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OZET

Durak, M. S. Karaciger hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresi ile visfatin
ekspresyonu arasindaki iliskinin incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programi Doktora Tezi, Ankara, 2011. Bu
calismanin amaci, insiilin direncinin gelismesinde rolii olan endoplazmik retikulum
(ER) stresi ile NAD sentezinde yer alan visfatin enziminin ekspresyonu arasindaki
karsilikli iliskinin ve visfatinin insiilin direncini azaltici etkisinin olas1 molekiiler
mekanizmasinin incelenmesidir. HepG2 hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde ER
stres belirteglerinden GRP78 ve GADD153 ekspresyonu izlenmistir. ER stresi
tunikamisin ve palmitik asit ile uyarildiginda GRP78, GADDI153 ve visfatin
ekspresyonu artmaktadir. Transfeksiyon ile hiicredeki visfatin miktarinin artirilmasi
ve linoleik asit uygulamasi ER stresinden koruyucu bir etki gostermektedir. ER stresi
ve transfeksiyon uygulamasi hiicrelerdeki NAD-bagimli sirtuin-1 (SIRT1)’in
aktivitesini artirmaktadir. SIRT1 ekspresyonu RNA interferansi ile susturuldugunda,
visfatinin tunikamisin ile uyarilan ER stresini azaltict etkisi ortadan kalkmaktadir.
Linoleik asit tunikamisinin ER stresini uyarici etkisini azaltmakta, ayrica siRNA
uygulamasi ile kaybedilen visfatinin koruyucu etkisini de telafi etmektedir.
Tunikamisin uygulamasi hiicrelerdeki oksidatif stresi ve inflamasyon belirteci olan
NF«kB ekspresyonunu artirmakta, visfatin ise koruyucu bir etki gdstermektedir.
Linoleik asit hem tunikamisin, hem de palmitik asit tarafindan artirilan oksidatif stres
ve NFkB ekspresyonunu azaltmaktadir. SIRT1 ekspresyonunun susturulmasi
visfatinin ER stresi ile artan oksidatif stresi azaltici etkisini ortadan kaldirmaktadir ve
linoleik asit yine siRNA uygulamasi ile kaybedilen etkiyi telafi etmektedir. Sonug
olarak bu c¢alisma ER stresi durumunda karaciger hiicresinde visfatin
ekspresyonunun arttigini ve artan visfatinin ER stresini azalttigin1 ortaya koymustur.
Visfatin koruyucu etkisini SIRT1 aktivitesini artirarak gostermektedir. Hiicrelerin
PPAR agonisti olan linoleik asit ile uyarilmasi da ER stresinden koruyucu etki
gostermekte ve visfatinin etki mekanizmasinda sirtuinlerle uyarilan PPAR sinyal
yolunun rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Endoplazmik retikulum stresi, visfatin, sirtuin-1, PPAR.
Destekleyen Kurumlar: TUBITAK Proje No: 108S039
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ABSTRACT

Durak, M. S. Investigation of the relationship between endoplasmic reticulum
stress and the expression of visfatin in hepatocytes. Hacettepe University
Institute of Health Sciences Biochemistry Program PhD Thesis, Ankara, 2011.
The aim of this study was to investigate the reciprocal relation between endoplasmic
reticulum (ER) stress, the leading cause of insulin resistance, and the expression of
NAD-cycle enzyme visfatin (Nampt/PBEF) and the possible molecular mechanism
of insulin resistance-lowering effect of visfatin. Expression of ER stress markers
GRP78 and GADD153 was assessed in HepG2 cells. ER stress induced by
tunicamycin and palmitic acid increased the expression of GRP78, GADD153 and
visfatin. Increasing intracellular visfatin by transfection and linoleic acid treatment
showed protective effects against ER stress. ER stress and transfection increased the
activity of NAD-dependent enzyme sirtuin-1 (SIRT1) in the cells. ER stress-lowering
effect of visfatin has abolished by silencing SIRT1 expression with RNA
interference. Linoleic acid also decreased the ER stress-inducing effect of
tunicamycin and restored the protective effect of visfatin which was abolished by
siRNA application. Treatment with either tunicamycin or palmitic acid increased the
expression of the inflammatory marker NFxB. Increasing the expression of visfatin
by transfection suppressed the proinflammatory effect of palmitic acid, while
treatment with linoleic acid decreased the expression of NFkB and oxidative stress
induced by either palmitic acid or tunicamycin. In conclusion, this study showed that
visfatin expression increases under ER stress condition and increased level of visfatin
in return suppresses ER stress in liver cells. Visfatin exerts its protective effect
against ER stress by increasing the activity of SIRT1. PPARy agonist linoleic acid
also shows protective effect against ER stress, refering to the role of sirtuin-induced
PPAR signaling pathway in the mechanism of action of visfatin.

Keywords: Endoplasmic reticulum stress, visfatin, sirtuin-1, PPAR

Supported by TUBITAK Project No: 1085039



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
SEKILLER DIiZiNi

TABLOLAR DIZiNi

1. GIRIS ve AMAC

2. GENEL BILGILER

2.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

2.1.1. Katlanmamis protein yanit1 (UPR)

2.1.2. Katlanmamis protein yanitinda molekiiler mekanizmalar
2.1.3. ER stresine bagli apoptozis mekanizmalari
2.2. ER Stresinin Iliskili Oldugu Patolojik Durumlar
2.2.1. Metabolik sendrom

2.2.2. Obezite ve yag dokusu

2.2.3. Insiilin direnci

2.2.4. Glukotoksisite ve lipotoksisite

2.2.5. Tip 2 Diabetes Mellitus

2.3. Visfatin

2.3.1. Visfatin/PBEF/Nampt proteininin 6zellikleri
2.3.2. NAD ve NAD-bagimli sirtuin enzimleri

2.4. Peroksizom Proliferatorleri ile Aktive Olan Reseptorler (PPAR)

3. YONTEMLER

3.1. Visfatin Ekspresyon Plazmidinin Transfeksiyon icin Hazirlanmasi

3.1.1. Plazmidin transformasyon i¢in hazirlanmasi
3.1.2. Kompetan bakterilerin hazirlanmasi
3.1.3. Kompetan bakterilerin transformasyonu

3.1.4. Miniprep ile plazmid DNA'sinin saflastirilmasi

vii

Sayfa

iii
Vi
Vil

Xiii

XVi

© 0 00 ~ W N DN P

W W W W W W NN NN DN DNDDN P
A B W DD DD DN O N WO PP O o



viii

3.1.5. Restriksiyon enzimi ile plazmidin kesilmesi 34
3.2. Hiicre Kiiltiirii 35
3.2.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi ve ekimi 35
3.2.2. Tripsinizasyon ve pasajlama 35
3.2.3. Hiicrelerin dondurulmasi 36
3.3. MTT Yontemiyle Sitotoksisite Calismalari 37
3.3.1 Tunikamisin ile sitotoksisite ¢alismasi 38
3.3.2. Palmitik asit ve linoleik asit ile sitotoksisite ¢alismasi 39
3.4. Hiicrelerde Protein Ekspresyonlarinin Gosterilmesi 40
3.5. Gen Ekspresyonu Tayini 42
3.5.1. Artan doz ve siirelerde tunikamisin uygulamasi 42

3.5.2. Visfatin ekspresyon plazmidinin HepG2 hiicrelerine gecici transfeksiyonu 42

3.5.3. Kontrol ve transfekte hiicre gruplarinda tunikamisin uygulamasi 43
3.5.4. Tunikamisin ve linoleik asit uygulamasi 43
3.5.5. Hiicre 6rneklerinden protein izolasyonu ve Western Blot 44
3.5.6. RNA izolasyonu 44
3.5.7. cDNA sentezi (RT-PCR) 45
3.5.8. Gergek zamanl kantitatif PCR (Real Time-PCR) 46
3.6. Hiicrelerde SIRT1 Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii 47
3.7. Hiicre I¢i Total Oksidan Diizeyinin Olciimii 48
4. BULGULAR 50
4.1. Visfatin Ekspresyon Plazmidinin Transfeksiyon icin Hazirlanmasi 50

4.2. HepG2 Hiicrelerinde Gegici Transfeksiyon Sonrasi Visfatin Ekspresyonu 50

4.3. HepG2 Hiicrelerinde PPARy Ekspresyonu 53
4.4. HepG2 Hiicrelerinde Sitotoksisite Calismalari 53
4.4.1. HepG?2 hiicrelerinde tunikamisin ile sitotoksisite ¢alismalari 53

4.4.2. HepG?2 hiicrelerinde palmitik asit ve linoleik asit ile sitotoksisite ¢aligmalar1 54

4.5. HepG2 Hiicrelerinde ER Stresi Olusturulmasi ve Gen Ekspresyonu

Degisiklikleri 55
4.5.1. Tunikamisinin doz bagimli olarak ER stresini uyarmast 55
4.5.2 Tunikamisinin visfatin ekspresyonuna etkisi 57

4.6. Plazmid Transfeksiyonu ile Visfatin Ekspresyonu Artirillan HepG2



Hiicrelerinde Gen Ekspresyonu Degisiklikleri

4.6.1. Visfatin ekspresyon artisinin ER stresine etkisi

4.6.2. HepG?2 hiicrelerinde linoleik asitin ER stresine etkisi

4.7. HepG2 Hiicrelerinde ER Stresinin SIRT1 Enzim Aktivitesine Etkisi
4.7.1. ER stresinin SIRT1 enzim aktivitesine etkisi

4.7.2 Visfatin ekspresyonu artisi ve linoleik asitin SIRT1 enzim

aktivitesine etkisi

4.8. HepG2 Hiicrelerinde ER Stresinin Oksidatif Stres ve inflamasyona
Etkisi

4.8.1 Visfatin ekspresyon artis1 ve linoleik asitin hiicre i¢i oksidatif stres ve
inflamasyona etkisi

4.9. SIRT1 Ekspresyonu Susturulan HepG2 Hiicrelerinde ER Stresine
Bagh Degisiklikler

4.9.1. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan HepG2
hiicrelerinde ER stresine bagl degisiklikler

4.9.2. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan HepG2

hiicrelerinde linoleik asitin ER stresine etkisi

4.9.3. SIRTI ekspresyonu susturulan HepG2 hiicrelerinde ER stresinin hiicre i¢i

oksidatif stres ve inflamasyona etkisi
4.9.4. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan HepG2

hiicrelerinde linoleik asitin hiicre i¢i oksidatif strese ve inflamasyona etkisi

4.9.5. SIRTL1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan HepG2

hiicrelerinde ER stresinin SIRT1 enzim aktivitesine etkisi

4.9.6. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan HepG2

hiicrelerinde linoleik asitin SIRT1 enzim aktivitesine etkisi
5. TARTISMA

6. SONUC ve ONERILER

KAYNAKLAR

58

58

59

60

60

61

61

63

64

64

66

66

68

69

70

72

81
83



ADP
AP-1
ATF-4
ATF-6
BCA
BiP
BKi
BSA
cADPR
cDNA
CRP
DDIT3
DEPC
DMEM
DMF
DMSO
DNA
ECL

E. coli
EcoRl
EDTA
elF2a
elF2p
eNampt
ER
ERAD
ETZ
FBS
FOXO1
GADD153
GLS1
GLS2
GLUT-4
GRP78
H1

H3

H4
HDL
HepG2

SIMGELER VE KISALTMALAR

Adenozin difosfat

Aktivator protein-1

Activating transcription factor-4

Activating transcription factor-6
Bicinchoninic acid

Binding protein

Beden kitle indeksi

Bovine serum albumin (sigir serum albiimini)
Cyclic adenosine diphosphate ribose
Complementary deoxyribo nucleic acid
C-reaktif protein

DNA damage-inducible transcript 3
Dietilpirokarbonat
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimetilformamid

Dimetil sulfoksit

Deoksiriboniikleik asid

Enhanced chemiluminescence

Escherichia coli

Escherichia coli Restriksiyon enzimi |
Etilendiamintetraasetikasit

Eukaryotic initiation factor 2 alpha
Eukaryotic initiation factor 2 beta
Ekstraseliiler nikotinamid fosforibozil transferaz
Endoplazmik retikulum

Endoplasmic reticulum-associated degradation
Elektron transport zinciri

Fetal bovine serum

Forkhead box protein O1

Growth arrest and DNA damage-induced gene-153

Golgi lokalizasyon sinyali 1
Golgi lokalizasyon sinyali 2
Glucose transporter-4
Glucose-regulated protein-78
Histon proteini 1

Histon proteini 3

Histone protein-4

High density lipoprotein (yiliksek yogunluklu lipoprotein)

Insan hepatoseliiler karsinom hiicreleri



H.0,
HRP
HSP70
HSPAS
19G
IL-1
IL-1P
IL-6
IL-7
IL-8
IxkK
iINampt
IRE-1
IRS-1
IRS-2
JNK

LB
LB-amp
LPL
MAP kinaz
MCP-1
MRNA
MTT
NAADP
NAD"
NADH
Nampt
NF«B
NMN
NO
PAGE
PBEF
PBS
PCR
PERK
PGC-la
Pl 3- kinaz
PKC
PPAR

o

B
Y

Xi

Hidrojen peroksit
Horseradish peroxidase (Bayir turpu proksidazi)
Heat shock protein 70
Heat shock 70 kDa protein 5
Immunoglobulin G
Interldkin-1
Interlokin-1 beta
Interldkin-6
Interldkin-7
Interldkin-8
Inhibitér kB kinaz
Intraseliiler nikotinamid fosforibozil transferaz
Inositol-requiring enzyme-1
Insiilin reseptdr substrati-1
Insiilin reseptdr substrat1-2
c-Jun N-terminal kinaz
Lysogeny broth
Lysogeny broth-ampicillin
Lipoprotein lipaz
Mitojen ile aktive protein kinaz
Monocyte chemotactic protein-1
Mesajci riboniikleik asit
(3-(4,5idimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromiir
Nikotinik asit adenin dintikleotid fosfat
Nikotinamid edenin diniikleotit (ylikseltgenmis)
Nikotinamid edenin diniikleotit (indirgenmis)
Nikotinamid fosforibozil transferaz
Niikleer faktor k B
Nikotinamid mononiikleotit
Nitrik oksit
Poliakrilamid jel elektroforezi
Pre-B-cell enhancing factor
Phosphate buffered saline (fosfatla tamponlanmis tuz ¢6zeltisi)
Polymerase chain reaction (polimeraz zincir reaksiyonu)
Double-stranded RNA-activated protein kinase-like ER kinase
PPAR gama koaktivator-1 alfa
Phosphoinositide 3-kinaz
Protein kinaz C
Peroksizom proliferatorleri ile aktive olan reseptorler
Alfa
Beta
Gama



PVDF
RNA
RT-PCR
SDS
Sir2
SIRNA
SIRT1
T2DM
TAG
TBS
TE
TNFa
TOS
TZD
UCP-1
UPR
VLDL
XBP-1

Xii

Poliviniliden floriir

Riboniikleik asit

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction
Sodyum dodesil siilfat

Silent information regulator-2

Small interfering RNA

Sirtuin 1

Tip 2 Diabetes Mellitus

Triagilgliserol

Tris-buffered saline (Trisle fosfatlanmis tuz ¢ozeltisi)
Tris-EDTA

Tiimor nekroz faktorii alfa

Total oxidant status (toplam oksidan diizey)
Tiazolidindion

Uncoupling protein

Unfolded protein response (katlanmamis protein yaniti)
Very low density lipoprotein (Cok diisiik yogunluklu lipoprotein)
X-box-binding protein-1



SEKILLER

Sekil 2.1. Insiilin direncinin molekiilewr mekanizmasi ve ER stresi ile iliskisi
Sekil 2.2. Memelilerde NAD sentezinde Visfatin/Nampt’in yeri

Sekil 2.3. PPAR izoformlar1 ve etki mekanizmasi

Sekil 3.1. Visfatin ekspresyon vektoriiniin haritasi

Sekil 3.2. SIRT1 aktivite tayin kitinin standard grafigi

Sekil 4.1. Miniprep ile hazirlanan plazmid DNA’larinin jel goriintiisii

Sekil 4.2. Miniprep ile hazirlanan plazmid DNA’sinin EcoRI restriksiyon
enzimi ile kesildikten sonraki jel goriintiisii

Sekil 4.3. HepG2 hiicrelerine visfatin plazmidinin transfeksiyonu sonrasinda
visfatin protein ekspresyonunun Western Blot ile gdsterilmesi

Sekil 4.4. Transfeksiyon sonrast hiicrelerde visfatin gen ekspresyonunun artisi
Sekil 4.5. HepG2 hiicre lizatlarinda PPARY protein ekspresyonunun

Western Blot yontemiyle gosterilmesi

Sekil 4.6. HepG2 hiicrelerinde farkli hiicre miktar1 ve tunikamisin dozlarinda
hiicre canliliginin % olarak ifadesi

Sekil 4.7. Farkli hiicre miktarlarinda ve 0-250 pg/mL doz araliginda
tunikamisinin sitotoksik etkisi

Sekil 4.8. Palmitik asit ve linoleik asitin farkli dozlarinda hiicre canliliginin
% olarak ifadesi

Sekil 4.9. Tunikamisinin HSPAS gen ekspresyonuna doz-bagimli etkisi
Sekil 4.10. Tunikamisinin DDIT3 gen ekspresyonuna doz-bagimli etkisi
Sekil 4.11. Tunikamisinin visfatin protein ekspresyonuna etkisinin

Western Blot yontemi ile gdsterilmesi

Sekil 4.12. Western Blot yontemi ile gésterilen visfatin protein
ekspresyonundaki degisikliklerin grafik olarak ifadesi

Sekil 4.13. Visfatin ekspresyon artisinin HSPAS ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.14. Visfatin ekspresyon artisinin DDIT3 ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.15. Linoleik asitin tunikamisin ve palmitik asit ile uyarilmis

HSPADS ekspresyonuna etkisi

Xiii

18
25
31
32
48
50

51

52
52

53

54

54

55

56

56

57

57

58

59

59



Sekil 4.16. Linoleik asitin tunikamisin ve palmitik asit ile uyarilmis

DDIT3 ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.17. Visfatin ekspresyon artisinin ve ER stresinin SIRT1 enzim
aktivitesine etkisi

Sekil 4.18. ER stresi olusturulmus hiicrelerde linoleik asitin SIRT1

enzim aktivitesine etkisi

Sekil 4.19. Visfatin ekspresyon artisinin ve ER stresinin hiicre i¢i

oksidatif strese etkisi

Sekil 4.20. Visfatin ekspresyon artisinin ve ER stresinin NFkB ekspresyonuna
etkisi

Sekil 4.21. ER stresi olusturulmus hiicrelerde linoleik asitin hiicre i¢i oksidatif
strese etkisi

Sekil 4.22. ER stresi olusturulmus hiicrelerde linoleik asitin NFkB
ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.23. SIRT1 ekspresyonunun susturulmasi ve visfatin ekspresyonunun
artirllmasimin HSPAS ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.24. SIRT1 ekspresyonunun susturulmasi ve visfatin ekspresyonunun
artirllmasinin DDIT3 ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.25. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan
hiicrelerde linoleik asitin HSPAS ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.26. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan
hiicrelerde linoleik asitin DDIT3 ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.27. SIRT1 ekspresyonunun susturulmasi ve visfatin ekspresyonunun
artirilmasinin hiicre igi oksidatif strese etkisi

Sekil 4.28. SIRT1 ekspresyonunun susturulmasi ve visfatin ekspresyonunun
artirilmasinin NFkB ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.29. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan
hiicrelerde linoleik asitin hiicre i¢i oksidatif strese etkisi

Sekil 4.30. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan
hiicrelerde linoleik asitin NFxB ekspresyonuna etkisi

Sekil 4.31. SIRT1 ekspresyonunun susturulmasi ve visfatin ekspresyonunun

artirtlmasinin SIRT1 enzim aktivitesine etkisSi

Xiv

60

60

61

62

62

63

64

65

65

66

67

67

68

69

69

70



XV

Sekil 4.32. SIRT1 ekspresyonu susturulan ve visfatin ekspresyonu artirilan
hiicrelerde linoleik asitin SIRT1 enzim aktivitesine etkisi 71
Sekil 5.1. Visfatinin ER stresini ve muhtemel insiilin direncini azaltici etkisinin

molekiiler mekanizmasi 82



TABLOLAR

Tablo 2.1. ER stresini uyaran etkenler
Tablo 2.2. Katlanmamuis potein yanitinin hedefleri

Tablo 3.1. Western blot i¢in lizis tamponu hazirlama tablosu

XVi

40



1. GIRIS ve AMAC

Obezite, diinyada oldugu gibi lilkemizde de giderek yayginlasan ve basta
kardiyovaskiiler hastaliklar olmak tizere yol agtigi komplikasyonlar bakimindan
onemli toplumsal saglik sorunlari olusturan bir durumdur (1). Obezitede hiicre i¢i
asirt lipit birikiminin yarattigi stres, metabolizma icin bir tehdit olusturur Bu
durumdan en ¢ok etkilenen organeller mitokondri ve endoplazmik retikulumdur (2).
Ortaya cikan oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER) stresi inflamasyonu
aktive eder (3,4). ER stresinin, insiilin direnci ve tip 2 diabetes mellitus ile iliskili
oldugu gosterilmistir (5).

Visfatin, viseral yag dokusunda yiiksek oranlarda yapildig1 gosterilmis olan ve
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) sentezi yolaginda hiz kisitlayict basamakta
yer alan bir enzimdir (nikotinamid fosforibozil transferaz) (6). Obez kisilerin
serumlarinda visfatin diizeyleri artmis olarak bulunmus ve yapilan in vivo
calismalarda insiilin direncini azaltarak kan sekerini diisiiriicii etkisi oldugu
gosterilmigtir.

Bu arastirmanin hipotezi, visfatinin ER stresinde sentezinin artabilecegi ve
artmig visfatinin NAD-bagimli sirtuinler (6r. SIRT1) ve PPARY iizerinden olumlu
etkilerini gosterebilecegi yoniindedir. Bu calismada glukoz metabolizmasinda,
ozellikle de instilin direncinin gelismesinde onemli rolii olan ER stresi ile visfatin
ekspresyonu arasindaki karsilikli iligkinin (birbirlerine etkilerinin) incelenmesi ve
visfatin etki yolunda rol almasi olas1 molekiiller (sirtuin 1, PPARy gibi) lizerinden
instilin  direncini  azaltan etkinin molekiiler mekanizmasinin tanimlanmasi
amaclanmaktadir.

Caligmamiz kapsaminda insan kaynakli hepatoseliiler karsinom hiicrelerinin
(HepG2) kiiltiirti yapilip, kiiltiirdeki hiicrelerde ER stresi deneysel olarak uyarilmis,
ER stresinin visfatin ekspresyonuna, SIRT1 aktivitesine ve baz1 oksidatif stres ve
inflamasyon parametrelerine etkisi arastirilmistir. Visfatinin ER stresine etkisini
aragtirmak amaciyla hiicrelere visfatin ekspresyon vektorii transfekte edilerek
visfatin ekspresyonu artirilmis, PPARy’nin visfatin etki yolundaki roliinii arastirmak
amaciyla hiicrelere PPARY ligandlar1 eklendikten sonra hiicrelerde ER stresi uyarilip
ER stresinin visfatin ekspresyonuna, SIRT1 aktivitesine ve bazi oksidatif stres ve

inflamasyon parametrelerine etkisi arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

Ozellesmis bir protein katlanma boliimii olan endoplazmik retikulum,
Okaryotlarda salgisal yolagin ilk kompartmanidir. Membranla gevrili olan ER’nin
limeni topolojik olarak hiicre dist bosluga denktir ve post-translasyonel
modifikasyonlar ile salgilanan ve transmembran proteinlerin katlanmasi igin uygun,
Ozellesmis bir ortam sunar . ER'de protein, lipit, karbonhidrat ve steroid sentezi
yapilabilir (7). iki alt tipi bulunur: Graniilli endoplazmik retikulum ve diiz
endoplazmik retikulum. Insan hiicresinde niikleus porlar1 graniillii ER, graniillii ER
ise golgi aparati tarafindan takip edilir ve golgi hiicre membrani ile iligkilidir (8).
Diiz ER, karakteristik olarak ii¢ tip hiicrede bulunur: i) Adrenal korteks gibi steroid
hormon sentezleyen hiicrelerde, ii) Karacigerde (oksidasyon, konjugasyon ve
metilasyonda rol alarak toksik maddelerin detoksifikasyon veya nétralizasyonu
saglanir), iii) Kas hiicrelerinde (sarkoplazmik retikulum adini alarak) kontraksiyonu
diizenleyen Ca*? iyonlarinin salinimimi diizenler (9).

ER, lipit ve sterol sentezi, hiicre i¢i serbest Ca*? depolanmasi, protein
katlanmasi, protein  maturasyonu, salgisal ve membran proteinlerinin
yonlendirilmesinden sorumlu ana organeldir. ER igerdigi sitokrom P450 enzimleri
nedeniyle ila¢ metabolizmasinda énemli rol oynar. Protein sentezinin fazla oldugu
dokularda (egzokrin salgt bezleri, endokrin salgi bezleri — pankreas, bobrekiistii
bezleri, tiroid bezi vb.), lipit sentezinin fazla oldugu dokularda (karaciger, yag
dokusu) ve metabolik hizin yiiksek oldugu veya yiikseldigi tiim dokularda olduk¢a
aktiftir (10). Hatali proteinleri taniyan, hatalarinin diizeltilmesi veya yikilmasi
konusunda yonlendiren bir kalite kontrol sistemi ile birlikte ¢alismaktadir (11). Bu
kalite kontrol sisteminin kapasitesi asildiginda ER stresi olusur (12). ER’nin
islevlerini bozan ya da yavaslatan her kosul ER stresine sebep olur (Tablo 2.1).
ER’de bulunan diizenleyici mekanizma, stres yaratan durumu ortadan kaldirmaya
yonelik ¢aligir. Buna katlanmamis protein yaniti (unfolded protein response, UPR)
ad1 verilir (13). Bazen sadece katlanma hatasindan degil, yiik artisindan da benzer bir
yanit ortaya ¢iktigindan ER asir1 yiik yanit1 (ER overload response, EOR) olarak da
adlandirihir (14).



Tablo 2.1. ER stresini uyaran etkenler

Hipoksi, iskemi, reperfiizyon

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasi,  oksidatif stres

Metabolik degisiklikler

Glukoz eksikligi veya hiperglisemi

Besin ve metabolit artisi

Hiicre i¢i kolesteroliin artisi

Doymus yag asidi artis1

Hiicre ici fosfolipitlerin azalmasi

Kolesterol/fosfolipit oraninin artmasi

Metabolik hiz artisi

ATP’nin azalmasi

Hiperhomosisteinemi

Viral enfeksiyonlar

Hiicre i¢i kalsiyum iyonu konsantrasyon degisiklikleri

ER kalsiyum deposunun bosalmasi

Protein sentezi ile ilgili degisiklikler

Protein sentezinin artist

Mutant ve/veya yanlis katlanmis protein yiikiiniin artigi
Posttranslasyonel modifikasyon bozukluklar: (Protein glukozilasyonunun
veya disiilfid bagi olusumunun bozulmasi)

Mitokondri hasar1

Hiicre i¢i demir iyonu yiikiiniin artist

Diger metal intoksikasyonlari (kadmiyum, civa, nikel, kobalt, lantan)
Deneysel (Tunikamisin, tapsigargin, doymus yag asitleri, glukoz, DTT,
merkaptoetanol, BSA, H,0,,)

2.1.1. Katlanmamis protein yamiti (UPR)
Fizyolojik olarak koruyucu ve homeostazisi korumaya yonelik bir sinyal iletim
yolagi olan UPR, yeni sentezlenen proteinlerin yiikii ile ER’nin protein maturasyonu
kapasitesini dengelemek tlizere gelismistir ve hiicredeki yiikiin hiicre igi islevleri geri

dontigsiiz olarak bozmasina bastan engel olmak amaciyla ortaya ¢ikar (15). UPR ile



hiicre, maruz kaldig1 stres uyaranini ortadan kaldirmaya calisir (Tablo 2.2). UPR
sirasinda genel protein translasyonu durur, yalnizca stres yanitinda yer alan
elemanlarin sentezi siirer (16). Translasyon baslama hizi eIF2a’nin blokaji ile azalir.
Saperon proteinlerin ve protein foldazlarin ekspresyonu artar (11). ER-iliskili protein
degradasyonu artar (17). UPR esnasinda ayni anda hem sagkalima, hem de
apoptozise yonelik sinyaller etkinlestirilir (18). Uyaran bertaraf edildiginde siireg
sagkalim ile sonuglanir (15). Uzun siiren UPR sonucunda stres ortadan
kaldirilamadiginda hiicre apoptozise yonlendirilir. Uyarimin siddeti ¢ok yliksekse
veya uzayan stres durumu s6z konusu ise UPR once islev bozukluguna, daha sonra
apoptozise yol agar (19). Son yillarda yapilan ¢alismalarda kronik ER stresi yaratan
kosullarin ve ER stresine verilen yanittaki bozukluklarin bazi hastaliklarin
patogenezinde yer aldigi gosterilmistir (20). Kronik ER stresi uyaranlarina maruz
kalinmasi, uzun siiren UPR ve UPR yolaginda yer alan elemanlarda mutasyonlar, ER

stresi sonucu hiicre 6limiinii artiran faktorlerdir (21).

Tablo 2.2. Katlanmamis potein yanitinin hedefleri

Hiicre ici biyosentez yiikiinii azaltmak

Katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikimini 6nlemek
Enfekte veya sagliksiz hiicreyi elimine etmek

Kontrollii olarak biiyiime, gelisme ve farklilagsmay1 saglamak
ER’nin protein katlama kapasitesini artirmak

Islenmemis protein birikimini engellemek

Hiicre ici islevlerin siirekliligini saglamak

2.1.2. Katlanmamis protein yanitinda molekiiler mekanizmalar

UPR sirasinda ii¢ ER yerlesimli transmembran protein (IRE-1, inositol-
requiring enzyme-1; PERK, protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase;
ATF-6, activating transcription factor 6) aktive edilir. Bu proteinler araciligiyla stres
sinyalleri iletilerek degisik transkripsiyon faktorlerinin yapimi, molekiiler
saperonlarin indiikksiyonu, ER-iligkili protein degradasyonunun artisi, fosfolipit
sentezi ve apoptozis uyarilmis olur (22). Stres uyarani olmadigi durumda, GRP78

(glucose-regulated protein 78) saperon proteini, ER stresini algilayan transmembran



kinazlarin luminal bolgelerine bagli konumdadir. GRP78 artan protein trafigi, mutant
proteinlerin sentezi, viral enfeksiyonlar ve glukoz aclig1 gibi stres durumlarinda ER
stresini algilayan transmembran protein kinazlardan ayrilir, katlanmamis proteinlerin
hidrofobik bolgelerine baglanir ve katlanmayan proteinleri ERAD (ER-associated
protein degradation)’a gonderir (23). GRP78’in ayrilmasi ile aktive olan PERK,
Okaryotik translasyon baglama faktorlerinden elF2a’y1 fosforilleyerek translasyonu
durdurur; ATF-6 golgiye go¢ eder, orada aktive olur, niikkleusa gider ve protein
katlanmasi ile ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive ederek ER’nin katlama
kapasitesini artirir (24).

ER stresi durumunda GRP78’in dimerizasyon bdlgesinden ayrilmasi ile IRE-
1 dimerize olur ve otofosforilasyona ugrayarak aktiflesir (25). IRE-1’in memelilerde
iki izoformu vardir. IRE-10q, biitiin dokularda bulunurken, IRE-1P sadece bagirsak
epitelinde goriilmektedir. UPR’nin IRE-1 kolu, evrim siiresince en iyi korunmustur.
IRE-1, Jun N-terminal kinaz1 (JNK) aktive ettiginden pro-apoptotik kabul edilir (26).
JNK’nin timor nekroz edici faktor o (TNFo) reseptorii aktivasyonu ile hiicre
oliimiini tetikledigi gosterilmistir (27). INK biiylime faktorlerinin uyardigi sinyal
yollarin1 baskilayarak protein sentezi yoniindeki talepleri engeller (28). Aktive olan
JNK insiilin sinyalinde yer alan insiilin reseptorii, IRS-1 ve IRS-2’yi serin
rezidiilerini fosforilleyerek insiilinin hiicre i¢ine sinyal iletmesini inhibe eder ve
boylece insiilin direnci olusur (29). Bu yol ile IRE-1, ER {izerine binecek insiilin
uyarimli protein sentezi ve modifikasyonu yiikiinii engellemis olur (30).

IRE-1 enzimi, sitozolik kinaz ve endoriboniikleaz bolgeleri iceren tip I ER
transmembran proteindir (31). Memelilerde tiim hiicrelerde bulunur. ER stresi ortaya
¢iktiginda ER membran diizleminde oligomerize olup sitozol tarafindaki kinaz ve
endoriboniikleaz iglevlerini aktive eder (32). IRE-1 endoriboniikleaz bdlgesi ile
XBP-1 mRNA’sm1 kesip yeniden diizenler ve aktif transkripsiyon faktorii XBP-1s
olusur (33,34). Bu transkripsiyon faktoriiniin hedefleri fizyolojik kosullarda bazal
olarak ekspresyonu olan genlerdir (35). XBP-1s, ER stresi uyarildiginda ER’nin
protein katlama kapasitesini artiran ve serbest kalsiyum iyonunu ER liimenine tekrar
baglayan proteinlerin ekspresyonunu artirir. ER stresinin salgi yapan hiicrelerin
biiyiimesi, gelismesi ve salgi islevleri i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. XBP-1s

saperonlarin, ERAD elemanlarinin ve ER genislemesini saglayan proteinlerin



genlerinin transkripsiyonunu aktive ederek ER islev kapasitesini artirir ve ER
stresinin azalmasini saglar (28). Boylece ER iizerine binen yiik azalir ve ER
homeostazisi korunmus olur (30).

UPR sirasinda genel protein translasyonu durur, yalnizca stres yanitinda yer
alan elemanlarin sentezi siirer. Translasyon baslama hizi elF2o’nin blokaji ile azalir
(36). Saperon proteinlerin ve protein foldazlarin ekspresyonu artar. ER-iligkili
protein degradasyonu artar (37). UPR esnasinda ayni anda hem sagkalima, hem de
apoptozise yonelik sinyaller etkinlestirilir. Uyar1 ortadan kaldirildiginda siireg
sagkalim ile sonuglanir. Uzun siiren UPR sonucunda stres ortadan kaldirilamiyorsa
hiicre apoptozise yonlendirilir. Uyariin siddeti ¢ok yliksekse veya uzayan stres
durumu s6z konusu ise UPR 0Once islev bozukluguna, daha sonra apoptozise yol agar.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda kronik ER stresi yaratan kosullarin ve ER stresine
verilen yanittaki bozukluklarin bazi hastaliklarin patogenezinde yer aldig
gosterilmistir. Kronik ER stresi uyaranlarina maruziyet, uzun stiren UPR ve UPR
yolaginda yer alan elemanlarda mutasyonlar, ER stresi sonucu hiicre 6limiinii artiran
faktorlerdir. Yapilan caligmalarda metabolik kosullarin hiicre ve ER’nin yiikiini
artirdigi ve kronik ER stresine yol actigi gosterilmistir. Kronik hastaliklarin
patogenezinde yer aldig1 gosterilen ER, hiicresel stresi takip eden ve hiicreyi tehdit
eder diizeyde stres uyarilarina karsilik gelen yaniti inflamatuvar sinyallere
doniistiiren bir organel olarak yeniden tanimlanmistir (12).

ER icinde proteinlerin hatasiz katlanmasi, katlanmis haldeki proteinlerin
konformasyonlarinin korunmasi1 ve katlanma sirasinda olusan ara yapilarin
kiimelesip kalmamasini saglayan molekiiler saperonlar bulunmaktadir (10). ER
saperon proteinlerinin su ana dek en ayrintili incelenmis olanlarindan biri GRP78’dir.
GRP78, ilk olarak i¢inde glukoz bulunmayan besiyerinde biiyiitiilen hiicrelerde
sentezi artmis bir protein olarak kesfedilmistir, bu nedenle glukoz ile regiile protein
admi1 almistir (38). Sonrasinda ER’de bulunan bir protein oldugu ve sentezinin ER
islevlerini ve ER homeostazisini bozan bir grup cevresel ve fizyolojik stres
kosulunda arttig1 anlagilmistir (25). GRP78, HSP70 (Heat Shock Protein-70) ile %60
benzerlik tasir, fakat bir 1s1 sok proteini degildir (39). ER stresini uyaran kosullar
ortaya ¢iktiginda, ER membraninda bagl olarak bulunan GRP78 serbestlesir (40).
GRP78, kaspaz aktivitesine miidahale ederek apoptotik siireci bloke eder (41).



Koruyucu etkinin GRP78 sayesinde UPR’nin ilk etkinlestigi donemde agir bastigi,
fakat bir siire sonra uyariya karsi yanit yetersiz kalinca apoptotik siirecin 6ne ¢iktigi
ongoriilmektedir (42). Bertaraf edilemeyen ER stresi uyarisinin bir siire sonra IRE-
1 sinyal yolagin1 baskilayip IRE-1 aktivitesini sonlandirdig1 gézlemlenmistir (9,43).

ER transmembran proteini olan PERK, memelilerde tiim hiicrelerde bulunur.
PERK luminal bolgesinden, protein katlanma dongiisiinde rol oynayan bir saperon
olan GRP78/BiP proteinine baglidir (44). Katlanmamis ya da yanlhis katlanmis
proteinlerin limende birikmesi GRP78’in PERK’ten ayrilmasina ve PERK’in
oligomerize olmasma neden olur. Oligomerizasyon sonucunda PERK otofosforile
olur ve kendini aktive eder (45). Aktive olan PERK, translasyon baslama faktorii
elF2a’y1 fosforile eder. elF2a fosforile iken elF2B’ya bagh kaldigindan translasyon
baglama kompleksi olusamaz ve translasyon durdurulur (36). elF2o’nin
fosforilasyonu sonucu genel protein translasyonunu azaltirken, UPR i¢in gerekli
beliri mRNA’larin translasyonunu uyarmaktadir (16). ER stresi durumunda
Okaryotik translasyon baglama faktorii elF2o’nin fosforilasyonu artar. elF2a’nin
altbirimi fosforillendiginde genel protein translasyonunu durdurur. Bu sirada sadece
ATF4 (activating transcription factor-4) translasyonu artar. ATF4, amino asit
sentezini artirir ve hiicre i¢i redoks homeostazisini indirgeyici faktorleri artirarak
saglamaya galisir (46).

ATF-6, sitozolik bolgesi transkripsiyon faktorii olarak gorev yapan tip II ER
transmembran proteinidir (47). ATF-6’nin luminal boélgesinde GLS1 (Golgi
Localization Signal 1) ve GLS2 (Golgi Localization Signal 2) olarak adlandirilan
golgiye lokalizasyon sinyalleri bulunur. GRP78, GLS1’e bagl durumda ATF-6’y1
ER membraninda tutar. ER lumeninde katlanmamis proteinlerin varlignt GRP78’in
GLS1’den ayrilmasina neden olur ve GLS2 aktive olarak ATF-6’nin golgiye gogiinii
uyarir. Bir serin proteaz olan S1P luminal bélgesini, bir metalloproteaz olan S2P ise
transmembran bolgesini keserek ATF-6"nin sitozolik bdlgesini serbestlestirir, serbest
haldeki ATF-6 niikkleusa giderek transkripsiyonu baglatir (47). ATF-6, UPR’nin
onemli elemanlarindan XBP-1’in transkripsiyonunu uyarir (48).

ER stresine karsilik ortaya ¢ikan UPR yanitinda yer alan molekiillerin biiyiik
cogunlugu ikili etkiye sahiptir (49). Aynt molekiil, ayn1 anda hem sagkalima yonelik
hem de hiicre 6liimiine yonelik yolaklari etkinlestirebilir (50). UPR yanitinda yer



alan tiim molekiillerin yaptig1 isin toplami ER’de son kararin verilmesini saglar:
Koruyucu etki baskinsa hiicre yasamini siirdiiriir, pro-apoptotik etki baskinsa hiicre
oliir. Tek bir hiicre diizeyinde ve fizyolojik kosullarda bakildiginda, sag kalamayacak
ve saglikli islev goremeyecek bir hiicrenin programli hiicre 6liimiine gitmesi, hatali
islemler yapmasini ve ¢cogalmasini engellediginden organizma acisindan olumludur.
Kronik ER stres uyaranina maruz kalan bir dokuda bu durum doku/organ
disfonksiyonu ya da hasarina yol actigindan olumsuz sonuglar1 olan bir durumdur
(20).

2.1.3. ER stresine bagh apoptozis mekanizmalari

ER stresi yaratan kosullarin uzamasi, proteaz ve kinazlarin dogrudan
aktivasyonu ve hiicre i¢i kalsiyumun artistyla mitokondrial yolu aktive eden bir etki
olusturur. ER ile mitokondri arasinda yer degistirerek hiicre icinde c¢ok diisiik bir
derisimde tutulan kalsiyumun da 6nemli bir apoptotik diizenleyici oldugunu gdsteren
bulgular vardir (51). Hiicre iginde ER depolarinda kalsiyum diizeyi diisiikse seramid,
oksidatif stres gibi apoptotik uyarilar 6liime yol agmamaktadir. Calismalar ER’den
salinan kalsiyumun mitokondride diizeyinin arttigini ve bunun da mitokondrial
apoptotik yolu uyardigini diisiindiirmektedir (50). ER, hiicre i¢i kalsiyum dengesi,
sentezi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren birgok siirecte kritik dneme
sahiptir (52). Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis igin
esas teskil eden bir kaspazdir. Kalsiyum seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin
endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz-12 aktive olur (53). Ayrica kaspaz-
7 salinimi ile de prokaspaz-12 salinimi arasinda bir baglanti bulunur. Aktiflenmis
kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik
kaspaz kaskadini aktive eder (54). Son ¢aligsmalar, in vivo ve in vitro olarak kaspaz-
12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir.

2.2. ER Stresinin liskili Oldugu Patolojik Durumlar

ER’nin islevini diizgilin olarak yerine getirememesi ¢esitli hastaliklara neden
olmaktadir. Bir¢cok nedene bagli olabilir. ER’den beklenen is yiikiiniin artmasi, viral
enfeksiyonlar, inflamatuvar sinyal yollarinin aktive edilmesi ve salgi veya membran
proteinleri gibi translasyon sonrasi modifikasyona ugrayan proteinleri kodlayan
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanan hastaliklarda ER’nin biinyesindeki bir

bozukluktan daha ¢ok, ER disindaki etmenler rol oynar (48). ER dis1 etmenlerden



baska, ER’nin islevini yerine getirmesini saglayan proteinlerde ve UPR sinyal yolu
proteinlerindeki genetik defektler de ER depo hastaliklarina neden olabilirler (7).
Bir¢ok genetik gecisli hastalik ER stresi ile iligkilidir.

Artmis protein sentezi nedeniyle artmis protein katlanma talebi, artmis yiik
nedeniyle protein katlanma hatalarinin artmasi, artmig protein sentezi nedeniyle
Mmutant protein sayisinin artmasi Ve posttanslasyonel modifikasyonlarin aksamasi,
ER’nin protein katlama kapasitesinin azalmasi, ER membran biitiinliigliniin ve
akigkanliginin bozulmasi, hatali katlanmis proteinlerin taninmamasi, UPR’nin
uygunsuz aktivasyonu, aktive olmamasi, uzamasi veya yetersiz kalmasi (hipoplazi,
biliylime geriligi, apoptozis, stres faktorlerine agir1 duyarlilik) gibi sorunlar ER stres
yanitinin patolojik durumlarla sonug¢lanmasina neden olur (55).

UPR’nin aktif oldugu patolojilerde etkilenen dokular/organlar arasinda yag
dokusu, pankreas Langerhans adaciklari, karacigerdeki hepatositler ve stellate
hiicreler, iskelet kasi, kalp kasi, noronlar ve glia hiicreleri sayilabilir.

Bu dokularla baglantili olarak UPR’nin aktif oldugu patolojik durumlar ise
non-alkolik steatohepatit (NASH) (56) , alkolik steatohepatit, insiilin direnci, tip 2
Diabetes Mellitus (T2DM), obezite (57) , kronik inflamasyon (2) , viral
enfeksiyonlar (58) , koroner arter hastaligi (59) ve norodejeneratif hastaliklardir
(Alzheimer, Parkinson, otoimmiin demyelinizan hastaliklar vb) (60).

2.2.1. Metabolik sendrom

Kardiyovaskiiler hastaliklar, tiim diinyada o6liim nedenlerinin %30’unu
olusturdugunun anlasilmasindan bu yana koruyucu hekimligin en 6nemli hedefi
haline gelmistir (61). Onceleri hiperkolesterolemi, ateroskleroz igin en dnemli risk
faktorli olarak kabul edilmekteydi ve kolesterol diisiiriicii tedavi kardiyovaskiiler
hastaliklardan koruyucu oOnlemlerin en basinda geliyordu. Yapilan c¢alismalar
sonucunda kardiyovaskiiler risk tasiyan insanlarin bir kisminda hiperkolesterolemi
olmadigmin  saptanmast bu yaklasimin  degismesi gerektigi  anlasilmustir.
Hiperkolesterolemiden bagimsiz olarak, bazi yiiksek aterojenik risk/durumdaki
hastalarda ayni zamanda T2DM, hiperlipitemi ve hipertansiyon gibi hastaliklarin
birlikte bulundugunun goézlemlenmesi, bu hastaliklarin rastlantisal olarak bir araya
gelmediginin, tim bu hastaliklarin eszamanli ortaya ¢ikmasina yol acan 6nemli bir

etkenin olabileceginin 6ngdriillmesine neden olmustur (62). 1980’li yillarin sonunda
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obezite, T2DM, hipertansiyon, hiperlipitemi ve aterosklerotik kalp hastaligi ayni
hastalarda gozlemlenerek bunlarin ayni metabolik bozukluktan kaynaklandig: ileri
stiriilmiis; obezite, hiperglisemi, glukoz tolerans bozuklugu, hipertriagilgliserolemi,
azalmig HDL diizeyi, hipertansiyon ve koroner arter hastaligi1 bilesenlerinden olusan
sorun “sendrom X olarak adlandirilmistir (63,64). Daha sonra “metabolik sendrom”
olarak adlandirilan bu sendromda, birden ¢ok risk faktoriiniin bir araya toplanarak
yiikksek aterojenik durum/risk olusturdugu ortaya atilmistir (65). Metabolik
sendromlu bireylerde kardiyovaskiiler hastaliklarin (koroner arter hastaligi, kalp
yetmezIligi) daha yaygin goriildiigii saptanmig, fakat tiim bu hastaliklarin
birlikteligine neden olan anahtar mekanizma sendromun tanimlandigi yillarda
aciklanamamustir. Insiilin direncinin metabolik hastaliklarda énemli rol oynadig
uzun yillardir distintildigi halde ilk tanimlandigi yillarda metabolik sendrom
bilesenleri arasinda yer alan hastaliklardan hiperglisemi disinda higbiri ile insiilin
direnci arasinda dogrudan bir iliski kurulmamistir. Uluslararas1 T2DM
Federasyonu’nun (International Diabetes Federation, IDF) acikladigi metabolik
sendrom taniminda intraabdominal, viseral yag dokusu hacminin artiginin
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumu yoniinde riskler ortaya koydugu ilk kez
belirtilmistir (66).

Metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastalik riskinin artisiyla iligkili
metabolik bozukluklarin birlikte goriildiigii bir hastalik toplulugudur (67). Tani i¢in
IDF 2005 kriterleri kullanilir. Metabolik sendromun santral obezite (bel ¢evresinin
erkeklerde 102 cm, kadinlarda 88 cm’den genis olmasi veya beden kitle indeksi,
BKI>30), serum triagilgliserol degerinin 150 mg/dL’den yiiksek olmasi, HDL nin
erkeklerde 40, kadinlarda 50 mg/dL’den az olmasi, Kan basinci yiiksekligi
(sistolik>130 mmHg, diastolik>85 mmHg), yiiksek aglik kan glukoz degeri (>110
mg/dL) olmak {iizere 5 kriteri tanimlanmistir; metabolik sendrom tanisi igin 5
kriterden en az 3’{iniin birlikte bulunmas1 gereklidir.

Metabolik sendromun etyolojisi ii¢ kategoride incelenebilir: Obezite ve yag
dokusu bozukluklari, insiilin direnci ve bagimsiz faktorler (vaskiiler, hepatik,

inflamatuvar, vb).
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2.2.2. Obezite ve yag dokusu

Obezite, kronik asir1 besin alim1 sonucunda yag dokusu hacminin ve viicut
agirh@ginin artis1 olarak tanimlanmaktadir. Obezitenin tiim diinyada gittikce daha
yaygin goriilmesi ve obeziteye bagli hastaliklarin morbidite ve mortalite oranlarinin
yiikselmesi, arastirmalar1 obezite ve komplikasyonlarinin patogenezini anlamaya
yoneltmistir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda, obezite sonucunda ortaya ¢ikan
metabolik sorunlarin diyetle asir1 yiiklenilen yag dokusunun islevlerini dinamik
olarak diizenleyen sistemlerdeki aksakliklardan kaynaklandigi one siiriilmiis ve bu
yonde bazi bilgilere ulasilmistir (68). Bu nedenle, yag dokusu artisinin obezite
komplikasyonlarindaki etkisini anlamak ve sonuglariyla iligkilendirmek i¢in Once
fizyolojik ve patolojik sartlarda yag dokusunun iglevlerini anlamak gereklidir.

Yag dokusu viicutta en biiyiik enerji deposudur ve enerjinin yag hiicresinde
depolanmasit ve salgilanmasi hormonal sinyallerle (insiilin, katekolaminler,
glukokortikoitler gibi) kontrol edilir (69). Yag dokusunun hiicre sayis1 ve hacmi,
enerji gereksinimi ve besin alimina bagli olarak yasam boyu degisebilir (70).
Puberteye kadar yag hiicresi artis1 siirerken, sonrasinda yag hiicresinde mitoz
goriilmez (71) ; puberte Oncesi obezitede yag dokusu hiperplazik, yetiskinlerde
obezitede hipertrofiktir (72,73). Yag hiicrelerinde enerji depolama ve salgilama
islevleri karmasik sistemler tarafindan yonetilir. Yag hiicresi,hiicre dis1 siviya
sitokinler, hormonlar salgilayan aktif bir hiicredir (74). Bu salgi tirtinleri ile endokrin,
parakrin ve otokrin yolla diger hiicrelerle iletisim halindedir; ayrica dosaimda
bulunan hormonlar ve sitokinlere membran reseptorleri araciligi ile, yag asitlerini
kana vererek veya hiicre igine alarak, depolayarak ve hormon/sitokin salgilayarak
yanit verir (75,76).

Yag dokusu kahverengi ve beyaz yag dokusu olarak ikiye ayrilir. Kahverengi
yag dokusu hiicrelerinde ¢ok sayida “uncoupling protein-1” (UCP-1) igeren
mitokondrileri olmasi, eriskinde ¢ok az bulunmasi ve termoregiilasyonda gorev
almas ile beyaz yag dokusundan ayri incelenir (78,79). Beyaz yag dokusu, viseral
yag (karin boslugunda i¢ organlar etrafinda yerlesmis olan yag, omental yag) ve deri
alt1 yag olmak iizere iki kisimda incelenir. Viseral yag total viicut yagmin %10 ila
20’sini olusturur. Deri alti ve viseral yag arasinda hiicre biyiikliigi, kapiller agi,

membran reseptorleri, yag asidi salgilama depolama yonlerinden farklar bulunur (80)
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Yag dokusu ve yag hiicreleri kan damarlar ile yakin iligkilidir ve iyi geligmis
bir kapiller aga sahiptir. Yag dokusu kapillerleri iskelet kas1 kapillerlerine gore daha
gegcirgen ve lipoprotein lipaz (LPL) bakimindan zengindir (81).

Obezite, insiilin direnci ve metabolik sendrom gelisiminde iyi bilinen bir risk
faktoriidiir (82). Toplam yag miktarina ek olarak, viseral yag dagilimi insiilin direnci
gelisimine daha fazla katkida bulundugundan yag dokusu dagiliminda 6nem
tasimaktadir (83,84). Viseral yag dokusu, metabolik islevlerde 6nemli baz1 faktorler
sentezleyip salgiladigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu faktorler iginde glukoz
metabolizmasinda fizyolojik ve patofizyolojik etkileri iyi tanimlanmis olan serbest
yag asitleri ve cesitli metabolik fonksiyonlar1 kontrol eden otokrin, parakrin ve
endokrin etkilere sahip adipositokinler olarak adlandirilan proteinler vardir (85). Bu
adipositokinlerden bazilarinin insiilin direnci gelisimiyle iliskili oldugu gosterilmistir
(86,87). Adipositokinler kas, karaciger gibi insiilin hedef organlarinda insiilin
direncini lokal ya da distal etkileriyle artirabilir ya da etkilerini néroendokrin,
otonomik veya immun yolaklar araciligiyla gosterebilirler (88).

Yag dokusu, fizyolojik kosullarda islevlerini yliriitiirken cesitli sinyaller
alarak ve gondererek aktif olarak metabolik degisikliklerden haberdar edilir (89).
Adipositlerden sentezlenen bu adipokinlerin homeostaziste, immiin yanitta,
vazoregiilasyonda ve steroid metabolizmasinda rol aldigi bilinmektedir (85). Bu
proteinlerin bircogu yag kitlesi artisiyla birlikte artmaktadir ve bir kismi obezitenin
birgok morbiditesinden sorumluyken, bir kism1 da koruyucu etkiye sahiptir. Bilinen
adipokinler arasinda TNFa, leptin, interlokin-6, adiponektin, rezistin, adipsin ve
visfatin sayilabilir (90).

Endokrin etkilerinin oldugunun kesfedilmesi, yag dokusunu duragan bir
enerji deposundan dinamik bir metabolik diizenleyici konumuna getirmistir (91).
Yag dokusu islev ve viicuttaki dagilimina gore kahverengi-beyaz ve viseral-cilt alti
olarak iki ayr1 bigimde siniflandirilir. Kahverengi yag dokusu, lipitlerin oksidasyonu
sonucu 1s1 Uretimini (termogenez) saglar (92). Beyaz yag dokusu metabolik
diizenlemelerde gorev alir. Beyaz yag dokusunda beslenme durumu, cevresel
degisiklikler, hamilelik, emzirme donemi, ila¢ kullanimi, hastalik durumu ve
hiicrelerin ~ biiytikligii gibi etkenler adiposit-preadiposit oranmi etkiler.

Metabolizmanin talebine gore diferansiyasyon, dediferansiyasyon,
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transdiferansiyasyon, apoptozis veya nekrozla bu oran dinamik bir dengede tutulur
(70). Adipositlerin temel islevi, yag asitlerini triagilgliserol formunda depolamak ve
gerektiginde dolasima vermektir (93). Adipositler, fizyolojik kosullarda yag
depolamayan dokular1 yag asitlerinin lipotoksik etkilerinden koruyarak saglikli bir
glukoz ve lipit metabolizmasinin siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynar (81). Son
yillarda, ozellikle viseral adipozitenin insiilin direnci ve T2DM gelisimi ile iliskili
oldugu kanitlanmistir (94). Asirt veya orantisiz yag dokusu artisinin lipit ve
karbonhidrat metabolizmasinda bozukluklara yol actigi, bu durumu ortaya ¢ikaran
etkenin de inflamasyon oldugu artik bilinmektedir (95). Obezitede, yag dokusunda
JNK ve NFkB sinyal iletim yolaklar1 etkinlestirilir ve TNFa, IL-6, MCP-1 gibi
molekiillerin ekspresyonu artar (96). Yag dokusunda kronik inflamasyon, hipoksi,
oksidatif stres ve hipertrofiye bagli mekanik stres olusur (12). Tiim bu etkilerin
sonucunda hiicrede 6zellikle mitokondri ve endoplazmik retikulum etkilenmekte ve
organel disfonksiyonu ortaya ¢ikmaktadir. Obezitede disfonksiyonel yag dokusu,
lipit yiikiinii diger organlara aktararak rahatlamaya ¢alisir (97).

Obezite olusum siirecinde yag dokusunun yag depolama kapasitesini asacak
diizeyde besin alimi sonucunda, yag dokusu disinda o6zellikle viseral organlarin
cevresinde, omentumda, pankreasta, karacigerde, kalp ve iskelet kasinda lipit
birikimi artar. Yag dokusu diginda lipit birikimi, ektopik lipit birikimi olarak
adlandirilir  (98). Yapilan c¢alismalarda obezite kaynakli komplikasyonlarin
patogenezinde ektopik lipit birikimi sonucu ortaya ¢ikan doku ve organ diizeyindeki
islev bozukluklarinin 6nemli rol oynadigi anlasilmigtir (97). Ektopik lipit birikimi,
lipotoksisite olarak tanimlanan bir grup hasara yol acarak hiicre diizeyinde islev
bozukluklar1 ve hiicre 6liimiine yol agarak enerji metabolizmasini olumsuz etkiler
(99). Yag dokusu, salgiladigi sitokinler/adipokinler, hormonlar ve yag asitleri ile
obezitede goriilen insiilin direnci, endoplazmik retikulum stresi, oksidatif stres ve
kronik, diisiik diizeyli inflamasyondan sorumludur (100). Obeziteye bagh
komplikasyonlarin patogenezinde sorunun kaynagi lipit yiikiinin dokularda ve
dolasimda artmasidir (12). Obezitede hiicre igi asir1 lipit birikiminin yarattig1 stres,
metabolizma i¢in bir tehdit olusturur. Obezite siirecinde yag hiicresi i¢inde olusan bu
asir1 yiik, sitoplazmanin yani sira diger organellerde de birikime yol agar ve islev

bozukluguna sebep olur (101). Bu durumdan en ¢ok etkilenen organeller mitokondri
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ve endoplazmik retikulumdur (2). Insiilin direncinin adipositte gelismesine neden
olan metabolik durumlardan en 6nemlileri inflamasyon ve oksidatif strestir (102). Bu
iki patolojik siireg, birbirleriyle olduke¢a i¢ ice ge¢gmis durumda olup kisirdongi
yaratmakta, hiicrenin kronik metabolik yiikle basa ¢ikmasimmi ve bu durumdan
kurtulmasini olanaksiz hale getirmektedir (103).

Obezlerde plazma serbest yag asitleri ve karaciger serbest yag asitleri diizeyleri
yiiksektir  (104). Aymi zamanda insiilinin adiposit ve myositlerde glukoz
reseptorlerinin translokasyonunu kolaylastiric1 etkisine diren¢ vardir. Obezlerde
instilin direnci, glukoz diizeylerinde yiikselmeye yol agarak pankreas  hiicrelerinden
insiilin salgisinda dengeleyici bir artisa neden olur. Bu kompansatuar artis, bir siire
sonra yetersiz kalir ve sonugta T2DM ortaya ¢ikar. Normal kosullarda adipositler
yemek sonrasi yaglar1 depolar ve daha sonra aclikta serbest yag asitlerini salgilar.
Obezlerde ise, yiiksek insiilin diizeylerine ragmen adipositler yemek sonrasi
donemde serbest yag asitleri salgilamaya devam edebilir. Uzun siireli serbest yag
asitlerinin sekresyonu, plazma serbest yag asitlerini yiikseltir ve karacigere serbest
yag asitleri alim1 artar (105). Ayn1 zamanda insiilin direncine bagl olarak yiiksek
insiilin ve glukoz diizeyleri karacigerde glukozdan serbest yag asitleri sentezini
artirabilir. Karacigerde serbest yag asitlerinin artmasi mitokondrial B-oksidasyonun
artmasina neden olur. Zayif insanlarda -oksidasyonun hem insiilin hem de malonil-
KOoA ile inhibisyona duyarliligi da belirgin bir sekilde azalmistir. Benzer etkiler
insiilin direnci olan obez insanlarda meydana geldiginde yiiksek insiilin ve malonil
KoA diizeylerine ragmen mitokondrilere asir1 serbest yag asitleri transportuna ve -
oksidasyona neden olabilir. Obezlerde mitokondrial B-oksidasyon artmis olmasina
ragmen karacigerin serbest yag asitleri yilikiinii azaltmaya yetmez. Karacigerde
serbest yag asitleri triagilgliserollere (TAG) donisiir. TAG’larin bir kismi
intrasitoplazmik olarak birikip steatoza neden olurken bir kism1 da VLDL olarak
salgilanip hipertriagilgliserolemiye neden olur. Insiilin normal bireylerde karaciger
VLDL sekresyonunu azaltma egiliminde olmasma ragmen diren¢ nedeniyle
obezlerde, T2DM’lilerde bu etki olmaz.

Kronik besin yiikiiniin artisi, yag depolarinin artmasimna neden olur. Yag
dokusunun genisleme imkan1 kisithdir. Preadipositler adipositlere doniigebilir

(adipogenez), ya da adipositler hipertrofiye ugrayabilir. Adiposit hipertrofisi, ER i¢in
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stres yaratan bir durum olup insiilin direnci, makrofajlardan kemoatraktan
molekiillerin salinmasi, kronik inflamasyon ve hipertrofik adipositin Sliimiiyle
sonuglanir. Yag dokusuna infiltre olan makrofajlar, inflamatuvar proteinler
salgilayarak dokuya daha fazla makrofaj ¢ekerler. Insiilin direnci gelismis adipositler
diistik lipit sentezi ve yiiksek lipoliz kapasitesine sahiptir, bu durumda dolasimdaki
serbest yag asidi diizeyi artar. Serbest yag asitleri yag dokusundaki insiilin direnci,
lipoliz ve inflamasyonu daha da artirir (gesitli sitokin reseptorleri araciligr ile). Yag
dokusunda ortaya ¢ikan bu islev bozukluklari lipodistrofi olarak adlandirilir. Obezite,
edinilmis lipodistrofi olarak da tanimlanabilir. Serbest yag asitlerinin artmasi
adiponektinin azalmasi, adiponektin ve leptin direnglerinin gelismesi ile yag dokusu
disindaki dokularda lipit oksidasyonunun azalmasina neden olur. Fazla yag asitleri
enerji i¢in kullanilmak yerine depolanir (ektopik lipit birikimi). Asir1 besin alimi
sonucunda viicuttaki yag rezervi, depolama kapasitesini sonuna kadar kullanmak
zorunda kalir. Yaglarin fazlasi, portal sistemle karacigere, pankreasa, iskelet
kaslarina gider. Ektopik lipit birikimi, insiiline direngli dokularda yaglanma
(steatozis), lipodistrofi, yaslanma siirecinin hizlanmasi olarak tezahiir edebilir.
Dokulardaki yaslanma hiicrede diagilgliserolii artirip protein kinaz C’yi aktive ederek
hiperglisemiye neden olan degisiklikleri (IRS-1 tirozin fosforilasyonunun azalmasi,
IRS-1 serin fosforilasyonunun artmasi, PI3 kinazin inaktivasyonu ve GLUT4
ekspresyonunun azalmasi) ortaya ¢ikarir. Ortaya ¢ikan oksidatif stres ve ER stresi,
inflamasyonu aktive eder (106,107).

Oksidatif stres, artan reaktif oksijen tiirleri {iretimi ile endojen antioksidan
savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizligin yarattigi bir durumdur. Oksidatif
hasar ile hiicre fenotipinde 6zgiil degisikliklere yol agabilir. Hiicresel diizeyde ciddi
miktarda tretilen serbest oksijen radikallerinin yol agtig1 toksik etkiler viicuttaki
antioksidan savunma sistemiyle yok edilmeye c¢alisilir. Antioksidan savunmanin
yetersiz kaldigt durumlarda ortaya c¢ikan oksidatif stresin yaslanma, endotel
disfonksiyonu, ateroskleroz, hipertansiyon, kalp yetmezligi ve reperfiizyon hasari
gibi bircok Onemli siireci tetikleyerek kardiyovaskiiler hastaligin olusumu ve
ilerlemesinde rol aldig: bilinmektedir (108).

Obezitenin hiicre iginde lipit birikimi ve biiylime, enerji akisinda bozulma,

dokuda genigleme ve yap1 bozukluguna neden olarak ER stresi meydana getirdigi
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gosterilmistir (95). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, viseral obezitede artmig lipit
yiikiinilin yarattig1 ER stresinin insiilin direnci ve T2DM olusumu ile iligkili oldugu
gosterilmistir (109). Uzun zincirli, doymus yag asitleri (6rnegin, palmitat) ER stresini
uyarir ve apoptozisi artirir (110). Mitokondri membraninda kardiyolipin oranini
azaltarak mitokondride islev bozuklugu yaratir (111,112). ER membran akigkanligini
olumsuz etkileyen etkenlerden biri olan seramid sentezini artirarak ER stresini uyarir.
Reaktif oksijen tiirlerini artirarak oksidatif strese yol agar. Reaktif oksijen tiirleri ve
seramid, ER’den mitokondriye serbest kalsiyum iyonu gegisini artirarak ER stresine
neden olur. Uzun zincirli doymus yag asitlerinin in vivo ve in vitro pankreas f3
hiicrelerinde, hepatositlerde ve kardiyomiyositlerde ER stresini uyardigi yapilan
caligmalarla  gosterilmistir.  Lipitlerin ~ a¢il  zincirlerinin ~ membrandaki
birlesme/ayrilma olaylarini direkt olarak etkiledigi bilinmektedir. Doymus yag acil
zincirlerinin membran fosfolipitlerini hareketsiz hale getirip hiicre i¢in olumsuz
sonuclar dogurdugu gdsterilmistir.

2.2.3. Insiilin direnci

Insiilin direnci, belirli bir konsantrasyondaki insiiline normalin altinda bir
biyolojik yanit alinmasi veya insiilinin beklenen etkisinin bozulmasi sonucu insiiline
verilen yamitta eksiklik olarak tanimlanabilir (113). Insiilin direncinin, insiilinin
biyolojik etkilerinin hem iskelet kasinda beklenenden daha az glukoz islenmesiyle
hem de primer olarak karacigerde endojen glukoz {iretiminin baskilandigt
durumlarda ortaya ¢iktig ileri siiriilmektedir. A¢lik durumunda, glukoz kullanimimnin
az bir kismi kaslardadir; 6te yandan endojen glukoz tiretimi plazmaya giren glukozun
tamamindan sorumludur. T2DM’li hastalarda ya da bozulmus aglik glukozu mevcut
olan hastalarda endojen glukoz iiretimi artmistir. Bu artis hiperinsiilinemi varliginda
olustugu i¢in en azindan hastaligin erken ve ara evrelerinde, T2DM igin hepatik
insiilin direnci hiperglisemiye yol agan ana unsurdur.

Diabetes mellitus, diigiikk insiilin aktivitesine bagli siirekli veya
degisken/aralikli hiperglisemi ile karakterize multifaktoriyel, metabolik bir
hastaliktir. Altta yatan sorun, azalmis insiilin salgis1 ya da bozulmus insiilin sinyal
iletimi (insiilin direnci) veya ikisi birdendir.

Kronik ER stresinin patogenezinde rol oynadigi hastaliklara en 6nemli 6rnek
T2DM’dir (114). Yapilan ¢alismalarda T2DM nin patogenezinde kronik ER stresinin
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rol oynadig1 gosterilmistir. ER stresi JNK gibi inflamatuvar kinazlarin aktivasyonuna
neden olarak, insiilin sinyal iletiminde bozukluga neden olmaktadir (115). Insiilin
karaciger, kas ve yag dokusu gibi ¢ogu dokuda, hiicre zarlarinda bulunan yiiksek
afiniteli 6zgiin reseptorlerine baglanir. Insiilin reseptorii, tek bir polipeptit olarak
sentezlenir, glukozillenir ve altbirimlerine ayrilir. Bunlar daha sonra disiilfit
baglariyla, bir tetramer olusturmak lizere bir araya gelirler. Her B altbiriminin
hidrofobik boliimii plazma membrani i¢inde yer alir. Hiicre disinda bulunan o
altbirimi instilin baglanma bdlgesi igerir. B altbiriminin sitozolik boliimii tirozin
kinaz etkinligine sahiptir ve insiilin ile etkin duruma gecer. Insiilinin kendi
reseptoriiniin o altbirimlerine baglanmas1 konformasyonel degisikliklere neden olur.
Bu degisiklikler, B altbirimlerine iletilir ve B altbiriminin otofosforilasyonuna neden
olur (116). Insiilin reseptdrii, reseptdr tirozin kinaz ailesindendir. Insiilinin
baglanmasiyla dnce otofosforilasyona ugrar, daha sonra insiilin reseptor substrati 1
(IRS-1) proteinini tirozinler tizerinden fosforiller. Bu yolla aktiflesen IRS-1 insiiline
0zgii sinyal yollarim1 (MAP kinaz ve PI3 kinaz/Protein kinaz B yollar1) uyararak
hiicresel yamitlarin ortaya ¢ikmasim saglar (117). Insiilin aktivitesinin bir kisminn,
hedef proteinlerin  serin veya treonin birimlerinin  fosforilasyonu veya
defosforilasyonuyla oldugu bilinmektedir (118). Insan ve hayvan modellerinde
sistemik insiilin direncinde bu islevlerde defekt oldugu gosterilmistir. Obezitede, yag
dokusunda artmis miktarda iretilen serbest yag asitleri, TNFo ve IL-6 hedef
dokularda inflamatuvar kinazlar1 aktiflestirir. Bunlardan JNK, IRS-1’in serin
fosforilasyonuna neden olarak tirozin fosforilasyonunu engeller ve sinyal iletimini
baskilar (119). Obezitede JNK aktivitesinin karaciger, yag dokusu ve hipotalamusta
artig gosterdigi ve TNFa gibi sitokinlerin, serbest yag asitlerinin ve ER stresinin bu
enzimin aktivitesini artirdig1 bilinmektedir. JNK-1 eksikliginin siganlarda obezite ile
indiiklenen IRS-1 serin fosforilasyonunu, insiilin direncini, yagh karaciger ve T2DM
gelisimini engelledigi gosterilmistir. Bu nedenle JNK inhibisyonunun T2DM
tedavisinde 6nemli bir hedef olabilecegi ileri siiriilmiistiir (120). Insiilin direnci ve
metabolik fonksiyon bozuklugunda 6nemli olan diger inflamatuvar kinazlar inhibitor
kB kinaz (IxK) ve Protein Kinaz C (PKC)’dir. Bu kinazlarin deneysel aktivasyonlari
da JNK’ye benzer sekilde sistemik insiilin direncine neden olmaktadir.

Inflamasyonda o6nemli rolleri olan transkripsiyon faktorlerinden NFkB, IKK
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tarafindan; AP-1 de PKC tarafindan fosforilasyon ile aktiflestirilmekte, ayni
zamanda IRS-1 sinyal yolu da bu kinazlar tarafindan fosforilasyonuyla
baskilanmaktadir (Sekil 2.1) (121). Ayrica, yag asitleri ve metabolitlerinin insiilin
direncine neden olmasinda, hem kasta hem de karacigerde PKC’yi aktiflestirmeleri
rol oynamaktadir (122).

Insulin receptor

Inflammatory cytokines Hyperglycemia

Saturated fatty acids Hyperlipidemia
|
IRS-1
IRS-2 ER
stress
IKK M IKK

'

\ Insulin action '
% /

AP1 NF-xB | Inflammatory genes

}

Insulin resistance

Sekil 2.1. Insiilin direncinin molekiiler mekanizmasi ve ER stresi ile iliskisi

(Odegaard JI, Chawla A, 2011 Annu Rev Pathol Mech Dis 6:275-97).

Obezite siirecinde yag dokusu asir1 derecede biiyiidiigiinde yag depolama
kapasitesi doygunluga ulasir, bunun sonucunda yag dokusu daha fazla yag biriktirme
ozelligini yitirir (123). Bu evrede dolagimda bulunan serbest yag asitleri karaciger,
pankreas, iskelet kas1 veya kalp kasi gibi yag dokusu disindaki diger organ ve
dokularda birikmeye baslar. Bu organlarda lipit birikimi toksik olabilir, bu durum
lipotoksisite olarak adlandirilir (124). Lipotoksisitenin obezite siirecinde ortaya ¢gikan
insiilin direncine neden oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Yag dokusundaki hormon sensitif lipaz, triagilgliserolleri serbest yag asidi ve
gliserole pargalar. Bu islem normalde insiilin tarafindan inhibe edilir. Bu ylizden yag

dokusundaki lipoliz insiiline ¢ok hassastir. T2DM ve sismanlikta ise insiilinin bu
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antilipolitik etkisine kars1 direng gelismektedir (125). Bundan dolay1 insiilin direnci
veya insiilin eksikligi hormon sensitif lipazin aktivitesinde artisa yol agarak Serbest
yag asidi salinmasin1 artirir.

Insiilin direnci, T2DM olusumunun temel nedenlerinden biridir. Periferik
insiilin direncine, pankreatik [ hiicreleri viicudun insiilin ihtiyacim1 kapatmaya
calisirken insiilin salintminda meydana gelen bozukluklarin eklenmesi ile T2DM
olusur. Obezite, T2DM gibi insiilin direnci ile iligkili metabolik hastaliklar, ¢evresel
nedenlerin yaninda genetik nedenler de barindirirlar. Ornegin leptin genindeki
mutasyonlar obeziteye, leptin reseptériinde meydana gelen mutasyonlar T2DM’ye
neden olur (126). Bu iki mutasyonu tasiyan bireylerde insiilin direnci olusumu
goriiliir. Insiilin sinyal yolagi, ER homeostazisi ve hiicresel redoks durumundaki
degisimlere karsi ¢ok hassastir (5). Obezitede artan serbest yag asitleri ve TNFo gibi
inflamatuvar sitokinler JNK stres kinazlari aktive ederek Kkaraciger ve yag
hiicrelerinde insiilin direncine neden olur (119). Obezitede inflamatuvar sitokin
salimiminin artmasi adipositlerde hiicre i¢i stres oldugunu isaret eder. Hiicre ici
stresin 6nemli merkezlerinden biri ER’dir. Yapilan bir ¢alisma, obezitede hiicre i¢i
stresin kaynaklandig1 yerin ER oldugunu gostermistir. ER stresinde JNK aktive olur.
JNK’nin IRS-1’i fosforillemesi, tirozinden fosforillenmesini azaltmaktadir (29).
Insiilin sinyal yolunun hiicre igi birinci basamaginda gerceklesen bu inhibisyon
hiicreyi insiiline karsi tam olarak direngli yapar. Insiilin direnci ve T2DM’nin
diizelmesi i¢in, karacigerden ¢ikan glukoz miktarinin azalmasi, perifer dokularda
glukoz kullanimmin artmasi, insiilin talebinin azalmasi ve glukoz diizeyinin
diismesiyle pankreasta ER stresinin azalmasi gerekmektedir.

Aclik durumunda insiilin direncinin primer yeri karacigerdir. Hepatik glukoz
iretimindeki artis aclik kan sekerinin artmasina yol acar. Hatta achk
hiperglisemisinin tamaminin karaciger glukoz yapimindaki artisa bagli oldugu kabul
edilmektedir. Karacigerden glukoz yapimi glikojenoliz veya glukoneogenez yolu
iledir. Hepatik glukoneogenezdeki artisin kesin mekanizmasi bilinmemekle beraber
hiperglukagonemi ve laktat, alanin ve gliserol gibi glukoneojenik onciillerin artig1 s6z
konusudur. Yapilan calismalarda, hepatik glukoz ¢ikisinin T2DM’li olmayanlara

gore 2-3 kat daha yiiksek oldugu ve aclik plazma glukoz konsantrasyonunu dogrudan
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artirdigr ileri strilmistir. Bu c¢alismalar T2DM'li hastalarda, hiperglisemi
patogenezinde karacigerin roliinii ortaya koymaktadir (127).

2.2.4. Glukotoksisite ve lipotoksisite

Memelilerde karaciger, lipit ve karbonhidrat metabolizmasimi diizenleyerek
enerji metabolizmasinda homeostazisin saglanmasinda 6nemli rol oynar. Plazmada
yiiksek glukozun ER stres yanitini tetikleyici oldugu disiiniilmiis ve bu ydnde
calismalar yapilmistir. Diyette karbonhidrat orani ¢ok arttiginda, UPR’nin IRE-
1a/XBP-1 kolunun aktive oldugu gosterilmistir. IRE-la, yag asidi ve kolesterol
senteziyle ilgili genlerin ekspresyonunda kontrol basamaginda yer alir. UPR hepatik
lipogenezi diizenler (56). Diyette karbohidratin artmasiyla plazmada glukoz artar, 3
hiicrelerinden insiilin salgilanir, glikoliz artar, de novo lipit sentezi artar,
triacilgliserol artar ve karacigerden yag dokusuna VLDL ile tasinir. Genetik steatozis
modellerinde, VLDL salgis1 olmayip triagilgliserol biriktiginde, ER stresi belirtecleri
yiikkselmemekte ve insiilin direnci ortaya ¢ikmamaktadir. ER stresi hepatik insiilin
direnci igin (hepatik steatoziste) yeterli degildir, steatohepatit ortami gereklidir (128)

Hipergliseminin bagl basina insiilini azaltan bir durum olmasi, glukotoksisite
kavraminin  ortaya ¢ikmasmna yol ag¢mustir. Glukotoksisite, uzun siireli
hipergliseminin insiilin Giretimi ve salgisiyla ilgili hiicresel bilesenlere zamanla geri
doniissiiz hasar vermesidir. Hiperglisemi, hiicrelerde biiylik miktarda reaktif oksijen
tiiriiniin olugsmasina yol acar. Reaktif oksijen tiirleri, hiicreye dogrudan ve araci
molekiiller ile zarar vererek islev bozukluguna neden olur (129).

Son yillarda yapilan arastirmalar hipertrigliseridemilerde, 6zellikle de serbest
yag asitlerinin arttigt durumlarda IRS-1 fosforilasyonunun bozuldugunu ve buna
bagli olarak insiilin etkisinde azalma olustugunu ortaya c¢ikarmigtir. Bu nedenle
T2DM’li bireylerin kan sekerinin diizenlenmesinde, metabolik sendromun tedavi ve
onlenmesinde hipertrigliseridemi tedavisi ¢ok onemlidir. Yiikselmis plazma serbest
yag asidi diizeyleri, tipik olarak T2DM gibi insiiline direngli durumlarla iliskilidir
(130). Plazmada serbest yag asitlerinin yiiksek diizeyde olmasi, kas dokusunda
glukoz transportunun inhibisyonu yoluyla insiilin direncine katkida bulunmaktadir
(105). Insiilin, serbest yag asitlerinin normal diizeylerinin siirdiiriilmesini
saglamaktadir. Insiilin direncinde insiilinle y&nlendirilen baskilanma olmadan,

plazma serbest yag asidi diizeyleri yiikselir ve karaciger glukoz iiretiminin
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uyartlmasina neden olur (131). Serbest yag asidi diizeylerinin kronik olarak
yiiksekliginin [ hiicresi fonksiyonu iizerinde, “lipotoksisite” olarak bilinen ve
hiperglisemiyi daha fazla alevlendiren zararli etkileri tanimlanmistir (132).

Insiilinin glukoz metabolizmast {izerine etkileri, en belirgin olarak ii¢ dokuda
gozlenir: karaciger, kas ve yag dokusu. Karacigerde glukoneogenez ve glikojen
yikimini inhibe ederek, glukoz firetimini azaltir. Kas ve karacigerde, glikojen
sentezini artirir. Kas ve yag dokusunda, hiicre membranlarindaki glukoz tasiyicilarini
artirarak glukoz alimmi artirir. Insiilin verilmesinden birkag¢ dakika sonra, yag
dokusundan yag asidi salinmasinda belirgin diisme goriiliir (133). Insiilin, yag
dokusunda hormona duyarli lipazin aktivitesini inhibe ederek dolasimdaki yag
asitlerini azaltir. Dokularda aminoasitlerin hiicre igine girisini ve protein sentezini
uyarir. Bircok dokuda insiilin varliginda glukoz tasinimi artmaktadir. Insiilin glukoz
tastyicilarinin (glukoz transport molekiilleri, GLUT) hiicre i¢i vezikiil havuzundan
hiicre yiizeyine devamli hareketini saglamaktadir (134). Cizgili kas ve yag
dokusunda insiilin GLUT-4 yardimiyla transloke olur. Insiilin baglandiktan sonra,
hormon reseptor kompleksi hiicre i¢ine alinir. Hiicre i¢inde lizozomlarda yikilir.

2.2.5. Tip 2 Diabetes Mellitus

T2DM obezite ile ¢ok yakin iligkilidir. Obezite insiilin direncini artirarak
hiperglisemiyi agirlastirmasina ragmen obezite olmadan da T2DM gelisir. Bu yilizden
obez ve obez olmayan T2DM ayrimi etyolojik bir farklilik olusturur. Buna gére obez
T2DM’de insiilin direnci daha Onemli iken, obez olmayan T2DM’de insiilin
sekresyon bozuklugu o6n plana gecer. Insiilin direnci sendromundaki primer
bozukluk, periferik insiilin direncidir ve diger bulgulardan once ortaya ¢ikar (135).
Hiperinsiilinizm 6zellikle ileri derecede oldugunda insiilinin bir biiyiime faktori gibi
rol oynayip arteriel duvardaki proliferasyonu stimiile ederek makrovaskiiler hastaligi
baslatabilecegi, sodyumun renal tiibiiler reabsorbsiyonunu hizlandirarak ve sempatik
sinir sistemi aktivitesini artirarak hipertansiyonun gelismesine katkida bulunabilecegi
ve son olarak karacigerden c¢ok diisiik dansiteli lipoproteinlerin sentezini hizlandirip
ortamdan uzaklastirilmalarim1 yavagslatabilecegi varsayilmaktadir. Karaciger serbest
yag asitlerinin {i¢ kaynag1 vardir: Hepatosit icerisinde dogal sentez, yag dokusunda
sentezlenen plazma serbest yag asitlerinin karaciger tarafindan alimi ve portal kanla

gelen silomikronlarin (diyetle alinan serbest yag asitleri) hidrolizi. (136). Serbest yag
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asitleri TAG halinde yag dokusunda depolanir ya da (-oksidasyona katilmak tizere
mitokondrilere gonderilir. Uzun zincirli serbest yag asitlerinin mitokondriye
alimmasinda gorevli karnitin agil transferaz-1 (CPT-I), malonil KoA ile inhibe olur.
Asetil KoA karboksilaz enzimi varliginda malonil KoA sentezi, asetil KoA’dan yag
asidi sentezinde ilk basamaktir. Karbonhidratli yemek sonrasi, yiiksek glukoz ve
insiilin diizeyleri karaciger yag asidi sentezine neden olur. Malonil KoA diizeylerinde
yiikkselme CPT-I’i inhibe eder ve bdylece serbest yag asitleri mitokondriye ve
oksidasyona dahil olurlar. Serbest yag asitleri yikilmaz ve VLDL olarak salgilanan
TAG’lara dontigiir. Buna karsin aclikta, karacigerin yag asidi gereksinimi,
katekolaminler, glukagon ve biiylime hormonunun uyardigr hormona duyarl lipaz
tarafindan yag dokusunda lipolizle karsilanir (137).

Lipit oksidasyonunda, mitokondri matriksinde yer alan PGC-1 (PPARy
koaktivatorii 1) kilit rolii iistlenir. Yapilan ¢aligmalarda, T2DM hastalarinda PGC-1
ekspresyonunun saglikli bireylere gore daha diisik ve iskelet kaslarinda
mitokondrilerin ETZ (elektron transport zinciri) islev kapasitesinin azalmis oldugu
saptanmig, mitokondrial islev bozukluklarina yapisal degisikliklerin de eslik ettigi
izlenmistir (138). Obezlerde ve T2DM’li bireylerde iskelet kasi hiicrelerinin hacmi
saglikli bireylerdekine gore daha kiigliktiir. Mitokondri hasari, insiilin direnci
gelisimi ile dogrudan iligkili degildir. Artan serbest yag asidi girisine karsin, hiicrede
mitokondrinin oksidasyon kapasitesinin azalmis olmasi, hiicrelerde lipit birikimine
neden olur, biriken lipitin sitotoksik etkileri insiilin direnci gelisimine yol agar.
Lipotoksisite, lipit birkiminin hiicrelerde yarattigi islev bozuklugu durumuna verilen
genel addir (139). Serbest yag asitleri, diger lipitlere gore hiicre diizeyinde daha
toksiktir. Kaslarda yag asidi oksidasyonu kapasitesinin azalmasi, iskelet kasinda
inslilin direnci yaratir, iskelet kasinda insiilin direnci, T2DM’in karakteristik
ozelligidir.

2.3. Visfatin

Adipoz doku, adiposit, preadiposit ve makrofajlar1 da iceren pek cok
hiicreden olugsmustur. Ayni1 zamanda adipoz doku adipokin olarak da bilinen ve
metabolik olarak 6nemli olan ¢ok sayida proteini salgilayan aktif bir metabolik

dokudur. Bazi adipokinler dzellikle santral veya viseral obezite olmak iizere obezite
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ile iligkili kardiyovaskiiler komplikasyonlar ve insiilin direncinde 6nemli rol
oynarlar.

Yag dokusu normal agirliktaki bir insanda, viicut agirliginin ortalama
%20’sini olusturmaktadir. Viseral ve deri alt1 olarak yerlesim yerine gore siniflanan
yag dokusu, organizmadaki en biiylik enerji deposudur. Yag dokusunun enerji ve
yagda c¢oziinen vitaminleri depolama, fiziksel koruma saglama ve termogenez
fonksiyonlarma ek olarak, glinimiizde adipositlerden ve adipoz doku stromal
hiicrelerinden iiretilen proteinlerin otokrin, parakrin ve endokrin etkilerinin oldugu
gosterilmistir (140). Adipositlerden sentezlenen bu adipokinlerin homeostaziste,
immiin yanitta, vazoregiilasyonda ve steroid metabolizmasinda rol aldig
bilinmektedir. Bu proteinlerin bircogu yag kitlesi artisiyla birlikte artmaktadir ve bir
kismi1 obezitenin bir¢ok morbiditesinden sorumluyken, bir kismi da koruyucu etkiye
sahiptir. Bilinen adipokinler arasinda TNFa, leptin, IL-6, adiponektin, rezistin,
adipsin ve visfatin sayilabilir (140).

Obezitede adipokinlerin liretim diizeyi ve salgilanma diizeni degisir. Bazi
adipokinler fizyolojik olarak koruyucu, ancak patolojik kosullarda ve miktarlarda
zararli olabilir. Obezite ile artan adipokinler, ortaya ¢ikan ER stresi, oksidatif stres ve
glukolipotoksisite kronik olarak ve diisiik diizeyde inflamasyonun uyarilmasina
neden olur. Adipokinlerin bir kismu1 ise, hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda
koruyucu etki gosterir (126).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda adipokin molekiillerinin lipit ve glukoz
metabolizmasin1 etkiledigi, aterosklerozdaki inflamatuvar siiregleri diizenledigi
gosterilmistir  (85). Aterosklerotik plaklarda adipokin eksprese edildiginin
bulunmasindan sonra, aterosklerotik lezyonlarin seyrinde adipokinlerin lokal ve
endokrin etkilerinin olabilecegi diisiiniilmeye baslanmistir (141).

2.3.1. Visfatin/PBEF/Nampt proteininin 6zellikleri

Viseral yag dokusunda daha fazla bulundugu iddia edilerek visfatin (visceral
fat protein) adi verilen proteinin daha once bulunmus ve tanimlanmis olan “pre-B
cell enhancing factor (PBEF)” ve nikotinamid fosforiboziltransferaz (Nampt) ile ayni
oldugu anlasilmistir (142-144).

Visfatin geni insanda periferik kandaki lenfositlerden elde edilmistir (144).

Yapilan c¢alismalarda visfatin protein ve mRNA'sina kalp kasinda, bobrekte,
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karacigerde ve iskelet kasinda yiiksek diizeylerde rastlanmistir (145). Visfatin
bakteriler, omurgasizlar, baliklar, kuglar ve insanlar gibi c¢ok farkli canh
organizmalarda bulunan 52 kDa agirliginda dimer olarak bulunan bir proteindir
(146). insanlarda visfatin ilk kez 1994 yilinda kemik iligi stromal hiicrelerinde aktive
lenfositlerden salinan ve erken evre B hiicre olusumunu stimiile etmek tizere I1L-7 ve
kok hiicre faktorii ile sinerjik etki gosteren bir protein olarak kesfedilmis ve PBEF
olarak tanimlanmistir (144).

Daha sonra viseral yag dokusunda yiiksek diizeyde -ekspresyonunun
saptanmastyla visfatin olarak yeniden adlandirilmistir (142). Visfatinin hiicre i¢inde
NAD biyosentezinde hiz sinirlayici basamakta yer alan Nampt enzimi oldugu ortaya
konmustur (146). Nampt, NAD biyosentez yolaginda nikotinamid ve fosforibozil
pirofosfatin nikotinamid mononiikleotid ve pirofosfata doniistiigii reaksiyonu
katalizler (Sekil 2.2) (67). Nampt ekspresyonu monosit, makrofaj, dendritik hiicreler,
T lenfositler, B lenfositler ve amniyotik epitel hiicreleri aktive oldugunda artar (147).
Ayrica aktive notrofillerde sentezinin arttigi ve kiiltiir ortamina eklendiginde nétrofil
apoptozisini inhibe ettigi gosterilmis ve boylece bir sitokin oldugu kanitlanmistir.
Son olarak visfatinin insiiline benzer etkileri olan ve viseral yag doku hiicreleri
tarafindan eksprese edilen bir adipositokin oldugu gosterilmistir (142). Son yillarda
yapilan c¢alismalarda visfatinin TNFa, IL-1B, IL-6 ve CRP gibi inflamatuvar
sitokinlerin ekspresyonunu indiikledigi ve IL-8 artisina sebep olarak notrofil
infiltrasyonunu hizlandirabildigi gosterilmistir. Ayrica nétrofillerin visfatin ve 1L-8
dretimini artirdigi ve bdylece visfatinin bir dongli seklinde inflamatuvar olaya
katildig1 bildirilmistir (148). Romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak hastaligi, sepsis,
akut akciger hasari, miyokardiyal infarkt gibi bazi akut ve kronik inflamatuvar
hastaliklarda, bazi tiimorlerde visfatin ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir.
Visfatinin T hiicre aktivasyonunda rol oynayan CD54 (ICAM1), CD40 ve CD80 gibi
kostimiilator molekiillerin monositlerde hiicre yiizey ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir. Bu etkilerinden dolayr visfatinin T hiicre aktivasyonunda rol
oynayabilecegi ileri siiriilmistiir. Son yillarda yapilan calismalarda psoriasiste
proinflamatuvar mediatorlerin aktivasyonunda NF«B’nin rol oynadig gosterilmistir.
Visfatin geni uzerinde NFkB gibi transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma

boélgelerinin  varhigi visfatinin dogal ve adaptif immiinitede rolii olabilecegini
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gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda bircok kronik inflamatuvar hastalikta visfatin

ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (149).

nicotinic acid deamido-NAD
NMN NAD
synthetase
Nampt Nmnat
nicotinamide NAD
Sir2

O-acetyl-ADP-ribose

Sekil 2.2. Memelilerde NAD sentezinde Visfatin/Nampt’in yeri (67).

Obez ve/lveya T2DM'li kisilerde plazma visfatin diizeyiyle ilgili yapilan
caligmalar tartisma yaratmistir. Baz1 ¢aligmalarda obezitede visfatin diizeyinde artis
oldugu one siirtilmistiir. Bu durumun obezitenin/yag dokusu artisinin bir sonucu mu
yoksa obezitedeki kronik inflamasyonun bir nedeni mi oldugu konusunda halen bir
tartisgma stirmektedir (150). Visfatinin yag hiicrelerinin 6limii ile salgilanan bir
faktor olmasi da miimkiindiir. Bunu destekleyebilecek calismada obez farelerin
beyaz yag dokusunda olen adipositlerin miktar ile birlikte visfatin diizeyinin arttig
gosterilmistir (151). Eger bu protein 6len adipositlerden salgilanmaktaysa visfatinin
plazma diizeyinin obezite ile artmasi daha iyi agiklanabilecektir.

Memelilerde nikotinamid ile baslayan NAD biyosentezinin hiz kisitlayici
basamag1 Nampt tarafindan katalizlenir. Nampt, nikotinamide bir fosforibozil grubu
transfer ederek nikotinamid mononiikleotid (NMN) sentezler. Nampt hiicre i¢i NAD
diizeylerinin diizenleyicisi ve NAD kullanan enzimlerin aktivitesi lizerinde etkilidir
(6).

Nampt, hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak {izere iki halde bulunur: eNampt (hiicre

dis1) ve iNampt (hiicre i¢i) (152). eNampt'in insiilin-benzeri etkileri tartismalidir.
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Visfatinin otokrin etkileri (iNampt) ile ilgili fazla bir bilgi yoktur. Visfatinin
karaciger hiicresinde NAD biyosentezi ile iligkili insiilin {izerine etkisi oldugu
gosterilmistir (153).

NAD, tiim hiicrelerde bulunan, hiicre i¢i redoks tepkimelerinde onemli rol
oynayan bir koenzim olup, NAD-bagimli enzimlerin kofaktorii olarak da gérev yapar
(154). TNFa ve diger proinflamatuvar uyarilarin NAD metabolizmasi etkiledigi
gosterilmistir. Dogustan gelen bagisikligin (innate immunity) giiglii bir uyaricisi olan
endotoksin, Nampt ekspresyonunda dramatik bir artisa neden olur. Nampt
ekspresyonu monosit, makrofaj, dendritik hiicreler, T lenfositler, B lenfositler ve
amniyotik epitel hiicreleri aktive oldugunda artar. NAD, hiicredeki hemen her
metabolik yolda rol alan bir koenzimdir. Bunun yani sira, kovalent protein
modifikasyonlar1 (ADP ribozilasyonlar) i¢in ve sirtuinler gibi NAD kullanan pek ¢cok
enzim i¢in substrattir ve cesitli diizenleyici molekiillerin sentezinde baslangi¢
molekiiliidiir (155).

Visfatinin plazma seviyesi abdominal yag dokusu ile korelasyon gosterirken
subkutan yag dokusu ile korelasyon gostermez. Plazma visfatin seviyesi viicut yag
orani, beden-kitle indeksi ile orantilidir ve obezitede artar. Kilo verme sonucunda
visfatinin plazma seviyesinin diistiigii gosterilmistir. T2DM’de visfatin seviyesi
yiiksek, gestasyonel DM’de ise visfatin seviyesi diisiik tespit edilmistir (156). Plazma
visfatin seviyesi yemekten sonra insiilinin aksine degismez. infiizyonu kan sekerini
akut olarak diigiirtir, fakat serum insiilin seviyesini degistirmez. Bu durum visfatinin
direkt hipoglisemik etkisi oldugunu, insiilin sekresyonunu etkilemedigini gosterir.
Yapilan in vivo ¢alismalarda insiilin direncini azaltarak kan sekerini diisiiriicti etkisi
oldugu gosterilmistir. Visfatinin hipoglisemik etkisi 3T3-L1 adipositlerde glukoz
alimi ve hepatositlerde glukoz salinmasinin azalmasi ile de gosterilmistir. Visfatinin,
insiilin reseptdrii ile -insiilin baglanma bolgesi disinda bir bolge lizerinden- etkilestigi
ve insiilin reseptoriiniin sinyal yolagini harekete gegirerek etkisini gosterdigi ileri
stirilmistir (142). Ancak, hiicre iginde etkili olan ve normal Kkosullarda
salgilanmayan bir proteinin bu tip bir etki gdstermesi tartismalara sebep olmustur.

Visfatin hiicre i¢i bir enzimdir ve pek ¢ok metabolik yoldaki koenzimlerin
yapisina giren NAD sentezinde 6nemli bir basamagi katalizlemektedir (6). Visfatinin

viseral yag dokusunda sentezlendiginin ve glukoz metabolizmasma etki ederek
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insiilin direncini azaltic1 (dolayisiyla kan sekerini diisiiriicli) etki gosterdiginin ortaya
¢ikmasi, bir yandan yeni bir adipokin olarak tanimlanmasina, 6te yandan da etki
mekanizmasina yonelik c¢alismalarin yapilmasina yol a¢gmistir. Ancak visfatinin
adipokin oldugu savindan yola ¢ikilarak yapilan ¢aligmalar, hiicre i¢i bir enzim olan
visfatinin hiicre i¢i hedefleri olmas1 gerektigi gercegini ihmal etmislerdir. Bizim bu
calismadaki hipotezimiz visfatinin hiicre i¢i hedefleri oldugu, insiilin direncine etkili
olduguna gore de bu hedeflerden birinin endoplazmik retikulum stresi olabilecegi
yoniindedir.

2.3.2. NAD ve NAD-bagimh sirtuin enzimleri

NAD, redoks reaksiyonunda elektron alarak indirgenmis tiirevi olan
NADH'ye doniisii. NADH'de depolanan indirgeyici potansiyel direkt enerji olarak
kullanilabilir ya da ATP'ye doniistiiriiliir. Hiicreler, NAD ve tilirevlerini enerji
transferiyle yiirliyen islemler icin (karbonhidrat ve yag asidi metabolizmasi,
solunum, fotosentez) kullanir. Neredeyse her biyokimyasal yolak enerji transferi
veya redoks reaksiyonlar1 gerektirdiginden, temel hiicresel metabolizma i¢in NAD
yasamsal Onem tasimaktadir. Redoks tepkimelerindeki onemli roliiniin yanisira,
NAD'nin proteinlerin post-translasyonel modifikasyonu, Ca*? sinyal iletim yolag: ve
sirtuin (silent information regulator) regiilasyonu ile ilgili gorevlerinin de oldugu
ortaya ¢ikmistir. NAD, translasyon sonrasi proteinlerin ADP-ribozilasyon denilen bir
islemle modifiye edilmesinde kullanilabilir. Bu tiir  post-translasyonel
modifikasyonun iki formu vardir: Mono-ADP ribozilasyonda, NAD ADP-
riboziltransferazlarca bir ADP-riboz birimini hedef proteine baglamak iizere
gorevlendirilir, yan {riin olarak nikotinamid ortaya c¢ikar (157). Mono-ADP
ribozilasyonun bir¢ok prokaryotta, dkaryotta ve virliste oldugu belirtilmistir, fakat
asil bu tepkimenin islevleri bakteriyel enfeksiyonlarda daha fazla calisilmistir.
Memelilerde ise (patolojik olmayan etki) endojen enzimlerin aktivitesi {izerine etki
eder. Poli-ADP ribozilasyonda, poli-ADP ribozil polimerazlar (PARP) olarak bilinen
enzimler NAD'yi nikotinamid ve ADP-riboz olarak ikiye ayirir. ADP-riboz
polimerize olur ve kovalent olarak ya kendine (otomodifikasyon) ya da hedef
proteine baglanir (heteromodifikasyon). Poli-ADP ribozilasyon bitkiler ve bazi tek
hiicreli 6karyotlarda bulunur, fakat prokaryotlarda ve mayalarda yoktur (6).

Post-translasyonel protein modifikasyonuna ek olarak NAD, Ca*™ sinyal
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yolaginda rol alan kiigiik molekiillerin iiretilmesinde kullanilir. Bu molekiillerden
siklik ADP-riboz (cADPR) ve nikotinik asit adenin diniikleotid fosfat (NAADP) en
bilinenleridir. cADPR, hiicre i¢i kalsiyum depolarini endoplazmik retikulumdaki tip
2 ve tip 3 ryanodin reseptorleri iizerinden mobilize eder. Bu mekanizma, iskelet ve
kalp kasinda, hematopoietik hiicrelerde, asinar hiicrelerde ve oositlerde yer alir.
Memelilerde, transmembran CD38 ve CD157 proteinleri cADPR sentezleyen
enzimler olarak adlandirilir, fakat katalitik bolgeleri hiicre disinda bulundugundan
tam iglevleri heniiz aydinlatilamamastir.

Nikotinamid, NAD'nin Onciiliidiir. Nampt tarafindan NMN'ye doniistiirtiliir.
Nikotinamid, hem ADP-ribozil transferazlarin, hem de NAD-bagimli deasetilazlarin
gliclii bir inhibitoriidiir. Nikotinamidin NO ve bazi proinflamatuvar sitokinlerin
sentezini inhibe ettigi gosterilmistir. Nikotinamid, niasin eksikliginde goriilen ve
kontrolsiiz  inflamatuvar yanitla giden pellegra hastaliginin tedavisinde
kullanilmaktadir. Tim bu gozlemler, NAD metabolizmast ve inflamatuvar yanitin
kontrolii arasinda iglevsel bir baglanti olabilecegi yoniindedir (158).

NAD'nin diger bir rolii sirtuin protein ailesinin diizenlenmesidir. Sirtuinler ilk
olarak mayalarda bulunmustur (159). Fajlardan insana birgok canlida bulunan
sirtuinler, NAD-bagimli protein deasetilazlardir. ilk kez mayada bulunan Sir2 (Silent
information regulator 2) telomerlerde, suskun “mating-type” bolgelerde ve ribozomal
DNA tekrarlarinda transkripsiyonel susturmanin diizenlenmesinde gorevli olarak
tanimlanmistir  (160). Sir2 proteinin fazla ekspresyonunun histonlarin global
deasetilasyonuna yol actig1 bildirilmistir.

Sirtuinler, asetillizin igeren modifiye proteinleri deasetilleyen ve bu yolla hedef
proteinlerinin biyolojik islevlerini diizenleyen enzimlerdir (67). Sirtuinlerin gesitli
organizmalarda doku ve organizma sagkalimini artirdigi gosterilmistir (161). Elde
edilen kanitlar NAD metabolizmas1 ve sirtuinlerin stres ve toksisite kosullarinda
hiicre sagkalim1 ve onarimina etkili mekanizmalara katk: sagladigini géstermektedir
(162,163). Daha once kalori kisitlamasi ile ilgili Saccharomyces cerviseae’da yapilan
caligmalarda bulunan Sir2 proteininin memelilerdeki homologlar1 olan SIRTI1-7
protein ailesinden SIRT1’in en etkili sirtuin oldugu bulunmustur. SIRT1, mayadaki
Sir2 proteininin homologu olan klas III histon deasetilazdir (164). SIRT1’in islevini
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diizenledigi ¢cok sayidaki protein arasinda PPARy ve PPARY koaktivatorii olan PGC-
1 de bulunmaktadir (163,165).

SIRT1, lizine bagl asetil grubunu uzaklastirirken NAD’yi hidrolize eder,
islem sonunda asetil-ADPR ve nikotinamid olusur (166). SIRT1 enzim aktivitesi,
enerji aliminin kisitlandig1 durumlarda, hiicre i¢i stres kosullarinda ve Nampt enzimi
aktivitesi (hiicre ici NAD artis1) ile artarak hiicrede sag kalimi artirir, glukoz
homeostazisini diizenler ve lipolizi tetikleyerek yag kaybina yol agar (167). Hiicrede
enerji/besin  kisithiligt durumunda NAD/NADH orant yiikseldiginden SIRTI
aktivitesi artar. SIRT1, fizyolojik etkilerini histon proteinleri H1, H3 ve H4, PPARY,
PGC-1, p53, NFkB ve FOXOI1 proteinlerini deasetile ederek gosterir (168). SIRT1
tarafindan deasetile edilerek aktive olan PGC-1, hiicrede mitokondri iglevlerinin ve
yag asidi oksidasyonunun diizenlenmesinde onemli rol oynar. Deasetilasyon ile
p53’iin inaktive edilmesi, besin kisitlilig1 ya da hiicre i¢i stres durumunda hiicreleri
apoptozisten korur (169).

2.4. Peroksizom Proliferatorleri ile Aktive Olan Reseptorler (PPAR)

Peroksizom proliferatorleri, karacigerde lipit metabolizmasinda 6nemli rolleri
olan bir organel olan peroksizomlar: artiran kiiclik molekiiller olarak tanimlanmastir.
Bugiine kadar incelticiler, ayrik otu imha eden kimyasallar, bazi doymamis yag
asitleri, eikozanoidler, fibratlar ve tiazolidindion (TZD) grubu ilaglarin peroksizom
proliferatérleri oldugu gosterilmistir. Peroksizom proliferatorleri, peroksizom
proliferatorleri ile aktive olan reseptorlere (PPAR) baglanir; baska bir deyisle
PPAR’larin ligandidir. PPAR’lar, niikleer reseptor ailesinin bir alt grubudur,
ligandlarinin baglanmasi yoluyla aktive olurlar ve transkripsiyon faktorii olarak
bir¢ok metabolik etkiye neden olan genlerin ekspresyonunu diizenler. PPAR ailesinin
PPARa, PPARP ve PPARY olmak iizere ii¢ alt tipi vardir (Sekil 2.3). Bu grup
reseptorler lipit metabolizmasi iizerine olan etkilerinin yani sira, inflamasyon,
adipogenez ve farklilasma gibi cesitli hiicresel olaylarda rol alirlar (170). Ozellikle
PPARy’nin periferik dokularda insiilin duyarliligin1 artirict ve trombozisi azaltici
etkileri, obeziteyle baglantili T2DM ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
onemli bir hedef oldugunu diisiindiirmektedir. Lipit tiirevi olan bazi fizyolojik
ligandlara ek olarak rosiglitazon gibi tiazolidindion grubu klofibrik asitten tiiretilmis
antidiyabetik ilaglar PPARYy’ nin ligandidir (170).
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PPARa, geni 22. kromozomda yer alan, 468 amino asitten olusan bir
proteindir. PPARa, en yiiksek diizeyde kahverengi yag dokusu ve karacigerde
eksprese olur; kalp, bobrek ve ince bagirsaklarda da ekspresyonu vardir. PPARa,
lipit oksidasyonu ve glukoneogenezde yer alan bir¢ok faktoriin transkripsiyonunu
artirir. Organizmada yag asidi metabolizmasini sistemik diizeyde diizenleyen niikleer
reseptor ailesi PPAR’larin karacigerde lipit metabolizmasiyla iliskili bir iiyesi olarak
bilinen PPARa, aglik durumunda metabolizmanin adaptif yanitlarin1 yag asidi
oksidasyonunda yer alan 6nemli genlerin transkripsiyonunu aktive ederek diizenler.
PPARa’ya yanit veren 48 gen tanimlanmistir ve bunlarin biiyiikk ¢ogunlugunun
karacigerde keton cisimlerinin sentezi, yag asitlerinin baglanmasi, transportu,
aktivasyonu ve oksidasyonu ile ilgili oldugu belirlenmistir (171).

Aclik durumunda ve uyku esnasinda, yag asitleri adipositlerden karacigere
yonlendirilir. Karacigerde artan yag asidi diizeyleri PPARa’y1 aktiflestirerek yag
asidi oksidasyonunun artmasina neden olur. Artan PPARa aktivitesi, karacigerde
TAG sentezini azaltarak kanda TAG diizeyini azaltir. PPARa ligandlari,
hipertriagilgliserolemi tedavisinde kullanilir. Fenofibrat ve gemfibrozil, bilinen ve
klinikte kullanilan PPARa ligandlarindan bazilaridir. PPARa, anti-inflamatuvar
etkilere de sahiptir (172).

PPARY, en ¢ok adipositlerde eksprese edilir. PPARy nin etkinlestirilmesi,
adiposit  farklilagmas1  yoniinden Onemlidir. PPARy ekspresyonu heniiz
farklilasmamig bir mezenkimal hiicrede artarsa, hiicre adipozite doniisiir; bu olaya
adipogenez denir. Adipogenezin artmasi, yag dokusunun serbest yag asitlerinin
metabolizmaya zararli etkilerinden koruyan bir 6zelligi olan yag depolama
kapasitesini artirir. Yag dokusunda artan yag depolama kapasitesi, ektopik —yag
dokusu diginda karaciger, iskelet kasi, kalp kasi, pankreasta— lipit birikimini azaltir
ve kandaki TAG diizeyini disiiriir. Biitiin bu metabolik gelismeler, insiilin direncinin
azalmasma neden olur. PPARy, yag depolamak icin gerekli gliserol kinaz,

lipoprotein lipaz ve yag asidi tastyicilart genlerinin transkripsiyonunu artirir (173).
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(DBD) ve ligand baglama (LBD) bdlgeleri ile diger reseptorlerin ayni isleve sahip
bolgelerinin homoloji orani kutular i¢inde % olarak verilmistir. Altta PPAR-RXR
heterodimerinin DNA dizisine baglanmas1 gosterilmistir.

PPARY,

yag dokusunda, monosit makrofajlarda ve kolonda yiiksek

miktarlarda olusurken az da olsa diger birgok dokuda eksprese edilen niikleer

hormon reseptdr siiper ailesinin bir iyesidir. Preadipositlerin matiir adipositlere

dontisiimiinde kritik rol oynar. PPARy’ya yiiksek afiniteyle baglanan, insiilin

duyarliligint artirict ozellikteki tiazolidindionlar nedeniyle bu konuda yogun ilgi

gormektedir. PPARy, insanlarda yag dokusu kitlesinin dagilimi ve islevlerinin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (174).
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3. YONTEMLER

3.1 Visfatin Plazmidinin Transfeksiyon I¢in Hazirlanmasi

Sekil 3.1°de Dr. Shin-ichiro Imai’den (Department of Molecular Biology and
Pharmacology, Washington University School of Medicine, St. Louis, Missouri,
ABD) alinan visfatin ekspresyon plazmidinin haritasi goriilmektedir. Baslangi¢
vektori 4790 baz ciftlik pPCAGGS plazmididir. Bu vektore yaklagik 1000 baz ¢iftlik
neomisine direng geni (neo, plazmidin kalici transfeksiyon amaciyla kullanilmasina
olanak saglar) ve EcoRI kesim bdlgesinden 1584 baz ciftlik visfatin geni
klonlanmistir. Visfatin geninin klonlandig1 bolgenin niikleotid dizisi, seklin sag alt

kisminda verilmistir.

neo ~1000 bp

Sall (1)
CMV-IE Chicken B-Actin
Enhancer Promoter

\

Rabbit B-Globin

SV40 ori

Xbal (1623)
EcoRI (1719)]
Xhol (1725)
EcoRI (1731)
BglII (1811)

EcoRI  Xhol EcoRI
---GAATTCCTCGAGGAATTC---_

Sekil 3.1. Visfatin ekspresyon vektoriiniin haritasi.
3.1.1. Plazmidin transformasyon icin hazirlanmasi
Plazmid filtre kagidina emdirilmis olarak gonderilmistir. Oncelikle bu

plazmidin filtre kagidindan elde edilmesi i¢in kagit pargast steril olarak kesilip
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polipropilen tiipe konulmustur. Uzerine 30 uL TE tamponu (10 mM Tris pH:7.4, 1
mM EDTA pH:8.0) eklenip pipet ucuyla kagit parcasinin TE ile tamamen 1slanmasi
saglanmistir. Daha sonra vortekslenip 20-30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Bunun bir kismi kompetan bakterilerin transformasyonu ic¢in kullanilip
kalan1 -20°C’de bekletilmistir.

3.1.2. Kompetan bakterilerin hazirlanmasi

Kompetan bakterilerin hazirlanmasi i¢in ii¢ ayr1 protokol denenmistir. Burada
verilen protokol en yiiksek verim elde edilmis olan protokoldiir. Kompetan
bakterilerin hazirlanmasi i¢in laboratuvarimizda bulunan E.coli DHS5-a susu
kullanilmastir.

Oncelikle bakterilerin agarli LB plaklarda ii¢ nesil kiiltiirii yapilmis ve tek
koloni halinde elde edilmislerdir. Agarli LB plak hazirlanmak igin 10 g Tripton, 5 g
maya ekstresi ve 10 g NaCl 800 mL suda ¢oziiliir, ¢6zelti pH’s1 NaOH ile pH 7’ye
ayarlanir, hacim 1 L’ye tamamlanir. Daha sonra 15 g agar eklenir ve otoklavlanir.
Oda sicakligina gelince 9-10 mm c¢apinda Petri kaplarina dokiiliir ve donmaya
birakilir. Agar plaklarinin yanlar1 parafilmle kapatilarak 4°C’de saklanur.

Agarli plaktaki tek kolonilerden bir adet alinip 5 mL (15 mL'lik Falcon tiipte)
LB besiyeri iginde 16 saat 37°C’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Ertesi giin 100
mL (250 mL’lik erlenmayerde) LB besiyerine aktarilarak Assp = 0,5 oluncaya kadar
(yaklasik 2 saat) 37°C’de calkalanarak inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortam1 50 mL'lik
steril Falcon tiiplere alinip 15 dakika buz i¢inde tutulmustur. Daha sonra klinik
santrifijde 4°C’de, 2000-2500 rpm’de, 10 dakika santrifiij edilip siipernatan
atilmistir. Pellet 25 mL soguk MgCl, (100 mM) ile siispanse edilip (bu islem
vorteksle yapilmamis, ucu kesilmis mavi pipet ucu ile ¢ekilip birakilmistir) 4°C'de,
1800 rpm'de, 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatan atilmistir. Pellet 25 mL soguk
CaCl; (100 mM) ile siispanse edilip (bu islem de vorteksle yapilmamis, ucu kesilmis
mavi pipet ucu ile ¢ekilip birakilmistir) 20 dakika buz i¢inde bekletildikten sonra
4°C'de,1800 rpm'de, 5 dakika santrifiij edilmis ve siipernatan atilmistir. Kompetan
bakteri pelleti, %14 gliserol igeren 4 mL soguk CaCl, (100 mM) ile siispanse
edildikten sonra buz igindeki polipropilen tiiplere 100-200 pL’lik 6rnekler halinde

ayrilmig ve -80 C’de saklanmistir.



34

3.1.3. Kompetan bakterilerin transformasyonu

Onceden hazirlanmis plazmid DNA’sindan 1, 5 ve 10 pL alinip her biri 100
puL kompetan hiicre ile karigtirllmistir. Tipler 30 dakika buz i¢inde bekletildikten
sonra 42°C’de, 45 saniye sicaklik soku yapilmis ve ardindan 1-2 dakika buz i¢inde
bekletilmistir. Daha sonra tiipe 800 puL ampisilinsiz LB besiyeri eklenip 60 dakika
37°C’de calkalayarak inkiibe edilmistir. 100 pL transforme bakteri LB-ampisilin (son
konsantrasyonu 0,1 mg/ mL olacak sekilde ampisilin eklenmis) i¢eren agar plaklarin
ortasina pipetlenip biitiin plaga yayilarak 37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir.

3.1.4. Miniprep ile plazmid DNA'sinin saflastirilmasi

Plazmid ampisiline diren¢ geni igerdiginden, transforme edilen bakterilerden
plazmidi i¢ine almis olanlar ampisilinli agarda biiyliyebilmektedir. Bu sekilde 5 ve
10 uL ile transforme edilen bakterilerden az sayida koloni elde edilmistir. Her bir
koloni alinip 15 mL ampisilinli LB i¢ine eklenip 16 saat 37°C’de ¢alkalanarak inkiibe
edilmistir. Ertesi giin her birinden 3 mL kiiltlir alinarak miniprep yapilmistir. Artan
kiiltiirlerden daha sonra kullanmak iizere gliserol stok hazirlanmistir.

Miniprep i¢in Qiaprep Spin miniprep kiti (Qiagen, Almanya) kullanilmustir.
Uretici firmanin &nerilerine gore uygulanan prosediir alkali lizis yontemini esas
almakta, son basamakta ise kolon kromatografisi yontemiyle plazmid DNA’s1
saflagtirllmaktadir (175,176). Bu sekilde elde edilen DNA eluati izopropanol eklenip
¢oktiiriilmistiir. Pellete %70 etanol eklenip yikandiktan ve kurutulduktan sonra 30-
40 pL TE eklenerek DNA ¢oziilmiistiir.

3.1.5. Restriksiyon enzimi ile plazmidin kesilmesi

Elde edilen plazmid DNA’smin istedigimiz plazmid oldugunu gdstermek
amaci ile restriksiyon enzimi ile kesilerek beklenen DNA fragmanlariin olusup
olugmadig1 kontrol edilmistir. Kullanilan plazmid vektorii (pCXN2) yaklasik 6200
kb biiyilikliigiinde, buna eklenen Nampt geni ise 1584 kb biiyiikliigiindedir. Nampt
geni plasmidin EcoRI restriksiyon enzimi kesim bdlgesine yerlestirildigi i¢in bu
enzimle kesilmesine karar verilmistir. DNA’lardan en yogun goriinen ikisi secilerek
260 ve 280 nanometrede absorbanslart Olgiilmiistiir. Azgo/Azgp orani DNA’nin
safliginin dlgiisiidiir ve 1,5-2 arasinda olmasi beklenir. 3 ve 4 no’lu 6rneklerimizde
bu oran sirastyla 1,89 ve 1, 94 bulunmustur. 4 no’lu 6rnekte DNA miktar1 da daha

yiiksek (0,732 ug/uL) oldugu igin bu 6rnek se¢ilmistir. Yaklasik 3 ug DNA (4 plL), 2
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uL 10x restriksiyon enzim tamponu, 2 uL 10x BSA, 11 uL su vel uL enzim (EcoRI)
eklenerek 37°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra tepkime ortamindan 5 ve 10
ul’lik 6rnek alinarak %1°lik agaroz jelde yliriitiilmiistiir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi ve ekimi

Bu asamada Oncelikle bir beher i¢ine distile su konup 37-40°C'ye kadar
1sinmasi saglanmustir. Besiyeri de kiiltiir kabina konarak inkiibat6rde iki saat 6nceden
isitilmistir. I¢inde dondurulmus HepG2 hiicreleri bulunan tiip azot tankindan
cikarilip hemen buz iizerine konulmustur. Dondurulmus hiicre tiipii buz {izerinde,
1sinan su banyosu yanina taginmis ve tiip su banyosunun i¢ine konulmustur. Tiip 1-2
dakika sok ile 1sitildiktan sonra su banyosundan alinip temiz havlu kagit ile
kurulanmis, ¢evresi %70 etanol ile temizlenmistir. Daha sonraki islemlerin tamami
dikey laminar hava akimli kabinde steril kosullarda yapilmistir. Bir tiip i¢ine %20
oraninda FBS (fotal sigir serumu) iceren 7-9 mL besiyeri konulduktan sonra, tiipiin
icindeki hiicre karigimi c¢ekilip besiyerine eklenmistir. Hiicreler birka¢ kez
pipetlenerek resilispanse edildikten sonra 1200 rpm'de 10 dakika santrifiijlenip
stipernatan pipetle g¢ekilerek atilmistir. Tiipiin dibinde kalan pelet iizerine besiyeri
eklenip, pipetlenerek yeniden siispanse edilmistir. Tiipte olusan hiicre-besiyeri
karisimi pipetle cekilerek kiiltlir kabma ekilmistir. Mikroskopta hiicreler kontrol
edildikten sonra kiiltiir kab1 kapag1 gevsetilerek inkiibatore yerlestirilmistir. Hiicreler
kiltiir kabina yapistiktan sonra (yaklasik 24 saat) besiyeri degistirilmistir. Daha sonra
li¢ giinde bir besiyeri tazelenerek pasajlamaya uygun sayiya erismeleri beklenmistir.

3.2.2. Tripsinizasyon ve pasajlama

Oncelikle tripsinizasyonda kullanilacak malzemeler hazir hale getirilmistir.
PBS oda sicakligina gelene kadar beklenmistir. Tam besiyeri (%10 FBS ve %l
antibiyotik ilaveli DMEM) 37°C su banyosunda isitilmistir. Steril tripsin/EDTA —
20°C’den ¢ikarihip disarida bekletilmistir. Islemlerin tamami dikey laminar hava
akimli kabinde steril sartlar altinda yapilmistir. Kiiltiir kab1 i¢indeki besiyeri pipetle
cekilerek steril bir kaba (otoklavlanmis erlenmayer ya da falkon tiip) dokiildiikten
sonra, kabin i¢ine 10 mL PBS konulup, calkalanmis ve dokiilmiistiir. Bu islem ile
hiicreler yikanip, kabin i¢inde kalan besiyeri artig1 uzaklastirilmistir. Kiiltiir kabinin

icine pastdr pipeti ile 1 mL tripsin/EDTA konulup, kiiltiir kabinin kapag1 kapatilip,
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inkiibatore kaldirilmistir. Yaklasik 3-4 dakika beklemeden sonra kiiltiir kab1 disart
alimmustir. Bu siirede hiicreler flaskin tabanindan sokiilmiistiir. Inverted mikroskopta
bakilip, yerinden sokiilen hiicrelerin yuvarlak hiicre kiimeleri halinde hareket ettikleri
gorilmistiir. Hiicrelerin tripsin ile muamele edildigi siireyi olabildigince kisa tutmak
ve oyalanmamak gerektiginden (5 dakikadan fazla beklenirse tripsin hiicrelere zarar
verir) kiiltiir kabmin yan duvarlarina hafifge vurularak sokiilme islemi
hizlandirilmistir. Kiiltiir kabinin igindeki hiicreler 50 mL falkon tiip i¢ine alinip, 10
mL daha besiyeri eklenip santrifiijlemistir. Besiyeri ile hem tripsin dilue edilmis olur,
hem de besiyerinde bulunan FBS tripsin aktivitesini baskilar. Santrifiijjden sonra
slipernatan atilarak tiiplin dibinde kalan hiicre peleti lizerine yeni besiyeri eklenmis (5
mL) ve nazik pipetleme yapilarak hiicreler siispansiyon haline getirilmistir. Daha
sonra yeni kiiltiir kaplarina 1:3 oraninda (ii¢ kiiltiir kabina) ekilmistir. Mikroskop
altinda hiicrelerin durumu kontrol edildikten sonra inkiibatore kaldirilmistir. Daha
sonra Ui¢ giinde bir besiyeri tazelenerek bir sonraki pasajlama i¢in uygun sayiya
erismeleri beklenmistir.

3.2.3. Hiicrelerin dondurulmas:

Hiicreler bol miktarda {iretildikten sonra, daha sonraki asamalarda gerek
duyuldugunda tekrar iretilebilmeleri i¢in yedekleme amaciyla bir kismi
dondurulmustur. Inkiibatordeki hiicreler (T25 flask, yaklasik 3 milyon hiicre) disari
alinmis ve canliliklar1 mikroskopta degerlendirilmistir. Hiicre kabinin hiicre olmayan
kosesine biriktirilen besiyeri pipetle cekilip baska bir pipet ile 1 mL tripsi/EDTA
kiiltiir kab1 iizerine eklenmistir. 37°C'de inkiibatorde 5 dakika bekletildikten sonra
hiicrelerin flasktan ayrilip ayrilmadigi mikroskopta degerlendirilmis ve pipet ile
hiicreler bir tlipe alinarak iizerine bir miktar besiyeri eklenip 1200 xg'de 10 dakika
santrifiijlenmistir. Dondurma tiipii {lizerine hiicre tipi, islemin tarihi, ka¢ kez
pasajlandig1 (T1/P1) ve kullanilan besiyeri yazildiktan sonra i¢ine 700 pL besiyeri,
200 pL FBS, 100 uL dimetilsulfoksit (DMSO) eklenip buz lizerinde bekletilmistir.
Santrifiij sonrasi tiipiin dibinde olusan hiicre peletinin iistiindeki siipernatan pipetle
cekilerek atilmig ve dondurma tiipiinde hazirlanan ¢6zeltiyle hiicre peleti 1-2 kez
pipetlenmistir. Hiicrelere zarar vermeden hepsi cekilip tlipe alinmistir. Hiicreleri
iceren dondurma tlipii +4°C'de 3-4 saat, -20°C'de bir gece (8-10 saat) ve bir

stire -80°C'de bekletildikten sonra s1vi azot tankina yerlestirilmistir.
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3.3. MTT Yontemiyle Sitotoksisite Calismalari

Hiicre canliligini degerlendirmek amaciyla MTT testi yapilmistir. Bu
yontemde, mitokondrileri aktif olan canli hiicrelerde ortama konan tetrazolyum tuzu
siiperoksit radikali ile indirgenerek renkli formazan bilesigine cevirilmekte, olusan
formazan miktar1 spektrofotometrik olarak tayin edilebilmektedir. Ortama eklenen
ilacin sitotoksik olmast durumunda hiicreler canliliklarini yitirecekleri i¢in formazan
olusmayacaktir. Dolayisiyla bu yontemde yiiksek absorbans canliligi, diisiik
absorbans ise sitotoksisiteyi isaret etmektedir (177). Deney protokolii su sekildedir:

On hazirlik: Steril PBS oda sicakligina gelene kadar beklenir. Tam besiyeri
(%10 FBS ve %1 antibiyotik ilaveli DMEM) 37°C su banyosunda isitilir. Steril
Tripsin/EDTA —20°C’den ¢ikarilir, disarida bekletilir. 5 mg/mL konsantrasyonda
MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir), PBS ile hazirlanir,
%23 SDS (sodyum dodesil siilfat) + %45 dimetil formamid (DMF) ¢ozeltisi
hazirlanir. Islemlerin tamami laminar hava akimli kabinde steril sartlar altinda
yapilir.

Inkiibatérdeki hiicreler ¢ikarilir ve canlilik yoniinden degerlendirilir. Olagan
tripsinizasyon  isleminden sonra  hiicreler silispansiyon haline  getirilir.
Stispansiyondan 250 veya 500 pL o6rnek alinip hacmi iki katina ¢ikarilarak hiicre
sayimmi yapilir. Elde edilen hiicre sayisi not edilerek ekilmek istenen hiicre sayisina
gore alinacak hacim hesaplanir. Ekim yapilacak kuyucuk sayist (96'lik plak
kullanilir) fireler de hesaba katilacak yaklasik %133 fazla hesaplanmaktadir.
Kuyucuklara bir siras1 kontrol olmak {izere denenecek doz sayisina ve her dozun
denenecegi kuyucuk sayisina gore (ikili veya t¢lii) hiicreler 50'ser puL hacimlerde
ekilir. Bir gece bekleyip hiicrelerin yapistigindan emin olduktan sonra istenen ilag
uygulamasina gegilir. Belirlenen dozlarda hazirlanan ilag, her konsantrasyondan belli
sayida kuyucuga 50'ser uL eklenir. Boylece, kiiltiir ortamindaki son konsantrasyonlar
tiipteki konsantrasyonlarin yaris1 olur. Kontrol kuyucuklarina da 50 pL ilagsiz
besiyeri eklenir. Hiicreler ilagla 48 saatligine inkiibe edilir. Inkiibasyon bitiminde her
kuyucuga 25'er uL 5 mg/mL MTT eklenir ve 4 saatliine inkiibe edilir. Inkiibasyon
bitiminde her kuyucuga 80'er uL %23 SDS + %45 DMF c¢ozeltisi eklenir. Bos bir
kuyucuga da 205 pL ¢ozelti eklenir ve kor olarak belirlenir. Formazan olusumu

mikroskopta kontrol edilir ve formazanin ¢oziinlip homojenize olmasi i¢in bir gece
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de bu ¢ozeltiyle inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda 570 nm'de plak okuyuculu
spektrofotometrede okutulur. Kontrol kuyucugundaki absorbans degerinin 0,5-0,6
civari veya daha biiyiilk olmasi yeterli hiicre ekildigi anlamia gelir. Ayrica
kuyucuklar arasindaki nonspesifik absorbans farkini elimine etmek amaciyla 630
nm’de de okuma yapilarak A630 absorbans degerleri A570 degerlerinden ¢ikarilir ve
aradaki fark grafikleme amaciyla kullanilir.

Calismamizda HepG?2 hiicreleri kuyucuklara 5000-20000 hiicre/kuyu olacak
sekilde ekilmislerdir. 10000 hiicre ile daha iyi sonu¢ alindigi goriilmiistiir. 10000’in
tizerinde hiicre ekildiginde hiicre sayisi ¢ok fazla gelmekte ve absorbanslar
giivenilemeyecek derecede yiikselmektedir. Tim c¢alismalar en az iki kez
tekrarlanmig ve her seferinde her kosul en az ikili olarak ¢alisilmistir.

3.3.1 Tunikamisin ile sitotoksisite calismasi

Tunikamisin, 1 mg'lik sisede 2,5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanir (lizerine
400 pL DMSO ekleyerek). Daha sonra bu stok ¢ozelti, DMEM eklenerek
sulandirilir. Caligmada Tunikamisin’in 1-2,5-5-10-25 ve 250 pg/mL dozlar
kullanilmistir. Hiicreler, MTT yontemi icin yukarida 3.3 bashiginda anlatildigi
bi¢imde hazirlanir. Belirlenen dozlarda hazirlanan ilag, her konsantrasyondan belli
sayida kuyucuga 50'ser uL eklenir. Boylece, kiiltiir ortamindaki son konsantrasyonlar
tiipteki konsantrasyonlarin yarist olur. Kontrol kuyucuklarima da 50 puL ilagsiz
besiyeri eklenir. Hiicreler ilagla 24 saatligine inkiibe edilir. Inkiibasyon bitiminde her
kuyucuga 25'er uL 5 mg/mL MTT eklenir ve 4 saatligine inkiibe edilir. Inkiibasyon
bitiminde her kuyucuga 80'er uL %23 SDS + %45 DMF ¢ozeltisi eklenir. Bos bir
kuyucuga da 205 pL ¢ozelti eklenir ve kor olarak belirlenir. Formazan olusumu
mikroskopta kontrol edilir ve formazanin ¢oziinlip homojenize olmasi i¢in bir gece
de bu ¢ozeltiyle inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 570 nm'de plak okuyuculu
spektrofotometrede okutulur. Kontrol kuyucugundaki absorbans degerinin 0,5-0,6
civart veya daha biliylik olmasi yeterli hiicre ekildigi anlamimna gelir. Ayrica
kuyucuklar arasindaki nonspesifik absorbans farkini elimine etmek amaciyla 630
nm’de de okuma yapilarak A630 absorbans degerleri A570 degerlerinden ¢ikarilir ve
aradaki fark grafikleme amaciyla kullanilir.

Calismamizda HepG2 hiicreleri kuyucuklara 5000-20000 hiicre/kuyu olacak
sekilde ekilmigslerdir. 5000 ve 10000 hiicre ile daha iyi sonu¢ alindig1 goriilmistiir.
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10000’in iizerinde hiicre ekildiginde hiicre sayis1 ¢ok fazla gelmekte ve absorbanslar
giivenilemeyecek derecede yiikselmektedir. Tim c¢alismalar en az iki kez
tekrarlanmis ve her seferinde her kosul en az ikili olarak ¢alisiimistir.

3.3.2. Palmitik asit ve linoleik asit ile sitotoksisite calismasi

Calismamizda HepG2 hiicrelerinde PPARy agonistlerinin  ER  stresi
kosullarinda etkisini gostermek amaciyla hiicrelere endojen bir PPARy ligand1 olan
linoleik asit, ER stresini uyarmak amaciyla da doymus yag asidi olan palmitik asit
uygulanmistir. Palmitik asit, in vivo kosullarda doymus yag asitleriyle olusan ER
stresini deneysel olarak gostermekte uygun bir yag asidi olmasi nedeniyle
calismamizda tunikamisin ile birlikte ER stresi olusturmak iizere kullanilmustir.
Linoleik asit ise koruyucu etkileri olan bir doymamis yag asidi oldugundan, visfatin
ekspresyon artist ile koruyucu etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla secilmistir.
Palmitik asitin ER stresi olustururken, linoleik asitin ise koruyucu etkilerini
gosterirken hiicre canliligini anlamli diizeyde etkilemeyen dozlarin1 segmek amaciyla
doz-bagimli bir sitotoksisite ¢alismasi yapilmistir. Literatiirde yag asitleri ile yapilan
calismalarda secilen doz araliginin 50-1000 puM oldugu saptanmis ve sitotoksisite
calismalari i¢in daha genis bir aralik olan 50-2500 uM, inkiibasyon siiresi olarak 24
saat secilmistir. Linoleik asit ve palmitik asit, DMSO ile dilue edilmis ve stok
cozeltiler hazirlanmistir. Hiicreler belirlenen dozlarda 50 pL olarak kuyucuklara
eklenen palmitik asit ve linoleik asitle 24 saatligine inkiibe edilir. Inkiibasyon
bitiminde her kuyucuga 25'er uL 5 mg/mL MTT eklenir ve 4 saatligine inkiibe edilir.
Inkiibasyon bitiminde her kuyucuga 80'er uL %23 SDS + %45 DMF c¢ozeltisi
eklenir. Bos bir kuyucuga da 205 pL ¢oOzelti eklenir ve kor olarak belirlenir.
Formazan olusumu mikroskopta kontrol edilir ve formazanin ¢ozliniip homojenize
olmasi icin bir gece de bu ¢dzeltiyle inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda 570 nm'de
plak okuyuculu spektrofotometrede okutulur. Kontrol kuyucugundaki absorbans
degerinin 0,5-0,6 civar1 veya daha biiyiik olmasi yeterli hiicre ekildigi anlamina gelir.
Ayrica kuyucuklar arasindaki nonspesifik absorbans farkini elimine etmek amaciyla
630 nm’de de okuma yapilarak A630 absorbans degerleri A570 degerlerinden

cikarilir ve aradaki fark grafikleme amaciyla kullanilir.
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3.4. Hiicrelerde Protein Ekspresyonlariin Gosterilmesi

Protein ekspresyonlar1 Western Blot yontemi ile gdsterilmistir. Bu yontemin
esasi, aranan proteinin elektroforezle ayrildiktan sonra bir membrana aktarilip
spesifik antikorlarla taninarak gosterilmesidir (178). Yontemde oncelikle hiicresel
proteinlerin ekstraksiyonlari yapilir, daha sonra proteinler poliakrilamid jel
elektroforezi ile biyiikliiklerine gore ayrilir, jelde bulunan ayrilmis proteinler
proteinleri tutan bir membrana (poliviniliden floriir-PVDF) aktarilir ve daha sonra
membran proteine 6zgili antikorla inkiibe edilir. Bu antikoru taniyan ve enzimle
konjuge edilmis ikinci bir antikorla inkiibasyondan sonra, ortama enzimin
substratinin eklenmesiyle istenilen protein bandi goriiniir hale getirilir. Kullandigimiz
sistemde kemiliiminesans ile goriintii alinmaktadir.

Bu deney i¢in hiicreler 10 cm’lik Petri kaplarina ekilmistir. Hiicreler ¢ogalip
kabi1 doldurduktan sonra inkiibatdrden alinarak buzun iistiine konmustur. iki kez
soguk PBS ile yikandiktan sonra PBS iyice aspire edilmistir. Yikanmis hiicrelerin
tizerine lizis tamponu (Tablo 3.1) eklendikten sonra hiicreler kazinarak toplanip
onceden sogutulmus polipropilen tiipe konmustur.

Tablo 3.1. Western blot igin lizis tamponu hazirlama tablosu

Stok konsantrasyonu Final konsantrasyonu

Tris-HCI pH 7,4 2M 40 mM 2mL
EDTA 0,5M 1 mM 200 pL
Gliserol %99 %10 10 mL
Triton X100 %10 %1 10 mL
Na-deoksikolat %5 %0,5 10 mL
SDS %10 %0,08 800 uL
gsp 100 mL

Lizis yapilacaglt zaman, 450 pl tampona 50 pl proteaz inhibitér kokteyli
eklenir. 15 saniye vortekslenip 13000 xg’de, 4°C’de, 10 dak santrifiijlenmistir.
Sitipernatan sogutulmus bir baska tiipe aktarilmis ve -70°C’de saklanmistir. Elde
edilen lizattan BCA (bisinkoninik asit) kiti ile protein tayini yapilmistir. BCA protein
tayin yontemi triptofan, tirozin, sistein, sistin amino asitleri ve peptit bag1 varliginda

Cu*®nin Cu*Me indirgenmesi ve alkali ortamda mavi-mor renkte kompleks
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olusturmasi prensibine dayanmaktadir (179). Bilinmeyen protein miktari igeren
ornek, bilinen bir standart protein ¢ozeltisi (BSA—bovine serum albumin) ile
karsilastirilir. Poliakrilamid jel elektroforezinde (PAGE) yiiriitmek i¢in yaklagik 40
ug protein gerekmektedir. Istenen miktarda protein igeren drnek hacmi bir baska tiipe
alindiktan sonra gerektiginde hacmi 6rnek tamponu ile artirilmis ve 95°C'de 4 dakika
(1sitict blokta) bekletilmistir. Poliakrilamid jel elektroforezi i¢cin %5'lik yiikleme
(stacking) ve %]10'luk ayirma (resolving) jeli hazirlanmistir (180). Daha sonra
ornekler jellere yiiklenerek 6nce 40 V, daha sonra 100 V'da yaklasik 3 saat
yiriitilmistlr. Transfer i¢in alan jellerin, siinger ve kurutma kagidinin iistiinde
membranlarla temaslart saglanmistir. Diizenegin transfer tankina yerlestirilmesinden
sonra 2 saat, 80 V'da proteinler jelden membrana transfer edilmistir. Transfer sonrasi
aliman membranlar, 10 cm'lik petri kaplarina jele temas eden yiizleri iistte olacak
sekilde yerlestirilip bir gece boyunca protein ¢ozeltisi olan blottoda bekletilmistir.
Bir sonraki giin blottodan alinan membranlar, 10 mL blotto i¢inde 20 upL primer
antikor ile 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 TBS (Tris-buffered saline) ile
10'ar dakikalik 3 yikama yapilmistir. Daha sonra 10 mL blotto i¢inde 4 pL sekonder
antikor ile 45 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 TBS ile 10'ar dakikalik 3
yikama yapilmistir. Yikamadan alinan membranlara 2 mL kemiliiminesans
(Enhanced Chemiluminescence, ECL; Amersham) c¢ozeltisi uygulanip 2 dakika
beklenmistir. Bu c¢ozelti, ikinci antikora konjlige olan enzimin (horse radish
peroxidase, HRP) substratini (luminol) igermektedir (181). Daha sonra iizerine
otoradyografi filmi (ECL Hyperfilm, Amersham) yerlestirilen membran kasette
yaklagik 1 saat bekletilip, film banyo edilmistir. B-aktin ile inkiibasyon &ncesi
membranlar TBS ile 10'ar dakikadan 3 kez yikanip tekrar blottoda bekletilmistir.
Daha sonra 10 mL blotto i¢inde 5 puL primer antikor (fare kaynaklt monoklonal anti-
B-aktin, Sigma) ile 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi TBS ile 10'ar
dakikalik 3 yikama yapilmigtir. Daha sonra 10 mL blotto i¢inde 3 uL sekonder
antikor (peroksidaz ile konjlige anti-fare IgG, Amersham) ile 45 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi TBS ile 10'ar dakikalik 3 yikama yapilmistir.
Yikamadan alinan membranlara 2 mL ECL ¢o6zeltisi uygulanip 2 dakika
beklenmistir. Daha sonra iizerine film yerlestirilen membran kasette yaklasik 1 saat

bekletilip, film banyo edilmistir.
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3.5. Gen Ekspresyonu Tayini

3.5.1. Artan doz ve siirelerde tunikamisin uygulamasi

Bu ¢alisma igin hiicreler alt1 kuyucuklu plaklara ekilmistir. Altili plaklara, her
kuyucuga yaklasik 2.000.000 hiicre diisecek bi¢imde (3 mL besiyerinde) ekim
yapilmistir. Bir geceligine inkiibe edilen hiicrelerin plaklara yapigsmasi saglanmus,
ertesi glin ila¢ uygulamasi yapilmistir. Tunikamisin 24 ve 48 saat olarak ii¢ farkli
inkiibasyon siiresinde ve ti¢ farkli konsantrasyonda (10 pg/mL ve 25 pg/mL)
uygulanmistir: 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar ic¢in 3’er kuyucuk kontrol olarak
birakilmis, 3’er kuyucuga 10 pg/mL ve 25 pg/mL konsantrasyonda tunikamisin
uygulanmistir. Bunun i¢in Once tunikamisin diliisyonlar: (Serum ve antibiyotik
icermeyen DMEM besiyeri ile) hazirlanmis, daha sonra kuyucuklardaki besiyerleri
aspire edilip ilagh besiyerleri hiicrelere eklenmistir. Kontrol kuyucuklarina da 3'er
mL ilagsiz besiyeri eklenir. Hiicreler ilagla 24 ve 48 saatligine inkiibe edilmiglerdir.

3.5.2. Visfatin ekspresyon plazmidinin HepG2 hiicrelerine gecici
transfeksiyonu

Niikleik asitlerin Okaryotik hiicrelerin i¢ine viral olmayan yontemlerle
girmesi islemine transfeksiyon adi verilir. Tercih ettigimiz yonteme gore, Once
plazmid DNA'nin lipozomal yapilarin igine girmesi saglanir. Daha sonra hiicrelerin
bulundugu ortama verilen plazmid tasiyan lipozomlar hiicre membranlariyla
birleserek hiicre icine girer. On transfeksiyon deneyleri i¢in yaklasik 4 milyon hiicre
100 mm'lik petri kabina ekilerek 24 saatligine inkiibe edilmistir. Daha once izole
edilen plazmid DNA'sinin miktar1 spektrofotometre ile dl¢lilmiistiir. 5 pL. DNA, 395
uL TE tamponu ile seyreltilerek 260 nm'de absorbans degeri 0,178 olarak Ol¢iilmiis
ve DNA konsantrasyonu 0,712 pg/uL olarak hesaplanmigtir. 10 pug DNA igin 14 pL
DNA c¢ozeltisi iki ayr1 polipropilen tiipe pipetlenmistir. 3 adet petri kabindan biri
kontrol olarak secilmis ve diger ikisi ile iki ayr1 transfeksiyon kiti (Qiagen Superfect
ve Roche Fugene) kullanilarak transfeksiyon yapilmistir. Superfect kiti kullanilacak
ornegin hacmi 300 ul'ye, Fugene kiti kullanilacak 6rnegin hacmi 500 plL'ye serum
ve antibiyotik igermeyen besiyeri ile tamamlanmistir. Daha sonra tiiplere 60 uL
Superfect ve 40 uL Fugene reaktifleri eklenip karistirllmistir. Oda sicakliginda 15
dakika bekletildikten sonra kaplardaki besiyerleri uzaklastirilip hiicreler 4'er mL PBS

ile ytkanmigtir. DNA karigimina 3'er mL serum ve antibiyotik igeren besiyeri eklenip
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karistirilmis ve hiicrelere eklenerek 3 saatligine inkiibe edilmistir. Daha sonra bu
besiyeri uzaklastirilip hiicreler 4 ml PBS ile yikanmis ve besiyeri yenilenmistir. 72
saatlik inkiibasyonun sonunda, hiicrelerden Western Blot i¢in protein ekstraksiyonu
yapilmustir.

3.5.3. Kontrol ve transfekte hiicre gruplarinda tunikamisin uygulamasi

Daha onceki ¢alismamizda Tunikamisin etkisi i¢in 10 ug/mL doz ve 24
saatlik uygulamanin yeterli oldugu goriildiigii icin ¢aligmalara bu kosullarda devam
edilmistir.

ER stresi yaratmak ic¢in 24 saatlik inkiibasyon siiresi ve 10 ug/mL
konsantrasyonda tunikamisin uygulamalari altt kuyucuklu plaklarda yapilmistir.
Kuyucuklar kontrol, tunikamisin, transfeksiyon ve tunikamisin + transfeksiyon
olmak {izere toplam 4 grup olarak diizenlenmis, her gruptan 3 6rnek calisilmistir. Bu
calismalar i¢in alti kuyucuklu plaklara, her kuyucuga yaklasik 2.000.000 hiicre
diisecek bicimde ekim yapilmistir. Bir geceligine inkiibe edilen hiicrelerin plaklara
yapigsmast saglanmig, ertesi glin yukarida anlatildigi sekilde transfeksiyon
yapilmistir.

Transfeksiyonun ertesi giinii hiicrelere tunikamisin uygulamast yapilmistir.
Tunikamisin 24 saat, 10 pg/mL olarak uygulanmistir. Bunun igin 6nce tunikamisin
diliisyonlar1 hazirlanmig, daha sonra kuyucuklardaki besiyerleri aspire edilip ilagh
besiyerleri hiicrelere eklenmistir. Hiicreler ilacla 24 saatligine inkiibe edilmislerdir.
Hiicrelerden RNA ve protein izole edilmis; RNA ekspresyon ¢alismalari i¢in, protein
ise Western Blot i¢in kullanilmistir.

3.5.4. Tunikamisin ve linoleik asit uygulamasi

Caligma kapsaminda HepG2 hiicrelerinde PPAR agonistlerinin ER stresi
kosullarinda etkisini gostermek amaciyla hiicrelere endojen bir PPAR ligandi olan
linoleik asit uygulamasi yapilmistir. ER stresi uyarisi olarak 24 saatlik, 10 ug/mL
tunikamisin kullanilmistir. Caligsma, alt1 kuyucuklu plaklarda yapilmistir. Kuyucuklar
kontrol, tunikamisin, linoleik asit, linoleik asit + tunikamisin olmak iizere toplam 4
grup olarak diizenlenmis, her gruptan 3 o6rnek calisilmistir. Bu c¢alismalar igin
hiicreler alti kuyucuklu plaklara, her kuyucuga yaklasik 2.000.000 hiicre diisecek
bicimde ekim yapilmistir. Bir geceligine inkiibe edilen hiicrelerin plaklara yapismasi

saglanmig, ertesi giin uygulamaya baglanmistir. Hiicrelerde tunikamisine karsi
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koruyucu etkisini gormek i¢in linoleik asit tunikamisinden 24 saat once
uygulanmistir. Linoleik asit, son konsantrasyonu 500 uM olacak sekilde besiyeri ile
diliie edilmistir. Kuyucuklara 3’er mL besiyeri ile eklenen ila¢ hiicrelerle 48
saatligine inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 24. saatinin bitiminde 10 pg/mL
tunikamisin uygulanmis ve 24 saatligine inkiibe edilmistir. Daha sonra hiicreler
ekspresyon calismasinda kullanilmistir.

3.5.5. Hiicre orneklerinden protein izolasyonu ve Western Blot

Bu deney i¢in hiicreler deneyin gerektirdigi ornek miktarima gore uygun
biiyiikliikte kiiltiir kaplarina ekilmistir. ilag veya transfeksiyon uygulamasi
yapildiktan sonra dogrudan protein ekspresyonu yoniinden incelenecekse
inkiibatérden alinarak buzun iistiine konmustur. iki kez soguk PBS ile yikandiktan
sonra PBS iyice aspire edilmistir. Yikanmis hiicrelerin {izerine lizis tamponu
eklenmis ve hiicreler kazinarak toplanip Onceden sogutulmus polipropilen tiipe
konmustur. 15 saniye vortekslenip 13000 xg’de, 4°C’de 10 dak santriflijlenmistir.
Siipernatan sogutulmus bir bagka tiipe aktarilip -70°C’de saklanmastir.

Tripure izolasyon Kkiti ile hazirlanan, RNA izolasyonundan kalan kisim da
protein izolasyonu ig¢in kullanilir. Kalan kisma 0,2 mL %100 etanol eklenip
karistirtlip, 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra 2000 xg’de 5
dakika santrifiij edilip slipernatan alinir. Siipernatana 1 mL izopropanol eklenip
karistirilip, proteinlerin ¢okmesi icin 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. 12000
xg’de 5 dakika santrifiij edildikten sonar supernatant atilir. Pellet, %95 etanol i¢inde
¢oziinmiis 1,6 mL 0,3 M guanidin hidrokloriir ile resiispanse edilip oda sicakliginda
20 dakika bekletilir, sonrasinda 7500 xg’de 5 dakika santrifiij edilir. Bu islem toplam
3 kez tekrarlandiktan sonra pelletlere 2 mL %100 etanol eklenip 20 dakika oda
sicakliginda bekletilir, 7500 xg’de 5 dakika santrifiij edilir. Siipernatan uzaklagtirilir.
%1°lik SDS eklenerek pelletin ¢6ziinmesi saglanir.

Her iki izolasyon yonteminden de sonra, elde edilen lizattan protein tayini i¢in
BCA (bisinkoninik asit) kiti kullanilir. Uygun miktarda protein igeren ornekler
Western Blot yontemi ile analiz edilmistir.

3.5.6. RNA izolasyonu

Plaklardaki besiyeri aspire edilip hiicreler 2'ser mL PBS ile yikanmis ve RNA

izolasyonu i¢in Onceden hazirlanmis alana taginmistir. RNA izolasyonu igin trizol
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yontemine dayanan Tripure izolasyon reaktifi (Roche Applied Science) kullanilmistir
(182). Tripure izolasyon reaktifinden her kuyucuga 750 uL konulmus ve hiicreler
insiilin enjektorti ile ¢ekilip birakilarak lizis yapilmis, lizat polipropilen tiiplere
almmistir. 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra her tiipe 0,15’er mL
kloroform eklenmistir. Homojenizasyon sirasinda Tripure izolasyon reaktifi hiicreleri
patlatmakta ve endojen niikleazlar1 denatiire etmektedir. Kloroform eklendikten
sonra lizat santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasi ¢oOzeltinin {i¢ faza ayrildigi
gorilmistlir: Saydam, sulu iist faz; beyaz ara faz ve altta pembe organik faz.
Saydam, sulu faz bagka tiipe ayrilarak bu kisimdan RNA izole edilmistir. Tekrar
kloroform eklendikten sonra elde hizlica sallanan tiipler 4°C'de, 12000 xg 'de, 20
dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda iistteki saydam kisim bagka tiiplere alinarak
her tiipe 0,375 mL izopropanol eklenmistir. Elde sallanan tiipler, 15 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 15 dakika 12000 xg 'de santrifiij edilmistir.
Stipernatanlar atilip pelletlerin  lizerine 0,75'er mL %75 etanol eklenip
vortekslenmigtir. 12000 xg 'de 10 dakika santrifiij edilip etanol atilmistir. Pellet,
yaklagik 30 pL DEPC ile muamele edilmis su ile c¢oziilmiistiir. Daha sonra
spektrofotometre ile RNA miktar1 dlciilmiistiir. Olgiim i¢in 10 pL RNA, 390 pL su
ile seyreltilmistir.

3.5.7. cDNA sentezi (RT-PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), genomik DNA'da dizisi bilinen bir
bolgenin c¢ogaltilmasini saglayan bir tekniktir. RT-PCR ise RNA'dan revers
transkriptaz enzimi sayesinde komplementer DNA (cDNA) sentezinin gerceklestigi
yontemdir (183). Bu ¢alisma i¢in RNA'dan ¢cDNA sentezi igin yaklagik 1 pg RNA
gereklidir. Eldeki RNA'lardan 1’er pg alinip daha sonra hacmi su ile 11 pl'ye
tamamlanmistir. Her 6rnekten 11 pl RNA alinip 2 pl rastgele (random) hekzamer
primer eklenmistir. 65°C'de 10 dakika inkiibe edilen karisima daha sonra 7 pL. master
mix eklenmistir ve buzda bekletilmistir. Master mix, revers transkriptaz tamponu,
RNaz inhibitorii, deoksiniikleotid karigimi ve revers transkriptaz enzimi bulunan bir
karisimdir. Daha sonra “thermocycler” programi ayarlanmistir: 25°C'de 10 dakika,
50°C'de 60 dakika, 85°C'de 5 dakika ve 4°C'de bekleme. Tiipler cihaza
yerlestirildikten sonra program baslatilmigtir. Program sonunda elde edilen cDNA

real-time PCR yapilana kadar -20 C'de bekletilmistir.
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3.5.8. Ger¢ek zamanh kantitatif PCR (Real Time-PCR)

Gergek zamanli kantitatif PCR, gen ekspresyonu diizeyini degerlendirmek
amaciyla mRNA’dan yapilan ¢cDNA miktarlarinin 6lgiilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Spesifik cDNA’larin bir indikatér eklenerek ¢ogaltilmasi ve daha sonra
bu indikator lizerinden miktarin kantitatif olarak tayin edilmesine dayanir (184).
Kantitatif gercek zamanli PCR, olusan tiriine baglanan ve floresans yayimlayan bir
raportdre gereksinim duyar. Raportdr olusan iiriin miktarin1 yansitan bir floresan
sinyal olusturur. PCR dongiileri sonucunda olusan kisa sekanslara amplikon adi
verilir. Baglangi¢c PCR dongiilerinde kantitatif ger¢ek zamanli PCR’da sinyal zayiftir.
Sinyalin gili¢lenmesi amplikonlarin artis1 ile olur. Sinyalin esik seviyeye ulasmasi
icin gereken dongii sayisina CT (cycle of threshold = esik deger dongiisii) degeri adi
verilir. Amplifikasyon yanit egrileri CT degeri asildiktan sonra logaritmik olarak
artar.

Gergek zamanli PCR’da floresan raportorler kullanilmaktadir. Hedef bdlgenin
¢ok sayida kopyasi olustugunda, floresan raportorlerden alinan sinyal miktarinin
artti@1 gozlenir. Kullanilan raportérler Tagman probu, hibridizasyon probu ya da
diziye 6zgili olmayan boyalar (SYBR Green/BOXTO) olabilir.

TagMan prob yoOntemi, ¢ift isaretli hidroliz probu olarak da anilir. Bu
yontemde bir ¢ift primer ve prob kullanilir. ileri ve geri primerler her bir DNA zinciri
lizerinde uygun kisma baglanir ve replikasyonun baglamasini saglar. Prob 5° ucunda
floresan raportér (R), 3’ ucunda floresan quencher (Q) halinde modifiye edilmis
bazlar icerir. Bu konumda 3’ ucundaki Q, 5’ ucundaki R’yi baskilar ve floresans
yaymaz. Prob hedef bdolgenin iginde spesifik bir yere baglanir. DNA zinciri
replikasyon ile 1. primer yoniinde uzarsa, probun 5’ ucu zincirden ayrilir ve
polimerazin ekzoniikleaz aktivitesi raportor molekiiliinii Q’dan ayirir. Bu ayrilma,
raportorii Q baskilamasindan kurtarir ve raportdr molekiilii floresan 1s1ma yapar. Her
bir PCR dongiisiinde yayilan floresan 1simanin baslangi¢ miktarina orani 6lgiilerek
gen ekspresyonu diizeyi ifade edilir. Son olarak 6lgiilen ekspresyon diizeyi, kontrol
olarak secilen bir genin (genellikle housekeeping genlerinden biri) ekspresyonuna
oranlanir. Calismamizda bu yontemle HSPAS, DDIT3, NAMPT ve NF«xB
ekspresyonlar1  Olglilmiistiir. Kontrol geni olarak HPRT (Hipoksantin-guanin

fosforiboziltransferaz) segilmistir. Primer olarak Roche Real Time Ready
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tirtinlerinden HPRTT1 (assay ID: 102079), NKAP (assay ID: 115788), HSPAS (aasay
ID: 110805), DDIT3 (assay ID: 100355), NAMPT (assay ID: 112938) kullanilmistir.
LightCycler cihazi, kullanilan yontemlere bagli kalmaksizin, her
amplifikasyon dongiisiinlin sonundaki ilerlemeleri kaydeder. Baslangigta, reaksiyon
karisiminda az miktarda kalip molekiil bulunuyorsa, buna baglh olarak daha fazla
amplifikasyon dongiisii sonrasi bir sinyal elde edilecektir. LightCycler cihazi,
amplifikasyon asamasindan sonra olusan PCR iriinlerinin ayrintili erime egrisi
analizini yiiriitebilmektedir. LightCycler sisteminin bir baska 6zelligi de bir drnekte
ayni anda iki farkli hedef diziyi saptayabilmesidir (185). LightCycler cihaz
kullanilarak gergek zamanli kantitatif PCR yontemi su basamaklari igermektedir:

LightCycler cihazinin programlanmasi

Pre-inkiibasyon: 95°C'de 10 dakika

Kantifikasyon: Denatiirasyon 95°C'de 10 saniye, birlesme 60 °C'de 30 saniye,
uzama 72°C'de 1 saniye.

Asil karisim (master mix, LightCycler 480 probe master) hazir olarak
bulunmaktadir. 1,5 mL'lik reaksiyon tiipleri buza yerlestirilir. Ornek basina 4 uL
PCR i¢in hazirlanmis su, 1puL primer ve prob karisimi, 10 puL asil karisim eklenir.
Karisim 96’lik plaga pipetlenir. 5 uL cDNA eklenir. Plak, 3000 xg'de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra LightCycler cihazina yerlestirilir. Onceden programlanan

cihaz calistirilir.

3.6. Hiicrelerde SIRT1 Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

SIRT1 enzim aktivitesi tayin yonteminin prensibi histon deasetilaz ailesinden
olan SIRT1’in lizil deasetilaz aktivitesinin 6l¢iimiine dayanir. Asetile substrat, SIRT1
ile deasetile hale geldiginde floresans verir ve bu sinyal SIRT1 aktivitesi ile dogru
orantilidir.

SIRT1 aktivite tayini i¢in Fluor de Lys SIRT1 fluorescent activity assay/drug
discovery kit (Biomol) kullanilmistir. Altili plaklara ekilmis hiicre 6rnekleri en az bir
giin -80°C’de bekletildikten sonra reaksiyon tamponu ile toplanmis ve 96°lik opak
plakta dl¢timler yapilmistir. Kontrol amagli rekombinan SIRT1 enzimi kullanilmistir.
Ornek veya rekombinan enzim, NAD, substrat ve reaksiyon tamponu karistirilip
37°C’de en az 60 dakika beklenmistir. Inkiibasyonun sonunda “developer”-inhibitér

karistmi eklenmistir. 45 dakika beklendikten sonra once 360 nm’de eksitasyon,
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ardindan 460 nm’de Ol¢iim yapilmigtir. Bu yontemle aktivite tayini i¢in kullanilan
standard grafigi Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Deneyler i¢in hazirlanan 6rneklerin protein miktar1t BCA ydntemi ile olg¢iiliip
sonuglar Olgiilen floresans miktar1 toplam protein miktarina boliinerek “floresans
birimi/mikrogram protein” olarak ifade edilmistir. Sonug grafiklerinde kontrol grubu
icin elde edilen Ol¢lim degeri 1 olarak alinip diger gruplarin sonuglari kontrol

grubuna oranlanarak verilmistir.

300000
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200000 -
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100000 |
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Sekil 3.2. SIRT1 aktivite tayin kitinin standart grafigi.

3.7. Hiicre I¢i Toplam Oksidan Diizeyinin Ol¢iimii

Toplam oksidan diizey tayini, ksilol turuncusu ve gliserol igeren asidik
ortamda ferr6z demir iyonu-diyanizidin kompleksinin Ornekte bulunan oksidan
maddeler tarafindan ferrik demir iyonuna yiikseltgenerek, ksilol turuncusunun ferrik
demir iyonuyla renkli bir kompleks olusturmasina dayanan kolorimetrik bir
yontemdir (186). Renkli kompleks olusumu ile degisen renk yogunlugu
spektrofotometrik olarak oOlgiilerek, Ornekteki toplam oksidan madde miktart
hesaplanir. Yontemin 6l¢tim standardi hidrojen peroksit olarak secilmis ve ¢alismada
kullanilan  konsantrasyonlar1 mikromol/LL  diizeyinde belirlenmistir. Calisma
sonucunda elde edilen toplam oksidan diizey, umol H,O, esdegeri/L olarak ifade

edilir.
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Hiicre i¢i oksidan kapasitenin 6l¢iimii igin “Total Oxidant Status” (TOS, Rel
Assay Diagnostics) kiti kullanilmistir. Hiicreler deney sonunda PBS ile yikanip -
80°C’de en az bir giin saklanir. Ornek hazirhig igin biitiin islemler buz iistiinde
gerceklesir. Hiicre lizat1 eldesi i¢in, TOS kitinin sonuglarini etkilemedigi goriilen
Western Blot 6rnek tamponu seg¢ilmistir. Altili plaktaki bir kuyucuktan yaklasik
2.000.000 hiicre, 150 uL &rnek tamponu ile toplanir. 12.000xg’de, 4°C’de, 5 dakika
santrifiijlendikten sonra kullanima hazirdir. Standart ile 6rnekler ayni anda caligilir.
Calisma sonucu absorbans farkina dayandigindan kor/bos 6rnek calisilmasina gerek
yoktur.

Protokolde onerilen hacimler ve 6rnek sayis1 nedeniyle 24’11 plakta ¢alisilma
yapilmistir. Her kuyucuga 1 mL reaktif 1 (reaksiyon tamponu) eklenmistir. Standart
kuyucuklarina 150 pL standart 2 (konsantrasyonu 20 mikromol/L olacak sekilde
seyreltilmisg), ornek kuyucuklarina 150 pL ornek eklenmistir. 530 nm’de ilk
absorbans degerleri dl¢iildiikten sonra tiim kuyucuklara 50 pL prokromojen reaktif 2
eklenerek 5 dakika 37°C’de inkiibe edimistlir. Inkiibasyon sonunda 530 nm’de ikinci
absorbans degerleri 6l¢iildiikten sonra ikinci absorbans degerleri ile birinci absorbans
degerleri arasindaki fark hesaplanmistir. Daha sonra her bir 6rnegin absorbans farki,
standart 2’nin absorbans farkina oranlanip se¢ilen standart konsantrasyonu olan 20

umol/L ile ¢arpilmis, elde edilen sonu¢ pmol H,O, esdegeri/L olarak kaydedilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Visfatin Plazmidinin Transfeksiyon i¢in Hazirlanmasi ve Kontrolii

Plazmid vektorii Yontemler bdoliimiinde anlatildignr sekilde hazirlanmas,
kompetan bakterilere yerlestirilmis ve ¢ogaltildiktan sonra miniprep yontemi ile izole
edilmistir. Minipreple elde edilen ve heniiz restriksiyon enzimleri ile kesilmemis
plazmid DNA’larinin %1°lik agaroz jelindeki elektroforetik goriintiisii Sekil 4.1’de
izlenmektedir.

Elde edilen plazmid DNA’lar1 daha sonra EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesilerek Sekil 4.2°de goriildiigi gibi yaklasik 6000 ve 1500 baz ciftlik bantlar
olusturdugu goriilmiis ve saflastirdigimiz DNA’nin elde etmek istedigimiz plazmide

ait oldugu gosterilmistir.

1 2 3 4 5

Sekil 4.1. Miniprep ile hazirlanan plazmid DNA’larinin jel goriintiisii. 1. 0,5-10
kilobazlik DNA merdiveni; 2-5. 2’ser pl restriksiyon enzimleriyle kesilmemis
plazmid DNA’s1.

4.2. HepG2 Hiicrelerinde Gegici Transfeksiyon Sonrasi Visfatin

Ekspresyonu

Visfatin ekspresyon plazmidi HepG2 hiicrelerine iki ayr transfeksiyon Kkiti
(Qiagen Superfect ve Roche Fugene HD) kullanilarak transfekte edilmistir. Sekil
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4.3’de gorildiigi gibi her iki kitle yapilan transfeksiyon basarili olmus ve hiicrelerde
visfatin ekspresyonu artmistir. Visfatin, literatiir ile uyumlu olarak yaklasik 55 kDa
agirhiginda bir bant olarak goriilmektedir. Superfect ile yapilan transfeksiyon daha
basarili olmus, bu hiicrelerdeki ekspresyon daha yiiksek diizeyde gerceklesmistir
(Sira 2). Transfekte edilen HepG2 hiicrelerinde gercek zamanli PCR yontemi ile de
visfatin ekspresyonunun yaklasik 14,5 kat arttigi goriilmistiir (Sekil 4.4).

1 2 3 4

0,5

Sekil 4.2. Miniprep ile hazirlanan plazmid DNA’sinin EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesildikten sonraki jel goriintiisii. 1. 0,5-10 kilobazlik DNA merdiveni; 2. 5 pl kesim
ortami; 3. 10 pl kesim ortami; 4. 1 pl (0,7 pug) kesilmemis plazmid.
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Sekil 4.3. HepG2 hiicrelerine visfatin plazmidinin transfeksiyonu sonrasinda
visfatin protein ekspresyonunun Western Blot ile gdsterilmesi. 1. Transfekte
edilmemis kontrol hiicreleri, 2. Superfect ile transfekte edilmis hiicreler, 3 ve 4.
Fugene HD ile transfekte edilmis hiicreler, 5. Molekiil agirlig1 belirteci.
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Sekil 4.4. Transfeksiyon sonrasi hiicrelerde visfatin gen ekspresyonunun artisi.
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4.3. HepG2 Hiicrelerinde PPARy Ekspresyonu

Bu deneyde HepG2 hiicrelerine herhangi bir islem uygulanmadan PPARYy
ekspresyon diizeyine bakilmistir. Sekil 4.5°te iki ayr1 hiicre Ornegi ile yapilan
Western Blot sonuglar1 goriilmektedir. PPARy'nin molekiil agirligi 57,6 kDa, -
aktin'in ise 41,7 kDa'dir. Her iki 6rnekte de PPARY ve B-aktin bantlar1 gosterilmistir.

PPARYy

B-aktin

Sekil 4.5. HepG?2 hiicre lizatlarinda PPARY protein ekspresyonunun Western Blot
yontemiyle gosterilmesi.

4.4. HepG2 Hiicrelerinde Sitotoksisite Calismalari

4.4.1. HepG2 hiicrelerinde tunikamisin ile sitotoksisite calismalari

Calismamizda HepG2 hiicrelerinde tunikamisin Kkullanilarak ER stresi
olusturulmas1 amaglanmistir. Bu nedenle tunikamisinin ER stresi olusturan ancak
hiicre canliligim1 etkilemeyen bir dozunun kullanilmast ©6nemlidir ve bunun
belirlenebilmesi i¢in doz-bagimli bir sitotoksisite g¢aligmasi gergeklestirilmistir.
Literatiirde tunikamisin 1-10 pg/ml dozlarda kullanildig: i¢in ¢aligmaya 6ncelikle bu
doz araliginda baglanmis, ancak bu dozlarda sitotoksisite goriilmemesi nedeniyle
emin olmak i¢in daha yiiksek dozlar da denenmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii gibi 2,5-
25 pg/ml doz araliginda 6nemli bir sitotoksisite sz konusu degildir. Tunikamisinin
potansiyel sitotoksik etkisini gérmek amaciyla doz 250 ng/mL’ye ¢ikarildiginda ise
hiicrelerin yaklasik %50 oraninda canliliklarini yitirdikleri gézlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. HepG2 hiicrelerinde, farkl: hiicre miktar1 ve Tunikamisin dozlarinda hiicre

canliliginin % olarak ifadesi. -0- 5000 hiicre, -©- 10000 hiicre.
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Sekil 4.7. Farkli hiicre miktarlarinda ve 0-250 pg/mL doz araliginda tunikamisinin
sitotoksik etkisi. Koyu renkli siitunlar 5000, agik renkli olanlar 10000 hiicre ile
yapilan ¢alismay1 gostermektedir.

4.4.2. HepG2 hiicrelerinde palmitik asit ve linoleik asit ile sitotoksisite
calismalan

Palmitik asit, in vivo kosullarda doymus yag asitleriyle olusan ER stresini
deneysel olarak gostermekte uygun bir yag asidi olmasi nedeniyle ¢alismamizda

Tunikamisin ile birlikte ER stresi olusturmak tizere kullanilmistir. Linoleik asit ise
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koruyucu etkileri olan bir doymamis yag asidi oldugundan, visfatin ekspresyon artisi
ile koruyucu etkilerinin karsilagtirilmasit amaciyla se¢ilmistir. Palmitik asitin ER
stresi olustururken, linoleik asitin ise koruyucu etkilerini gosterirken hiicre canliligini
anlaml diizeyde etkilemeyen dozlarini segmek amaciyla doz-bagimli bir sitotoksisite
calismasi yapilmigtir. Literatiirde yag asitleri ile yapilan caligmalarda secilen doz
araliginin 50-1000 uM oldugu saptanmis ve sitotoksisite ¢aligmalari i¢in daha genis
bir aralik olan 50-2500 puM, inkiibasyon siiresi olarak da 24 saat secilmistir. Sekil
4.8’de palmitik asit ve linoleik asitin 1000 uM konsantrasyona kadar ¢ok yiiksek bir
sitotoksisite gostermedigi, ancak 1000 uM’dan yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik
etkilerinin hizla arttigi ve secilen en yiiksek doz olan 2500 uM’in hiicrelerin
yarisindan fazlasinin yitirilmesine neden oldugu gosterilmistir. Sonug olarak, linoleik

asit ve palmitik asitin 1000 uM konsantrasyonlar1 ¢alisma i¢in uygun doz olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Palmitik asit ve linoleik asitin farkli dozlarinda hiicre canliliginin % olarak
ifadesi. - ¢ - Linoleik asit, - o - Palmitik asit.

4.5. HepG2 Hiicrelerinde ER Stresi Olusturulmasi1 ve Gen Ekspresyonu
Degisiklikleri

4.5.1. Tunikamisinin doz bagimh olarak ER stresini uyarmasi

Hiicrede ER stresi sirasinda molekiiler saperonlardan GRP78 (HSPAS) ve
GADDI153 (DDIT3) ekspresyonunun artmast beklenmektedir. Hiicrelerimizde ER
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stresi olusturuldugunun gosterilmesi bakimindan bu genlerin ekspresyonu olglilmiis
ve bir kontrol (housekeeping) geninin ekspresyonuna oranlanarak ifade edilmistir.

Bu ¢alismamizin sonucunda 24 ve 48 saatlik uygulamalarda tunikamisinin
her iki dozunun da ER stresi belirteci olan genlerin ekspresyonunu artirdigi
goriilmiistiir (Sekil 4.9 ve 4.10).
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Sekil 4.9. Tunikamisinin HSPA5S gen ekspresyonuna doz-bagimli etkisi. - ¢ - 24 saat,
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Sekil 4.10. Tunikamisinin DDIT3 gen ekspresyonuna doz-bagimli etkisi. - ¢ - 24
saat, - o0 — 48 saat.
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Elde edilen ekspresyon degerlerine bakildiginda 10 pg/mL tunikamisin
dozunda, hem 24 hem de 48 saatlik uygulamada kontrole oranla yeterli diizeyde
ekspresyon artis1 saglandigi tespit edilmistir. 48 saatlik uygulamada yiiksek dozda
ekspresyon diizeyinde sapma goriilmiistlir, bu sonucun uzun inkiibasyon siiresinin
toksik etkisine bagli oldugu diisiiniilmiistir.

4.5.2 Tunikamisinin visfatin ekspresyonuna etkisi

Tunikamisin uygulamasinin hiicrelerde visfatin ekspresyonuna etkisini
gostermek icin Western Blot yontemi kullanilmistir. Bu ¢alismada gruplar kontrol
(K), tunikamisin (Tun, 10 pg/mL) ve transfeksiyon (Tr) olarak belirlenmistir. Sekil
4.11'de iistte visfatin (56 kDa), alta $-aktin (42 kDa) bantlar1 goriilmektedir.

K Tun Tr
Y L]
. i) & ‘

Sekil 4.11. Tunikamisinin visfatin protein ekspresyonuna etkisinin Western Blot
yontemi ile gosterilmesi. Visfatin 56 kDa, B-aktin 42 kDa olarak izlenmektedir.

K Tun Tr

Sekil 4.12. Western Blot yontemi ile gosterilen visfatin protein ekspresyonundaki
degisikliklerin grafik olarak ifadesi.Visfatin/aktin orani kontrole oranlanmustir.
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Tunikamisin uygulanan ve visfatin ekspresyon plazmidi transfekte edilen
hiicrelerde visfatin ekspresyonu kontrole oranla artmistir.
4.6. Plazmid Transfeksiyonu ile Visfatin Ekspresyonu Artirilan HepG2

Hiicrelerinde Gen Ekspresyonu Degisiklikleri

4.6.1. Visfatin ekspresyon artisinin ER stresine etkisi

Visfatin geni tasiyan plazmid transfekte edilen hiicrelerde ER stresi belirteci
olan DDIT3 ve HSPAS genlerinin ekspresyon diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Transfeksiyon
ile birlikte, ER stresini uyarmak tizere tunikamisin (10 ug/mL) ve palmitik asit (1000
uM) uygulamasi da yapilarak transfeksiyonun ER stres belirteclerinin ekspresyonuna
bir etkisinin olup olmadig1 incelenmistir.

Transfeksiyon yoluyla visfatin ekspresyonu artirilmamis olan hiicrelerde
tunikamisin ER stresi belirteci olan hem HSPA5, hem de DDIT3 genlerinin
ekspresyonlarini yaklagik 17 kat artirmistir (Sekil 4.13 ve 4.14). Yiiksek dozlarda ER
stresini artirdig bilinen doymus yag asidi palmitik asit HSPAS ekspresyonunu diisiik
diizeyde (yaklasik iki kat) artirmis, ancak DDIT3 ekspresyonuna etkisi daha belirgin
olmustur (yaklasik 8 kat). Transfeksiyon ile hiicredeki visfatin miktarmin artirilmasi
ER stresinden koruyucu bir etki gostermistir. Tunikamisin ile artmig olan HSPAS ve
DDIT3 genlerinin ekspresyonlar1 transfekte edilen hiicrelerde azalmistir. Palmitik
asit ile daha belirgin olarak uyarilmis olan DDIT3 ekspresyonu da transfeksiyon

sonrasinda azalmistir.
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Sekil 4.13. Visfatin ekspresyon artisinin HSPAS ekspresyonuna etkisi.



20
18
16
14
12
10

DDIT3/HPRT

o N B O

Illll

Palm

Tr+Tun

Tr+Palm

Sekil 4.14. Visfatin ekspresyon artisinin DDIT3 ekspresyonuna etkisi.

4.6.2. HepG2 hiicrelerinde linoleik asitin ER stresine etkisi
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Transfeksiyon yoluyla visfatin ekspresyonunun artirilmasimnin ER stresine

kars1 koruyucu oldugu gosterildikten sonra, literatiirde bu etkisi daha iyi tanimlanmis

olan linoleik asitin deney sistemimizde koruyucu etkisi olup olmadigi aragtirilmistir.

Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’de goriilebilecegi gibi hiicrelerimizde 1000 uM linoleik asit

uygulamasi, 24 saatlik tunikamisin uygulamasinin ortaya ¢ikardigi ER stresini

azaltmistir.
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Sekil 4.15.

Linoleik asitin tunikamisin ve palmitik asit ile uyarilmig HSPAS

ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 4.16. Linoleik asitin tunikamisin ve palmitik asit ile uyarilmis DDIT3
ekspresyonuna etkisi.

4.7. HepG2 Hiicrelerinde ER Stresinin SIRT1 Aktivitesine Etkisi
4.7.1. ER stresinin SIRT1 enzim aktivitesine etkisi
Sekil 4.17 transfekte edilen, 10 pg/mL tunikamisin ve 1000 uM palmitik asit

uygulanan hiicrelerdeki SIRT1 enziminin aktivitesini gostermektedir.
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Sekil 4.17. Visfatin ekspresyon artisinin ve ER stresinin SIRT1 enzim
aktivitesine etkisi.
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Transfeksiyon uygulamast hiicrelerdeki SIRT1 aktivitesini artirmaktadir.
Tunikamisin ve palmitik asit de muhtemelen visfatin artisina sebep olarak SIRT1
enziminin aktivitesinde artisa neden olmaktadir. Transfekte edilen hiicrelere
tunikamisin veya palmitik asit uygulamasi yapildiginda ise SIRT aktivitesinin daha
da arttig1 gézlenmistir

4.7.2 Visfatin ekspresyonu artisi ve linoleik asitin SIRT1 enzim
aktivitesine etkisi

Sekil 4.18°de goriilebilecegi gibi linoleik asit tek bagina SIRT1 aktivitesinde
artisa sebep olmak