal degisiklikler rol
almaktadir. Ayrica kanser hiicrelerinden salinan faktorlerin katabolizmay: arttirarak
kasekside rol oynadigini bildirilmistir (Laviano et al, 2011). IL-1 (interlokin-1), IL-6
(interlokin-6) ve TNF-o konak ve tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimlerin bir sonucu
olarak salinan proinflamatuar sitokinlerdir (Muliawati et al, 2012). Tiimoér biiylimesi
sirasinda meydana gelen degisiklikler, tiimor tarafindan {iretilen iskelet kaslarinda
protein yikimini destekleyen PIF ve adipoz dokusunun serbest yag asitlerine
parcalanmasini destekleyen LMF dahil olmak iizere bir dizi faktor tarafindan da

tetiklenir (Laviano et al, 2005).

Kaseksi, yag depolarmin birincil yakit olarak glikozun yerini aldig1 basit bir
aclik durumu degildir. Kanser, enerji agiginin aksine Cizelge 2.2°de belirtilen
metabolik degisikliklere neden olur ve geleneksel beslenme destegi yeterli degildir
(Ohnuma et al, 2021).



Cizelge 2.2.: Aclik ve Kanser Kageksisinde Metabolik Etkilerin Karsilagtirilmasi

(Ohnuma et al, 2021)

Achk Kanser Kaseksisi
Enerji tiikketimi Azalmis Artmig
Protein Metabolizmasi
Protein turnover Azalmig Artmig
Tiim viicut sentezi Azalmig Artmis
Tiim viicut katabolizmasi Azalmig Artmis
Iskelet kas sentezi Azalmis Azalmis
Iskelet kas katabolizmas1 Azalmis Artmis
Plazma Aminoasidogram Degismemis Degisken
Nitrojen dengesi Azalmig Negatif
Karbonhidrat Metabolizmas:
Glikoz turnover Azalmig Artmig
Hepatik glukoneogenez Artmis Artmis
Cori dongiisii aktivitesi Degismemis Artmig
Insiilin direnci Artmis Artmis
Lipit Metabolizmasi
Lipoliz Artmig Artmig
Lipogenez Degismemis Degisken
Lipoprotein lipaz aktivitesi Degismemis Azalmig
Serum serbest yag asidi seviyesi Degismemis Artmig

2.1.5.Kaseksi Tedavisi

Kanser kaseksisini tamamen tersine c¢evirmek kanseri tedavi etmekle

miimkiindiir ancak bu durum ileri evre kat1 timorlerinde nadir gériilen bir basaridir

(Mantovani and Madeddu, 2010). Cok faktorlii bir patogeneze sahip olan kanser

kaseksisi, anoreksi, inflamasyon, metabolik bozukluklar ve ilerlemis kas proteolizi

igerir ve bunlarm her biri potansiyel terapdtik hedeflerdir. Ilk galismalar, anoreksinin

tedavisine odaklansa da yakin donemdeki ¢alismalarda amag, inflamasyonu ve kas

proteolizini azaltmak veya kaseksinin ¢esitli yonlerini ayn1 anda tedavi edebilmek i¢in

farkli ila¢ kombinasyonlar1 kullanmaktir. Farmakolojik tedavi, bu metabolik



bozukluklari tersine ¢evirmek i¢in uygulanir ve yaygin olarak progesteron tlirevleri,
kannabinoidler ve kortikosteroidler gibi istah uyaricilar tercih edilmektedir (Murphy
and Lynch, 2012).

Kaseksi ile iligkili kilo kaybi tedavisinde ise, ilk olarak gida aliminin azalmasina neden
olan faktdrler degerlendirilir. Ikinci olarak anormal karbonhidrat metabolizmasi, lipit
mobilizasyonu ve iskelet kasi proteinlerinin yikimi tedavi edilir. Bununla birlikte
beslenme tedavisi ve niitrasotiklerin bir kombinasyonu tedavinin optimizasyonuna
katki saglayabilir (Argilés et al, 2010; 2008). Kanser hastasina modern yaklasimda,
kaseksi sendromunun baglamasint Onlemek veya geciktirmek igin beslenme
miidahalesi miimkiin olan en kisa siirede yapilmasi Onerilmektedir. Beslenme
gereksinimlerinin hesaplanmasi, kesinlikle beslenme durumunun, metabolik durumun,

altta yatan hastaligin ve tedavisinin belirlenmesine baghdir (White et al, 2012).

2.1.6. Kasekside Beslenme

Kanser kaseksisinde multimodal tedavinin temel tasi olarak beslenme
miidahalesi 6nerilmektedir. Optimal beslenme bakimi, kanser kaseksisinin tedavisinde
¢ok Onemlidir ve besinlerin etkileri, kaseksiden etkilenen veya bozulan farkli
mekanizmalar1 veya metabolik yollar1 hedefleyerek yeterli enerji aliminin

saglanmasini saglayabilir (van de Worp et al, 2020).

Kanser hastalarinda toplam enerji harcamasini tahmin etmek i¢in istirahat
enerji harcamasi ve fiziksel aktivite diizeyi dikkate alinmalidir. Bireysel olarak
Olciilmedigi takdirde kanser hastalarinin toplam enerji harcamasinin saglikli deneklere

benzerdir ve genellikle 25-30 kkal/kg/giin’diir (Arends et al, 2017).

Iskelet kas kiitlesinin korunmasi veya kazanilmasi igin yeterli diyet proteini
alim1 elzemdir. Iskelet kasi kiitlesini artirmak igin pozitif bir protein dengesi gereklidir
ve diyet proteininden elde edilen esansiyel amino asitlerin plazma seviyelerinin
yukselmesi etkili bir anabolik uyarici olarak kabul edilir. Kanser hastalarinda
beslenmeye iliskin ESPEN kilavuzlari, 1.0-1.5 g/kg/giin araliginda bir protein alimin
onermektedir (Arends et al, 2017).

Glutamin viicutta en bol bulunan amino asit olmasina ragmen, kanserli bircok
hastada belirgin bir glutamin tiikenmesi goézlenmektedir. Ancak tiimor hiicreleri

glutamini metabolize edebilmektedir. Glutaminin ¢ok sayida metabolik yola dahil



oldugu diisiiniildiigiinde kanser kaseksili hastalarda uzun siireli takviyelerinden

kaginilmasi 6nerilmektedir (Vicentini el al, 2016).

B-hidroksi-p-metilbutirat (HMB), insan viicudunda L-16sin metabolizmasi
aracigiyla sentezlenmektedir. Normal kosullar altinda diyetle alinan 16sinin yaklasik
%5'1 HMB'ye doniistlirilmektedir. Bu 16sin  metabolitinin, Oncelikle protein
bozulmasini baskilayarak protein doniistimiinii diizenledigi diistiniilmektedir (Aversa
et al, 2011). Ancak yapilan ¢alismalarda kullanilan HMB dozlar fizyolojik diizeyinin
iistiinde olup ve klinik miidahale i¢in uygun olmayabilir. Bu sebeple diisiik dozdaki
etkinligi hakkinda daha fazla arastirma gerekmektedir (van de Worp et al, 2020).

Dalli zincirli amino asitlerin (DZAA) iskelet kasi proteinlerinin temel
bilesenleri olduklar1 ve protein sentezini uyarmadaki kritik rolleri nedeniyle, kas
kaybimin eslik ettigi hastaliklarda terapotik etki gosterebilecegi diisliniilmektedir.
DZAA'lar, glutamin iiretimini arttirarak inflamasyonu diizenleyebilir (Peters et al,
2011). Bu sayede iskelet kasinda proteolizi azaltabilir ve protein sentezini artirabilir.
DZAA’lerden 16sinin kas protein sentezini uyarmadaki etkinligi izolosin ve valine

gore fazladir (Eley et al, 2007).

Arjinin saglikli kosullarda viicutta yeterli miktarda sentezlenerek fizyolojik
talebi karsilamaktadir. Hiicre biiylimesi ve protein sentezi dahil olmak {izere bir¢cok
biyolojik siirecte yer alir. Ayrica arjinin, nitrik oksit biyosentezinin onciistidiir. Nitrik
oksit, insiilin ve biiylime hormonu gibi ¢esitli hormonlarmn salinimini uyaran, kan
akisint ve doku oksijenlenmesini saglayan bagisiklik diizenleyici bir hiicresel
habercidir. Bu nedenle arjinin takviyesinin, anti-timor tepkisinin diizenlenmesi
aracigiyla kanser kaseksili hastalar i¢in faydali olabilecegi diisiiniilmektedir (Delage
et al, 2010).

Antiinflamatuar olan omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri (w-3 PUFA'lar)
arasinda a-linolenik asit (ALA), eikosapentaenoik asit (EPA), dokosapentaenoik asit
(DPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) bulunmaktadir ve o6zellikle EPA'nin
proinflamatuar sitokin salinimini azalttigr gosterilmistir (Vega et al, 2021). -3
PUFA'larin kasektik hastalarda metabolik anormallikleri diizenleyerek kilo alimina
neden olabilecegi ve EPA’nin yiikksek dinlenme enerji  harcamasini
normallestirebilecegi belirtilmistir (Ma et al, 2015). PUFA'larin PPARYy sinyalinin

aktivasyonu yoluyla NF-«B (niikleer faktor kB) aracili inflamasyona miidahale ettigi
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gosterilmistir (Kliewer; 1997). Kemoterapi goren, kilo kayb1 veya yetersiz beslenme
riski olan ileri evre kanserli hastalarda, istahi, gida alimini, yagsiz viicut kiitlesini ve
viicut agirligini stabilize etmek veya iyilestirmek i¢in ©-3 yag asitleri (1-2 g/giin) veya

balik yag1 (4-6 g/giin) takviyesi 6nerilmektedir (Arends et al, 2017).

Polifenoller, meyve, sebze, kakao, ¢ay, ¢esitli bitki ve bunlarin tiirevlerinde
bulunan bir grup heterojen organik molekiilden olusmaktadir. Dogal polifenollerin,
kanser kaseksisini smirladigimi veya kisitladigini destekleyen kanitlar mevcuttur
(Aquila et al, 2021). Flavonoid ailesine (bitki kaynakli polifenolik sekonder
metabolitlerin bir sinifi) ait olan epigallokatesin-3-gallat (EGCG), in vitro ve in vivo
anti-kaseksi etkilerine sahiptir. Agliga veya TNF-a’ya maruz kalan farklilastirilmig
fare miyotiiplerinde 10 uM EGCG, protein sentezini arttirmis ve protein yikim hizini
azaltarak hiicreleri atrofiye karsi korudugu bildirilmistir (Mirza et al, 2014). EGCG’a
benzer sekilde anti-inflamatuar, antioksidan ve antiaterosklerotik gosteren zerdegal
ekstraktinin ana polifenol bileseni kurkumin, tiimér tasiyan farelerde kas kaybini
azaltmistir (Oelkrug et al, 2014). Uziimde bulunan polifenollerden resveratroliin,
yaslanma ve kanser kaseksisi gibi ¢ok sayida katabolik durumda kas atrofisini
Onledigini  gosterilmistir ancak farkli kaseksi modellerinde kas kaybini
iyilestirmedigini gosteren ¢alismalarda vardir (Busquets et al, 2016). Bir¢cok meyve,
sebze ve tohumda bulunan quercetin, zenginlestirilmis diyetle birlikte verildiginde
tiimor tasiyan farelerde viicut agirligi ve kas agirligi korunmus ve sagkalim artmistir
(Camargo et al, 2011). Cok sayida kanit, deneysel kaseksi modellerinde kas kaybini
durdurmak i¢in polifenollerin kullanimini desteklemektedir (Aquila et al, 2021).

2.1.7. Antikanser Tedaviler ve Kaseksiye Etkileri

Birincil tiimor tedavisi veya ameliyat, kemoterapi, radyoterapi gibi antikanser
tedavileri timor spesifik tedavi hasarim yani sira, beslenme ve metabolik durum
degisikliklerine neden olarak kaseksiye dogrudan veya dolayli olarak katki
saglayabilir. Yapilan c¢alismalarda kemoterapi ve radyoterapinin besin alimini
etkileyerek kaseksi gelisimini hizlandirdigi bildirilmistir. Kagektik kanser hastalari
planlanan tedavisinin kesintiye ugratan ve yasam siiresini azaltan kemoterapi ve
radyoterapi kaynakli toksisiteden iyi beslenen kanser hastalarina kiyasla daha fazla
etkilenirler (Laviano et al, 2011). Malniitrisyonlu hastalarda, kemoterapi ve
radyoterapiye yanit azalirken tedavi maliyetleri ile mortalite ve morbidite oranlar
artmaktadir (Cehreli, 2004; Tosun ve Koksal, 2012)
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Kemoterapi tedavisi tat ve koku degisikligi, yemekten tiksinme, bulanti,
kusma, mukozit, agiz kurulugu, intestinal {ilserasyon, konstipasyon, diyare ve
anoreksiye zemin hazirlayan erken doygunluk hissi olusturmasina neden
olabilmektedir. Biitiin bu yan etkilerin insidansi, kullanilan kemoterapi yontemi ve
dozuna bagl olarak degisiklik gostermektedir (Cehreli, 2004; Cutsema et al, 2005).
Besin 0Ogelerinin  tutulumunu da etkileyen kemoterapi tedavisi hiperglisemi,
hiperkalsemi ve mikro besin dgesi yetersizliklerine neden olabilmektedir. Beslenme
yetersizlikleri de immiin yetmezlige yol agmakta ve bu etki, sitotoksik ajanlarin
etkisiyle birlestiginde tehlike ikiye katlanmaktadir (Cutsema et al, 2005). Ayrica
biyolojik tedavilerin, diisiik-orta diizeyde bulanti ve/veya kusmay1 (bevacizumab,
setuksimab gibi interferonlar ve monoklonal antikorlar) veya diyareyi (lapatinib gibi
timidin kinaz inhibitérleri) indiikleyebildigi belirtilmistir. Alkilleyici ajanlar
(siklofosfamid, ifosfamid vb.), metotreksat, florourasil, aktinomisin-D, sisplatin,
vinkristin, doksorubisin vb. gibi bazi ilaglarin, dogrudan mukozal ve metabolik
degisiklikleri indiikleyerek malabsorpsiyona neden olabilecegi de bildirilmistir
(Nicolini et al, 2013; Ferrari et al, 2010).

Antikanser ilaglarin dogrudan kageksi gelisimi iizerindeki etkisine iliskin
veriler ¢eligkilidir. Bes giinliik siirekli 5-florourasil inflizyonunun, protein sentezi
inhibisyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir (Revera et al, 1986). Taksanlar, timor
tastyan farelerde ise uzun siireli kilo kaybina neden olmus ve paklitaksel kiiltiirlenmis
murin hiicrelerinde kasektik sitokinlerin salinimini arttirmistir. Klinik kullanimda ise
taksanlarin kaseksiye neden oldugu bildirilmemistir. Aksine, kasektik farelerde
uygulanan 5-deoksi-5-florouridin (5-DFUR), tiimoriin bliyiimeye devam ettigi veya
onemli dlglide kiiglilmedigi dozlarda bile kilo kaybini azaltmistir (Tohgo et al, 2002;
Tanaka et al, 1990). Ayrica, 5-DFUDR'nin bir tiirevi olan kapesitabin, antikasektik
etkilere sahip olabilecegi bildirilmistir (Fujimoto-Ouchi et al, 2007).

Kaseksinin klinik teshisindeki zorluk, prekaseksi ile refrakter kaseksi
arasindaki bir spektrum olmasindan kaynaklanmaktadir. Tedaviye bagli beslenme
etkisi semptomlar1 belirlenir ve tedavi edilirse, hasta ciddi kaseksiye ilerlemeyebilir
(Mantovani and Madeddu, 2010). Ayrica kaseksinin klinik degerlendirmesinde yagsiz
viicut kiitlesi ve yag kiitlesi kaybi, toplam kilo kaybindan ayirt edilmelidir (Kumar et
al, 2010).
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2.1.8. Kasekside Viicut Kompozisyonu Degisiklikleri

Kanser hastalarinin ¢ogu, hastalik seyri sirasinda viicut kompozisyonu
degisikligi yasar. Ornegin, kemoterapi gdren meme kanseri ve prostat kanseri
hastalari, artan kanser niiksii riski ve klinik komorbiditeler ile iligkili olarak adipoz
doku kazanirken ve iskelet kasi kaybeder. Buna karsilik, ileri evre akciger ve
kolorektal kanser hastalari, tedavi yanitinin azalmasi ve daha kotii hayatta kalma
oranlari ile iligkili olarak adipoz doku kaybinin eslik ettigi veya etmedigi iskelet kasi
kaybi1 yasar. Viicut kompozisyonu 6zelliklerinin heterojenligi ve bunlarin farkli kanser
popiilasyonlari iizerindeki farkli etkileri, kas ve adipoz dokusunun dogru bir sekilde
Ol¢iilmesi ihtiyacin1 beraberinde getirmektedir. Boylece viicut kompozisyonu
Ozellikleri ile klinik sonug¢lar arasindaki karmasik iliskinin anlasilmasini
kolaylastiracak ve kanser popiilasyonlarinda kas kaybi ve yag kazanimina karsi
koymay1 amaclayan gelecekteki terapdtik miidahalelerin gelistirilmesini  ve
degerlendirilmesini destekleyecektir. Kanser hastalarinda dogru viicut kompozisyonu
Olciimiinli bozabilecek c¢esitli metabolik komplikasyonlara ragmen (dehidrasyon
yagsiz doku Ol¢limiinii bozabilir), bu Sl¢iimleri yapmak i¢in en uygun modelleri

se¢mek igin uygun bir kilavuz bulunmamaktadir (Di Sebastiano et al, 2012).
2.1.8.1.Kasekside Adipoz Doku Kaybi

Kanser kaseksisinde, iskelet kasi kaybina beyaz adipoz doku kaybi eslik
etmektedir ve bu kayip ii¢ farkli sekilde gerceklesmektedir. Ilki hem gliserol hem de
yag asitlerinin salinimi ile sonuglanan lipolitik aktivitede onemli bir artis olmasidir.
Artan lipoliz mekanizmasi, adipoz dokuda hormona duyarli lipazin (hormone sensitive
lipase, HSL) aktivasyonu ile iliskilidir. Ayrica, kanser kageksisinde lipolizi uyaran
katekolaminlere ve atriyal natriiiretik peptitlere kars1 artan yanit sonucunda insiilin,
adipositler iizerinde azalmis antilipolitik etki gosterir. Ikincisi, beyaz adipoz dokuda
bulunan lipoprotein lipaz (LPL) aktivitesinde azalis olmasidir. Endojen ve eksojen
triagilgliserollerin gliserol ve yag asitlerine ayrilmasinda gorevli olan bu enzim, yag
asitlerinin beyaz adipoz dokuya girmesini sagladig1 i¢in aktivitesindeki azalis, lipit
almini ciddi sekilde engellemektedir. Son olarak, tiimor bulunduran farelerde ve
insanlarda adipoz dokudaki de novo lipogenez azalir. Triagilgliserol sentezi igin
gerekli olan yag asitlerinin mevcudiyeti azaldikca esterlesme de azalir ve sonug olarak

lipit birikimi baskilanir (Kir et al, 2014).
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Adipoz dokuda, adipokinler ve miyokinler arasinda bir etkilesim oldugu
gosterilmigtir. Bu da kanserde iskelet kas1 ve adipoz doku arasindaki organlar arasi
sinyallesmenin 6nemine dikkat ¢ekmektedir (Dalamaga, 2013; Argilés et al, 2005).
Das ve arkadaslari, farelerde adipoz trigliserit lipazin genetik delesyonun (kromozom
tizerindeki bir parcanin kayb1), kanserde lipoliz artisin1 ve beyaz adipoz doku kaybini
engelledigini bulmustur (Das et al, 2011). Bu HSL delesyonuna benzemekte ancak
daha az belirgin etkiler ortaya ¢ikarmaktadir. Ilging bir sekilde, azalmis lipolizin
iskelet kasi kiitlesinin korunmasiyla birlikte goriildiigiinii bildirilmistir (Argilés et al,
2007). Bu da yagin parcalanmasinin iskelet kasi proteinlerinden once geldigini ve
adiposit triagilgliserollerin pargalanmasi sirasinda iiretilen bazi sinyallerin kas
proteolizinin aktivasyonundan da sorumlu olabilecegini isaret etmektedir. Ayrica HSL
inaktivasyonu, timor biiylimesi sirasinda kas kaybinda rol oynayan ana proteolitik
sistem olan ubikuitin-proteazom yolunun aktivasyon eksikligi ile sonug¢lanmistir ve bu
sayede adipoz dokunun iskelet kasinin israfina katkida bulunabilecegini gosterilmistir
(Argilés et al, 2007). Bu nedenle, Stephens ve arkadaslar1 kanser hastalarinin rektus
abdominis kasinda viicut agirlig1 kaybiyla iligkili gibi goriinen intramiyoseliiler lipit

damlaciklarinin varliginin arttigini bildirmistir (Das et al, 2011).

Bagisiklik hiicreleri tarafindan salinabilen inflamatuar araci IL-6 gibi timdr
kaynakli bilesiklerin ve PTHRP (paratiroid hormonu ile iliskili protein)’in UCP-1
(uncoupling protein-1, aymrict protein 1) ekspresyonunu yonlendirebilecegi
bildirilmistir. Lewis akciger karsinomu tasiyan farelerde PTHRP'nin nétralizasyonu,
beyaz adipositlerin esmerlesmesini bloke etmis, kas kiitlesi ve giicii kaybini
azaltmigtir. Ayrica, anti-inflamatuar tedaviler veya -adrenerjik blokaj, beyaz adiposit
esmerlesmesini azaltarak kaseksi siddetinde bir azalmaya neden olmustur. Bu
yaklagimlar, kanser hastalarinda kaseksiyi iyilestirmek icin ilging ve umut verici
farmakolojik stratejileri temsil etmektedir (Stephens et al, 2011; Petruzzelli et al,
2014).

Tiimor tastyan hayvanlarla yapilan birkag¢ calisma, kanser kaseksisi sirasinda
lipoliz araciligiyla kahverengi adipoz doku aktivasyonu oldugunu rapor etmistir. Bu
da mitokondriyal diizeyde enerji ve 1s1 agiga ¢cikmasina neden olur. Kemirgenlerde
termojenez ve enerji dengesinde 6nemli bir role sahip olan kahverengi adipoz doku,
potansiyel olarak kanser hastalarinda yukarida bahsedilen mekanizmalarla enerji

israfina ve kaseksiye katkida bulunabilir ancak kahverengi adipoz dokunun insan
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kanser kaseksisindeki rolii hakkinda yeteri kadar bilgi mevcut degildir (Kir et al, 2014;
Tsoli et al, 2012; Bing et al, 2000).

2.1.8.2. Kasekside Kas Kiitlesi Kaybi

Kanser kaseksisinin kas atrofisine neden oldugu mekanizma tam olarak acik
degildir. Iskelet kas1 proteini, kanser kaseksisi sirasinda azalan senteze ve artan
bozunmaya ugrar (Fearon et al, 2011). Bu degisiklikler TNF-a,ve IL-6 gibi inflamatuar
sitokinlerin (Li et al, 2005; Bonetto et al, 2012; Braun et al, 2011), transkripsiyon
faktorlerinin (Judge et al, 2014) ve sinyal yollarin aktivasyonuna (Schmitt et al,
2007; Silva et al 2015, Murton et al, 2017), anjiyotensin Il (Siguyama et al, 2012),
insiilin benzeri bliyiime faktorii-1 (IGF-1) (Costelli et al, 2006), gesitli reseptorler
(Yang et al, 2019; Pin et al, 2017), proteinler ve kinazlar (Camperi et al, 2017) ve
organel disfonksiyonu (Marzetti et al, 2017) ekspresyonundaki anormalliklere

baglanir. Bu karmasik siire¢ sonucunda kanser kaseksisinde kas atrofisi goriiliir.

Kanser kaseksisinde iskelet kasi proteinlerinin yikimina neden olan ii¢ ana yol
tanimlanmistir (Doyle et al, 2011; Williams et al, 1999; Furuno and Goldberg, 1986).
Bu yollarin ilki ekstraselliiler proteinlerin ve hiicre yiizey reseptorlerinin
proteolizinden sorumlu olan lizozomal sistemdir. Ikincisi doku hasari, nekrozu ve
otolizde rol alan sitozolik kalsiyum sistemidir. Ugiinciisii ise ATP (Adenozin Trifosfat)
bagimli ubikuitin proteolitik sistemdir ve kanser kaseksisinin en énemli yolu oldugu
diisiniilmektedir. (Sun et al, 2012; Lecker et al, 1999) Tiim 6karyotik hiicrelerde
bulunan 1s1ya direngli bir protein olan ubikuitinin gorevi, anormal yapidaki ve kisa
Omiirlii proteinleri isaretleyip yikim igin proteozomlara iletmektir. Bu isaretleme
islemi, ubiquitinin ile yikilacak protein arasinda ATP’ye bagiml olarak gerceklesir
(Laviano, 2005) ve kanser kaseksisinde gozlenen yiiksek giinlilk enerji harcamasina
katkida bulunabilir (Sun et al, 2012). TNF-a artis1, iskelet kasinda ubikuitin gen
ekspresyonununda belirgin artisa neden olur. Bu siireg tiiketilen protein miktarindan
bagimsiz olarak gergeklestiginden kagseksi durumundaki kas katabolizmasinin

geleneksel niitrisyon destek ile geri dondiiriilememesi sasirtict degildir (Tistale, 2008).

Yukaridaki yollarin aktivasyonuna siklikla IL-1f (Braun, 2011), IL-6 (White
et al, 2013) ve TNF-a (Li, 1998) dahil inflamatuar mediatorlerin varhigi ve dnemli
molekiillerin fosforilasyonu (Silva et al, 2015) veya anormal ekspresyonu (Murton et

al, 2017) eslik eder. Anormal katabolizma genellikle endoplazmik retikulum (Bohnert,
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2016) ve mitokondri (Fontes et al, 2013) gibi organellerin islev bozuklugu ile ilgilidir.
Ang Il (Sugiyama et al, 2012) ve IGF-1 (Costelli, 2006) gibi proteinler de kanser

kaseksisinin neden oldugu kas atrofisinde rol oynar.

Kanser kaseksisinin neden oldugu kas atrofisinin patogenezi karmagsiktir ve tam
olarak aydmlatilamamigtir. Su anda, belirli bir etkili tedavi yontemi mevcut degildir;
En etkili tedavi, besin takviyesi ve fiziksel aktivite ile birlikte istah uyaricilari, kasektik
sinyal molekiillerinin inhibitorlerini i¢eren ¢ok hedefli bir yaklasimi i¢erir (Mondello,

2015).
2.2. Adipoz Doku

Adipoz doku mesodermal orijinli multipotent kok hiicrelerinden koken almis
adiposit, osteoblast, kondrosit veya miyositlere doniisebilme kapasitesinde olan oncii
adipositler, lipit ile dolu olgun adipositler, immiin hiicreler, fibroblastlar, kan
damarlar1 ve kollajen liflerin olusturdugu bir matriks tarafindan ¢evrilmis bir gevsek
bag doku tipidir (Ahima, 2000; Gregoire and Smas, 1998). Kalori deposu gorevi goriir
ve sistemik enerji homeostazinin kritik bir diizenleyicisidir. Alinan enerjinin fazlasini
trigliseritler seklinde depolar ve gerekli durumlarda lipoliz ile trigliseritleri yag
asitlerine ¢evirip kana vererek enerji homeostazini diizenler. Periferik dokulardaki
metabolik aktivitenin yani sira adipoz doku, merkezi sinir sisteminden gelen istah agici
sinyalleri diizenleyerek sistemik enerji dengesini kontrol eden ¢esitli hormonlar,
enzimler, biiyime faktorleri, sitokinler ve adipokinler salgilayan endokrin organ
olarak da kabul edilmektedir (Kershaw and Flier, 2004).

Adipoz doku, hiicre say1s1 ve biiytikliigii yoniinden enerji ihtiyaci ve tiiketimine
bagli olarak siirekli hacim degiskenligi gosteren dinamik bir dokudur (Demirci ve Giin,
2017). Cocukluk ve ergenlik doneminde belirlenmekte olan yag hiicresi (adiposit)
sayisinin, yetiskinlerdeki yag kiitlesi miktarinda énemli bir rol oynadig: bildirilmis,
bununla birlikte adiposit sayisinin hem zayif hem de obez bireylerde kilo kaybindan
sonra degigsmedigi gosterilmistir. Bu sebeple, yetigskinlik donemindeki adipoz doku
kiitlesi artis1, genellikle adiposit hipertrofisine baglanmaktadir (Spalding et al, 2008).
Ancak normal kilolu yetiskin bireylerdeki alt viicut adiposit sayisinin iist viicut
adiposit sayisina gore asir1 beslenme baglh olarak hiperplazi yoluyla artabilecegi de
bildirilmistir (Tchoukalova et al, 2010).
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Insanlarda farkli islevlere sahip iki temel adipoz doku birlikte bulunur. Bunlar
beyaz adipoz doku ve kahverengi adipoz dokudur. Beyaz adipoz dokunun islevi enerji
depolama ve lipit mobilizasyonunu saglamaktir. Viicudun ¢esitli bolgelerinde lokalize
olup muazzam genisleme kapasitesi nedeniyle metabolik bozukluklarla
iliskilendirilmektedir. Buna karsilik, kahverengi adipoz doku mitokondriyal ayrisma
yoluyla enerjiyi 1s1 seklinde dagitma fonksiyonuna sahiptir ve termojenezde gorev

almaktadir (Symonds, 2012).
2.2.1. Adipoz Doku Tiirleri

Birincil 06zelligi lipit depolamak olan adipositler, renk tonlarina gore
smiflandirilmaktadir. Beyaz, kahverengi ve bej olarak ayrilan adipositlerin her biri
farkli sekilde 6zellesir (Sekil 2.2) ve hiicre i¢i organel ve gen ifade profilleri farklilik
gosterir (Hassan et al, 2012).

KAHVERENGI ADIPOZ DOKU
Supraklavikular Termal regiilasyon

(I
J % Paravertebral Enerji harcamas:
Bol mitokondri
Yiiksek UCP-1 ifadesi

_ VISERAL BEYAZ ADIPOZ DOKU
Perirenal

— R it Enerji depolama
- 0‘::;‘;::‘ onas Cegitli adipokinlerin salgilanmasi
 Mesenterik Metabolik hastaliklann yiiksek insidans: ile
G ¥ korelasyon
« SUBKUTAN BEYAZ ADIPOZ DOKU
Abdominal

ﬂ Clateal { Yalitim katmant

Enerji depolama
Cegitli adipokinlerin salgilanmasi
Metabolik hastaliklarin ditsiik insidansi ile korelasyon

Femoral

Sekil 2.2: Adipoz Dokunun Viicuttaki Dagilim1 (Hassan et al, 2012)
2.2.1.1.Beyaz Adipoz Doku

Fazla enerjinin depolandig1 beyaz adipoz dokusu (BAD), metabolizmay: ve
insiilin direncini diizenleyen hormonlarin ve sitokinlerin salinmasinda gorevlidir. Ek
olarak BAD, diger organlari olast mekanik hasarlara karsi koruyabilir ve termal
yalitkan gorevi goriir (Hassan et al, 2012). Beyaz adipositlerin bir araya gelmesi ile
olusan BAD fare gibi kii¢iik memelilerde beyaz renkte, insanlarda ise sar1 renktedir.
Doku, vaskiiler hiicreler (endotel, perisitler, kas hiicreleri ve adventisyal hiicreler) ve
sinir hiicreleri (Schwann hiicreleri, perinoral hiicreler ve noronlar) dahil olmak iizere
cesitli hiicre tiplerinden olusur. Makrofajlar, eozinofiller, lenfositler ve mast hiicreleri

gibi fibroblastlar ve bagisiklik hiicreleri, BAD'ta bulunan en yaygin intersitisyel
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hiicrelerdir. Ayrica, perikapiller boslukta genellikle degisken miktarda adiposit
prekiirsorleri (6nciileri) bulunur (Cinti, 2018; Cinti, 2011; MacDougald et al, 1995).

Beyaz adipositler yag asitleri olarak bilinen yiiksek enerjili molekiilleri
depolayabilir ve serbest birakabilir. Morfolojileri minimum alanda maksimum
molekiil konsantrasyonunu depolamak icin en ideal geometrik sekil olan kiire
seklindedir ve %901 tek bir trigliserit damlacigindan (lipit damlacigi) olusur (Barneda
et al, 2013). Lipit damlacig1 adiposit hiicresinin sitoplazmasinda bulunur ancak diger
organeller gibi bir plazma zar1 ile smirh degildir. Sitoplazma ara yiizeyi lipit
damlacigi, yag asitleri ve metabolizmasinda onemli rol oynayan proteinlerin
varligindan dolayi elektron mikroskobunda goriilebilen yogun bir ¢izgi olusturur. Bu
proteinlerin en bilineni lipit damlaciklarini lipolizden koruyan bir kaplama proteini
olan perilipin 1°dir. Perilipin 1 adipositler i¢in olduk¢a spesifiktir ve lipolitik
enzimlerin trigliserit fosforilasyonu igin gereklidir (Shen et al, 2009). Fsp27 (yaga
0zgl protein 27), lipit damlacik proteinlerinden bir digeridir ve son yapilan
caligmalarda beyaz adipositlerin sitoplazmada tnilokiilar diizenlenmesi i¢in gerekli

oldugu gosterilmistir (Zhou et al, 2015).
2.2.1.2.Kahverengi Adipoz Doku

Kahverengi adipoz doku (KAD), termojenezin diizenlenmesinde onemli rol
oynayan 6zel bir adipoz tiiriidiir. Kemirgenlerde, kis uykusuna yatan hayvanlarda ve
yenidoganlarin boyun ile interskapular bdlgelerinde yogun olarak bulunmaktadir.
Yetigkinlerde ana KAD depolari paravertebral, mediastinal, para-aortik ve suprarenal
alanlar, supraklavikiiler bolge ve boyunda bulunur. KAD aktivitesi, sempatik sinir
sistemi uyarilmasit ve sofuga maruz kalma durumunda artabilir. Bu nedenle
termogenezisi kontrol ederek enerji homeostazisinin diizenleyicisi olarak gorev
yapmaktadir (Choe et al, 2016). Kahverengi adipositler, tipik olarak tek bir bityiik lipit
damlacigina (unilokiiler) sahip beyaz adipositlerin aksine, bol miktarda kiiciik lipit
damlaciklar1 (multilokiiler) ile karakterize edilir. Ayrica, dokuya kahverengi rengini

de veren yiiksek miktarda mitokondri igerirler (Symonds, 2012).

Mitokondri, depolanan lipitlerin oksidasyonunda yer alir ancak oksidatif
fosforilasyon potansiyeli az oldugu igin iiretilen enerji, UCP aktivitesi ile 1s1 seklinde
disart salinir ve ATP tutulmaz (Sekil 2.3). Bu nedenle KAD son derece iyi vaskiilarize

olur (Frihbeck and Gomez-Ambrosi, 2013). Her kahverengi adiposit, li¢ veya daha
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fazla kilcal damarla temas halinde olup KAT"'in kilcal ag yogunlugu, BAD'n bes ila
alt1 katidir (Nechad, 1986). KAD'da hem miyelinli hem de miyelinsiz sinirler mevcut
olup yiiksek oranda innerve edilmektedir (Cannon et al, 2010; Bartness et al, 2010;
Giordano et al, 2008). Ayrica, lipit damlaciklar1 antilipoliz proteini olan perilipin 1'i
igceren membransiz bir ¢izgi ile ¢evrelidir (Greenberg et al, 1991). Lipit iliskili
proteinlerden perilipin 5 ise, kahverengi adipositler ve yiiksek oranda oksidatif olan
diger dokular i¢in daha spesifik goriinmektedir (Kimmel et al, 2014). Yapilan
caligmalar asir1 kilolu ve obez yetiskinlerde KAD aktivitesinin diisiik oldugunu ancak
dinlenme metabolik hiz ile KAD kiitlesinin pozitif kolerasyon gdosterdigini

bildirmektedir (van Marken et al, 2009).

Kahverengi Adipoz Doku Tiim Dokular
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Sekil 2.3: Kahverengi Adipoz Dokuda UCP-1 Araciligiyla Mitokondriyal Is1 Uretimi
(Symonds, 2012)

Adipoz dokuda ¢ok sayida P adrenerjik reseptdr bulunur. B adrenerjik
reseptorler sogugun etkisiyle lipolizi baslatir (Choe et al, 2016). KAD’taki B adrenerjik
sinyalizasyon yoluyla UCP-1’nin ve mitokondriyal genleri uyaran PGC-1a (PPARy
coactivator la)’nin ekspresyonu aktiflestirilir (Puigserver et al, 1998). UCP-1
ekspresyonuna ek olarak, soguk tarafindan uyarilan KAD 1s1 iiretimi igin lipit
kullanimini artirmaktadir (Choe et al, 2016). Yapilan ¢alismalarda, KAD ve subkutan
BAD’1n her ikisinin termal regiilasyonda katkis1 oldugunu 6ne siiriilmektedir (Choe et

al, 2016).
2.2.1.3.Bej Adipoz Doku

Kahverengi-beyaz adiposit smiflandirmasi, ¢evre isisina gore beyaz veya
kahverengi adipositlere benzeyen bej (brite veya brown in white) adipositlerin kesfi
ile yeniden gozden gegirilmistir (Cizelge 2.3). Soguk ve B adrenerjik sinyalizasyon,
kahverengi ve bej adipositler i¢in enerji kullaniminda 6nemli uyaricilardir. Soguga
maruz birakilan kemirgenlerde, bej adipositler kahverengi adipositler gibi 1s1

yayabilmektedirler (DiSpirito et al, 2015). Is1 olusturma fonksiyonunu paylagsmalarina
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ragmen, bej ve kahverengi adipositler arasinda bazi farkliliklar s6z konusudur. Bej
rengi adiposit farklilasmasi igin 2 farkli hipotez dne siiriilmiistiir. ilki, olgun beyaz
adipositlerin transdiferasyonuyla olustuklari, digeri ise bej adipositlerin spesifik
prekiirsorlerden farklilastigi seklindedir (Choe et al, 2016). Soguga maruz kalmanin
adipogenezisi tetiklemesi ile farelerde subkutan bej adiposit hiicre sayisinin arttigi
gosterilmistir (Wang et al, 2013). Sogugun uyarmasi sonucu olusan bej adipositler,
1sinin olusumuna adaptasyon sonrasinda tipik beyaz adipositlere doniismektedir
(Rosenwald et al, 2013; Tseng et al, 2008). Daha sonra olusan soguk uyarisi ile bu
tipik beyaz adipositler tekrar bej adipositlere doniisebilmektedir. Fare bej
adipositlerinin insan subkutan hiicre popiilasyonuyla esit olup olmadigi hala tartigma
konusu olmasina ragmen, eriskin insan kahverengi yag dokunun hem klasik
kahverengi adipositleri hem de bej adipositleri igerdigi bildirilmistir (Sharp et al,
2012).

Bej adipositler, hem kahverengi hem de beyaz adipositlerin 6zelliklerini
gostermektedir (Richard et al, 2020; Wu et al, 2012). Tipik olarak subkutan BAD
icinde farkli bir Oncii adiposit alt kiimesinden veya mevcut beyaz adipositlerin
farklilagsmasiyla gelismektedirler (Barbatelli et al, 2010; Himms-Hagen et al, 2000).
Bununla birlikte, gen ekspresyonu analizleri, bej yag hiicrelerinin farkli bir termojenik
yag hiicresi tipini temsil ettigini gostermektedir (Wu et al, 2012). Bej adipositlerin
baslangigta kemirgenlerde soguga maruz kalmaya tepki olarak ortaya c¢iktigi
gozlemlenmistir (Young et al, 1984; Loncar et al, 1988). Ancak yapilan birgok ¢alisma
obezite ile iliskili metabolik disfonksiyona karsi koruma saglayabilen BAD
kahverengilesmesinin diyet (Wang et al, 2019), egzersiz (Mika et al, 2019), pre ve
post-biyotik kullanimi (Reynés et al, 2018), farmasotik ajanlar, bitki bazli biyoaktifler
ve hatta adipokinler (Kaisanlahti et al, 2019) gibi faktorler araciligiyla
indiikleyebildigini gostermistir. BAD kahverengilesmesi hem insanlarda hem de
farelerde indiiklenebilen bir siirectir (lkeda et al, 2018). Baz1 sitokinlerin de
kahverengilesmenin indiiklenmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Ornegin; FGF21
(fibroblast biiytime faktori 21) PGC-1a’1 aktiflestirerek kahverengi adipositlerin
fonksiyonunu arttirmaktadir (Choe et al, 2016). BMP7 (bone morphogenetic protein
7) de adipositlerin kahverengilesmesi ile ilgilidir (Tseng et al, 2008) Kahverengi
adipoz doku aktivasyonu ve beyaz adipoz dokunun bejlesmesi obezite ve metabolik

hastaliklarin tedavisinde 6nemli hedef konular olabilir (Choe et al, 2016).
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Cizelge 2.3: Adipoz Doku Tiirleri Arasindaki Farklar (Park et al, 2014)

Kahverengi Beyaz Bej
Lokasyon Interskapular, renal, Inguinal, mezenterik | Inguinal beyaz adipoz
aksiller, paravertebral retroperitoneal, doku igerisinde,
perigonadal, omental | diger subkutan beyaz
adipoz doku?
Morfoloji Multilokiiler/kiigiik Unilokiiler biiyiik Unilokiiler biiyiik/
lipit damlaciklari lipit damlaciklari Multilokiiler kii¢iik
lipit damlaciklar
Fonksiyon Is1 iiretimi Enerjiyi trigliserit Adaptif termogenez
seklinde depolama
Mitokondri +++ + Uyart ile ++
Insiilin direnci | Negatif Pozitif Negatif
ile korelasyonu
UCP-1 +++ Neredeyse tespit Uyari ile ++
edilemez
Vaskiilarizayon/ | Bol miktarda Diisiik Soguk uyarimu ile
kapiller subkutan beyaz adipoz
dokuda anjiyogenez
artis1
a-, B-adrenerjik | B3 (+++) B3 (+1+), 02 (+) B3/a2
reseptorler
Obezite Negatif etkili Pozitif etkili Negatif etkili
Aktivatorler Soguk, Yiiksek yagh diyet Soguk,
Thiazolidinedionlar Thiazolidinedionlar
(PPARYy agonistleri), (PPARYy agonistleri),
tiroid hormonlari, Natriiiretik peptidler,
FGF21, BMP7, FGF21, irisin,
Bmp8b, Natritiretik katekolaminler, 3
peptidler adrenerjik reseptor

agonistler
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2.2.2. Adipogenez

Adipogenez, multipotent mezankimal kok hiicreleri koken alan Oncii
adipositlerin olgun adipositlere farklilasmasinin gergeklestigi ¢ok basamakli bir
stirectir (Sekil 2.4). Adipogenik farklilagsmada kritik rolii olan transkripsiyon faktorleri
kontroliinde gergeklesen bu siireg, ¢esitli negatif ve pozitif diizenleyicilerin ve ¢esitli
sinyal yolaklarmin etkisiyle gergeklesir (Lefterova et al, 2009). Adipogenik
farklilasma; biiylimenin durmasi, mitotik klonal genisleme, erken farklilasma ve

terminal farklilasma olarak bilinen dort ana asamada gergeklesir (Gregoire et al, 1998).

Gmellik Hiicre Tipi
Pluripotent Kok Hiicre

Multipotent Mezenkimal Prekursor

Miyoblast
Osteoblast
Kondroblast l Pref-1 p Ekstraselliiler
1 Matriks
Degisimi
Determinasyon Preadiposit C/EBPp ve
Biiyiimenin Durmas1 H i
Klonal Ekspansiyon H ¢ PPARy Hiicre
Kommitment Y Erken o+ C/EBPu Iskeletinin
- : Adiposit Yeniden
: b Genleri Sekillenmesi
H Lipogenik
Terminal Farkhlasma ' Geg Enzimler
FA
Protein
Salg1
Olgun Adiposit Faktérleri
Diger
Faktorler

Sekil 2.4: Adipogenez evreleri ve adipogenezde etkili olan transkripsiyon faktorleri

(Hassan et al, 2012)

Kiiltiire edilen 6ncii adipositler farklilasma dncesi proliferasyon gosterirler ve
konfluent duruma geldiklerinde kompakt inhibasyon sonucu biiylimelerini durdurup
hiicre donglistinden cekilirler. Bu siiregte oncli adipositlerin, erken farklilasma
belirteclerinin ekspresyonunun indiiklenmesinde rol oynadigi distliniilmektedir.

Bununla birlikte 6ncii adipositler hiicre dongiisiine tekrar donmek igin bazi hormonel
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uyaricilara ihtiya¢ duyarlar (Sekil 2.5). Oncii adipositlerin hormonel uyari ile hiicre
dongiisiine tekrar girmesi saglanir. Birka¢ mitoz boliinmeden sonra biiylimeleri tekrar
durdurulur ve terminal adiposit farklilasmasi gecirirler. Oncii adipositlerin hiicre
dongiisiine tekrar girisi mitotik klonal genisleme fazi olarak da bilinmektedir (Dani et
al, 1990; Niemeld et al, 2008). Adiposit progenitorleri (dnciilleri), multipotent
mezenkimal kok hiicrelerden elde edilmektedir (Hassan et al, 2012). Bu 6ncii hiicreler
lipitten yoksun olup adiposit soyuna bagli ve diger hiicre tiplerine farklilagsma
kapasitesini kaybetmis 6ncti adipositler (preadipositler) olarak kabul edilirler (Sekil
2.5). Ikinci asama, bu adiposit progenitdrlerinin olgun, fonksiyonel adipositlere

terminal farklilagsmasiyla sonuglanir.

Peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptér (PPARY), adipogenezin ana
diizenleyicisi olarak kabul edilir. PPARY, niikleer reseptor iist ailesinin bir iiyesidir ve
yalnizca adipogenez i¢in degil, ayn1 zamanda farklilagsmis durumun siirdiiriilmesi i¢in
de gereklidir (Rosen et al, 2000). Transkripsiyon faktorii PPARy’nin adipojenik
farklilasma igin gerekli ve yeterli oldugu bildirilmistir (Barak et al,1999). Bununla
birlikte  PPARy’nin adiposit farklilasma belirteglerinin ekspresyonunu ve lipit
birikimini arttirdigi in vivo ve in vitro ¢alismalarda kanmitlanmistir (Rosen et al, 1999;).
Farelerde yapilan yakin tarihli bir ¢alismada, tiim anatomik bolgelerde hem BAT hem
de KAD farklilasmasi i¢in PPARYy'nin 6nemli rolii oldugunu dogrulanmig (Wang et al,
2013). Ancak in vivo ve in vitro molekiiler mekanizmalar karsilastirildiginda in vitro
adipogenezde farkliliklar olabilecegi bildirilmistir (Chu et al, 2014). PPARy’nin
diizensiz lipit metabolizmasinin goriildiigi bircok hastaligi patogenezine katkida
bulunabilecegi belirtilmistir (Jernas et al, 2006; Okuno et al, 1998). Ayrica beyaz
adipoz dokuda PPARy’nin aktivasyonu, NF-kB yoluna bagli olabilecegi ve
muhtemelen kanser kaseksisinin neden oldugu beyaz adipoz doku inflamasyonunu
modiile etmek i¢in NF-kB ve PPARY arasinda bir etkilesimin oldugu diistiniilmektedir
(Stienstra et al, 2008, Lopes et al, 2018).

CCAAT/artiric1  baglayict protein (C/EBP) ailesi {iyelerinden C/EBPa,
C/EBPp, C/EBPy, C/EBPS ve CHOP (C/EBP homolog protein) adipositlerde gegici
olarak ifade edilir. Farklilagmanin ilk evrelerinde C/EBPB ve C/EBPS transkripsiyon
faktorleri birikir ve yiiksek oranda ifade edilir. Hiicre dongiisii G1’den S fazina
gecerken C/EBPP transkripsiyon faktoriiniin GSK-3B (glikojen sentaz kinaz-3p) ve

MAPK (mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz) tarafindan fosforilasyonuyla
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aktivasyonu gerceklestirilir. Aktive olmus C/EBPP ve C/EBPo faktorleri dogrudan
adipogenezi  destekleyen C/EBPo. ve PPARy transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu indiikler (Lefterova et al, 2008). Bu karmasik agda C/EBPpB, Hoxc8
(homeobox geni) tarafindan baskilanirsa, beyaz adiposit fenotipi indiiklenmis olur

(Geste et al, 2007).

C/EBPa oncii adipositlerin olgun adipositlere farklilasmasinda etkili oldugu
gibi adipositlere 6zgii genlerin ifadesini aktive etmekten de sorumludur. Kahverengi
adipositler lizerinde adipojenik etkisi olmakla birlikte termojenik ve oksidadif
mitokondriyal kapasitelerin kazaniminda da etki gosterir. /n Vivo galigmalardan elde
edilen veriler, C/EBPa faktoriiniin beyaz adipositlerin farklilasmasinda gerekli bir
faktor oldugunu ancak kahverengi adipositlerde bu farklilasmadan C/EBPf veya
C/EBP&’nin sorumlu olabilecegini diisiindiirmistiir (Linhart et al, 2001; Carmona et
al, 2002; Jimenez-Preitner et al, 2011). PPARy, C/EBPa, C/EBPB ve C/EBPS ek
olarak, adipositlerde 100'den fazla transkripsiyon faktorii eksprese edilmektedir
(Hallenborg et al, 2012).

Cok Erken Erken Orta Geg
G5 | A A A A

o x ey \ -

o i —t : S

o Biiylime Hiicre Biiyumesi Lipogenez iliskili R 79
Preadipositler Inhibisyonu Kolonal Genisleme protein ekspresyonu Adipositler

Lipid droplet (LD)
olusumu
Lipid droplet (LD)
olusumu
GON t t t t 1
GO G2 G4 G6 G8

Sekil 2.5: Oncii adipositlerin farklilasarak olgun adipositlere déniismesi (Tung et al,
2017).

2.2.2.1. Kanser Kaseksisinde Adipogenezin Bozulmasi

Kanser kaseksisi sirasinda adipoz dokunun yeniden sekillenmesinde ¢esitli
metabolik ve inflamatuar yollar rol oynamaktadir. Kasekside adipoz doku kaybinin
timor kaynakli mi1 yoksa konak tiimor kaynakli iiriinlerden mi kaynaklandigi
bilinmemektedir. Ancak bir in vitro ¢alismada, Lewis akciger karsinomu (LLC)
hiicrelerinin ortak kiiltiir{iniin, lipit damlacik hacmi azalmasini tesvik ederek 3T3-L1

fare oncii adipositlerinde in vitro adipogenezini bozdugu belirlenmistir. Hem timor
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hiicreleri hem de adipositler tarafindan artan proinflamatuar sitokin salgilanmasinin
yani sira, adipojenik genlerin asagi regiilasyonu gozlemlenmistir (Lopes et al, 2018).
Bu nedenle tiimor hiicrelerinin, tiimor ve adipositlerin aracilik ettigi bir inflamatuar
yanit1 tetikleyerek adiposit olgunlagsmasini bozabilecegi diisiiniilmektedir (Batista et
al, 2012). Sasirtic1 bir sekilde, adipogenez bozuklugu, klasik kaseksi belirteglerinin
yani1 sira doku iltihabi belirtileriyle ilerlemektedir (Argilés et al, 2011). Bu nedenle,
adiposit Oncesi farklilagmada yer alan genlerin asagi regiilasyonunda yer alan
faktorler, kasektik adipoz dokuda meydana gelen metabolik ve fonksiyonel

degisikliklerde anahtar rol oynayabilir (Manelli et al, 2020).
2.3. Cinko-a2-Glikoprotein (ZAG)

ZAG (zinc-a2-glycoprotein), bir¢ok hayvan tiiriinde eksprese edilen 42 kDa'lik
bir salg1 proteinidir ve 7q22.1 kromozomunda (S$ekil 2.6) yer alan AZGP1 (a2 zinc
glycoprotein 1, zinc-binding) geni tarafindan kodlanir (Freije et al, 1993; Penda’s et
al, 1994). AZGP1 geni 9.7 kb uzunlugundadir ve organizasyonu ve niikleotid dizisi,
MHC I (major histo-uyumluluk kompleksi I) genlerinin ilk dort ekzonuna olduk¢a
benzerdir (Freije et al, 1993). AZGP1 genine gore, ZAG proteininin yapisi da MHC I
molekiillerine olduk¢a benzerdir (Ur1’a et al, 1996). ZAG, 2 giiglii ve 15 zay1f baglant
bolgesine sahiptir. Bu sayede ¢inko ve yag asitlerine baglanabilir ve bu durumun
ZAG'n yag asitlerine ve [-adrenerjik reseptorlere baglanmasimi etkiledigi

bildirilmistir (Kumar et al 2013).
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Sekil 2.6: ZAG’1n kromozom {iizerindeki konumu (Kumar et al 2013).

ZAG'n normal olarak prostat bezinin bazal ve liimen hiicreleri, meme bezinin
asinal ve duktal liimen epitel hiicreleri, ekrin ve apokrin ter bezlerinin salgi boliimii
liimen hiicreleri, tiikiirtik, trakeal ve brons bezlerinin serdz hiicreleri, yemek borusu
bezlerinin asinal hiicreleri, pankreasin ekzokrin asinal hiicreleri, karacigerin
hepatositleri ve bobrekteki proksimal ve distal tiibiillerin epitel hiicrelerinden

salgilanmaktadir (Tada et al, 1991).
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2.3.1. ZAG’m Lipit Metabolizmasindaki Rolii

ZAG'nin lipit metabolizmasin1 etkiledigi mekanizma net olarak
anlagilamamistir ancak artan kanitlar lipit metabolizmasina cesitli yollarla dahil
olabilecegini gostermektedir. ZAG’n, beyaz adipoz dokusunun esmerlesmesini tesvik
ederek lipolizi arttirdig: bildirilmistir (Elattar et al, 2017). Bu etkisinin, PPAR-y ve
erken B  hiicre faktorii 2'min ekspresyonunu uyarmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Beyaz adipoz dokusunun ZAG ile indiiklenen esmerlesmesine
ayrica PKA (protein kinaz A) ve MAPK (p38 mitojenle aktive olan protein kinaz)
sinyali aracilik edebilir. Bu sayede ZAG, UCP-1 ve Prdm16 (PR domaini igeren
protein 16) dahil olmak iizere lipoliz ile ilgili PGC-1a, adipoz trigliserit lipaz ve HSL
gibi birgok molekiiliin ekspresyonunu artirabilir (Xiao et al, 2018). ZAG’in UCP-1 ve
UCP-2 ekspresyonunu uyarmasi, doz bagimli olup B-3 adrenerjik reseptorler
araciligiyla  gerceklesirken UCP-3'tin  uyarilmast  MAPK  tarafindan
gerceklestirilmektedir (Russel et al, 2011; Sanders et al, 2004). Bu nedenle ZAG
tarafindan indiiklenen viicut sicakligi artisi, viicut agirliginda ve yag dokusunda
azalma durumu, enerji harcamasi artigina yol agan UCP ekspresyonu iizerindeki
etkisine baglanmaktadir (Russel et al, 2011; Elatter et al, 2005; Sanders et al, 2004).

ZAG, kahverengi adipoz dokuda PPARy ve onun koaktivatorii olan PGC-
lo’nin ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. Boylece enerji harcamasini destekleyen
UCP-1'in ekspresyonunu da artmaktadir (Elattar et al, 2017). Ilging bir sekilde, SGBS
(Simpson-Golabi-Behmel sendromu) adipositlerinde ZAG ekspresyonunun, PPARy
agonisti rosiglitazon tarafindan arttirildig: bildirilmistir. Bu durum, ZAG’in PPARy
tizerinden lipit metabolizmasina dahil olabilecegini diisindiirmistiir (Bao et al, 2005).
ZAG'!n 3T3-L1 fare oncii adipositlerin proliferasyonunu destekledigi, PPARy ve
C/ERBa’nin ekspresyonunu inhibe ederek oncii adipositlerden olgun adipositlere
dontigtimiinii yani farklilagsmalarini engelledigi bildirilmistir (Zhu et al, 2013; Xiao et
al, 2017). ZAG’1n ayrica lipolize katkida bulunan adipoz trigliserit lipaz ve HSL
diizeylerini arttirdigi bulunmustur (Zhu et al, 2013). ZAG';m hepatositlerde asiri
ekspresyonu, yag asitlerinin lipolizini ve B-oksidasyonunu tesvik ederken, ayni
zamanda hepatositlerde palmitik asit kaynakli lipogenezi ve lipit birikimini de engeller
(Xiao et al, 2017). Aksine, ZAG ekspresyonunun baskilanmasi, lipogenezi énemli
oOl¢iide tesvik eder ve hepatositlerdeki lipit seviyesini arttirir (Xiao et al, 2017; Choi et
al, 2012).
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ZAG ekspresyonu, biliylime hormonu tarafindan yukari regiile edilirken, ZAG
ekspresyonunun susturulmasi biiyiime hormonunun adipositler iizerindeki lipolitik
etkisini ortadan kaldirmaktadir (Balaz et al, 2015; Balaz et al, 2014). ZAG'in asir1
ekspresyonu ayrica yag asidi sentaz (FAS), asetil-CoA karboksilaz ve agil-koenzim A
diacilgliserol transferazin mRNA seviyesini azaltirken HSL mRNA seviyesini arttirir.
Bu etkiler, lipogenezin inhibisyonu ve lipolizin artmasiyla sonuglanmaktadir (Gong et
al, 2009). Tim bu c¢alismalar, ZAG'm lipolizde O6nemli bir roli oldugunu

diistindiirmektedir ancak lipit metabolizmasini etkileme mekanizmasi tartismalidir.
2.3.2. ZAG’1m Glukoz Metabolizmasindaki Rolii

ZAG'm glukoz metabolizmasi iizerindeki etkisi hakkinda ¢ok az arastirma
yapilmistir. Farelere intravendz ZAG uygulamasmin yapildigt bir ¢aligmada, oral
glukoz uygulamasindan 30 dakika sonra plazma insiilin seviyesini degistirmeden aglik
kan glukozunu azalttig1 ve glukoz toleransini iyilestirdigi gosterilmistir (Wargent et al,
2013). Farelerde yapilan baska bir calismada, ZAG oral glukoz tolerans testlerinde
idrarla glukoz atilimini artirirken maksimum plazma glukozu ve insiilin seviyelerini
azaltmistir. Ayrica glukozun iskelet kas1 ve adipositlere transferini de tesvik ettigi
bildirilmistir (Russel et al, 2012). ZAG’m glukoz metabolizmasindaki bu etkileri,
spesifik olmayan bir B adrenerjik reseptor antagonisti olan propranolol ile
hafifletilmistir (Russel et al, 2012). Bu da ZAG tarafindan diizenlenen glukoz

metabolizmasinda, B adrenerjik reseptorlerin 6nemli rolleri oldugunu gdstermistir.

ZAG, B-2 ve B-3 adrenerjik reseptorlere baglanir ancak -1’e baglanmaz. Hem
beyaz hem de kahverengi adipoz dokuda bu reseptorleri aktive ederek cAMP’1n (siklik
adenosin monofosfat) artmasimna neden olur. Ayrica B-1 adrenerjik reseptor
mRNA'sinin ekspresyonunu da inhibe ettigi de bildirilmistir (Balaz e al, 2014;
Wargent et al, 2013; Russel et al, 2012). Ancak ZAG'in dolagimdaki glikoz seviyesini
diisiirdiigii, adipositlere bazal glikoz alimmi ve GLUT4 (glikoz tastyict 4)'iin
ekspresyonunu -1 adrenerjik reseptorler araciligiyla arttirdigini rapor edilirken bazi
caligmalarda ise plazma glukoz seviyesinin, plazma ZAG seviyesi ile iligkili olmadig1
bulunmustur (Zhu et al, 2013; Ceperuelo-Mallafre et al, 2015). Ayrica adipositlerde,
AZGP1 ekspresyonunun susturulmasi adiponektin, IRS1(insiilin reseptor substrati 1),
GLUT-4 ve PGC-a'nin ekspresyonunu azaltmakta olup; bu durum ZAG’mn glukoz
alimi, insiilin etkisi, mitokondriyal biyogenez ve lipit oksidasyonundaki roliinii
gostermektedir (Balaz et al, 2014). ZAG glukoz metabolizmasinda, B adrenerjik
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reseptorler araciligiyla glukoz kullaniminin, depolanmasmin  ve atiliminin
desteklemesinde 6nemli rol oynayabilecegi ancak etkiledigi spesifik mekanizmalar

hakkinda daha fazla aragtirma yapilmas1 gerektigi belirtilmistir.
2.3.3. ZAG’m Kanser Kaseksisindeki Rolii

Kanser kaseksisinde iskelet kasi atrofisi, gézlenen viicut kiitlesi kaybinin kritik
bilesenini temsil etse de adipoz dokunun lipoliz tesviki yoluyla par¢alanmasi, kanser
kaseksisinin baslangicinda 6nemli bir adim oldugu 6ne siiriilmiistiir. Hem in vivo hem
de in vitro galismalar, yag dokusunda artan ZAG ifadesinin, artan lipoliz ve ardindan
yag ve kilo kaybu ile iliskili oldugunu gostermektedir. Lipolizin kaseksi baglangicinda
anahtar bir rol oynadigi, kasektik hastalarin ZAG gibi lipit mobilizasyonunu tesvik
eden faktorlerin dolasimda yiiksek seviyeler gostermesi hipotezine dayanmaktadir

(Kong et al, 2010)

ZAG, trigliserit hidrolizini uyarmak i¢in kasektik kosullar altinda tiimor
tarafindan salgilanmaktadir. ZAG, HSL aktivasyonu ile lipolizi giiclii bir sekilde
uyarir. UCP'leri yukar regiile eder ve boylece adipositlerde yag asidi oksidasyonunu
destekler. Bu nedenle, ZAG dolasimdaki yiiksek seviyelerde serbest yag asitlerinin
olusumunda biiyiik rol oynar ve kasektik kanser hastalarinda gozlenen enerji

harcamasini artirir (Porporato et al, 2016).

Hem hayvan modelleri hem de kasektik hastalar, ZAG yukar1 regiilasyon
gosterir. Ilging bir sekilde, dolasimdaki yiiksek serbest yag asitleri seviyeleri, kanser
kaseksisinde gozlenen kas protein yikiminin kétiilesmesi ile iliskilendirilmistir (Biirgi
and Schmid et al, 1961). Genel olarak, artan lipit mobilizasyonuna baglh adipoz doku
atrofisi, kanser kaseksisinin baslangicinda ve gelisiminde ¢ok dnemli bir nokta olarak
kabul edilir. Kasektik hastalarda gozlenen negatif enerji dengesine ve iskelet kasi
israfin1 tegvik etmeye gliclii bir sekilde katkida bulunur (Petruzzelli and Wagner et al,
2016).

Insan plazmasinda bulunan ZAG proteini (Diez-Itza et al, 1993) meme, prostat
ve akciger gibi ¢esitli karsinom tiirlerinin varhiiyla iliskilendirilmistir (Hale et al,
2001; Albertus et al, 2008; Felix et al, 2011). Rutin ve giivenilir bir 6l¢iim olarak
yiikselmis serum ZAG proteini diizeyinin, adipoz atrofisi olan kagektik kanser
hastalarinin erken teshisi i¢in gegerli olabilecegi diisiiniilmektedir (Yeung et al, 2009).

Ancak dolagimdaki ZAG seviyeleri ile ¢esitli kosullarda kilo veya yag kaybi
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arasindaki iliskide tutarsizliklar mevcuttur. Obezitede serum ZAG diizeylerine iliskin
veriler incelendiginde, BKI ile pozitif veya negatif korelasyon gdsteren, artmis (Selva
et al, 2009) veya azalmis (Cabassi et al, 2013) ZAG diizeyleri rapor edilmistir. Ayrica,
kronik kalp yetmezligi ve hemodiyaliz hastalarinda yiiksek serum ZAG seviyeleri
gbzlenmistir (Rydén et al, 2012). Bu da ZAG'nin yag katabolizmasinin bir belirteci
oldugunu diisiindiirmektedir. Buna karsilik, kanser hastalarinda yapilan iki ¢alisma
(Mracek et al, 2011; Russell et al, 2004), plazma ZAG diizeylerinin kilo ve yag kayb1
gibi kaseksi ile iligkilendirilen 6zelliginin iyi bir biyobelirte¢ olmayabilecegini 6ne
siirmektedir. Rydén ve ark. yaptig1 ¢alismada kiiratif abdominal cerrahi gegiren yirmi
bes gastrointestinal sistem kanseri hastasi, 6 ay boyunca istemsiz %5’ten fazla kilo
kayb1 g6z online alinarak kagektik veya stabil kilo olarak kategorize edilmistir. Deri
alt1 adipoz dokusunda ZAG'm mRNA ve protein seviyeleri, kasektik kanser
hastalarinda, kilo vermeyen kanser hastalarina kiyasla daha yiiksek bulunmus ve bu,
aclik serum gliserol seviyeleri ve kilo kaybi ile énemli 6lgiide iligkili oldugunu
gostermistir. Ancak bu ¢alismada, kasektik ve kilosu stabil kanser hastalar1 arasinda
dolasimdaki ZAG seviyelerinde anlaml bir fark tespit edilememistir. Karaciger gibi
timor veya adipoz olmayan dokular tarafindan ZAG iretimi de plazma ZAG
diizeylerini etkileyebileceginden (Russell et al, 2004), dolasimdaki ZAG seviyelerinin
kasektik kanser hastalarinda yag kaybi ile iliskili olamayacagi belirtilmistir. Bu
dogrultuda, Rydén ve ark., ZAG'm adipoz dokuda lokal olarak iiretilen ve lipit
mobilize edici bir farktér oldugu ve adipoz dokuda lipolizi destekleyerek kaseksiye
aracilik edebilecegi ancak yogun sekilde dolasima salgilanmayan bir faktdr oldugu

sonucuna varmislardir (Mracek et al, 2011).

ZAG, B-adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu (Russell et al, 2002; Mracek et al,
2011) ve yiiksek HSL aktivitesi yoluyla (Gong et al, 2010; Russell and Tisdale, 2005)
da lipolizi indiikleyebilir. Kasektik tiimor tasiyan farelerde (Russell and Tisdale, 2005)
ve kanser hastalarinda (Bing et al, 2010) artan plazma kortizol seviyeleri, adipoz
dokuda daha yiiksek ZAG ekspresyonu ve yiiksek lipoliz ile iligkilendirilmigtir. Bu
durum kasekside glukokortikoidlerin ZAG ekspresyonundaki bir artis yoluyla lipolitik
aktiviteyi indiikleyebilecegi anlamina gelmektedir (Murphy et al, 2010).

Adipoz doku kaybi, kanser hastalarinda daha kisa sagkalim ve diisiik yasam
kalitesi ile iliskilidir. Kasekside adipoz doku kaybinin erken tespiti, etkili miidahalesi

ve Onlenmesi i¢in bazi prognostik biyobelirteglerin kullanilarak durumun
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tamimlanmasin1 gerektirmektedir (Ebadi and Mazurak, 2015). Kaseksi ile iligkili
adipoz kaybina aracilik etmede birkag inflamatuar sitokin yer almakla birlikte heniiz
adipoz doku kiitlesindeki degisimleri neoplastik durum ile iligkilendirmek i¢in uygun
bir biyobelirte¢ tanimlanamamustir. Kanser kaseksisinde adipoz dokuda artan ZAG
ekspresyonu, adipoz kaybinin bir biyobelirteci olmaktan ziyade doku iginde lokal bir
katabolik araci olabilir (Mracek et al, 2011) (Sekil 2.7). Bu nedenle, ZAG'in kaseksi
sendromunda lipit kullaniminin bir belirteci olarak uygulanma ve dolayli olarak adipoz

doku kaybini temsil etme yetenegi sinirlidir (Mantovani and Madeddu, 2010).

Tumour

Lactate

Cori cycle

WAT

Lactate Glucose ——/

Sekil 2.7: Kaseksi durumunda tiimor, beyaz adipoz doku, kahverengi adipoz doku,
iskelet kas1 ve karaciger arasindaki etkilesim (Tisdale, 2009)
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2.4. Paklitaksel

Paklitaksel (Taxol®), Taxus brevifolia'nin kabugunda ve ignelerinde dogal
olarak  iretilen bir trisiklik  diterpenoid  bilesigidir. Molekiiler  formiilii
C47HsiNO4'tiir ve  kimyasal yapist  Sekil 2.10°da  gosterilmistir.  Antikanser
mekanizmasi nedeniyle, halihazirda en basarili ve yaygin olarak kullanilan dogal
antikanser ilaglarindan biridir (Chen and Shi, 2016). Paklitaksel, 1992'de ABD Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan ilk olarak ileri evre yumurtalik kanseri tedavisi i¢in
onaylamis ancak daha sonra meme kanseri, kolorektal kanser ve mesanenin skuamoz
hiicreli karsinomunun tedavisinde yaygin olarak kullanilmistir. Ayrica bag ve boyun
kanserleri, kiigiik hiicreli ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserleri ve AIDS gibi

hastaliklarin tedavisinde de kullanilmistir (Zhu and Chen, 2019).

Taxus brevifolia'dan izole edilen paklitaksel, bitkide bulunan diisiik
konsantrasyonu nedeniyle son derece pahalidir. Bu nedenle, T. brevifolia'nin yapay
olarak yetistirilmesi, ilacin kimyasal sentezi veya yar1 sentezi ve biyoteknolojik
sentez dahil olmak tizere paklitaksel elde etmenin birkag bagka yolu
gelistirilmistir. Ozellikle genetigi degistirilmis endofitik mantarlardan paklitaksel
ekstraksiyonunun, ilaci elde etmenin etkili bir yolu oldugu kanitlanmistir (Weaver,

2014).

Sekil 2.8: Paklitakselin kimyasal yapis1 (Weaver, 2014)

1979'da paklitakselin, a/B-tiibiilin heterodimerlerinden olusan tekrarlayan alt
birimlerden olusan yapilar olan mikrotiibiillerin birlesmesini  destekledigi
bildirilmistir. Tiibiilinin mikrotiibiiller halinde birlesmesini Onleyen diger tiibiiline
baglanan antikanser ilaglarin aksine, paklitaksel tiibiilinin mikrotiibiillere birlesmesini

tesvik eder ve mikrotiibiillerin ayrismasini 6nleyerek hiicre dongiisii ilerlemesini bloke
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eder (Foley and Kapoor, 2013). Profaz sirasinda, mikrotiibiiller kromozomlari
kutuplara dogru ¢ekmek icin bir ig olusturur. Daha sonraki agamalarda depolimerize
olurlar ve ig yapisi ¢oziiliir. Hem soguk sicakliklara maruz kalma hem de kalsiyum
iyonlarina maruz kalma, mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu tetikler. Paklitaksel,
mikrotiibiillere baglanir ve bunlar stabilize eder ve paklitaksele bagli mikrotiibiiller,
soguk sicakliklar veya kalsiyum iyonlar1 ile muamele edildiginde bile
depolimerizasyona direnir. Bu nedenle paklitaksel tedavisi tiibiilin polimerizasyonunu
destekler, mitozun ilerlemesini engeller ve kanser hiicrelerinin biiylimesini engeller
(Foley and Kapoor, 2014; Ojedalopez et al, 2014; Hawkins et al, 1996). Ayrica
paklitakselin cesitli gen ekspresyonlarini degistirdigine iliskin ¢alismalar mevcuttur
(Toillon et al, 2000; Olar et al, 1996). Paklitakselin antikanser etkinligi ile ilgili
yapilmis pek cok calisma vardir ancak bu ¢alismalarda genellikle kanser hiicre hatlari
kullanilmistir. MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda yapilan bir in vitro ¢alismada
paklitakselin 2-100 nM konsantrasyonlarinda hiicrelerin biiyiimesini inhibe ettigi ve
antiproliferatif etkiler gosterdigi belirlenmistir (Okuna et al, 1998).
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3. GEREC

3.1. Kimyasallar ve Cozeltiler
Bu g¢alismada kullanilan kimyasal maddeler ve soliisyonlar ile bunlarin temin

edildikleri firmalarin isimleri, mensei ve kullanim alanlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Soliisyonlar

Kimyasallar ve Cozeltiler

Firma (Mensei)

Kullanim Alani

Insan Oncii Adiposit
Biiyiime Besiyeri

Insan Adiposit Farklilasma
Besiyeri

Paklitaksel

Penisilin/Streptomisin

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Dimetil stilfoksit (DMSO)
Tripsin/EDTA

Trypan Blue

Fosfat Tamponlu Tuz
Cozeltisi (PBS)
Formalin

Oil Red O
2-Propanol > 99,5%
Etanol > 99,8%

2- Merkaptoetanol
Saf Etanol

Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific,
Amerika

Thermo Fisher Scientific,
Amerika

Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific,
Amerika

Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific,
Amerika

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Alkomed, Tirkiye

Hiicre Kiltiri

Hiicre Kiiltiira

Hiicre Kiltiri
Hiicre Kiltiri

Hiicre Kiiltiira

Hiicre Kiltiri
Hiicre Kilturi

Hiicre Kiiltiirii
Lipit Tayini

Lipit Tayini
Lipit Tayini
Lipit Tayini
RNA izolasyonu
RNA izolasyonu

Genel
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3.2. Kullamilan Cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlarin marka ve modelleri hakkindaki

bilgiler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihazlar

Marka ve Modeli

Otomatik Pipet Seti

Elektrikli Pipet Pompasi
Laminar Akis Kabini

Su Banyosu
Karbondioksit Inkiibatorii
Hassas terazi

Distile Su Cihazi

Mikrosantrifiij

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) Cihazi

Gergek Zamanli-PCR (RT-
PCR) Cihaz
Spektrofotometre Cihazi

Nanodrop Spektrofotometre
Vorteks

Otoklav

Santrifiyj Cihazi

Invert Mikroskop

Isik Mikroskobu
Aspirasyon Cihazi

-80 Buzdolabi

-20 Buzdolab1

Thermo Fisher Scientific Finnpipette F2 Variable
Volume Single-Channel Pipettes, Amerika
Thermo Fisher Scientific S1 Pipet Filler, Amerika
Faster SafeFAST Classic-Class-1l, Italya
Memmert Waterbath, WNB 14, Almanya
Memmert, INCO2, Almanya

Isolab, 60231002, Italya

Thermo Fisher Scientific, Barnstead Smart2Pure,
Amerika

Eppendorf, MiniSpin Plus Microcentrifuge, Almanya
Bio-Rad, T100 PCR Thermal Cycler, Almanya

Bio-Rad, CFX Connect Real-Time PCR Detection
System, Almanya

Thermo Scientific, Multiskan GO Microplate
Spectrophotometer, Amerika

Thermo Scientific, uDrop Plate, Amerika
Heidolph, Reax Top Vortexer, Almanya

BES, Almanya

Hettich Universal 320/320R Centrifuge, Amerika
Zeiss, Axio Vert.Al Inverted Microscope, Almanya
Olympus CK40, Amerika

Scilogex SafeVac Vacuum Aspirator, Amerika

Haier Biomedical, Cin

Beko, Tiirkiye
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3.3. Kitler
Bu tez caligmasinda kullanilan kitlere ait genel bilgiler ile kullanim alanlar1

Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Kullanilan Kitler

Kitler Firma ve Mensei Kullamim Alam
GeneJET RNA Thermo Fisher Scientific, RNA izolasyonu
Purification Kit Amerika

RevertAid First Strand Thermo Fisher Scientific, cDNA Sentezi
cDNA Synthesis Kit Amerika

RealQ Plus 2x Master Mix ~ Ampligon PCR Enzymes and RT-PCR

Green Reagents, Danimarka Reaksiyonu

3.4. Sarf Malzemeleri
Bu tez ¢alismasinda kullanilan sarf malzemeleri, temin edildikleri firmalar ve

kullanim alanlar1 hakkindaki genel bilgiler Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Sarf Malzemeleri

Sarf Malzemeler Firma ve Mensei Kullamim Alani
Steril Filtreli Pipet ucu Corning, Axygen, Hiicre Kiiltiiri ve RNA
Amerika [zolasyonu
Serolojik Pipet Corning, Axygen, Hiicre Kiiltiirti
Amerika
Pipet Ucu Corning, Axygen, Hiicre Kiiltiiri, cDNA
Amerika Sentezi ve PCR
Reaksiyonlari
Eppendorf Tiip Corning, Axygen, Hiicre Kiiltiirti, cDNA
Amerika Sentezi ve PCR
Reaksiyonlari
Falkon Tiip Thermo Fisher Scientific, Hiicre Kiiltiirii
Amerika
T25 ve T75 Flask Corning, Amerika Hiicre Kiiltiirii
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Cizelge 3.4. Sarf Malzemeleri (devam)

Sarf Malzemeler

Firma ve Mensei

Kullanim Alam

Cok-Kuyucuklu Kiiltiir
Plaklar

Cam Pastor Pipet
Kriyovial Tiip
RT-PCR Plakasi

PCR Plak Yapistirma
Filmi

Steril Plastik Vakum
Filtrasyon Sistemi
Steril Pipetleme
Rezervuari

Thoma Lam1
Sogutucu Kutu

Steril Siringa Filtresi

Siringa

Meziir

Parafilm

Sigma-Aldrich, Almanya

Marienfeld, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Corning, Axygen,
Amerika

Corning, Axygen,
Amerika

Sigma-Aldrich, Almanya

Isolab, Italya

Marienfeld, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Becton Dickinson,
Amerika

Isolab, italya
Bemis, Almanya

Hiicre Kiiltiiri

Hiicre Kiiltiru
Hiicre Kiltiiri

RT-PCR Reaksiyonlari

RT-PCR Reaksiyonlari

Hiicre Kiultiir

Hiicre Kiiltiiru

Hiicre Kiiltiiri
RT-PCR Reaksiyonlari
Hiicre Kiiltiirt, Lipit
Birikimi

Hiicre Kiiltiird, Lipit
Birikimi

Genel

Genel

3.5. RT-PCR Primerleri

Calismada kullanilan AZGP1, PPARy genleri ve hiicre i¢i referans geni olan

GAPDH’in ileri ve geri primer dizilimleri, baglanma sicakliklar1 ve %GC oranlar

Cizelge 3.5’te verilmistir. Oligoniikleotitlerin sentezi ise Oligomer Biyoteknoloji A.S.

tarafindan gergeklestirilmistir (You et al, 2014; Yu et al, 2020).
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Cizelge 3.5. Real Time PCR’da Kullanilan Primer ve Dizileri

Gen Primer Dizileri (5°-3°) Baglanma GC
Isimleri Sicakhigi igerigi

(9] (%)

AZGP1 1leri (F) TACAACGACAGTAACGGGTCT 58 48

Geri (R) TATTTCCAGAATGCTCCGCTG 58 48

PPARy Ileri (F) TCGGTTTCAGAAATGCCTTG 55 45

Geri (R) AGGTCAGCGGACTCTGGATT 59 55

GAPDH leri (F) CGAGATCCCTCCAAAATCAA 55 45

Geri (R) TTCACACCCATGACGAACAT 55 45
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4. YONTEM

4.1. Hiicre Hatlarinin Belirlenmesi
Bu tez ¢alismasinda insan kalp dokusundan izole edilen insan Oncii adiposit

hiicreleri hatt1 kullanilmastir.

4.2. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

-196°C s1v1 nitrojen tankinda kriyo tiiplerde muhafaza edilen 3. pasajdaki insan
oncii adiposit hiicreleri 37°C su banyosunda igerisinde bir miktar buz parcasi kalincaya
kadar ¢ozdiiriilmistiir. %70 alkol ile sterilize edilerek kabin igerisine alinmistir. 15
mL’lik falkon tiipiine 4 mL Insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri eklenmis ve
hiicreler besiyeri icerisinde pipetaj yapilarak ¢dzdiiriilmiistiir. Daha sonra 5 mL Insan
Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri eklenmis 25cm? flaska ekimi yapilmistir. Ekimi
yapilan hiicreler 37°C ve %5 CO: inkiibatorde %80-90 konfluent olana kadar
bekletilmistir.

4.3. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Insan Oncii Adiposit hiicre hatti kendisine 6zgii besi yeri olan Insan Oncii
Adiposit Biiylime Besiyeri’nde biiyiitiilmiistiir. Besi yeri kullanilmadan 6nce 0,22
um’lik filtreden gegirilerek hazirlanmistir. Besiyeri 37°C’lik su banyosunda uygun
sicakliga getirildikten sonra hiicrelere verilmistir. 37°C ve %5 CO: inkiibatorde

inkiibasyona birakilan hiicrelerin besi yeri 2-3 giin ara ile degistirilmistir.

4.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

37°C ve %5 COz2 inkiibatorde biiylitiilen hiicrelerin invert mikroskop altinda
%80-90 konfluent oldugu gozlemlendiginde hiicrelere pasaj islemi yapilmistir.
-20°C’de muhafaza edilen %0.05’lik tripsin/EDTA 37°C su banyosunda
cozdirilmistiir. Besi yeri cam pastor pipet ile aspire edilerek uzaklastirilmigtir. Daha
sonra 2.5 mL tripsin/EDTA eklenerek 37°C ve %5 CO inkiibatorde 5 dk
bekletilmistir. invert mikroskop altinda incelenen hiicrelerin tamamen kalktigindan
emin olunduktan sonra tripsi/EDTA’nin 2 kat1 olarak sekilde 5 mL Insan Oncii
Adiposit Biiylime Besiyeri eklenerek enziminin inaktive olmasi saglanmistir. Serolojik

pipet ile yikama islemiyle toplanan hiicreler 15 mL’lik falkon tiiplere alinarak 4°C
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sogutmali santrifiij yardimryla 1500 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Islem
sonrasinda siipernatant cam pipet yardimiyla aspire edilerek uzaklastirllmistir. Daha
sonra tiipe 1 mL Insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri ilave edilmistir. Bol pipetaj
yapilarak peletlenmis hiicrelerin ¢6zelti i¢erisine dagilmasi saglanmistir. Hiicreler 12
mL Insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri igeren 75 cm? flasklara aktarilmis ve 37°C
ve %5 COz inkiibatorde inkiibasyona birakilmaistir.

4.5 Hiicrelerin Sayimi

Farklilagtirma deneyinde kullanilmak iizere 37°C ve %S5 CO2 inkiibatorde
75cm? flaskta biiyiitiilen ve %80-90 konfluente oldugu gdzlemlenen hiicrelerin
Tryphan Blue boyasi ile sayimi yapilmistir. Oncelikle besi yeri cam pastor pipet ile
aspire edilmis ve hiicreler 5 mL %0.05 tripsin/EDTA kullanilarak kaldirilmistir. 37°C
ve %5 CO: inkiibatorde 5 dk bekletilen hiicrelerin tamamen kalktigini invert
mikroskop altinda gézlemlendikten sonra ve 10 mL Insan Oncii Adiposit Biiyiime
Besiyeri ilave edilerek enzimin aktivitesi inhibe edilmistir. Serolojik pipet ile yikama
islemiyle toplanan hiicreler 15 mL’lik falkon tiiplere alinarak 4°C sogutmal1 santrifiij
yardimiyla 3600 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. islem sonrasinda
slipernatant cam pastor pipet yardimiyla aspire edilerek uzaklastirilmistir. Daha sonra
tiipe 2 mL Insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri ilave edilmistir. Bu ¢ozeltiden 10
pL alinarak 10 pL Tryphan Blue boyasi ile pipetaj yardimiyla karistirildi ve karigimin
10 uL’si Thoma lamina aktarilmgtir. invert mikroskopta 10X biiyiitme yapilarak 16
kareden olusan Thoma laminin 4 alanindan 1 tanesi say1lmis ve karedeki (toplam hiicre

sayis1 x2) x 10* formiilii kullanilarak hiicre say1s1 hesaplanmustir.

4.6.Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurma islemi i¢in kullanilacak hiicrelerin %80-90 konfluent oldugu
gbozlemlendikten sonra ortamdaki besi yeri cam pastor pipet ile aspire edilerek
uzaklastirilmistir. Daha sonra 2.5 mL tripsin/EDTA eklenerek 37°C ve %5 CO;
inkiibatorde 5 dk bekletilmistir. Invert mikroskop altinda incelenen hiicrelerin
tamamen kalktigindan emin olunduktan sonra tripsin/EDTA’nin 2 kati olarak sekilde
5 mL insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri eklenerek enziminin inaktive olmasi
saglanmistir. Serolojik pipet ile yikama islemiyle toplanan hiicreler 15 mL’lik falkon
tiiplere alinarak 4°C sogutmali santrifiij yardimiyla 3600 rpm’de 5 dk boyunca
santrifiij edilmistir. slem sonrasinda siipernatant cam pipet yardimiyla aspire edilerek

uzaklastirilmistir. Hiicreler kendisine 6zgii dondurma mediumdan 5 mL kullanilarak

39



falkon tiip icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra falkondaki hiicreler 2 mL’lik kriyo
tiiplere 1 mL’er olacak sekilde aktarilmigtir. Kademeli dondurma islemi yapilmis ve
icerisinde izopropil alkol bulunan -20°C’deki hiicre dondurma kabinda 3-4 saat
bekletilmistir. Hiicreler daha sonrasinda -80°C dondurucuda aktarilarak depolanmustir.
Hiicrelerin dondurulmasinda kullanilan besiyeri Cizelge 4.1°de belirtilen malzemeler

kullanilarak hazirlanmstir.

Cizelge 4.1. Dondurma Besiyeri igerigi

Oran (%)
Insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri 50
FBS 40
DMSO 10

4.7. Paklitaksel Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Calismada Sigma Aldrich firmasindan T1912 katalog numarasi ile temin edilen
1 mg paklitaksel (Taxol®) kullanilmus olup bilesik Taxus yunnanensis bitkisinden izole
edilmistir. Bilesigin molekiil agirhig 853.91 g/mol’diir. Insan Oncii Adiposit
hiicrelerine verilecek paklitaksel konsantrasyonu hazirlanirken asagida belirtilen
Cizelge 4.2°deki ana ve ara stoklar hazirlanmustir. Insan Oncii Adiposit hiicrelerini
farklilastirma asamasinda ara stoktan 1 pL almarak 1 mL Insan Oncii Adiposit
Farklilasma Besiyeri ile birlikte kontrol kuyucuklari disindaki tiim kuyucuklardaki
hiicrelere uygulanmigtir. Hiicrelere verilen paklitakselin final konsantrasyonu 50 nM
olarak belirlenmistir. Her kuyucuga uygulanan DMSO miktart %0.05’1 gegcmemistir
(Choron et al, 2015; Merchan et al, 2005).

Cizelge 4.2. Paklitaksel Konsantasyonlarinin Hazirlanis1 ve Karigim Miktar1

Stok Adi Karisim Miktarlar: Konsantrasyon
Ana Stok 1 mg Paklitaksel + 937.8 uL. DMSO 1.25 mM
Ara Stok 10 pLL Ara Stok + 90 uL. DMSO 5uM
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4.8.Hiicrelerin Farkhlastirilmasi

Hiicre saymmi yapildiktan sonra 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12
kuyucuklu pleyte 1 mL Insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri ile ekimi yapilmstir.
Hiicreler 37°C ve %5 COz inkiibatorde bekletilerek %100 oraninda konflent olmalari
saglanmis ve bu siire¢ yaklasik 24 saat siirmiistiir. Daha sonra kuyucuklardan Insan
Oncii  Adiposit Biiyiime Besiyeri aspire edilerek yerine hiicrelerinin
farklilastirilmasinda kullanilan 6zel bir besi yeri olan Insan Adiposit Farklilasma
Besiyeri’nden 1 mL eklenmistir. 37°C ve %5 COg inkiibatordeki hiicrelere 15 giin
boyunca 3 giin ara ile eski besiyeri ¢ekilip 1 mL Insan Adiposit Farklilasma Besiyeri
ve 50 nM paklitaksel verilmistir. Farklilastirma deneyi Cizelge 4.3’te verilen ¢alisma
planina gére Oil Red O boyama ve gen ifade analizi i¢in 2 kopya olarak 2 biyolojik

tekrarl sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 4.3. Oncii Adiposit Farklilagtirma Deneyi Asamalari

Farkhlastirilan %
Hiiere % 1. Uygulama | 2. Uygulama | 3. Uygulama | 4. Uygulama | 5. Uygulama
Gruplari X

FB+ FB + FB + FB+ FB +

0.GUN @ 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM
Paklitaksel Paklitaksel Paklitaksel Paklitaksel Paklitaksel

FB + FB+ FB + FB+

3.GUN g FB 50 nM 50 nM 50 nM 50 nM
Paklitaksel Paklitaksel Paklitaksel Paklitaksel

FB + FB+ FB+

6.GUN @ FB FB 50 nM 50 nM 50 nM
Paklitaksel Paklitaksel Paklitaksel

FB+ FB+

9.GUN g FB FB FB 50 nM 50 nM
Paklitaksel Paklitaksel

FB +

12.GUN @ FB FB FB FB 50 nM
Paklitaksel

OISO . FB + FB + FB + FB + FB +

@ DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO

KONTROL () = FB FB FB FB FB
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4.9.0il Red O Boyama Yontemi

4.9.1. Oil Red O Cozeltilerin Hazirlanmasi

Oil Red O boyama yontemi, lipit damlaciklarimi gii¢lii sekilde boyayan bir
boyadir. Ucuz ve givenli olup boyama islemi birka¢ saat iginde
gerceklestirilebilmektedir. Oil Red O boyasi, oncii adipositleri adipositlerden ayirt
etmek i¢in 40 y1il1 askin bir siiredir kullanilmaktadir. Bununla birlikte son zamanlarda,
Oil Red O boyama yontemi adiposit farklilasmasinin kantitatif analizi i¢in de
kullanilmaktadir. Kantitatif O6l¢iimde genellikle boya isopropanol kullanilarak
hiicrelerden ayristirilir ve absorbans dlglimii 518 nm veya yakiindaki bir degerde
spektrofotometrik olarak belirlenir. (Kraus et al, 2016) Oil Red O ¢alisma soliisyonu
caligma Oncesinde taze olarak hazirlanmistir. 6 ml Oil Red O stok soliisyonu 4 mL
ddH20 ile karistirilmistir. 20 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmis ve daha sonra
0.22 uM’lik filtreden gegirilerek hiicrelere uygulanmistir.

4.9.2. Oil Red O Boyama Protokolii

Farklilagtirma deneyinin 15. giiniinde 12 kuyucuklu pleytlerdeki hiicrelerde
lipit birikiminin nitel analizi i¢in Oil Red O boyama yontemi kullanilmistir. Oil Red
O boyama i¢in hazirlanan pleyteki tiim kuyucuklardan Insan Adiposit Farklilasma
Besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmistir. Hiicreler 1 mL PBS ile 1 kez yikanmustir.
PBS ortamdan uzaklastirildiktan sonra 1 mL %10 formalin ekleerek 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Formalin cam pastor pipet yardimiyla aspire
edilmistir. Hiicreler 2 kez 1.5 mL ddH20 ile yikanmistir. Ardindan hiicreler 1 mL %60
isopropanol ile yikanarak 5 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
Pleytin tamamen kurudugundan emin olunduktan sonra kuyucuklara 1 mL yeni
hazirlanmis olan Oil Red O Working Solution eklenmis ve oda sicakliginda 20 dk
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonrasinda Oil Red O boyasinin fazlasi ortamdan
uzaklastirllmigtir. Hiicreler 2 kez 1,5 mL ddH20 ile yikanmistir. Yikanan soliisyon
aspire edildikten sonra 1 mL PBS eklenmistir. Pleyt tamamen kuruduktan sonra Qil
Red O boyasi ile kaplanmig lipit damlaciklarinin morfolojik goriintiileri invert
mikroskop ile incelenerek fotograflari ¢ekilmistir. Hiicrelerde biriken Oil Red O
miktart ile lipit damlacigi birikimi dogru orantili oldugu i¢in adiposit hiicrelerinin
farklilagsmas1 hakkinda dogrudan bilgi vermektedir. Nicel analiz i¢in Multiskan™ GO
Microplate Spectrophotometer cihazi yardimiyla 500 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi
(You et al, 2014).
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4.10. Gen Ifade Analizi
4.10.1. Total RNA izolasyonu

50 nM paklitaksel verilerek o6ncii adipositlerin olgun adipositlere
farklilagtirllmasi saglandiktan sonra paklitakselin kanser kaseksi ile iliskili gen olan
AZGP1 tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla 15. giin sonunda toplanan hiicrelerden
total RNA izolasyonu yapilmistir. Total RNA izolasyonu i¢in hiicre sayimi yapildiktan
sonra 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu pleyte 1 mL Insan Pradiposit
Biiyiime Besiyeri ile ekimi yapilan hiicreler kullanilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 COz
inkiibatorde bekletilerek %100 oraninda konflent olmalar1 saglanmis ve bu siireg
yaklasik 24 saat siirmiistiir. Daha sonra kuyucuklardan insan Pradiposit Biiyiime
Besiyeri aspire edilerek yerine hiicrelerinin farklilastirilmasinda kullanilan 6zel bir
besi yeri olan Insan Adiposit Farklilasma Besiyeri’nden 1 mL eklenmistir. 37°C ve %5
CO: inkiibatordeki hiicrelere 15 giin boyunca 3 giin ara ile eski besi yeri ¢ekilip 1mL
Insan Adiposit Farklilasma Besiyeri ve 50 nM paklitaksel verilmistir.
Farklilagtirmanin 15. giinlinde total RNA izolasyonunda kullanilacak hiicrelerin
bulundugu kuyucuklardan Insan Adiposit Farklilasma Besiyeri aspire edilerek
uzaklastirilmistir. Her kuyucuga 300 pL %0.05 tripsin/EDTA eklenerek hiicreler 37°C
ve %5 COz inkiibatorde 5 dk inkiibasyona birakilmistir. inkibasyon sonunda invert
miktoskop altinda incelenen hiicrelerim pleyt yiizeyinden kalktig1 gézlemlendikten
sonra 600 pL besi yeri eklenmistir. Daha sonra hiicreler 1.5 mL eppendorf tiiplere
aktarilmis ve 7500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant aspire
edilmistir. Hiicre peletlerinden total RNA izolasyonu GeneJET RNA Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific, #K0731) prokoliine gore gerceklestirilmistir. Total RNA

izolasyonunda kullanilan hiicreler agagida belirtilmistir.

e Farklilastirmanin ilk giinlinden itibaren 3 giin ara ile 5 kez DM + 50 nM paklitaksel
verilmis 0.giin 6ncii adipositleri

e Farklilagtirmanin 3. giiniinden itibaren 3 giin ara ile 4 kez DM + 50 nM paklitaksel
verilmis 3.giin 6ncii adipositleri

e Farklilagtirmanin 6. giiniinden itibaren 3 giin ara ile 3 kez DM + 50 nM paklitaksel
verilmis 6.giin 6ncii adipositleri

e Farklilastirmanin 9. Giinlinden itibaren 3 giin ara ile 2 kez DM + 50 nM paklitaksel

verilmis 9.giin 6ncii adipositleri
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Farklilagtirmanin 12. giiniinden itibaren 3 giin ara ile 1 kez DM + 50 nM
paklitaksel verilmis 12.glin 6ncii adipositleri

Farklilagtirmanin ilk glinlinden itibaren 3 giin ara ile 5 kez DM + DMSO verilmis
(+) Kontrol 6ncii adipositleri

Farklilagtirmanin ilk giiniinden itibaren 3 giin ara ile 5 kez DM verilmis (-) Kontrol

Oncii Adipositleri

Total RNA izolasyonu GeneJET RNA Purification Kit prokoliine uygun

sekilde asagida belirtildigi gibi gerceklestirilmistir.

1.

Calismaya baglamadan 6nce 40 mL Yikama Tamponu 1’¢ 10 mL etanol (%96-
100) ve 23 mL Yikama Tamponu 2’ye 39 mL etanol (%96-100) eklenerek
tamponlar kullanima hazir hale getirilmistir. Total RNA izolasyonunda
kullanilacak her 1 mL Lizis Tamponu i¢in 20 uL 14.3 M B-merkaptoetanol
eklenerek karistirilmistir. 1 6rnekten RNA izolasyonu yapmak i¢in 600 pL Lizis
tamponu kullanilmasi gerektiginden 14 6rnek i¢in 6.4 mL Lizis Tamponu’na 128
uL 14.3 M B-merkaptoetanol eklenerek tampon kullanima hazir hale getirilmistir.
RNA izole edilecek hiicre peletlerinin her birine 600 pL Lizis Tamponu eklenerek
pipetaj ile tekrar slispanse olmalar1 saglanmis ve ¢dziinen hiicre peleti 10 sn
boyunca vorteklenmistir.

Vortekslenen hiicre stispansiyonlarina 360 pL %96-100 etanol eklendi ve pipetaj
yapilarak homojenize edilmistir.

700 pL lizat toplama tiipii icerisine yerlestirilmis GeneJet RNA kolonuna eklenmis
ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan akan kisim bosaltilarak GeneJet
RNA kolonu ayn1 toplama tiipiine yerlestirilmistir. Kalan hiicre lizat1 da Genelet
RNA toplama kolonuna eklenerek 12000 g’de 1 dk daha santrifiij edilmistir. Daha
sonra toplama tiipleri atilarak GenelJet RNA toplama kolonlar1 2 mL’lik yeni
toplama tiiplerine aktarilmistir.

GenelJet RNA toplama kolonlarina 700 pL Yikama Tamponu 1 eklenmis ve 12000
g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan akan kisim dokiilerek ortamdan
uzaklastirilmis ve kolon toplama tiipiine geri yerlestirilmistir.

GenelJet RNA toplama kolonlarina 600 pL Yikama Tamponu 2 eklenmis ve 12000
g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan akan kisim dokiilerek ortamdan

uzaklastirilmis ve kolon toplama tiipiine geri yerlestirilmistir.
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7. GenelJet RNA toplama kolonlarina 250 pLL Yikama Tamponu 2 eklenmis ve 12000
g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan akan kisim dokiilerek ortamdan
uzaklastirilmistir. Kolon toplama tiipiine geri yerlestirilmis ve tlireticinin talimatlari
dogrultusunda kolonlara hicbir sey eklenmeden maksimum hiz 14000 g’de 1 dk
santrifiij edilmistir. Kolondan akan kisim ddkiilerek ortamdan uzaklastirilmis ve
Genelet RNA toplama kolonlar1 1.5 mL’lik RNaz icermeyen mikro santrifiij
tiiplerine yerlestirilmistir.

8. GenelJet RNA toplama kolonlarinin tam merkezine pipet ucu degdirilmeden 100
uL niikleaz igermeyen su eklenmis ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edilerek RNA’nin

kolondan ayrigsmasi saglanmistir.

4.10.2. izole Edilen RNA’larin Kalite ve Miktar Tayini

Hiicre peletinden izole edilen total RNA’nin kalite ve miktar analizi uDrop
Plate okuyucu yardimiyla “Multiskan™ GO Microplate Spektrophotometer” cihazinda
absorbans degerleri Olgiilerek belirlenmistir. RNA’larin konsantrasyon miktarlari
Cizelge 4.4’te verilmis olup tim RNA’larin konsantrasyonlar1 100 ng/ul olacak

sekilde ayarlanmustir.

Cizelge 4.4. Elde Edilen RNA Konsantrasyonlari

Ornek Adi Konsantrasyon (ng/pL)
0.Giin 68,92
3.Giin 65,31
6.Giin 38,31
9.Giin 24,92
12.Glin 27,00
Kontrol 25,38
DMSO 30,54

4.10.3. cDNA Sentezi

Izolasyonu yapilan total RNA’lardan cDNA sentezi RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, #K1622) protokollerine uygun olarak
gergeklestirilmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. RNA Orneklerinin Ters Transkriptaz PCR Islemine Hazirlanmasi

Bilesen Konsantrasyon Final
(ng/nL) Konsantrasyon
Kalip RNA 4 ul 1ug
Oligo(dT)1s Primer 1ul
Niikleaz igermeyen su 7l -
5X Reaksiyon Tamponu 4 ul 1X
Ribolock RNaz inhibitdrii (20 U/pL) 1l
10nM dNTP Karisimi 2 ul 1X
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 ul
Toplam Hacim 20 ul

cDNA sentezi igin gerekli olan bilesenler hazirlandiktan sonra Bio-Rad, T100
PCR Thermal Cycler cihazi kullanilarak total RNA karisimimdan cDNA 6rnekleri elde
edilmistir. Termal dongii i¢in Cizelge 4.6’da verilen kosullar uygulanmstir. Elde
edilen cDNA ornekleri buz lizerine alinmig ve Real Time-PCR yapilana kadar -80°°de

saklanmustir.

Cizelge 4.6. cCDNA Sentezi i¢in Uygulanan PCR Kosullari

Sicaklik (°C) Siire (dk)
42 60
25 5
70 5

4.10.4. Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), belirli bir niikleik asit
segmentinin amplifikasyonu i¢in kullanilan bir yontemdir. Amplifikasyon islemi
denatilirasyon, primer baglanmasi ve uzama adi verilen ili¢ asamadan olusmaktadir.
Denatiirasyon adiminda, sablon niikleik asit 92-98°C’de yiiksek sicakliga maruz
birakilarak tek iplikli hale getirilir. Daha sonra reaksiyon sicakligi 65-72°C arasina
diisiiriilerek ileri ve geri primerlerin denatiire edilmis sablona baglanmasi saglanir.

Uzama asamasinda ise primer baglanmis sablonuna dNTP’ler eklenerek zincir
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replikasyonu gerceklestirilir. Bu asamalar bir dongii seklinde gerceklestirilerek 25-40
kez tekrarlanir (Adams, 2020).

Amplifikasyon islemi ile elde edilen iiriinlerin tespiti i¢in siklikla ¢ift zincirli
DNA boyalar1 kullanilmaktadir. SYBR Green [ sadece c¢ift iplikli DNA’larin
boyanmasinda kullanilan bir boyadir. Primerlerin baglanmasi ile gergeklestirilen
replikasyon asamasinda hedef sablonun ¢ift iplik seklinde gelmesi ile sablona baglanan
boya 1s1ma verir ve bu igimanin smir degerini astifi nokta “Ct degeri” olarak

adlandirilir (Adams, 2020).

Paklitaksel uygulanan oncii adipositlerin olgun adipositlere farklilagtiriimasi
saglandiktan sonra bu hiicrelerden elde edilen cDNA’lar ile AZGP1 ve PPARy’nin
ekspresyon seviyeleri Bio-Rad, CFX Connect Real-Time PCR Detection System
cihaz1 araciligiyla tespit edilmistir. Gen ekspresyon analizinde RealQ Plus 2x Master
Mix Green Without ROX™ Kit’i kullanilmistir. Analiz iiretici firmanim tavsiyesi
dogrultusunda Cizelge 4.7’de verilen RT-PCR bilesenleri kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.7. AZGP1 ve PPARy’nin Gen Ekspresyon Seviyesi Olgiimii igin Kullanilan
PCR Bilesenleri

Bilesen Konsantrasyon (ng/pL) Final Konsantrasyon
RealQ Plus 2x Master 12.5 uL 1X
Mix
10nM Tleri Primer 0.5 uL 0.2 uM
10nM Geri Primer 0.5 uL 0.2 uM
Niikleaz igermeyen Su 9.5 uL -
cDNA 2 uL 20 ng
Toplam Hacim 25 uLL

e Tabloda verilen miktarlar kullanilarak GAPDH ve AZGP1 geni i¢in ayri ayri
reaksiyon karisimlar1 hazirlanmstir.
e Bio-Rad, CFX Connect Real-Time PCR Detection System cihazina 6zgii pleyte

her bir 6rnek i¢in reaksiyon karigimi koyulmustur.
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e Her bir 6rnek i¢in cDNA ilave edilerek toplam hacim 25 pL’ye tamamlanmustir.
96 kuyucuklu pleytin iistii PCR kapatici film ile kaplanmustir.

e Pleyt kisa siire santrifiijlenmis ve RT-PCR cihazina yerlestirilmistir. Analiz {iretici
firmanin tavsiyesi dogrultusunda Cizelge 4.8’de belirtilen RT-PCR kosullarina
uygun sekilde gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.8. AZGP1 ve PPARY’nin Gen ifadesi Ol¢iimii i¢in RT-PCR Kosullar1

Program Dongii Sicakhk Siire
Baslangig 1 95°C 15 dk
Denattirasyonu
Denatiirasyonu 95°C 30 sn
Baglanma 40 59°C 30 sn
Uzama 72°C 30 sn

Bu calismada RT-PCR reaksiyonlar1 2 teknik tekrarli olacak sekilde
yapilmistir.  Gergeklestirilen reaksiyonlarda referans gen olarak GAPDH
kullanilmistir. Calismada incelenen her bir 6rnege ait olan AZGP1 ve PPARy geninin
siklus esigi degerleri (threshold cycle/Ct), referans gen olarak kullanilan o 6rnege ait
GAPDH Ct degerlerinden ¢ikarilarak normalize edilmis ve delta siklus esigi (ACt)
degerleri hesaplanmistir. Her bir ornegin ACt degeri, kontrol grubunun Ct
degerlerinden ¢ikarilarak AACt degerleri hesaplanmistir. AZGP1 geninin ekspresyon
degisimi kontrol grubu hiicreleri ile kiyaslanmis ve 2°42¢' formiilii kullamlarak

incelenmistir.

4.11. Verilerin istatistiksel Analizi

Verilerin analizinde SPSS 22.0 ve Excel 2019 paket programlari kullanilmustir.
Cift kuyruklu dagilim ve iki 6rnekli esit varyasyon (homoskedastik) T-test analizinin
kullanildig1 c¢alismada p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Oncii Adipositlerin Olgun Adipositlere Farkhlagsmasi

Farklilasma deneyi dncesinde 12 kuyucuklu pleytlere 5000 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 1 mL Insan Oncii Adiposit Biiyiime Besiyeri ile ekimi yapilan oncii
adipositlerin %100 konfluent oldugunu invert mikroskop altinda gézlemlendi. Sekil
5.1’de farklilastirma deneyi Oncesinde konflunte olmus ve Oncii adiposit karakteri

kazanmis hiicrelerin 4X, 10X ve 20X’deki goriintiileri verilmistir.

Ao | BN B. (20X)

Sekil 5.1. Konfluente Olmus Oncii Adipositlerin Farklilastirma Deneyi Oncesinde
Cekilmis Gortintiileri (Zeiss, Axio Vert.Al Inverted Microscope)

Sekil 5.2’de yeni ekilmis ve pleyt yiizeyine tutunmus kontrol grubu hiicreler
(A), cogalmis ve Oncii adiposit goriiniimii kazanmis kontrol grubu hiicreler (B),
konfluente olmus hiicreler kontrol grubu hiicreleri (C) ile insan Adiposit Farklilasma
Besiyeri etkisiyle farklilasmis kontrol grubu hiicreleri (D) ve lipit damlaciklari
olusturmus kontrol grubu adiposit hiicrelerinin (E) Oil Red O boyama yapilmadan

once mikroskop altinda ¢ekilmis goriintiileri verilmistir.
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D E

Sekil 5.2. Kontrol Grubu Oncii Adipositlerin Farklilasma Asamalar1 (Zeiss, Axio
Vert.Al Inverted Microscope, 10X) A: Yeni ekilmis ve plete tutunmus kontrol grubu
hiicreleri, B: Cogalmis ve oncii adiposit karakteri kazanmis kontrol grubu hiicreleri,
C: Konfluente olmus kontrol grubu hiicreleri, D: Farklilagmaya baslamis kontrol grubu
hiicreleri, E: Farklilasma deneyi sonucunda olgun adipositlere farklilasan kontrol

grubu hiicreleri

5.2. Paklitakselin Adipogenez Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

Insan 6ncii adiposit hiicrelerinin olgun adipositlere farklilagsmasinin incelendigi
bu c¢alismada Cizelge 4.3’te belirtilen kiiltiir kosullar1 altindaki 12 kuyucuklu
pleytlerdeki hiicrelere, 3 giin ara ile 15 giin boyunca Insan Adiposit Farklilasma
Besiyeri ve 50 nM paklitaksel uygulandi. Calisma sonucunda Oncii adipositlerde
olusan lipit birikimi, Oil Red O boyama yontemi kullanilarak incelendi. Paklitakselin

farklilagtirilan hiicre gruplarinda lipit birikimine olan etkisi Sekil 5.3’te verilmistir.
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0. GUN

6. GUN

12. GON DMSO

KONTROL

Sekil 5.3. Paklitakselin Adipogenez Uzerindeki Etkisi (Zeiss, Axio Vert.Al Invert
Microscope, 10X)

Sekil 5.3’te goriildiigii gibi farkli zaman dilimlerinde 50 nM paklitaksel
verilerek farklilastirilan Oncii adipositlerdeki lipit damlacigi miktari, kontrol
grubundakilerle karsilastirildiginda en az lipit birikiminin 0. giin grubundaki

hiicrelerde oldugu gozlemlenmistir. 0. giin grubundaki hiicrelerdeki lipit birikimini
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sirasi ile 3. giin, 6. giin 9. giin ve 12. giin grubundaki hiicreler izlemistir. En fazla lipit
birikiminin ise 12. Giin grubundaki hiicrelerde oldugu gozlemlenmistir. 0. giin
grubundaki hiicrelere tiim farklilasma siiresi boyunca paklitaksel uygulandig1 goz
Oniine alindiginda, paklitakselin lipit birikimini ve adipogenezi negatif ydnde

etkiledigi belirlenmistir.

Oil Red O boyama yapilan olgun adiposit hiicrelerindeki lipit birikiminin
niceliksel olarak belirlenebilmesi i¢gin spektrofotometre cihazi kullanilarak 570 nm’de
absorbans degeri ol¢iildii. Absorbans degerleri Cizelge 5.2°de verildigi gibi kontrol ve
DMSO kuyucuklarina gore karsilastirildi. Elde edilen absorbans degerleri Cizelge
5.1°de Ort + SD seklinde tabloda verildi.

Cizelge 5.1. Farkli Zaman Dilimlerinde Verilen Paklitakselin Lipit Birikimi
Uzerindeki Etkisi

KONTROL DMSO 0.GUN 3.GUN 6.GUN 9.GUN 12.GUN
Fark.
o + + + + + + +
Besiyeri
Paklitaksel - - 5 kez 4 kez 3 kez 2 kez 1kez
Absorbans 0,67+0,22 0,86+0,07 0,87+0,13 1,05+0,03 1,19+0,08
1,50+0,83 1,47+0,37
(570 nm) * * * * *

(*Pp<0.05, Kontrol grubundaki hiicreler ile kiyaslandiginda)

Oil Red O boyama islemi yapildiktan sonra absorbans degerleri incelenerek
olgun adiposit hiicresine farklilasmis kontrol grubu hiicreleri ile farkli zaman
dilimlerinde paklitaksel verilen hiicreler karsilastirildi (Sekil 5.4) ve elde edilen

absorbans degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).
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Sekil 5.4. Paklitaksel Verilen Oncii Adipositlerin Farklilasmasi (*p<0.05)

5.3. Adipogenez Siirecinde Paklitakselin Gen Ifadesi Degisimlerine Olan
Etkisinin Belirlenmesi

Oncii adipositlerin 3 ara ile 15 giin boyunca Farklilasma Besiyeri ve 50nM
paklitaksel wverilerek farklilagtirllmas:t saglandiktan sonra hiicreler toplandi ve
paklitakselin gen ifadesi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla 15. giin sonunda
toplanan hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA izolasyonundan sonra
ornekler ters transkriptaz PCR kullanilarak cDNA’ya cevrildi. AZGP1 ve PPARy
geninin ekspresyon seviyesinin belirlenebilmesi i¢in RT-PCR reaksiyonu Cizelge
4.6’daki kosullarda gergeklestirildi. Gen ifade degisimi hesaplanirken goéreceli miktar
belirleme (relative quantitation) yontemi kullanildi. Gen ifade seviyesinin dl¢iimiinde
normalizasyon i¢in referans gen olarak GAPDH kullanildi. Kontrol grubundaki
farklilasmig adiposit hiicrelerinin ifade degeri 1 kabul edildi ve adiposit farklilagmas1
strecinde farklt zamanlarda paklitaksel verilerek farklilastirilan hiicrelerin

ifadesindeki degisim kat olarak ifade edildi.
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5.3.1. Adipogenez Siirecinde Paklitakselin AZGP1 Gen ifadesi Degisimine Olan
Etkisinin Belirlenmesi

Farklilagtirmanin ilk giiniinden itibaren 50 nM paklitaksel verilmis 0.giin 6ncii
adipositler ile kontrol grubu o6ncii adipositler kiyaslandiginda kaseksi ile iliskili
AZGP1 geninin, Sekil 5.5’teki gibi, 0.44 kat daha az ifadelenme gosterdigi tespit
edildi. Bununla birlikte, farklilastirmanin 3. giiniinden itibaren paklitaksel verilmis 3.
giin oncii adipositler ile kontrol grubuyla kiyaslandiginda AZGP1 geninin ifade
seviyesinde degisme olmadig1 gdzlemlendi. 6. giin, 9. giin ve 12. giin 6ncii adipositler
ile kontrol grubu kiyaslandiginda AZGP1 sirasiyla yaklasik 0.42 kat, 0.5 kat ve 0.36
kat daha az ifadelenme gosterdi. Ayrica gen ifade seviyesindeki degisim oranlar
istatiksel agidan degerlendirildi. Kontrol grubu 6ncii adipositler 0.giin, 3. giin, 6. giin,
9. giin ve 12. giin oncii adipositler ile kiyaslandiginda p degerleri sirasiyla 0.121,

0.777,0.703, 0.177 ve 0.068 olarak bulundu.

AZGP1
12

1 1,01
1
0.8
0,6

0,50
044 0,42
0, 0,36
O] I

KONTROL  0.GUN 3. GUN 6. GUN 9. GUN 12.GUN

~

Gen ifade Seviyesi (Kat Degisimi)

N

o

Sekil 5.5. Oncii Adipositlerde Farklilasma Sonucu AZGP1 Geninin Ifade

Seviyelerinin Analizi
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5.3.2. Adipogenez Siirecinde Paklitakselin PPARy Gen ifadesi Degisimine Olan
Etkisinin Belirlenmesi

Farklilagtirmanin ilk giiniinden itibaren 50 nM paklitaksel verilmig 0. giin 6ncii
adipositler ile kontrol grubu 6ncii adiposit hiicreleri kiyaslandiginda, Sekil 5.6’daki
gibi, adipogenez ile iliskili PPARy geni ifadesinin baskilandig: tespit edildi. Bununla
birlikte, farklilastirmanin 3. giiniinden itibaren paklitaksel verilmis 3. glin Oncii
adipositleri ile kontrol grubu ile kiyaslandiginda PPARy’nin 0.65 kat daha az
ifadelenme gosterdigi belirlendi. 6. giin Oncii adipositleri ile kontrol grubuyla
kiyaslandiginda PPARy’nin 0.9 kat daha az ifadelenme gosterdigi tespit edildi. Ancak
9. glin ve 12. giin hiicrelerinde bu oranin kontrol grubu 6ncii adipositlere kiyasla
sirastyla 2.29 ve 3.99 kat daha fazla ifadelenme gosterdi. Ayrica gen ifade
seviyesindeki degisim oranlar istatiksel agidan degerlendirildi. Kontrol grubu 6ncii
adipositleri 0. giin, 3. giin, 6. giin, 9. giin ve 12. giin 6ncii adipositler ile kiyaslandiginda
p degerleri sirasiyla 0.000, 0.100, 0.604, 0.015 ve 0.003 olarak bulundu.

PPARY

3,99

w
a1

w
[=)

*

2,29

1,00 0,90
’ 0,65
s *
0,03
0,0 —

KONTROL  0.GUN 3. GUN 6. GUN 9. GUN 12. GUN

Gen Ifade Seviyesi (Kat Degisimi)
- N N
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=
o

o
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Sekil 5.6. Oncii Adipositlerde Farklilasma Sonucu PPARy Geninin ifade Seviyelerinin
Analizi (*p<0.05)
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6. TARTISMA

Kanser kaseksisi, sadece iskelet kaslarini etkilemekle kalmayan ayn1 zamanda
adipoz doku kaybina da yol agan istemsiz kilo kaybi ile karakterize bir sendromdur
(Fearon et al, 2011). Kaseksi pek ¢ok doku ve organi etkilediginden performansi ve
sag kalimi diisiiriir, yasam kalitesini bozar, antikanser tedavilerin toksik etkisini arttirir
(van de Worp et al, 2020). Kanser sirasinda viicut agirligi kaybi, kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir. Kansere bagli kaseksinin yani sira, kemoterapi de viicut agirlig
kaybina neden olabilir. Yapilan ¢alismalarda cesitli kemoterapik ajanlarin viicut
agirligi kaybina (Hajjaji et al, 2012) ve kaseksiye neden olduklari bildirilmistir (Huang
et al, 2019). ZAG, kasektik hastalarda yiiksek olanda ifade edilen ve AZGP1 geni
tarafindan kodlanan bir yag katabolizmasinin ve kaseksinin bir belirtecidir (Mracek et
al, 2011). Hem in vitro hem in vivo ¢alismalarda adipoz dokuda artan ZAG ifadesi,
lipoliz, yag ve kilo kaybu ile iliskilendirilmistir (Kong et al, 2010). Kasektik hastalarda
dolasimda ytiksek oranda bulunurken obez bireylerde serum ZAG diizeylerinin arttig1
ve azaldigi bildirilmistir. Adipositlerin kahverengilesmesini UCP’lerin yukari
regiilasyonu yoluyla destekleyen ZAG, adipositlerde yag oksidasyonunu tetikler ve
enerji harcamasini arttirir (Russel et al, 2011). ZAG, o6ncii adipositlerde PPARy
C/ERBa’nin ekspresyonunu inhibe ederek adiposit farklilasmasini inhibe etmektedir
(Zhu et al, 2013; Xiao et al, 2017).

Bu tez calismasinda, kemoterapi ile kanser kaseksisinde adipoz doku kaybi
arasindaki iliskinin altinda yatan olas1 molekiiler mekanizmay1 degerlendirmek i¢in,
kemoterapik ajanlarin adipogenezi nasil etkiledigi, kaseksi yolagi olan AZGP1

ifadelenmesi yoluyla incelenmistir.

Adipojenik faktorlerin asagi regiilasyonu ve kanser kaseksinin varligina yanit
olarak adipogenezin olasi bozulmasi yakin zamanda bildirilmistir (Batista et al, 2013;
Bing et al, 2006). Bu baglamda, adiposit atrofisi ve adipoz doku yeniden sekillenmesi
kasekside iyi karakterize edilmesine ragmen, kaseksi tarafindan indiiklenen bu tiir
etkilerin dogrudan tiimor ve tiimdr konak iliskisi tarafindan salgilanan iirtinlerin bir

sonucu olup olmayacagi konusunda bir fikir birligi yoktur (Bing et al, 2006; Batista et
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al, 2016). Kanser kaseksisinin adipositler {izerindeki etkilerini taklit etmek igin bir
ortak kiiltlir sisteminde in vitro adipogenezin analiz edildigi bir ¢alismada, LLC
akciger karsinomu hiicreleri ile fare 6ncii adiposit 3T3-L1 hiicre hatt1 birlikte kiiltiire
edilmistir. LLC ortak kiiltiirti, 3T3-L1 fare dncii adiposit hiicrelerinde lipit birikiminin
ve hacminin azalmasini destekleyerek in vitro adipogenezi olumsuz etkilemistir.
Bunun sonucunda adipojenik ve lipolitik gen ifadelerinde asagi regiilasyon
gbozlemlenmistir. Ayrica hem timor hiicreleri hem de adipositler tarafindan
proinflamatuvar sitokin salgilanmasi yoluyla adiposit olgunlagsmasi inhibe
edilebilmektedir (Lopes et al, 2018). FABP3, perilipin, HSL ve ATGL gibi sadece
olgun adipositlerin ifade ettigi belirtegler, farklilasma siirecinde azalmig protein
ekspresyonu gostermistir (Lopes et al, 2018). Bu sebeple, adipositlerde gézlenen lipit
birikimi azalisinin, adipoz dokunun azalmasindan sorumlu ana faktorlerden biri olarak
kabul edilen artan lipoliz siirecinden degil, adipositlerin olgunlasmamasindan

kaynaklandigin belirtilmistir (Ryden et al, 2008; Tsoli et al, 2016).

Calismamizda insan Oncii adiposit hiicrelerinde farklilasmanin gergeklesip
gerceklesmedigini belirlemek icin Oil Red O boyama yontemini kullanilmistir ancak
farklilasmanin tespiti igin gliserol-3-fosfat dehidrogenaz aktivitesini 6l¢gmek ve insiilin
baglama metodu gibi ¢esitli yontemler de mevcuttur (Gamou and Shimizu, 1990).
Literatiirde en fazla kullanilan yontem Oil Red O boyama yontemi oldugu i¢in bu
yontem tercih edilmistir. Ayrica Oil Red O boyasi giivenilir, ucuz, kolay uygulanabilir
bir yontem olup mikroskop altinda lipit damlaciklarini kolayca goriilebildiginden bu

yontemin tercih sebeplerindendir.

Kanser ilerledik¢e hastalariin ¢ogu, artan lipoliz ve yag oksidasyonu, azalmis
lipogenez, bozulmus lipit birikimi ve adipogenezden kaynaklanabilecek viicut agirlig
ve adipoz doku yasar. Kemoterapdtik ilaclar, insan adiposit kok hiicrelerinin
adipojenik  farklilagmasin1  inhibe ederek adipoz dokuda adipogenezini
bozabilmektedir (Ebadi and Mazurak, 2014). Calismamizda, Oil Red O boyama
yontemi kullanilarak insan oOncli adiposit hiicrelerine verilen paklitakselin, lipit
birikimini ve adipogenezi baskiladig: tespit ettik. Bulgularimiz ile paralel sekilde
Choron ve arkadaglarmin hASC iizerinde yaptig1 ¢alismada, 1 pM paklitakselin
adipogenezi baskiladigin1 gosterilmistir (Choron et al, 2015). Ayrica ii¢ glin boyunca
2 uM sisplatin uygulanan adipoz dokudan tiiretilmis mezenkimal kok hiicrelerde

(ADSC) adipositlere, asteroitlere ve kondrositlere farklilasma yeteneklerini korunsa
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da sisplatin tedavisinden sonra adipojenik farklilasma yeteneginin 6nemli Olgiide
azalma oldugu tespit edilmistir (Chang et al, 2017). Kemoterapinin ADSC'lerin
farklilagsma yetenekleri {izerindeki etkisini in vivo arastirmak i¢in Chang ve arkadaslari
sisplatin bazli kemoterapi almis bir dondriin ADSC hiicrelerini incelemistir.
Kemoterapi alan dondriin ADSC'leri adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilagma yetenegi, kemoterapi almayan dondrle kiyaslandiginda adipojenik
farklilasma yeteneginin Onemli Olgiide azalttigi ancak osteojenik farklilasma
yeteneginin arttig1 gosterilmistir (Chang et al, 2017). Bununla birlikte, kanser
tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi miidahale kombinasyonlar1 birlikte
kullanildig1 bilinmektedir. Kemoterapi rejimleri farkli yolaklar1 hedefleyen cesitli
kemoterapi ajanlarin bir bilesimi olup aylar ve yillar icerisinde hastalara defalarca kez
verilebilmektedir (Dasari and Tchounwou, 2014). Bu nedenle in vitro kemoterapik
ajan tedavileri kasektik hastalarin klinik durumunu tam olarak temsil etmeyebilir

(Chang et al, 2017).

Calismamizda, farklilagsmanin 3. giiniinden itibaren verilen paklitakselin insan
oncii adiposit hiicrelerinde kontrol hiicreler ile kiyasla AZGP1 ifadelenmesinin
degismedigini ancak 0. giin, 6, giin, 9. gilin ve 12. giinden itibaren verilen paklitakselin
AZGP1 ifadelenmesini azalttigini tespit ettik ancak sonuglarimizin istatistiksel
degerlendirmesi anlamli degildi. Bao ve arkadaslarmin insan adipositlerinde ZAG
ifadelenmesi incelemek i¢in SGBS (Simpson-Golabi-Behmel sendromu) adipositlerini
kullanarak yaptigi ¢alismada, farklilasmanin indiiksiyonu 6ncesinde ZAG mRNA
sinyali saptanmazken indiiksiyon sonrasi 1. giinde ve sonrasinda ZAG mRNA sinyali
ters transkripsiyon PCR ile tespit edilmistir. Bu sayede, ZAG mRNA’nin yanlizca
olgun adiposit hiicrelerde meydana geldigini dogrulamislardir. Ayrica, ZAG gen
ifadelenmesindeki kantitatif degisiklikleri degerlendirmek icin RT-PCR ydntemi
kullanilarak ZAG mRNA seviyeleri indiiksiyon sonrast kademeli olarak arttig1 ve 8.
giinde pik (2. gline kiyasla 100 kattan fazla) yaptig1 saptamislardir. Ayn1 ¢alismada
ZAG ifadelenmesinin 6zellikle TNF-a ve PPARy reseptorii araciligiyla diizenlendigi
belirtilmistir (Bao et al, 2005). Zhu ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada ise, 3T3-L1 fare dncii
adipositlerine ZAG ekspresyon plazmidi transfeksiyonu sonrasinda, lipit birikiminin
azaldig1, farklilasmanin inhibe oldugu ve bununla birlikte, ZAG’in orta ve ge¢
farklilasma fazinda PPARy ve C/EBPa mRNA seviyelerini asagi regiile ettigi

bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda, ZAG’1n adiposit farklilagmasinin orta ve gec
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asamalarinda PPARy ve C/EBPa ekspresyonunu inhibe ederek adiposit farklilagsmasini
baskiladigin1 belirtmislerdir (Zhu et al, 2013). insan 6ncii adiposit hiicrelerine
uygulanan paklitaksel, adipogenezin erken evresinde AZGP1 ifadelenmesini
degistirmemis ancak ge¢ evresinde AZGP1 gen ifadelenmesi azaltarak farklh
molekiiler yolaklar tetiklemis ve kaseksiye potansiyel olarak katki saglamis olabilir.
AZGP1’in hangi molekiiler yolaklar ile kanser kaseksisinde rol aldigini1 belirlemek
icin daha fazla in vitro ve in vivo calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica gen
diizeyindeki bu bulgularin, ZAG protein seviyesindeki degisim ve muhtemel kaseksi

yolaklar1 saptanarak paklitaksel etkisinin daha iyi analiz edilmesi gerekmektedir.

Calismamizda, farklilagsmanin 0. giliniinden itibaren verilen paklitakselin insan
oncli adiposit hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla, PPARY ifadelenmesini anlamli
sekilde azalttiginm1 ancak farklilasmanin 9. ve 12. giiniinden itibaren verilen
paklitakselin insan Oncii adipositlerinde kontrol hiicrelerine kiyasla, PPARy
ifadelenmesini anlamli sekilde arttirdigini tespit ettik. Adiposit farklilagsmasinda yer
alan genlerin asag1 regiilasyonunda yer alan faktorlerin, kasektik adipoz dokuda
meydana gelen metabolik ve fonksiyonel degisikliklerde anahtar rol oynayabilecegi
g0z Oniine alindiginda (Batista et al, 2012), paklitakselin adipogenezin erken evresinde
PPARYy ifadelenmesini azaltmasi, kanser kageksisi gelisiminde kemoterapik ajanlarin
etkili olabilecegini diislindiirmiistiir. Bununla birlikte PPARY, yalnizca adipogenez
icin degil, ayn1 zamanda farklilasmis durumun siirdiiriilmesi i¢in de gerekli olan bir
transkripsiyon faktoriidiir (Rosen et al, 2000). Ayrica adiposit farklilasmasinin geg
sathasinda, farklilasmanin tamamlanmas: icin gerekli olan PPARy ve CEBPa’nin
ifadelerinde artis gerceklestigi bildirilmistir (Chu et al, 2014). PPARy, yag asit
esterizasyonu ve trigliserit sentezi i¢in gerekli olan enzimleri kodlayan genleri de
kontrol etmektedir (Rosen et al, 2000). Bu sebeple PPARy’nin baskilanmasi
adipositlerde trigliserit birikimini azaltmaktadir. Gen ifadesi analizinde ise
paklitakselin farklilagmanin ge¢ sathasinda, kontrol grubuna kiyasla PPARy ifadesini
anlaml olarak arttirdigini belirledik. Bunun artisin sebebi PPARy’nin adipogenezin
gec sathasinda etkin olmasi olabilecegi gibi paklitaksel uygulamasi kaynakli da
olabilir. Paklitaksel ve diger kemoterapik ajanlarin kaseksi durumunda, adipogenez
tizerindeki olasi etkilerini belirleyebilmek i¢in daha fazla calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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7. SONUC VE ONERILER

Adipogenez siirecinin farkli zaman dilimlerinde uygulanan paklitakselin
kaseksi tizerindeki etkisi, lipit birikimi ve kaseksi iliskili AZGP1 geni ifadelenmesi
yoluyla arastiritlmasi amaglanan bu ¢alismada, zaman bagimli uygulanan paklitakselin,
insan oncii adiposit hiicrelerinde adipogenezi ve lipit birikimini baskiladigi (p<0.05)
tespit edilmistir. Zaman bagimli olarak paklitaksel uygulamasi sonucunda, insan oncii
adipositlerde AZGP1 gen ifadesi; 0.giin, 6.giin, 9.glin ve 12.giin sirasiyla 0.42, 0.44,
0.5 ve 0.36 kat daha az ifadelenme gostermis ancak 3.giinde AZGP1 ifadelenmesinde
bir degisim olmamistir (p>0.05). Zaman bagimli olarak paklitaksel uygulamasi
sonucunda, insan oncii adipositlerinde PPARy gen ifadesi; 0.giin, 3.giin ve 6.giin
strastyla 0.03 (p<0.05), 0.65 ve 0.9 kat daha az ifadelenme gostermis ancak 9.giin ve
12.giinde sirastyla 2.29 (p=0.015) ve 3.99 (p=0.003) kat daha fazla ifadelenme

gosterdigi belirlenmistir.

Paklitakselin lipit birikimi ve adipogenezi baskilayici etkisi, kanser tedavisinde
kullanilan diger kemoterapi ajanlar ile yapilacak ¢aligmalar ile desteklenmelidir.

Paklitakselin lipit birikimini baskilayici etkisi, kaseksi iliskili AZGP1 ve
adipogenez iligkili PPARy geni ifadesindeki degisim araciligiyla farkli molekiiler
yolaklar tetiklemis ve kaseksiye potansiyel olarak katki saglamis olabilir. Bu sebeple
paklitakselin kaseksi lizerindeki etkisi muhtemel kaseksi yolaklari tespit edilerek daha
detayli incelenmelidir.

Kanser tedavisinde farkli yolaklart hedefleyen kemoterapi ajanlar radyoterapi,
immiinoterapi gibi antikanser tedaviler ve diger kemoterapi rejimleriyle kombinasyon
seklinde uygulanabilir ve hastanin klinik durumunun seyrine gore farkli araliklarla
defalarca kez verilebilir. Bu gibi durumda in vitro kemoterapik ajan tedavilerinin
kaseksi tizerindeki etkisi, hastanin Klinik durumu tam olarak temsil etmeyebilir. Bu
sebeple, in vitro ¢alisma sonuglarinin, hayvan ve insan arastirma modellerinden elde
edilecek veriler ile karsilastirlmasi ve paklitaksel ile diger kemoterapik ajanlarin

kaseksi tizerindeki etkisinin daha ayrintili analiz edilmesi gerekmektedir.
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Gen diizeyinde yapilan bu c¢alismanin sonraki asamalarinda paklitakselin
kaseksi tlizerindeki etkisi, kaseksi biyobelirte¢lerinden olan ZAG proteini diizeyinde
incelenmeli ve adipogenezde rol alan diger transkripsiyon faktorlerinden C/EBPa ve

C/EBPp’nin gen ifadesindeki degisim tespit edilmelidir.
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