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ONSOZ

Son yillarda yapilan deneysel caligmalarin, tim toplumlarda goriilme orani
hizla artan ve insiilin direnci ile karakterize metabolik bozukluklarin molekiiler
mekanizmalarinin anlasilmasina yogunlastig1 goriillmektedir. Memelilerde metabolik
bozukluklarin kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliskisi oldugu da bildirilmektedir. Cinko
iyonu [Zn*?] canlilar icin esansiyeldir ve hiicrelerin tiim yapisal ve diizenleme
mekanizmalarinda aktif rol oynamaktadir. Hiicre ici serbest ¢inko([Zn*2]i) miktarinin
metabolik bozukluklara bagli olarak arttig1 ve bu artislarda gesitli Zn*?-tastyicilarmin
rol oynayabildigi gosterilmistir. Bu ¢alismada, bu grup tasiyicilardan ZnT6(SIc30a6)
ve ZnT7(S1c30a7) tastyicilarinin proteinlerinin sigan kardiyomiyosit hiicre hatlarinda
(H9c2) insiilin direncine bagl olarak transkripsiyon ve translasyon ifadelerinin

degisimi ile bu genlerin histon proteinleri iizerindeki etkileri incelenmistir.

Bu tez calismamda danigmanligimi istlenen, tez ¢alismamin gergeklesmesi
icin her tiirlii olanag1 saglayan, bilgisi ve tecriibesi ile beni akademik hayata hazirlayan
degerli tez danigmanlarim Dog. Dr. Erkan TUNCAY ve Prof. Dr. Belma TURAN ile
Anabilim Dali Bagskanimiz Prof. Dr. K. Can AKCALTI’ya ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans caligmalarim sirasinda emekleri ve mesaileri gegen her zaman
yamimda olan Dr. Yusuf OLGARa, Dr. Aysegiil DURAK ’a, Ar. Gér. Giil SIMSEK ’e,
Siileyman TUSTAS’a Mehmet Ali OZKUL ’a, Hilal HARAR’a tesekkiir ederim.

Yine yiiksek lisans tez caligmalarim siiresince tanistigim ve ailem olarak
gbrdiigiim, her zaman yanimda olduklarini hissettiren ve manevi desteklerini
esirgemeyen canim arkadaslarim Bengisu Kevser BULDUK ve Kardelen GENC’e

tesekkiir ederim.
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Sevgisini ve merhametini asla esirgemeden tiim duygusal yiiklerimi benimle
yiiklenen ve beni asla yalniz birakmayan birtanecik annem Rukiye KOCAK’a ve bana
her zaman sevgisi ile destek veren ve yalniz birakmayan hayat arkadagim sevgili

Kubilay ALKAY A’ya tesekkiir ederim.

Uykusuz kaldigim gecelerde bana horlamalart ile eslik eden kedim Bulut’a
sevimliligi i¢in tesekkiir ederim. Yiiksek lisans siiresince gegirdigim ii¢ senede
kendime acimasiz davrandigim i¢in kendimden 6ziir dilerim ve kendime olan inancimi

hi¢ kaybetmedigim i¢in kendime tesekkiir ederim.

Vi
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1. GIRIS

1.1. Kalbin yapisi

Kalp viicutta toplardamarlar ile gelen kani alip, atardamarlar ile tim doku ve
organlara kan pompalayan, kas yapida bulunan gii¢lii bir pompadir.(Kent, 1893)
Epikard, miyokard ve endokard katmanlarindan olusan kalp metabolik siireclerde
ortaya cikan atiklarin, zararli maddelerin temizlenmesini, organizmanin sicakliginin
ve pH seviyesinin korunmasini saglamaktadir (Boldt, 2001; Kent, 1893). Sekil 1.1°de
de gortildigi tizere kalp; sag kulakgik (atrium), sol kulakgik (atrium), sag karincik
(ventrikiil) ve sol karinciktan olusan dort odaciktan, iki atriyoventrikiiler kapak, iki
biiyiikk damar kapagindan, temiz kani tagiyan koroner arter ve kirli kani getiren toplar
damarlardan olusmaktadir(Boldt, 2001; Granger ve Emambokus, 2015).

Vena kava > o Pulmoner arter

Mitral kapak
Aortik seminular
kapak

Sol ventrikal

Sekil 1.1: Kalbin yapisi. Kalbin i¢ yapist ve damarlari, temiz kan ve kirli kanm tasginimi
gosterilmektedir.

Kalbin beslenmesini saglayan koroner damarlar, uyar1 ve ileti sistemine ait

hiicreler ve néronlar miyokardiyum tabakada bulunur. Kalbin kasilmasini saglayan



sistemde; sinoatriyal diigim, atriyoventrikiiler demet, atriyoventrikiiler digiim ve
purkinje lifleri bulunmaktadir ve bu dort yap1 uyart ve iletim sistemini olusturmaktadir
(Boldt, 2001). Kalpte her iki kisim da ayni diizeyde kan pompalamasina karsin sol
ventrikiildeki kaslarin daha kalin oldugu bilinmektedir ve sol ventrikiil yapinin
diyabetik hastalarda anormallikler gosterdigi bilinmektedir (Boldt, 2001; Hinton ve
Yutzey, 2011).

1.2. insiilin ve insiilin Direnci

Insiilin, pankreas organindaki beta hiicrelerinden salgilanan molekiiler agirlig
yaklastk 6kDa olan bir hormondur. Insiilin, hiicrelerde insiilin reseptdrlerine
baglanarak glikoz tastyici proteinleri (GLUT) igeren vezikiillerin hiicre zarina dogru
hareketini saglar ve enerji kaynagi olan glikozun hiicre i¢ine tasinmasina katkida
bulunur.(Leto ve Saltiel, 2012). Sekil 1.2.’de insiilin reseptorii ve hiicre igine glikoz
alimin1 gosteren sema verilmistir. Bir organizmada insiiline karsi; karbonhidrat,
protein, lipit mekanizmalarinin yani metabolik mekanizmalarin etkilerinde ve
hiicrelerin biiylime ve farklilagma, gen ifadesinin diizenlenmesi gibi etkilerini de
kapsayan birgok organ sistemini etkileyen biyolojik bir bozulma goriilmesi durumu,

insiilin direncini tanimlayabilir (Altunoglu, 2012; Olgar ve ark., 2018).
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Sekil 1.2: Insiilinin insiilin reseptdriine baglanarak hiicre icine glikoz alimmn saglamasinin sematik
gbsterimi. Insiilinin reseptdriine baglanmasi ile reseptdriin tirozin-kinaz bélgesinin aktiflesmesini
saglar. Bu aktivasyon hiicre i¢inde birgok protein kaskadin da aktiflesmesine neden olur ve glikoz
tastyici proteinlerini (GLUT) igeren vezikiillerin hiicre zarina tasinmasini hizlandirarak glikozun hiicre
icine alinmasini saglar.

Lipit metabolizmasinin ortamda bulunan serbest yag asitlerine bagli oldugu
sOylenebilmektedir. Hiicrelerdeki yag asidi arzinin artmas: ile trigliserit ve yag asidi
dongiisii degismekte, mitokondriyal bozulmalar goriilebilmektedir. Mitokondriyal
boliimlerin aktivitesinin, diyabetli hastalarin ve insiilin direnci modeli olusturulmus
hayvanlarin kalp hiicrelerinde diisiik oldugu goézlemlenmistir(Ormazabal ve ark.,
2018). Insiilin direnci durumunda hiicrelerin metabolik siirecleri ydnetememesi s6z
konusudur. Ayni zamanda insiilin direnci durumunda organizma glikozdan alinacak
olan enerjiden mahrum kalarak ondan faydalanamamaktadir. insiilin direnci organ
diizeyinde yapi, metabolizma ve fonksiyon bozukluklarina sebep olmaktadir. Uzun
stireli goriilen insiilin direncinin tip 2 diyabete, kardiyovaskiiler hastaliklara,
hipertansiyona ve hatta, kontrolsiiz béliinebilen hiicrelere neden oldugu
bildirilmektedir(Ormazabal ve ark., 2018; Patel ve ark., 2016). Insiilin direnci
patogenezi neden olabilecegi hastaliklardan daha once olugmaktadir ve bu yikici
hastaliklarm ilerlemesine de katkida bulunabilecektir. Insiilin direnci hakkinda uzun
zamandir aragtirmalar yiiriitiilmektedir ve hakkinda hala agiklanamamis durumlar

bulunmaktadir. Bu yikici hastaliklarin tedavisi amaciyla insiilin direnci durumuna yol



acan mekanizmalarin anlagilmasi 6nem arz etmektedir(Altunoglu, 2012; Morisco ve

ark., 2007; Patel ve ark., 2016; Smidt ve ark., 2016).

1.3.Kardiyovaskiiler Hastahklar ve Insiilin Direnci

Diinyada morbidite ve mortalitenin baslica nedenlerinden biri olan
kardiyovaskiiler hastaliga neden olan en énemli faktorlerden biri insiilin direncidir.
Insiilin direnci gozlenen organizmada hiicre ici sinyalizasyondaki bozulmalar,
hiicrenin enerji liretmek i¢in kullandig1 substratlarin degisimi, bozulmus regiilasyonu
ve miyokardlara farkli iletim gOstermesi ile kardiyovaskiiler hastaliklar
tetiklenebilmektedir(Granger ve Emambokus, 2015; Ormazabal ve ark., 2018). Insiilin
direnci gibi metabolik bozuklukluklara sahip organizmalarin, plazma membranlarinda
esterlenmemis yag asitleri yiiksek diizeyde goriilmiistiir. Artan yag asidi miktarina
ragmen, diyabetik kardiyomiyopatide yag asidi arzi da artis gosterir. Yag asidi ile
yiiksek enerji iiretimi yapabilmek amaciyla artan arzla beraber kalp hiicreleri,
trigliserit, serbest yag asitleri, karbonhidratlar, keton cisimcikleri, aminoasitler gibi

maddeleri kullanma egilimi gosterirler(Olgar ve ark., 2018).

Hiicrelerin ATP iiretimi; substratin ortamda bulunma haline, hormonal etkilere
ve enerji harcama ihtiyacina gore degisen bir faktordiir. Kalbin ATP {iretimi i¢in enerji
substratlari kullanabilme tercihi “metabolik esneklik™ olarak isimlendirilmektedir.
Insiilin direnci gelistiginde kalpteki enerji metabolizmasmin degistigi, metabolik
esnekligin bozuldugu, azalmig ATP {iretimi gozlenmistir ve reaktif oksijen tiirlerinde
artig goriilmiistiir(Okatan ve ark., 2019). Yag asitlerinin artisinin, miyokardiyal yag
alimini artiran bir etkiye neden olmasinin yaninda ayrica insiilin aracili glikoz alimini
azaltmaktadir. Bu baglamda miyokardiyal enerji tiiretimine yonelik kullanilan
substratin degistigi ve neredeyse tamamen yag asidi oksidasyonuna bagli oldugu

gozlemlenir(Makrecka-Kuka ve ark., 2020). Ancak artan yag asidi oksidasyonu istegi

mitokondrinin kapasitesini agmasina neden olur ve kardiyomiyositlerde ara {iriin



birikimi baglar. Biriken ara iiriinler ortada bir lipotoksisite olustururlar. Lipotoksisite
olusumu; hiicrede reaktif oksijen ve nitrojen friinlerinin birikimine, sitozol ve
mitokondride kalsiyum ve ¢inko homeostazinin bozulmasina, endoplazmik retikulum
stresine neden olmaktadir(Makrecka-Kuka ve ark., 2020; Ormazabal ve ark., 2018).
Serbest yag asitlerinin plazmadaki artis1 ile kardiyovaskiiler hastaliklar

iliskilendirilmistir(Kim ve ark., 2017; Makrecka-Kuka ve ark., 2020).

Yine metabolik rahatsizliklar yasayan organizmalarin dolagimlarinda bulunan
cinko iyonu (Zn*?) seviyelerinde azalma goriiliirken hiicre ici serbest ¢inko ([Zn*?]i)
seviyelerinde artis goriilmiistir. Bu baglamda hiicre icinde gergeklesebilecek
streclerde ¢inko homeostazinin  bozulmasinnin ¢esitli sinyal yolaklarinin
etkilenmesine neden olacagi goézlenmistir. Cinko homeostazinin bozulmasi
durumunda kalp dokularinda hasarlar oldugu da gozlemlenmistir. (Makrecka-Kuka ve
ark., 2020; Norouzi ve ark., 2017).

Bu ¢aligmada kullanilan H9¢2 hiicre hatlarinin, enerji metabolizmasi 6zellikleri
bakimindan normal birincil kardiyomiyositler ile ¢ok benzer oldugu daha oOnce
gozlemlenmistir. H9c2 hiicre hatlarinda insiilin direnci modelinde oksidatif stresin
arttigl, mitokondriyal disfonksiyon olustugu ve hiicre i¢i Ca*? homeostazinin
bozuklugu daha once goriilmiistiir. (Baidyuk ve ark., 2012; Kuznetsov ve ark., 2015;
Watkins ve ark., 2011).

1.4. Cinko ve Cinko Tasiyic1 Proteinler

Cinko; viicut stvilarinda, dokularda, organlarda bulunan yapisal ve diizenleyici
bir eser elementtir. Bu mineralin bir¢ok hiicresel sinyal yolaginda kritik bir kofaktor
olarak gorev aldig1 bilinmektedir. Cinko, genetik stabilizasyon ve fonksiyonunda ¢ok

onemli rol oynar. Biiylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar gibi hiicre



metabolizmasint  koruyan maddelerin  etkisine benzer etkiler gosterdigi

bildirilmistir(Norouzi ve ark., 2017; Turan ve Tuncay, 2021).

Zn*2, membran yapilarindan kolaylikla gecememesi nedeniyle hiicre ve
organellerin zarlarinda ¢inkoyu igeriye ve disariya tasimak amaciyla 6zellesmis ¢inko
tasiyict proteinlere ihtiyag vardir. Zn*?’nin organellere dagilimi ve hiicresel
konsantrasyonu fizyolojik araliklar ile korunmak zorundadir. Bu Zn*? homeostatik
mekanizmast hiicre zarindaki ve organellerdeki Zn*?-tastyicilar sayesinde siki sekilde
korunmaktadir (Myers ve ark., 2012). Memelilerde iki temel Zn*?-tasiyic1 protein
ailesi bulunmaktadir ve bunlar Slc30(ZnT) ve Slc39(Zip) proteinleridir. Bu proteinler

sayesinde hiicresel Zn*?’

nin depolanmasi ve salinmasi diizenlenmektedir. Slc30(Znt)
proteinleri sitoplazmik [Zn*?] arttiginda organellere ve hiicre disina Zn*? tagmnmasini,
Slc39(Zip) proteinleri ise sitoplazmadaki [Zn*?] azaldiginda organellerden
sitoplazmaya veya hiicre disindan hiicre icine Zn*? aliminda gérev alirlar. Slc30 ve
S1c39 ailelerinin hiicreye ve dokuya 6zgi ifade edildikleri bilinmektedir (Kirschke ve
Huang, 2003; Myers ve ark. 2012; Norouzi ve ark., 2017). Zn*?-tasiyicilarm
endoplazmik retikulumda, mitokondride, insiilin graniillerinde, golgi cisimcigi
zarinda, endozomda, lizozomda ve sinaptik vezikiillerde lokalize oldugu ve ¢inko
tastyicilarin gen ifadelerindeki degisiklikleri ile organellerde degisikliklere neden
oldugu daha 6nce gozlenmistir (Myers ve ark., 2017; Tuncay ve ark., 2019; Tuncay ve
ark., 2017; Turan ve Tuncay, 2021). Hiicrelerde fizyolojik agir metalleri tiyol aracilig
ile tutma gorevi olan ve bir Zn*? deposu olarak bilinen metallotioneinler, sistein
acisindan zengin protein ailesidir. Hiicrelerde bulunan fazla Zn*?’yi tutabilmekte ve
hiicrenin  ihtiyag¢  duydugunda  sitoplazmaya  salinmasmi  saglamaktadir.
Metallotiyoneinlerin reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) kaynaklanan hasarlar1 azalttigi
ve hiicrelerde Zn*? toksisitesine kars1 koruyucu islevleri ile baglantili rolleri oldugu

bildirilmistir (Ayaz ve Turan, 2006).
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Sekil 1.3: Cinko tasiyic1 proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonlarinin gosterimi. Sitoplazmik ¢inko
iyonunu[Zn*?]  azaltici olarak ZnT ve sitoplazmadaki ¢inkoyu artirict olarak ZIP proteinleri
gosterilmistir(Myers ve ark., 2012).

Kardiyomiyositlerde sitoplazmadaki [Zn*?]i seviyesinin 1 nM’den daha az
oldugu ol¢iilmiistiir, ancak metabolizmaya bagli sorunlar olustugunda sitoplazmadaki
serbest ¢inkonun arttig1 goriilmiistiir. Sitoplazmadaki [Zn*?]i‘nin diizensiz bir sekilde
artis1, hiicrenin zararli ROS ve RNS daha fazla tiretmesine neden olmaktadir(Turan ve
ark., 1997; Turan ve Tuncay, 2017) Sigan kardiyomiyositlerinde yapilan arastirmaya
gore, [Zn™?]i artinldiginda hiicrelerde [Ca*?] dinamiklerinin bozuldugu ve aksiyon
potansiyeli repolarizasyon siiresinin uzadigr ve hatta aritmilere neden oldugu

gozlemlenmistir (Degirmenci ve ark., 2018).



1.5. Zn*2-tagiyic1 Proteinlerin Metabolik Bozulmalar ile iliskisi

Literatiirler tarandiginda, kalpte hangi tip ¢inko tasiyici proteinlerin [Zn*?];
degisimi ile diizenlendigi, yapilan c¢alismalarla sinirhdir ve net bir sekilde
aciklanmamistir. Elde edilen bulgularda, hiicre i¢i kalsiyum deposu olarak gdsterilen
sarkoplazmik retikulumun ayni1 zamanda Zn*? deposu da oldugu ve bunun hiicre igi
[Zn*?)i degisimlerine dnemli bir katkida bulundugu gésterilmistir(Tuncay ve ark.,
2019; Turan ve Tuncay, 2021). Bu nedenle [Zn*?]i diizenlenmesinde depolardan veya
bagh proteinlerden salinan Zn*? ile hiicre disindan sitoplazmaya tasinan Zn*?’nun
biiyiik 6nemi vardir. Son verilere gére, Zn*?’nun insiilin sinyal yolaklar1 ve glisemik
kontrol yolaklar1 ile baglantilhi oldugunun goriilmesi [Zn*?]i ‘nun metabolik
rahatsizliklar ile de iliskili olabilecegi diisiincesini dogurmustur (Makrecka-Kuka ve
ark., 2020). Diyabetik hastalarda, idrar ile Zn*?kayb1 durumuna bagl olarak dolasimda
ciddi bir Zn*? eksikligi goriilmektedir (Jansen ve ark., 2009). Ayni zamanda diyabetik
sican kalp hiicrelerinde metallotioneinlerde azalma ve [Zn*?]’ de artma

gozlemlenmistir (Ayaz ve Turan, 2006)

Zn*?’nun hiicre igerisine alimini, dagilimi ve depolanmasi arastirilmis ve bazi
Zn*2-tastyicilarinin metabolik siireglerde etkili olabilecegi fark edilmistir. [Zn*?]i ve
Zn*2-tagiyict  proteinlerin insiiline yanit veren dokulardaki metabolizmanin
homeostazinda rol oynadig1 goriilmiistiir. Klinik olarak Zn*? takviyesi yapilmis tip2
diyabetik hastalarda yag asidi oksidasyonunun azaldigi ve bu baglamda koroner kalp
hastalarindaki 6liim oranini diistirdiigii gézlenmistir (Jansen ve ark., 2009; Soinio ve
ark., 2007). Arastirmalarda, Zn*2-tasiyicist1 ZnT8’nin pankreatik beta hiicrelerinde
insiilin metabolizmasinda kritik oldugu bulunmustur. ZnT8’in susturuldugu
durumlarda Zn*? homeostazinin bozulmas, insiilin salimminda artma ve ardindan
glikoz toleransinin bozuldugu goriilmiistiir. Bu nedenle ZnT8in insiilin direnci adina

gerekli oldugu diisiiniilmiis ve diger Zn*2-tasiyicilariin da insiilin metabolizmasinda



olasi etkilerinin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Norouzi ve ark., 2017; Smidt
ve ark., 2016).

Yine literatiir taramalarinda, kalp organinda ZnT6 (SLC30A6) ve ZnT7
(SLC30A7) genlerinin ifade edildigi goriilmiistiir. ZnT6’nin hiicredeki sitoplazmik

[Zn*?] seviyelerini diizenlemekteki en &nemli islevi, Zn*%

nun trans golgi agindan
sitoplazmik vezikiillere aktarilmasi ve plazma membrani iizerindeki ZnT6’lar ile hiicre
disina ¢ikarilmasi olarak disiiniilmektedir. Bobrek ile néronlarda ZnT6’nin daha ¢ok
periniikleer bolgede ve hiicre zarinda lokalize olurken prostat epitel hiicreleri gibi diger
hiicre tiplerinde golgide lokalize oldugu gosterilmistir (Huang ve ark., 2002; Olesen
ve ark., 2016). ZnT6’nin Zn*? tasima aktivitesinin vahsi ve mutant tip maya

+25

hiicrelerindeki analizi yapildiginda sitoplazmadaki Zn™*’nu hiicre disina tasiyarak
azaltma istegi oldugu gorilmistir (Huang ve ark., 2002). Ayni zamanda
sitoplazmadaki Zn*#’nu azaltmak amaciyla golgiye tasidigi da anlasilmistir. ZnT6
geninin mRNA diizeyindeki ifadesi ve protein iiretiminin miktar1 dokulara goére
farklilik gostermektedir. ZnT6 mRNA’sinin en ¢ok beyin, karaciger ve ince bagirsakta
tiretildigi goriilmiistiir ancak ZnT6 proteini karacigerde saptanamamistir. Akcigerde
ZnT6 mRNA’simin oldukga az ifade edilmesinin yaninda fazla miktarda ZnT6 proteini
ile kars1 karsiya gelinmektedir. Boylece ZnT6’nin dokuya gore protein iiretimi
kontrolii saglandigi gosterilmistir (Kambe ve ark., 2004). Yakinlarda yapilan
caligmalarda, ZnT7’nin endoplazmik retikulumda, golgide ve mitokondride lokalize
oldugu ve metabolik sendromda hiicre i¢i [Zn*?]i diizenlenmesi ile mitokondri
fonksiyonlariin diizenlenmesinde rol aldigi gosterilmistir (Kirschke ve Huang, 2003;
Tuncay ve ark., 2017; Turan ve Tuncay, 2021). Yashlik durumunda Zn*-tasiyicisi
ZnT7’nin yeniden lokalizasyonu ile mitokondride arttigi, endoplazmik retikulumda

azaldig1 goriilmistiir (Olgar ve ark., 2019)

Yapilan caligmalarda, tip2 diyabetli post menopozlu kadinlarda, bir metabolik

sendrom belirtisi olan viicut kitle indeksi yliksek olan hastalarda ve Alzheimer belirtisi



olan yashlarda ZnT6 seviyesi ile birlikte dolasimda ¢inko seviyesinin azaldigi
gozlemlenmistir(Beyer ve ark., 2012). Olesen ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklari
calismada, insan beyninde artan viicut Kitle indeksine bagli olarak, ZnT6 mRNA
seviyelerinde kayda deger bir azalma oldugunu gériilmiistiir (Olesen ve ark., 2016).
Bu durum; metabolik rahatsizliklarin Zn*2-homeostazimi etkileyebilir potansiyelde

oldugunu diistindiirmektedir.

Foster ve ark., Zn*2--homeostazinin bozulmasi ve artan oksidatif stresin tip2
diyabet, insiilin direnci gibi metabolik rahatsizliklarda 6nemli rolii oldugunu ileri
stirmiiglerdir (Foster ve ark., 2014). Huang ve ark. ZnT7 geninin susturuldugu
farelerde oral glikoz tolerans testi yapip insiilin direnci dlgtiiklerinde siddetli glikoz
toleransi sonucunu almiglardir. Yine ayni ¢alismada; bir sican iskelet kas1 L6 hiicre
hattinda ZnT7’nin asir1 ekspresyonunun Irs2 gen ifadesini artirdigi, Irs2 ve Akt
genlerinin fosforile ederek glikoz alimini artirdigr ifade edilmistir(Huang ve ark.,
2002; Huang ve ark., 2012).

Insiilin direnci durumunda Zn*-tastyic1 proteinlerinin metabolik siiregteki
mekanizmalarmin nasil degistigini bilmek onemlidir. Hiicrelerde [Zn*?]i; glikoz
tasinimi, glikojen sentezi, lipogenezi diizenlemesi gibi metabolik yolaklar ile iliskilidir
ve hiicre Zn*? homeostazinin kontroliinii saglayan Zn*-tasiyici proteinlerinin insiilin
ile ilgili olumsuz siireglerde, Zn*>’nun anormal depolanmasi veya salinmasi gibi
durumlari, metabolik siireglerdeki islevlerini gézlemlemek gerekmektedir. Hiicrelerde
Zn*#nun epigenetik enzimler icin bir kofaktdr gorevi gordiigii, bir modiilatdr odugu
bilinmektedir. Boylece, Zn*? bu fonksiyonel gorevi ile aktif veya allosterik bolgelere
baglandig1 icin cinko tasiyict proteinlerin de epigenetik regiilasyonlarda rolii oldugu
diistiniilmektedir fakat ¢inko tasiyici proteinler ve epigenetik hakkinda c¢ok
¢alisiilmamustir (Brito ve ark., 2020; Cousins ve ark., 2003; G, 2004; Norouzi ve ark.,

2017).
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1.6. Epigenetik ve Metabolizma

Epigenetik, DNA sekansindaki degisikliklerden kaynaklanmayan, kalitimsal
aktarilabilen gen ifade degisikliklerini arastiran bilim dalidir. DNA paketlenmesi,
hiicreler i¢in ¢ok Snemlidir. DNA hiicrenin ¢apinin yiiz bin kati uzunluktadir ve
katlanarak hiicrenin diger yasam fonksiyonlarini yerine getirebilecek bir alan
yaratilmasi gerekmektedir. Ayrica, hiicre boliinmesinde kardes kromatitlerin kusursuz
ayrilmalarin1 saglayabilmek amaciyla, DNA’nin boliinme esnasinda yasanabilecek
sorunlardan  kurtulabilmesi ~ amaciyla  bazi  proteinler ile  katlanmasi
gerceklesmelidir(Rosen ve ark., 2018)Kromozomal DNA’nin paketlenmesinde histon
ad1 verilen proteinler gorev almaktadir. Makaraya sarili bir iplik gibi, bir protein
merkez ve etrafina saritli DNA’dan olusan yapiya niikleozom denmektedir. Bir
niikleozom H2A, H2B, H3 ve H4’ den olusan bazik protein ailesinin her iiyesinden
birer ¢ift olmak iizere sekiz histon molekiiliinden olusan bir oktomer ve bunlarin
etrafina sarilmis DNA baz ¢iftlerinden meydana gelmektedir. H1 histon proteini
DNA ’ya niikleozomun merkezinin giris ve ¢ikiglarindan baglanmaktadir(Berk ve ark.,
2007). Gen ifadesi ve kromatin yapisi, kromatin modifikasyonlarindan histon
modifikasyonlart histon lizin asetilasyon ve metilasyonu seklinde olmaktadir.
Kromatinin yeniden sekillenmesi ve DNA’nmin histon proteinleri tarafindan
niikleozomal katlanmasindaki degisiklikler, hiicre fonksiyonunu, farklilasmasini ve
proliferasyonunu etkileyerek gen ifadesinin diizenlenmesine neden olur(Unal ve ark.,
2017). Genelde niikleozomda pozitif yiike sahip, diisiik asetilasyon seviyesinde olan
histon proteinleri, fosfat gruplar1 nedeniyle negatif yilike sahip olan DNA’ya siki bir
sekilde baglanmislardir. Bu baglanma ile transkripsiyonel olarak aktif olmayan bir
kromatin olusur. Bu asamalarda kullanilan enzimler histon asetiltransferazlar, histon
metiltransferazlar, histon deasetilazlar ve histon demetilazlardir.  Epigenetik
modifikasyonlarla calisma ydntemlerinden DNA metilasyonunun tespiti ile ilgili
olarak genel olarak bisiilfit muamelesi, histon modifikasyonlar1 i¢in kromatin

immiinopresipitasyonu uygulanan ydntemlerdendir. DNA metilasyonu ile histon
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modifikasyonlari arasindaki iliskinin geri doniisiimlii ve/veya birbirine bagimli oldugu

diisiiniilmektedir (Berk ve ark., 2007; Unal ve ark., 2017).

Gen ekspresyonunda rol oynayan bazi transkripsiyon faktorlerinin, genomda
ifade edilecek bolgelere baglanabilmesi i¢in ¢inkoya ihtiya¢ duydugu bildirilmektedir.
Histon asetiltransfetazlar, histon demetilazlar, DNA metiltransferazlar, histon
deasetilazlar gibi baz1 epigenetik enzimlerin aktivasyonu i¢in Zn*2-parmak bolgelerine
Zn*? baglanmas1 gerekir. Ortamdaki Zn*? fazla olmasi bu enzimlerin aktivitesini
etkilemektedir (Berthelet ve ark., 2021; Hook ve ark., 2002).

Histon modifikasyonlarinda; histon lizin veya arginin rezidiilerinde goriilen
enzimatik  degisimler metabolik rahatsizliklar, norodejeneratif hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi hastaliklar ile iliskilendirilmektedir. Tip2 diyabet
gelisiminde, histon proteinlerinin modifikasyonlari ve kromatin yeniden sekillenmesi
gibi epigenetik degisimlerin 6nemli rol oynadig: bildirilmistir(Navik ve ark., 2019).
Histon proteinleri iizerinde lizin ve arginin rezidiileri fazlasiyla bulunmaktadir ve
translasyon agamasindan sonra katlanarak modifiye edilmektedir(Berk ve ark., 2007).
Cogunlukla histon lizin proteininde goriilen asetilasyon gen ifadesinin
gerceklesmesine; histon lizin proteininde goriilen deasetilasyon ise gen ifadesinin
baskilanmasimma neden olmaktadir ancak histon lizin proteininde gergeklesecek
metilasyon sonucunda gen ifadesi baskilanma veya aktivasyon gibi iki duruma neden
olabilmektedir. Ayn1 zamanda goriilecek olan histon lizin metilasyon durumu histonun
yerine, metilasyonun miktarma gére de degisecektir. Histonlarin aminoasitlerinde
gerceklesen metilasyonu anlamak amaciyla beraber ¢alistiklar1  enzimler
arastirilmustir. Tlk histon demetilazin bulunmasi, karakterizasyonu ve izolasyonu uzun
yillar almistir. LSD1/KDMI1 aminoksidaz siiperailesine ait olan bir histon
demetilasyon enzimidir. FAD’ye baglanarak lizin rezidiilerinde demetilasyona neden
olmaktadir. LSD1’in gelisimsel siiregleri diizenleyen bir enzim olarak transkripsiyon

faktorlerini etkiledigi ve hiicrenin gelisim siireglerinde etkili oldugu bilinmektedir.
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Ancak LSD1’in gen ifadesinin stabilizasyonunun bozulmasi organizmalar igin
patalojik siireglerin zeminini hazirladig: literatiirde goriilmiistiir. Son ¢aligmalarda
LSD1 miktarinin diizensiz artisinin, kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden oldugu
bildirilmistir(Ancelin ve ark., 2016; Lim ve ark., 2010; Pilotto ve ark., 2016). Bir lizin
rezidiisiiniin mono-, di-, veya trimetile olabildigi bilinmektedir ve her {i¢ form da farkli
fonksiyonel sonuglara neden olabilmektedir. Karakterizasyonu yapilmis ve en iyi
bilinen histon bdlgeleri niikkleozomda ¢ikint1 yapmis olan histon H3’iin lisin rezidiileri
(Lys-4, Lys-9, Lys-27, Lys-36) ve histon H4’lin arginin rezidiisi Arg-3 de de
goriildiigii tizere histonlarin N terminal uglarinda bulunmaktadir(Smith ve Denu,
2009). H3K36 metilasyonu, H3 histonunda lizim aminoasitinin 36. rezidiisiinde
gerceklesen metilasyondur. Okaryotik hiicrelerde H3K36me yiiksek oranda
korunmakta olan bir histon metilasyonudur ve stabilitesi kromatin organizasyonu igin
onemlidir(Lam ve ark., 2022; Suzuki ve ark., 2017). insiilin sinyali ile
glukoneogenezin diizenlenmesinde gorevli transkripsiyon faktorii olan FOXOI
geninin H3K36me2 arafindan epigenetik olarak kontrol edildigi bilinmektedir ve
diyabetik sican karaciger hiicrelerinde FOXOI1 genini promotor bolgesinde
H3K36me2’nin kalici olarak arttig1 gézlemlenmistir(Kumar ve ark., 2016; Navik ve
ark., 2019). Son caligmalara gore; H3K36me2 seviyesinin prediyabet gelisim ile
iliskili oldugu bildirilmistir(Nie ve ark., 2017). H3K27 metilasyonu H3 histonunda
lizin aminoasitinin 27. rezidiisiinde gergeklesen metilasyondur. Erken gelisim
stirecinde genler tizerindeki transkripsiyonel baskiy1 korumaktadir. Hastalik ve saglik
durumunda genomdaki yerlesiminin etkilendigi ve genomun heterokromatin
ozellikleri bozuldugunda genom iizerinde yeniden dagilimi gézlenmistir(Wiles ve

Selker, 2017).

Son zamanlarda yapilan incelemelere gore; birtakim enzimler ile kromatinde
goriilen degisikliklerden insiilin direnci ve diyabete neden olan veya diizelten
metabolik tepkiler alinmistir. Lizin asetilasyonu konusunda yapilan arastirmalar ile
histon ve histon olmayan proteinlerde goriilen asetilasyon reaksiyonlarinin siki sekilde

korundugu goriilmiistiir. Bu reaksiyonlardaki diizensizlikler bir¢ok hastalik ile
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iligkilendirilmistir ¢linkii lizin asetilasyonu reaksiyonu DNA ile kendine baglanan
protein arasindaki afiniteyi etkilemektedir. Epigenetik degisimler, uzun siireli yagsanan
metabolik rahatsizliklarin etkisini biyolojik olarak aciklamay1 saglayacaktir.
Metabolik rahatsizliklar sonucunda epigenom etkilenebilmektedir ve boyle degisimler
hiicre boliinmesi sirasinda kalitilmaktadir. Bu nedenle uzun siireli metabolik
degisikliklerin ilerlemesinde rol oynayabilecek durumlar1 ortaya ¢ikarabilmek

amaciyla epigenetik mekanizmalarin durumu arastirtlmalidir(Rosen ve ark., 2018).

1.7. Cahsmanin Amaci

Bu ¢alismada, metabolik bozuklularla iligkili gelisebilen kardiyovaskiiler
hastaliklarla yakindan iliskili olan insiilin direncinin, hiicre ici serbest Zn*? seviyesi
([Zn*?])i)) ve Zn*’-tasiyict proteinlerdeki degisimlerle olasi iliskinin incelenmesi
hedeflenmistir. Bu kapsamda, daha 6nceki ¢aligmalarla mitokondride lokalize oldugu
gosterilmis olan ZnT6 ve ZnT7 gibi Zn*2-tastyicilarini insiilin direnci altinda [Zn*?];
diizenlenmesindeki rolii, hiicre fonksiyonlarina olan etkisi elektrofizyolojik ve
epigenetik acidan incelenmesi amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda bu
tastyicilardan, ZnT6 ve ZnT7 ifadeleri H9c2 hiicrelerinde arttirilarak, bu degisimlere
bagl olarak gelisebilecegi hipotezlenen, [Zn*2]i‘nin mekanizmas1 yaninda, mitokondri
membran potansiyelinde ve ROS seviyelerindeki degisimlerin g6zlenmesi
planlanmistir. Bu plan dogrultusunda, s6z konusu tasiyicilarin ifadesi arttirilmis ve
arttirtlmamis hiicrelerde bu parametreler insiilin direnci mimik edilen hiicrelerde

karsilastirmali olarak incelenmesi amaglanmistir.

Elde edilecek veriler ile metabolik sendrom (MetS) gibi insiilin direnci ile
karakterize durumlarda gelisebilen kalp bozukluklarinda [Zn*?]; diizenlenmesinin ve
bu diizenlemede rol oynayabilecek olan Zn*?-tasiyicilarinin rollerinin aydinliga

kavusturulmasi hedeflenmistir.

14



2. GEREC VE YONTEM

2.1.Hiicre Kiiltiirii ve Insiilin Direnci Olusturulmasi

H9c2 embriyonik sican kalp ventrikiil hiicreleri (myoblastlar) %10
FBS(Capricorn) ve %1 Penisilin/Streptomisin (Capricorn) ile tamamlanan Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) diisiik glikozlu besiyerinde 37°C ve %5 CO2
ortaminda kiiltiire edilmistir(Kuznetsov ve ark., 2015). %70 hiicre yogunluguna sahip
olduklarinda hiicreler insiilin direnci modeli olusturmak amaciyla 24 saat boyunca 50
uM palmitik asit (Sigma Aldrich) ile desteklenen hiicre kiiltiirii ortaminda alt kiiltiir
edilmislerdir(Okatan ve ark., 2019). Insiilin direnci modeli olusumu Glikoz Tasinim
Kiti (Glucose Uptake-Glo™ Assay-Promega J1341) ile gbzlemlenmis ve sonuca bagl
olarak deneylere devam edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan gruplar; kontrol grubu,
palmitik asit ile insiilin direnci olusturulmus hiicre grubu, ZnT6 ve ZnT7 gen ifadeleri
artirllmig hiicre grubu ve insiilin direnci olusturulmus ZnT6 ve ZnT7 gen ifadeleri

artirtlmis hiicre grubudur.

2.2. ZnT6 (Slc30a6) Gen ifadesinin H9¢2 hiicre Hatlarinda Artirilmasi

Daha oOnce lentiviral partikiiller kullanilarak ZnT6(SIc30a6) gen ifadesi

artirilmis H9¢2 hiicre hatlar1 alinmis ve kullanilmistir.
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Sekil 2.1: Slc30a6 Geni Eklenmis pLenti-C-mGFP-P2A-Puro Vektorii haritasi.
Hazir olarak kullanilan ZnT6 gen ifadesi artirilmig hiicreler, Kit protokollerine

uygun olarak (Slc30a6; RR204423L4 (GFP tag) ve RR204423L3 (myc tag), kontrol;
(PS100092 Rat Clones, Origene) lentiviral partikiiller kullanilarak hazirlanmistir.

2.3. ZnT7(SIc30a7) Gen ifadesinin H9¢2 hiicre Hatlarinda Artirilmasi

2.3.1. Bakterilerin biiyiitiilmesi (plasmid ¢ogaltma)

ZnT7 plasmidleri kompetan bakteriler olan E. coli DH10p igerisine antibiyotik
secilimi yapilarak gonderilmistir. Bakteriler 37°C’de 3ml antibiyotiksiz LB Broth
medyada 3 saat sallanarak inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen bakteriler 37°C’de 100ml
1X Ampicillin (Roche) eklenmis LB broth i¢inde sallanarak bir gece inkiibe edilmistir.
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Sekil 2.2: Slc30a7 Geni Eklenmis pEkspress-1 Vektoriiniin Haritas1. (MRN1768-202722484)

Sekil 2.1.°de Slc30a7 geni eklenmis pEkspress-1 vektor haritasi
gosterilmektedir. Kompetan hiicrelerden elde edilen bu plazmid DNA hiicrelere

verilmistir ve ZnT7 geninin ifadesinin artmasi beklenmistir.

2.3.2. Plasmid izolasyonu

Plasmid izolasyonu QIAGEN The EndoFree® Plasmid Maxi Kit ile
saglanmistir. Bakterileri iceren LB Broth 6000g 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

Sonrasinda kalan tiim protokol uygulanarak sonunda plasmid DNA toplanmuistir.
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2.3.3. ZnT7(SIc30a7) Transfeksiyonu ile Gen ifadesininin Artirllmas

Bir eppendorf tiipiine 1pug ZnT7 plasmid DNA’s1 eklenmis ve 100 uL OptiMEM
(Gibco)’e tamamlanmustir. Ayri bir eppendorf tiipiine 96 ul OptiMEM igerisine 4 pl
Lipofektamin (ABP Biosciences) eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Tipler inkiibasyondan sonra birlestirilerek 30 dakika oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.

OptiMEM ile transfeksiyon soliisyonu 1 mL’ye tamamland1 ve 24 saat boyunca
antibiyotiksiz 37C’de bekletilmis hiicrelere verildi. 6 saat sonra transfeksiyon medyasi
alinarak hiicrelere %10 FBS ve %]1 Penisilin/Streptomisin ile tamamlanmis DMEM

verildi.

2.4. Glikoz Tasinim Deneyi

H9c2 hiicrelerinde Palmitik asit inkiibasyonunun insiilin direnci olusturdugunu
test edebilmek i¢in glikoz taginim deneyi yapilmistir. Glikoz taginimi deneyi Glucose
Uptake Assay kiti (Glucose Uptake-Glo™ Assay-Promega J1341) kullanilarak
yapilmustir. Kit igeriginde bulunan 2-DG ile standart bir egri ¢izilip denklem alinmig
ve bu egri denklemine gore deney gruplarinin glikoz alimi 6l¢iilmiistiir. Boylece H9¢c2
hiicre hatlarinda insiilin direnci olusup olusmadigi ve glikoz tasinim mekanizmasinda

degisiklik olup olmadig1 incelenmistir.
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2DG = 2-deoxyglucose
2DG6P = 2-deoxyglucose-6-phosphate
G6PDH = glucose-6-phosphate dehydroganase

Sekil 2.3: Glikoz alim deneyinin sematik gosterimi. Hiicre igerisine verilen 2-deoksiglikoz hiicre
icerisinde fosfatlanarak 2-deoksilikoz-6-fosfata dontismekte ve hiicrede birikmektedir. Hiicre
pargalanarak 2-deoksiglikoz-6-fosfat’in 6-fosfodeoksiglokonata, NADP+’nin NADPH’a doniistiigii ve
bunun lusiferin olusmasina sebep oldugu bir dizi reaksiyon gergeklesmektedir. Lusiferaz enzimi ile
parcalanan lusiferin 151ma yaparak sinyal iiretmektedir.

Glikoz alim deneyinde (Promega-J1341) hiicrelere 2-deoksiglikoz verilmistir.
Bu madde hiicreler tarafindan glikoz ile ayni hizda fosforile edilmektedir. Glikoz-6-
fosfati enzimatik olarak daha fazla modifiye edemeyen hiicreler, zardan disar
¢ikamayan 2-deoksiglikoz-6-fosfat (2DG6P) maddelerini igerisinde biriktirir. Kisa bir
siire inkiibasyon saglandiktan sonra hiicreleri parcalamak ve igerisinde bulunan
2DG6P maddesini disartya ¢ikarmak ve hiicre icerisindeki tim NADPH’1 yok etmek
amaciyla bir asit deterjan soliisyon ve ardindan bu asidik karisimi nétralize etmek i¢in
bir nétralizasyon soliisyonu kullanilmistir. Bu islem sonrasinda elde edilen glikoz-6-

fosfat-dehidrogenaz, NADP+, rediiktaz, rekombinant lusiferaz enzimi ve purolusiferin
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substratlar igeren bir soliisyon ilave edilmistir. Burada glikoz-6-fosfat-dehidrogenaz
2DG6P’yi 6-fosfodeoksiglukonata oksitler ve ortaya ¢ikan hidrojen iyonlart NADP+’a
baglanarak NADPH’ye indirgemektedir. Indirgenis olan NADPH ve rediiktaz enzimi
prolusiferini lusiferine doniistiirmektedir. Lusiferin, rekombinant lusiferaz tarafindan
parcalanarak bir sinyal liretmektedir. Elde edilen bu sinyal bir floremetre yardimiyla
tim deney gruplarinda Olgiilerek glikoz taginim oranlari tespit edilmistir(Okatan ve
ark., 2019).

2.5. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu i¢in hiicreler 6 kuyucuklu hiicre tabakalarina ekilmis
ve yaklasik %80 yogunluga ulastiktan sonra 1X PBS (PBS; 10mM Fosfat, 137mM
Sodyum Kloriir ve 2.7 mM Potasyum Kloriir icermektedir. pH 7.3-7.5° ¢
ayarlanmalidir.) ile iki kez yikanmistir. Daha sonra tizerine +4°C’de 0.25 s1v1 6rnek
icin 0.75 ml RiboEX (GeneAll) eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda beklenmistir.
12000 RCF’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edilerek siipernatant temiz bir eppendorfa
alinarak tizerine 200 pL choloroform (ISOLAB) eklenmis ve 2 dk boyunca ters diiz
edilmistir. 12000 RCF’de 20 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Olusan ii¢ fazdan en
tistteki seffaf faz dikkatle, bir altinda bulunan beyaz faz alinmadan alind1 ve yeni bir
eppendorfa aktarildi. Uzerine 250 uL izopropil alkol (Merck) eklendi, 5-6 kez ters diiz
edilerek 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi, 30 dakika -20°C’de inkiibe edildi
ve yeniden 12000 RCF’de 10 dk +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirildu.
Pellet iceren tiipe 1 ml %75’lik ethanol (Merck) eklendi. 7500 RCF’de 5 dakika
+4°C’de santrifiij yapildi. Tiipteki ethanol pipet yardimiyla uzaklastirildi ve geriye
kalan kisim buharlastirildi. Niikleazsiz su eklenerek ¢oziilen RNA 10-15 dakika
56°C’de inkiibe edildi. Elde edilen RNA o6rneklerinin yogunluklart ve OD260 ile
0OD280 degerleri olgiildii.
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2.6. cDNA Sentezi

Hiicrelerden izole edilen RNA ornekleri, CONA sentezi Transkriptor High
Fidelity cDNA sentez kiti (Roche) kullanilarak cDNA yapildi. Her 6rnek i¢in 500 ng
RNA kullanildi, toplam reaksiyon 20uL igerisinde tamamlandi. Sentez Kitinin

protokolii uygulanarak cDNA elde edildi.

2.7.Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Kantitatif PZR)

Calisilacak ZnT ¢inko tastyici proteinlerinin primerleri Primer 3, NCBI Primer
BLAST kullanilarak tasarlanmistir. Kantitatif es zamanli PZR deneylerinde
kullanilacak olan primerlerin optimizasyon deneylerinden sonra gerceklestirilmis ve
analizi yapilmistir. Q-PZR reaksiyonunda Light Cycler 480 SYBR Green (Roche)

master mixi (2x) kullanilmistir.
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Cizelge 2.1: ZnT6(Slc30a6) ve ZnT7(Slc30a7) Genleri igin Tasarlanan Primerler

Gen fleri Primer Geri Primer T™Tm (° C)
ZnT6(Slc30a6) GCCTGAGATACACACGGGAA GCGACTAAGGTCTGCCACAT 59
ZnT7(Slc30a7) ATGTTGCCCCTGTCCATCAAGG | TCGGAGATCAAGCCTAGGCAGT 58
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2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

1X TAE tampon(Tris Base, EDTA, Glacial asetik asit ve etidyum bromiir

(Biotium; 30 ng/mL) ile hazirlanan %1 agaroz jel kullanilmistir.

2.9. Elektrofizyolojik Incelemeler

2.9.1. Hiicre I¢i Serbest [Zn*2]i Miktarmin Ol¢iimii

Hiicre igi serbest ¢inko [Zn*?]i seviyesini dl¢mek igin ¢inkoya afinitesi yiiksek
(Kd=15nM) bir boya olan ve 490nM dalga boyunda uyarilip, 520nm dalga boyunda
emisyon veren Fluozin-3AM (Thermo Scientific, ABD) boyast kullanilmistir.
Hiicreler Fluozin-3AM (1uM; Isaat) ile karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibe edilen hiicreler deseterifikasyon islemi igin 3 defa HEPES
soliisyonu(HEPES; NaCl 117 mM, Hepes 10 mM, Glikoz 10 mM, KCI 5.4 mM, MgCl;
3.6 mM, CaCl; 1.8 mM) ile yikanarak [Zn*?]; seviyesini dlgmek igin hazir hale
getirilmistir. [Zn*?]i seviyesi konfokal mikroskobu kullanilarak 6lciilmiistiir (Leica,
SP5). Goriintii analizi i¢in Leica’nin LasX yazilimi kullanilmistir. Hiicrelerden 4
dakika boyunca bazal kayit aldiktan sonra (F), sirastyla bir Zn*? iyonoforu olan 1-
Hydroxypyridine-2-thione zinc salt (ZnPT; 10 uM, Sigma Aldrich) verilerek
maksimum sinyal (Fmax), €n son olarak ise bir Zn*? tutucusu olan Tetrakis-(2-
Pyridylmethyl)ethylenediamine (TPEN; 50 uM, Adoog Biosciences) verilerek
minumum sinyal elde edilecektir (Fmin). FluoZin-3’iin bilinen Kd degerinden
yararlanilarak bazal ¢inko [Zn*?]i = Kg X (F-Fmin)/(Fmax-F) esitliginden yararlanilarak
hesaplanmistir (Tuncay vd., 2013).
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2.9.2. Hiicrelerde ROS Miktarmn Ol¢iimii

H9c2 hiicre hatlarinda toplam reaktif oksijen tiirleri (ROS) hiicre igerisine
girebilen 488nm dalga boyunda uyarilan ve 530nm dalga boyunda emisyon veren 2',7'-
Dichlorofluorescin diacetate (H2DCDFA; 10uM, Molecular Probes, ABD) boyast ile
1 saat oda sicakliginda inkiibe edilerek olgiilmiistiir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler
desterifikasyon islemi i¢in 3 defa HEPES soliisyonu ile yikanarak ROS miktar1 6l¢iimii
icin hazir hale getirilmistir. Floresan miktarlarinin 6l¢timii i¢in konfokal mikroskobu
kullanilmigtir. Hiicrelerden bazal floresan (F) degerleri alindiktan sonra H2O2 (1mM;
Merck, Almanya) ilave edilerek maksimum floresan (Fmax) seviyesi 6l¢iilmiistiir. Ttim
gruplarda ROS miktarinin tayini i¢in AF = (Fmax-F)/F x 100 formiilii kullanilmistir.
(Tuncay ve Turan, 2016).

2.9.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Ol¢iimii

Mitokondri membran potansiyeli dl¢timleri i¢in JC-1 boyast kullanilmistir.
Hiicreler 1 pM JC-1 boyast ile 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibe edilen hiicreler
konfokal mikroskobu kullanilarak (Leica TCS SP5) MMP o6lgiimleri yapilmistir.
Hiicrelerden bazal kayit alindiktan sonra FCCP (Tocris Biosciences; 1 uM) ilave edilip
boyanin mitokondri disina ¢ikarilmasi saglanmis ve toplam floresan siddetindeki
degisim kaydedilmistir. Olciilen floresans sinyali AF = (F-Fo)/Fo X 100 (Fo= dl¢iilen
bazal sinyal, F= maksimum floresans degeri) formiilii kullanilarak floresans

degisimleri yilizde olarak hesaplanmistir (Tuncay ve ark., 2019; Zorova ve ark., 2018).
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Sekil 2.4: Mitokondriye giren JC-1 boyasinin organel igerisinde olusturdugu J-agregatlarinin gosterimi.
(Sivandzade ve ark., 2019) Mitokondri membran potansiyelinin 6l¢limiinii agiklayan bu semada saghkli
bir mitokondride JC-1 boyasinin mitokondri igerisine rahatca alinarak mitokondri igerisinde J-
agregatlar1 olusturdugu, ancak sagliksiz mitokondride JC-1 boyasinin igeriye alinma oraninin distiigi
ve boyanin daha ¢ok dig kisimda kaldigi igeriye rahatga alinamadigi boylece mitokondri iginde olusacak
J-agregat miktarinin azalacagi goriilmektedir. Disarida kalan boyanin yesil, mitokondri igerisine
girenlerin ise kirmizi dalga boylarinda goriildiigli bu deneyde ikisinin birbirine orani alinarak hiicre
icerisindeki mitokondrinin membran potansiyeli dl¢ilmiistiir.

Mitokondri membran potansiyelinin dogru bir Olclimle incelenmesi
gerektiginde genellikle floresan problar kullanilir ve Nerst potansiyeli kullanilarak bir
Ol¢iime gidilmektedir. Bu problarin mitokondri zarina 6zel olarak baglanmasinda;
kullanilan problarin amfifilik yapilardan daha hidrofobik olmasi etkili olur. 5,5,6,6’-
tetrakloro-1,13,3’-tetraetilbenzimi-dazoilkarbosiyanin iyodiir (JC-1) boyasinin
kullanilmasi ile 6l¢iilen mitokondri membran potansiyeli coklu hiicre tiplerinin saglik
durumunun incelenmesi i¢in gelistirilmistir. Ayn1 zamanda bu boya, mitokondri
icerisine girmesi i¢in Ozellestirilmis, mitokondride J-agregatlar1 iireterek kirmizi
spektrumda (maksimum 590 nm’de) uyarma ve emisyon saglayan, lipofilik yapida

katyonik bir boyadir. Boylece saglikli bir mitokondriye giren JC-1 boyasi
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kendiliginden kirmiz1 floresan verecek J-agregatlart fazla miktarda, sagliksiz
mitokondriye giren JC-1 boyasi ise daha az miktarda J-agregatlar1 olusturacaktir.
Sagliksiz  bir mitokondride birikecek J-agregatlar1 yeterli konsantrasyona
ulagamadigindan yesil floresan1 gosterecektir. Bu durumun mitokondri saglhigi
hakkinda bize yesil ve kirmiz1 floresan sayesinde bilgi verecegi agiktir. Mitokondri
membran potansiyeli ne kadar yiiksek olursa J-agregatlarinin daha ¢ok birikecegi ve
floresanin  kirmiz1 goériilmesi durumlar gozlenecektir. Mitokondri membran
potansiyellerinin diisiik olmasi ise J-agregatlarinin birikememesi sonucunda hiicrelerin
yesil floresani korudugunu gosterecektir. Agregatlarin kirmizi ve yesil floresan
halinde absorbsiyon ve emisyonlarinin kirmizi formda 585/950 nm, yesil formda se
510/527 nm oldugu bilinmektedir. Bu iki durumun birbirine oraninin tamamen
mitokondri membran potansiyeline bagli oldugu da bir gergektir(Makrecka-Kuka ve
ark., 2020; Sivandzade ve ark., 2019; Zorova ve ark., 2018).

2.10.  Epigenetik Incelemeler

2.10.1. Histon Modifikasyonlarimin Ol¢iimii

Histon proteinlerinin bazik oldugu bilinmektedir, bu baglamda izolasyon
protokolleri tipik olarak asit bazli ekstraksiyon seklinde olmaktadir ve bu sayede
histonlar, DNA’dan ve diger niikleer proteinlerin ¢ogundan pH’a bagh
¢oziiniirliiklerindeki farkliliklara gore ayrilmaktadir(Berk ve ark., 2007; Unal ve ark.,
2017).

Histon proteinlerinin izolasyonu i¢in kullanilacak H9c2 hiicreleri liziz edildi ve
protein izolasyonu saglandi. Hiicreler toplandi ve 0°C PBS ile iki kez yikandi. Triton
Ekstraksiyon Tamponu (TEB: %0.5 Triton X 100 (h / h; Sigma Chemical), 2mM
fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), %0.02 (w / v) NaN3 (Sigma Aldrich) iceren PBS)
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icinde 107 hiicre / ml hiicre yogunlugunda hiicreleri yeniden siispanse edildi. Hiicreler
hafifce karigtirilarak 10 dakika buz iizerinde parcalandi. 2000rpm’de 10 dakika 4 °
C’de santrifiijlendi ve siipernatant atildi. Hiicreler TEB hacminin yarisinda yikandi ve
2000rpm’de 10 dakika 4 ° C’de yeniden santrifiijlendi. Pellet 0.2N HCI (Merck) i¢inde
4x107 hiicre/ ml hiicre yogunlugunda yeniden siispanse edildi. Histonlar gece boyunca
4 °C’de ekstrakte edildi. Ornekler 2000rpm’de 10 dakika 4 °C’de santrifiijlendi.
Stipernatant toplanmasinin ardindan protein miktar tayini BCA (Bisinkoninik asit)
protein analizi ile yapilmistir (Pierce Thermo, ABD). Sonrasinda proteinlerin toplam
miktarlarin1 belirlemek icin proteinlere 6zgii spesifik antikorlar (H3K27me2 Cell
Signaling #9728 1:1000, H3K36me2 Cell Signaling #9758 1:1000, H3 Cell Signaling
#4499 1:750) kullanilmigtir. Western blotting yapildu.

2.11. Western Blot Protein analizleri ve Molekiiler Biyolojik incelemeler

2.11.1. Toplam Protein izolasyonu

Hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra, Liziz Tamponu (Liziz Tamponu : RIPA
Buffer; 0.5M Tris-HCI, pH 7.4, 1.5M NaCl, 2.5% deoxycholic acid, 10% NP-40,
10mM EDTA; Proteaz Inhibitér Karisimi, PMSF) icerisinde kazinmistir. Bu asamada
ekstraselliiler proteinleri korumak i¢in tripsinizasyon uygulanmamaistir. Kazinan hiicre
lizatlar1, sonikasyon aleti ile %20 gii¢ ile 5’er saniye araliklar ile 15 saniye iyice
parcalanmistir. 5 saniye vortekslendikten sonra 10 000 RPM’de +4°C’de 20 dk
santrifiij edildi. Tiplerden toplanan, toplam proteinin bulundugu supernatantlar
toplandi. Siipernatant toplanmasinin ardindan protein miktar tayini BCA (Bisinkoninik
asit) protein analizi ile yapilmistir (Pierce Thermo, ABD). Western jeline yiikleme
yapilan proteinlerin boyutlar1 Prime-Step Prestained Broad Range Protein
Ladder(BioLegend®) ile anlasilmistir. lgilendigimiz Zn*? salmiminda rol alan
proteinlerin toplam miktarlarini belirlemek icin proteinlere 6zgii spesifik antikorlar

(ZnT6 abcam ab220737 1:750, ZnT7 Santa Cruz sc160946 1:1000, Lysine acetylation
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abcam ab21623, Rabbit R05072-500 1:2000, Goat Santa Cruz sc 2033 1:500, B actin
Santa Cruz sc47778, Gapdh STJ96417, Mouse R05071-500 1:2000, LSD1 Cell
Signaling #2184 1:1000) kullanilmustir.

2.11.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein 6rnekleri jele yiiklenmeden dnce %10 B-merkaptoethanol (AppliChem)
iceren 4X ayirma tamponu igerisinde, 95°C’de 5 dk denatiire edildi. Protein
orneklerinin %10 ayirici jel, histon proteinleri i¢in %15 ayirict jel ve %5 paketleyici

jelde yiiriitiildii ve ayrilmalari saglandi.

2.11.3. PVDF Membrana Protein Transferi

Jeldeki proteinlerin PVDF membrana aktarimi i¢cin BioRad Turbo Transfer
cihazi kullanildi. Daha sonrasinda PVDF membrana immobilize edilmis proteinlerin
immiinolojik saptamasi amaciyla dnce membranin bloklama ¢ozeltisi iginde 1 saat
calkalanmasi saglandi. Iimmiinoblotlama igin daha sonrasinda ilgili primer antikorlarla
bir gece +4°C’de ¢alkalanarak inkiibe edilmesi saglandi. Ertesi giin 1X TBS-(0.3%)
tween(Tris-Base, Glisin, SDS) igerisinde her biri 10 dk olan 3 yikama saglandi ve ilgili
primer antikora uygun sekonder antikor uygun diliisyonda membrana uygulandi.
Kemilimiinesans olarak Pierce ECL Western Blotting substrati(advansta)

kullanilmistir.

2.12. immiinofloresan Yontemi

H9c2 ve insiilin direnci olusturulmus H9c2’lerde immiinofloresan deneyi

yapabilmek icin 6 wellere ekili hiicreler DMEM’in uzaklastirilmasi i¢in iki kez 1X
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PBS ile yikandi. Sonrasinda %4’liik hazirlanan Paraformaldehit (Sigma Aldrich) ile
20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi. Bu asamadan sonra tiim
asamalar karanlikta gerceklesti. 1X PBS ile 3 kez 10’ar dakikalik araliklar ile hiicreler
tekrar yikandi. %1 BSA-PBS’e 1: 400 Triton X kondu ve karistirildi. Bu karisim
hiicrelere verildi ve hiicreler 25 dakika oda sicakliginda inkiibe oldu. Ardindan 3 kez
10’ar dakika araliklar ile 1X PBS ile hiicreler yikandi. Hiicrelerin iizerime %1BSA-
PBS karisimi1 konarak 1 saat oda sicakliginda inkiibasyonu saglandi ve 1:50 oraninda
ZnT6 ve ZnT7 antikorlar1 ve mitokondriyi gézlemleyecegimiz VDAC antikoru ile bir
gece +4°C’de inkiibe oldu. Ertesi giin hiicreler 3’er kez 10’ar dakika araliklar ile 1X
PBS ile yikandi. Ardindan 1:1000 oraninda sekonderler ile 1 saat karanlik ortamda oda
sicakliginda inkiibe olan hiicreler 1 saat sonunda 1X PBS ile 3 kez 10’ar dakika aralikla
yikandi ve DAPI (invitrogen) boyasi ile birlikte lameller lamlara kapatildi. Oje yardimi

ile lameller tamamen yapistirildi ve konfokal mikroskopunda sonuglar incelendi.

2.13. istatiksel Analizler

Arastirmada elde edilecek sonuglarin analizi, GraphPad Prism, Image J
programlariyla uygun istatistiksel testler kullanilarak yapilmistir (student-t test,
ANOVA v.s. gibi). Istatiksel analiz p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicrelerde Insiilin direncinin olusturulmasi

Literatiir verileri kullanilarak insiilin direncini en uygun sekilde
gerceklestirebilmek igin, H9¢2 hiicrelerin farkli konsantrasyonlarda 2-DG ile (1 uM,
10 uM ve 100 uM) inkiibe edilmisler (24 saat ve 37°C de; Okatan ve Turan, 2019) ve
bu hiicreler glikoz alim deneyleri uygulanarak en uygun PA konsantrasyonuna karar
verilmistir. Glikoz Alim Kiti’'nde bulunan standart egriyi elde edebilmek igin
liminesans verecek olan 2-DG maddesini s6z konusu kullanilan konsantrasyonlarda

verdigi liiminesans 1s1maya gore grafik ¢izilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: Glikoz Alim Deneyi Standart Egrisi. Glikoz alimin1 6lgmek i¢in Glucose Uptake-Glo™
Assay-Promega J1341 igerisinde bulunan standart 2-DG’den gesitli konsantrasyonlar kullanilarak
hazirlanan standart egri kuruldu ve buna bagli olarak glikoz alim deneyi sonuglari ¢ikan denklem ile
sonuglandirild.

Bu calismada Glikoz Alim Deneyi kapsaminda oncelikle bir standart egri

cizilerek denklem alinmis ve elde ettigimiz luminesans (RLU) sonuglarinin bu
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denklem ile uyarlanmasi saglanmistir. Sekil 3.2.’de farkli konsantrasyonlarda PA
karisimi verilen hiicrelerde glikoz alimimin standart egriye gore oOl¢iim sonuglari
gosterilmistir. Bu grafiklerden elde edilen sonugta, 50 uM PA kullanimimnin glikoz
alimin1 azaltma etkisinin en iyi sonucu verdigi goriilmektedir(p<0.005). Bu nedenle,
calismamizin bundan sonraki boliimlerinde bu konsantrasyonda hiicreler PA ile inkiibe

edilerek insiilin direnci gelismis hiicreler olarak kullanilmstir.
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Sekil 3.2: Glikoz Alim Deneyi Sonuglari. A;Glikoz Alim Deneyi Liiminesens Sonuglari. Farkli
konsantrasyonlarda palmitik asit verilen hiicrelerde glikoz alimi alinan liminesans sonuglari ile
incelendi. Hiicrelerdeki glikoz alimmi 50 pM PA’nin en etkili sekilde disiirdigii gorilmis ve
gosterilmistir. (*= p<0.05) B; Glikoz Alim Oranlar1. Farkli konsantrasyonlarda PA verilen hiicrelerde
glikoz alimi1 Sekil 3.1.’deki standart egri denklemine gore hesaplanarak incelendi. Hiicrelerdeki glikoz
alimmi 50 pM PA en etkili sekilde diislirdigii goriilmiis ve gosterilmistir. Grafiklerdeki g¢ubuklar
ortalama +SEM verilerini gdstermektedir. Istatistiksel karsilagtirmalar ANOVA testi kullanilarak
yapilmistir, *p<0.001 Kontrole gore. *= p<0.005)
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3.2.Insiilin Direncinin ZnT6 ve ZnT7 ifadesi Uzerindeki Etkilerinin
Gosterilmesi

3.2.1. Insiilin Direnci Olusturulmus H9c2 Hiicre Hatlarinda ZnT6 ve
ZnT7 mRNA Seviyesi

Normal kardiyomiyositlerde [Zn*?]i seviyesi yaklasik 1nM olarak bulunmustur
(Turan ve Tuncay, 2017). Sekil 3.3.”e gore 50 uM PA inkiibasyonu ile insiilin direnci
olusturulmus H9c2 hiicre hatlarinda ZnT6 geninin mRNA seviyesinin normal
hiicrelerle karsilastirildiginda azaldigi gézlenmistir (p<0.001). Buna karsin, insiilin

direncli hiicrelerde ZnT7 geninin mRNA seviyesin ise arttig1 gozlenmistir (p<0,001).
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Sekil 3.3: H9c2 ve Palmitik Asit ile Insiilin Direnci Olusturulmus Hiicrelerde Slc30a6 ve Slc30a7
mRNA seviyeleri gosterimi. A; Kontrol ve insiilin direnci modelinde ZnT6 geninin transkripsiyonel
olarak seviyesinin belirlenmesi B; Kontrol ve insiilin direnci modelinde ZnT7 geninin transkripsiyonel
olarak seviyesinin belirlenmesi. Grafiklerdeki ¢ubuklar ortalama +SEM verilerini géstermektedir.
Istatistiksel karsilastirmalar student-t testi kullanilarak yapilmistir, *p<0.001 Kontrole gore.
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3.2.2. ZnT6 ve ZnT7 Gen ifadelerinin H9¢2 hiicrelerinde arttirilmasinin
dogrulanmasi

ZnT6 c¢inko tastyict protein geni (Slc30a6 geninin) hiicre icerisinde artirilisi,
kalic1 gen aktarimi ile saglanmistir. Sekil 3.4A’da ZnT6 (Slc30a6) geninin mRNA
seviyesinde artirildigi goriilmistiir. ZnT7 ¢inko tasiyici protein geni (Slc30a7 geninin)
hiicre igerisinde artirilist gegici gen aktarimi ile saglanmistir. Sekil 3.4B’de

ZnT7(SlIc30a7) geninin mMRNA seviyesinde artirtldigi gorilmiistir.

>
N
]
o
ol
]

w
|
*
SN
|

ZnT6(Slc30a6)
MRNA seviyesi
N
1
ZnT7(Slc30a7)
MRNA seviyesi

[EnY
1
=
|

w
|

N
|

o
l
o

|

KON ZnT60OE KON ZnT70E

Sekil 3.4: Kontrol ve ZnT6 ve ZnT7 gen ifadeleri artirilmis gruplarda ZnT6 ve ZnT7 mRNA seviyesi
sonucu A; Kontrol hiicreleri ile ZnT6 gen ifadesi artirilmig hiicrelerde ZnT6 geninin mRNA diizeyinde
artisinin gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu ile 6l¢iimii sonucu. (*p<0.0005 H9c2’ye gore.) B;
Kontrol hiicreleri ile ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ZnT7 geninin mRNA diizeyinde artiginin
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile Olgiimii. Grafiklerdeki ¢ubuklar ortalama +SEM
verilerini gdstermektedir. Istatistiksel karsilagtirmalar student-t testi kullanilarak yapilmigtir (*P<0.05
Kontrole gore.)
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3.23. ZnT6 ve ZnT7 Gen ifadeleri Arttirnlmis Insiilin Direncli
Hiicrelerdeki mRNA ve Protein Seviyeleri

ZnT6 ve ZnT7 gen ifadelerinin artirilmast mRNA ve protein seviyeleri dl¢iilerek
dogrulanmigtir ve insiilin direnci durumunda ZnT6 ve ZnT7 gen ifadelerinin
artirilmasinin etkisi gdzlenmek istenmistir. Sekil 3.5. A’da kontrol hiicreleri, insiilin
direnci gelistirilmis hiicreler ile ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicreler ve insiilin direnci
gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi artirilmig hiicreler arasinda ZnT6 mRNA seviyesi analiz
edilmistir. Insiilin direncli hiicrelerde ZnT6 mRNA seviyesinin anlamli sekilde
diistiigii, ZnT6 gen ifadesi artirilmis ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi
artirtlmis hiicrelerde ZnT6 mRNA seviyesinin anlamli olarak arttig1 gézlemlenmistir.
B’de ise kontrol hiicreleri, insiilin direnci gelistirilmis hiicreler ile ZnT7 gen ifadesi
artirllmig hiicreler ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicreler
arasinda ZnT7 mRNA seviyesi analiz edilmistir. Insiilin direncli hiicrelerde ZnT7
mRNA seviyesinin anlamli sekilde arttigi, ZnT7 gen ifadesi artirllmis ve insiilin
direnci gelistirilmis ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ZnT7 mRNA seviyesinin

anlamli olarak arttig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 3.5: Tiim gruplarda ZnT6 ve ZnT7 mRNA seviyesi sonucu A: Kontrol ve Insiilin direngli hiicreler
ile ZnT6 gen ifadesi artirtlmis hiicreler ile insiilin direngli ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ZnT6
geninin mRNA diizeyinde artisinin ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile 6l¢iimii sonucu. B;
Kontrol ve insiilin direncli hiicreler ile ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicreler ile insiilin direncli ZnT7 gen
ifadesi artirllmis hiicrelerde ZnT7 geninin mRNA diizeyinde artisinin gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu ile Ol¢imii sonucu. Grafiklerdeki ¢ubuklar ortalama +SEM verilerini gostermektedir.
(*p<0.05 Kontrole gore. # p<0.05 PA’ya gore)

Sekil 3.6.’da kontrol hiicreleri, insiilin direnci gelistirilmis hiicreler ile ZnT6
gen ifadesi artirilmis hiicreler ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi
artirilmis hiicreler arasinda ZnT6 protein seviyesi analiz edilmistir. Insiilin direncli
hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore, ZnT6 protein seviyesinde anlamli bir degisim
goriilmemistir. ZnT6 gen ifadesi artirilmis ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT6 gen
ifadesi artirilmig hiicrelerde ZnT6 protein seviyesi artmustir. ZnT6 gen ifadesinin

artirildig1 protein seviyesinde gosterilmistir ve diger deneylere devam edilmistir.
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Sekil 3.6: ZnT6 Proteini Western Blot Olgiim Sonucu. Kontrol ve insiilin direnci gelistirilmis hiicreler
ile ZnT6 gen ifadesi artirllmis ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi artirilmig hiicrelerde,
ZnT6’nin protein diizeyinde degisiminin SDS-PAGE yontemi ile 6l¢iimii. Grafiklerdeki cubuklar
ortalama £SEM verilerini gostermektedir. (*p<0.05 Kontrole gore)

Sekil 3.7.’de kontrol hiicreleri, insiilin direnci gelistirilmis hiicreler ile ZnT7
gen ifadesi artirilmis hiicreler ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT7 gen ifadesi
artirilmis hiicreler arasinda ZnT7 protein seviyesi analiz edilmistir. Insiilin direngli
hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore, ZnT7 protein seviyesinde anlamli bir artis
goriilmiistiir. ZnT7 gen ifadesi artirllmis ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT7 gen
ifadesi artirilmig hiicrelerde ZnT7 protein seviyesi artmistir. ZnT7 gen ifadesinin

artirildig1 protein seviyesinde gosterilmistir ve diger deneylere devam edilmistir.
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Sekil 3.7: ZnT7 Proteini Western Blot Olgiim Sonucu. Kontrol ve insiilin direnci gelistirilmis hiicreler
ile ZnT7 gen ifadesi artirilmis ve insiilin direnci gelistirilmis ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde,
ZnT7’nin protein diizeyinde degigsiminin SDS-PAGE yontemi ile dl¢iimii. Grafiklerdeki cubuklar
ortalama £SEM verilerini gostermektedir. (*p<0.05 Kontrole gore, # p<0.05 PA’ya gore)

3.3. Elektrofizyolojik Deneyler

3.3.1. insiilin Direncli ve ZnT6 ve ZnT7 Gen Ifadesi Artirilmis
Hiicrelerdeki [Zn*?]i Degisimlerinin Gosterilmesi

Insiilin direnci gelistirilmis hiicreler ile ZnT6 ve ZnT7 ifadesi arttirilmig H9c2
hiicre hatlarinda [Zn*?]i miktar1 Fluozin-3AM boyas1 kullanilarak &l¢iilmiistiir(Tuncay

ve ark., 2011).

Sekil 3.8°de kontrol (A) ve PA inkiibasyonu ile insiilin direnci gelistirilmis (B)
hiicrelerden [Zn*?]i’nun 6l¢iilmesi amaciyla 6ncesinde hiicreler FluoZin-3AM boyasi
ile boyandiktan sonra bazal bir floresan kaydi alinmistir. Sonrasinda hiicrelerin iizerine

sirastyla ZnPT (10 uM) ve TPEN (50 uM) verilerek maksimum ve minimum floresan
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kayitlart almmustir. Tiim gruplarda [Zn*?]i miktarlart [Zn*?] =Kd*(Fmax-F)/(F-Fmin)

formiilii kullanilarak degerlendirilmistir.

TPEN

Sekil 3.8: Kontrol ve insiilin direnci olusturulmus H9¢2 hiicre hatlarinda [Zn*?]; 6l¢iimii. Kontrol (A)
ve insiilin direnci (B) gelistirilmis hiicrelerde [Zn*?]i 6l¢iimii icin alman 6rnek konfokal kayitlari
gosterilmektedir. Hiicrelerden bazal kayit alindiktan sonra (solda) sirasiyla bir ¢ginko iyonoforu olan
ZnPT (ortada) ve bir ¢inko selatdrii olan TPEN (sagda) verilerek [Zn*?]i miktar1 hesaplanmistir (Olgek
boyutu 50 pm’dir).

Sekil 3.9’da ZnT7 ifadesi arttirilmis kontrol (A) ve insilin direngli (B)

hiicrelerden aym protokoller kullanilarak [Zn*?]; 6l¢iilmiistiir.
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TPEN

Sekil 3.9: ZnT7 gen ifadesi artirllmis H9c2 hiicre hatlarinda [Zn*2]; 6lgiimii. Kontrol (A) ve insiilin
direnci (B) gelistirilmis hiicrelerde [Zn*?]i 6l¢iimii icin alinan rnek konfokal kayitlar: gosterilmektedir.
Hiicrelerden bazal kayit alindiktan sonra (solda) sirastyla bir ¢inko iyonoforu olan ZnPT (ortada) ve bir
cinko selatdrii olan TPEN (sagda) verilerek [Zn*?]i miktar1 hesaplanmustir (Olgek boyutu 50 pm’dir).

Sekil 3.10°da ZnT6 ifadesi arttirilmis kontrol (A) ve insiilin direngli (B)

hiicrelerden aym protokoller kullanilarak [Zn*?]i 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.10: ZnT6 gen ifadesi artirilmis H9¢2 hiicre hatlarinda [Zn*2]i 6lgiimii. Kontrol (A) ve insiilin
direnci (B) gelistirilmis hiicrelerde [Zn*?]i 6l¢iimii icin alinan rnek konfokal kayitlar: gosterilmektedir.
Hiicrelerden bazal kayit alindiktan sonra (solda) sirasiyla bir ¢inko iyonoforu olan ZnPT (ortada) ve bir
cinko selatdrii olan TPEN (sagda) verilerek [Zn*?]i miktar1 hesaplanmistir (Olgek boyutu 50 pm’dir).

Sekil 3.11°de tiim gruplarda [Zn*?]i Olciimleri bar grafik sekilleri ile
gosterilmistir. Bu sonuglar [Zn*?]i=Kd* (Fmax-F)/(F-Fmin) formiilii kullanilarak elde
edilmistir. Elde edilen sonuglarda PA verilerek insiilin direnci olusturulan hiicrelerde
[Zn*?]i miktar1 anlamli derecede artmistir (*p<0,05). ZnT6 ve ZnT7 ifadesi arttirilan
hiicrelerde ise [Zn*?]i miktar1 degismemistir. ZnT7 gen ifadesi artirilan hiicrelerde
insiilin  direncinin  gelistirilmesi ise [Zn*?]i miktarm1 anlamli  derecede
degistirmemistir. ZnT7 ifadesinin arttirilmasi [Zn*?]; miktarin1 dengede tutarak insiilin
direncine kars1 koruyucu etkisinin oldugu goriilmiistiir (p<0,05 PA grubu). ZnT6 gen
ifadesi artirilan hiicrelerde insiilin direncinin gelistirilmesi ise ZnT6 ifadesi
artirilmanis  kontrol grubunda oldugu gibi [Zn*?]i miktarin1 anlamli derecede

arttirmustir (fp<0.05 ZnT6 PA’ya gore).
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Sekil 3. 11: Hiicre I¢i Bazal Cinko Olgiim Sonuglar1. A; Kontrol, insiilin direnci olusturulmus, ZnT7
gen ifadesi artirilmis ve insiilin direngli ZnT7 gen ifadesi artirilmis H9¢2 hiicrelerinde [Zn*?]; 6l¢iimii,
B; Kontrol, insiilin direnci olusturulmus, ZnT6 gen ifadesi artirilmig ve insiilin direngli ZnT6 gen ifadesi
artirilmis H9¢2 hiicrelerinde [Zn*?]; &lgiimii. Grafiklerdeki degerler ortalama =SEM verilerini
gostermektedir. (*p<0.05 Kontrole gore, # p<0.05 PA’ya gore, 1p<0.05 ZnT6-OE PA’ya gore).

3.3.2. Insiilin Direncli ve ZnT6 ve ZnT7 Gen Ifadesi Artirllmis Hiicrelerde
Mitokondri Membran Potansiyeli Degisimleri

Mitokondri membran potansiyeli (MMP) oGl¢timleri i¢in JC-1 floresan boyast
kullanilmustir. Hiicreler 1 uM JC-1 boyasi ile 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibe
edilen hiicrelerden lazer taramali konfokal mikroskop kullanilarak (Leica TCS SP5)
MMP olgiilmistiir. Hiicrelerden bazal floresan kayd: alindiktan sonra kalibrasyon
amaciyla FCCP (1 pM) ilave edilip toplam floresan siddetindeki degisim
kaydedilmistir. Olgiilen floresan sinyalinden arka plan sinyali ¢ikarildiktan sonra
MMP, AF = (F-Fo)/F x 100 (Fo= olgiilen bazal sinyal, F= FCCP sonras1 dlgiilen
maksimum floresans degeri) formiilii kullanilarak hesaplanmistir (Tuncay ve ark.,
2019).
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Sekil 3.12 ve 3.13’te insiilin direngli kontrol, ZnT6 ve ZnT7 ifadesi arttirilan
H9c2 hiicrelerinden konfokal mikroskop kullanilarak kaydedilen 6rnek MMP
Olgtimleri gosterilmistir. JC-1 lipofilik katyonik bir boyadir. Sahip oldugu yiikten
dolay1 ¢ogunlukla mitokondri igerisinde ve hiicre zarinda lokalize olur.
Mitokondriyonlar ¢ok kii¢iik oldugundan dolay1 bu boya agragat halinde bulunmakta
ve 488nm dalga boyunda uyarildiginda 585nm dalga boyunda emisyon vermektedir.
Sitozolde bulunan boya ise uyarildiginda 535nm dalga boyunda emisyon vermektedir.
Sitozolden 6l¢iilen floresan miktar1 (585nm), mitokondride 6l¢iilen floresan miktarina
(535nm) oranlanarak MMP oransal olarak tespit edilmektedir. Tiim deney gruplarinda

MMP 6lctimleri bir protonofor olan FCCP verilerek kalibre edilmistir.

~+FCCP

Sekil 3. 12: Mitokondri Membran Potansiyeli Konfokal Mikroskobu Goriintiisii. Sirasiyla A; Kontrol
H9c2’ler, B; ZnT6 gen ifadesi artirlmis hiicreler, C; Insiilin direnci gelistirilmis H9c2’ler ve D; Insiilin
direnci gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi artirilmig hiicrelerde mitokondri membran potansiyeli 6l¢limii
konfokal mikroskobu goriintiisii. Konfokal mikroskopu kullanilarak verilen gruplarda mitokondri
membran potansiyeli 6l¢lilmistiir. Figiirde de goriildiigii iizere FCCP verilmeden 6nce J-agregatlarinin
birikimine bagli olarak kirmiz1 floresanin yogunlukta oldugu goriilmektedir. FCCP verildikten sonra ise
hiicrelerde biriken JC-1 boyasi disar1 gikar ve yesil floresan artis1 goriiliir (Olgek boyutu 50 um’dir.).
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Sekil 3. 13: Mitokondri Membran Potansiyeli Konfokal Mikroskobu Goriintiisii. Sirastyla A; Kontrol
HO9c2’ler, B; ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicreler, C; Insiilin direnci gelistirilmis H9¢2’ler ve D; Insiilin
direnci gelistirilmis ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde mitokondri membran potansiyeli 6l¢timii
konfokal mikroskobu goriintiisii. (Olgek boyutu 50 um’dir.).

Sekil 3.14’te tiim gruplarda Olgliilen MMP degerleri bar grafik olarak
verilmistir. Elde edilen sonuglarda insiilin direncinin daha onceki sonuglara benzer
olarak MMP’nin depolarizasyonuna neden oldugu bulunmustur. ZnT6 ve ZnT7
ifadesinin artirilmasi da ayni sekilde MMP nin depolizasyonuna katkida bulunmustur.
ZnT6 ve ZnT7 ifadesi artirilan H9c¢2 hiicre hatlarinin PA ile inkiibasyonu ise MMP’de

daha fazla bir degisime neden olmamustir.
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Sekil 3. 14: Mitokondri Membran Potansiyeli Olgiimii Sonugclari. A; Kontrol hiicreleri ve insiilin direnci
olusturulmus H9¢2’lerde , ZnT7 gen ifadesi artirilmig H9¢2’ler ile insiilin direngli ZnT7 gen ifadesi
artirtlmis H9c2 hiicrelerinde mitokondri membran potansiyeli 6l¢iimii, B; Kontrol hiicreleri ve instilin
direnci olusturulmus H9c2’lerde, ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicreler ile insiilin direngli ZnT6 gen
ifadesi artirilmis hiicrelerde mitokondri membran potansiyeli 6l¢limii. Grafiklerdeki gubuklar ortalama
+SEM verilerini gostermektedir. (*p<0.05 Kontrole gore, # p<0.05 PA’ya gore)

3.3.3. Insiilin Direncli ve ZnT6 ve ZnT7 Gen Ifadesi Artirillmis Hiicrelerde
ROS Degerleri

Kontrol hiicrelerinde, insiilin direnci olusturulan hiicrelerde, ZnT6, ZnT7 gen
ifadesi artirilmis hiicrelerde ve bu hiicrelerde insiilin direnci olusturuldugunda reaktif
oksijen miktarmin nasil degistigi incelenmistir. Sekil 3.15A’da kontrol hiicrelerinde
ve C’de insiilin direngli hiicrelerde reaktif oksijen miktar1 Ol¢lilmiistiir. Tim
gruplardaki ROS miktarlar1 konfokal mikroskop kullanilarak kaydedilmistir.
Kalibrasyon amaciyla hiicreler H20Oz ile inkiibe edilerek maksimum floresan degerleri
Olgiilmiistiir. Sekilde de gorildigi iizere H202 verildiginde kontrol hiicrelerinde
floresan miktarindaki artis ile insiilin direngli hiicrelerdeki floresan miktarindaki artis

arasinda onemli bir fark goriilmektedir. Sekil 3.15B’de ZnT6 gen ifadesi artirilmisg
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hiicrelerde ve D’de insiilin direnci gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde
reaktif oksijen seviyesi Olciimii yapilmistir ve konfokal mikroskobunda

gorilintiilenmistir.

Sekil 3. 15: H9¢2 hiicre hatlarinda reaktif oksijen miktar1 (ROS) 6l¢timii. A: Kontrol, B: ZnT6 gen
ifadesi artirilmis, C: Insiilin direnci olusturulmus, D: ZnT6 gen ifadesi artirilmis insiilin direngli, H9¢2
hiicrelerinde ROS &l¢iimii icin kaydedilen 6rnek konfokal mikroskop gériintiisii. (Olgek boyutu 50 pm)

Sekil 3.16A’da kontrol hiicrelerinde ve C’de insiilin direngli hiicrelerde reaktif
oksijen miktar1 Ol¢ililmistiir, konfokal mikroskobu ile gozlenmistir ve H20:
verilmeden onceki (soldaki) ve verildikten sonraki (sagdaki) sekiller kaydedilmistir.
Sekilde de goriildigi {iizere H20: verildiginde kontrol hiicrelerinde floresan
miktarindaki artis ile insiilin direngli hiicrelerdeki floresan miktarindaki artis arasinda
anlaml derecede bir fark goriilmektedir. Sekil 3.16B’de ZnT7 gen ifadesi artirilmis
hiicrelerde ve D’de insiilin direnci gelistirilmis ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde
reaktif oksijen seviyesi Ol¢limii yapilmistir ve konfokal mikroskobunda
goriintiilenmistir. Insiilin direngli gruplarda ve ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde

H202’ye verilmis yanitin azaldig: sekil incelenerek gézlemlenebilmektedir.
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Sekil 3. 16: H9¢c2 hiicre hatlarinda reaktif oksijen miktar1 (ROS) 6l¢iimi. A: Kontrol, B: ZnT7 gen
ifadesi artirilmug, C: Insiilin direnci olusturulmus, D: ZnT7 gen ifadesi artirilmis insiilin direncli, H9c2
hiicrelerinde ROS 6l¢iimii icin kaydedilen 6rnek konfokal mikroskop gériintiisii. (Olcek boyutu 50 pm)

Sekil 3.17°de ROS miktarinin 6l¢ilimiiniin analizi gosterilmistir. Sekil 3.17A’da
gosterildigi tizere insiilin direngli hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore toplam ROS
miktar1 anlamh sekilde artmistir. ZnT7 gen ifadesinin artirildig: hiicrelerde ve insiilin
direnci olusturulmus ZnT7 hiicrelerinde gézlenen ROS miktari, kontrole gére anlamli
sekilde artmistir. Sekil 3.17B’de ise ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ve instilin
direngli ZnT6 gen ifadesi artirilmig hiicrelerde ROS miktarinin kontrole gore anlaml

sekilde arttig1 goriilmustiir.
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Sekil 3. 17: Reaktif Oksijen Miktar1 (ROS) Olciimii Sonuglar1. A: Kontrol ve insiilin direngli hiicrelerde,
ZnT7 gen ifadesi artirilmis ve insiilin direnci artirtlmis ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde reaktif
oksijen miktar1 dl¢lilmiis ve karsilastirilmigtir. B: Kontrol ve insiilin direngli hiicrelerde, ZnT6 gen
ifadesi artirilmig ve insiilin direnci artirilmig ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde reaktif oksijen
miktar1 6l¢iilmis ve karsilastirilmistir. Grafiklerdeki degerler ortalama =SEM verilerini gostermektedir.

(*p<0.05 Kontrole gore)

3.4.ZnT6 ve ZnT7 Proteinlerinin Mitokondride Lokalizasyonunun
Gosterilmesi

Kontrol (H9c2) hiicrelerinde ZnT6 ve ZnT7 g¢inko tasiyict proteinlerinin
mitokondrideki lokalizasyonlarina bakilmigtir. Sekil 3.22°de bir mitokondri markeri
olan VDAC ve ZnT6 primer antikorlar ile ve daha sonra VDAC ve ZnT®6 i¢in sirastyla
AlexaFlour488 (yesil) ve AlexaFlour555 (kirmizi) sekonder antikorlar ile inkiibe
edilerek ZnT6’nin mitokondri tizerindeki lokalizasyonuna bakilmistir. Birlestirilmis

fotografta ikisinin ayn1 yerde lokalize oldugunu sart renk olusumundan

gorebilmekteyiz.
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VDAC ZnT6

Birlestirilmis

Sekil 3. 18: ZnT6’nin mitokondri {izerindeki lokalizasyonu. A: Kontrol hiicrelerinde ZnT6 ¢inko
tagtyici proteinlerin mitokondride lokalizasyonu, yesil renk mitokondriyi, kirmizi renk ZnT6’y1 ifade
etmektedir. (Olgek boyutu 5 pm)

Sekil 3.23’te bir mitokondri markeri olan VDAC ve ZnT7 primer antikorlar ile
ve daha sonra VDAC ve ZnT6 i¢in sirasiyla AlexaFlour488 (yesil) ve AlexaFlour555
(kirmiz1) sekonder antikorlar ile inkiibe edilerek ZnT7’nin mitokondri {izerindeki
lokalizasyonuna bakilmigtir. Birlestirilmis fotografta ikisinin aynmi yerde lokalize

oldugunu sar1 renk olusumundan gdrebilmekteyiz.

VDAC ZnT7

Birlestirilmis

Sekil 3. 19: ZnT7 nin mitokondri {izerindeki lokalizasyonu. Kontrol hiicrelerinde ZnT7 ¢inko tasiyici
proteinlerin mitokondride lokalizasyonu, yesil renk mitokondriyi, kirmizi renk ZnT7’y1 ifade
etmektedir. (Olgek boyutu 5 um)
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3.5.Insiilin Direnci Durumunda ve Gen ifadesi Artinlmis Hiicrelerde
Epigenetik Proteinlerin Degisimi

Onemli bir histon demetilaz enzimi olan LSD1 proteininin kontrol, insiilin
direnci ve ZnT6, ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ve insiilin direngli ZnT6, ZnT7
gen ifadesi artirilmis hiicrelerde nasil diizenlendigi gozlemlenmistir. Sekil 3.18’de de
goriildiigi gibi LSD1 proteinin insiilin direnci durumunda arttig1 goriilmiistiir
(*p<0,05). A’da ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore LSD1
proteininde anlamli bir degisiklik goriilmezken, insiilin direngli hiicreler ile insiilin
direncli ZnT7 gen ifadesi artirilmig hiicreler arasinda anlamli bir fark gézlemlenmistir
(*p<005). B’de ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore LSD1
proteininde anlaml bir degisiklik goriilmemistir. insiilin direncli hiicreler ile insiilin
direngli ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicreler arasinda anlamli bir degisim

gbzlemlenmistir (p<0,05).
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Sekil 3. 20: LSD1 Proteininin Western Blot Sonucu. A’da Kontrol ve insiilin direngli hiicreler ile ZnT7
gen ifadesi artirllmig hiicreler ve insiilin direngli ZnT7 gen ifadesi artirilmig hiicrelerde LSD1 protein
seviyesi gosterilmektedir. B’de Kontrol ve insiilin direngli hiicreler ile ZnT6 gen ifadesi artirilmig
hiicreler ve insiilin direngli ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde LSD1 protein seviyesi
gosterilmektedir. Grafiklerdeki ¢ubuklar ortalama =SEM verilerini gostermektedir. (*p<0.05 Kontrole
gore, # p<0.05 PA’ya gore)

Kontrol, insiilin direnci ve ZnT6, ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ve
insiilin diren¢li ZnT6, ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde lizin asetilasyonunun
nasil diizenlendigi gozlemlenmistir. Sekil 3.19. A’da insiilin diren¢li ve ZnT7 gen
ifadesi artirilmis durumlarda kontrole gore lizin asetilasyonunun anlamli sekilde arttig1
gdzlemlenmistir(*p<0.05). Insiilin direngli hiicreler ile insiilin direnci gelistirilmis
ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicreler arasinda da anlamli bir fark goriilmektedir
(*p<0,05). B’de insiilin direncli ve ZnT6 gen ifadesi artirilmis durumlarda kontrole

gore lizin asetilasyonunun anlaml bir artis gézlemlenmistir(*p<0,05). Insiilin direncli

51



hiicreler ile insiilin direnci gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicreler arasinda

da anlamli bir fark gosterilmektedir(*p<0.05).
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Sekil 3. 21: K-Asetilasyon Proteininin Western Blot Sonucu. A’da Kontrol ve insiilin direngli hiicreler
ile ZnT7 gen ifadesi artirilmig hiicreler ve insiilin direngli ZnT7 gen ifadesi artirtlmis hiicrelerde K-
Asetilasyon protein seviyesi gosterilmektedir. B’de Kontrol ve insiilin direngli hiicreler ile ZnT6 gen
ifadesi artirilmig hiicreler ve insiilin direngli ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde K-Asetilasyon
protein seviyesi gosterilmektedir. Grafiklerdeki ¢ubuklar ortalama £SEM verilerini gdstermektedir.
(*p<0.05 Kontrole gore, # p<0.05 PA’ya gore)

Kontrol, insiilin direnci ve ZnT6, ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ve
instilin direngli ZnT6, ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde H3K27me2 nasil
diizenlendigi gozlemlenmistir. Sekil 3.20. A’da ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde
kontrole gore H3K27me2’ nin anlamli sekilde arttigr gozlemlenmistir. B’de insiilin
direncli hiicrelerde ve ZnT6 gen ifadesi artirilmis durumlarda kontrole gore

H3K27me2’nin anlamli bir artis gozlemlenmemistir. Insiilin direngli hiicreler ile
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instilin direnci gelistirilmis ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicreler arasinda anlamli bir

fark gosterilmektedir (*p<0,05).
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Sekil 3. 22: H3K27me2 Proteininin Western Blot Sonucu. A’da Kontrol ve insiilin direncli hiicreler ile
ZnT7 gen ifadesi artirtlmig hiicreler ve insiilin direngli ZnT7 gen ifadesi artirilmig hiicrelerde
H3K27me2 protein seviyesi gosterilmektedir. B’de Kontrol ve insiilin direngli hiicreler ile ZnT6 gen
ifadesi artirilmis hiicreler ve insiilin direngli ZnT6 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde H3K27me2 protein
seviyesi gosterilmektedir. Grafiklerdeki ¢ubuklar ortalama +SEM verilerini gostermektedir. (*p<0.05
Kontrole gore, # p<0.05 PA’ya gore)

Kontrol, insiilin direnci ve ZnT6, ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde ve
instilin direngli ZnT6, ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde H3K36me2 nasil
diizenlendigi gozlemlenmistir. Sekil 3.21. A’da insiilin direncli hiicrelerde ve ZnT7
gen ifadesi artirilmis hiicrelerde kontrole gore H3K36me2’ nin anlamli sekilde arttigi
gozlemlenmistir. B’de insiilin direngli ve ZnT6 gen ifadesi artirilmis durumlarda

kontrole gore H3K36me2’de anlamli bir artis gézlemlenmistir. (*p<0.05)
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Sekil 3. 23: H3K36me?2 Proteininin Western Blot Sonucu. A’da Kontrol ve insiilin direngli hiicreler ile
ZnT7 gen ifadesi artirtlmig hiicreler ve insiilin direngli ZnT7 gen ifadesi artirilmig hiicrelerde
H3K36me2 protein seviyesi gosterilmektedir. B’de Kontrol ve insiilin direngli hiicreler ile ZnT6 gen
ifadesi artirilmig hiicreler ve insiilin direngli ZnT6 gen ifadesi artirtlmis hiicrelerde H3K36me?2 protein
seviyesi gosterilmektedir. Grafiklerdeki ¢ubuklar ortalama £SEM verilerini gostermektedir. (*p<0.05
Kontrole gore)
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4. TARTISMA

Insiilin direnci, hiicrelerin insiiline kars1 yanit olusturamamasi ile karakterize,
hiicre fizyolojisinin ve bdylece birden ¢ok organ sisteminde fonksiyonel
degisikliklere/bozulmalara neden olan biyolojik bir bozulma olarak bilinmektedir.
Uzun siireli gozlenen insiilin direncinin ¢esitli metabolik bozulmalarla iliskili
hastaliklar yaninda kardiyovaskiiler hastaliklara da neden oldugu bildirilmistir
(Altunoglu, 2012; Patel ve ark., 2016). Bu ¢alismada kullanilan, 24 saatlik palmitik
asit inkiibasyonunun hiicrelerde insiilin direnci modeli olusturmak i¢in kullanilan bir
metot oldugu bilinmektedir(Kim ve ark., 2017; Okatan ve ark., 2019). Bu nedenle 24
saatlik siliregte en uygun belirlenen konsantrasyonlarda hiicrelere verilerek glikoz
aliminin azaltilmasi saglanabilmis ve buna bagli olarak devam eden deneylerde 50 uM

konsantrasyondaki hiicreler ile devam edilmistir.

+25

Kardiyomiyositlerde Zn*“’nun, yapisal ve diizenleyici roller iistlenen 6nemli
bir iyon oldugu ve epigenetik enzimlerin de kofaktdrii oldugu i¢in genlerin ifade
edilmesinde transkripsiyonel aktivasyonu etkiledigi bilinmektedir (Hook ve ark.,
2002; Smith ve Denu, 2009). Fizyolojik olarak sikica korunan ¢inko homeostazinin,
diyabet ve yaslilik gibi modellerde korunamadigi, bu baglamda hiicre i¢i aktivitelerde
ve hiicrenin fizyolojisinde sorunlar olustugu goriilmistiir. Uzun stireli ¢inko
homeostazindaki  dengesizligin  ciddi  patolojik  etkilere neden oldugu
bilinmektedir(Olgar ve ark., 2019; Tuncay ve ark., 2017). Bu durumda hiicrelerdeki
¢inko homeostazint korumakla gorevli, normal sartlar altinda hiicrenin
sitoplazmasindaki Zn*? iyonunu azalttig1 bilinen ZnT ailesinden ZnT6 ve ZnT7 ginko
tastyict proteinleri gen ifade durumlar insiilin direngli ve kontrol hiicrelerinde
incelenmistir. ZnT6 ¢inko tasiyici proteini ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile ilgili
literatiir taramalar1 incelendiginde bir bulgu bulunamadig1 gozlemlenmistir ancak tip
2 diyabetli hastalarda ZnT6 geni (Slc30a6) ifadesinde transkripsiyonel agidan bir

azalma oldugu incelenen mRNA sonuglarinda gézlemlenmistir(Huang ve ark., 2002;

55



Kambe ve ark., 2004). Benzer bir sonucu gordiigiimiiz bu ¢alismada ZnT6’ nin insiilin
direnci olusturulmus hiicrelerde mRNA seviyesinin azaldigi gézlemlenmistir ancak
protein seviyesinde anlamli bir fark goriilmemistir. 24 saat palmitik asit ile inkiibasyon
gergeklestirilerek olusturulan insiilin direncinin, inkiibasyon siiresi artirildig: takdirde
ZnT6 protein seviyesinde bir degisim gozlenip gozlenemeyecegi tartismaya agiktir ve
ilerideki ¢aligmalar i¢in 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada kullanilan bir diger ZnT
ailesinden olan ZnT7 g¢inko tasiyict proteini hakkinda yapilan ¢alismalarda ZnT7
proteininin hiperglisemi, diyabet, metabolik sendromu durumlarinda hiicre igi
lokalizasyonlarinin  degistigi, hiicre i¢i [Zn*?]i diizenlemesi ile mitokondri
fonksiyonlarmin da diizenlemesinde gorevli oldugu goézlemlenmistir(Olgar ve ark.,
2018; Tuncay ve ark., 2019; Tuncay ve ark., 2017). Bu ¢alismada, insiilin direnci
modelinde kontrol hiicrelerine gore, ZnT7 mRNA ve protein seviyelerinde anlamli bir
artis gdzlemlenmistir. Insiilin direnci durumunda, kontrol hiicrelerine gére, ZnT7 ve
ZnT6 gen ifadesinin birbirinden farkli olmasi, hiicrenin hiicre i¢i Zn*2

diizenlenmesinin degistigini diisiindliirmiistiir.

Kardiyomiyositlerde [Zn*?]i artisinin; hiicre igerisindeki ROS dengesini
bozdugu, hiicrelerde aksiyon potansiyelindeki repolarizasyon siiresini artirdigi, Ca*2
salinimini etkiledigi ve boylece hem mekanik hem de elektriksel aktiviteleri olumsuz
etkiledigi, papiller kas analizlerinde ise [Zn*?]i artiginin yine aksiyon potansiyelinde
repolarizasyon siiresini artirdigi ve kasilmayi azalttigi bilinmektedir(Degirmenci ve
ark., 2018; Tuncay ve Turan, 2016; Turan ve ark., 1997). Insiilin direnci olusturulmus
hiicrelerde, [Zn*?]i artis1 agik¢a gdzlemlenmistir. Bu baglamda yine alinan sonuglarda,
insiilin direnci olusturulmus hiicrelerde kontrol hiicrelerine gére, ROS miktarinda ve
mitokondri membran potansiyeli depolarizasyonunda anlamli  bir artis
gbzlemlenmistir. Incelenen ZnT6 ve ZnT7 gen ifadeleri artirilarak, insiilin direnci ve
kontrol durumlarinda hiicre i¢i Zn*? durumu incelenmek istenmistir. Alinan bulgulara
gore, insiilin direncli hiicrelerde ZnT7 gen ifadesi artirlmasi durumu [Zn*?]i’nin,
kontrole gore anlamli degismemesini saglamistir. Bu agidan ZnT7 gen ifadesinin

artirilmasinin, hiicre ici Zn*? kontroliinde 6nemli olabilecegini diisiindiirmiistiir. ZnT6
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gen ifadesinin artis1 ise insiilin direnci durumunda [Zn*?]i durumunun
diizenlenmesinde ¢ok katkida bulunamamistir. Bu durumda ZnT7 nin hiicre i¢i bazi
metabolik mekanizmalarda, ZnT6’dan farkli gorevi oldugu distiniilmiistir.
Literatiirde metallotiyoneinlerin bir ¢inko selatorii oldugu bilinmektedir ve diyabet
hayvanlarda metallotiyoninlerin miktarinin azaldigi gézlemlenmistir(Ayaz ve Turan,
2006). Bu durum insiilin direnci durumunda da metallotiyonein miktarinin degisiklik
gosterip gostermedigini  diisiindiirmiistir. Bu baglamda ZnT7 gen ifadesinin
artirilmasinin - metallotiyonein miktar1 tizerinde etkili olup olmadig1 tartisma

konusudur ve arastirilmaya ihtiya¢ duymaktadir.

Mitokondri organeli, hiicreler icerisinde 6zellikle oksijen kullanimina bagh
olarak enerji liretimini saglayan onemli bir organeldir. Hiicre icerisinde bulunan
mitokondri  organel miktar1 hiicrenin enerjiye duydugu ihtiyaca gore
degismektedir(Zorova ve ark., 2018). Hiicre homeostazinin korunmasinda hiicre igi
ATP  seviyelerinin ve mitokondri membran potansiyelinin  korundugu
bilinmektedir(Makrecka-Kuka ve ark., 2020; Zorova ve ark.,, 2018). Bu ki
parametrenin bozulmasimna neden olabilecek faktorlerin uzun siireli gorildiigii
fizyolojik aktivite bozukluklari, hiicrelerin yasamini tehdit eder(Sivandzade ve ark.,
2019; Zorova ve ark., 2018). Hiicre zarinda ve mitokondride zar potansiyellerinin
yoniiniin katyonlarin i¢ kisma, anyonlarin ise dis kisma tasinmasi seklinde
gerceklestigi goriiliir. Mitokondri organellerinde bu durum, metal katyonlarin i¢
kisimda birikmesine izin verecektir. Mitokondri membran potansiyeli mitokondride
oksidatif solunumun ve bu baglamda ATP iiretiminin tetikleyicisidir. Mitokondrinin
i¢  membraninda gerceklesebilecek 1iyon sizintilari, mitokondri membran
potansiyelinin devamliligin1 ve saglikli davranigini bozabilir. Bozulan mitokondriyal
membran potansiyeli nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin salinimi1 da artacaktir. Hiicre
ici homeostazda goriilen bozulmalar mitokondri elektrokimyasal gradyaninin
bozulmasina, zarlarda gézenekler agilmasina neden olabilir ve bu nedenle mitokondri
membran potansiyeli degisebilir(Makrecka-Kuka ve ark., 2020; Sivandzade ve ark.,

2019). Kalp hiicrelerinde degisen metabolik fonksiyonlarin sonucu olarak
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mitokondriyal disfonksiyon siklikla goriilen bir komplikasyondur. Mitokondride
goriilen fiizyon ve fisyon dinamiklerinin yapisal degisikliklere neden oldugu ve
flizyon/fisyon dinamigindeki sorunun bozulmus mitofaji ile iliskilendirildigi
bildirilmistir.  Mitokondriyal —dinamiklerin  kontroliinii  saglayan proteinler
calisamadiginda yiiksek reaktif oksijen tiretildigi de goriilmustiir(Sivandzade ve ark.,
2019; Zorova ve ark., 2018). Hiicrelerin insiilin direngli durumda enerji ihtiyacinin bir
kismini yag asitlerini kullanarak karsilama istegi kardiyomiyositlerde mitokondrinin
depolarize olmasma neden olur ve ara iirin birikimine ve buna bagli olarak
lipotoksisite olusumuna neden olmaktadir(Makrecka-Kuka ve ark., 2020). Sekillerden
anlasilacagi lizere insiilin direnci olusturulmus hiicrelerde mitokondrinin membran
potansiyeli JC-1 boyasi ile incelenmis ve sonucunda insiilin direnci gelistirilmis
hiicrelerdeki mitokondri membraninin depolarize oldugu, potansiyelinin bozuldugu
goriilmektedir. Bu durum insiilin direnci durumunda hiicrenin enerji metabolizmasinin
etkilendiginin kanitidir. Hiicrelerdeki metabolik esneklik degistiginde, mitokondri
aktivitesinde diisme gozlenmektedir. Hiicre bu durumda metabolik siire¢leri dogru
sekilde yerine getirememektedir. Mitokondri membraninda goriilen bu depolarizasyon
mitokondrinin sagliksizligina isaret etmektedir. Mitokondri hiicrenin enerji
metabolizmasini 6nemli Ol¢iide etkileyen organeldir(Sivandzade ve ark., 2019).
Yiiksek yag asidi igceren bolgede yiiksek yag asitlerinin hiicrenin subsrati haline
doniiseceginden ve fazlasinin zararli olmasi itibariyle mitokondri membran
potansiyeline zarar verdigi goriilmiis(Gremmels ve ark., 2015) ve yorumlanmistir.
Ayni zamanda, insiilin direngli durumda artan hiicre ici [Zn*?]i seviyesi ile mitokondri
membraninda gériilen depolarizasyon, ¢inko tasiyici proteinlerin hiicre ici Zn*?’nu
mitokondriye tasidigini diisiindiirmektedir. Mitokondrinin sagliksiz olusu ile
hiicredeki oksijenli solunum ve enerji liretimi olumsuz etkilenerek reaktif {iriinlerin
seviyelerinde artisa neden olmaktadir. Reaktif iirtinlerin birikimi hiicrelerdeki lipit
yapida membranlara ve organellere zarar verebilmektedir(Karabulut ve Giilay, 2016;
Yang ve Lian, 2020). Insiilin direnci durumunda da Zn*?larinin mitokondriye
tasindig1 diistiniilmektedir. ZnT6 ve ZnT7 gen ifadesi artirillmis hiicrelerde de

mitokondri membran potansiyeli depolarizasyonu ve reaktif oksijen miktarinda artis
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gbézlemlenmistir ve bu baglamda ZnT6 ve ZnT7 ¢inko tasiyict proteinlerinin
mitokondride lokalize oldugu diisiiniilmiistiir. Immiinofloresan yontemi ile ZnT6 ve
ZnT7 proteinlerinin mitokondride yerlesim gosterdigi kanitlanmistir. Bu sonug hiicre
icindeki Zn*? dagilim1 konusunda fikir sahibi olmamizi saglamistir. ZnT6 ve ZnT7
proteinlerinin mitokondride lokalize olmasi hiicrelerdeki Zn*?’larmi1 mitokondriye
tastyarak, reaktif oksijen miktarini artiracak ve hiicre i¢i mekanizmalarda bozulmalara

neden olacaktir.

Epigenetik degisimlerin anlagilmasi, uzun siireli yasanan metabolik
rahatsizliklarin etkisini biyolojik olarak agiklamayi saglayabilecektir(Egger ve ark.,
2004). Bununla birlikte, memeli hiicrelerinde, 6zellikle kardiyomiyositlerde bu ¢inko
tagtyicilarinin fizyolojik olarak Onemi, ileri calismalara gerek duymaktadir. Bu
calismada kullanilan LSD1 proteininin, bir histon demetilaz olarak gdrev aldig1 ve
hiicrenin gelisim siirecinde 6nemli rol aldigi, hiicre proliferasyonunda artisa neden
oldugu ancak fazla ifade edilmesinin kontrolsiiz hiicre boliinmelerine ve ¢oklu gen
bozukluklarina neden oldugu bilinmektedir(Lim ve ark., 2010; Pilotto ve ark., 2016;
Wang ve ark., 2022). LSD1’in, gen ifadesini degistirmek, hormonlarin diizenlenmesi
gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Bununla beraber son
calismalarda LSD1’in hiicrelerde mitokondriyal biyogenezde, lipit ve glikoz
metabolizmasinda etkili oldugu, bunlarin yaninda oksidatif hasara neden olabilecek
H202 iiretimine katki saglayan bazi enzimlerin olusumunu tetikledigi goriilmiistiir(Hu
ve ark., 2008; Reddy ve ark., 2008; Wang ve ark., 2022). Literatiir arastirilmalarinda
LSDI’in adiposit enerji metabolizmasmi etkiledigi, mitokondri metabolizma
genlerinin ifadesinin baskilanmasina neden oldugu bdylece yag birikimini ve obeziteyi
artirdigr gozlemlenmistir(Hino ve ark., 2012). Bu ¢alismada LSD1 miktarinin insiilin
direnci durumunda, ZnT6 ve ZnT7 gen ifadesi artirilmis durumlarda incelenmistir.
Bulgulara gore, insiilin direnci durumunda LSD1 miktar1 artis gostermektedir. Bu
durum insiilin direnci gozlendiginde olusabilecek mitokondri metabolizmasi gen
ifadesi degisimlerinde ve metabolik diizenlemede LSDI’in de rolii oldugunu

diistindiirmektedir ve arastirilmaya ihtiya¢ duymaktadir. Ayn1 zamanda insiilin direnci
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modelinde, ZnT7 gen ifadesinin artisinin LSD1 miktariin artisini engelledigi de
gbzlemlenmistir. ZnT6 gen ifadesinin artisi ile ise LSD1 miktarinin birbiri ile iligkili
olmadig1 diisiiniilmiistiir. Bu durum hiicre igi serbest [Zn*?]i 6l¢iimii sonucu ile
korelasyon gostermekte ve LSD1 sonuglarmm hiicre i¢i serbest [Zn*?]i ile iliskili

oldugunu diistindiirmektedir.

Normal sartlar altinda korunan lizin asetilasyon mekanizmasinin bozulmasi
durumu birgok hastalik ile iligskilendirilmistir. Diyabet ve yaslanma durumlarinda lizin
asetilasyonu artis1 mitokondri membranini depolarize eden ve reaktif oksijeni artiran
bir etkiye neden olmaktadir(Aka ve ark., 2011; Olgar ve ark., 2019). Ayni1 zamanda
kanser ve ¢oklu gen bozukluklart durumunda lizin asetilasyonunun arttig1
gozlemlenmistir(Fullgrabe ve ark., 2011). Insiilin direnci durumunda lizin
asetilasyonunun artis durumu ile reaktif oksijen miktarinda ve mitokondri membran
potansiyeli depolarizasyonunda artis gozlemlenmis ve bu durum lizin asetilasyonunun
Ozellikle mitokondri ile iliskili mekanizmalari etkiledigini diistindiirmiistiir. ZnT6 ve
ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerdeki lizin asetilasyon artiginin insiilin direnci

durumu ile baglantis1 olmadig: diisiiniilmiistiir.

Literatiirde, H3K36me2 artisinin, diyabet gelisiminde etkisi oldugu,
glukoneogenezin diizenlenmesinde rol alan genlerin promotor bdlgesinde gorev aldig:
ve diyabetik nefropatide arttigi goézlemlenmistir(Kumar ve ark., 2016; Nie ve ark.,
2017; Sharma ve ark., 2020). Sonuglara gore insiilin direngli ve ZnT6 ve ZnT7 gen
ifadeleri artirlmis hiicrelerde H3K36 metilasyonlarinda artis goriilmiistiir. Insiilin
direnci durumunda H3K36me2’nin artis1 ile glukoz metabolizmasinin bozulmasi
arasinda iliski oldugu diisiiniilmektedir. Bu durumun hiicre i¢i Zn*? ile iliskisi merak
edilmis ve ZnT6 ve ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerde, insiilin direngli
hiicrelerdeki H3K36me2 protein seviyesinden farki olmadigi goriilmiistiir. Insiilin
direnci durumu ile ZnT6 ve ZnT7 gen ifadesi artirilmis hiicrelerdeki H3K36

dimetilasyonun  birbiri ile baglantist  olmadigi  distinilmistir. H3K27
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metilasyonlarmin DNA {izerindeki bazi bolgelerin transkripsiyonel okunmasini
azaltarak bu bolgelerdeki transkripsiyonel aktiviteyi korudugu bilinmektedir(Aka ve
ark., 2011; Li ve ark., 2012; Wiles ve Selker, 2017). Sonuglara bakildiginda insiilin
direngli hiicrelerde H3K27 dimetilasyonunda fark gorilmemektedir. H3K27
dimetilasyonunun ZnT6 ve ZnT7 proteinleri ve insiilin direnci durumu ile baglantili
olmadig1 diisiiniilmiistiir. Uzun stireli goriilebilecek insiilin direnci durumundaki

H3K27me2 durumu arastirilmaya ihtiya¢ duymaktadir.

61



5. SONUC VE ONERILER

Insiilin direnci durumunun bircok hastaligin énciisii olarak kabul edildigi, uzun
stireli yagsanmasi durumunda kardiyovaskiiler sistem de dahil olmak tizere birgok organ
sistemlerinin isleyisini bozdugu bilinmektedir. Bu baglamda hiicre i¢erisinde goriilen
degisimlerin incelenmesi, insiilin direnci durumunda goriilen mekanizmalarin tespiti
amactyla 6nem arz etmektedir. Hiicrelerde [Zn*?] homeostazinin korunmasi
durumunda ¢inko elementi hiicreler i¢in faydali ve zorunlu bir faktérdiir ve hiicrenin
yapisal, fonksiyonel, gelisimsel kaderinde rol oynamaktadir. Hiicre i¢i [Zn*?]i’nun
metabolik rahatsizliklarda arttigit daha onceki c¢alismalarda goézlemlenmistir.
Hiicrelerde [Zn*?]i artis1 ve sonuglari, hiicrelerin yasam fonksiyonlar1 agisindan
onemlidir. Yine 6nceki calismalarda kardiyomiyositlerde 6lgiilen [Zn*2]i miktarmin
artist, hiicrelerin mekanik ve elektriksel aktivitesini bozdugu goriilmiistiir. Hiicre i¢i
¢inko artisini saglayarak bazi metabolik yolaklari da aktiflestiren bazi ¢inko tasiyicilar

RNA ve protein diizeyinde gosterilmistir.

Bu ¢alismada, insiilin direnci olusturulmus hiicrelerde ZnT6 ve ZnT7 [Zn*?]
diizenleyici tastyicilarin lokalizasyonu ve etkisi incelenmistir. Son ¢aligmalar, insiilin
direncini ve ¢inko tastyicilarini epigenetik olarak arastirllmaya deger kilmaktadir.
Hiicre i¢i [Zn*?]i ‘nun ¢inkoyu kofaktdr olarak kullanan epigenetik diizenleyicilerin
kullanimi1 agisindan 6nemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle tiim genomdaki histon
metilasyonlar1 ve histon enzimleri incelenmistir. Ilerideki calismalarda; hiicre ici
[Zn*?]i, insiilin direnci ve epigenetik unsurlarin birbiri ile iliskilendirilmesi icin daha
fazla arastirma yapilabilir, bu c¢alismada toplam Oolgiilen epigenetik diizenleyici
proteinlerin s6z konusu ¢inko tasiyici proteinler ile kromatinimmiinopresipitasyonu
teknigi kullamlarak direkt iliskilendirilmesi yapilabilir. Yine hiicre ici [Zn*%]

dagilimin1 gérmek amaciyla organel diizeyinde fraksiyonlama yontemi kullanilarak

insiilin direnci ve normal kosullarda hiicre i¢i Zn*?’larinin dagilimi incelenebilir.

62



OZET

Insiilin Direnci Gelistirilmis H9¢2 Hiicre Hatlarinda Epigenetik Degisimlerin Cinko
Transporterlar1 Uzerindeki Rolii

Uzun yillardir kardiyovaskiiler hastalik (KVH), diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim
nedeni olmustur. Bunun en 6nemli nedenlerinden bazilari, niifus artigi, yaslanan toplum ve
hastaliklardaki epidemik degisimlerdir. KVH, kalp ve damar bozuklularmin bir biitiini
olabildigi gibi ayr1 ayr sistemlerden de kaynaklanmaktadir. Insiilin direnci organizmada
metabolik faaliyetlerin; hiicrenin yasamsal fonksiyonlarinin insiiline karst dogru olmayan
yanitlar vermesi bunun getirisi olarak organ sistemlerinde goriilen bozulmus biyolojik yanitlar
olusmas1 durumu olarak goriilmektedir. Insiilin direnci, kalp yetmezligi ile yakindan
baglantilidir ve insiilin direncinin varlig1 kalp yetmezliginin ilerlemesine olumsuz katkida
bulunmaktadir. Bu ¢alismada ilk olarak PA ile insilin direnci olusturulmus H9c2 hiicre
hatlarinda glikoz alim deneyleri yapilarak insiilin direncinin olustugu teyit edildi.
Biyokimyasal ve molekiiler biyolojik teknikler kullanilarak bu hiicrelerden toplanan mRNA
ve proteinlerde arastirilan ¢inko tasiyict ZnT6(Slc30a6) ve ZnT7(Slc30a7) seviyeleri
incelenmigtir. Daha sonra kontrol ve insiilin direngli gruplarda; floresan goriintiileme
teknikleri kullanilarak, hiicre ici serbest Zn*? seviyeleri ([Zn*?]i), mitokondri membran
potansiyeli (MMP) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) belirlendi. Bu deneyler sonucunda ilk
olarak, insiilin direncinin hiicre i¢i iyon mekanizmasina, oksidan durumuna ve mitokondri
fonksiyonuna olan etkisi incelenmistir. ikinci olarak ise, insiilin direncinin histon
modifikasyonlarina bagli olarak ¢inko tasiyicilarina olan etkisi ve ayni1 zamanda incelenen
ZnT6 ve ZnT7 ¢inko tasiyict proteinlerin bu asamalardaki rolleri incelenmistir. Bu sekilde
hiicrelerin kardiyovaskiiler hastaliga neden olan insiilin direnci durumunun hiicre igi
mekanizmalar1 nasil etkiledigi ve hiicre igerisindeki ZnT6 ve ZnT7 ginko tastyici proteinlerin
istenmistir. Sonug olarak, ZnT6 ve ZnT7’nin mitokondride lokalize oldugu ve gerceklesen
hiicre i¢ci mekanizmalar ile iliskili oldugu go6zlemlenmistir. Hiicrede insiilin direnci
durumunda, ZnT7 ¢inko tastyici proteinlerinin [Zn*2]i ve LSD1 protein miktarinin kontroliinde
etkili oldugu ve mitokondrideki lokalizasyonlar1 dikkate alinarak hiicre igi reaktif {irlinlerin
salinimi ve enerji metabolizmasinin bozulmasinda etkili olabilecegi diigiiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Cinko, Cinko Tasiyicit Proteinler, H9C2 hiicre hatti, insiilin direnci,
epigenetik
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SUMMARY

The Role of Epigenetic Changes on Zinc Transporters in Insulin Resistant induced
H9c2 Cell Lines

For many years, cardiovascular disease (CVD) has been the leading cause of death
worldwide. Some of the most important reasons for this are population growth, an aging
society, and epidemic changes in diseases. CVD can be a combination of cardiovascular
diseases or it can be caused by separate systems. Insulin resistance, metabolic activities in the
organism; Incorrect responses of the cell's vital functions to insulin are seen as the result of
impaired biological responses seen in organ systems. Insulin resistance is closely linked to
heart failure, and the presence of insulin resistance negatively contributes to the progression
of heart failure. In this study, glucose uptake experiments were carried out in H9c2 cell lines,
in which insulin resistance was created with PA, and it was confirmed that insulin resistance
occurred. Zinc transporter ZnT6(SIc30a6) and ZnT7(SIc30a7) levels were investigated in
MRNA and proteins collected from these cells using biochemical and molecular biological
techniques. Then in the control and insulin resistant groups; Using fluorescent imaging
techniques, intracellular free Zn*? levels ([Zn*?]i), mitochondrial membrane potential (MMP),
and reactive oxygen species (ROS) were determined. As a result of these experiments, firstly,
the effect of insulin resistance on intracellular ion mechanism, oxidant status, and
mitochondrial function was investigated. Secondly, the impact of insulin resistance on zinc
transporters due to histone modifications and the roles of ZnT6 and ZnT7 zinc transporter
proteins in these stages were investigated. In this way, it was desired to learn how the insulin
resistance state of the cells, which causes cardiovascular disease, affects the intracellular
mechanisms, the effect of ZnT6 and ZnT7 zinc carrier proteins in the cell in this process, and
whether this effect develops due to an epigenetic reason. As a result, it has been observed that
ZnT6 and ZnT7 are localized in mitochondria and are related to the intracellular mechanisms
that take place. In the case of insulin resistance in the cell, it is thought that ZnT7 zinc carrier
proteins are effective in controlling the amount of [Zn*?]i and LSD1 protein and may be
effective in the release of intracellular reactive products and disruption of energy metabolism,
considering their localization in mitochondria.

Key Words: Zinc, Zinc Carrier Proteins, H9c2 cell line, insulin resistance, epigenetics
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