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ADIPONEKTIN’IN GLUKOZ VE YAG ASiDi ALINMASINDAN VE
TASINMASINDAN SORUMLU GENLERIN iIFADELERI UZERINE
ETKISININ in vitro KARDIYAK HUCRE MODELLERINDE
ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi
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OZET

Kardiyovaskiiler Hastaliklar; periferik arter, koroner arter, kalp kapagi, kalp
kast ve dogustan kalp hastaliklarindan aritmilere ve kalp yetmezligine kadar uzanan
bir grup hastalig1 icermektedir. Kardiyomiyopatiler, kalp yetmezliginin 6nde gelen
nedeni olan ve hipertansiyon, kalp kapagi hastaligi, iskemik kalp hastalig1 veya
dogustan gelen kalp yetmezligi gibi ikincil nedenlerin yoklugunda miyokardin yapisal
veya islevsel bozukluklari ile tanimlanan ¢esitli hastalik grubunu olusturur. Diyabetik
Kardiyomiyopati (DCM) geleneksel faktorler olan koroner arter hastaligi,
hipertansiyon, kongenital kalp hastaliklar1 veya valvuler kalp hastaliklariyla iligkili
olmayan, diyabet ile iliskili yapisal ve fonksiyonel miyokard bozuklugudur. Saglikli
kalpte, enerji kaynagi olarak glukoz ve uzun zincirli yag asidi esit oranda kullanilir.
Ayrica, glukoz ve uzun zincirli yag asidi aliminda ve tasinmasinda dinamik bir denge
vardir. Kalpte, yag asidi ve glukoz aliminda-tasinmasinda gorevli genlerin (CD36,
GLUT4) vezikiil araciligiyla translokasyonunun inhibisyonu veya kalici olarak

sarkolemmaya konumlanmasi sonucunda Diyabetik Kardiyomiyopati gelisir.

Adiponektin, yag dokusu tarafindan biiyiik oranda sentezlenen ve salgilanan
bir adipokindir. Adiponektin, normal plazmada 5-30 ug/mL diizeyinde bulunmaktadir.
Abdominal yaglanma, insiilin direnci ve tip 2 diyabette adiponektin konsantrasyonu
azalmaktadir. Adiponektin, kalpte iskelet kasi tarafindan yag asidi oksidasyonunu ve

glukoz alimini artirarak instilin direncini 6nlemektedir.



Calisma kapsaminda, Adiponektin’in in vitro kardiyak hiicrelerde glukoz ve
yag asidi alimindan ve tasinmasindan sorumlu genlerin ifade degisimlerine etkisinin
arastirtlmas1 amaclandi. Proje kapsaminda HO9c2 hiicre hattinin kardiyak hiicre
Ozelligini korudugunun dogrulanmasi amaciyla immiinofloresan deneyi yapildi. In
vitro kardiyak hiicre hattinda bazal, hipoglisemi ve hiperglisemi sartlari uygulanarak
Diyabetik Kardiyomiyopatinin taklit edildigi model olusturuldu. Olusturulan
Diyabetik Kardiyomiyopati modelinde adiponektinin glukoz ve yag asidi alimi-
tasinimindan sorumlu olan GLUT4 ve CD36’nin protein diizeyindeki ifade
degisimlerine etkisi Western blot yontemiyle saptanda.

Calismamizda belli zaman araliklarinda insiilin sinyal yolaginda etkili GLUT4
ekspresyonlarinda artis gozlemlendi. Boylece farkli doz ve zamanlarda APN
uygulamasinin hiicre igerisine glukoz alimindaki etkisinden dolayr DCM tedavisinde

destekleyici olabilecegi gosterildi.

Anahtar Sozciikler: Diyabetik Kardiyomiyopati, Adiponektin, Glukoz ve yag asidi
alimi-tasinimi, CD36, GLUT4

Tezin sayfa adedi: 86
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlenen SIMSEK PAPUR

Vi



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ADIPONECTIN ON EXPRESSIONS
OF GENES RESPONSIBLE FOR GLUCOSE AND FATTY ACID UPTAKE
AND TRANSPORT IN in vitro CARDIAC CELL MODELS

Master Thesis

Minel Can EKIN

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE

Department of Molecular Medicine
ABSTRACT

Cardiovascular Diseases; It includes a group of diseases ranging from
peripheral artery, coronary artery, heart valve, heart muscle and congenital heart
diseases to arrhythmias and heart failure. Cardiomyopathies constitute a diverse group
of diseases defined by structural or functional disorders of the myocardium in the
absence of secondary causes such as hypertension, heart valve disease, ischemic heart
disease or congenital heart failure, which are the leading cause of heart failure.
Diabetic Cardiomyopathy (DCM) is a structural and functional myocardial disorder
associated with diabetes that is not associated with the traditional factors of coronary
artery disease, hypertension, congenital heart disease or valvular heart disease.
Diabetic Cardiomyopathy is diagnosed with the development of cardiomyopathy in
the presence of diabetes, independent of hypertension and coronary artery disease. In
a healthy heart, glucose and long-chain fatty acids are used equally as energy sources.
There is a dynamic balance in their uptake and transport. In the heart, diabetic
cardiomyopathy develops as a result of the inhibition of vesicle-mediated translocation
of proteins (CD36, GLUT4) responsible for fatty acid and glucose uptake and transport

or their permanent placement in the sarcolemma.

Adiponectin is an adipokine synthesized and secreted largely by adipose tissue.
Adiponectin is at a level of 5-30 pg/mL in normal plasma; adiponectin concentration
decreases in abdominal adiposity, insulin resistance and type 2 diabetes. Adiponectin
prevents insulin resistance by increasing fatty acid excretion and glucose by skeletal

muscle.

Vi



The aim of the study is to investigate the effect of adiponectin on the expression
changes of genes responsible for glucose and fatty acid uptake and transport in in vitro
cardiac cell lines. Within the scope of the project, the confirmation of the H9¢2 cell
line as a cardiac cell will be shown by immunofluorescence analysis. By creating two
different cardiac in vitro cell models that mimic diabetic cardiomyopathy, the effect of
adiponectin on the expression changes of GLUT4 and CD36 genes under basal,
hypoglycemic and hyperglycemic conditions will be determined by Western blot
method. This study aims to define new mechanisms that play a role in the pathogenesis

of diabetic cardiomyopathy.

In our study, an increase in GLUT4 expressions effective in the insulin
signaling pathway was observed at certain time intervals. Thus, it was shown that APN
application at different doses and times could be supportive in DCM treatment due to
its effect on glucose uptake into the cell.

Keywords: Diabetic cardiomyopathy, Adiponectin, Glucose and fatty acid uptake-
transport, CD36, GLUTA4.
Page number: 86

Adyvisor: Dr. Ogr. Uyesi Ozlenen SIMSEK PAPUR
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1. GIRIS ve AMAC
1.1.Problemin Tanimi ve Onemi

Diyabet ile iliskili komplikasyonlardan kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada ve
tilkemizde Oliimiin baslica nedenidir. Coklu miyokardiyal substratlarin artisina
ragmen, diyabette kalpte yag asidi kullanimi artar ve glukoz kullanimi azalir. Saglikli
kalpte, enerji kaynagi olarak keton cisimleri, laktat, yag asitleri ve glukoz tercihinde
esneklik vardir. Glukoz ve yag asitlerinin tercihinde bir denge mevcuttur. Enerji
kaynagi olarak biiyiik bir kismini yag asitleri sagliyor olsa da glukoz da 6énemli bir

yere sahiptir.

Bozulmus insiilin sinyali, artan lipoliz ile dolasimdaki serbest yag asidi
konsantrasyonunu arttirmaktadir. Yag asitlerinin kullanimindaki artis; lipotoksisite,
mitokondriyal disfonksiyon ve diyabetik kardiyomiyopati gibi mekanizmalari
tetiklemektedir. Kardiyak enerji metabolizmasinda yag asitlerinin yani sira glukozun
alinmasindan ve taginmasindan sorumlu glukoz tasiyicilar bulunmaktadir. Kalpte
glukoz ve yag asidi alim diizeyindeki degisim ve bunlarin taginimindan sorumlu olan

proteinlerin translokasyonu Diyabetik Kardiyomiyopati patofizyolojisinde 6nemlidir.

Adiponektin (APN); beyaz yag dokusundan ve 3T3-L1 adipositleri tarafindan
salgilanan proteindir. Insan viicudunda en ¢ok salgilanan adipokin olup fizyolojik
diizeyi 5-30 pL/mL'dir. Adiponektinin reseptdrlerinden AdipoR1 ve AdipoR2 kalpte
eksprese edilmektedir, diizeyleri viicut yag1 ve obezite ile ters orantilidir. APN’nin
kardiyomiyositlerde anti-inflamatuar, anti-fibrotik ve anti-apoptotik mekanizmalar1
etkiledigi bilinmektedir. APN seviyesi ile tip 2 diyabet riski arasinda ters iliski
bulunmaktadir ve adiponektin seviyeleri tip 2 diyabetli hastalarda onemli 6l¢iide
azalmaktadir. Adiponektin seviyesindeki azalma insiilin direncinin artmasina,
miyokardiyal enerji disfonksiyonuna, lipid birikimine ve buna bagli kontraktil

disfonksiyona neden olarak DCM gelisimini hizlandirir.

Calisma kapsaminda HL-1 ve H9¢2 kardiyak hiicre hatlar1 kullanilmistir. H9¢2
hiicre hatt1 sican kalbinden elde edilmistir. HL-1 hiicre hatt1, yetigkin disi C57BL / 6]
faresinden eksize edilen AT-1 deri alt1 timoriinden tliretilmistir. Adiponektin’in DCM
tedavisi i¢in yeni terapdtik hedef olabilecegi diisiiniilmektedir ancak bunu hangi

mekanizmalar araciligi ile gergeklestirdigi tam olarak aciklanamamistir.



Calismamizda H9¢2 hiicre hattinda hipoglisemi hiperglisemi kosullarinin taklit
edildigi glukoz konsantrasyonlarinda olusturulan DCM modelinde Adiponektin’in
glukoz ve yag asidi alimi-taginimi iizerindeki olas1 etkisinin arastirilmasi amaglandi.
H9c2 hiicresinin kardiyak hiicre 6zelligini korudugu kardiyak biyobelirtecler olan
Desmin, MHC ve ANF antikorlar1 kullanilarak immiinfloresan deneyi ile gosterildi.
Glukozun farkli konsantrasyonlarinda adiponektinin farkli doz ve siirelerde
uygulanmasiyla olusturulan DCM’nin taklit edildigi modelde glukoz ve yag asidi
alimi-tasinimindan sorumlu genlerin (GLUT4, CD36) protein seviyesindeki ifade

degisimleri Western Blot yontemiyle belirlendi.

1.1. Arastirmanin Amaci
Calismanin amaci, adiponektinin kardiyak hiicre hatlarinda glukoz ve yag asidi
alimindan ve tagmmmasindan sorumlu genlerin ifade degisimlerine etkisinin

arastirilmasidir.

1.2. Arastirmamin Hipotezi

Calisma kapsaminda hipotezimiz, adiponektinin kardiyak hiicre hatlarinda
anti-diyabetik 6zellik gostererek yag asidi alimindan-taginimindan sorumlu CD36’nin
gen ifadesini azalttig1 ve hiicre igerisine glukoz alinimindan-taginimindan sorumlu

GLUT4’un gen ifadesini arttirdig1 seklindedir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Kardiyovaskiiler Hastahklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH'ler), diinya ¢apinda 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedeni oldugu i¢in altta yatan patojenik mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi
gerekmektedir (1,2). KVH’ler, ailesel hiperkolesterolemi, kardiyomiyopatiler,
konjenital kalp hastaliklari, torasik aort anevrizmalari, koroner arter hastaligi ve kalp

yetmezligine kadar ulagan hastaliklar grubudur (2).

2.2. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), diinya ¢apinda 422 milyondan fazla insani etkileyen
onemli bir halk sagligi sorunudur ve her yil 1,5 milyon kisinin 6liimii diyabet ile

iliskilendirilmektedir (3).

Diyabet, anormal derecede yiiksek kan sekeri seviyeleriyle teshis edilen bir
endokrin sistem bozuklugu olup diinya c¢apinda en yaygin ve en hizli biiyliyen
hastaliklardandir (4). Diinya Saglik Orgiitii'niin- World Health Organization (WHO)
diyabet ile ilgili verilerinde, diyabet ile yasayan yetiskinlerin sayisinin 1980'den bu
yana neredeyse dort kat artarak 422 milyon yetiskine ¢iktigin1 gostermektedir. Yiiksek
kan sekerinin her y1l yaklasik 4 milyon insanin 6liimiine neden oldugu ve durdurmaya
yonelik miidahaleler olmazsa 2045 yilina kadar en az 629 milyon kisinin diyabete

yakalanacag diistiniilmektedir (5).

Diyabet, klasik olarak erken baslangicli otoimmiin form Tip 1 diyabet (T1DM)
ve geg baslangi¢lt otoimmiin olmayan form Tip 2 diyabet (T2DM) olarak ikiye ayrilir

(4).

Diyabet, artmis kardiyak fibroz, sistolik ve diyastolik fonksiyonu olumsuz
etkileyen yeniden diizenlenmeyle iligkilidir. Diyabette dolagimdaki yiiksek yag asidi
seviyeleri; kardiyak yag asidi alimini, yag asidi B-oksidasyonunu ve metabolize
edilmemis yag asitlerinin birikimini artirir. Insiilin direnci kardiyak glukoz alimini ve
oksidasyonunu bozar, glukozu adenozin 5’-trifosfat (ATP) olmayan farkli enerji tiretim

yollarina yonlendirir. Diyabette kardiyak yag asidi ve glukoz oksidasyonundaki



metabolik degisiklikler kardiyak ATP'de ve kardiyak verimlilikte azalmaya neden olur.
Bu degisiklikler fonksiyonel iyilesmeyi kotiilestirir (6).

2.2.1 Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet (T1DM) pankreatik adacik P hiicrelerinin kaybinin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan insiilin eksikligine bagl hiperglisemi ile karakterize kronik bir
otoimmiin hastaliktir (7,8). T1DM baslangici genellikle ¢cocukluk ¢caginda goriilmesine
ragmen eriskinlerde de goriilebilmektedir ve hastalarin %84’iiniin eriskin oldugu

bilinmektedir; erkek ve kadinlarda esit oranda goriildiigii gdzlemlenmistir (5).
2.2.2 Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet (T2DM), diyabetin % 90-95’ini olusturmaktadir, yaygin olarak

yetigkinlerde goriiliirken ¢cocuk ve ergenlerde de sayilar1 artmaya devam etmektedir
(5).

Tip 2 diyabet diinya ¢apinda 400 milyondan fazla yetiskini etkilemektedir ve
prevalansi epidemik oranlarda artmaya devam etmekte, dolayisiyla toplum i¢in en
bliyiik halk sagligi sorunlarindan birini olusturmaktadir (9). Tip 2 diyabet ve insiiline
direncli bireylerin klinik 6zelligi glukozun kandan temizlenme miktarinin azalmasidir
ve bunun baglica nedeni insiilin ile uyarilan glukoz tasinmasinin kas ve adipositlerde

bozulmasidir (10).

Hastalik, glisemiyi yonetmede rol oynayan pankreas hormonu olan insiilinin
konsantrasyonu ve/veya aktivitesindeki eksiklik nedeniyle yiiksek kan sekeri

seviyeleriyle karakterize edilmektedir (11).

Diyabetin bu formuna sahip hastalarin insiilin seviyeleri normal veya yliksek
goriinmektedir, diyabetik hastalardaki yiiksek kan sekeri seviyeleri, beta hiicre
fonksiyonlarinin normal oldugu durumlarda daha yiiksek insiilin degeri

gostermektedir (12).

2.3 Diyabetik Kardiyomiyopati
Diyabetik kardiyomiyopati- Diabetic cardiomyopathy (DCM), kalp dokusunda
insiilinin metabolik etkilerine direngli, hiperinsiilinemi, koroner arter hastaligi ve

hipertansiyon gibi diger kardiyak risk faktorlerinden bagimsiz olarak ortaya c¢ikan



hipergliseminin ilerlemesi ile desteklenen spesifik bir kalp hastaligidir (13,14). Uzun

stireli hiperglisemi ve insiilin direnci, DCM’yi tetikleyen iki ana faktordiir (15).

DCM’nin ilerlemesi, farkli patofizyolojik 6zelliklere ve klinik sonuglara sahip

tic farkli evreden olugmaktadir (Tablo 1) (16).

Tablo 1. Diyabetik Kardiyomiyopati’nin evreleri (16).

EVRE Patofizyolojik Olaylar Yap1 ve morfolojideki | islevsel Performans
degisimler
ERKEN e  Hiperglisemi e Cok  kiigik e Sol ventrikiil
e  Glut4’iin down patofizyolojik diyasyolik
regiilasyonu miyositlerde disfonksiyonu ¢ok az
e  Serbest yag asidi- Free degisiklikler veya hig
fatty  acid  (FA) e Normal sol goriilmemektedir.
seviyelerinde artiglar ventrikiil
e Insiilin direnci kiitlesi ~ ve
e  Kalsiyum bozulmasi duvar
e  Sempatik sinir sistemi kalinhig1
ILERI e  Kardiyomiyosit e Artmig  sol e Sol ventrikiil
yaralanmasi ve oliimi ventrikdil diyastolik fonksiyon
e  Fibrozis kiitlesi, duvar bozuklugu ve hafif
o  Aktif Renin- kalmligit  ve azalmis ejeksiyon
Anjiyotensin- boyutu fraksiyonu
Aldesteron Sistemi
GEC e  Miyokard fibrozisi e Sol ventrikiil e Hem diyastolik hem
e  Anormal koroner kitlesinde, sistolik  fonksiyonun
mikrovaskiiler duvar bozulmasi
e  Inflamatuar yanit kalinliginda
ve boyutunda
onemli
artiglar

Saglikli kalpte, enerji kaynagi olarak glukoz ve uzun zincirli yag asidi (Long
chain fatty acid, LCFA) esit oranda kullanilir. Bunlarin aliminda ve tasinmasinda
dinamik bir denge vardir. Kalpte, LCFA ve glukoz aliminda-taginmasinda goérevli
genlerin (CD36, GLUT4) vezikiil araciligiyla translokasyonunun inhibisyonu veya

kalic1 olarak sarkolemmaya konumlanmasi sonucunda DCM tetiklenir (17). Saglikli



kalpteki denge durumu Diyabetik kardiyomiyopati’de, yag asidinin daha fazla alimi
yoniine kaymaktadir (Sekil 1) (18).

Diyabetik kardiyomiyopati Saglikh kalp Kardiyak hipertrofi
Substrat dengesizligi Substrat dengesi Substrat dengesizligi
Yag asidi

endozom

GwTs

kardiyomiyosit

Sekil 1. Yag asidi-glukoz substrat dengesi ile kalp hastalig iligkisinin sematik sunumu
(18).
DCM’nin  patogenezi  ¢ok  faktdrli  olmasina  ragmen,  diger

kardiyomiyopatilerden farkli olarak altta yatan temel mekanizma, degisen kardiyak

metabolizmadir (Sekil 2) (19).

Hipertrigliseridemi
Obezite

Dislipidemi

Toksik lipid birikimi

Lipotoksisite

Degistirilmis enerji

- Degistirilmis Ca*™2 kullamim inflamasyon
metabolizmas

Fibrozis

Diyabetik Kardiyomiyopati j E-R. Stresi

Hicre alumu

Mitokondriyal disfonksiyon

Bozulmug anjiyogenaz

insiilin direnci Karbotoksisite

Membran Lipid yeniden gekillenmesi

Divabet

Hiperinsiilinemi

Sekil 2. Diyabetik kardiyomiyopatiyi tetikleyen mekanizmalar (19).



Kalp, kasilma fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in ATP formunda siirekli ve
yiiksek miktarda enerjiye ihtiya¢ duyar. Bu ihtiyacin1 karsilamak i¢in; yag asidi,
glukoz, laktat, keton ve amino asit dahil olmak iizere ¢esitli substratlari1 enerji kaynagi
olarak kullanmaktadir (20). Yag asidi oksidasyonu, ATP iiretiminin yaklasik % 40-
60’11 saglayan en onemli enerji kaynagidir. ATP iiretiminin yaklasik % 20-40’lik
dilimini ise glukoz saglamaktadir (21). Kalp metabolik olarak oldukg¢a esnektir. Enerji
kaynagimi is yiikiine gore degistirerek farkli oksidatif substratlar1 tercih edebilir.
Bununla birlikte kardiyak ATP iiretiminde baskin olan yag asidi B-oksidasyonu ve
diyabette glukoz oksidasyonunda belirgin bir azalma oldugundan bozulmus bir
metabolik esneklik vardir (Sekil 3) (20). Kardiyak insiilin direnci, insiilinin yag asidi
B-oksidasyonu iizerindeki dogrudan Onleyici etkilerini azaltarak yag asidi B-
oksidasyon oranini arttirir. Ayni zamanda kardiyak insiilin direnci, diyabette insiilinin
uyardig1 glukoz aliminin azalmasini tetikler (Sekil 3) (20,21). Gkuloz tasiyicist 1 ve
4’iin (GLUT1 ve GLUT4) ekspresyon seviyelerinin diyabetik kalpte azalmasi glukoz

aliminda, glikolizde ve glukoz oksidasyonunda azalmaya yol acar (20).

A. Normal Kalp B. Diyabetik Kardiyomiyopati
ib fatty acid ipoproteins/TG/ck i E T |bumin-fatty acid pop .:«"I'I:uhyloml:mnT
fatty acid : T fim'lacld
fatty acide glucase : T fatty acids 1—-—-L_ insulin _'_'_'_,_.gmmgT
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Sekil 3. Diyabetik kardiyomiyopatide kardiyak enerji metabolizmasi. Kardiyak insiilin
direncinin ortaya ¢ikmasi ve bozulmus insiilin sinyali, diyabetik kardiyomiyopatide

glukoz ve yag asidi oksidasyonundaki degisikliklere yol acar (20).



24.GLUT4

12 transmembran sarmali dahil olmak tlizere GLUT ailesinin pek ¢ok izoformu
bulunmaktadir. Bu aile {iyeleri, insan viicudunda dolasimdan glukoz alimina, enerjiden
bagimsiz olan ve glukozu hiicresel membranlar boyunca tagimakta gérevlidir. GLUT
gen ailesinde bulunan GLUT4, esas olarak yag ve kas dokularinda eksprese olur. 45
kDa molekiiler agirliga ve 509 aminoasit icermektedir. Ayrica insiilin tarafindan
uyarilmayan hiicrelerdeki depolama vezikiillerinde (GSV'lerde) hiicre i¢i olarak tek

basina lokalizedir (22-24).

GLUT4, viicut glukoz homeostazinin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan
insiiline duyarl bir glukoz tastyicisidir (25). Insiilin, PI3K/Akt sinyal yolagini aktive
ederek, GSV’lerden GLUT4 gegisini diizenler. Boylece adipositlerdeki plazma zarina
veya miyositteki sarkolemmaya ve enine tiibiil zarina etki ederek iskelet kasi ve yag

dokularina glukoz alimini arttirir (26).

2.5.CD36
Farklilasma Kiimesi- Cluster of differentiation 36 (CD36) 88 kDa molekiiler

agirliga sahip 472 amino asit igeren bir transmembran glikoprotein reseptoriidiir (27).
CD36; trombositlerde, immun hiicrelerinde, adipositlerde, miyositlerde,
enterositlerde, enteroendokrin hiicrelerinde, retina ve meme epitel hiicrelerinde ve
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde eksprese edilir (28). CD36, LCFA'lar1 baglar ve
hiicre igerisine aktarir, diisiik yogunluklu lipoprotein, trombospondin-1 ve patojenle
iliskili molekiilleri oksitler (29). LCFA'lar molekiiler yapisinda her iki ucunda da
bulunan bir karboksil grubu ve bir metil grubu sayesinde bir enerji kaynagi olarak

gorev alir (29).

CD36; LCFA’larin hiicre igerisine alimina ii¢ adimda aracilik etmektedir (Sekil
4). 1k adim, CD36'nin hiicre zarmna gelen LCFA'lar1 baglayarak bunlari plazma zari
tizerindeki spesifik lipit yapilarina baglayan bir yag asidi reseptorii olarak gorev
yaptig1 hiicre dis1 alimdar. Tkinci adim, yag asitlerinin polar karboksil gruplarmn lipit
cift katmani boyunca hiicre disindan hiicre icine gectigi ve yer degistirdigi

translokasyondur. Son adim ise, yag asitlerinin plazma zarinin i¢ baglanma



bolgesinden sitoplazmaya girdigi ve spesifik olarak yag asidi baglayici proteinlere

(FABP'ler) baglandig1 desorpsiyondur (29,30).
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Sekil 4. CD36'nin aracilik ettigi uzun zincirli yag asitleri alim siireci (29).

2.6 Adiponektin

Adiponektin (APN); beyaz yag dokusundan ve 3T3-L1 adipositleri taratindan
salgilanan proteindir. APN, insan kaninda en ¢ok salgilanan adipokin olup yag
dokularindan salgilanmasinin fizyolojik diizeyi 5-30 pg/mL'dir (31,32). APN; 30 kDa
molekiil agirliginda, 244 amino asitten olusan ve 3q27 kromozomu iizerindeki
ADIPOQ geni tarafindan kodlanir (33). APN; N terminalinde bir sinyal peptidi, kisa
bir degisken bdlge, bir kolajen alan ve Clq'ya homolog bir C terminal kiiresel alani

olmak tizere 4 farkli alandan olusmaktadir (34) (Sekil 5).

1 18 44 107 244
* A 4 A A

NHz | Sinyal || Degigken bolge || Kolajen benzeri lifli alan C1g-Benzeri kiresel alan u— — COOH

Sekil 5. Adiponektinin yapis1 (31).

Dolasimdaki APN oligomerleri plazmada iic multimerik formda bulunur.
Kiiresel alan, hidrofobik bag ile diisiik molekiiler agirlikli trimerlerin olusumuna izin
verir; disiilfid baglart ile kollajen alan1 seviyesindeki etkilesimler, orta molekiiler

agirliklt heksamerler (iki trimerin birlesmesi) ve yiiksek molekiiler agirlikli



multimerlerden (4 ila 6 trimer) olugmaktadir. APN'nin formlar1 farkli biyolojik

ozelliklere ve doku hedeflerine sahiptir (32).
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Sekil 6. Adiponektin yapist ve reseptorleri (32).

APN'nin biyolojik etkilerini gosterebilmesi i¢in spesifik reseptorlere (AdipoR 1
ve AdipoR2) baglanmasi gerekmektedir (32). AdipoR1 ve AdipoR2, birincil APN
reseptorleridir ve her ikisi de yedi transmembran alandan olugmaktadir. AdipoR1 ve
AdipoR2, hiicre dis1 C terminali ile ters bir topolojiye sahiptir (35). Hem AdipoR1 hem
de AdipoR2 kalp hiicrelerinde eksprese edilir (36) ve ekspresyon seviyeleri, viicut yagi

ve obezite ile ters orantilidir (32).

Uciincii  bir reseptdr olarak T-Kadherin bulunmaktadir. T-kadherin,
transmembran ve sitoplazmik alanlardan yoksun olan ve bir glikosilfosfatidilinositol
(GPI) araciligiyla ylizey zarmma baglanan ve hiicre yapigsmasinda rol oynayan
glikoproteindir  (37,38). Adiponektin’in reseptdrlerine baglanmasi, adenozin
monofosfat (AMP) ile aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonunu ve p38
mitojenle aktive olan protein kinaz (p38 MAPK), peroksizom proliferatorle aktive olan
reseptor-a (PPARa), RAS ile iliskili protein Rab3, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ve
v-akt murin timoma viral onkogen homologu (Akt) gibi ¢esitli sinyal molekiillerinin
aktivasyonunu tetikler (37,39). Ayrica, AMPK, memeli hiicrelerinde birincil hiicre
enerji dengesi sensorii olarak glukoz konsantrasyonunu ve lipit metabolizmasini

kontrol eden bir serin/treonin protein kinazdir (40).
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2.6.1. Adiponektin Aracili Metabolizmanin Sinyal Yollar

Adiponektin sinyallemesi esas olarak, adiponektinin kendi reseptorlerine
baglandigi ve AMPK, mTOR, NF-«kB, STAT3 ve JNK yollar1 araciligiyla ¢esitli hiicre
ici sinyalleme kaskadlarinin aktivasyonunu baslattig1 reseptor-ligand tipi etkilesimlere

dayanir (39).

Adiponektin, AdipoR'nin hiicre i¢i alanina baglanan APPL1 adaptor proteini
tarafindan aracilik edilen AMPK sinyallemesinin aktivasyonunu baglatir. AMPK
aktivasyonu, molekiillerin, diger diizenleyici proteinlerin ve 6nemli transkripsiyon
faktorlerinin biyosentezini igeren ilgili alt molekiillerin aktivasyonuna yol agar (31)

(Sekil 7).

Insiilin Adiponektin

Adiponektin
S e~

Insiilin
Reseptorii

LS

Hiicresel
Tepkiler Tepki

Biyolojik Yag Asidi Vazodilatasyon Enerji Sitoproteksiyon Glukoz Almi Yag Asidi

Oksidasyonu Homeostazi Oksidasyonu

Sekil 7. Adiponektinin temel sinyal yollar1. Adiponektin ve AdipoR'ler (AdipoR1 ve
AdipoR?2) asag1 akis sinyal yollarini aktive etmek icin etkilesime girer. Adiponektinin
reseptOrlerine baglanmasi adaptor protein APPL1'1 aktive eder. Aktive edilmis APPL1,
PPAR-a'y1 aktive ederek ve AMPK ve p38 MAPK'y1 fosforile ederek karmasik sinyal
iletimini baglatir. Fosfo-AMPK, lipogenezi inhibe eder ve ACC-1'1 fosforile ederek
yag asidi oksidasyonunu ve mitokondriye tasinmasini tesvik eder. Fosforile edilmis
eNOS, vazodilatasyona neden olan nitrik oksiti (NO) uyarir. Ek olarak, adiponektin,
AMPK'nin aktivasyonu mTOR ve IKK-NF kBPTEN sinyallemesini baskiladig1 i¢in
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sitoprotektif etki gosterir. Insiilinin metabolik etkileri esas olarak PI3K-Akt

sinyallemesi tarafindan kontrol edilir. PI3K-Akt aktive edildiginde glikojen sentezi ve

glikoz alimi artar ancak lipoliz baskilanir. IRS1/2 adiponektin tarafindan aktive

edildiginde insiilin duyarlilig1 artar.

Adiponektin’in yalnizca beyaz yag dokusu tarafindan iiretildigi bilinmektedir

ancak yapilan son calismalarda iskelet kasi, karaciger, epitel hiicreleri, plasenta

dokusu, osteoblastlar ve kardiyomiyositler dahil olmak iizere diger dokularinda deri

alt1 yag depolartyla karsilastirildiginda daha kiigiik miktarlarda da olsa adiponektin’in

eksprese edildigi ve salgilandig1 gosterilmistir (41).

2.6.2. Adiponektinin Farkli Dokulardaki Fonksiyonlar

Adiponektin, farkli organlarda islev gormektedir.

Tablo 2. Adiponektinin farkli organlardaki islevleri 6zetlenmistir (42).

Organlar

Adiponektin Fonksiyonlar:

Beyin

< Insiilin duyarlilastirici, antienflamatuar, anjiyojenik ve damar genisletici 6zellikler
< Beyin bariyerini gegebilir ve beyin omurilik sivisinda tespit edilebilir

< Enerji homeostazi, hipokampal nérojenez ve sinaptik plastisite gibi 6nemli beyin
fonksiyonlarini kontrol eder

< Norojenez ve sinaptik plastisiteyi kontrol eder
< AdipoRI1 esas olarak hipokampusta eksprese edilir

< Biligsel islevler {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir

Karaciger

< Glukoz ve lipit metabolizmasini kontrol eder; glukoneogenezi azaltir ve glikoliz ve yag asidi
oksidasyonunu arttirir

< Sirtuin-1 (SIRT1)-AMPK yolunun aktivasyonu ile yag birikimini azaltir

< Glukoneogenzi inhibe eder, kan dolasimindaki insiilin seviyelerini azaltir, bu da lipogenezi
azaltir ve yag asitlerinin oksidasyonunu artirir

Kas

% Insiilin duyarlihgmi ve yag asidi oksidasyonunu tesvik eder ve iskelet kaslarinda glukoz
alimin artirir

< Cekirdekten sitozole (Protein-adaptif proteinl) APPL1'e bagimli protein LKB1 transferini
arttirir, bu da AMPK'nin aktivasyonuna yol agar

Kalp

+ Kalbi asagidaki mekanizmalarla korur:
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Organlar  Adiponektin Fonksiyonlari

- AdipoRlI ile APPLI ve APPL1 arasindaki etkilesimleri arttirir, AMPK-02'ye baglanir,
asetil-CoA karboksilaz (ACC) fosforilasyonu ve inhibisyonu ile sonuglanir, bu da yag
asitlerinin oksidasyonunda artis saglar

+» Bobrekler tizerinde faydali etkiler ve ayrica fare modellerinde albiiminiiriden korur

Bobrek + Protein-kinaz ile aktive olan AMPK yolunun aktivasyonu yoluyla anti-enflamatuar ve
antioksidan etkiler
< Yag-kemik iliskisinin aracisi

Kemik < Kan adiponektin konsantrasyonlari ile kemik mineral yogunlugu arasinda negatif iligki

< AdipoR1 ve AdipoR2, insan primer osteoblastlarinda ve kemik iligi makrofajlarinda eksprese
edilir ve osteoklast farklilagsmasini uyarir

APN, kardiyak fibroblastlar, miyositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel
hiicreleri ve monosit-makrofajlar dahil olmak tizere vaskiiler ve kardiyak sistemlerin
farkli bilesenlerinde anti-inflamatuar, anti-aterojenik ve anti-fibrotik etki

gostermektedir (Sekil 8) (43).

il

Kardiyak Sistem Vaskiiler Sistem
Sidn foE?(gptg:m
Fibrozis ve inﬂamlaysyon
hipertrofi amas;

Metabolizma Adaptif bagisiklik
Vaskiiler
petha degisiklik
fonksiyonu A egis 2
Otokrin/ ntl-(ro_m oti
etkiler

Parakrin etkileri
' Endotel onarimi

ve anjiyogenez

Sekil 8. Adiponektinin kardiyak ve vaskiiler sistemlerde kardiyo koruyucu etkileri

(43). (BioRender ile hazirlanmustir).
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2.6.3. Diyabetik Kardiyomiyopatide Adiponektin’in Rolii

Adiponektin sinyallemesinin koruyucu etkileri karaciger, bobrek ve iskelet
kasinda yaygin olarak bildirilmistir. AMPK'nin AdipoR1 uyarimima ve APPLI
sinyalleme yoluyla PPARa’'nin AdipoR2 aktivasyonuna neden olmaktadir (41).
Adiponektin, kardiyomiyositlerde anti-inflamatuar, anti-fibrotik ve anti-apoptotik
mekanizmalart indiiklemekdir (32). Diyabetli hastalarda, kardiyak AdipoR
seviyelerinde azalma goriilmesi; kardiyak yapida degisikliklere, inflamasyona ve

diyastolik disfonksiyona yol acar (41).

Diger adipokinlerin cogundan farkli olarak; obezite, tip 2 diyabet ve KVH dahil
olmak tizere ilgili patolojilerde Adiponektin’in plazma seviyesi azalir (42). APN
miyokard dokularinda yaygin olarak eksprese edildiginden, in vivo ve in vitro anti-
enflamatuar ve anti-aterosklerotik 6zellik gosterir, boylece kardiyoprotektif etkiye
sahiptir. Ayrica APN, enflamasyonu azaltarak ve ¢esitli aracilarin neden oldugu hasar1

onleyerek de kardiyoprotektif etki gosterebilmektedir (36).

APN seviyesi ile tip 2 diyabet riski arasinda ters iliski bulunmaktadir ve
adiponektin seviyeleri tip 2 diyabetli hastalarda 6nemli dl¢lide azalmaktadir Toplam
adiponektinin diisiik seviyelerinin, tip 2 diyabetli hastalarda kardiyovaskiiler
hastaliklarin riskinin daha yiiksek olmasiyla iliskili oldugu bilinmektedir (44), ancak

adiponektinin diyabetik kardiyomiyopatideki rolii tam olarak anlasilamamustir (45).

Insiilin direnci, DCM’nin énemli bir patojenik mekanizmasidir. Azaltilmis
AdipoR1 ekspresyonu insiilin direncini siddetlendirir ve in vivo diyabet modeli
olusturulan siganlarda, diyabetik kardiyomiyopati gelismesine neden olur (46).
Adiponektin seviyesinin azalmasi ve insiilin direncinin artmasi miyokardiyal enerji
disfonksiyonuna, lipid birikimine ve buna bagli kontraktil disfonksiyona neden olarak

DCM gelisimini hizlandirir (45).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel kontrollii bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri, Zamani ve Plam

Arastirma Kasim 2023 ile Temmuz 2024 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil
Universitesi SBE Molekiiler Tip AD laboratuvar1 ve Tip Fakiiltesi Arastirma
Laboratuvar1 (ARLAB) alt yap1 ve olanaklar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

Tablo 3. Arastirmanin yapilmasi tahmin edilen zaman plani

Is Paketlerinin Ad1 ve Hedefleri

Zaman Arahg

Teze iliskin projenin hazirlanmasi

Nisan- Eyliil 2022

Tez Onerisinin hazirlanmasi
Etik kurul onay1

Temmuz — Eyliil 2022

Projenin kabul edilmesi
Malzeme alimi

May1s- Kasim 2023

Hiicrelerin kiiltiire edilmesi 6n calisma ve Kasim 2023 —
antikor optimizasyonlar Mart 2024
Hedef proteinlerin ifade analizlerinin Mart 2024 —
Western Blot yontemi ile yapilmast Temmuz 2024
Deneylerin istatiksel analizlerinin Temmuz 2024 —
yapilmasi ve yorumlanmasi Agustos 2024

Tez yazimi

Ocak-Agustos 2024

3.3. Calisma Materyali

H9c¢2 embriyonik BD1X sigan kalp dokusundan elde edilen kardiyomiyosit
hiicre hatt, ticari olarak sertifika analiziyle birlikte American Type Culture Collection-

ATCC’den (Kat. No: CRL-1446) satin alind1.

HL-1 yetiskin disi C57BL/6J fare AT-1 deri alt1 tiimor dokusundan elde edilen
immortal kardiyomiyosit hiicre hatti, ticari olarak analiz sertifikasi ile Millipore Sigma

firmasindan (Kat No: SCC065) satin alind.
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3.4. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirma kapsamindaki bagimli ve bagimsiz degiskenler:

Bagimsiz degisken: Glukoz ve adiponektin.

Bagimli degisken: Hedeflenen genlerin (CD36, GLUT4) ifade analizleri

3.5. Veri Toplama Araclari

3.5.1. Calismada Kullanilan Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Tablo 4. Proje kapsaminda kullanilan kimyasal malzeme ve sarflarin listesi

No Adi Markas1 / Kod Kullamim Gerekcesi
1 g2 hucre ATCCIORL. 1440 Hiicre kiiltiiriinde kullanilmistar.
hatt1
ibco/41966029 i Gltii
5 DMEM ortami G% co H9c2 hgcre hattinin kiiltiire
Gibco/11880028 | edilmesinde kullanilmustir.
. g PeproTech/315- | Hiicre hattinda olusturulan modelde
3 Adipggyin 26-1IMG etkisi incelenmistir.
4 Tripsin-EDTA Gibco/25200056 | Hiicre pasajlama agamalarinda
kullanilmistir.
. Thermo/2503002 | Biiylime ortamlarini hazirlamak i¢in
5 L-glutamin
4 kullanilmistir.
Gibco/70011036 | Hiicre kiiltiiriinde yikama isleminde
6 PBS
kullanilmistir.
7 DMSO ATCC/4.X Hiicre dondurma ortaminin
hazirlanmasinda kullanilmistir.
Gibco/10270106 | Hiicrenin biiytime ortaminda serum
8 FBS
olarak kullanilmustir.
Penisilin/ Gibco/15140122 | Hiicre kiiltiiriinde biliyiime
9 .. ortamlarinin hazirlanmasinda
Streptomisin kullanilmistir.
10 | Tripan mavisi | Gibco/15250061 | Hiicre sayiminda kullanilmstir.
Yiizey TEKKIM / . s
11 | temizleyici | OKM.IZ.TK.2006 ?;folgl‘gug‘;lf‘?grﬁ“m f:ﬁgf‘ o
alkol 50.05001 ? Ak Sk
SIGMA/L3771 | SDS-PAGE jeli hazirlamada
13 SDS
kullanilmistir.
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14

Glukoz

Sigma/G7021

Hiicrenin inkiibasyonunda

kullanilmaistir.
15 | RIPA tamponu CST/9806 Protein izolasyonunda kullanilmistir.
16 Nitroseliiloz BioRad/1620115 | Western Blot protokoliinde
membran kullanilmaistir.
17 PVDF Thermo/88518 | Western Blot protokoliinde
Membran kullanilmaistir.
18 TEMED Sigma/T22500 | SDS-PAGE jeli hazirlamada
kullanilmaistir.
19 APS Sigma/248614 | SDS-PAGE jeli hazirlamada
kullanilmastir.
. Sigma/T15760 | SDS-PAGE jeli hazirlamada
20 Tris
kullanilmastir.
21 Akrilamid/ BioRad/1610156 | SDS-PAGE jeli hazirlamada
Bisakrilamid kullanilmistir.
22 | Transfer buffer BioRad/1610732 | Western Blot protokoliinde
kullanilmistir.
23 BSA Sigma/A2153- | Western Blot protokoliinde
10G bloklamada kullanilmustir.
24 Siit 1 SIGMA/70166 | Western Blot protokoliinde
uttozu bloklamada kullanilmustir.
. Thermo/26619 | Western Blot protokoliinde
25 | Protein Marker bloklamada kullanilmaistir.
26 DTT Thermo/R0861 | Western Blot protokoliinde
bloklamada kullanilmustir.
Proteaz/Fosfat CST/5872
27 az Inhibitor Protein izolasyonunda kullanilmistir.
Kokteyl
ECL Western | BioRad/1705061 | Western Blot protokoliinde goriintii
28 o
Kiti alma asamasinda kullanilacaktir.
GAPDH CST/2118 Western Blot protokoliinde
29 Poliklonal
. bloklamada kullanilmistir.
Antikoru
GLUT4 CST/2213 Western Blot protokoliinde
30 Poliklonal bloklamada kullanilmastir.
Antikoru
CD36 CST/28109 Western Blot protokoliinde
31 Poliklonal bloklamada kullanilmustir.
Antikoru
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HRP Konjuge CST/7074 Western Blot protokoliinde
Kec¢i Anti- bloklamada kullanilmistir.
32 Tavsan IgG
(H+L) Ikicil
Antikoru
HRP Konjuge CST/7076 Western Blot protokoliinde
Esek Anti- bloklamada kullanilmaistir.
33 Tavsan IgG
(H+L) ikicil
Antikoru
34 6 Well Plate LabSelect/11112 | Hiicre hattinin kiiltiire edilmesinde
kullanilmastir.
35 75 om? Flask LabSelect/13212 | Hiicre hattinin yetistirilmesinde
kullanilmastir.
36 75 om? Flask LabSelect/13112 | Hiicre hattinin yetistirilmesinde
kullanilmastir.
37 Falkonlar LabSelect Hiicre kiiltiiriinde kullanilmastir.
38 Epenidorflar Golden Gate/Lab | Hiicre kiiltiiriinde kullanilmistur.
Select
39 1,2 ml Kriyo S.091.11.102 Hiicre kiiltiiriinde kullanilmistir.
Tup
40 Serolojik LabSelect Hiicre kiiltiiriinde kullanilmastir.
Pipetler
41 Thoma 1075.03.001 Hiicre kiiltiiriinde kullanilmistir.
Lam/Lamel
Filtreli- LabSelect Hiicre kiiltiiriinde kullanilmistir.
42 | Filtresiz Pipet
Ucu
200 ul Pipet LabSelect/FT- Western Blot protokoliinde
43 Hi HIpe 200-LR-R-S orneklerin yliklenmesinde
Ucu Uzun Tip
kullanilmistir.
BioRad/1706531 | Western Blot ve Immunofloresan
44 Tween 20 ..
protokoliinde kullanilmaistir.
ISOLAB/947.046 | Western Blot ve Immunofloresan
45 Metanol ..
protokoliinde kullanilmaistir.
Monoklonal CST/5332 Immunofloresan protokoliinde
46 Anti-Desmin kullanilmistir.
Antikoru
Sarkomerik | Invitrogen/MA12 | Immunofloresan protokoliinde
47 | Miyozin Agir 6180 kullanilmustir.
Zinciri
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Antikoru
(MHC)
Atriyal Invitrogen/PA322 | Immunofloresan protokoliinde
Natritiretik 8 kullanilmuastir.
48 Faktor
Antikoru
(ANF)
Keci Anti-Fare | Sigma/AP124R | Immunofloresan protokoliinde
lgG (H+L) kullanilmustir.
49 Antikoru,
Rodamin
Konjugati
FITC Sigma/AP132F | Immunofloresan protokoliinde
50 .
Konjugati kullanilmistir.
51 HL-1 Hiicre MERCK/ Hiicre kiiltiiriinde kullanilmistir.
Hatt1 SCCO065
. Sigma/G9391 Hiicre kiiltiiriinde hiicrenin kiiltiire
52 Gelatin : .
edilmesinde kullanilmaistir.
53 L-Askorbik Sigma/A7506 Hiicre kiiltiiriinde hiicrenin kiiltiire
Asit edilmesinde kullanilmistir.

Tablo 5. Proje kapsaminda kullanilan cihazlarin listesi

No | Ad Marka Kullanim Amaci
1 | Sinif 2 biyogiivenlik | Heraeus HeraSafe | Steril hiicre kiiltiirii yapmak
kabini
2 | Etiiv Memmert Hiicre kiiltiirii malzemelerinin
1s1tilmasi

3 | Inverted mikroskop | Nikon Eclipse Hiicrelerin mikroskobik
TS100 incelenmesi

4 | COyinkiibatorii Nuarie-5500E Hiicre kiiltiirii yetistirilmesi

5 | Mikroskop Nikon Hiicre kiiltiirii goriintiilerinin

goriintiileyici detayli incelenmesi

6 | Distile su cihazi Reservoir USF- Saf su kullanilmasi
Elga

7 | Vorteks Wised (VM-10) Kimyasallarin karistirilmasi

8 | Santrifiij Hettich Rotofix Hiicrelerin ¢oktiiriilmesi
32

9 | Sogutmal1 santrifiij Sigma 2K15C Protein izolasyonu

10 | Su banyosu Memmert Dondurulmus hiicrelerin

¢Ozdiirliilmesi

11 | Mikroplaka okuyucu | Biotek Synergy Protein konsantrasyonu 6l¢iimii
HT

12 | Elektroforez sistemi | BioRad Elektroforez
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13 | Turbo transfer BioRad Western blotta transfer
14 | Goriintiileme cihazt | Vilber Lourmart | Western blotta protein bandinin
Chemi-Smart goriintiilenmesi
3000
15 | Derin dondurucu Thermo Hazirlanan 6rneklerin
saklanmasi

3.5.2. Kullanilan Metotlar

Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi

|

|\

Hiicre Sayimi immunofloresan Boyama Protein Eldesi

ES S

A

Western Blot

Sekil 9. Calismada uygulanan yontemlerin sematize edilmesi (BioRender

kullanilarak olusturulmustur).

3.5.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.5.2.1.1. HL-1 Hiicre Hatt Kiiltiirii

HL-1 hiicre hatt1, kardiyak fenotipi korurken siirekli olarak boliinebilen ve
kendiliginden kasilabilen 6liimstizlestirilmis bir fare kardiyomiyosit hiicre hattidir.

Flasklari Jelatin/Fibronektin ile onceden kaplama

1. 0,1 gjelatin tartildi ve 500 ml’lik bir cam sisede otoklavlandi.
2. 199 ml %0,02 jelatin i¢inde, 1 ml fibronektin 1 mg/ml olacak sekilde seyreltildi

ve alikatlandi.
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3. Flasklar Jelatin/Fibronektin ile kaplanarak 2-8°C’de bir gece inkiibe edildi.
Ortanmin Hazirlanmast

(+)-Norepinefrin (A0937) 100X (10 mM) Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

1. 30 mM konsantrasyonda (50 mL damitilmis suda 0,264 g L-Askorbik asit)i L-
Askorbik Asit hazirlandi.

2. Hazirlanan30 mM L-Askorbik asit ¢ozeltisine 160 mg Norepinefrin eklendi ve
0,2 um filtre kullanarak filtreden gegirildi.

Hiicrelerin Cozitlmesi

1. Dondurulmus HL-1 hiicrelerini igeren kriyotiip sivi nitrojenden c¢ikarildi ve 37

°C su banyosunda ¢ozdiiriildii.

3. Hiicre kultiri kabininde hiicreler 15 mL falkona aktarildi ve lizerine damla

damla 9 mL HL-1 hiicre ortami1 eklendi.
5. Hiicre silispansiyonuna yavasca iki kez pipetaj yapildi.

6. Hiicre siispansiyonunu igeren falkonlar, pelet olusturmak icin 2-3 dakika

boyunca 300 x g’de santrifiij edildi.

7. Santrifiij isleminden sonra, iist faz uzaklastirildi.

8. Hiicre pelleti 10-15 mL HL-1 ortaminda yeniden siispanse edildi.

9. Hiicre siispansiyonu Jelatin/Fibronektin kapli T25 flaksa aktarildi.

10. Hiicreler %5 CO2 igeren nemli bir inkiibatorde 37 °C’de inkiibe edildi.

11. Ertesi giin, hiicre ortam1 10-15 mL taze HL-1 hiicre ortami ile degistirildi.

3.5.2.1.2. H9Y9c2 Hiicre Hatt Kiiltiirii

Tablo 6. Deney seti

25 mg/dL glukoz (+Ortam + Hucre)

100 mg/dL glukoz (+Ortam + Hicre)

200 mg/dL glukoz (+ortam + Hicre)

Adiponektin (APN) 1.25 pug/mL (+Ortam + Hiicre)
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APN 2.5 yg/mL (+Ortam + Hicre)
APN 5 ug/mL (+Ortam + Hicre)
APN (1.25 pg/mL) + 25 mg/dL glukoz
APN (1.25 pg/mL) + 100 mg/dL glukoz
APN (1.25 ug/mL) + 200 mg/dL glukoz
APN (2.5 ug/mL) + 25 mg/dL glukoz
APN (2.5 ug/mL) + 100 mg/dL glukoz

(

(

(

APN (2.5 ug/mL) + 200 mg/dL glukoz
APN (5 pg/mL) + 25 mg/dL glukoz
APN (5 pg/mL) + 100 mg/dL glukoz
APN (5 pg/mL) + 200 mg/dL glukoz

(Glukoz konsantrasyonlart Quiroz vd., 2015’¢, insiilin konsantrasyonu Glatz vd.,
2013’e gore diizenlenmistir ve
Adiponektin konsantrasyonlart Hao R. vd., 2019’a gore belirlenmistir.
Belirlenen konsantrasyon araliklarinda 30 dk., 60dk., 120 dk. ve 24 saat olacak
sekilde zamana bagl sekilde yapildi Pineiro R. vd., 2005’ten kaynak alind1.)

HO9c2 kardiyak sican hiicre hattidir. H9¢2 hiicre hatti protokoliine uygun olarak kiiltiire
edildi.

1. Hiicre kiiltlirii icin %10 (v/v) FBS, DMEM kiiltiir ortamina eklenerek
kullanilda.

2. -80°C’de bulunan hiicre viali 37°C’deki su banyosunda eritildi.

3. Vialdeki hiicreler T25 cm?’lik kiiltiir flasklarina 5 mL kiiltiir ortamina ekilerek

%35 CO? iceren inkiibatdrde 37°C’de kiiltiire edildi.

4. Hiicreler flask igerisinde %80 yogunluga ulasinca ppasaj1 yapildi. Pasajlama

islemi i¢in flask igerisindeki ortam uzaklastirildi.

5. 3 mL Tripsin/EDTA flaska eklendi ve flask 37°C %5 CO2 olan inkiibatorde 5
dakika inkiibe edildi. 5 dakika bekledikten sonra hiicreler kontrol edildi ve

ylizeyden ayrilan hiicrelere 9 mL kiiltiir ortami eklenerek tripsin inaktive edildi.

6. Ardindan hiicreler, 15 mL falkona alind1 ve 1500 rpm5 dk boyunca santrifiij
edildi.

7. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 1 mL kiiltiir ortami ile pipetaj

yapilarak siispanse edildi.

8. Siispanse edilen hiicreler Thoma-Neuber laminda sayildi ve hiicre sayisina

gore tekrar T75 flasklara ekildi.
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3.5.2.2. Hiicre Sayimi
Hiicre morfolojisi ve canliligi, tripan mavisi kullanilarak degerlendirildi.
1. Hicreler, %0,25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile tripsinize edildi.

2. Santrifiij edilerek pellet olusturulan hiicreler 1 mL kiiltiir ortamu ile pipetaj
yapilarak siispanse edildi ve 0,2 pL 6rnek alinarak 1:1 oranda tripan mavisi ile

karigtirildi.

3. Hiicreler Thoma-Neuber lamina yiiklenerek 1x1mm kare basina canli ve canli
olmayan hiicrelerin sayisina bakildi. Olii hiicreler, zar yar1 gegirgenligini

kaybettigi i¢in mavi renkte boyandi. Canli hiicreler ise boyanmamis olanlardir.

4. Hiicreler sayild1 ve hiicre sayist [canli hiicre sayist x 2 x 10* ] formiiliiyle

hesaplandi.

3.5.2.2. Immiinofloresan Boyama

HT-29 insan kolon kanseri hiicre hattidir. Hiicre hatti, DEU- Dr. Ogr. Uyesi Aslh
SADE MEMISOGLU’ndan temin edilerek negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Hoc2 " HT29
Desmin Antikoru Desmin Antikoru
H9c2 \ HT29
MHC Antikoru MHC Antikoru
Hac2 " HT29
ANF Antikoru ANF Antikoru

Sekil 10. immunofloresan deneyi i¢in 35 cm? kuyuluk peti deney diizeneginin
sematize edilmesi (BioRender kullanilarak olusturulmustur.)
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1. Giin

. Bu deney kapsaminda kullanilacak lameller %70 EtOH ile steril hale getirildi
ve hiicrelerin ekilecegi yilizey herhangi bir yere temas ettirilmeden kurumaya
birakildi.

HO9c2 hiicreleri lamel yerlestirilmis 35cm? ‘lik petrilere 1 mL kiiltiir ortami
ekildi ve %80 yogunluga (yaklasik 2-3 giin) gelmeleri beklendi.

Hiicreler yeterli yogunluga geldiklerinde petrilerden ortam uzaklastirilarak
fiksasyon icin tizerlerine her bir petrinin icerisine %5 oraninda olacak sekilde
asetik asit karisgtirtlan 800 uL MetOH (-20 C*de bekletilmis) eklendi ve -20°C”
de 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon ardindan MetOH uzaklastirildi. Ardindan 1X (Phosphate Buffer
Saline) PBS ile 3 kere 5’er dakika hafifce sallanarak yikama yapildi.
Yikamalar ardindan %5’lik Triton X-100 eklendi ve oda 1sisinda 15 dakika
inkiibe edildi.

Triton X-100 uzaklastirild1 ve bloklama yapmak i¢in petrilere % 0,1 oraninda
BSA eklenerek ve 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

BSA uzaklastirild1 ve Tablo 7°de belirtilen primer antikorlar petrilere eklenerek
(Antikorlar firmanin 6nerdigi sekilde seyreltildi.) +4°C’de 1 gece (en az 16

saat) boyunca inkiibasyona birakildi.
2. Giin

. Primer antikor soliisyonu ortamdan uzaklastirildi ve PBS-T ile 3 kere 2 ‘ser
dakika yikandi.

. Az g1kl ortamda ikincil antikorlar eklendi ve folyo ile sarilarak karanlikta 1
saat oda sicakligida inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyon sonras1 sekonder antikor uzaklastirildi ve 3 kere 5 ‘er dakika PBS-
T ile yikand.

10 pL Dapi-Antifade lama damlatildi ve hiicrelerin oldugu lamel yiizeyi Dapi
soliisyonu iizerine gelecek sekilde kapatildi.

15-20 dakika oda sicakliginda karanlikta tekrar inkiibe edildi. Ardindan

floresan mikroskopta goriintiilenmesi yapildi.
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Tablo 7. immiinohistokimyasal boyamada kullanilan antikorlar (Claycomb vd., 1998).

Birincil Antikorlar

ikincil Antikor

Monoklonal Anti-Desmin Antikoru

Ke¢i Anti-Fare 1gG (H+L) Antikoru,
Rodamin Konjugati

(MHC)

Sarkomerik Miyozin Agir Zinciri Antikoru

Ke¢i Anti-Fare 1gG (H+L) Antikoru,
Rodamin Konjugati

Atriyal Natriiiretik Faktor Antikoru (ANF)

Ke¢i Anti-Tavsan IgG Antikoru, FITC
konjugati

3.5.2.3. Protein Eldesi

Sekil 11. Protein eldesi i¢in 6 kuyulu tabakalarin gosterilmesi (BioRender

kullanilarak olusturulmustur.)

30 Dk. Inkiibasyon Siiresi

Kontrol Grubu

' Kontrol Grubu
25 mg/dL Glukoz| 100 ma/dL Glukoz

.Deney Grubu

1.25 yg/ml APN

 Kontrol Grubu
00 ma/dL Glukez

Kontrol Grubu

25 mg/dL Glukoz.

.Deney Grubu

1.25 pg/ml APN

' Deney Grubu
00 mg/dL Gluko:
2.5 pg/mi APN

" Deney Grubu

' Deney Grubu
25 mg/dL Glukoz] 00 mg/dL Gluko;

2,5 pg/ml APN

Deney Grubu
200 mg/dL Gluko:
S pg/mi APN

Deney Grubu
00 mg/dL Gluko:
5 pg/ml APN

' Deney Grubu

Deney Grubu
00 mg/dL Gluko:
5 pg/ml APN

5 ug/mi APN
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120 Dk. Inkiibasyon Siiresi

Kontrol Grubu\ Kontrol Grubu\ Kontrol Grubu\, Deney Grubu Deney Grubu Deney Grubu

5 mg/dL Glukoz'

00 mg/dL Glukoz : 5 mg/dL Glukoz] 00 mg/dL Gluko:
/ 25 pa/ml APN

\
Deney Grubu \ \ Deney Grubu Deney Grubu Deney Grubu
00 mg/dL Glukoz 2 00 mg/dL Gluko: 00 mg/dL Gluko:
1,25 ug/ml APN, 1.25 yg/ml APN 5 pg/ml APN 5 ug/mi APN

Deney Grubu
25 mg/dL Glukoz|
1.25 pa/ml APN

24 Saat Inkiibasyon Siiresi

\

Kontrol Grubu Deney Grubu Deney Grubu Deney Grubu
0 mg/dL Glukoz 25 mg/dL Glukoz, 00 mg/dL Gluko: 00 mg/dL Gluko:
/ 2,5 pa/ml APN 2.5 pg/mi APN

Kontrol G rubu\\

| Kontrol Grubu\
00 mg/dL Glukoz

5 mg/dL Glukoz)

Deney Grubu \‘ Deney Grubu Deney Grubu Deney Grubu
00 mg/dL Glukoz 5 mg/dL Glukoz, 00 mg/dL Gluko: 00 mg/dL Gluko:
1.25 pg/ml APN 5 pg/m! APN 5 pa/ml APN 5 pg/mi APN

Deney Grubu \
00 mg/dL Glukoz
1,25 pg/ml APN,

Deney Grubu \
25 mg/dL Glukoz]
1.25 pg/ml APN

Hiicreler deneyin kosullar1 goz oniline alinarak 6 kuyulu tabakalarin her
kuyusuna 100.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve glukozun farkh
konsantrasyonlari ayarlanarak 1’er mL ortam eklendi.

Tablo 6’da belirtilen APN konsantrasyonlari ve inkiibasyon siireleri sonunda
her gruba ait hiicrelerden protein izolasyonu RIPA lizis buffer karisimi
kullanilarak elde edildi (RIPA lizis karisiminda; 10X RIPA lizis tamponu,
proteaz inhibitor kokteyli, dH>O ve PMSF kullanild1).

Hiicreler, %80 yogunluga ulasti§inda hiicre kaziyicisi ile kazinarak 1.5 mL’lik
ependorflara aktarildi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Hiicre pelletine dokunmamaya 6zen gosterilerek iistte kalan hiicre ortami
uzaklastirild1 iizerine 1 mL soguk PBS eklendi ve pipetaj yapilarak tekrar
santriifiij yapildi.
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Santifiij sonunda pellete zarar verilmeden PBS uzaklastirildi ve pelletin boyutu
g0z Online alinarak (~200 pL) hazirlanan RIPA lizis buffer eklendi.

Hizlica pipetaj yapilarak pellet siispanse edildi ve buz tizerine alindi. 30 dakika
boyunca 5 dakikada bir 30 saniye siireyle vortekslenerek buz lizerinde
bekletildi.

. Ardindan 4°C’de ayarlanmis sogutmali santrifiijjde 1.400 g’de 7 dakika
boyunca santrifiij edildi ve iist faz alinarak yeni bir ependorfa aktarildi. Protein

ornekleri -80°C’de saklandi.
3.5.2.3.1. Protein Konsantrasyon Ol¢iimii

. Elde edilen proteinlerin konsantrasyonlart BCA assay kiti kullanilarak 6l¢iildii.
. BSA standartlar1 kit protokoliinde (Takara BCA Protein Assay Kit (Kat. No:
T9300A)) verilen konsantrasyonlarda ana stok 2,000 pg/mL seklinde
kullanilirken diger konsantrasyonlarda dH>O ile seyreltilerek 1500, 1000, 750,
500, 250, 125 ve 0 (Blank) pg/mL seklinde hazirlandi.

. 96 kuyulu tabakalara 25 pl standartlardan ve protein 6rneklerinden eklendi.

. Uzerlerine &rnek sayisina oranla hazirlanan 200 pl calisma soliisyonu (BCA
reaktifi) eklenip hemen karistirild1 ve 37°C etiivde 30 dakika inkiibe edildi ve
inkiibasyon sonrasi 562nm dalga boyunda absorbans degerleri mikroplaka
okuyucuda okutuldu ve oOrneklerdeki protein konsantrasyonlari pg/mL

cinsinden hesaplandi.

3.5.2.4. Western Blot / SDS-PAGE

Protein d6rnekleri, hazirlanan %12’lik ayirict jel ve %4’lik paketleyici jelde

yuriitiildii. Hazirlanan jel bilesenleri ve diger soliisyon oranlar1 agagida yer almaktadir.

Tablo 8. SDS PAGE i¢in %12’lik ayiric1 jel soliisyonu oranlari

Jel Bilesenleri Hacim
Saf su 3.350 ul
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.500 pl
%10 SDS 50 ul
Akrilamid/Bis-akrilamid (%29.2/%0.8 w/v) 4.000 pl
%10 (w/v) APS 100 pl
TEMED 10 pl
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Tablo 9. SDS PAGE i¢in %4’liik paketleyici jel soliisyonu oranlari

Jel Bilesenleri Hacim
Saf su 1.826 ul
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 750 ul
%10 SDS 15 pl
Akrilamid/Bis-akrilamid 376 ul
%10 (w/v) APS 30 ul
TEMED 3ul

Tablo 10. 10X Yiiriitme tamponunun soliisyon oranlari

10X — Yiiriitme Tamponu Hacim
Tris-Base 30,3 gram
Glisin 144 gram
SDS 10 gram

1L’ye tamamlayacak kadar dH,O

Tablo 11. 10X Tranfer tamponunun soliisyon oranlari

10X — Transfer Tamponu Hacim
Tris-Base 30 gram
Glisin 144 gram
SDS 3 gram

1L’ye tamamlayacak kadar dH>O
1Xi¢in; 700 ml dH>O + 200 ml MetOH

+ 100 ml 10X buffer

Tablo 12. 10X TBS soliisyon oranlari

10X - TBS Hacim
Tris-Hcl 2,23 gram
NaCl 80,06 gram

1L’ye tamamlayacak kadar dH>O
TBST icin;100ml 10XTBS + 1 ml Tween

20 + 1L’ye tamamlayacak kadar dH,O

Jel yiiriitme islemi icin dikey elektroforez sistemi (BioRad) kullanildi. Bu

sistem, ylirlitme tanki, jel tasiyan camlar (1 mm cam, ince cam, 10 kuyulu tarak),

camlar tutan kiskaglar ve giic kaynagindan olusmaktadir.

1. Sistem igerisinde yer alan camlar {ist iiste konularak dokme standina

yerlestirilerek sabitlendi.
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Camlar arasina Tablo 8’de igerigi verilen ayirici jel karigimi hazirlanarak belli
bir seviyeye kadar dokiildii. Olusan balon kabarciklarini yok etmek i¢in ve jelin
oksijenle temasini engellemek igin, iizerine 1 mL izopropanol eklendi.

. 1zopropanol uzaklastirild1 ve Tablo 9°da igerigi verilen paketleyici jel karisimi
hazirlanarak ayirict jel {izerine dokiildi ve Orneklerin yiiklenecegi
kuyucuklarin olusmasi icin taraklar takildi. Hazirlanan jelin donmasinin

ardindan taraklar ¢ikarildi ve kuyucuklar elde edildi.

Ornek Hazirlanmasi

. Olgiim sonras1 30 ug protein olacak sekilde hesaplama yapild1 ve ilgili protein
DTT ile hazirlanan 4X Laemmli buffer ile karistirildive 95°C’ de 5 dakika 1s1
blogunda 1sitild1.

Jelin Yiiklenmesi

. Donmus jelin bulundugu camlar kisa cam i¢ yiizeyde kalacak sekilde yiiriitme
aparatina tutturuldu ve tanka yerlestirildi.

. Tank ve yerlestirilen camlarin aras1 Tablo 10°da verilen oranlarda hazirlanip
seyreltilen 1X yiirlitme tamponu Once camlar arast bosluga dokiilerek
sizdirmazlik testi yapildi ardindan tank jel miktarina gore ylirlitme tamponu ile
dolduruldu.

. Hazirlanan 6rnekler ve 4 pL protein marker, kuyulara yiiklendi.

Orneklerin Yiiriitiilmesi

. Ornekler kuyucuklara yiiklendikten sonra sistemin kapagi kirmizi-siyah
elektrotlara dikkat edilerek baglandi ve 100 Volt olacak sekilde sabit voltajda
60-70 dakika elektroforetik yiiriitme gergeklestirildi.

. Yiriitme islemi takip edildi gerekirse yiirlitme isleminin siiresi uzatild1 ve
proteinler arasi yeterli ayrilma saglandiktan sonra sistem kapatilarak jeller

cikarildi.
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Proteinlerin Membrana Transferi

. Proteinlerin membrana transfer isleminde Turbo-transfer sistemi (BioRad)
kullanildi.

. Transfer de kullanilacak olan PVDF membran ve filtre kagitlar1 jele uygun
sekilde kesildi.

. PVDF membran MetOH igerisinde 5 dk. boyunca inkiibe edildi ve ardindan
membran tekrar Tablo 11°de verilen oranlarda hazirlanip 1X’e seyreltilen
transfer tamponu igerisinde filtre kagitlartyla beraber 5 dk. boyunca
inkiibasyona birakild1.

. Transferin yapilacagi kaset igerisine filtre kagidi-membran-jel-filtre kagidi
olacak sekilde dizildi, her katmanda aparat yardimi hava kabarciklar1 ¢ikarildi
ve kaset kapatilarak cihaza yerlestirildi.

. Transfer 25 volt 1.3 Amper’de 14 dk.’da gerceklestirildi.

Bloklama

. Membrandaki spesifik olmayan baglanmalar1 engellenmek icin bloklama
yapildi.

. Transfer sonrasi1 proteinlerin baglandig1 membran, antikorlarin 6nerilen TBS-
T tamponunda seyreltilen bloklama soliisyonlar1 (%5 siit tozu veya %SBSA)
ile ¢alkalayicida 60 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

. Bloklama isleminin ardindan bloklama soliisyonu dokiilip membran
calkalayici tizerinde 3 defa 5’er dk. Tablo 12’de verilen oranlarda hazirlanan

TBS-T (yikama soliisyonu) ile yikandi.

Birincil Antikor ile inkiibasyon

. Bloklama islemi bittikten sonra membranlardan bloklama ¢ozeltisi dokiildii ve
3 defa 5’er dk. TBS-T ile yikamasi yapildi.

. Ardindan membran iizerini gececek sekilde hazirlanan birincil antikor
soliisyonu ile calkalayict iizerinde +4°C’de gece boyunca inkiibasyona

birakaldi.
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3. Birincil antikorlar, Kullanim protokoliine uygun olarak TBS-T igerisinde; %5
stit tozu ya da %5 BSA seyreltildi.
4. Ertesi giin birincil antikorlar uzaklastirildi ve membranlar yikama ¢ozeltisi

olan TBS-T ile 3 defa 5’er dk. yikand.

Ikincil Antikor ile Inkiibasyon

1. Yikama sonrasinda membran birincil antikora spesifik ikincil antikorlarla 1
saat oda sicakliginda calkalayici lizerinde bekletildi.
2. Ikincil antikorlar, 6nerilen sekilde TBS-T ¢odzeltisinde seyreltildi.

3. Siirenin sonunda membran TBS-T ¢ozeltisi ile 3 defa 5’er dk. yikandu.

Tablo 13. Kullanilan birincil-ikincil antikorlarin marka ve diliisyon oranlari

Antikor Marka Seyreltme Oram
CD36 (ES8B7S) Rabbit mAb CST /28109 1:1000
GLUTH4 (1F8) Mouse mAb CST/ 2213 1:500
GAPDH (14C10) Rabbit mAb CST/ 2118 1:1000
Anti-rabbit IgG, HRP-linked CST /7074 1:1000
Antibody
Anti-mouse 1gG, HRP-linked CST /7076 1:500
Antibody
Goriintiileme

1. Inkiibasyondan sonraki yikamalar tamamlanarak membran goriintiileme igin
hazir hale getirildi.

2. Goriintiilleme i¢in, VILBERT gériintilleme cihazi ve membrandaki protein
sinyallerinin goriiniir olmasi i¢in ECL kit (BioRad) kullanildi.

3. Goriintii cihazindaki kaset iizerine uygun olacak sekilde seffaf dosya
yerlestirildi ve dosya iizerine membran yerlestirilerek baslangi¢ yer goriintiisii

alindi.
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https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/cd36-e8b7s-rabbit-mab/28109
https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/glut4-1f8-mouse-mab/2213

4. Ardindan kit igerisindeki soliisyonlar membran boyutuna gore 1:1 oraninda
karigtirilarak hazirlandi ve membran iizerine her yere esit gelecek sekilde
yayildi ve 5 dk. inkiibasyona birakildi.

5. Inkiibasyon sonunda protein bant gériintiileri kaydedildi.

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi:

Calisma sonuglariin tiim verileri ortalama + standart sapma olarak sunuldu.
Verilerin degerlendirilmesinde Image] ve GraphPad programlari ile istatistik
yazilimlari ile yapildi. Istatistiksel analiz igin iki tarafli Student t testi yapildi veya

miimkiin oldugunda eslestirilmis test uygulandi. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

3.7. Arastirma Plam

Tablo 14. Arastirmanin yapilmasi tahmin edilen zaman plani

Is Paketlerinin Ad1 ve Hedefleri Zaman Arahg
Teze iligskin projenin hazirlanmasi Nisan- Eyliil 2022
Tez Onerisinin hazirlanmasi Temmuz — Eyliil 2022
Etik kurul onay1
Projenin kabul edilmesi Mayis- Kasim 2023
Malzeme alimi
Hiicrelerin kiiltiire edilmesi 6n ¢alisma, Kasim 2023 —
Antikor optimizasyonlar1 Mart 2024
Immunofloresan analizlerin yapilmasi Subat 2024 —
Nisan 2024
Hedef proteinlerin ifade analizlerinin Mart 2024 —
Western blot yontemi ile yapilmasi Temmuz 2024
Deneylerin istatiksel analizlerinin Temmuz 2024 —
yapilmasi ve yorumlanmasi Agustos 2024
Tez yazimi Ocak-Agustos 2024
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3.8. Arastirmanin Simirhliklar:

Arastirmamiz kapsaminda tek bir kardiyak hiicre hatt1 kullanilmistir. Calisma
kapsaminda yer alan bir diger kardiyak hiicre hatt1 olan HL-1 soguk zincir tasimasinda
yasanan problemlerden dolay: kiiltiire edilememis ve bu sebeple calisilamamustir.
Calismalarin farkli hiicre hatlar1 kullanilarak da yapilmasi uygun olacaktir. Caligsma
kapsaminda tekrar deneyleri yapilmalidir. Insiilinin pozitif kontrol oldugu deney
setleri eklenmelidir, gruplarin insiilinin etkisine gore normalize edilerek istatiksel
analizleri yapilmalidir. Gerekli durumda Grafpad disinda farkli bir programla veriler

tekrar degerlendirilmelidir.

3.9. Etik Kurul Onayz:

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
26.10.2022 tarih, 7572-GOA protokol numarasi ve 2022/34-36 no’lu kararinda etik
acidan onaylanmistir (Ek-1).

4. BULGULAR
4.1. H9¢2 Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesinin Mikroskobik Goriintiileri

Calismamizda kullanilan H9¢2 kardiyak hiicre hatt1 deney diizenegi géz 6niine
alnarak kiiltiire edildi. 4x ve 10x bilylitmedeki goriintiileri inverted mikroskop yardimi

ile ¢ekildi (Sekil 12).

H9c2 - 4X Goruntusa H9c2 - 10X Goruntusu

Sekil 12. Mikroskobik goriintiiler
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HL-1 Hiicre Hattimin Kiiltiire Edilmesi

HL-1 kardiyak hiicre hatt1 T25 flasklara ekilekildi. 24 saat ve 48 saat sonraki
4x ve 20x goriintiileri inverted mikroskop yardima ile ¢ekildi (Sekil 13,14).

HL-1-24 Saat 4X Goruntasu HL-1-24 Saat 20X Gorantusi

Sekil 13. HL-1 hiicre hatt1 ilk ekildigi an ki mikroskobik goriintiileri

HL-1-48 Saat 4X Goruntuasu HL-1-48 Saat 4X Goruntisu

Sekil 14. HL-1 hiicre hattinin 48 saat sonraki mikroskobik goriintiileri

4.2. Iimmunofloresan Boyama Sonuclar1

Immunofloresan boyama ile Tablo7’de belirtilen birincil ve ikincil antikorlar

kullanilarak hiicrelerin kardiyak 6zellikte oldugu gosterildi.
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Tablo 15. H9¢2 Hiicre hatti immunofloresan goriintiileri

H9c2
Rodamin DAPI Merge
Desmin
Rodamin DAPI
MHC

FITC DAPI Merge

: -- -

Negatif kontrol olarak HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatt1 kullanildi. Bu

hiicre hattinda Dapi ¢ekirdegi boyayarak mavi renk verdi; Desmin ve ANF’de sinyal

goriilmedi, MHC’de goriilen 1s1ma yalanci sinyal olarak degerlendirildi.

Tablo 16. HT-29 Hiicre hatti immunofloresan goriintiileri

HT-29

Rodamin DAPI Merge
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Rodamin DAPI Merge

FITC DAPI Merge

4.3. Adiponektin Uygulanan H9¢2 Hiicresinin Mikroskobik Goriintiileri

APN uygulamasinin ardindan hiicrelerin inverted mikroskop altinda goriintiileri

alindi.

Tablo 17. APN uygulamasiin mikroskobik goriintiileri

Kontrol Grubu Deney Grubu

Ais
7 =

25 mg/dl Glukoz 25 mg/dl Glukoz
24 Saat 24 Saat
1.25 pg/ml APN
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100 mg/dl Glukoz
24 Saat

200 mg/dl Glukoz
24 Saat

100 mg/dl Glukoz
24 Saat
2.5 pg/ml APN

200 mg/dl Glukoz
24 Saat

5 pg/ml APN

Mikroskobik goriintiileme ile hiicrelerin morfolojilerindeki degisimler saptandi.

30 dk., 1 saat ve 2 saat APN ile inkiibasyondan sonra hiicrelerin morfolojisinde

herhangi bir degisim gézlemlenmedi, 24 saat APN ile inkiibasyondan sonra hiicrelerin
morfolojisinde kiigiilmeler oldugu saptandi.

4.4. Adiponektin’in Glukoz ve Yag Asidi Ahnmasindan ve Tasinmasindan

Sorumlu Genlerin ifadeleri Uzerine Etkisinin Protein Diizeyinde Gosterilmesi
Western Blot Sonuclari

On Veriler
Calismamizin 6n verilerinde, farkli glukoz konsantrasyonlarinda (Yiiksek glukoz

- Diisiik glukoz) kontrol, 0.5 pg/mL ve 2.5 ug/mL APN verilen gruplarin Western blot
analizi ile CD36 proteininin ekspresyon degisimleri gosterildi (Sekil 15, 16).

Yiksek glukoz (450 mg/dL) ortamda 30 dk., 1, 2, 24 saat boyunca 0.5 ug/mL ve
2.5 pg/mL APN uygulama
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Sekil 15. H9¢2 hiicrelerinde (a) 30 dk., 1, 2 ve 24 saat boyunca 0.5 ve 2.5 ug/mL APN

uygulamasi1 Western blot bant goriintiileri. K: Kontrol. 30 dk., 1, 2 saat grubu ve 24

saat grubu iki farkl jelde yiiriitiildii. (b) CD36 proteininin 30 dk.’lik istatiksel analizi

(c) CD36 proteininin 1 saatlik istatiksel analizi (d) CD36 proteininin 2 saatlik istatiksel
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analizi (e) CD36 proteininin 24 saatlik istatiksel analizi. **** p <0,0001. Tim
istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi.

Diistik glukoz (100 mg/dL) ortamda 30 dk., 1, 2, 24 saat boyunca 0.5 pg/mL ve

2.5 ng/mL APN uygulama

30 dk. 1 saat 2 saat 24 saat
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Sekil 16. H9c2 hiicrelerinde (a) 30 dk., 1, 2 ve 24 saat boyunca 0.5 pg/mL ve 2.5
ug/mL APN uygulamasi Western blot bant goriintiileri. K: Kontrol 30 dk., 1, 2 saat
grubu ve 24 saat grubu iki farkli jelde yiriitiildii. (b) CD36 proteininin 30 dk.’lik
istatiksel analizi (c) CD36 proteininin 1 saatlik istatiksel analizi (d) CD36 proteininin
2 saatlik istatiksel analizi (¢) CD36 proteininin 24 saatlik istatiksel analizi. **** p

<0,0001. Tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi.

Caligmamizda Western blot analizi ile CD36 ve GLUT4 gen ekspresyonlarinin;
Kontrol, 1.25 pg/mL APN, 2.5 pg/mL APN ve 5 pg/mL APN kosullarinda protein

diizeyinde ekspresyon degisimleri gosterildi.

4.4.1. APN Uygulanan H9c2 Hiicrelerinde GLUT4 ve CD36

Ekspresyonlarinin Gosterilmesi

30 dk. boyunca 1.25 pg/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde GLUT4
proteininin ekspresyon diizeyinin kontrole gore, 25 mg/dL glukoz konsantrasyonun da
1.25 pg/mL APN uygulanmasinda herhangi bir degisim gozlemlenmedi. 100 mg/dL
ve 200 mg/dL glukoz konsantrasyonlarinda 1.25 pg/mL APN verilen deney
gruplarinda kontrol grubuna gore azaldig1 gézlemlendi (Sekil 17).

30 dk. boyunca 2.5 pg/mL ve 5 pg/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde
GLUT4 proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz ve 200
mg/dL glukoz kontrol gruplarina gore anlamli bir sekilde (**** p<0,0001) arttig
gozlemlendi (Sekil 18,19).

30 dk. boyunca 1.25 pg/mL, 2.5 pg/mL ve 5 pg/mL APN uygulanan H9c2
hiicrelerinde CD36 proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dIL
glukoz ve 200 mg/dL glukoz kontrol gruplarina gore azalma gozlemlendi (Sekil 17-
19).
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30 dk. boyunca 1.25 pg/mL APN uygulama

50 kDa

88 kDa

37 kDa

—

GLUT4
CD36

Sekil 17. H9¢2 hiicrelerinde 30 dk. boyunca 1.25 pg/mL APN uygulamas1 Western

blot bant goriintiileri.

GAPDH

30 dk. boyunca 2.5 pg/mL APN uygulama

50 kDa

88 kDa

37 kDa

. D

-

T S —— rom—— R

()

GLUT4

CD36

GAPDH

(b)
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H9c2-30dk.-Glut4

*kk*

*kk*k
*kkk |

25 mg/dL Glukoz Kontrol
100 mg/dL Glukoz Kontrol
200 mg/dL Glukoz Kontrol
25 mg/dL + 2.5 pg/ml APN
100 mg/dL + 2.5 ug/ml APN
200 mg/dL + 2.5 pug/ml APN
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Sekil 18. H9¢2 hiicrelerinde 30 dk. boyunca 2.5 pg/mL APN uygulamasi (a) Western

blot goriintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkli jelde yiiriitildi. (b) GLUT4

proteininin istatiksel analizi. **** p <0,0001. Tiim istatistiksel analizler Student-t testi

kullanilarak yapildi. Ortalama =+ standart sapma gosterildi.

30 dk. boyunca 5 pg/mL APN uygulama

()

GLUT4

CD36

GAPDH
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(b)

H9c2-30dk.-Glut4

*kkk

*kkk

3 25 mg/dL Glukoz Kontrol
=3 100 mg/dL Glukoz Kontrol

‘ 3 200 mg/dL Glukoz Kontrol

=3 25 mg/dL + 5 ug/ml APN

7 3 100 mg/dL + 5 pg/ml APN
1 |_| |_| |_| H =3 200 mg/dL + 5 pg/ml APN
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Sekil 19. H9¢2 hiicrelerinde 30 dk. boyunca 5 pg/mL APN uygulamasi (a) Western
blot bant gériintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkh jelde yiiritiildi. (b)
GLUT4 proteininin istatiksel analizi. **** p <0,0001. Tim istatistiksel analizler

Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma gosterildi.

1 saat boyunca 1.25 pg/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde GLUT4
proteininin ekspresyon diizeyinin, hipoglisemi (25 mg/dL) ve hiperglisemi (200
mg/dL) sartlarinin mimik edildigi kontrol gruplarmma goére anlamli sekilde
(****p<0,0001, ***p value 0,0002) artis gosterdigi, 100 mg/dL glukoz kosulunda

kontrol grubuna gore azalma gozlemlendi (Sekil 20).

1 saat boyunca 2.5 pg/mL ve 5 ug/mL APN uygulanan H9¢2 hiicrelerinde
GLUT4 proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz ve 200
mg/dL glukoz sartlarindaki kontrol gruplarma gore anlamli bir sekilde arttig:
gozlemlendi (Sekil 21, 22).

1 saat boyunca 1.25 pg/mL, 2.5 pg/mL ve 5 pg/mL APN uygulanan H9c2
hiicrelerinde CD36 proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL
glukoz ve 200 mg/dL glukozdan olusan kontrol gruplarina gore azaldigi saptandi
(Sekil 20-22).
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1 saat boyunca 1.25 ug/mL APN uygulama
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GLUT4 - —— - — 50 kDa
CD36 88 kDa
GAPDH B —— 37 kba
(b)

1 sa. Glut4-Gapdh k-1.25

*kkk

=3 25 mg/dL Glukoz Kontrol
257 3 100 mg/dL Glukoz Kontrol
2.0 3 200 mg/dL Glukoz Kontrol

3 25 mg/dL + 1.25 pg/ml APN
1.59 =3 100 mg/dL + 1.25 pg/ml APN

=3 200 mg/dL + 1.25 pg/ml APN
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Sekil 20. H9¢2 hiicrelerinde 1 saat boyunca 1.25 pg/mL APN uygulamasi (a) Western
blot bant goriintiileri. (b) GLUT4 proteininin istatiksel analizi. **** p <0,0001, *** p
value 0,0002. Tiim istatistiksel analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama

+ standart sapma gosterildi.
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1 saat boyunca 2.5 ug/mL APN uygulama

GLUT4

CD36

A
GAPDH R <— R S

Sekil 21. HI9c2 hiicrelerinde 1 saat boyunca 2.5 ng/mL APN uygulamas1 Western blot

bant goriintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkli jelde yiirtitiildii.

1 saat boyunca 5 ug/mL APN uygulama

*® *
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Sekil 21. H9¢2 hiicrelerinde 1 saat boyunca 5 pg/mL APN uygulamas1 Western
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blot bant goriintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkli jelde yiirtitiildii.

2 saat boyunca 1.25 pg/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde GLUT4
proteininin ekspresyon diizeyinin, 25 mg/dL glukoz kontrol grubu ile ayni kalirken,
100 mg/dL glukoz kontrol grubu ve 200 mg/dL glukoz kontrol grubuna gore istatiksel

olarak azalma gozlemlendi (Sekil 23).

2 saat boyunca 2.5 pug/mL ve 5 ug/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde
GLUT4 proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz ve 200
mg/dL glukoz kontrol gruplarina gore istatiksel olarak azalma gosterdi (Sekil 24,25).

2 saat boyunca 1.25 pug/mL ve 5 ug/mL APN uygulanan H9¢2 hiicrelerinde
CD36 proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz ve 200
mg/dL glukoz kontrol gruplarina gére azalma gosterdi (Sekil 23, 25).

2 saat boyunca 2.5 pg/mL APN uygulanan H9c¢2 hiicrelerinde CD36 proteininin
ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz ve 200 mg/dL glukoz
kontrol gruplarina gore artig gosterdi (Sekil 24).

2 saat boyunca 1.25 ug/mL APN uygulama

(a) *
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(b)

2 sa. Glut4-Gapdh k-1.25

H

25 mg/dL Glukoz Kontrol

100 mg/dL Glukoz Kontrol
200 mg/dL Glukoz Kontrol
25 mg/dL + 1.25 pg/ml APN
100 mg/dL + 1.25 pg/ml APN
200 mg/dL + 1.25 pg/ml APN

oooooan

0.5

Sekil 23. H9c¢2 hiicrelerinde 2 saat boyunca 1.25 pg/mL APN uygulamasi (a) Western
blot bant goriintiileri. (b)) GLUT4 proteininin istatiksel analizi. Tim istatistiksel

analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma gosterildi.

2 saat boyunca 2.5 pg/mL APN uygulama
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(b)

2 sa. Glut4-Gapdh k-2.5
1.5+

® 25 mg/dL Glukoz Kontrol
® 100 mg/dL Glukoz Kontrol
1.09 ® 200 mg/dL Glukoz Kontrol
e 25mg/dL + 2.5 pgiml APN
0.5 ® 100 mg/dL + 2.5 pg/ml APN
' ﬂ |=| ® 200 mg/dL + 2.5 pg/ml APN
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Sekil 24. H9¢2 hiicrelerinde 2 saat boyunca 2.5 pg/mL APN uygulamasi (a) Western
blot bant goriintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkl jelde yiriitilda. (b)
GLUT4 proteininin istatiksel analizi. Tim istatistiksel analizler Student-t testi

kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma gosterildi.

2 saat boyunca 5 pg/mL APN uygulama

(a)
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(b)

2 sa. Glut4-Gapdh k-5

3 25 mg/dL Glukoz Kontrol

3 100 mg/dL Glukoz Kontrol
1.0 =3 200 mg/dL Glukoz Kontrol

=3 25 mg/dL + 5 pg/ml APN

05 =3 100 mg/dL + 5 pg/ml APN
’ rl ﬂ =3 200 mg/dL + 5 ug/ml APN
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Sekil 25. H9¢2 hiicrelerinde 2 saat boyunca 2.5 pg/mL APN uygulamasi (a) Western
blot bant goriintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkli jelde yirtitildi. (b)
GLUT4 proteininin istatiksel analizi. Tim istatistiksel analizler Student-t testi

kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma gosterildi.

24 saat boyunca 1.25 pg/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde GLUT4
proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz ve 200 mg/dL
glukoz kontrol gruplarina gore istatiksel olarak azalma gosterdi (Sekil 26).

24 saat boyunca 2.5 pg/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde GLUT4
proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz istatiksel
olarak azalma gosterirken, 200 mg/dL glukoz kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
(**** p <0,0001) arttig1 gozlemlendi (Sekil 27).

24 saat boyunca 5 pg/mL APN uygulanan H9c2 hiicrelerinde GLUT4
proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dL glukoz ve 200 mg/dL

glukoz kontrol gruplarina gore istatiksel olarak azalma gosterdi (Sekil 28).

24 saat boyunca 1,25 pg/ml, 2,5 pg/mL ve 5 pg/mL APN uygulanan H9c2
hiicrelerinde CD36 proteininin ekspresyon diizeyinin 25 mg/dL glukoz, 100 mg/dIL
glukoz ve 200 mg/dL glukoz kontrol gruplarina gore azalma gosterdi (Sekil 26-28).
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24 saat boyunca 1.25 pg/mL APN uygulama
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(b)

24 sa. Glut4-Gapdh k-1.25

1.5
25 mg/dL Glukoz Kontrol

100 mg/dL Glukoz Kontrol
200 mg/dL Glukoz Kontrol
25 mg/dL + 1.25 ug/ml APN
100 mg/dL + 1.25 pg/ml APN
200 mg/dL + 1.25 ug/ml APN
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Sekil 26. H9¢2 hiicrelerinde 24 saat boyunca 1.25 ng/mL APN uygulamasi (a) Western
blot bant goriintiileri. (b) GLUT4 proteininin istatiksel analizi. Tim istatistiksel

analizler Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma gosterildi.
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24 saat boyunca 2.5 png/mL APN uygulama
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24 sa. Glut4-Gapdh k-2.5

2.0+
*kkk

1.5+ ‘
=3 25 mg/dL Glukoz Kontrol
=3 100 mg/dL Glukoz Kontrol

1.0 3 200 mg/dL Glukoz Kontrol
=3 25 mg/dL + 2.5 pg/ml APN
054 =3 100 mg/dL + 2.5 ug/ml APN
' 3 200 mg/dL + 2.5 pg/ml APN
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Sekil 27. H9¢2 hiicrelerinde 24 saat boyunca 2.5 ug/mL APN uygulamasi (a) Western
blot bant gorintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkl jelde yiirtitiildi. (b)
GLUT4 proteininin istatiksel analizi. Tim istatistiksel analizler Student-t testi

kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma gosterildi.
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24 saat boyunca 5 pg/mL APN uygulama
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(b)
24 sa. Glut4-Gapdh k-5
1.5+
=3 25 mg/dL Glukoz Kontrol
107 =3 100 mg/dL Glukoz Kontrol
=33 200 mg/dL Glukoz Kontrol
0.5 =3 25 mg/dL + 5 pg/ml APN
’ =3 100 mg/dL + 5 pg/ml APN
=3 200 mg/dL + 5 pug/ml APN
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Sekil 28. H9¢2 hiicrelerinde 24 saat boyunca 5 pg/mL APN uygulamasi (a)
Western blot bant goriintiileri. Kontrol grubu ve deney grubu iki farkl jelde
yuritildi. (b) GLUT4 proteininin istatiksel analizi. Tiim istatistiksel analizler

Student-t testi kullanilarak yapildi. Ortalama + standart sapma gosterildi.
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4.4.2 Western blot Verilerinin Birlikte Degerlendirilmesi

Tablo 18. APN uygulamasi sonucu Western blot gen ekspresyon degigsimleri. (*=: Degismedi.

¥ : Azalma 1. Artma)

30 dk. APN Uygulama Sonuglari

GLUT4 Ekspresyonu

CD36 Ekspresyonu

25 mg/dL glukoz / 1.25 pg/mL APN

-

100 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

200 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

25 mg/dL glukoz /2.5 ng/mL APN

100 mg/dL glukoz /2.5 ug/mL APN

200 mg/dL glukoz /2.5 pg/mL APN

25 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

100 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

200 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

| | | | o | e

- - - -

1 Saat APN Uygulama Sonuglari

25 mg/dL glukoz / 1.25 pg/mL APN

100 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

200 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

25 mg/dL glukoz /2.5 pg/mL APN

100 mg/dL glukoz /2.5 ug/mL APN

200 mg/dL glukoz /2.5 pg/mL APN

25 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

100 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

200 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

- -] - -

- -l

2 Saat APN Uygulama Sonuclar1

25 mg/dL glukoz / 1.25 pg/mL APN

100 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

200 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

25 mg/dL glukoz /2.5 ng/mL APN

100 mg/dL glukoz /2.5 ug/mL APN

200 mg/dL glukoz /2.5 ng/mL APN

25 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

100 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

200 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

- -

- ) | ) | | 4|

24 Saat APN Uygulama Sonuclari

25 mg/dL glukoz / 1.25 ug/mL APN

100 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

200 mg/dL glukoz/1.25 pg/mL APN

- m =

- = -
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25 mg/dL glukoz /2.5 ug/mL APN
100 mg/dL glukoz /2.5 ug/mL APN
200 mg/dL glukoz /2.5 pg/mL APN
25 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN
100 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN
200 mg/dL glukoz /5 pg/mL APN

- | =

- | |

Tablo incelendiginde, APN uygulamasinin 6zellik 30 dk.’lik kisa donem
uygulamalarinda hipogliseminin mimik edildigi 1.25 pg/mL APN uygulamasinda
GLUT4 ekspresyonunda degisim gozlemlenmezken CD36 ekspresyonunda azalmalar
olmus, 1.25 ug/mL APN uygulamasinin bazal ve hiperglisemi durumunda boyle bir
ekspresyon degisimi gézlemlenmemistir. 2.5 ve 5 pg/mL APN uygulamasinin bazal
ve hiperglisemi sartinin mimik edildigi durumda GLUT4 ekspresyonlarinda artis,
CD36 ekspresyonlarinda ise azalmalar meydana geldigi saptanmistir. 2 saat ve 24
saatlik uzun donem APN uygulamalarinda ise bu durumun tersine dondiigii GLUT4
ekspresyonlarinda azalmalar olurken, CD36 ekspresyonlarinda ise artislarin oldugu

gozlemlenmistir.
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5.TARTISMA

Diyabetik kardiyomiyopati, diyabete bagli 6liimlerin baslica nedenlerinden biri
olan spesifik bir miyokardiyal hastaliktir. Hiperinsiilinemi ve azalmis insiilin
duyarliligr ile sol wventrikiil hipertrofisine neden olur; metabolik bozukluk,
endoplazmik retikulum stresine neden olur ve apoptozis sinyal yolunu baslatarak
kardiyomiyosit apoptozuna yol agar (45). Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi
kosullarinda diyabetik kalp daha diisiik glukoz alimi ve GLUT4 ekspresyonunda
azalma gosterirken (51,52), dolasimdaki serbest yag asitleri ana enerji substratlar
olarak artig gosterir (53,54). Saglikli kalpte bu iki enerji substratlar1 arasinda denge

oldugu bilinmektedir.

CD36, yag asitlerinin aliminda 6nemli bir rol oynayan reseptordiir. Anormal
CD36 dagilimi miyokardiyal enerji ihtiyacini degistirir ve kardiyak disfonksiyona
neden olmaktadir. Hiperglisemi ve hiperlipidemi, hiicre zarma CD36
translokasyonunu tesvik ederek FA aliminin artmasina neden olur (55-57). Yapilan
birkac calismada da CD36’nin lipit metabolizmasi lizerinden DCM’de gorev adig1 ve
etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan bir arastirmada yiiksek eksprese olan MHC-
PPARa farelerinin CD36 eksikligi olan farelerle (MHC-PPARo/CD36-/-fareler)
caprazlanmasiyla tretilen yavrular, temel kosullar altinda yiiksek yagli bir diyetle
beslenmis. Boylece ¢aprazlama diyet ile beslenen hayvanlarda azalmis trigliserit
birikimi ve kalp fonksiyon bozuklugu gézlemlenmistir. Glukagon benzeri peptid-1,
protein kinaz A'min (PKA) CD36 yolunun inhibisyonunu uyararak DCM’nin

lipotoksisitesini ortadan kaldirmistir (58).

GLUT4, kasilan kalpte miyokardiyal glukoz aliminin baslica tasiyicisidir.
GLUT4'in iskelet kasi, yag dokusu ve kalpte asir1 ekspresyonu, DCM’nin
karakteristik metabolik anormalliklerini onlemektedir ancak bu etkiye dogrudan
kardiyomiyositlerdeki GLUT4'lin mii etki ettigi yoksa iyilestirilmis metabolik
homeostazin m1 etki gdsterdigi bilinmemektedir (59). Tip2 diyabet hastalarinin insiilin
sinyalindeki azalma, GLUT4 translokasyonunda ve glukoz aliminda azalmaya yol

agmaktadir (60).

Adiponektin gibi bazi adipokinler, glukoz ve lipid metabolizmasin

diizenleyerek; inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltir, kardiyovaskiiler homeostazi
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kolaylastirir boylece kardiyovaskiiler hastaligi iyilestirdigi gosterilmistir (61). Yapilan
sinirlt  ¢aligmalarda Adiponektin’in  DCM’deki etkisinin insiilin sinyal yolag:
tizerinden etkili oldugu anlasilmistir. Azalmis AdipoR1 ekspresyonunun insiilin
direncini kotiilestirdigi ve diyabetik siganlarda DCM mekanizmalarinda rol oynadigi
ifade edilmistir (46). Yapilan calismada azalan Adiponektin seviyeleri ve artmis insiilin
direnci, miyokardiyal enerji disfonksiyonuna, lipid birikimine ve ardindan gelen
kontraktil disfonksiyona neden olarak DMC’nin gelisimini hizlandirdig1 gosterilmistir
(62). Adiponektin ile yapilan ¢alismada, in vivo erkek Sprague Dawley siganlarinda,
streptozotosin (STZ) verilerek T2DM modeli olusturulmustur. T2DM grubunda
AdipoR1’in ekspresyonunun diistiigii ve DCM olusturulan siganlarda APN diizeyinin
de azaldig1 gosterilmistir (46). Yapilan bir diger ¢alismada, in vivo Wistar erkek
sicanlarinda, STZ verilerek T2DM modeli olusturulmus ve farkli siirelerde yiiksek
yagh diyet uygulanmistir. 4-5 hafta uygulanan yiiksek yagl diyet grubunda kalp
hasarmin arttig1 ve kalp dokularinda APN ekspresyonunun azaldig1 gézlemlenmistir
(65). In vivo bir galismada, erkek yabani tip ve AdipoR1 transgenik farelere yliksek
yagl diyet uygulanmasmin kalpte metabolik islevi bozdugu, AdipoR1’in ise bu
duruma diren¢ gosterdigi ifade edilmistir. AdipoR1’in CD36 ve karnitin
palmitoiltransferaz I’'nin mRNA ekspresyonunu, GLUT4 ekspresyonunu, kardiyak
lipid birikimini ve oksidatif stresi azalttig1 gosterilmistir (63). Yapilan ¢alismada, in
vitro H9c2 hiicrelerinde, lipopolisakkarit (LPS) uygulamasinin, hiicre canliligim
azalttig1 ve 30dk. boyunca 1.25, 2.5 veya 5 pg /mL APN uygulamasinin AMPK sinyal
yolagimi etkileyerek bu durumu tersine cevirdigi/hiicre canliligini prolifere ettigi
gosterilmistir.  Adiponektin’in, LPS kaynakli apoptozu ortadan kaldirdigr ve
inflamasyonu hafiflettigi ifade edilmistir (49). Bu ¢alismadan yola ¢ikarak H9¢2 hiicre
hattina uygulanan APN dozlar1 referans alindi. Caligmamiz kapsaminda H9c2 hiicre
hattina ayni1 konsantrasyonlarda APN verilerek (1.25, 2.5, 5 ng/mL) hiicre icerisine
glukoz ve yag asidi aliminda-tasinmasindan sorumlu GLUT4 ve CD36 genlerinin

ekspresyonlarina etkisi incelendi.

HL-1 hiicrelerinde Adiponektin’in, murin kardiyomiyositlerinde sentezlenip
salgilandig1; AMPK aktivasyonu araciligiyla kardiyomiyositlerde metabolizmanin
diizenlendigi gosterilmistir. 5, 30, 120 dk APN uygulamasinin AMPK’in

aktivasyonunun kalp kasinda glukoz alimma aracilik ettigi ve GLUT4
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translokasyonuna etki ettigi saptanmistir (50).  Literatiirdeki bu c¢alismalar,
arastirmamizda APN’nin daha etkili olmasi i¢in konsantrasyonunun ve inkiibasyon
siirelerinin ~ degistirilerek uygulanilabilecegini  diisindlirmiistiir. Bu nedenle
calismamizda, APN’nin GLUT4 ve CD36 ekspresyonlar1 iizerinde daha etkin
olabilecegi zaman araliklar1 segilerek (30 dk., 60 dk., 120 dk, 24 saat) hiicreler
belirlenen saatlerde farkli dozlarda APN ile inkiibe edilmistir.

Literatirde APN’nin glukoz ve yag asidi metabolizmalarinda etkili
olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (46, 49, 50, 63, 69) ancak H9¢2 kardiyak
hiicre hattinda farkli doz ve inkiibasyon siiresinde uygulama acisindan siirli sayida
calisma bulunmaktadir. Calismamiz da elde ettigimiz veriler, 30 dk. APN ile
inkiibasyon siiresinde hipoglisemi (25 mg/dL) ve hiperglisemi (200 mg/dL) ortam
kosullarinin taklit edildigi durumlarda 2.5 pg/mL ve 5 pg/mL APN uygulamasinda
GLUT4 ekspresyonunda artis gozlemlenirken CD36’nin ekspresyonunda azalma
saptanmistir. Literatlirde bazal glukoz kosulunda 30 dk. 2.5 pg /mL APN
uygulamasinin sonucu GLUT4 ekspresyonu ¢alismamizin bulgulariyla benzer olarak
arttigr saptanmistir (49). Calismamiz, APN’nin GLUT4 ve CD36 ekspresyonuna
etkisinin birlikte gosterildigi ilk deneysel c¢alismadir, bu yoniiyle literatiire yeni
katkilar yapilabilinecektir. Arastirmamizda, hipoglisemi ve hipergliseminin taklit
edildigi modellerin olusturularak APN uygulamasinin, GLUT4-CD36 ekspresyonuna
farkli zaman dilimlerinde ve doz bagimli etkisinin birlikte gosterilmesiyle literatiire
yenilik katacag diisiintilmektedir. Literatiir incelendiginde 1 saat APN uygulamasina
dair H9¢c2 hiicre hatlar {izerinde yapilan bir ¢alismaya ulagilamamistir. Calismamiz
kapsaminda, 1 saat hipoglisemi ve hiperglisemi sartlarinda 1.25 pg/mL APN
uygulanmasinda GLUT4 ekspresyonlarinda artig gozlemlenirken, 2.5 ve 5 pg/mL APN
uygulamasinda GLUT4 ekspresyonunda azalmalar saptandi bu yoniiyle ¢calismamizin
literatiire  yenilik katacagim1  diigiinmekteyiz. Hipoglisemi-bazal-hiperglisemi
sartlarinda 2 saatlik 1.25, 2.5 ve 5 pg/mL APN uygulanan sartlarda GLUT4
ekspresyonunda azalmalar oldugu gézlemlendi; bu verilerimizden yola ¢ikarak hiicre

igcerisine APN kaynakli GLUT4 girisinin kisa donemli oldugunu diisiinmekteyiz.

24 saatlik 1.25 pg /mL ve 5 pg /mL APN uygulamasinin GLUT4
ekspresyonunu azalttigi, hipoglisemi ve bazal kosullarda 2.5 pg/mL APN uygulamasin

da azalma gozlemlenirken hiperglisemi kosullarinda ise artma gézlemlendi, APN’nin
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24 saat uygulanmasinin literatiirde baska bir ¢alismasi ulasilamadigi i¢in yenilik
katacagi diisliniilmektedir. Yag asidi aliminda ve tasinmasindan sorumlu CD36’nin
ekspresyon degisimleri incelediginde; hipoglisemi-bazal-hiperglisemi sartlarinda 2
saatlik 2.5 pg /mL APN uygulamasinda artis gozlemlenirken diger tiim saat ve APN
konsantrasyonlarindaki uygulamalarda azalma  gdzlemlenmistir. CD36
ekspresyonundaki azalma hiicre icerisindeki enerji ihtiyacinin glukoz yoniine
kaydigimi gostermektedir, bu da hipotezimizi dogrular niteliktedir. Literatiirde CD36
ekspresyonundaki degisimin saptandigi sinirli ¢alisma bulunmaktadir, arastirmamiz bu
yoniiyle literatiire 0zgiin katki saglayacaktir. Hipoglisemi ve hipergliseminin taklit
edildigi ortam kosullarinda, farkli dozlarda ve zaman diliminde APN uygulamasiyla
CD36 ekspresyon degisimlerinin saptandigi bir ¢alisma bulunmamaktadir, calismamiz

bu yoniiyle literatiire ilk katki saglayacak arastirma 6zelligindedir.

Calismamizla birlikte, kardiyak enerji metabolizmasinin yag asitleri yoniine
kayarak bozulmasinda APN’nin etkili doz ve zamanlarda uygulamasiin hiicre
icerisine GLUT4 girislerini arttirarak; yag asidi oksidasyonununda etkili olacagi
saptanmigtir. Bu sebeple APN uygulamasinin DCM tedavisinde destekleyici olarak

etkili olabilecegi bulgularimizla saptanmistir.
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6.SONUC ve ONERILER

Kardiyak enerji metabolizmasi {izerine yaptigimiz in vitro g¢alismamizda;
sagliklt kalp hiicre hatti olan HO9c2 iizerinde farkli ortam kosullarinda, farkli
konsantrasyonlarda ve farkli zamanlarda uyguladigimiz APN’nin kardiyak enerji
metabolizmasi lizerine etkisine bakilmistir. Calismamizda hipoglisemi ve hiperglisemi
sartlarinin taklit edilmesi, farkli zaman ve konsantrasyonlarda APN uygulamasinin
GLUT4 ve CD36 ekspresyonlari ilizerine etkisinin incelenmesi literatiire farkli bir
bakis acis1 kazandiracak 6n veri niteligindedir. Calismadaki modellemenin farkli hiicre
hatlarinda denenmesi ve tekrar deneylerinin yapilmasiyla bulgularin dogrulanmasi
literatlire dnemli katki saglayacaktir. Planlanacak in vivo ¢alismalar i¢in arastirma
bulgularimiz 6nemli 6n veri niteligindedir, bu bulgular 1518inda sonuglarin in vivo

deney modellerinde gosterilmesi onerilmektedir.

Farkli ortam ve zaman kosullarinda GLUT4 ekspresyonlarinda gerceklesen
artiglar ile CD36 ekspresyonundaki azalmalar goz oniine alinarak APN’nin kardiyak
enerji metabolizmasi lizerinde olusan enerji dengesizligini diizeltmeye yonelik etkisi
olabilecegi bu calismayla gosterilmis oldu. Bdylece ¢alismamiz Diyabetik
kardiyomiyopati patogenezinin iyilestirilmesi yonilindeki calismalara katki

saglayacaktir.
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Karar No:2022/34-36

Tarih:26. ll) 2022

Dr.OgiUyesi Ozlenen Sunsek Papur’un sorumlusu oldugu “Adiponektin’in Glukoz ye Yag Asidi
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EK 2. OZGECMIS

Dol

MINEL CAN EKIN

Kigisel Bilgiler

letisim Bilgileri

iletisim Adresi

Telefon

E-posta

internet Sayfasi

Ogrenim Pvgiler 16 Eyliil 2021 - Su &nda (3 yil)
Yiiksek Lisans, Tezli Program, DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI, TURKIYE
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU, MOLEKULER TIP (YL) (TEZLI)
Agirhikh Genel Not Ortalamasi: 3.38 / 4.0
15 Eyliil 2017 - 09 Temmuz 2021 (3 yil 10 ay)
Lisans, Anadal/Normal Ggretim, USKUDAR UNIVERSITESI, TURKIYE
MUHENDISLIK VE DOGA BILIMLERI FAKULTESI, MOLEKULER BIYOLOJi VE
GENETIK PR. (UCRETLI)
Diplomna Numarasi: 02-00741
Agitlikli Genel Not Ortalamast: 3.25 / 4.0

Yabanai Dil Bilgileri INGILIZCE (Okuma: iy, Yazma: iyi, Konusma: Iyi)

Sayfa1/2
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TUBITAK Burs ve Destekleri

Praje Biigileri

Panelistlil/izleyicilik/Raportiriik Sayise
Gorev

Hakermlik/Panelistlik/Dis Danismanlik Sayisi
Maderatorliik Sayisi

izleyicilik/Darismanlik Sayisi

Raporlarlik Sayist

Katilmadigiy Panelistlil/Dig Damigmanlil Sayisi

1222903, Glukoz ve Yag Asidi Alrminin Dilzenlenmesinde Bakar ve lligkili Genlerin
Raliiniin In Vitro Kardiyak Hicre Modellerinde Arastinimas), Burslu, Yiirdrlikte,
KBAG - Kimya Biyoloji Arastirma Destek Grubu, 1007 - Arastirma, ARDEB, Projeye
Katlma/Aynlma  Tarihleri: 01.04.2023 - (), Proje Baslangig/Bitig Taribleri:
01.04.2023 - 01.04.2025.

ARDEB BIDEB  BiLiM TOPLUM uiDB  TEYDEB  Toplam

0 0 0 a 0 0

o 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

0 o] 0 o a 0

0 0 0 0 0 0
Sayfa2/2
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