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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

DM: Diabetes Mellitus

TNF: Tumor nekroz faktorl

IL: interlokin

BMI: Beden kitle indeksi

SAT: Subkutan adipoz doku

VAT: Viseral adipoz doku

WAT: Beyaz adipoz doku

BAT: Kahverengi adipoz doku

IGF: Insiilin-Benzeri Bilyiime Faktorii

FFA: Serbest yag asidi

ER: Endoplazmik retikulum

MCP: Monosit kemoatraktan molekiil

IFN: interferon

IRS: Insiilin Direnci Substrati

CECAML1: Karsinoembriyon antijen iligkili hiicre adhezyon molekiil 1
IR: Insiilin direnci

SSS: Sempatik sinir sistemi

ATP: Adenozin 3 fosfat

DAG: Diacil gliserol

ERS: Endoplazmik retikulum stresi

ROS: Reaktif oksijen tiri

PI13K: Fosfooinositid 3-kinaz

GLUT-4: Glikoz tasiyic1-4

MAPK: Mitojen-aktive protein kinaz
IL-1RA: Interlokin-1reseptor antagonisti
IFN: Interferon

PBEF: pre-B koloni artiric1 faktor

APC: Akut faz hiicreleri

NAMPT: Nikotinamid fosforibozil transferaz
NAD: Non akut distres

OLETF: Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty
HECT: Hiperinsulin ?-6glisemik klemp
ELISA: Enzim iligkili immunosorbent analiz
RIA: Radyoimmuno test

T2DM: Tip 2 Diabetes Mellitus

NGT: Normal glikoz toleransi

HOMA: Homeostaz Model Analizi (insiilin direng testi)
RARREZ2: Retinoik asit reseptor yanit¢i protein 2
CMKLR1: Kemokin benzeri reseptor 1
FABP: Yag asidi baglayici protein

PAI-1: Plasminojen aktivator inhibit6r-1
LDL: Diisiik densiteli lipoprotein

PONL1: Paraoksenazl

EDTA:Etilen diamin tetra asetat

PCR: Polimeraz zincirleme reaksiyon



RFLP: Restriksiyon fragmani uzunluk poliformizmi
SDS: Sodyum dodesil sulfat

OD: Optik densite

AST: Aspartat amino transferaz

ALT: Alanin amino transferaz

BUN: Blood Urea Nitrogen

PLT: Platelet

WBC: Beyaz kan hucreleri

HDL: Yuksek densiteli lipoprotein

VLDL: Cok diisiik densiteli lipoprotein

Xi



Xii

OZET

Oran, F.K. (2018). Diyabetik obez ve nondiyabetik obez hastalarda adipoz dokudan elde
edilen vaspin, visfatin ve kemerindeki genetik varyasyonlarin karsilastiriimasi, Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Molekiiker Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Diabetes mellitus (DM) ve obezite, patogenez ve patofizyoloji agisindan ¢ok
benzerdir. Obezite hastalarinin ¢ogunda, genetik ve cevresel faktorlerin yol agtigi
adipoz doku fonksiyon bozuklugu bulunur. Adipoz doku, adipozitlerden salgilanan
mediyatorlerin (adipokinler) kaynagidir. vaspin (visceral adipose tissue—derived serine
protease inhibitor), visfatin (pre-B cell enhancing faktdr), kemerin son yillarda
kesfedilen adipokinlerdir.

Adipokin genlerindeki polimorfizm, obezitenin ortaya c¢ikmasi ile iligkili
olabilecegi belirtilmektedir. Adipokinlere karsi direng olugmasinin, sempatik sinir
sisteminin kronik aktivasyonunda rolii vardir. Sempatik sinir sisteminin kronik olarak
asir1 aktive olmasinin, organ hasarlarina ve obezite ile ilgili karmasik problemlere yol
actig1 gosterilmistir.

Vaspin, viseral adipoz dokuda Uretilen serin proteaz inhibitortdir. Adipoz doku
tarafindan vaspin indiiklenmesi obezite ve obezitenin inflamatuvar komplikasyonlarina
yanitta telafi edici bir mekanizma olusturabilecegi belirtilmektedir.

Visfatin, B lenfosit dnculeri icin bir blylime faktori olarak karaciger, iskelet
kas1 ve kemik iliginde kesfedilmis, insulini taklit eden bir adipokindir. Dolasimdaki
visfatin seviyesi beyaz adipozit doku birikimi ile yakin olarak iliskilendirilmektedir.
Visfatin mRNA seviyeleri adipozit farklilasmasi esnasinda artmaktadir ve visfatin
sentezi glukokortikoidler, TNF, IL-6 ve blylime hormonu gibi g¢esitli faktorler
tarafindan diizenlenmektedir.

Kemerin, G protein-coupled reseptdr icin bir ligand olarak hizmet eden
kemoatraktan bir proteindir. Adipogenez ve adipozit metabolizmasini diizenleyen
adipoz kaynakl1 bir sinyal molekdiliidiir.

Tip2 diyabetin ve obezitenin insulin direncinden gelistigi bilinmektedir. Bu iki
hastaligin patofizyolojisinde adipokin genlerindeki polimorfizm farklar1 olduguna
inaniyoruz. Calisma amacimiz, diyabetik obez ve nondiyabetik obez hastalardaki adipoz
doku kokenli adipokinlerden vaspin, visfatin ve kemerinin gen varyasyonlarinin
farkliliklari ile etkilerini arastirmaktir.

Anahtar Kelimeler: Vaspin, Visfatin, Kemerin, Adipokin, Adipoz doku, Diyabet,
Obezite

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje N0:42096
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ABSTRACT

Oran, F.K. (2018). Comparison of genetic variations of adipose tissue derived vaspin,
visfatin and chemerin in diabetic-obese and non-diabetic-obese patients, Istanbul
University, Aziz Sancar Institute of Health Science, Department of Molecular Medicine.
Istanbul.

Diabetes mellitus (DM) and obesity are very similar in regard of pathogenesis
and pathophysiology. Most of the patients with obesity have adipose tissue dysfunction
as a result of genetic and environmental factors. Adipose tissue is the source of
mediators (adipokines) released from the adipocytes. Vaspin (visceral adipose tissue—
derived serine protease inhibitor), visfatin (pre-B cell enhancing factor), chemerin are
adipokines identified in recent years.

It is suggested that occurrence of obesity can be related with the polymorphism
of adipokine genes. Development of resistance to adipokines plays a role in chronic
activation of sympathetic nervous system. Chronic over-activation of sympathetic
nervous system has been shown to lead to complex problems related with organ damage
and obesity.

Vaspin as a serine protease inhibitor (serpine) derived from visceral adipose
tissue. Induction of vaspin by adipose tissue is suggested to develop a mechanism
compensating the response to obesity and inflammatory complications of obesity.

As a growth factor for B-lymphocyte precursors, visfatin is an insulin-
mimicking adipokine discovered in liver, skeletal muscles and bone marrow.
Circulating visfatin levels have been associated closely with white adipose tissue
accumulation. Visfatin mRNA levels increase during adipocyte differentiation and
visfatin synthesis is regulated by various factors such as glucocorticoids, TNF, IL-6 and
growth hormone.

Chemerin is a chemo-attracting protein serving as a ligand for G protein-coupled
receptor. It is also an adipose-derived signal molecule regulating adipogenesis and
adipocyte metabolism.

It is known that type 2 diabetes and obesity occurs as a result of insuline
resistance. We belive that there are polymorphism differences in adopokine genes
which have role in the pathophisiology of these two diseases. Our aim with this study is,
to search the differences and its effects in gene variations of vaspin, visfatin and
chemerin which are adipose tissue adipokines in diabetic obese and nondiabetic obese
patients.

Key Words: Vaspin, Visfatin, Chemerin, Adipokine, adipose tissue, Diabetes, Obesity

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 42096



1. GIRIS VE AMAC

Diyabet ve obezite hem patogenez hem de fizyopatoloji olarak pek ¢cok benzer
Ozellik tasimaktadir (1,2). Obez bireylerin biiyiikk bir kisminda genetik ve gevresel
faktorler kokenli adipoz doku disfonksiyonu gorulir (3). Adipoz doku, adipokin adi
verilen bir takim mediatorlerin kaynagidir (4). Son 5 yil icerisinde tanimlanmig bazi
onemli adipokinleri saymak gerekirse; vaspin (visseral adipoz doku kokenli serin
proteaz inhibitord), visfatin (pre-B hiicresi arttiric1 faktor), kemerin, apelin ve rezistin
uzerinde durulabilir (5). Obezite ile adipokin genlerinin polimorfizm gdéstermesi
arasinda onemli bir iliski oldugu vurgulanmistir (6). Adipokinlere kars1 gelisen direng
sempatik sinir sisteminin kronik aktivasyonuna neden olur bunun sonucunda da ¢esitli
organ hasarlar1 ve obezite tablosu karsimiza cikar (7). Vaspin, adipoz doku tarafindan
tiretilen bir serin proteaz (serpin) inhibitoriidiir ve adipoz doku tarafindan sentezinin
uyarilmasi obezite ve obezitenin antiinflamatuar komplikasyonlarina verilen yaniti

kompanse eder.

B lenfositleri prekirsor hicreleri icin biyume faktori gorevi yapan visfatin,
karaciger iskelet kas1 ve kemik iliginde bulunan ve insiilinin etkilerini taklit eden bir
adipokindir (8,9). Beyaz adipoz doku akimilasyonu ile visfatinin kan duzeyleri
arasinda siki bir korelasyon bulunmaktadir. Adipozitlerin differansiyasyonu sirasinda
visfatin mRNA duzeyleri artar, glukukortikodiler, TNF, IL-6 ve buyume hormonu

duzeyleri visfatin sentezi icin dnemli bir regulasyon gorevi gorur (10).

Kemerin, G protein reseptort icin ligand gorevi goren bir kemoatraktan
proteindir. Ayni zamanda adipozit metabolizmasinda adipogenezi regiile eden bir sinyal

molekdlidir (11,12,13).

Tip 2 Diyabet ve obezitenin her ikisi de insiilin direnci altinda gelisse de,
fizyopatolojilerinin farkli oldugu diisiiniilmektedir (adipokin genlerindeki polimorfizm
gibi). Bu calismadaki amacimiz obez hastalardaki adipoz doku kdkenli adipokinler olan

vaspin, visfatin ve kemerinin genetik varyasyonlarini degerlendirmekir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Temel Bilgiler

Insiilin pankreatik bir hormondur ve pankreas midenin arkasinda uzanan bir
organdir. Pankreasta adaciklar ve Beta hiicreleri yer almaktadir. Insiilin adacik
hiicrelerinde yapilir ve bu hiicrelerden kana salmim gergeklesir. Insilinin
metabolizmadaki rolu olduk¢a 6nemlidir. Metabolizma, enerji icin sindirilen besinlerin
kullanilmasinda rol alan sistemdir. Sekerler ile nisastalar pek ¢ok besinde bulunan
karbohidratlardir ve sindirim sistemi araciligi ile yikilarak glukoz haline gelirler.
Insiilin, glukozu abzorbe etmeleri konusunda hiicrelere yardimei olur ve daha sonra

hiicreler glukozu enerji i¢in kullanirlar. Glukoz kan dolasimindaki sekerdir.

Insiilin direnci, iiretilen insiilinin bedende verimsiz kullanilmasidir (8). Insiiline
direngli kiside glukoz hiicreler tarafindan abzorbe olmak yerine, kanda artar ve boylece
tip 2 diyabet veya prediyabet gelisir (10). Insiiline direncli kiside, koruyucu énlemler
alinmadiginda, yillar iginde tip 2 diyabet gelisebilir. Tip 2 diyabet yasam boyu siiren bir
hastaliktir ve ilerleyici olabilir (8).

~
. '\
Karaciger '| Pankreas adacik
i | hticresi

2'\

Pankreas

Beta hiicresi

Sekil 1 Beta Hicre Siklusu



2.2. insiilin direnci

Insiilin direncinde; kas, yag ve karaciger hiicrelerinin insiiline yanit1 diizensizdir.
Boylece bu yapilarin kan dolasimindaki glukozu abzorbe etmeleri giiclesir (11). Beden
ilerleyici bigimde glukozun hiicrelere girmesine yardimci olmasi i¢in daha fazla insiiline
gereksinim duyar. Pankreatik beta hiicreleri artan insiilin talebini karsilamak i¢in ¢ok
calisir ve insiilin tiretimini artirir. Beta hucreleri instillin direncinin tstesinden gelmeye
yetecek miktarda insiilin tiretebildigi siirece kan glukoz diizeyi normal kalir. Zaman
icinde, beta hiicreleri bedenin insiilin talebini karsilamaya yetecek kadar insiilin
Uretmede yetersiz hale gelir. Bu durum, insulin direnci nedeniyle tip 2 diyabetin veya

prediyabetin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (11).

Insiilin direncinin birincil nedeni obezitedir. Onceleri arastirmacilar yag
dokusunun yalnizca enerji deposu olarak is gordiigiinii kabul etmekte idiler (8). Ancak,
calismalar, bel ¢evresindeki yagin insiilin direncine, yiiksek kan basincina, kolesterol
dengesizligine ve kardiyovaskiiler hastaliklara neden olabilecek hormonlar1 ve diger
madddeleri iirettigini gostermistir. Bel ¢evresindeki yag bedende kronik ve kalici
inflamasyon gelismesinde rol almaktadir. Kronik inflamasyon uzun dénemde bedende
herhangi bir bulgu veya semptom olmadan zarar dogmasina neden olur (14). Bu
inflamasyon ayrica insiilin direnci, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik gelismesine
katkida bulunur. Calismalar beden agirligindaki azalmanin insiilin direncini azalttigini

ve tip 2 diyabeti onledigi veya geciktirdigini gostermistir (13).

Tip 2 diyabet ve prediyabet gelisme riski insiilin direnci ile birlikte artar. Bir
kiside insiilin direnci varsa, genellikle prediyabet gelisir. Insiilin direnci tip 2 diyabete
tek basina yol agmaz ama hastalik i¢in uygun ortami hazirlar; ¢iinki insiilin {ireten beta-

hicreleri Gzerinde yike neden olur (8).

Prediyabette, beta hiicreleri tarafindan insiilin {iretimi, insiilin direncini yenmeye
yeterli gelmez, boylece kan glukoz diizeyleri artar. Prediyabet bir kez basladiginda
genellikle, beta-hiicre fonksiyonu kaybi nedeniyle tip 2 diyabetle sonuglanir (12).

Diyabet koroner olaylar riskini erkeklerde 2 kat ve kadinlarda 4 kat artirir. Bu
artis hipertansiyon, dislipidemi ve pihtilasma anormallikleri gibi kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin sikligina baghidir. Hem diyabet hem de hipertansiyon olan kisilerde
kardiyovaskiiler hastalik olusma riski, hipertansif ama diyabeti olmayanlardan yaklasik

2 kat daha fazladir. Hipertansif diyabetik hastalarda ayrica retinopati ve nefropati dahil



diyabete 6zgiil komplikasyon riski de artmustir (5). Insiilin direnci ve onu telafi etmek
lizere ortaya ¢ikan hiperinsiilinemi, Insiilin Diren¢ Sendromu olarak adlandirilir ve

klinik disavurumlarinin biiyiik bir halk saglig1 sorunu oldugu iyi bilinmektedir (11).

Hiperinsiilinemi, direncin iistesinden gelecek sekilde siirdiirtilemediginde tip 2
diyabet gelisir (15). Insiilin direnci olan kisiler glukoz diizeylerini normal tutmak igin
normal miktardan daha fazla insiilin salgilarlar ve hiperglisemi yoklugunda bile bu
durum bir grup anormallige neden olabilir. Bu anormallikler grubunu ¢esitli isimler
arasinda en iyi Insiilin Diren¢ Sendromu tanimlar. Bu isim, eslik eden anormallikler
grubunun patogenezinde insiilin direncine ve sonucunda ortaya ¢ikan telafi edici
hiperinsiilinemiye bas rolii vermektedir. Alternatif isimler, 6rnegin metabolik sendrom
veya dismetabolik sendrom c¢ok aciklayict olmayan metabolik tanimina dayanmaktadir
ve insiilin direnci ve bunun sonucunda ortaya cikan hiperinsiilinemi arttiginda bu
terimler durumu agiklamada daha da az uygun hale gelirler (16). Ayrica, bu isimler
yalnizca bir kiside kiimelenen klinik bulgular grubunu tanimlamaktadir ve nigin ortaya
ciktigim agiklamamaktadir (17). Tersine, Insiilin Diren¢ Sendromu bir kiside bir grup
anormalligin ortaya ¢ikmasina neden olabilecek insiilin direncine ve buna bagli ortaya
cikan hiperinsiilinemiyi isaret ederek patogenezi agikca belirtmektedir. Bu
anormalliklerin timdnu (instlin direnci ve hiperinsilinemi ve anormallikler) bir

semsiye altinda toplamaktadir (3).

Tablo 1 Insiilin diren¢ mekanizmasi
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2.3. Obezite ve Insiilin Diren¢ Sendromu

Bu tezde anahatlar1 verilen Obezite ve Insiilin Direng Sendromu arasindaki iliski

pek ¢ok diger yayima gore iki agindan farklidir (18).

Birincisi, Insiilin Diren¢ Sendromu obeziteyi, 6zellikle abdominal obeziteyi,
basit bir bigimde pek ¢ok yasam tarz1 faktoriinden biri olarak kabul etmeyip, sendromun
Ozelliklerinden birisi olarak kabul eder. Ciinkii obezite, insiilinin aracilik ettigi glukoz
kullanimin1 olumsuz etkiler ve Insiilin Diren¢ Sendromu riskini artirir (19). Obezite
neden Insiilin Diren¢ Sendromunun bir 6zelligi olarak kabul edilir? Ciinkii obezite,
insiilin direncinin/hiperinsiilineminin bir sonucu degildir ama, insiilinin aracilik ettigi
glukoz kullanimimi azaltan fizyolojik bir faktordiir. Ayrica, insiilin direnci bulunan
kisiler arasinda asir1 kilolu/obez olmayanlar ve asir1 kilolu/obez kisiler arasinda da
insiilin direnci olmayanlar bulunmaktadir (18). Insiilin Direng Sendromunun fizyolojik
olusumunun agik¢a anlasilmasi igin obezitenin insllin direnci/hiperinsiilinemi
sendromuna katkida bulundugu ama anormal insiilin metabolizmasinin bir sonucu

olmadigi kabul edilmelidir (19).

Ikincisi, Insiilin Diren¢ Sendromu riskinin artmis oldugunu belirlemek icin bel
cevresinden ziyade beden kitle indeksi (BMI) kullanilmaktadir (11). Bu se¢imin
yapilmasinin nedenleri, boy ve beden agirliginin 6l¢iimii basittir ama bel cevresinin

Olctilmesi kolay degildir, rutin bir islem degildir ve standardize degildir (20).

Ayrica, BMI, ABD ve Avrupa’da obezite tanimi icin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Normal agirlik, fazla kilo ve obezite siniflandirmast BMI'ye
dayanmaktadir. Obezitenin farmakolojik tedavisinin uygun kullanilmasina iligkin
giincel kilavuzlar da BMI'yi temel almaktadir (21). Mevcut bilimsel kanit, insiilin
direncinin saptanmasi bakimindan bel cevresi 6l¢iimiiniin BMI’den iistiin oldugunu

gosterememistir (3).

Genelde, BMI ile tanimlanan yag miktar1 normalden yiiksek oldugunda,
metabolizma ile iligkili hastaliklar i¢in risk faktorii olarak kabul edilir. Kardiyovaskiiler
hastaliklar, tip 2 diabetes mellitus, kemik kirilganligi bu hastaliklar arasindadir. Fazla
yaga veya alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi; neoplazi, polikistik over
sendromu, glomerulopati ve diger metabolik olmayan patolojilere bagl hastaliklarin
riskini de artirir (22). Ancak, yag dagiliminin yag fazlaligindan daha énemli oldugunu

ve bedenin merkezi bolgelerinde bulunan yagin (aynt zamanda viseral veya



intraabdominal yag olarak da bilinir) hastaliklarin patogenezinde daha 6nemli rol
oynadigi tespit edilmistir. Genis kalca ve genis basen anlamina gelen periferik obezite
ise daha iyi metabolik profil ile iligkilidir (23). Yagdaki viseral adipoz dokunun daha
once belirtilen komorbiditeleri 6ngordiiriici olmasit bakimindan, subkutan adipoz

dokudan daha 6nemli oldugu gdsterilmistir (4).

Obezite ile insiilin direci gelismesi baglantilidir. Ornegin, Afro-Amerikanlarda
artmis abdominal subkutan adipoz doku (SAT) ve viseral adipoz doku (VAT) ile insiilin
direnci arasinda giiclii baglanti oldugu gosterilmistir (24). Ayrica, santral obezitede,
subkutan obeziteye nazaran insulin direncinin daha yiiksek oldugu da tespit edilmistir.
Bazi arastiricilar ise viseral obezite ve metabolik veya metabolik olmayan hastaliklar

arasindaki iligkiye insiilin direncinin neden oldugunu savunmaktadir (4).

SAT kayb1 (edinsel veya kalitsal) olan ve daha fazla VAT ve ektopik yag
birikmesi bulunan lipodistrofik hastalarda insiilin direnci gelisme olasiligi daha
yiiksektir ve insiilin direnci ile iliskili metabolik ve metabolik olmayan hastaliklara
yatkinlik daha fazladir (25). Diger yandan, daha fazla subkutan yagi ve deforme edici
yag hastalig1 (multipl simetrik lipomatozis, lipidema ve Dercum hastalig1) olan kisiler
metabolik durum bakimindan genellikle daha sagliklidir. Bu bulgular SAT’ta yag
birikmesinin  metabolik  durum  bakimindan  koruyucu rolii  olabilecegini

diisiindiirmektedir ama VAT veya ektopik bolgelerdeki yagin boyle bir rolii yoktur (4).

Adipoz Dokularm Siniflandirilmasi

Bedende adipoz dokular iki tire ayrilir: Beyaz adipoz doku (WAT) ve kahverengi
adipoz doku (BAT) (14). WAT yag depolama roliine ek olarak bedendeki en biyuk
endokrin organ kabul edilmektedir. Otokrin, parakrin ve endokrin fonksiyonlart vardir
(6rn., beyin, kas, karaciger, damarlar, bobrek, kemik vb). Besin alimi1 ve soguga yanit
olarak termogenezin diizenlenmesi araciligi ile, sempatik aktivasyonlar, Kkaslar

tarafindan salgilanan irisin hormonlari vb ile BAT bedende enerjiyi yayar (4).



Sekil 2 Adipoz Doku Kompartmanlari
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Beyaz adipoz doku (WAT) ve kahverengi adipoz doku (BAT) daha da ileri
diizeyde asagidaki sekilde siniflandirilir:

a. WAT, subkutan adipoz doku (SAT) ve i¢ adipoz doku olarak
siniflandirilir. SAT ise daha da boliinerek ytlizeyel ve derin adipoz doku adini
alir. I¢ adipoz doku intratorasik (érn., perikardiyal) ve viseral adipoz
dokudan (VAT) olusur. Viseral adipoz doku ise intraperitoneal yag
(omentum majus ve emzenterik) ve ekstraperitoneal yag (pre ve
retroperitoneal) olarak siniflandirilir.

b. BAT, damarlar boyunca (aorta, karotis, koroner arterler vb),
boyunda, intraskapuler ve supraklavikuler bolgelerde, aksilla, karin duvari,

inguinal fossa ve kaslarda bulunur.

Adipoz dokunun iki Onemli ozelligi vardir: Genisler ve plastisitesi (sekle
girebilir) vardir. Genisleme adipoz dokunun lipid depolama yetenegidir. Bu
adipositlerin boyutundaki artisla (hipertrofi) ve/veya mevcut adipositlerdeki artis
(adipogenez) ile gerceklesir. Obezite ilerledikge, hipertrofi gozlenir ama ¢ok obez
kisilerde hipertrofi plato yapar (8) ama bu kez de adipositlerde hiperplazi gozlenir (26).
VAT’ m proliferasyon hiz1 ve diferansiyasyon kapasitesi daha yavastir ve bu nedenle

baslica hipertrofi ile biiylir (18). Tersine, SAT (baslica bedenin alt boliimlerinde)



temelde hiperplazi ile cogalmaktadir. Her iki kompartmanda da genisleme kapasitesi
asildiginda, lipid non-adipoz dokulara tasar (4). Plastisitesi ile iligkili olarak WAT ve
BAT alam belli kosullarda transdiferensiyasyon gosterir. Ornegin, soguga maruziyet
durumunda, baz1 WAT kahverengi adipoz dokuya doniisiir ve 1s1 iiretimini artirabilir ve
kilo artirict bir diyet tliketildiginde BAT WAT’a transdiferensiye olur ve daha fazla
enerji depolar (4).

Insiilin direnci insiilinin etkisini bozar. Insiiline diren¢ olan durumlarda kas
glukoz alimi azalir ve karacigerde endojen glukoz iiretimi artar ve bdylece hem aclik
hem de tokluk durumlarinda kandaki glukoz diizeyi artar. Insiilinin lipid metabolizmas1
(6rn., adipositlerde lipoliz artar) veya protein metabolizmasi (6rn., kasta protein sentezi
azalarak sarkopeniye yatkinliga yol acar) iizerindeki etkisi de bozulur (27). Insiilin
direnci, damarlar (vazokonstriksiyon/hipertansiyon); beyin (kalori alimi artar); pankreas
(beta-hiicre kitlesi azalir ve glukoz duyarliligi azalir); kemik (kemik kitlkesi ve giicii

azalir) gibi diger organlarin fonksiyonunu da etkiler (4).

Insiiline direncli durumlarda instilinin seltiler mitojenik etkisi korunur; bu 6zellik
hiicre ¢ogalmasini kolaylastirir (6rn., acantosis nigricans, kansere yatkinlik). Insiilin
kikirdakta IGF-1 resptorii (akromegalik Ozelliklere neden olur) veya over teka
hiicresindeki reseptor (asirt androjen tiretimi ve sagilanmast, hirsutism ve polikistik over
sendromuna neden olur) gibi diger reseptorlere baglanabilir (28). Obezite cesitli
reseptOr diizeylerinde insiilinin etiyopatogenezinde rol alir; drnegin serbest yag asidi
(FFA) fazlaligi nedeniyle kasa insiilinin ulagmasini azaltir  (pre-reseptor),
hiperinsiilinemi nedeniyle insiilin reseptor downregiilasyonunu azaltir (reseptor) ve
birka¢ adipoz 1ile iligkili faktér (6rn., FFA artisi, adipokin ve/veya sitokin
salginlanmasindaki bozukluk) tarafindan hticre i¢i zincirler inhibe edilir (post reseptor).

Bunlardan ayrintili olarak s6z edilmistir ve tanimlanmislardir (4).

2.4. Disfonksiyonel adipoz doku

Adipositler ve diger adipoz doku obezite ile iligkili insiilin direncinde temel rol
oynamaktadir. Baslica VAT ve iist beden SAT’da yer alan oldukga lipolitik hipertrofik
disfonksiyonel adipositler, dolasima FFA salimini artirirlar ama adipokinlerin salinimini
bozarlar (leptin ve resistin artar, adiponektin azalir vb) (29). Artan FFA’nin santral

obezite ve insulin direnci ile nasil bir iligkili olabilecegi sorusu birbirini tamamen



reddetmeyen iki varsayimla aciklanmaktadir: portal varsayimi ve tagma (veya ektopik

yag) varsayimi.

Portal teoride, santral abdominal yag dokusu karaciger portal ven drenaji yoluyla
arttikca karacigere giren FFA artar. Boylece, karacigerde insiilin direnci ortaya ¢ikar ve
glukoz iiretiminde artisa yol agar. Yakin zamanlarda, viseral yag tarafindan portal vene
salinan inflamatuar sitokinleri de baz1 yazarlar tarafindan en az portal FFA artis1 kadar

hepatik (ve sistemik) insiilin direncine neden olan bir faktor olarak kabul edilmistir (4).

Tasma varsayiminda, enerji dengesi pozitif oldugunda adipoz doku genislemesi
simirl hale gelir (6zellikle periferik subkutan kompartmanda) ve sonug¢ olarak FFA
viseral yag kompartmanina ve non-adipoz dokulara (6rn., karaciger, kas, pankreas,

bobrek, kemik) tasar (30).

FFA non-adipoz dokular tarafindan yeterince oksitlenemez ve/veya
depolanamaz ve FFA ve/veya metabolik aktif turevleri ektopik organlarda birikir. Bu
durum da, insiilin direncine neden olacaktir ve ayrica hiicrede lipotoksisiteye ve bu
ektopik organlardaki fonksiyonlari bozan apopitoza neden olacaktir. Ayrica hipertrofik
adipositlerin neden oldugu hipoksi, endoplazmik retikulum (ER) stresini, adiposit

Oliimiinti ve makrofaj infiltrasyonunu artirir (30).

Makrofaj infiltrasyonu, TNF-a ve interlokin (IL)-6 gibi inflamatuar sitokinlerin
ve monosit kemoatraktan proteinin (MCP-1) salgilanmasini artirir. Tiim bu maddeler
lokal ve/veya sistemik diisiik dereceli inflamasyona yol acar ve bu inflamasyon insilin

sinyalizasyonunu bozar (4).

Insiilin kan diizeyleri, iiretim ve klirens arasindaki dengenin bir sonucudur.
Bilindigi iizere insiilin pankreasta iiretilir. Insiilin klirensi baslica karaciger, bobrek, kas

ve adipoz doku gibi diger yerler yoluyla olur.

Insiilin klirensi pek ¢ok dokuda insiilinin alinmasi ve yikilmasi ile gergeklesir
(31). Karacigerde insiilin alimi genellikle reseptor araciligi ile olur. Diizenleyiciler
vardir. Alimi ve yikimi engelleyen FFA bu diizenleyicilerden birisidir (4). Obezitede
hiperinsiilinemi iki yolla ortaya ¢ikar. ilk olarak, insiilin {iretimi yiiksek yag asidi ve
glukoz diizeyi nedeniyle artar. Ikinci olarak, karacigerde, ve belki de bobrek ve diger
bolgelerde insiilin klirensi azalir. Hiperinsiilinemik durumlar insilin reseptorlerinin

downregiilasyonunu saglarlar ve kan dolasimindan insiilinin giderilmesi azalir.
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Hiperinsilinemi IRS-1/2’yi inhibe eden bir negatif geri besleme dongiisiine bagli olarak

insiilin direncini tesvik eder (31).

CEACAML hepatik insilin klirensinde temel bir diizenleyicidir, bedende her
yerde bulunur; ekspresyonu bozuldugunda insiilin klirensi azalir. Diyet ile indiiklenen
obez kopeklerden elde edilen kanit, CECAMI1 deki (karsinoembriyon antijen iliskili
hicre adhezyon molekill) degisikliklerin insiilin klirensindeki azalma ile bagintili
oldugunu gostermektedir. Kisa slire once kopeklerde biiylik bir kohort calismasi
yapilmistir ve baslangicta, gece a¢ kalindiktan sonra insiilin duyarliliginin birincil
belirleyicisinin insilin klirensi oldugu gosterilmistir ve bdylece bozulmasi durumunda

instlin direncinden 6nemli bir faktor haline gelecektir (29).

Metabolik diizensizlikler ve glukokortikoidin fazla oldugu durumlarin veya
obezitenin bir sonucu olarak ortaya c¢ikan insiilin direnci arasinda bazi benzerlikler
vardir, ancak bu benzerliklerin mekanizmalar1 kesin degildir (4). Cushing sendromu ve
kronik stres kortizolde bir artisa neden olur ve kortizol artisi nedeniyle abdominal
obezite, insiilin direnci ve metabolik bozukluklarin gelismesi ile iligkilidir. Tersine,
abdominal obezite hipotalamus-hipofiz ekseninde kortizolin anormal dilrnal
degiskenligi, alinan oglinlerin kortizole yanit eksikligi gibi durumlara neden olur.

Ayrica, viseral yagin kortizoliin etkisine daha duyarli oldugu gosterilmistir (4).

Sistemik kortizol, adipozitleri etkiler ama diger yandan viseral yag kortizol
tiretir. Adipozitte kortizoliin parakrin etkisi adiposit metabolizmasini degistirir (6rn.,
lipolizi azaltir veya artirir), adipokin salgilanmasini bozar ve ayrica insiilin direncini

(IR) kolaylastirir (4).

2.5. Sempatik sinir sistemi (SSS) asir1 giidiilemesi

Kanda katekolaminlerin yiiksek diizeyde olmasi insiilin direncine neden olur.
Yiiksek katekolamin diizeyleri lipolizi artirir ve bdylece hiicrelere FFA girisi de artar.
Obezitede, 6zellikle viseral obezitede SSS aktivitesi artar. Artan SSS aktivitesi WAT’ 1n
BAT’a transdiferensiye olmasini artirir. Katekolaminerjik reseptorlerin yoklugunda
BAT aktivitesi azalir ve obezite ortaya c¢ikar. Ayrica, SSS bagisiklik yanitinin
yogunlugunu kontrol eder. Benzer sekilde, bagisiklik sistemi SSS’nin termojenik

etkisini sitokinler yoluyla kontrol eder (4).
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BAT aktivitesi yas ve BMI ile negatif bagmtilidir. Insanlarda, sogukla
indiiklenen BAT aktivitesi ilerleyen yasla birlikte azalir. Diyabetik obez hastalarda
subkutan WAT’da ucp ekspresyonu azalir (30). Yash sicanlarda, BAT azalmasinin
instlin direnci ve hiperglisemi ile iliskili oldugu bulunmustur Ancak, insanlarda IR
patogenezinde BAT 1n rolii hala kesin degildir. Lipidlerin ve tiirevlerinin hiicre i¢inde
birikmesi non-adipoz dokuda morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden olur ve

hiicre 6liimii ile sonuglanabilir (lipoapoptoz). Bu fenomene lipotoksisite ad1 verilir (4).

Hiicrelerde FFA, yapisal lipidleri liretmek {izere ve mitokontriyal oksidasyonda
(ATP ve 1s1 tiretimi i¢in) kullanilir ve/veya trigliserid dolu (lipid) damlaciklar olarak
depolanir. (31). FFA fazla oldugunda, non-adipoz doku yeterince yag okside edemez ve
bu da lipidlerin asir1 B-oksidasyonuna ve bdylece mitokondriyal disfonksiyona ve lipid
damlaciklarin birikmesine yol acar. Ayrica, non-adipoz dokuda yagin smirh
depolanabilmesi, FFA metabolizmasinin non-oksidatif yollarina olanak tanir ve bdylece
diacilgliserol (DAG) ve seramidler gibi FFA-tirevleri biriki. DAG ayrica
lipotoksisiteye katkida bulunur (4).

Tek basma FFA veya belli DAG tiirlerinin hiicre i¢inde birikmesi, insiilin
sinyalizasyonun downstream yolaklarin1 dogrudan inhibe ederek, instilin etkisini bozar.
Apoptotik lipidin bir iiriinii olan seramid fazla miktarda oldugunda hiicre 6liimiine yol
acar. Seramid hangi dokuda biriktigine bagli olarak sarkopeni, kalp yetersizligi, B-hiicre
kitlesinde azalma, siroz, glomerulopati vb.’ne neden olabilir. Ektopik FFA birikmesi
obezite, dislipidemi, instlin direnci ve ko-morbiditeler arasindaki iliskide ¢ok dnemli
kabul edilmektedir ama bazi arastirmacilar tek basina ektopik lipid birikmesinin zararl
olmadigini ama bir belirteg olarak enerji yakitt fazlaligini yansittigini1 6ne siirmiislerdir.
Bazi yazarlar yag dagilimi anormallikleri, insiilin direnci ve eslik eden patolojiler
arasindaki iligskinin gercek nedeninin toksik FFA tiirevlerinin birikmesine yol acan agir

hicre ici lipidlerin non-oksidatif metabolizmasi oldugunu 6ne siirmektedirler (4).

Lipid ve glukoz diizeyi yiiksek oldugunda ve hipoksi bulundugunda
endoplazmik retikulum (ER) proteinleri katlayamaz. Yanlis katlanmis veya
katlanmamig proteinlerin birikmesi ER stresine (ERS) yol agar. ERS yanlis katlanan
proteinin translasyonunu durdurmayi amaclar ve onlar1 uygun katlayacak molekiiler
siirecleri baslatir ve daha ileri diizeyde ER stresini onler. Bu gerceklesmezse, ERS,

reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ¢ogalmasina, inflamatuvar yanita, hiicresel metabolik
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disfonksiyona ve apoptoza neden olur. Bu olaylarin bir parcasi olarak ERS, sonunda

instlin ve leptin direncine yol agarak insiilin salgilanmasin1 azaltir (4).

2.6. Yag oksidasyon kapasitesinde azalma

Adipoz doku, kas gibi ¢esitli organlarin oksidatif kapasitesini kontrol eden leptin
ve TNFa gibi adipokinleri liretir ve salgilar. Buna gore, kasin FFA oksitleme kapasitesi
artarsa kisiler obsiteye daha az yatkin olurlar. Ama bu kapasite azalirsa insiilin direnci
ortaya cikabilir. Yaslanma ve egzersiz yoklugu sarkopeniye yol agar ve sarkopeni de
FFA oksidatif kapasitesinin azalmasi ve yag birikmesi ile sonuglanir (30). Tersine
fiziksel aktivite veya farmakolojik tedavi (metformin, glitazonlar, leptin) oksidatif

kapasiteyi artirir ve insiilin duyarliliini iyilestirir (4).

2.7. Mitokondriyal disfonksiyon

Mitokondriyal disfonksiyonun insiilin direnci ve ektopik yag birikmesi
patogenezinde rol aldigi varsayilmistir. Bu varsayimi destekleyen, insanlarda yapilmis
ve bazi ¢caligmalar vardir. Ama nedensel iliski agik degildir. Mitokondriyal disfonksiyon
instlin direncinin nedeni ya da sonucu olabilir. Besinler hiicreye ¢cok miktarda girer ve
mitokondriler onlarin tamamini oksitleyemezse ve besinlerin bazisi de novo
lipogenezde kullanilirsa, ROS f{iretilmesi lehine bir ortamda dogmus olabilir (31).
Karacigerde, kasta ve kahverengi yagda asir1 lipid mitokondrilerin ATP Uretmek tzere
asir1 aktiflesmesine yol agar. Bu asir1 aktivite nedeniyle ¢ok fazla ATP iiretilir. Asirt
ATP diizeylerine kars1 koruma olarak iglev goren bu dokularda insiilinin indiikledigi
glukoz alim yaniti ihibe olur (4). Mitokondrinin yag oksidasyon kapasitesinin azalmasi
ektopik dokularda daha fazla yag depolanmasina yol agabilir ve bunlarin metabolitleri

de insilin sinyalizasyonunu inhibe edebilir (4).

Normal hicre fonksiyonu igin reaktif oksijen tirleri gereklidir. Mitokondri
disfonksiyonu, inflamasyon ve glikasyon ve endojen antioksidan kapsitenin basa
cikabileceginden daha fazla ROS f{ireten diger mekanizmalar olmadig1 siirece,
peroksizomlarin i¢indeki antioksidan mekanizmalar ROS’un zararl etkilerini baskilarlar
ve boylece ROS bedene zarar vermez. ROS birikmesi lipid peroksidasyonunu ve protein
yanlis katlanmasini artirir (endoplazmik retikulum stresine yol agar) ve bunlar sonunda

DNA ve hiicresel hasar ve/veya metabolik disfonksiyon ile sonuglanir (4).
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Hormonal durum (6rn., menapoz), yas, cinsiyet, genetik Ozellikler ve etnik
koken gibi gesitli faktorlerin yasam faktorleri ile etkilesime gegmesiyle VAT/ektopik
yagda artis ve insiilin direnci gelismesine yatkinlik ortaya ¢ikabilir. Enerjiden zengin
besin alimi1 ve yetersiz fiziksel aktivite, SAT/VAT artisina neden olur. Dokular
doygunlastiginda (obeziye) veya sinirli hale geldiginde (lipodistrofi), lipidler non-
adipoz dokulara tasarlar (ektopik yag depolanmasi). Hipertrofik yag disfonksiyonel
adipositleri olusturur. Bu adipositler insiilinin antilipolitik etkilerine daha direnglidirler.
Sitokinlerin/adipokilerin salgilanmasini bozarlar (6rn, adiponektin azalir ve TNFalfa ve
IL-6 artar) (31). Sonug olarak, FFA ve sitokinlerin kan dolagimina salinimi gergeklesir.
Fazla FFA hiicrelere gider ve fazla FFA’lar burada oksitlenir, depolanir (lipid
damlaciklar1) veya metabolize olurlar (DAG ve seramidler gibi toksik metabolitlere).
Bu toksik metabolitler insilin direncine yol acar, hicre fonksiyonunu olumsuz etkiler
(liptoksisite) veya apoptozla sonuglanir (lipoapoptoz). Pankreasta, bu toksik etkiler [-
hiicrelerinin sayisini ve insiilin salgilama kapasitelerini azaltir ve boylece tip 2 diabetes
mellitus baslamasini kolaylastirirlar; ancak, karacigerde toksik etkiler kendilerini alkole
bagli olmayan karaciger yaglanmasi ve bunu izleyen siroz olarak gosterir; kasta
sarkopeni olarak ve bdobrekte glomerulopati olarak ortaya c¢ikar vb.. makrofaj
infilrasyonunu htcre disfonksiyonu ve hicre 6lumi izler ve bu lokal ve sistemik
inflamasyon anlamina gelir. Ayrica, kan dolagimina giren inflamatuar molekiiller ayrica

hlcre ici insilin sinyalizasyonunu bozar (32).

Sonug¢ olarak ortaya ¢ikan insiilin direnci karaciger endojen glukoz iretimini
artinir ve periferik dokularda, baslica kaslarda glukoz kullanilmasini azaltir. Sonug
olarak, kanda glukoz diizeyi artar ve pankreasin insiilin salgilamasini uyarir. Ayrica,
hepatik insiilin klirensinin bozulmas1 da hiperinsiilinemiye katkida bulunur ve bu da
insiilin reseptdriiniin downregiilasyonunu kolaylastirir. Hiperinsiilineminin diger etkileri
hiicre ¢ogalmasinin kolaylastirilmasib1 (6rn., acanthosis nigricans, neoplaziler) ve
endotel disfonksiyonunu (vazokonstriksiyon artisi) icerir ama bunlarla smirli degildir
(32).

Obezite, Ozellikle santral obezite sirasiyla FFA artis1, hiperinsiilinemi ve
sitokinlerin artisina bagli olarak pre-reseptor, reseptdr ve/veya post-reseptor diizeyde
insiilin direncine yol acar. Interstisyel bosluga insiilinin ulasmasi (pre-reseptor

bozulma); FFA fazlaliligi ve kan dolagimindaki insiilin artisina sekonder endotel
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disfonksiyonu tarafindan indiiklenebilir. Insiilin klirensindeki azalma ve FFA fazlaligina
bagl insiilin salgilanmasindaki artis hiperinsiilinemiye ve bu da insiilin reseptorlerinin
down-regiilasyonuna neden olabilir (reseptor diizeyinde bozukluk). Ayrica, FFA ve
sitokinler insulin reseptér downstream sinyalizasyonunu inhibe edebilirler (post-
reseptor bozukluk). Hiicrelerin igindeki ¢ok fazla FFA asirt miktarda ATP {iretilmesi ile
sonuglanir ve bu da oksidatif strese ve mitokondriyal disfonksiyona, asirt miktarda
reaktif oksijen tarleri Gretimine, endopizmik retikulum stresine ve lipid depolanmasina
ve diacilgliserid ve seramid gibi non-oksidatif toksik metabolitlerin birikmesine neden
olur (32,33).

Yukarida belirtilen faktorler ayrica inflamasyon yollarim1 da aktive ederler.
Upstream ve downstream diizeyde insiilin reseptor bozukluguna ek olarak insiilin reptor
stibstratlarinin (IRS-1 veya 2) inhibisyonu veya bunu izleyen PI3K (fosfoinozitid 3-
kinaz) yolaginin inhibisyonu da metabolik etkilerden soumludur ve insiilin direncine yol
acar. Bu inhibisyonun sonucu olarak: 1) GLUT-4 (glikoz tasiyici-4) aktivasyonu azalir
ve bu da glukoz alimini bozar; 2) karaciger glukoz iiretimini azaltir (glukoneogenezi
inhibe ederek ve/veya glikohenolizi kolaylastirarak) ve 3) de novo lipogenez, lipid
depolanmasi (lipid damlaciklart) ve toksik metabolitler artar. Ancak, instlin reseptor
siibstrati, Shc FFA veya sitokinler tarafindan inhibe edilmez ve hiperinsiilinemi ile

uyarilir.

Sonug olarak, MAPK (Mitojen-aktive protein kinaz) yolagi (mitojenik) aktiflesir
ve antiapoptotik ve proliferasyon etkilerine yol agar ve doku ¢ogalmasi ile sonuglanir.
Insiilin direnci ve ektopik yag birikmesinin metabolik ve non-metabolik etkileri
asagidaki gibidir: hiperglisemi, hipertrigliseridemi, akantozis nigricans, neoplaziler,

karaciger yaglanmasi, hiicre ¢ogalmasi veya apoptoz veya hiicre disfonksiyonu (33).

2.8. Adipokinler

1994°de leptinin kesfedilmesi beyaz adipoz dokunun (WAT) basit bir yag
dokusu olmaktan 6te tiim beden homeostazina katkida bulunan bir yap1 olduguna iliskin
somut bir kanittir. Bu 16 kDa protein, obezite geninin bir {irlinlidiir ve kalitsal obezitede
fare formunda mutasyonu gerceklesmektedir. 1994’den bu yana WAT’1n 50’den fazla
sitokin ve diger molekiil iirettigi saptanmistir. Bu adipokinler bagisiklik ve inflamasyon
dahil ¢ok cesitli fizyolojik ve patolojik siireglere karisirlar. Bu siireg; endokrin, parakrin,

otokrin ve juxtakrin etki mekanizmalar1 yoluyla gergeklesir (1). ‘Adipokin’ adi



15

genellikle  WAT adipositlerindeki biyolojik olarak aktif maddelere verilir; ama
adipokinler diger bolgelerde de olusabilirler ve ¢esitli iligkisiz islevleri vardir. WAT
obezitesi, hakkindaki ¢ok sayidaki arastirmadan sonra, artik proinflamatuar bir durum
kabul edilmektedir ve obez hastalarda birkag inflamasyon belirtecinin arttigi
gozlenmistir. Adipokinler cesitli pro-inflamatuar peptidleri (timor nekroz faktori
[TNF] dahil) salgilamaktadir (34). Bu pro-inflamatuar adipokinler, obez olgularin
‘diistik dereceli inflamatuar durumu’na oldukc¢a fazla katki yapar ve boylece
kardiyovaskiler komplikasyonlara ve otoimmin inflamatuar hastaliklara yol agar.
Obezitede, WAT’a makrofaj infiltrasyonu WAT tarafindan adipokin iiretilmesini
etkiler. CoOziinlir aracilar olan makrofajlar lokal ve sistemik inflamasyona katkida
bulunur. WAT ayrica interlokin(IL)-1-reseptor antagonisti (IL-1RA), IL-10, IL-1RA
gibi obez hastalarda belirgin sekilde artmis olan anti-inflamatuar faktorleri de Gretir
(48). Kemirgenlerden elde edilen veriler bu endojen antagonistin hem santral hem de
periferik etki gosterdigini diisiindiirmektedir ve boylece adipogenezi ve leptine direnci
artirmaktadir. Ayrica, IL-1RA: IL-1 orani, IL-1RA lehinedir ve interferon(IFN)-p
WAT’da en iyi IL-1RA indiikleyicidir. Ayrica, IFN-B WAT’daki leptin veya
adiponektini modiile edemez (1).

Insiilin direnci, tip 2 diabetes prevalansi ve kardiyovaskiiler hastalik riski,
viseral adipoz doku kitlesi artmis kiside daha ytiksektir (35). Adipokinlerin salgilanmasi
yag depolar1 arasinda farklilik gosterir ve bu en azindan kismen intra-abdominal yag
birikmesinin advers etkilerini ag¢iklayabilir. Bir adipokin olan rekombinant vaspin
uygulanmasinin obez farelerde glukoz toleransini ve insiilin duyarliligini iyilestirdigi
gosterilmistir ve insiilin direnci ile iliskili genlerin ekspresyonu iizerinde de olumlu

etkileri olabilir (2).

2.9. Visfatin

Bir adipokin olan visfatinin instlino-mimetik etkileri vardir ve daha Once
karaciger, iskelet kas1 ve kemik iliginde B lenfosit prekiirsorleri i¢in biiylime faktorii
olarak kesfedildiginden, pre-B-koloni artiric1 faktdr (PBEF) olarak bilinmekte idi. Akut
akciger hasar1 ve sepsis modellerinde visfatin artmistir. Kandaki visfatin diizeyleri,
WAT birikmesi ile yakindan iliskilidir. Adiposit diferensiyasyonu sirasinda visfatin
MRNA duzeyleri artar ve visfatin sentezi glukokortikoidler, TNF, IL-6 ve biylime

hormonu ve baz1 diger faktorler ile diizenlenirler (34). WAT’a ek olarak, visfatin ayrica
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kaspaz 3 ve 8’in aracilik ettigi apoptozu Onlemek icin endotoksine maruz kalan
notrofiller tarafindan da {iretilir. Inflamatuar bagirsak hastalig1 olan hastalarda, kanda
visfatin diizeyleri artmistir ve bu hastalarin bagirsak epitelinde visfatin mRNA diizeyi

artis1 da gorilmiistiir.

Visfatin; IL-1p, TNF, IL-6 ve CD14+ monositlerde ko-stimulatér molekullerin
tiretimini indiikler ve bunlarin lenfositlerde proliferatif yanitlar verme yeteneklerini
artirtr. Bu etkilere hiicre i¢inde p38 ve MEK1 aracilik etmektedir (1). Visfatin artik yeni
bir proinflamatuar adipositokin olarak kabul edilmektedir. Insan monositlerinde Pro- ve
anti-inflamatuar sitokinler IL-1p, IL-1Ra, IL-6, IL-10 ve TNF-o’nin iretimini
artirmaktadir. Bu sitokinlerin ¢ok ¢esitli infeksiydz ve inflamatuar hastaliklarda 6nemli

rolleri vardir (6).

Romatoid artrit ve akut akciger hasarinda visfatin diizeyleri artar. Inflamatuar
bagirsak hastaliginda visfatin mRNA ekspresyonu artar. Histolojik muayenede inflame
kolon dokusundaki akut faz hiicrelerinin (APC) ve epitel hiicrelerinin artmis visfatin
plazma dlzeylerinin kaynagi oldugu gozlenmistir (6). Klinik sepsis ve agir jeneralize
psoriasis, doku ekspresyonunun arttig1 durumlardir. Adipoz dokuda ve kolon duvarinin
submukozasinda visfatin/PBEF/Nampt-pozitif makrofajlarinin saptanmast makrofajlarin

bir visfatin kaynag1 olduguna iliskin bir kanittir (6).

Visfatin/PBEF/Nampt’in insiilin reseptoriine baglanma affinitesinin insiiline
benzer oldugu bulunmustur ve bdylece insiilin mimetik etkileri oldugu bildirilmistir
(36). Pek ¢ok calismada diabetes mellitusta visfatin diizeylerinin arttig1 gosterilmistir.
Ancak, obez hastalarda PBEF/visfatin ve glukoz infiizyonu arasinda herhangi bir baginti

gosterilememistir.

Kisa siire once, Bhiicre fonksiyonu i¢in Nampt/visfatinin aracilik ettigi sistemik
NAD+ biyosentezinin gerekli oldugu gdsterilmistir ve bu visfatinin glukoz homeostaz
regiilasyonuna yardimci oldugu anlamina gelmektedir (6). Visfatin diizeyleri WAT
(BeyazAdipoz Doku) birikmesi ile yakin bagintihidir. Adiposit diferensiyasyonu
sirasinda visfatin mRNA diizeyleri artar ve glukokortikoidler, TNF-o, IL 6 ve GH6
visfatin sentezini diizenler. Obezite dl¢limleri, visfatin plazma konsantrasyonlari ile ve
viseral visfatin mMRNA ekspresyonu ile bagmtilhidir ama viseral yag Kkitlesi veya
bel/kalga oraninin bu tiir bir bagintis1 yoktur (37). Daha yiiksek BMI diizeyi olan
cocuklarda visfatin duzeyleri daha yuksektir ve bu obezitenin inflamatuar
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mekanizmalarmin daha ¢ocuklukta basladigini diisiindiirmiistiir. Kadinlarda da obezite
ile artmaktadir (viseral obezite). Calismalar BMI'nin %20’sinden fazla beden agirligi
kaybinin  ve mide bandi uygulamasinn morbid obes hastalarda visfatin

konsantrasyonlarini azalttigin1 ve bagintinin lineer oldugunu gostermistir (6).

2.10. Vaspin

Vaspin bir viseral adipoz dokudan tiireyen serin proteaz inhibitdriidiir. Yogun
arastirmalarin sonucu olarak kisa siire dnce insiilin duyarlilastirici oldugu ve ayrica anti-
inflamatuar 6zellikleri bulundugu saptanmistir ve insiilin duyarliligi azalmasina yanit
olan telafi edici bir mekanizma olarak etkide bulunabilir. Obez ve insulin direnci olan
farelerde vaspin diizeylerinin anlamli derecede arttign saptanmustir (37). insanlarda
vaspin gen ekspresyonu ve serum dlzeyleri ve metabolik sendrom parametreleri
arasinda pozitif bir baginti vardir. Yas ve cinsiyet gen ekspresyonunu etkiler ve
farelerde insiilin duyarhilastiricilar vaspin diizeyini artirir. Metformin insanlarda serum
vaspin diizeylerini azaltir. Obez olgularda vaspinin baslangi¢c halindeki ve ilerlemis
ateroskleroz gelismesinde rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir. Koroner ve
serebrovaskiiler hastalikta ongordiiriicii olarak kullanilabilir (37). Vaspin, obezite ve
iliskili metabolik bozukluklar, 6rnegin glukoz intoleransi arasinda yeni bir baglanti
olarak kabul edilebilir. Metabolik ve glukoz tolerans bozukluklari i¢in etiyoloji-temelli

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olabilir (7).

Hida ve ark. serin proteaz inhibitdrii olarak vaspinin viseral adipoz dokuda
retildigini kesfetmislerdir. Obez siganlarda vaspin, glukoz toleransini ve insiilin
duyarliligini iyilestirmistir ve insiilin direnci promote edici genlerin ekspresyonunu
azaltmistir (2). Adipoz doku, telafi edici bir mekanizma olarak obez kisilerde vaspin
uretimini indukler (1). Diyabetin kdotiilesmesi ve beden agirligi kaybi, vaspin serum

diizeylerini azaltir ama insiilin veya pioglitazon tedavisi ile diizey normallesebilir.

Kisa siire once, asir1 kilolu olmayan glukoz toleranst normal olan kisilerde
saptanamayan insan vaspin mRNA ekspresyonunun, obez olgularin adipoz dokusunda
gozlendigi saptanmistir (2). Insan adipoz dokusunda vaspin mRNA ekspresyonu
indiiksiyonu obezite, agir insiilin direnci ve tip 2 diabates ile iliskili telafi edici bir

mekanizmadir.
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VAT’ dan tiireyen serin proteaz inhibitrii olan ve insiilin duyarlilagtirict etkileri
bulunan vaspin, serpin siper-ailesi, clade A ‘ya aittir (Serpinal2) ve OLETF (Otsuka
Long-Evans Tokushima Fatty) sicanin VAT inda mevcuttur. OLETF 6zellikleri santral
obezite ve Tip 2 diabetes mellitiis (T2DM) varlig1 olan bir deneysel hayvan modelidir.
Hem kan dolagimindaki hem de adipositlerdeki vaspin diizeylerinin, OLETF sicanlari
icin maksimum obezite ve insiilin diren¢ diizeyine erisilen zaman olan 30 haftada
anlamli derecede arttigi gozlenmistir (38). Vaspin ekspresyonu kontrolsiiz diyabet ve
kilo verme durumlarinda azalmistir ama pioglitazon gibi insiilin duyarhilastiricilar ile
ekspresyonu ve serum konsantrasyonu normallestirilmistir. Rekombinant vaspin DIO
(diyetle indiklenen obezite) farelerde glukoz toleransini ve insiilin duyarliligini
tyilestirmistir. Beklendigi {izere, bu yararli etki plazma glukoz diizeylerini
normallestirmistir ve rezistin, leptin, TNFa, glukoz transporter-4, ve adiponektin gibi
ilgi konusu genleri modifiye ederek insilin direncini iyilestirmistir (38). Bu verilere
dayanarak, vaspin iiretiminin insiilin etkisini bozan etkilere antagonist oldugu (39) ve
vaspinin al-antitripsin ve notrofilelastaz gibi diger iyi incelenmis sistemlere benzer

etkisi oldugu varsayiminda bulunulabilir (7).

Nakatsuka ve ark. vaspin-transgenik farelerin diyetle induklenen obeziteye,
glukoz tolerans bozukluguna ve karaciger yaglanmasmna karst korundugunu
gostermiglerdir. Ote yandan vaspinden yoksun farelerde endoplazmik retikulum (ER)

stres belirteclerinin upregiilasyonuna bagli olarak glukoz intoleransi gelisebilir.

Vaspin antiinflamatuar etkisini GPR78’e baglanark gosterir ve bunu takibeden
sinyaller ER stresi ile indiiklenen metabolik bozukluklari olumlu ydnde etkiler. Bir
diger caligmada Nakatsuka ve ark. vaspinin endotel htcrelerinde hiicre yizeyi
GRP78/voltaja bagimli kanal kompleksi i¢in bir ligand olarak islev gordiigiini
gostermislerdir. Boylece streptozotosin ile indiklenen diabetes mellitus bulunan
deneysel sigan modellerininda damar duvarlarinda antiptotik, proliferatif ve koruyucu
etkiler gostermislerdir. Bu reaksiyonlar, obezite ortaya ¢iktiginda adipokin ve endotel
hiicrelerinin ER stres yanitlar1 arasinda dogrudan bagintinin séz konusu oldugunu

gostermistir (7).

Ayrica, vaspin NF-kB Uzerinde inhibitor etki gostererek endotel htcrelerini
korur. Vaspin inhibitdr etkilerinin proteaz hedefleri saptandiginda obezite, diyabet ve

instlin direnci icin yeni tedavi stratejileri tasarlanabilir. Vaspin hedefi olarak saptnaan
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ilk proteaz insan kallikrein 7’dir (hK7). Klasik serpin mekanizmasi ile inhibe edilir.
C57BL/6NTac ve db/db farelerde, izole pankreas adaciklarinin rekombinant vaspin ile
muamele edilmesi insiilin konsantrasyonu instilin salgilanmasini etkilemeden artirmistir
ve glukoz toleransini iyilestirmistir. Bu heniiz hiperinsiilinemik-6glisemik Kklemp
(HECT) uygulanan c¢alismalar ile dogrulanmamistir. Belki de db/db farelerde iyilesen
glukoz homeostazina glukoz yiliklenmesinden 150 dakika sonra artan plazma insiilin
konsantrasyonlar1 aracilik ediyor olabilir. Bu olasilik, dolasimdaki hK7-aracilig1 ile
gerceklesen insiilin yikilmasi iizerinde vaspinin inhibe edici etkisinin glukoz
homeostazinin iyilesmesine yol agan mekanizma oldugu goriisiinii desteklemektedir.
hK7 inhibisyonu, obezite ile indiiklenen insilin direnci Uzerinde telafi edici vaspin
etkileri icin en olast altta yatan fizyolojik mekanizma gibi goriinmektedir. Boylece,
vaspin rekombinant proteini veya vaspin analoglari, antikorlar veya kiiclik molekiillii
ajanlar vaspini diizenleyen molekiiler mekanizmalarin tam olarak agiklanmasi igin
adaydirlar. Boylece MetS patogenezi hakkinda yeni bilgiler saglarlar ve bu siirecte telafi
edici molekiil olarak yeni terapdtik ajanlarin temelini olusturmaya aday olabilirler (7).
Serum vaspin konsantrasyonlarindaki degisikliklere ELISA ve RIA gibi yontemler
arasindaki farkliliklar neden olabilir ama Teshigawara ve ark. bir genetik degisiklik
oldugunu tanimlamiglardir (30). Breitfeld ve ark. genom capinda iliski caligmasi
yapmislar ve 14. kromozom vaspin lokusundaki birkag tekil niikleotid polimorfizminin
(SNP’ler) serum vaspin diizeyleri ile iligskili oldugunu bulmuslar. Serum vaspin
degiskenlerinin en olas1 nedeninin genetik degiskenlikler oldugu sonucuna varmiglardir
(7).

Serum vaspin konsantrasyonlari sabah erken ac¢lik déoneminde zirve diizeyi olan
ve kahvaltidan 2 saat sonra post-prandiyal azalma gorilen bir profil ¢gizmektedir. Bu
egilim diger 6giinlerde de aynidir. Bu durum vaspinin metabolik regiilasyonda bir rolii
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu arada vaspin ve kortizol diizeyleri arasinda higbir iligki
saptanmamistir. Glindiiz zamaninda serum vaspin ve serum insulin ve glukoz diizeyleri
arasinda giiclii bir negatif bagint1 saptanmistir ve bu durum insiilin duyarlilastiric1 etkisi
oldugu diisiincesini olumsuzlamaktadir. Bir derleme makalesinde Blither vaspinin
cogunlukla farkli yag depolarindan izole olarak olgun adipositlerde lokalize oldugu ve
deri, hipotalamus, pankreas adaciklar1 ve mide hiicrelerinde eksprese edildigi Ote

yandan stromal veya vaskiiler hiicrelerde eksprese edilmedigi 6zet bilgilerini vermistir

(7).
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MONICA/KORA F3 c¢alismasinda, Kempf ve ark. kromozom 12 vaspin
lokusundaki SNP’lerin T2DM ve obezite gelismesindeki dnemini arastirmislardir ve
vaspin SNPrs2236242 ve genotip AA bulunan T2DM’nin BMI’den bagimsiz olarak
glukoz homeoastaz bozukluklari riskini artirdigin1 bumuslardir. Artik vaspin ve glukoz
metabolizmasi arasinda bir baglanti vardir ve vaspin obezite ve iligkili metabolik

bozukluklar, 6zellikle diyabet arasinda yeni bir baglant1 olarak kabul edilebilir (7).

T2DM’de serum vaspin diizeyleri hakkindaki veriler ¢ok ¢eliskilidir. Ye ve ark.
T2DM olgularinda vaspin diizeylerinin daha yiiksek oldugunu ve vaspin ve post-
prandiyal kan glukozu diizeyleri arasinda pozitif baginti oldugunu bulmuslardir. Li ve
ark. stirekli subkutan insiilin uygulanmasinin T2DM’de serum  vaspin
konsantrasyonlarini azalttigini ve ayn1 zamanda beta-hiicre fonksiyonunu iyilestirdigini
bildirmislerdir. Diger c¢alismalarda vaspin ve T2DM arasinda farkli baginti oldugunu
gosterememiglerdir. Jian ve ark., diisiik serum vaspin diizeylerinin T2DM gelismesi i¢in
bir risk faktorii olabilecegini one siirmiislerdir. Normal glikoz toleranst (NGT) ve
prediyabet bulunan obes olgularda vaspin konsantrasyonlar1 artmistir. Atya ve ark.
diyabetin siiresinin artis1 ile vaspin diizeylerinde azalma oldugunu saptamiglardir.
Kadinlarda yapilan bir bagka calismada diyabet siiresinin artmasi ile vaspin diizeylerinin

azaldigina iliskin veriler dogrulamistir (7).

Ayrica, Feng ve ark. farkli hastalik siirelerinde T2DM’de her iki grupta vaspin
ve HbAlc arasinda pozitif bir bagintt ve HOMA-IR (Homeostaz Model Analizi (insulin
direng testi)) ile ters bagint1 bulmuslardir ve saglikli kontrollerde BMI ve yas arasinda
pozitif bagint1 bulunmustur. Youn ve ark. serum vaspin diizeylerinin obezite varligi ve
NGT olgularinda insiilin duyarliliginin bozulmasi ile iligkili oldugunu ama T2DM
hastalarinda boyle bir iliski olmadigini gézlemlemislerdir. Li ve ark. yeni tan1 konulan
T2DM hastalarinda, glukoz toleransit bozuk olanlarda ve NGT olgularinda 2 haftalik
insiilin inflizyonuna yanit olarak vaspin diizeylerinin azaldigin1 ama glisemik kontroliin
yalnizca yeni tant konulan T2DM hastalarinda iyilestigini bulmuslardir. Vaspin
diizeylerindeki degisiklikler insiilin direnci ile pozitif bagintilidir. Yukaridaki veriler

vaspinin T2DM patogenezinde 6nemli rolii oldugunu gostermektedir (7).

Gulgelik ve ark. T2DM bulunan ve glisemik kontrolii iyi olan kadinlarda diisiik
vaspin diizeyi oraninin glisemik kontroliin kotii oldugu kisilere nazaran daha diisiik

oldugunu ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin ise vaspini daha fazla diislirdiigiini
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gostermislerdir. Li ve ark. makroanjiyopati bulunan ya da bulunmayan T2DM
hastalarinda vaspin diizeylerini 3 yil siireyle incelemislerdir. Vaspinin karotis plagi
olmayan T2DM hastalarinda NGT olgularina nazaran arttigin1 ama karotis plagi olan
T2DM hastalarinda karotis plagi olmayan T2DM hastalarina nazaran azaldigini
bulmuslardir. Boylece, vaspinin diyabetin erken dénemlerinde karotis plak olusmunda
rol aliyor olabilecegi ve diizeyinin obezite, agir insiilin direnci ve T2DM gelismesi i¢in
telafi edici bir mekanizma olabilecegi ve boylece makrovaskiler lezyonlar igin
koruyucu bir faktor olabilecegi One siiriilmiistiir. Birkag ¢aligmada vaspin diizeyinin
diyabet siiresi arttik¢a ve kardiyovaskiiler hastaliklar gelistik¢e asamali olarak azaldigi

gosterilmistir (7).

WAT, metabolik bozukluklar ve inflamatuar (oto)immiin hasatliklar arasinda
adipokinin aracilik ettigi kompleks bir etkilesim oldugu artik agik hale gelmistir. Bu
etkilesimin her yonii acik olmasa da, terapotik etki i¢in bazi potansiyel alanlara isaret
ettik. Romatoid artrit tedavisi i¢in kullanilan ¢ozlnir TNF reseptorlerinin ¢ozunr,
yiksek affiniteli leptin baglayict molekiil analoglari yardimiyla leptinin indiikledigi

inflamasyon énlenebilir (5).

2.11. Kemerin

Retinoik asit reseptor yanit¢t protein 2 (RARRES2) olarak da adlandirilan
kemerin yeni bir adipokindir ve biyolojik fonksiyonlart heniiz ac¢ik degildir. Kemerin
adipositlerin salgiladig1 bir proteindir ve adipoz dokunun gelismesinde ve islevinde
otokrin / parakrin rol oyanamaktadir. Kemerin ve major reseptorii Kemokin benzeri
reseptor 1 (CMKLR1) beyaz adipoz dokuda salgilanir ve obez insanlarda ve
kemirgenlerde artig gosterir (40,41).

Ayrica, metabolik sendromda kemerin serum ve adipoz dokuda artar. Bu
proteinin ve reseptorinin (kemokin benzeri reseptér 1, CMKLR1 veya ChemR23)
adipoz dokuda yiiksek diizeyde eksprese edilmesi otokrin/parakrin yollarla adiposit
diferensiyasyonunu ve metabolizmayi diizenler (38). Kemerin ayrica makrofajlar, dogal
katil hiicreler ve dendritik hiicreler gibi bagisiklik hiicreleri i¢in de bir kemoatraktandir.
Inflamasyon fiizerindeki etkileri heniiz net degildir. Obezite ve metabolik sendrom
gelismesinde bir rol oynayabilir. Kemerin ayrica glukoz aliminm1 bozar ve insiilin
direncini kolaylastirir ve insanlarda kemerin diizeyleri ile BMI ve inflamasyon

belirtecleri ve metabolik sendrom arasinda bir pozitif baginti vardir (39).
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Adipoz doku endokrin bir organdir ve leptin, timor nekroz faktor alfa (TNF-a),
interlokin 6 (IL-6), rezistin, yag asidi baglayici protein-4 (FABP-4), adiponektin,
kemokin ligand 2, plasminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), adiposin, renin,
anjiotensinojen ve anjiotensin I ve II gibi ¢ok sayida adipokini salgilar. Adipositler
ayrica bazi adipokinler (0rn., TNF-a, adiponektin, leptin) igin reseptdr de eksprese
ederler ve bu reseptorler lipid metabolizmasi ve adipogenezi duzenlerler (41).
Adipokinlerin beyin, karaciger ve kasta da sistemik etkileri vardir ve boylece sistemik
lipid ve glukoz diizeyini diizenlerler. Adipokin salgilanmasi ve kan diizeyi adipozite
derecesi ile negatif bagintili oldugu igin, obezite insiilin direnci ve kardiyovaskuler

hastaliklar arasindaki patojenik baglantiy1 sagliyor olabilir (42).

Kemerin ve reseptoriiniin ekspresyonu preadipositlerin adipositlere doniigiimii
sirasinda artar. Kemerin ekstraseliiler sinyal ile diizenlenen kinazlar 1/2’nin (ERK 1/2)
fosforilasyonunu ve diferensiye adipositlerdeki ve 3T3-L1 hucrelerindeki lipolizi
indiikler ve hiicre ici kalsiyum salgilanmasini uyarir ve cAMP birikmesini inhibe eder

(43).

Kemerin 18kDa inaktif pro-protein olarak salgilanir ve plazma ve serumda yer
alan 16kDa aktif kemerin formuna doniisiir (44). Plazma ve serumdaki konsantrasyonu
sirastyla insanlarda 3.0 ve 4.4 nM ve farelerde 0.6 ve 0.5 nM’diir. Over kanserli
hastalarin asit sivisinda (1.8-7.0 nM) ve artritli hastalarin sinoviyal sivisinda (22 nM)

cok miktarda aktif kemerin vardir (43).

Son bulgular beyaz adipoz dokunun, hem kemerin salgilanmasinin birincil
kaynagr hem de otokrin/parakrin kemerin sinyalizasyonunun hedefi olarak islev
gordiiglinii giiglii bicimde diisiindiirmektedir. Kemerin/KemerinR’nin kritik bir islevi
adipogenezi ve metabolik hemeostazi diizenlemektir (45). Genetik calismalar da
kemerinin lipojenik aktiviteyi artirdigini gostermistir. Bu tiir bir raporda, yash
ChemR23’den  yoksun farelerde hafif obezite gelismistir ama adiposit
diferensiyasyonunda bir kusur yoktur. Bu durum ayrica oksidatif stres artisinda da
ortaya ¢ikar; ancak, oksidatif siirecte kemerinin rolii hala bilinmemektedir (39).
Kemerin ayrica inflamatuar siireclerde kritik bir rol oynamaktadir (43). Cesitli
inflamatuar patolojilerde, 6rnegin romatoid artrit ve inflamatuar assitte dokuda kemerin

duzeyinin ve CMKLR1-eksprese eden hiicre sayisinin fazla oldugu saptanmistir. Serum
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kemerin diizeyindeki artis, dolasimdaki proinflamatuar sitokinler timor nekroz faktor-a

ve interlokin-6 ve leptin diizeyi artis1 ile pozitif bagntilidir (39,40,41).

Kemerin ve leptin ve adiponektin gibi klasik adipokinler arasindaki iligski de
heniiz agik degildir. Leptin pro-inflamatuar yanitlar1 indiikler ve serum diizeyleri
bedendeki yag miktar1 ile birlikte artar. Leptinin deneysel miyokard infarktusu
modellerinde siganlarda kalp yetersizligi artisina, muhtemelen pro-inflamatuar sitokin
ekspresyonunu artirarak neden oldugu bulunmustur (44). Tersine, obezitede adiponektin
diizeyleri azalir ve miyokard infarktiisii riski ile ters bagintilidir. Ayrica, adiponektin

insiilin duyarliligini ve anti-inflamatuar sitokinlerin iiretimini artirir (39).

Obez kisilerde aterojenik dislipidemi siklikla go6zlenir. Diistik dansiteli
lipoprotein (LDL) oksidasyonu aterosklerozu kolaylastirir ve sonunda kardiyovaskdler
hastaliklarin gelismesine yol agar. Oksitlenen LDL (ox-LDL) monosit/makrofaj ve
endotel aktivasyonunu, diiz kas hiicre proliferasyonu ve kopiik hiicrelerin ve yagh
cizgilerin olusmasini baslatir (40). ox-LDL inflamasyonu tetiklemenin yani sira
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in yararl bir belirte¢ olarak kabul edilebilir, ¢iinkii plazma
ox-LDL diizeyi kardiyak hastalarda anlamli derecede artmistir. ox-LDL diizeyleri agir
akut koroner sendromda yiiksektir ve agir aterosklerotik lezyonlarda ox-LDL-pozitif
makrofajlarin sayis1 artmistir; boylece, aterosklerotik siirecin sonraki evrelerinde ox-
LDL’nin 6nemli bir siire¢ oldugu ortaya cikmaktadir (39). Paraoksonaz (PONI1)
oksidatif stres artisinda rol alan diabetes mellitus’da, hiperlipidemide, iskemik kalp

hastaliginda ve kronik karaciger hastaliginda azalmigstir.

Gercekte, PON1 aktivitesinin metabolik sendrom belirteci ile olumsuz bir
iligkisi vardir (32). PON1 aktiviteleri obes cocuklarda azalir ve PONI arilesteraz
aktivitesi adipokin dizeyleri ile degisken baginti gosterir. PON1 aktivitelerindeki
degiskenlikler baslica sik goriilen bir polimorfizm (Q192R) ile iligkilidir (34). Bu
GInl192Arg polimorfizmi farkli enzimatik aktiviteleri olan ti¢ PON1 fenotipi ile
sonuglanir: AA (disiik aktivite), AB (orta aktivite) ve BB (yuksek aktivite). Q192R
polimorfizmi ayrica insanlarda obezite riski artis1 ile de iligkilidir. Ancak, obez kisilerin
onemli bir oraninin diyabetik olmadig1 ve insiilin duyarliliginin normal oldugu dikkate
alimmalidir. Kisa siire 6nce yapilan bir ¢caligmada metabolik olarak saglikli obezlerde
metabolik olarak sagliksiz insiilin direnci bulunan obezlere nazaran mortalite ve

kardiyovaskiiler risk oranmin daha diisiik oldugu gosterilmistir; ama, obezite hala tip 2
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diabetes mellitus icin énemli bir risk faktoriidiir. Ancak, bu obez kisilerde diyabetin
gelismesi bakimindan oksidatif stres, antioksidan durumu, kronik inflamasyon ve
adipokin gibi kalori dengesizliginden baska klinik sonlanimi belirleyici unsurlar

bulundugu goriisiiniin dogmasina yol agmistir (39).

Heniiz kan dolasimindaki kemerin proteinin kaynagi Saptanamamistir. En
yuksek kemerin ekspresyonu karaciger, adipoz dokuda ve bdbrektedir. Ancak,
obezlerde kemerin mMRNA ekspresyonunun karacigerde degil ama adipoz dokuda arttigi;
Ote yandan zay1f insanlarda hem adipoz dokuda hem de karacigerde arttig1 saptanmustir.
Boylece, insanlarda yiiksek plazma kemerin diizeylerinin kdkeninin adipoz doku oldugu

one surtlebilir.

Kemerin bir proinflamatuar sitokin olarak bagisiklik hiicrelerini aktive eder ve
ayrica obezitede ortaya c¢ikan adipoz doku inflamasyonuna da yol agabilir. Kemerin
proteini tam uzunlukta ve kisa form olarak mevcuttur. Tam uzunluktaki izoformun
biyolojik aktivitesi proteolitik prosesten ge¢mis kisa formdan anlamli derecede daha
diisiiktiir. Adipoz dokuda hangi kemerin formunun bulundugu bilinmemektedir ama
obez hayvanlarda kemerinin proteolitik olarak adipoz dokuda aktif forma ayrildig, 6te
yandan zayif hayvanlarda kemerinin inaktif tam uzunluktaki form gseklinde kaldigi
varsayiminda bulunulmustur (5). Serum kemerin degerleri db/db farelerde azalmistir
(6). Ayrica, kemerin insiilin sinyalizasyonunu artirirken es zamanli olarak 3T3-L1’de
insiilin ile uyarilan glukoz alimimi da potansiyelize etmektedir. Kemerin makrofajlarda
eksprese edillir ve bunun anlami kemerinin antijen sunan hiicreleri toplayarak
inflamasyonu diizenlemede yol oynadigidir. Bu ¢alismada serum kemerin diizeylerinin,
metabolik sendromun varligindan bagimsiz olarak metabolik sendrom parametreleri ve
hipertansiyon ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Hipertansiyon ile var olan iligki kemerini
kan basincim1  bir diizenleyicisi haline getirmektedir, ¢ilinkii kan basmici
diizenlenmesinde temel bir organ olan bobrekte ¢ok fazla eksprese edilmektedir (43).
Kemerin, sistatinler ve kininojenler dahil kan dolasimindaki birgok faktor ile iligkilidir
(42).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanimi

Bu calismada iki 6rnek grubu kullanilmistir. Medicana Bahgelievler Hastanesi
Kalp ve Damar Cerrahisi Klinigi’nde takip edilen 44 Diyabetik Obez ve 51 Non-
diyabetik obez hastaligi tanis1 konulmus toplam 95 hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

Secilen vakalardan 10ml’lik kan 6rnekleri etilen diamin tetra asetatlhi (EDTA) ve
kuru tiiplere toplanmistir. EDTA 11 tiiplerdeki periferik kan lokositlerinden elde edilen
DNA orneklerinden Kemerin rs17173608, Vaspin rs2236242 ve Visfatin rs2110385
polimorfizmlerini saptamak icin Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon
Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Tetra-primer Amplifikasyon Refrakter

Mutasyon sistem PCR ve agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanilmistir.
3.2. Kullanilan Materyal

3.2.1. Kullanilan Kimyasallar

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum klortr (Sigma
A-5666), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768), dNTP seti (MBI
Fermentas), EDTA (dihidrat)(Merck K-90602121), Etanol (%99), Brom fenol mavisi
(Sigma B-6896), Etidyum bromir (Sigma E-8751), Mineral yag (Sigma M-5904),
Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodyum dodesil (lauril) sulfat (Sigma L-
5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Potasyumdihidrojenfosfat (Merck A-
741071), Sodyum klorur (Carlo Erba 368257), Tris baz (Sigma T-1503), Tag DNA
polimeraz (Invitrogen), DNA marker (50-100 bp DNA size marker; MBI Fermentas),
Proteinaz K (Sigma), Potasyum hidroksit (Sigma P 1767), restriksiyon enzimleri (Mspl,
Bpil, BstUI), primer dizileri (MBI Fermentas).

3.2.1.1. Kullanilan Primerler
Kemerin 1517173608 polimorfizminin goézlendigi bdlgeyi c¢ogaltmak igin

kullanilan primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir:
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Ileri primer FI : 5°- ATTGCTATAGTCCAGTGCCCTTCG -3’
Geri primer RI: 5’- CCAGTTCCCTCTGTCGGCTTAA -3'

Ileri primer FO: 5’- GTCAGACCCATGCAGTTTTCAAAC-3'
Geri primer RO: 5’- GAGTTCCTCTCTCAAGCATCAGGG-3'

Vaspin 152236242 polimorfizminin gézlendigi bolgeyi ¢cogaltmak i¢in kullanilan

primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir:

Ileri primer FI: 5°- AAGACGCCGCTTCTGTGCACT -3’

Geri primer RI: 5’- CACAGGGACCCAGGATAACTTGCT3
fleri primer FO: 5°- GGAGGCAGACCAGGCACTAGAAA-3'
Geri primer RO: 5’- ACCATCTCTCTGGCTTCAGGCTTC-3'

Visfatin rs2110385 polimorfizminin goézlendigi bdlgeyi c¢ogaltmak i¢in

kullanilan primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir:

Ileri primer: 5°- TGCTAGCCCATATCAATGACTG -3’
Geri primer: 5°’- AATGGGAGAAGAGGGGAAAA -3'

3.2.2. Kullanilan Aletler

Thermal Cycler cihazi (Gold Plate), Otoklav, Etiiv, Hot plate, Dijital
Goriintiileme sistemi, Elektroforez igin gii¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation),
Hassas terazi (Mettler), Polaroid kamera (Kodak), Isiticili manyetik karistirict
(Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifiij, pH metre (Hanna), Pipet
takimi (Eppendorf), Falkon santrifiij (Hettich), Spektrofotometre (Biochrom-S2100
diode array spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator
(Stratagene UV/White light Transilluminator), Elektroforez Sistemi (E-C 350
MIDICELL).
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3.2.3. Cozeltiler
3.2.3.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler
Eritrosit Parcalama Tamponu:

8,74gram amonyum Kklorirr, 1gram potasyum bikarbonat, 200ul 0,5 molarlik
EDTA’nin tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alinir. 900ml ddH2O eklenir ve ¢ozeltinin
pH’s1 bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 7.4’e ayarlanir. Daha sonra balon joje
icine alarak bir litreye tamamlanir. Cozelti 1siya dayanikli cam sigseye alinarak

120°C’ye alinarak 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de saklanir.
0,5 M Disodyum Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) pH:8.0

186,1gram etilen diamin tetra asetat tartilarak beher i¢ine alinir ve 800ml ddH-0
eklendikten sonra manyetik karistirici yardimiyla ¢oziindiiriilir ve pH’st sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile 8,0’e ayarlanarak ddH20 ile 11t’ye tamamlanir. Cozelti 120°C’de

15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.
4 M Sodyum Klorur (NaCl) Cozeltisi

233, gram sodyum kloriir tartilarak erlene alinir. Uzerine 800ml ddH,O ilave
edildikten sonra manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢oziindirtlur. Balon jojeye
aktarilarak 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir.
Lokositleri Parcalama Tamponu

25ml 4M sodyum kloriir ve 50ml 0.5M EDTA direkt balon jojeye aktarilarak
11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢0zelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildikten sonra oda 1sisinda saklanir.
1 Molar Tris Tamponu (Stok)

121,1gram Tris baz tartilarak bir behere alimir. Uzerine 42ul hidroklorik asit ile
yaklasik 800ml ddH2O eklenerek manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢oziindiirtiliir.
Daha sonra balon jojeye aktarilir ve 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

9,5 Molar Amonyum Asetat Cozeltisi
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73,22gram amonyum asetat tartilarak beher icine almir. Uzerine 80ml ddH20
eklenerek manyetik karigtiricida ¢6ziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilir ve ddH20 ile
100ml’ye tamamlanir. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edilir ve +4°C’de

saklanir.
%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi

10 gr sodyum dodesil siilfat tartilir. SDS tozlarin1 kaldirmamaya dikkat ederek
beher icine almir. Uzerine 80ml ddH,O eklenir. Manyetik karistiric1 yardmm ile
¢Oziindirilir. pH’s1 7,2’ye ayarlanir. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edilir

ve oda 1s1sinda saklanir.
Proteinaz K (20 mg/ml)

20 mg proteinaz K tartilarak steril bir gode i¢inde steril ddH20 ile 1ml’ye

tamamlanir ve -20°C’de saklanir.

3.2.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler
Etidyum Bromur (10 mg/ml)

10gram etidyum bromiir artilarak steril ddH20 ile 10m1’ye tamamlanir.

Agaroz Jel Yiukleme Tamponu (5x)
20 gram Ficoll 400, 1gram SDS, 1,2ml 0,5 molarlik etilen diamin tetra asetat,
Iml 1molarlik Tris (pH 8.0), 200 mg Bromo fenol mavisi, 200 mg Ksilen siyanol

tartilarak steril ddH20 ile 100ml’ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

50x Tris - Asetik asit - EDTA Tamponu

242gram tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 57,1ml Glasiyal asetik asit
ve 100ml 0,5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH2O ilave edilerek
manyetik karistiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlanir.
Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda 1sisinda

saklanir.

5X Tris-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat Tamponu

54 gram tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak bir behere almir. Uzerine
20ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH-O ilave edilerek manyetik
kanistiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlanir. Hazirlanan

cozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda 1sisinda saklanir.



29

3.3. Kullanilan Yontemler

3.3.1 Periferik Kandan Dna izolasyonu

EDTA’L tiiplerle aliman 10ml.lik kan 6rnekleri ¢aligsma i¢in falkon tiiplerine
aktarilir. Uzerilerine 1:3 oraninda lysis eklenerek +4°C’de 15dk. Bekletilir. Daha sonra
1500rpm'de 10dk. santrifiij edilir ve slipernatant kisimlar1 atilarak pelletler tamamen
suispansiyon durumuna getirilir ve Gzerlerine tekrar 15-20ml. lysis eklenir. Ornekler
+4°C’de 15dk. Bekledikten sonra 10dk.1500rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
kisimlar1 atilir ve siispanse olan pellet tizerine 500 ul %10’luk SDS, 75ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9,4 ml I6kosit parcalama c¢ozeltisi eklenerek 56°C’de su banyosunda bir
gece inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra her 1ml érnek basina 0,37ml olacak sekilde
9,5M’lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra karistirilir ve 3000rpm’de 25dk
santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriiliir. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi temiz bir
falkona aktarilir ve iizerine 1:2 oraninda %99’luk absolii alkol eklenir ve DNA’nin
presipitasyonu saglanir. Yogunlasan DNA’nin alkol yiizeyine ¢ikmasi beklenir ve DNA
mikropipet ucuyla alinir. DNA %70’lik alkolde yikanir ve korunmak tizere Tris-EDTA

cozeltisinde ¢ozlndirilerek +4°C’de saklanir.

3.3.1.1. Elde Edilen DNA’min Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA o&rneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan énce
her 6rnekten 20ul alinarak tizeri 380ul 0,5X TE tamponu ile tamamland: ve bu sekilde
1/20 dilisyonu saglandi. Bu diliisyon 6rneklerinin daha sonra spektrofotometrede 260

nm ve 280 nm dalga boylarinda optik densite (OD) dl¢iimleri yapildi.

Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan Olc¢timlerle
DNA’nin safligi ve konsantrasyonu belirlendi. O.D.2s0 / O.D.2go orani 1,7-1,8 olan
DNA’lar temiz olarak kabul edildi. DNA’nmn 50pg/ml ¢ift iplik¢ikli igeriginin 260 nm
dalga boyunda bir OD verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki 6l¢tim degeri asagidaki

formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu (ng/ul): Sulandirma katsayist (100) x A2eo X 50
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DNA orneklerinin saflii OD260/OD2go orani kullanilarak belirlendi. Yeterince iyi
saflikta kabul edilen DNA’nin OD2s0/ OD2go degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD260/OD2go degeri 2’den

bliyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.3.1.2 PCR Yontemi ile Kemerin, Vaspin ve Visfatin Gen Bolgelerinin
Cogaltilmasi, RFLP ve Tetra-Arm Yontemiyle Polimorfizm Analizi

Genomik DNA oOrneklerinde Kemerin, Vaspin ve Visfatin gen bolgeleri PCR ile
cogaltildi. DNA drneklerinin her birinin amplifikasyonu igin 10x PCR tamponu (10mM
Tris-HCI, 50 mM of KCI, 1,75 mM of MgClz), 2,5mM dNTP, 0,1 Unite Tag DNA
polimeraz Kemerin, Vaspin ve Visfatin gen bolgelerine 6zgl her bir primerden

100pmol/ul ve 500ng DNA iceren toplam 25ul’lik PZR karisimi hazirlandi.

PCR’da Kullamilan Kimyasal Maddeler
DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul)

PCR reaksiyonundaki konsantrasyonu 2,5 unite olacak sekilde 50 ul’lik PCR
karisimina 0,3 pl eklendi.

10 X DNA Taq PCR Tamponu (NH4) 2SO4°li

Tris-HCI’den 100mM (pH 8.8, 25°C’de), 500mM KCl ve %0,8 Nonidet P40
iceren 10X Taq PCR tamponundan 25 pl’lik PCR karisimina 2,5 pl eklendi.

MaCl, (25mM/ml)

MgClz’den 25 ul’lik PCR karigimina 1,5 pl eklendi.

dNTP’ler (100 umol/ml)

dNTP’den (2,5Mm) 25 pl’lik PCR karigimina 1,5 pl eklendi.
Kemerin, Vaspin ve Visfatin Gen Bodlgelerinin PCR Yontemi ile
Cogaltilmasi

Kemerin rs17173608 gen bolgesi optimize edilmis PCR protokolii (Tablo 3.1)
ve PCR sartlar1 (Tablo 3.2) ile amplifiye edilmistir.

Vaspin rs2236242 gen bolgesi optimize edilmis PCR protokolii (Tablo 3.3) ve PCR
sartlar1 (Tablo 3.4) ile amplifiye edilmistir.
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Visfatin rs2110385 gen bolgesi optimize edilmis PCR protokolii (Tablo 3.5) ve PCR
sartlar1 (Tablo 3.6) ile amplifiye edilmistir.

Tablo 2 Kemerin rs17173608 gen bolgesi icin kullanilan PCR Protokolii

KIMYASALLAR 'MIKTARLAR

SU 16,7 ul
dNTP 2 ul
10 x Buffer 2,5 ul
Primer FO 0,5 ul
Primer RO 0,5 ul
Primer F1 0,5 ul
Primer R1 0,5 ul
Taqg 0,3 ul
DNA 1,5 ul

Tablo 3 Kemerin rs17173608 gen bélgesi i¢in kullanilan amplifikasyon sicakliklar:

95°C 5 dk

94°C 45 sn

64°C 45 sn 35dongil
72°C 45 sn

72°C 5 dk

Tablo 4 Vaspin rs2236242 gen bolgesi icin kullamlan PCR Protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR

suU 16,7
dNTP 2l
10x Buffer 2,5 ul
Primer FO {0,5 pl
Primer FO 0.5
Primer FO 0.5
Primer FO 0.5
Taq 10,3 ul
DNA 15l
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Tablo 5 Vaspin rs2236242 gen bolgesi icin kullamlan amplifikasyon sicakliklar

95°C 5dk

94°C 45 sn

63°C 45 sn 35dongii
72°C 45 sn

72°C 5dk

Tablo 6 Visfatin rs2110385 gen bdlgesi icin kullanilan PCR Protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR

Su 17,7 ul
dNTP 2 ul
10x Buffer 2,5 ul
Primer F {05 ul
Primer R [0.5 i
Taq 0,3 ul
DNA 1,5ul

Tablo 7 Visfatin rs2110385 gen bolgesi icin kullamilan amplifikasyon sicakhiklar:

95°C 5dk

94°C 45 sn

58°C 45 sn 35dongii
72°C 45 sn

72°C 5 dk

%2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1X TBE kullanildi. 4 gr.
agaroz tartilarak erlen icine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml. olacak sekilde 1X TBE
tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile ¢oziindiiriildd. Erlenin
sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C) ¢6zlinmiis agaroz jel igine 1
pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel yatay jel yatagi icine
dokiilerek, ylikleme kuycuklarinin olusmasi i¢in tarak yerlestirilerek donmaya birakildi.
Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiiklenmesi igin hazir duruma

geldi.
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3.3.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel’e Yiiklenmesi
Yukleme Tamponu (Loading Buffer: 6X)

Yukleme tamponu (loading buffer) olarak %40 sukroz + %0,25 bromfenol

mavisi karigimi kullanildi.

%3’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki igine uygun
sekilde konuldu. Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel
uzerine eklendi. 7 pl PZR driniine, 1,5 pl yukleme tamponu (6X) eklenip pipetleme
yapilarak karigtirildi. 10 pl’lik 6rnek karigimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi. Yiikleme
isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (E-C apparatusCorporation,
E-C4000P) 500 miliamper 120volt elektrik gucilne ayarlanarak elektroforez jel
yiirlitiilmesi gergeklestirildi.

PCR Urunlerinin Kontroli

Kemerin rs17173608, Vaspin rs2236242 ve Visfatin rs2110385 genlerine ait
istenilen bolgelerinin PCR {iriinlerinin olusup olusmadigint kontrol etmek amaci ile her
iki bolge i¢in de ayr1 ayr1 PCR tiiplinden aliman 7 pl 6rnek 1,5 pl yiikleme tamponu ile
karistirilarak yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde 120 voltluk elektrik akiminda
yiiriitiildi. Yiirlitme isleminden sonra jel UV 1s1k altinda (304 nm dalga boyunda) PCR

urtinleri incelendi ve fotografi UV transilliminator diizeneginde ¢ekildi.

PCR sonuglari:

Sekil 3 Kemerin rs17173608 geninden 262 b¢ G alleli, 332 b¢ T alleli ve 549 bg¢ dis
primerler kontrol bantlarl. Kemerin rs17173608 PCR goriintiisii.
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Sekil 4 Vaspin rs2236242 geninden 174 bg¢ T alleli, 248 b¢ A alleli ve 378 bg¢ dis
primerler kontrol bantlari. Vaspin rs2236242 PZR goriintiisii.

Visfatin rs2110385 geninden 993 bg’lik bir iiriin elde edilmesi beklendi.

Alul Kesim enzimi (10U/ul): Alul enzim 10X Universal Buffer ile birlikte Visfatin

rs2110385 gen polimorfizminin belirlenmesi i¢in kullanildi.

Alul enziminin tamdig: dizi ve kesim yeri:
5>’ AGCT .3°
3. TC GA.S’

Alul Enzimi Kesim Sonuc¢larmin Degerlendirilmesi

Kesim islemi yapilmadan once elde edilen PCR urunlerinin bant buydkltklerinin
993 bp oldugu saptandi. Alul ile kesim sonrasi; 993, 247, 215, 193, 112, 104, 62, ve 60
bg¢ biiyiikliigiinde bantlar goriildii. Kesim sonucu sadece 993 be¢’lik bant goriildiiglinde
TT (polimorfizm yok), 247, 215, 193, 112, 104, 62, ve 60 bg’lik bantlar goriildiigiinde
GG (homozigot mutant), 993, 247, 215, 193, 112, 104, 62, ve 60 bg¢’lik bantlar

gorildiiglinde ise TG (heterozigot mutant) olarak degerlendirildi.



Sekil 5 Alul Enzimi ile kesim sonucu elde edilen gorunti

Tablo 8 Alul enzimi i¢in kesim protokoli

KIMYASALLAR MIKTARLAR

Distile SU 4,5 ul
10x Universal uffer 0.5
Alul Enzim 10,25 pl
PZR Uriini 5 ul
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4. BULGULAR

Tablo 9 Kemerin, Vaspin ve Visfatin hasta ve kontrol genotip dagilimi

36

Diyabetik % Non Diyabetik % p
(n=43) (n=51)
KEMERIN | TT (w) |21 %47,72 | 20 9%39,21
TA 17 %36,63 |22 %43,13 0,46
AA 5 %11,36 |9 %17,64
VASPIN | GG(w) |19 %43,18 |15 9%29,41
GT 21 %47,72 | 25 9%49,01 0,048
TT 3 %6,81 11 21,56
VISFATIN | TT (w) |12 %27,27 |8 %15,68
TG 18 940,90 | 19 %37,25 | 0,09
GG 13 29,54 24 %47,05

Obez diyabetli ve obez non diyabetik bireylerde yapilan ¢alismamizda iki grup

arasinda Vaspin geni polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli sonug

bulunmustur. Diger iki gen polimorfizmi gruplar arasinda anlamli sonu¢ bulunmamustir.

Ancak hasta sayilarinin azlig1 géz onilinde bulundurulursa, daha ¢ok birey ile yapilacak

caligmalarda daha fazla anlamli sonuglar elde edilebilir.




Tablo 10 Gruplarin Biyokimyasal Parametrelerinin Degerlendirilmesi
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Diyabetik (n=44)
Ort£SS

Non diyabetik (n=51)
Ort£SS

Yas 64,7445,97 61,47 +9,38 0,013
BMI 31,6043,32 31,93 3,27 0,687
LDL 118+44,59 120,85 +36,31 0,733
AST 28,16+17,55 31,67 17,19 0,119
ALT 27,21+14,98 35.00 + 27.06 0,133
BUN 20,86+9,97 20,14 +10,55 0,586
Kreatin 1,67+4,7 1,10+1,15 0,969
PLT 271,8466,01 272,08+61,95 0,983
Sedim 36,6022,24 32,61%23,27 0,270
URE 42,45+17,94 43,11%20,82 0,734
WBC 8,13+2,37 7,60+1,99 0,247
HbAlc 8,19+2,29 6,37+ 1,52 0,001
KIiLO 81,29+11,17 85,23+12,54 0,087
HDL 39,92+9,44 38,17+9,44 0,490
VLDL 48,88+45,37 38,79+9,44 0,642

Yas ve HbAlc parametrelerinde, gruplar arasinda anlamli olarak fark bulunmustur. Yas

arttikca obezitenin de etkisiyle, diyabet riskinin de artabilecegi diisiiniilebilir. Ayrica

diyabetli obez olgularda HbAlc degerinin bir risk faktorii olarak degerlendirilebilecegi

gorilmiistiir.
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Tablo 11 Kemerin homozigot Mutasyon Genotipi varhginda olas1 Diyabet Risk

Faktorlerininin Degerlendirilmesi

Homozigot p OR %95 GA
Mutasyon Modeli

Kemerin (AA) 0,320 0,520 0,143-1,889
Yas 0,07 1,052 0,995-1,112
BMI 0,820 0,985 0,865-1,122
LDL 0,892 1,001 0,9901,012
AST 0,261 0,986 0,961-1,01

Kemerin genindeki homozigot mutasyon ve diyabetik obez olgularda risk faktor
olabilecek parametrelerin, gruplar arasindaki anlamliliklart binary kogistic regresyon
analizi ile degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak kemerin genindeki homozigot mutasyon
genotipi beraberliginde kemerin i¢in anlamli sonug elde edilememistir. Ayn1 zamanda
kemerin genindeki homozigot mutasyon genotipi varliginda risk faktorii olabilecek olan

yas, BMI, LDL ve AST de istatistiksel olarak anlamli olarak bulunamamustir.

Tablo 12 Vaspin homozigot Mutasyon Genotipi varh@inda olas1 Diyabet Risk

Faktorlerininin Degerlendirilmesi

Homozigot p OR %95 GA
Mutasyon Modeli

Vaspin (TT) 0,042 0,234 0,058-0,951
Yas 0,032 1,065 1,005-1,128
BMI 0,910 1,008 0,880-1,115
LDL 0,753 1,002 0,991-1,013
AST 0,386 0,989 0,964-1,014
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Vaspin genindeki homozigot mutasyon genotipi varlifinda olasi diyabet risk
faktorlerinin  degerlendirilmesi sonucunda, yas parametresinin anlamli oldugu
gOriilmiistiir. Yas artis1 esliginde Vaspin genindeki polimorfizm obez olgularda diyabet
riskini artirabilmektedir.

Ayrica Yas, BMI, LDL ve AST faktorleri ile birlikte Vaspin homozigot mutasyon

genotipi varliginda obez olgularda Diaybet riskinin artabilecegi diisiiniilebilir

Tablo 13 Visfatin homozigot Mutasyon Genotipi varhginda olas1 Diyabet Risk

Faktorlerininin Degerlendirilmesi

Homozigot P OR %95 GA
Mutasyon Modeli

Visfatin (GG) 0,065 0,411 0,160-1,005

Yas 0,042 1,061 1,002-1,124

BMI 0,782 1,020 0,889-1,70

LDL 0,664 1,002 0,991-1,014
AST 0,437 0,990 0,965-1,055

Visfatin genindeki homozigot mutasyon genotip varliginda risk faktorii olabilecek olan
yas parametresinin anlamli oldugu ve yas artik¢a obez olgularda diyabet riskinin yuksek
olabilecegi sdylenebilir.

Visfatin genindeki homozigot mutasyon genotipi varliginda AST, LDL, BMI a¢isindan

anlamli sonuglar elde edilememistir.
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5. TARTISMA

Bizim g¢alismamizda, obez diyabetik ve obez non diyabetik bireylerde iki grup arasinda
Vaspin geni polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmustur.
Daha o6nce yapilan ¢alismalarda da vaspinin obezite ve bozulmus insiilin direnci igin
onemli bir biyobelirte¢ oldugu gosterilmistir. Bu konuda arastirmalar daha da detayli
hale getirilmis ve diizenli olarak spor yapmayan bireylerin egzersize baslamasiyla
insiilin direncinde iyilesme goriiliir. Diizenli olarak spor yapan fit kisilerde ise hem
insiilin direncinin normal sinirlarda oldugu hem de vaspin diizeylerinin oldukc¢a diisiik
seyrettigi tespit edilmistir (47). Vaspinin insiilin duyarlilagtirict oldugu ve ayrica anti-
inflamatuar 6zellikleri bulundugu saptanmistir ve insiilin duyarliligi azalmasina yanit
olan telafi edici bir mekanizma olarak etkide bulunabilir. insanlarda vaspin gen
ekspresyonu ve serum diizeyleri ve metabolik sendrom parametreleri arasinda pozitif bir
bagint1 vardir. Yas ve cinsiyet gen ekspresyonunu etkiler. Adipoz doku telafi edici bir
mekanizma olarak obez kisilerde vaspin Uretimini indikler (1). Asir1 kilolu olmayan
glukoz toleranst normal olan kisilerde saptanamayan insan vaspin mRNA
ekspresyonunun obez olgularm adipoz dokusunda gdzlendigi saptanmistir (2). Insan
adipoz dokusunda vaspin mRNA ekspresyonu indiiksiyonu obezite, agir insiilin direnci
ve tip 2 diyabet ile iligkili telafi edici bir mekanizmadir.

Bliither vaspinin ¢ogunlukla farkli yag depolarindan izole olarak olgun adipositlerde
lokalize oldugu ve deri, hipotalamus, pankreas adaciklar1 ve mide hiicrelerinde eksprese
edildigi Ote yandan stromal veya vaskiiler hicrelerde eksprese edilmedigi 6zet
bilgilerini vermistir (7).

Kempf ve ark. kromozom 12 vaspin lokusundaki SNP’lerin T2DM ve obezite
gelismesindeki Onemini arastirmiglardir ve vaspin SNPrs2236242 ve genotip AA
bulunan T2DM’nin BMI’den bagimsiz olarak glukoz homeoastaz bozukluklart riskini
artirdigin1 bumuslardir. Artik vaspin ve glukoz metabolizmas1 arasinda bir baglanti
vardir ve vaspin obezite ve iliskili metabolik bozukluklar, 6zellikle diyabet arasinda
yeni bir baglant1 olarak kabul edilebilir (7).

T2DM’de serum vaspin diizeyleri hakkindaki veriler ¢ok ¢eligkilidir. Ye ve ark. T2DM
olgularinda vaspin diizeylerinin daha yiiksek oldugunu ve vaspin ve post-prandiyal kan
glukozu diizeyleri arasinda pozitif baginti oldugunu bulmuslardir. Li ve ark. siirekli

subkutan insiilin uygulanmasimin T2DM’de serum vaspin konsantrasyonlarini azalttigini
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ve aymt zamanda beta-hiicre fonksiyonunu iyilestirdigini bildirmislerdir. Diger
caligmalarda vaspin ve T2DM arasinda farkli baginti oldugunu gosterememislerdir. Jian
ve ark., diisik serum vaspin diizeylerinin T2DM gelismesi igin bir risk faktorii
olabilecegini 6ne stirmiislerdir.

NGT ve prediyabet bulunan obez olgularda vaspin konsantrasyonlar1 artmistir. Atya ve
ark. diyabetin siiresinin artis1 ile vaspin diizeylerinde azalma oldugunu saptamislardir.
Kadinlarda yapilan bir baska ¢alismada diyabet siiresinin artmasi ile vaspin diizeylerinin
azaldigina iliskin veriler dogrulamustir (7). Ayrica, Feng ve ark. farkli hastalik
stirelerinde T2DM’de her iki grupta vaspin ve HbAlc arasinda pozitif bir bagint1 ve
HOMA-IR ile ters baginti bulmuslardir ve saglikli kontrollerde BMI ve yas arasinda
pozitif bagint1 bulunmustur. Youn ve ark. serum vaspin diizeylerinin obezite varligi ve

NGT olgularinda insiilin duyarliliginin bozulmas: ile

iligkili oldugunu ama T2DM hastalarinda boyle bir iliski olmadigini gézlemlemislerdir.
Li ve ark. yeni tan1 konulan T2DM hastalarinda, glukoz toleransi bozuk olanlarda ve
NGT olgularinda 2 haftalik insiilin inflizyonuna yanit olarak vaspin diizeyleinin
azaldigmi ama glisemik kontroliin yalmizca yeni tani konulan T2DM hastalarinda
iyilestigini bulmuslardir. Vaspin duzeylerindeki degisiklikler insulin direnci ile pozitif
bagmtilidir. Yukaridaki veriler vaspinin T2DM patogenezinde rolii oldugunu
gostermektedir (7).

Gulgelik ve ark. T2DM bulunan ve glisemik kontrolii iyi olan kadinlarda diisiik vaspin
diizeyi oraniin glisemik kontroliin kotii oldugu kisilere nazaran daha diisiik oldugunu
ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin ise vaspini daha fazla disiirdiigiini
gostermislerdir. Li ve ark. makroanjiyopati bulunan ya da bulunmayan T2DM
hastalarinda vaspin diizeylerini 3 yil siireyle incelemislerdir. Vaspinin karotis plag
olmayan T2DM hastalarinda NGT olgularina nazaran arttigin1 ama karotis plagi olan
T2DM hastalarinda karotis plagi olmayan T2DM hastalarina nazaran azaldigini
bulmuslardir. Boylece, vaspinin diyabetin erken donemlerinde karotis plak olusmunda
rol aliyor olabilecegi ve diizeyinin obezite, agir insiilin direnci ve T2DM gelismesi i¢in
telafi edici bir mekanizma olabilecegi ve boylece makrovaskuler lezyonlar igin
koruyucu bir faktor olabilecegi one siirlilmiistiir. Birkag ¢alismada vaspin diizeyinin
diyabet siiresi arttik¢a ve kardiyovaskiiler hastaliklar gelistikge asamali olarak azaldigi

gosterilmistir (7).
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Arastirmamizin diger bir 6nemli bulgusu da vaspin genindeki homozigot mutasyon
genotipi varlifinda olast diyabet risk faktorlerinin degerlendirilmesi sonucunda, yas
parametresinin anlamli oldugu goriilmiistiir. Yas artis1 esliginde Vaspin genindeki
polimorfizm obez olgularda diyabet riskini artirabilmektedir. Ayrica Yas, BMI, LDL ve
AST faktorleri ile birlikte Vaspin homozigot mutasyon genotipi varliginda obez
olgularda diyabet riskinin artabilecegi diisiiniilebilir. Bizim c¢alismamizda cinsiyet
farklilig1 gériillmese de Byung Son Youn ve arkadaslarinin makalesinde (2008) vaspin
serum diizeylerinin cinsiyete bagli olarak farklilik gosterdigini bildirmistir. Glikoz
tolerans normal olan kadinlarda vaspin konsantrasyonu erkeklere oranla 2.5 kat daha
fazla bulunmustur (47).

Vaspinin hedef dokusu aslinda beyaz adipoz doku olarak karsimiza c¢ikar. Temel
etkilerini her zaman beyaz yag hiicreleri tizerinden gosterir (48). Bizim bulgularimiz ve
onceden yapilmis calismalar 1s18inda insiilin duyarliligini arttirma 6zelligine sahip
vaspinin ileride gelistirilebilecek antiproteaz inhibitér tedavisi icin kilit rol
olmayacagini diislinebiliriz.

Beyaz adipoz doku hem kemerin salgilanmasinin temel kaynagi hem de kemerin
sinyalizasyonunun primer hedefi olarak islev goriir. Kemerin/KemerinR’nin kritik bir
islevi de adipogenezi ve metabolik hemeostazi diizenlemektir (44). Genetik ¢aligmalar
da kemerinin lipojenik aktiviteyi artirdigini gostermistir. Kemerin ayrica inflamatuar
slireglerde kritik bir rol oynamaktadir (45). Cesitli inflamatuar patolojilerde, 6rnegin
romatoid artrit ve inflamatuar artritte dokuda kemerin dizeyinin ve CMKLR1-eksprese
eden hiicre sayisinin fazla oldugu saptanmistir. Serum kemerin diizeyindeki artis
dolasimdaki proinflamatuar sitokinler timor nekroz faktor- a ve interlokin-6, ve leptin
diizeyi artis1 ile korelasyon gosterir (8, 41, 42). Leptin pro-inflamatuar yanitlar: indiikler
ve serum diizeyleri bedendeki yag miktar1 ile birlikte artar. Obezitede adiponektin
diizeyleri azalir ve miyokard infarktiisii riski ile ters bagintilidir.

Ayrica, adiponektin insiilin duyarliligini ve anti-inflamatuar sitokinlerin tiretimini artirir
(8). Kemerin bir proinflamatuar sitokin olarak bagisiklik hiicrelerini aktive eder ve
ayrica obezitede ortaya ¢ikan adipoz doku inflamasyonuna da yol agabilir. Kemerin
proteini tam uzunlukta ve kisa form olarak mevcuttur. Tam uzunluktaki izoformun
biyolojik aktivitesi proteolitik prosesten ge¢mis kisa formdan anlamli derecede daha
diisiiktiir. En yiiksek kemerin ekspresyonu karaciger, adipoz dokuda ve bobrektedir.

Ancak, obezlerde kemerin mRNA ekspresyonunun karacigerde degil ama adipoz
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dokuda arttig1; 6te yandan zayif insanlarda hem adipoz dokuda hem de karacigerde
arttig1 saptanmistir; boylece, insanlarda yiiksek plazma kemerin diizeylerinin kokeninin
adipoz doku oldugu 6ne siirtilebilir.

Bizim sonug¢larimiza bakildiginda kemerin genindeki homozigot mutasyon ve diyabetik
obez olgularda risk faktorii olabilecek parametrelerin gruplar arasindaki anlamliliklar
binary kogistic regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak kemerin
genindeki homozigot mutasyon genotipi beraberliginde kemerin i¢in anlamli sonug elde
edilememistir. Ayn1 zamanda kemerin genindeki homozigot mutasyon genotipi
varliginda risk faktorii olabilecek olan Yas, BMI, LDL ve AST de istatistiksel olarak
anlamli olarak bulunamamistir. Ancak hasta sayillarmin azligi g6z Onilinde
bulundurulursa, daha ¢ok birey ile yapilacak caligsmalarda daha fazla anlamli sonuclar
elde edilebilir. Sonug olarak ¢alismamiza T2DM olan 44, diyabeti olmayan 51 olmak
tizere 95 hasta dahil edilmistir ileride daha fazla bireyin dahil edilecegi randomize
kontrollii calismalarda istatistiksel anlamliligin yakalanacagina inaniyoruz.

Kisa silire 6nce yapilan bir calismada metabolik olarak saglikli obezlerde metabolik
olarak sagliksiz insiilin direnci bulunan obezlere nazaran mortalite ve kardiyovaskiiler
risk oraninin daha diisiik oldugu gdsterilmistir; ama, obezite hala tip 2 diabetes mellitus
icin 6nemli bir risk faktoriidiir. Ancak, bu obez kisilerde diyabetin gelismesi
bakimindan oksidatif stres, antioksidan durumu, kronik inflamasyon ve adipokin gibi
kalori dengesizliginden baska klinik sonlanimi belirleyici unsurlar bulunugu goriisiiniin
dogmasina yol agmistir (8). Kemerin makrofajlarda eksprese edillir ve bunun anlami
kemerinin antijen sunan hucreleri toplayarak inflamasyonu diizenlemede yol
oynadigidir. Bu c¢alismada serum kemerin diizeylerinin, metabolik sendromun
varligindan bagimsiz olarak metabolik sendrom parametreleri ve hipertansiyon ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Hipertansiyon ile var olan iligski kemerini kan basincini bir
diizenleyicisi haline getirmektedir, ¢iinkii kan basinic1 diizenlenmesinde temel bir organ
olan bobrekte cok fazla eksprese edilmektedir (45). Kemerin yapisal olarak
katelisidinler, sistatinler ve kininojenler dahil kan dolasimindaki bir ¢ok faktor ile
iligkilidir (46).

Visfatin yeni bir proinflamatuar adipositokin olarak kabul edilmektedir. Insan
monositlerinde Pro- ve anti-inflamatuar sitokinler IL-1B, IL-1Ra, IL-6, IL-10 ve TNF-
o’nin Uretimini artirmaktadir. Adipoz dokuda ve kolon duvarinin submukozasinda

visfatin/PBEF/Nampt-pozitif makrofajlarinin saptanmasi makrofajlarin bir visfatin
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kaynagi olduguna iliskin bir kanittir (6). Visfatin/PBEF/Nampt’in IR’ye (insiilin
reseptOrii) baglanma affinitesinin insiiline benzer oldugu bulunmustur ve boylece
instlinomimetik etkileri oldugu bildirilmistir (38). Pek ¢ok c¢alismada diabetes
mellitusta visfatin diizeylerinin arttig1 gosterilmistir. Bizim arastirmamizda visfatin
genindeki homozigot mutasyon genotip varliginda risk faktorii olabilecek olan yas
parametresinin anlamli oldugu ve yas artikca obez olgularda diyabet riskinin yiliksek
olabilecegi soylenebilir. Bu bilgi literatiirde yer alan pek ¢ok calisma ile de uyumludur.
Ancak visfatin genindeki homozigot mutasyon genotipi varliginda AST, LDL, BMI
acisindan anlamli sonuglar elde edilememistir.

Her ne kadar sedanter yasama tarzi ve asirt gida alimi ile iliskilendirilse de yag hiicresi
pasif bir hiicre degildir. Pasif bir algi ile konumlandirilan yag dokusu aslinda yasam
boyu siirekli hacim degiskenligi gosteren, ekstraselliiler siviya sitokin ve hormon
salgilayan aktif bir hiicredir. Bu salgi iiriinleri ile endokrin, parakrin ve otokrin yolla
diger hiicrelerle haberlesir. Hormonlar ve sitokinlere membran reseptorleri araciligi ile
yag asidi salgilayarak veya yag asitlerini hiicre i¢ine alarak adipositokinler adi verilen
sitokinleri salgilar. Kanda katekolaminlerin yiiksek diizeyde olmasi insiilin direncine
neden olur. Yiksek katekolamin diizeyleri lipolizi artirir ve bdylece hiicrelere serbest
yag asidi girisi artar. Obezitede, Ozellikle viseral obezitede sempatik sinir sistemi
aktivitesi artar ve bunun sonucunda da beyaz yag dokusunun kahverengi yag dokusunu
doniisiim orani artar. Katekolaminerjik reseptorlerin yoklugunda kahverengi yag dokusu
aktivitesi azalir ve obezite ortaya ¢ikar (4). Buna ek olarak kandaki glukozun hiicre
icine taninmasini saglayan GLUT-4 adli protein insiilin direnci ve sempatik sinir sistemi
aktivasyoni gibi durumlarda islevini tam olarak gerceklestiremez. Bunun sonucunda da
periferik bolgede ve kanda bulunan glikoz hiicre icine tasryamaz. Iste adipozitlerin
artis1 da mekanizmalar igerisinde kilit rolii oynar (48, 49).

Calismamizin kisith yonleri hakkinda da bilgi vermek gerekirse en temel sorun hasta
sayis1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Obez diyabetli ve obez non diyabetik bireylerde
yapilan ¢aligmamizda iki grup arasinda Vaspin geni polimorfizmi agisindan istatistiksel
olarak anlamli sonu¢ bulunmustur. Diger iki gen polimorfizmi gruplar arasinda anlaml
sonu¢ bulunmamistir. Ancak hasta sayilarinin azli§i géz 6niinde bulundurulursa, daha
cok birey ile yapilacak ¢alismalarda daha fazla anlamli sonuglar elde edilebilir. Ancak
hasta sayilarinin azligi goz Oniinde bulundurulursa, daha c¢ok birey ile yapilacak

calismalarda daha fazla anlamli sonuglar elde edilebilir. Sonug olarak calismamiza
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T2DM olan 44, diyabeti olmayan 51 olmak iizere 95 hasta dahil edilmistir. ileride daha
fazla bireyin dahil edilecegi randomize kontrollii calismalarda istatistiksel anlamliligin
yakalanacagmma inaniyoruz. Tim bu yoOnlerine ragmen ¢alismamiz, antiproteaz

inhibitori tedavisinin gelistirilmesinde bir katki olarak literatiirdeki yerini alacaktir.
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