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OZET

Prevalansi Diinya genelinde hizla artan metabolik sendrom (MetS), diyabet ve
kalp damar sistemi hastaliklariyla yakindan baglantili 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. MetS etyopatogenezinde inflamasyon, insiilin direnci, dislipidemi ve
peptid yapili hormonlar gibi ¢esitli faktorler oldugu one siiriilse de, altta yatan
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinliga kavusturulamamistir. Bu nedenle bu
calismada, MetS olusturulan ratlarin karaciger ve yag dokularinda; adipoz trigliserit
lipaz (Desnutin/ ATGL) ve chemerin hormonlarin ekspresyonlarinin nasil
degistigini ve bu degisimin sistemik dolasimdaki yansimalarinin nasil oldugunu
arastirmay1 amacladik.

Calismamizda 8 haftalik yaklasik 260-290 gram agirhiginda Sprague Dawley
cinsi 14 adet rat kullanildi. MetS grubu ratlar deney boyunca standart rat yemi ve igme
suyuna katilan %10 fruktoz ile ad libitum olarak beslenirken, kontrol grubu ratlara
sadece standart rat yemi verildi. Rutin biyokimyasal parametreler otoanalizérde
Olciildii. Dokularin ve serumlarin chemerin, Desnutin/ ATGL ve insiilin diizeyleri
enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) yontemiyle olgiildi. HOMA-IR
diizeyleri formiil kullanilarak hesaplandi. MetS grubunda serum glukoz, ALT, AST,
trigliserit, LDL-K, total kolesterol, insiilin, HOMA-IR ve chemerin diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek iken (P <0,05), serum HDL-K ve
Desnutin/ ATGL diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik oldugu
tespit edildi (P <0,05). Ayrica MetS grubundaki ratlarin karaciger ve yag
dokularindaki Desnutin/ ATGL ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir gekilde distiigii (P <0,05), karaciger ve yag dokusu chemerin
diizeylerinin ise anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edildi (P <0,05).

Sonug olarak, MetS; chemerin miktarlarinin artmasma, Desnutin/ ATGL
miktarlariin ise azalmasina neden olmaktadir. Dolayis1 ile bu iki hormonun MetS’in
patogenezinde dogrudan rol aldigmi ve bu bulgularin MetS’in altinda yatan
mekanizmalarin aydinlatilmasina yardimci olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Metabolik Sendrom, chemerin, Desnutin/ ATGL,

karaciger ve yag doku



ABSTRACT

Investigation of Serum, Liver and Adipose Tissues Desnutrin with Chemerin
Expressions in Rats With Induced Metabolic Syndrome

The metabolic syndrome (MetS) with an ever increasing prevalence around the
world is a public health problem directly related to diabetes and cardiovascular system
diseases. Although it is asserted that there are various factors such as inflammation,
insulin resistance, dyslipidaemia, and peptide hormone in MetS etiopathogenesis, the
underlying mechanisms have not been fully clarified yet. Therefore, in this study we
aimed to investigate how the expressions of adipose triglyceride lipase
(Desnutrin/ATGL) and chemerin hormones change and how the reflections of this
change in the systemic circulation are in liver and adipose tissues of rats with MetS.

In this study 14 eight weeks of age Sprague Dawley rats with a weight of about
260-290 gr were used. Whilst rats were being fed ad libitum with standard rodent chow
and 10% fructose added to the potable water during the experiment, the rats in control
group were given only rodent chow. Routine biochemical parameters were measured
by using autoanalyzer. Levels of chemerin, Desnutrin/ATGL and insulin of tissues and
serums were measured by using enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)
technique. HOMA-IR levels were calculated benefiting from formula. Whilst levels of
serum glucose, ALT, AST, triglyceride, LDL-K, total cholesterol, insulin, HOMA-IR
and chemerin are high (P <0.05) in a statistically significant way, levels of HDL-K
and Desnutrin/ATGL were determined low (P <0.05) in a significant way compared
to the control group. Furthermore, it was determined that the expressions of
Destunrin/ATGL in liver and adipose tissues of rats in MetS group decreased in a
statistically significant way compared to the control group (P <0.05), the chemerin
levels of liver and adipose tissue increased in a statistically significant way (P <0.05).

Consequently, MetS causes chemerin amounts to increase, Desnutrin/ATGL
amounts to decrease. Therefore, we consider that these two hormones take part in
pathogenesis of the MetS directly and these findings can help to clarify the
mechanisms underlying the MetS.

Key words: Metabolic syndrome, chemerin, desnutrin/ATGL, liver, adipoz tissue
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1.GIRIS

Insanlik tarihinde teknolojik gelismelerin bilime ve yasam tarzina sayisiz
katkilar sundugu bir gercektir. Bu gelisim siirecinde insanoglu beden giiclinii
kullanmaktan uzaklagmakta, beslenme aliskanliklarini degistirmekte ve daha sedanter
bir yasam tarzi benimsemektedir. Ozellikle rafine gidalardan zengin, fast food tarzi
beslenme aligkanliklarinin ve sedanter bir yasam tarzinin benimsenmesiyle birlikte
cagimizin ve belki de gelecek ylizyillarin en biiyiik sorunu olan obezite ile karsi
karsiya kalinmaktadir. Obezite, Latince Obesus (kalin veya dolgun) teriminden
gelmektedir ve viicutta asirt beyaz yag dokusunun (WAT) birikimi ile karakterize bir
durumdur. Obezitenin prevalansi korkutucu bir hizda artmaktadir, son tahminlere gore
diinyada yaklasik olarak 1,9 milyar kisi fazla kilolu veya obez olup (1) ¢agimizin

hastalig1 olan metabolik sendroma (MetS) yakalanma riski tasimaktadir.

1.1. Metabolik Sendrom

MetS giiniimiizde sosyoekonomik sartlarin diizelmesine bagli olarak tiim
diinyada giderek artan ve gelecek yiizyillarda da yiiksek morbidite ve mortaliteye
neden olmasi sebebiyle ciddi bir halk sagligi sorunu olarak giindemdeki yerini
koruyacak olan bir modern yasam hastaligidir (2,3). MetS; hiperlipidemi,
hipertansiyon, hiperinsiilinemi ve insiilin direnci ile karakterize bir hastalik olup tip 2
diyabet (Tip2DM), kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 (KVVH) ve ayn1 zamanda ¢esitli
kanserler i¢in risk olusturabilecek 6liimciil bir endokrin bozukluktur (4).

Metabolik sendrom kavraminin olusmasindaki siirecten dolayr bu hastalikla
ilgili epidemiyolojik veriler ¢ok ¢esitlilik gdstermektedir. Prevalanstaki cesitliliklerin
diger sebepleri de cesitli calisma gruplarinin birbirinden farkli tani kriterleri
kullanmasi, yas aralig1 ve etnik gruplardaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Genel
itibariyle MetS prevalansi yas ile birlikte artmakta ve diinya genelinde kadinlarda daha
sik goriilmektedir (5).

1.1.1. Metabolik Sendrom Tanimi ve Tam Kriterleri

Insiilin direnci, dislipidemi, santral obezite, hipertansiyon, bozulmus glukoz
tolerans1 veya diabetes mellitus (DM) ve aterosklerotik durumlart igeren klinik

bulgularin bir arada olmas1 MetS olarak tarif edilmektedir. Bu sayilan klinik bulgulara



son zamanlarda inflamasyon belirtecleri, hemostaz ve fibrinolitik dengenin bozulmasi

da eklenmistir (6).
1.1.2. Metabolik Sendrom Terminolojisi ve Kisa Tarihcesi

Metabolik sendromun resmi olarak ilk tanimlamasi 1998 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) tarafindan yapilmistir (7). Daha sonra MetS kavrami 2001 yilinda
Amerika Birlesik Devletlerin (ABD)’de ulusal kolesterol egitim programi yetiskin
tedavi paneli [National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111
(NCEP: ATP 1I)] (8) tarafindan kabuliinden sonra yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, bilimsel ¢aligmalarda metabolik bozukluklar ve KVH’larin bir arada
bulunmasi yani kiimelenmesi kavrami uzun yillardir tartisilmaktadir (5). Metabolik
sendromda ortaya ¢ikan, DM ve hipertansiyon birlikteligi 1920’li yillarda ortaya
konmustur (9). Yine bu tarihlerde Kylin hipertansiyon, hiperglisemi ve gut hastaliginin
MetS ile birliktelik gosterdigini bildirmistir (5). Arkasindan 1980 yilinda Albrink
tarafindan, MetS’in obezite, hipertrigliseridemi ve hipertansiyon iicliisii ile bir arada
oldugu bir hastalik olarak tarif edilmistir. Visseral obezite bulgusu da 1990’larda MetS
bileseni olarak kabul edilmistir (5).

Metabolik Sendrom kavrami da gesitli siireglerden gegmistir. Reaven ilk kez
1988 yilinda insiilin aracili glukoz alimina direng, hipertansiyon, Tip2 DM ve KVH
arasindaki iligkiyi tanimlamak i¢in “Sendrom X kavramini ortaya atmistir (5, 10). Bu
kavram ortaya atildiktan sonraki 10 yillik siire i¢erisinde kardiyovaskiiler ve metabolik
risk faktorleri kiimesini tanimlamak i¢in Sendrom X kavramina ilaveten, dismetabolik
sendrom, bira gobegi sendromu, insiilin direnci sendromu, polimetabolik sendrom,
Olimciil dortlii, uygarlik sendromu ve Reaven sendromu gibi tanimlamalar da
kullanilmigtir (2,11-13). Biz ¢alismamizda yaygimn kullanim sebebiyle “Metabolik

Sendrom” terimini ve “MetS” kisaltmasini kullanmay1 tercih ettik.
1.1.3. Farkh Tam Kriterleriyle Metabolik Sendrom

Metabolik sendromun tani kriterleri bir¢ok bilimsel arastirma grubu tarafindan
farkl sekillerde belirlenmistir (Sekil.1). Tanida; obezite, insiilin direnci, dislipidemi
ve hipertansiyon gibi kriterler tiim ¢alisma gruplarinda ortaktir (14). Bu ortak sartlara
ek olarak; dislipidemi (HDL-K azalmasi ve trigliseritlerin artmasi), hipertansiyon ve

mikroalbuminiiri (Sekil. 1) kriterlerinden en az iki tanesinin de olmasi1 gerektigi



bildirilmistir (5,6). Metabolik Sendrom tanis1 koymada yaygin olarak kullanilan ii¢
calisma grubunun parametreler iizerinde ortak yonleri ve farklari Tablo 1.’de
Ozetlenmistir.

Tablo 1. Metabolik sendrom tanisin1 koymada yaygin olarak kullanilan ii¢ ¢aligma grubun parametreler

iizerinde ortak yonleri ve farklari

Parametreler ATPIII iDF DSO
Achik sekeri >110 mg/dL >100 mg/dL BAG, BGT veya
Tip2DM
HDL-K Ayni Ayni Benzer
Kan Basinci Ayni Ayni Benzer
Mikroalbuminiiri Kullanilmiyor  Kullanilmiyor Kullaniliyor
Obezite Santral Santral VKI
Trigliserit Ayni Ayni Ayni

[k defa resmi olarak MetS tanimlamasi1 Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) tarafindan
yapimustir (7). DSO’niin MetS’li bireyleri tanimlanmasinin temel amaci, KVH’larmn
yani sira diyabet gelisimi i¢in yiiksek risk altindaki bireyleri belirlemek olmustur (5).
Avrupa Insiilin direnci ¢alisma grubu [European Group for the Study of Insulin
Resistance (EGIR)] daha sonra farkli MetS tani kriterleri yaymlamistir (15). Avrupa
Grubunun (EGIR) yayinladigi bu tami kriterleri DSO’niin tani kriterlerine benzemesine
ragmen mikroalbuminiiri’yi igermemekteydi (Sekil.1). EGIR o6zellikle MetS tanisi
koymak i¢in mikroalbuminiiri’nin varligina gerek olmadigini vurgulamistir.

National Cholesterol Education Program (NCEP) ise 2001 yilinda; Adult
Treatment Panel 11l (ATPII) bel g¢evresi (BC), kan lipitleri, kan basinci ve aglik
glukozunu igeren yaygin klinik Olclimlere dayali yeni bir dizi tani kriterleri
belirlemistir (8). ATPIIl kriterleri, insiilin rezistansinin tani kriterleri arasinda
olmamasindan dolay1r hem DSO hem de EGIR kriterlerinden farklilik gdstermektedir
(Sekil.1). ATPIII tan1 kriterlerinin de amaci digerlerinde oldugu gibi KVH i¢in ytliksek
risk tastyan bireyleri tespit etmek olmustur (5).

MetS’i tanimlamak i¢in yapilan bu ilk girisimlerden beri Klinik Endokrinologlar
Amerikan Dernegi’ni [American Association of Clinical Endocrinology (AACE)] de

iceren ¢esitli galisma gruplar1 kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklarin birbirleriyle
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olan baglantilarini tanimlamak igin gesitli tan1 kriterleri ortaya atmistir (16) (Sekil.1).
AACE tam kriterleri Tip2DM’si olan bireyleri dislamis ve insiilin rezistansina
odaklanmistir. 2004 yilindaki ¢alistayda, uluslararas1 diyabet federasyonu
[International Diabetes Federation (IDF)] MetS i¢in tanimlayic1 kriterlerin etnik
poplilasyonlar arasindaki farkliliklardan dolayir zorluga neden oldugu bildirilmistir
(14). IDF tanimlamasinda santral obezitenin MetS tanist koymak igin gerekli bir
durum oldugunu vurgulamistir (Sekil.1). IDF ayrica etnik yapiya ya da irka 6zgii yeni
tan1 kriterleri de onermistir. En son IDF kriterleri insiilin rezistansini1 vurgulamazken
onun yerine aglik plazma glukoz konsantrasyonlari iizerine odaklanmistir (5).

Amerikan kalp birligi [American Heart Association and the National Heart, Lung
and Blood Institute (AHA/NHLBI)], ATPIII kriterlerini birka¢ ufak degisiklikle
stirdiirmeyi tercih etmistir. AHA/NHLBI bu karart ATPIII kriterlerinin klinik pratikte
kullanilmasimin daha kolay olmasindan ve ATPIII kriterleri kullanilarak bircok
calisma yapilmis olmasindan dolayr almistir. Sekil 1°de de goriildiigii gibi aclik plazma
glukoz (APG) diizeyi 110 mg/dL’den 100 mg/dL’ye ¢ekilmistir. Bu aglik plazma
glukozundaki ayarlama son zamanlarda diizenlenen Amerikan Diyabet Cemiyeti’nin
(ADA) APG’u i¢in kullandig1 kriterdir (17).

Genel olarak, MetS’in sebebini ve onun KVH ve Tip2 DM insidans1 ve sonuglari
tizerindeki etkilerini aydinlatmak i¢in daha fazla kanitlar olusuncaya kadar, bu ¢oklu

tani kriterlerinden kurtulmak imkansiz gibi durmaktadir (5).
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1.1.4. Metabolik Sendromun Epidemiyolojisi

Metabolik sendrom prevalansi diinya genelinde giderek artmaktadir. Genel
itibariyle metabolik sendrom prevalansi yas ile birlikte artmaktadir (5, 18). Diinya
genelinde yapilan ¢alismalarda MetS prevalansi ¢alisma gruplarinin ortaya attigi tani
kriterlerine gore ele alindiginda; Avustralya’da yapilan bir ¢alismada 25 yas ve {istii
bireylerde ATPIII kriterlerine gore %24.,4 erkek, %19,9 kadin, DSO’ne gore %25,4
erkek, %18,2 kadin, IDF’e gore %34,4 erkek, %27,2 kadin ve EGIR’a gore de %15,6
erkek, %11,3 kadina MetS tanist konulmustur (5). Finlandiya’da 24 ile 39 yas
araligindaki bireyleri igeren bir caligmada Metabolik sendrom prevalanst EGIR
kriterlerine gore %9,8, ATPIII kriterlerine gore %13 iken IDF’e gore ise %14,9 olarak
bulunmustur (2, 19). Amerika birlesik devletlerinde 1999 ve 2006 yillar1 arasinda 20
yas ustii bireylerde gerceklestirilen Ulusal Saglik ve Beslenme Degerlendirme
Arastirmasi [National Health and Nutrition Examination Survey 111 (NHANES I11)]
sonuglarina gore MetS prevalanst NCEP ATPIII kriterleri dikkate alindiginda %34,1
olarak tespit edilmistir. Bu sonu¢ daha oOnce yapilan NHANES Il (%27,9)
calismasinin sonucuyla kiyaslandiginda 6nemli derecede artis oldugu tespit edilmistir
(20). Brezilya’da, Afrika’da, Iran’da, Hindistan’da, Umman’da, Tunus’da yasayan
kadinlarda MetS prevalansi erkeklere gore daha yiiksektir, fakat Avusturya’da,
Fransa’da ve Yunanistan’da yasayan bayanlarda daha diisiik bir prevalans vardir (5).
Diinya genelinde MetS’in iilkelere gore dagilimi Tablo 2°de 6zetlenmistir.

Ulusal Kolesterol Egitim Programi Eriskin Tedavi Paneli III [National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel 111 (NCEP ATP I11)] kriterleri kullanilarak
yapilan Tirk Erigkinlerinde Kalp Hastaliklari ve Risk Faktorleri (TEKHARF)
caligmasina gore yasi en az 30 olan bireyler arasindaki MetS prevalansi 1998 yilinda
toplamda %44,8 iken 2010 yilinda bu oran %51,8’e ylikselmistir. Yine 2010 yilinda
yapilan TEKHARF calismasinda 40 yas ve listii erkeklerde MetS prevalansi %49,6
iken kadinlarda %354,5 olarak tespit edildi. Bolgelere gore yapilan analizlerde ise Ege
bolgesindeki siklik en diisiik diizeyde iken giliney bolgelerimiz ile Karadeniz
bolgesinde en yiiksek diizeyde tespit edilmis (21). 2004 yilinda yapilan Tiirkiye
Metabolik Sendrom Arastirmasi’na (METSAR) gore 20 yas tistiindeki yetiskinlerdeki
MetS prevalans1 %35 idi. Bu ¢alisma da kadinlarda MetS prevalansinin erkeklerden
daha fazla oldugunu ortaya koymaktadir (2).



Tablo 2. Metabolik sendromun iilkelere gore yaygmhigi (22)

Ulke Denek Sayisi Yil % Yaygihgi
ABD 3601 1999-2002 34
Cin 2776 1998-2000 10,2
Filistin 992 1996-1998 17
Giiney Avustralya 4060 2005 15,3
Giiney Kore 40.698 2001 6,8
Katar 1204 2008 26,5
Madras/Hindistan 475 2003 41
Macaristan 13.383 2006 8,3
Suudi Arabistan 2250 2004 20,8
Umman 1419 2001 21
Urdiin 1121 2007 36,3
Yunanistan 9669 2005 24,5
Tiirkiye 4809 2008 26,9

1.1.5. Metabolik Sendrom Etyopatogenezi

Metabolik sendrom etyopatogenezinde cesitli faktorler bulunmaktadir Ki,
bunlarin basinda insiilin direnci gelmektedir. Bunun yani sira artan visseral yag kitlesi,
obezite, dislipidemi, glukoz intoleransi, hipertansiyon, pro-inflamatuar sitokinler,
adiponektin, leptin, desnutrin, chemerin, vaspin, visfatin ve resistin gibi adipokinler
de (Sekil.2) (18) suglanmaktadir.
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1.2. Deneysel Olarak Olusturulan Metabolik Sendrom Modelleri

Biiyiime ve gelismenin saglanabilmesi i¢in besin kaynaklarinin igerigi
onemlidir. Ozellikle batili iilkelerde karbonhidratlar ve doymus yaglardan zengin bir
beslenme kiiltlirii yaygindir. Bu artmis kalori alimimin metabolik sendrom,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi [Non-
Alcoholic Fatty Liver (NAFL)] gibi diyet ile olusan hastaliklarla yakindan baglantili
oldugu bilinmektedir (23, 24).

Insan hastaliklarini modellemede hastalik  sebeplerini, semptomlarin,
progresyonunu ve terapotik miidahalelerin test edilmesinde ratlar, siklikla tercih
edilmektedir. Insanlardaki MetS’in semptomlarini taklit etmek icin karbonhidrat ve
yagdan zengin diyet bilesenlerinin kombinasyonlar1 bu hayvanlarda rahatlikla tespit

edilebilmektedir (25).
1.2.1. Yag Icerigi Fazla Olan Diyet ile Olusturulan Metabolik Sendrom

Yag icerigi fazla olan diyetle obezite modeli uzun yillardir ratlarda, dislipidemi
ve instilin rezistansi olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Ratlarda yag icerigi yiiksek olan
diyet ile gelisen komplikasyonlar insanlarda olusan; MetS, kardiyak hipertrofi,
kardiyak fibrozis, myokardiyal nekroz ve hepatik steatozise benzerdir (25). Yiiksek
yag icerikli diyette %20 ve %60 arasinda degisen oranlarda enerji iceren domuz yagi
veya s1gir i¢ yagi gibi hayvansal kaynakli yaglarin yani sira zeytinyagi veya hindistan
cevizi yag1 gibi bitkisel kaynakl1 yaglar1 da igeren ¢ok farkli yag fraksiyonlar1 MetS’e
yol agmaktadir (26). Bu tiir beslenme ile MetS’in bilesenlerinden hiperglisemi ve
bozulmus glukoz toleransi gelismektedir (25). Ayrica domuz yagi, hindistan cevizi
yag1 ve zeytinyagi viicut agirh@inda artisa, karacigerde trigliseritlerin (TG) birikimine,
plazma TG, serbest yag asitleri (SYA) ve plazma insiilin konsantrasyonlarinin artigina
neden olmaktadir (26).

1.2.2. Karbonhidrat ve Yag Icerigi Yiiksek Olan Diyet ile Olusturulan
Metabolik Sendrom

Hayvansal ya da bitkisel kokenli karbonhidrat ve yagdan zengin bir diyet
insanlarin beslenme igeriklerine ¢ok benzerdir. Bu sekilde bir diyet uygulamasi
ratlarda MetS’i tetiklemektedir (25). Birgcok ¢alismada MetS olusturmak igin
karbonhidrat ve yag miktarlart farkli kombinasyonlarda kullanilmigtir (27-30).
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Birbirinden farkli ¢aligmalarda en yaygin kullanilan karbonhidratlar fruktoz ve sukroz
iken yag kaynaklar gesitlilik gostermektedir.

Bu tiir modellemenin yapildig1 ¢calisma gruplarinda sukroz icerigi %10 ve %30
arasinda degisirken yag icerigi ise %20 ve %40 olarak belirtilmistir. Yiiksek sukroz ve
yag icerigi ile beslenen kemirgenlerde viicut agirligindaki artig, abdominal yag
birikimine, hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve hiperleptinemiye yol agmaktadir. Sukroz
ve yagin birlikte verilmesi ayrica hepatik steatozise ve hepatik lipogenik enzimlerde
artisa da sebep olmaktadir (25).

Fruktoz ve yag, MetS olusumu i¢in kullanilan diger bir kombinasyondur. Bu
kombinasyonda fruktoz igerigi %10 ve %60 arasinda degisen oranlarda kullanilirken
yag igerigi ise %20 ve %60 arasindadir (28, 31-34). Fruktoz ve yag ile beslenme viicut
agirligini ve plazma TG, kolesterol, SYA’ni artirmaktadir (28, 34). Fruktoz ve yag
kombinasyonu ayrica hiperinsiilinemiye, insiilin direncine, bozulmus glukoz
toleransina, abdominal yag depolanmasinda artisa, hepatik steatozise ve inflamasyona
sebep olmaktadir (28, 34). Yiiksek fruktoz ve yiiksek yag icerikli diyet ile beslenen
ratlarda kardiyak hipertrofi, ventrikiiler dilatasyon, kardiyak inflamasyon ve fibrozis,
hipertansiyon, kardiyak fonksiyonlarda azalma ve endotelyal disfonksiyon ile birlikte
orta derecede renal disfonksiyon ve pankreas adacik kitlesinde artisa sebep olmaktadir
(28).

1.2.3. Sukroz ile Olusturulan Metabolik Sendrom

Sukroz diyetle alinan fruktozun ana kaynagi (35) oldugundan dolay1 sukroz ile
beslenme insanlardaki MetS’e benzer bulgular ortaya koydugu ig¢in hayvan
deneylerinde kullanilmaktadir (25). Fruktoza benzer sekilde sukroz ile beslenme
ozellikle obezite ile birliktelik gosteren degisken sonuglar sergilemektedir (36).
Fruktoz igerdigi i¢in sukroz ratlarda lipogenezisi uyarmasinin yani sira plazma instilin,
leptin, TG, glukoz ve SYA’leri konsantrasyonlarinin artisina ve bozulmus glukoz
toleransina sebep olmaktadir (25, 37). Ratlarda sukroz ile beslenme aglik plazma
insiilin ve glukoz konsantrasyonlarinda herhangi bir degisikligin olmadig: fakat tokluk
plazma insiilin ve glukoz konsantrasyonlarinin yiliksek seyrettigi bir insiilin direnci
tablosuna neden olmaktadir (36). Ratlarda sukroz ile beslenme, kardiyak fibrozis
olmaksizin sol ventrikiil kiitlesinin artis1 ile birlikte seyreden sistolik kan basinci

artisina (SKB) ve hepatik steatozis gelisimine de sebep olmaktadir (25).
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1.2.4. Fruktoz ile Olusturulan Metabolik Sendrom

Fruktoz bat1 diinyas1 diyetinde yaygin kullanilan bir karbonhidrattir. Diinya
genelinde fruktoz tiiketimi 1986 ve 2007 yillar1 arasinda kisi basina %16 artis
gostermistir (35). Fruktoz tiiketimindeki artis ile obezite insidansindaki artis arasinda
bir orant1 bulunmaktadir (38). Diyetteki baslica fruktoz kaynaklari; sukroz, yiiksek
fruktozlu misir surubu, meyveler ve baldir. Glukozun aksine, yiiksek fruktozlu diyet
ile beslenen ratlarda kan basincinin ylikselmesi, insiilin rezistansi, bozulmus glukoz
tolerans1 ve dislipidemiyi igeren MetS semptomlarinin gelisimi uyarilmaktadir (39,
40). Fruktoz ile MetS olusturmak i¢in ratlarin igme sularina %10 fruktoz ya da %60
fruktoz ilave edilmektedir. igme sularina %10 fruktoz katilmasi ile MetS’in 6-8
haftada olustugu bildirilmistir. %60 fruktoz ilavesi ile daha kisa siirede MetS
olugsmaktadir (41). Fruktoz ile beslenme ventrikiiler dilatasyon, ventrikiiler hipertrofi,
ventrikiiler kasilma fonksiyonunda azalma, kalbe inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonu
ve hepatik steatozise neden olmaktadir (42, 43).

Fruktoz ile beslenme karacigerde hem mikrovezikiiler hem de periportal
fibrozis ve lobiiler inflamasyon ile seyreden makrovezikiiler steatozise sebep
olmaktadir (44). Plazma {irik asit ve plazma TG konsantrasyonlarinda artislar ile de

karakterizedir (45).
1.3. Fruktoz Biyokimyasi ve Metabolik Sendrom

Fruktoz tasiyicist olan Glucose Transporter 5 (GLUT 5)’in pankreasin f3
hiicrelerinde olmamasindan dolay1, fruktoz pankreasin [ hiicrelerinden insiilin
sekresyonuna neden olmamaktadir (38). Fruktozun ayrica tokluk hissine sebep olan
leptin sekresyonunu uyarma yetenegi yoktur (38), oysa karacigerde de novo
lipogenezisi aktive eder (46). Karacigerde fruktoz metabolizmasinda fosfofruktokinaz
tarafindan katalizlenen basamak olan hiz kisitlayict basamagin atlanmasi sonucu
karbon iskeleti kontrolsiiz bir sekilde lipogenezise kaymakta (47) ve boylece MetS’e
zemin olusmaktadir. Fruktozun biyokimyasal yolaklardaki metabolik kaderi Sekil 3’de

detaylar1 ile gortilmektedir.
1.3.1. Fruktozun Yapisi

Fruktoz, alt1 karbon atomuna sahip bir monosakkarittir. Fonksiyonel olarak

aktif grubundan dolay1 ketoheksoz ya da polihidroksiketon olarak da
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adlandirilmaktadir. Glukozun izomeridir ve kapali formiilii CeH1206 seklinde
gosterilmektedir. Kristalize halde bulunan fruktoz yari ketal ve i¢ hidrojen baglarindan
dolay1 D-fruktofuranoz olarak adlandirilan halkali bir yap1 sergilemektedir. Saf halde

beyaz ve kat1 olarak bulunan bu molekiil suda ¢ok rahat ¢oziinmektedir (48).
1.3.2. Fruktozun Absorbsiyonu

Ince barsak liimeninde bulunan monosakkaritler enterositlerin igerisine
sodyum aracili glukoz tasiyicis1 olan Sodium-dependent glucose cotransporter
(SGLT1) transport proteini ve GLUT 5 araciligiyla alinmaktadir. SGLT 1 transport
proteini Na-K pompasina bagli olarak hareket eder. Glukoz ve galaktoz gibi
monosakkaritlerin Na aracili hiicre igerisine alinmalar1 konsantrasyon gradiyentine
kars1 enerji kullanilarak SGLT 1 transfer proteini araciligiyla gerceklestirilmektedir.
GLUT 5 ise Na’dan bagimsiz olarak fruktoz’un yani sira glukoz ve galaktoz’u
konsantrasyon gradientinden asagiya dogru yani enterosit i¢erisine dogru almaktadir.
Biitiin diger monosakkaritler de oldugu gibi fruktoz da GLUT 2 aracilifiyla

enterositlerden dolasima ge¢gmektedir (49).
1.3.3. Fruktozun Metabolizmasi

Fruktoz karacigerde glikoliz i¢in kontrol basamagi olan fosfofruktokinaz
basamagini atladigi i¢in glukozdan daha hizli bir sekilde glikolize girmektedir. Bu
sayede fruktoz karacigerde hizla metabolize olup yag asidi sentezine, yag asitlerinin
esterifikasyonuna ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL, Very Low Density
Lipoprotein) sentezine kaymaktadir. Sonugta serum TG diizeyleri ve diisiik dansiteli
lipoprotein  kolesterol (LDL-K, Low Density Lipoprotein Cholesterol)
konsantrasyonlar1 artmaktadir. Spesifik bir kinaz olan fruktokinaz karacigerde,
bobrekte ve ince barsakta fruktozun fruktoz 1-fosfat’a fosforilasyonunu
katalizlemektedir. Bu enzim glukoza etki etmez ve glukokinazin aksine bu enzimin
aktivitesi aglik durumundan veya insiilinden etkilenmez. Bu durum neden fruktozun
diyabetik hastalarin kanlarindan normal bir hizda temizlendigini de agiklamaktadir.
Fruktoz 1-fosfat karacigerde bulunan bir enzim olan aldolaz B enzimi araciligtyla D-
gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfata parcalanmaktadir. Bu enzim ayni zamanda
karacigerde glikolizde fruktoz 1,6-bifosfati parcalayarak fonksiyon gostermektedir. D-
gliseraldehit triokinaz enzimi araciligiyla gliseraldehit 3-fosfata fosforile olarak
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glikolize girmektedir. Dihidroksi aseton fosfat ve gliseraldehit 3-fosfat ya glikolize
kayarak metabolize olmaktadirlar, ya da aldolaz igin substrat olup glukoneogenezise
yonelmektedirler. Karacigerde metabolize edilen fruktozun kaderi boyledir (Sekil 3)
(48, 49).
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Glukoz 6-fosfat p-Glukoz s o-Sorbitol
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Sekil 3. Fruktozun biyokimyasal yolaklardaki kaderi

Ekstrahepatik dokularda ise hekzokinaz fruktoz da dahil olmak tizere sekerlerin
cogunun fosforilasyonunu katalizlemektedir, fakat glukoz hekzokinaz i¢in daha iyi bir
substrat oldugundan dolay: fruktozun fosforilasyonunu inhibe etmektedir. Diger bir
mekanizma da heksokinaz’in fruktoz icin Km’i oldukga yiiksek oldugundan dolay1 bu
enzim fruktoza disiik affinite gostermektedir (50). Bu yilizden fruktoz molekiilleri
adipoz doku ve kasta metabolize edilebilmektedir. Karacigerde bulunan sorbitol
dehidrogenaz sorbitoliin fruktoza doniisiimden sorumludur. Bu yolak ayn1 zamanda

seminal s1vidaki fruktozun meydana gelisinden de sorumludur (49).
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1.4. Karaciger ’in Metabolik Sendromdaki Rolii

Karaciger organizmadaki biyomolekiillerin metabolizmasinda major rol
oynayan bir organdir. MetS patogenezinde dolasimda artan SYA’leri karacigere
ulagmaktadir. SYA’1 akisinin artigi1 bir¢ok calismada hepatik insiilin etkisini bozdugu
gosterilmistir (51). Bu durum hepatik glukoz {iretimini artirmakta, pro-inflamatuar
sitokinlerin sentezinde artiglara yol agmakta ve lipoprotein metabolizmasinda major
degisiklere sebep olmaktadir. Karacigerde artan SYA’leri ya okside olmali ya da
depolanmalidir. Normal fizyolojik sartlarda insiilin, TG biyosentezinde rol oynayan
enzimlerin genlerinin ekspresyonlarin1  artirmaktadir, fakat VLDL-TG ve
apolipoprotein (apo) B iiretimini ve sekresyonunu azaltmaktadir (5). Insiilinin
intrahepatik etkilerinden bir digeri de apo B yikimini artirmaktir (52). Insiilin direnci
olan hastalarin karacigerine SY A’lerinin akis1 oldukca yiiksek diizeydedir, TG sentezi
ve depolanmasi artmaktadir ve asir1 miktardaki TG’ler VLDL olarak sekrete
edilmektedir (5). Genellikle, dislipidemi ile iligkili olan insiilin direncinin karaciger
tarafindan artan VLDL sekresyonunun direkt bir sonucu olduguna inanilmaktadir (52).

Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol’deki (HDL-K, High Density
Lipoprotein Cholesterol) azalmalar tipik olarak hipertrigliseridemi ile iligkilidir. Bu
kismen TG’den zengin lipoprotein g¢ekirdeginden kolesterol esterlerinin kolesterol
ester transfer proteini (CETP, Cholesteryl ester transfer protein) araciligiyla HDL-K’e
transferi ile gergeklesmektedir (5, 18). Bu sayede hepatik lipaz i¢in iyi bir substrat olan
TG’den zengin daha kiiciik HDL-K molekiilii olusmaktadir ve bu da hepatik lipazin
etki etmesiyle bobreklerden hizli bir sekilde atilan forma doniismektedir (53). CETP
gen polimorfizmi plazma CETP aktivitesini ve plazma HDL-K konsantrasyonlarini
etkilemektedir. Bazi ¢alismalarda abdominal obezite ve insiilin direnci sendromunun
bazi 6zellikleri ile iliskili oldugu gosterilmistir (54, 55). Hipertrigliseridemi varliginda
LDL-K partikiilleri de trigliseritten zengin, kii¢iik ve yogundur. KVH ile kii¢lik yogun
LDL-K seviyeleri arasindaki iliskiyi destekleyen bir¢ok ¢alisma mevcuttur (56, 57).
Ilgi ¢ekici diger bir nokta da erkeklerdeki artmis CETP kiitlesi ve muhtemelen azalmus
LDL-K partikiil capina ilaveten azalmis HDL-K ile MetS arasinda bir iliski mevcuttur
(58). Ayrica KVH’lar ile iliskili olaylarda hepatik lipazdaki artislar1 gosteren kanitlar
mevcuttur (59).
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Hepatik steatozis sadece insiilin direnci ile iliski degildir ayn1 zamanda MetS
ile de iliskilidir. Bu durum karacigerde asir1 miktardaki hepatik yag asitlerinin (YA)
TG olarak depolanmasiyla olusmaktadir. Bu durumun bir daha ileri asamas1 NAFL
olarak sonlanmaktadir (60). Son calismalar insiilin direnci, oksidatif stres, lipit
peroksidasyonu ve sitokinlerin NAFL gelisiminde rolii oldugunu gostermektedir. Su
anda insiilin etkisini iyilestirmek i¢in yapilan steatoz tedavileri asiri hepatik yag

birikiminin etyolojisinde insiilin direncinin 6nemini géstermektedir (61).
1.5. Yag dokusunun Metabolik Sendromdaki Rolii

Metabolik sendrom patogenezinin gelismesinde adipoz dokudaki degisiklikler
onemli roller oynamaktadir (10, 18, 62). Ozellikle genislemis adipoz doku kitlesi
siklikla SYA’lerinin artmis turnoveri ile sonuglanmaktadir (5). Insiilin direnci
gelistiginde ve adipoz doku TG depolar1 genislediginde, adipoz doku TG depolarindan
SYA mobilizasyonu hizlanmaktadir (62, 63). Normal sartlar altinda, insiilin adipoz
dokuda lipolizisi inhibe etmektedir, fakat insiilin rezistansi gelistiginde insiilin lipolizi
baskilama 6zelligi gosterememektedir. Boylece plazmaya daha fazla miktarda SYA
salinmaktadir (18). Bu siirecin hormona duyarli lipaz (HSL, Hormone-sensitive lipase)
tarafindan yuritildigi ¢ok iyi bilinmesine ragmen (64), Desnutrin/ATGL’nin bu
siirece katkilarinin oldugunu gosteren kanitlar bulunmaktadir. Bu iki hormonun
birlikte TG hidrolizinin %95’inden sorumlu oldugu gozlenmistir (65). Obez bireylerde
insiilin direncinin ve hiperinsiilineminin azalmis Desnutrin/ATGL ve HSL mRNA’lar1
ve protein ekspresyonlari ile iligkili oldugu ve bu iliskinin de yag dokusu hacminden
bagimsiz oldugu rapor edilmistir (66).

Sadece insiilin direnci SYA’lerinin artisina sebep olmamaktadir, ayrica artan
SYA’leri de insiilin direncinin gelismesine katki saglamaktadir. Mevcut kanitlar
visseral yag depolarinin artan SY A turnoverine ve insiilin direnci gelismesine katkida
bulundugunu gostermektedir. Ozellikle visseral adipositler katekolaminler ile
indiiklenen lipolize subkutan adipositlere gore daha hassastir. Visseral adipoz doku
depolariin vendz drenaji portal sistem ile direk iligkili oldugundan dolay1, visseral
obez bireylerinin karacigerine gelen asir1 miktardaki YA’lerinin insiilin direncine
sebep oldugu o6ne stiriilmektedir (portal teori) (5).

Metabolik sendrom patogenezinde adipoz dokunun diger bir katkisi da

proinflamatuar sitokinlerin asir1 miktardaki salinimidir. Adipoz dokuda bu sitokinlerin
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kaynagi tartigmalidir. Adipositleri ¢evreleyen monosit kokenli makrofajlar da bu
sitokinlerin kaynaklart olabilecegi ileri siiriilmiistiir (67, 68). Weisberg ve arkadaslari
tarafindan insan adipoz dokusunda monosit kokenli makrofajlarin varligimin
tamimlanmasiyla (69) yag hiicrelerinin sitokin trettigi kesinlik kazanmustir (70).
Insiilin etkisinde gorevli olan dolasimdaki sitokinler yag, iskelet kas1 ve karaciger
dokusundan kaynaklanmaktadir. Ayrica sitokinlerin parakrin etkileri adipoz dokudaki
insiilin etkisini de diizenleyebilmektedir (5). Adipoz dokunun iki yeni mensubu olan
chemerin ve desnutrin/ATGL’nin MetS ile baglantisinin olup olmadigi bu ¢alismada

arastirilacagindan simdi de bu iki hormona detaylari ile bakalim.
1.6. Chemerin

Son zamanlarda kesfedilen kemoatraktan bir protein olan chemerin yeni bir
adipokin olarak tanimlanmistir ve adipogenezis, metabolizma ve inflamasyonda
onemli rollerinin oldugu ortaya konulmustur (71).

Tazarotene-induced gen protein 2 (TIG2, tazarotene-induced gene 2 protein)
veya retinoik asid reseptor cevaplayici protein 2 (RARRES2, retinoic acid receptor
responder protein 2 ) olarak da bilinen chemerin, yapisal olarak proteinlerin
kathelisidin/sistatin ailesi ile iliskilidir ve aslen sentetik retinoid tazaroten tarafindan
psoriatik ciltte upregiile edilmis bir gen olarak tanimlanmistir (72). Chemerin
sinyalizasyonu; ekpsresyon, sekresyon, proteolitik siire¢ ve sinyal olaylarini igeren
birgok mekanizmalar araciligiyla sikica diizenlenmektedir. Bu diizenleyici
mekanizmalarin tam koordinasyonu chemerin seviyelerinin, lokalizasyonunun ve

sonunda aktivitesinin ortaya konulmasi i¢in gereklidir.
1.6.1. Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

Chemerin en fazla plasenta, karaciger ve WAT da sentezlenmektedir. Akciger,
kahverengi yag dokusu (BAT), kalp, overler, bobrek, iskelet kas1 ve pankreas gibi
diger bircok dokuda daha az oranda bulunmaktadir. WAT igerisinde bulunan
adipositlerdeki chemerin sentezini, stromal vaskiiler fraksiyon ile kiyaslandiginda
daha fazla oldugu goriilmektedir (73). Buna ilaveten karaciger ve WAT dolasimdaki
chemerinin ana kaynagi olduguna inanilmaktadir. Leptin ve adiponektin gibi diger
adipokinlere benzer sekilde farelerde chemerinin serum seviyeleri diiirnal ritim

benzeri salinim gosterirken (74); insanlarda boyle bir salinim minimaldir (75). Saglikli
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zayif popiilasyonda serum ve plazmanin her ikisinde de toplam dolasan chemerin
konsantrasyonu 90 ng/mL’den 200 ng/mL’ye kadar degismektedir. Genellikle,
bayanlar ve yaslh yetiskinler sirasiyla erkekler ve geng yetiskinlerden daha fazla total
dolasan chemerine sahip olmasina ragmen biitiin ¢alismalar bu trendleri
desteklememektedir (73). Chemerin baslangicta bir N-terminal sinyal sekanst ((20
aminoasit (aa)) ile 163 aa igeren inaktif 18-kDa agirliginda prekiirsor bir protein
(Chem-163) olan preprochemerin olarak sentezlenmektedir (76). Chemerinin aa
dizilimi Sekil 4’te goriilmektedir. Dolasimdaki chemerinin biiyiikk ¢ogunlugunun
nispeten inaktif prochemerin formunda bulunduguna inanilmaktadir ve lokal biyolojik
etkiler gostermek igin biyoaktif chemerinin izoformlarina proteolitik siiregler ile

dontismesi gerekmektedir.
1.6.2. Proteolitik Siirecler

Sekresyondan hemen sonra gesitli dokularda ve hiicrelerde koagulasyonun
ekstraselliiler proteazlart ve inflamatuar kaskatlar araciligiyla prochemerin gesitli
asamalardan gegerek islenmektedir. Bu enzimler, C-terminalinde farkli bolgelerde
boliinme yaparak, pro-chemerini ¢esitli biyolojik aktivitelerde ve uzunlukta bir takim
biyoaktif izoformlarma ¢evirmektedirler. Ornegin, alt1 aa’nmn ayrilmasi ile olusan
Chem-157 en yiiksek aktivite gosterirken ((prochemerinden yaklagik 100 kat daha
fazla (76,77)), Chem-156 biraz daha az aktif ve Chem-152 ve Chem-154 nispeten
inaktiftir (76, 78-82). En oOnemlisi, elastaz ve triptaz (81) gibi bazi proteazlar
prochemerini birden fazla ayrilma bdlgesinden ayristirarak cesitli chemerin
izoformlar1 ortaya koymaktadirlar. Yine karboksipeptidaz B ve N nispeten diisiik
aktiviteki chemerin izoformlarini daha aktif formlara doniistiirtirken (78), proteinaz 3
(PR3) veya mast hiicresi kimaz1 gibi diger proteazlar nispeten inaktif formlar olan
sirastyla pro- veya biyoaktif chemerine doniistiirebilmektedir (83). Chemerinin bu gok
asamal1 proteolitik siireci lokal ve sistemik chemerin aktivasyonunun yani sira
inaktivasyonu i¢in de hem direkt olarak hem de mevcut prekiirsorleri sinirlayarak bir
mekanizma ortaya koymaktadir. Ornegin, diisiik biyoaktiviteye sahip olan Chem-155,
oldukca yiiksek aktif chemerin izoformlarinin varliginda zayif bir antagonist olarak
etki etmesi, aktif ve inaktif izoformlarinin oraninin chemerin biyoaktivitesinin 6nemli
bir belirleyicisi oldugunu gdstermektedir. Sunu belirtmek gerekir ki, ¢alismalarin

cogunlugu chemerin biyoaktivitesini belli bir islev veya sinyal yolagina ait oldugunu
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raporlamaktadir ve bdylece bireysel chemerin izoformlarinin bir¢cok yolak veya

fonksiyonlarda farkli biyoaktiviteye sahip olup olmadigi halen bilinmemektedir (73).
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Sekil 4. Chemerin aminoasit dizilimi

Chemerinin proteolitik siirecleri ve biyoaktivitesi ile ilgili bilgiler ex-vivo
calismalardan elde edilmektedir; fakat bir¢ok endojen chemerin izoformlari da insan
orneklerinden izole edilmistir. Insan kaninda (Chem-155, 157, 158), asitte (Chem-
157), sinovial sivida (Chem-158), serebrospinal sivida (Chem-158) ve hemofiltratda
(Chem-154) chemerin izoform tiretiminin farkli paternleri prochemerinin proteolitik
stirecinin in vivo olduguna isaret etmektedir (76, 79-82). Giiniimiizde, biitiin proteazlar
chemerin aktivitesini C-terminalinin proteolizisi araciligiyla yapar, bu olay chemerinin

biyoaktivitesi i¢in proteinin bu bdlgesinin Onemini gostermektedir. Su anda,
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chemerinin tersiyer/quartener yapisi iizerinde bu C-terminal’in proteolizisinin etkisi
veya proteinin geri kalani igerisinde aa motifleri ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Bu
yiizden lokal chemerin biyoaktivitesini ve chemerinin biyolojik fonksiyonlarini
tamamen anlamak i¢in chemerinin izoformlarinin doniisiimiiniin daha fazla

karakterizasyonu gerekmektedir (73).
1.6.3. Reseptorler ve fletisim (Sinyalizasyon)

Chemerin baslangigta G protein-baglh reseptér (GPCR, G protein—coupled
receptor), chemokine-like reseptér 1(CMKLR 1, Chemokine like receptor 1) eksprese
eden hiicreler igin dogal ligand ve kemotaktik sinyal olarak tanimlanmistir (76, 79).
Chemerinin ayrica GPCR ve CMKLRI1 ile yapisal olarak yakindan benzer olan G
protein bagli reseptor 1 (GPR1, G protein—coupled receptor 1)’i baglayip aktive ettigi
de gosterilmistir. GPR1 mayada besin algilama rolii istlenmistir (84); fakat
memelilerde bu reseptdriin fonksiyonu ile ilgili bilinenler azdir. Chemerinin
CMKLR1’e benzer afinite ile GPR1’i baglayip aktive ettigi gosterilmisken (85),
aslinda GPR1’e bagli sinyal iletim yolag:i ile ilgili bilinen bir sey yoktur ve
giiniimiizde, chemerinin bilinen biitiin biyolojik (sinyallesme) aktiviteleri
CMKLR1’in aktivasyonuna atfedilmistir. Bu ylizden, gelecekteki aragtirmalarin
onemli bir alan1 da chemerinin biyolojik etkilerine CMKLR1 ve GPR1’in katkisin1 ve
reseptOrlerin tamamlayici ve/veya ayirt edici rollerinin olup olmadigini belirlemek
olacaktir. CMKLR1 ve GPRI’e ilaveten, chemerin iiglincii bir reseptér olan CC
kemokin reseptor alt ailesinin iiyeleri ile filogenetik benzerlik gosteren chemokin (CC
motif) reseptor-benzeri 2 (CCRL2, chemokine (CC motif) receptor-like 2) i¢in bir
liganddir. CCRL2 bagli chemerinin bir sinyal reseptorii olabilecegine
inanilmamaktadir (86). Bu ii¢ kemerin reseptorii ayn1 dokularda bulunabildigi gibi
farkli doku dagilimlarina da sahiptir. CMKLR1 16kosit popiilasyonlarinda, 6zellikle
makrofajlar ve dentritik hiicrelerde, adipoz, kemik, akciger, beyin, kalp ve plasentada
yiiksek seviyelerde salinir (71, 76). CMKLR 1’e benzer sekilde GPR1 adipoz dokudan
eksprese edilir, fakat GPR1 santral sinir sistemi (SSS) ve iskelet kasinda ve sinirli bir
sekilde lokositlerden eksprese edilir. CCRL2 adipoz dokuda hayli eksiktir, fakat
akciger, kalp, dalak ve l16kositlerde tespit edilmektedir. Reseptor lokalizasyonlarindaki
bu ¢esitlilik biyoaktif chemerin ve sonucta biyolojik fonksiyonlar i¢in hem ortak hem

de bagimsiz sinyallesme mekanizmalaria katki saglayabilmektedir (73).
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CMKLRI1 ve GPR1 aktivasyonuna sebep olan eslesmis sinyal iletim yolaklar
ile ilgili cok az sey bilinmektedir. Ilk calismalar CMKLR1’in aktivasyonunun,
intraselliller kalsiyum salinnmina ve Cyclic Adenosine Monophosphate (CAMP)
birikiminde bir azalmaya sebep oldugunu gdstermistir. Bu etkileri Gi ailesinin bir
tiyesi olan bogmaca toksini tedavisi araciligiyla inhibe edildigi gosterilmistir (76). Cin
hamster over’i, primer insan adipositleri ve primer insan kondrositlerini igeren ¢esitli
hiicre tiplerinin chemerin ile tedavisi ekstraselliiler regiilated kinaz 1/2 (ERK 1/2)
fosforilasyonunu tesvik ettigi belirtilmistir (71, 76, 87-90). Ozellikle, baz1 ¢alismalar
insan adipositleri ve endotelyal hiicrelerinde diisiik dozlarda chemerin tedavisi
ERK1/2 fosforilasyonunu stimiile ederken, yiiksek dozlarda sinyalizasyonun
inhibisyonu veya desensitizasyonu olabileceginden ERKI1/2 fosforilasyonu
yapmadigini (71, 89) gostermistir. Chemerin’in ayrica hem fare hem de insan
hiicrelerinde p38 mitojen-aktive protein kinaz fosforilasyonu, Akt fosforilasyonu ve
fosfoinozid 3-kinaz sinyallerini igeren diger birgok sinyal kaskatlarmi da etkiledigi
belirtilmistir (73).

1.6.4. inflamasyonda Chemerin’in Rolii

Kronik inflamasyon ile iliskili birgok hastalikta dolagimdaki chemerin
seviyeleri artmaktadir. Ornegin, serum chemerin seviyeleri Crohn hastalig1 iilseratif
kolit (91), kronik bobrek hastaligi (92) kronik pankreatik (93), pre-eklamsi (94),
polikistik over sendromu (75) ve karaciger hastaligi (95) olan hastalarda belirgin bir
sekilde arttig1 gosterilmistir. Dolasimdaki chemerin seviyelerindeki bu artig C-reaktif
protein (CRP), Interleukin 6 (IL-6) ve Tumor necrosis factor alpha (TNFa) gibi
dolagimdaki inflamatuar belirteglerin yani sira pro-inflamatuar adipokinler leptin ve
resistin ile de pozitif koreledir (73). Maalesef bu ¢alismalarin korelasyon analizleri
dolasimdaki chemerinin biyoaktivitesi, orjini ve etki bdolgeleri hakkindaki
mekanizmalar1 pek de aydinlatamamaktadir. Fakat dolagimdaki chemerin’de gozlenen
yiikselmeler ile uyumlu olan in vitro ¢aligmalar kiiltiire edilen insan kondrositleri ve
sinoviositlerinde chemerin tedavisi ile IL-6, Interleukin 8 (IL-8), TNFa, CCL2 ve
Interleukin 15 (IL-1B) (88, 96) gibi pro-inflamatuar sitokinlerin sekresyonu arttigi
gosterilmistir. Ayrica, TNFa tedavisi kiiltiire edilmis insan barsak epitel hiicrelerinde,
fare adipositlerinde ve fare serumunda chemerin sekresyonunu artirir. Bunun gibi,

inflamasyona cevaben chemerin iiretimi, inflamatuar mediatorlerin sekresyonunu ve
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ekspresyonunu degistirerek, potansiyel olarak siirekli kronik inflamasyon igin bir
pozitif geri bildirim dongiisii olusturarak inflamatuar cevaba aktif olarak katkida
bulunabilir (73).

Lokal inflamatuar cevaplarin modiilasyonunda, chemerin seviyeleri hem fare
hem de insanlarda psoriazis, kanser, artrit, lupus ve multiple sklerozis gibi hastalikli
dokularda siklikla artmaktadir. Artmis chemerin ekspresyonu ve biyoaktivasyonu
siklikla iltihaplanmis doku bolgesine 6zgiidiir ve dolagimdaki chemerin seviyelerinde
benzer bir degisime karsilik gelebilecegi gibi boyle bir benzerlik goriilmeyebilecegine
de dikkat etmek gerekir. Ornegin, insan ¢alismalarinda sinovial siviya lokalize olan
romatoid artrit, osteoartrit (OA) ve psoriatik artritin inflamasyon bdlgesindeki
chemerin konsantrasyonlari iki kata kadar artmaktadir. Fakat OA’in siddeti ile sinovial
stvidaki chemerin diizeylerinde artis goézlenmesine ragmen, serum chemerin
seviyelerinin degismedigi belirtilmistir. Dahasi1, hastalikli eklemlerin igindeki
proteolitik olarak pargalanmis chemerinlerin total chemerine oran1 dramatik olarak
artmistir ve siklikla dolagimdaki izoformlarin dagilimindan 6nemli dl¢iide farkli olan
Ozgiin izoform profilleri ile iliskilendirilmektedir (73). Aktif doku yaralanma
bolgelerinde veya inflamasyonda lokalize chemerin izoform fiiretimine, chemerin
aktive edici proteazlarin nétrofilden salinimi, kan pihtilagmasi ve insan patojen
kaynakl1 proteazlar artan chemerin aktivitesine katkida bulunabilmektedir (81). Fakat
chemerin seviyelerinde artigsa katki saglayan doku kaynagi veya hiicre tipi biiyiik
6l¢iide bilinmemektedir. Bu ¢aligmalar birlikte degerlendirildiginde toplam dolasan
chemerin seviyelerinin mutlaka hastalik durumunda meydana gelen degisikliklerin
derecesini yansitmayabilecegini, oysaki chemerinin lokalize aktivasyonu ve
ekspresyonu inflamatuar cevaplarda chemerin sinyalizasyonunun etkisinin 6énemli bir
belirleyicisi oldugunu géstermektedir (73).

Sistemik Dbir inflamatuvar siire¢ olan obezitede chemerin ekspresyonlari
yiikselme egilimdedir. Artan chemerin diizeylerinin bozulmus glukoz homeostazisi,
insiilin direnci, kan basinci ve dislipidemi ile iligkili oldugu ortaya konulmustur (73)
Kilo kaybr ile sistemik dolasimdaki chemerinin azaldig1 gosterilmis ve buna baglh
olarak da insiilin duyarlilifinda iyilesme, glukoz homeostazisinde ve lipit profilinde

diizelme gozlenmistir (73).
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1.7. Desnutrin/ATGL ve Yag Metabolizmasi

Lipit homeostazisi, lipitler ve yag asitlerini olusturmak i¢in tasarlanan, onlar
koken aldiklar1 dokudan alip hedef dokulara teslim eden ve metabolik amaglar i¢in
katabolize eden siireclerin bir dengesi anlamina gelmektedir. Sayisiz genler ve sinyal
bilesenleri adipoz doku, karaciger, kas, sindirim sistemi, pankreas ve sinir sistemini
iceren bir¢cok doku ve organlar arasinda entegre bir iletisim agindan sorumludur. Bu
iletisim ag1 lipit ve enerji homeostazisini saglar. Bu siire¢lerin insan sagligi i¢in santral
fizyolojik Onemi olmasina ragmen lipitlerin sentezi, alinimi, depolanmasi ve
kullanimini diizenleyen bir¢ok temel mekanizmalar bazen yetersiz kalmaktadir (97).

Yag asitleri (YA) bilinen biitiin organizmalarin temel hayati bilesenleridir.
Hiicresel enerji tiretimi igin 6nemli birer substrattirlar. YA’lar biyolojik membranlari
olusturan lipitleri de i¢eren biitiin lipit siniflar1 icin esansiyel prekiirsoérdiir. YA’larin
ayrica agcillenmis proteinlerde protein fonksiyonlart ig¢in ve niikleer reseptor
transkripsiyon faktorleri i¢in ligand olarak da 6nemli rolleri bulunmaktadir. Bu faydal
ozelliklerin aksine esterlesmemis YA’lar goreceli olarak diisiikk konsantrasyonlarda
oldugu zaman bile hiicreler i¢in zararh olabilir. Yag hiicreleri disindaki hiicreler ve
dokularin, artmis Y A konsantrasyonlarina kronik maruziyeti lipotoksisite terimi olarak
smiflandirilan yan etkileri tetiklemektedir (98, 99). Bu yiizden, fazla miktarda besin
maddeleri alindiginda, biitiin okaryotlar YA’lan triagilgliserol (TAG) damlaciklar
olarak aglik durumunda enerji saglamak i¢in ve zararl etkilerini detoksifiye etmek igin
reesterifiye eder ve depolarlar (97).

Son zamanlara kadar, lipit damlaciklar1 TG’lerin atil depolama havuzu olarak
goriiliirdii. Su anda bilindigi tizere viicudumuzda bulunan biitiin hiicreler dokuya
spesifik konsantrasyonlarda, nétral lipitleri (TG ve kolesterol esterleri), fosfolipitleri
ve esterlesmemis kolesterolleri iceren yag damlaciklarini olusturur. Ilaveten, birgok
protein lipit damlaciklar ile iligkilidir (100, 101). Bunlar yapisal proteinler, lipit
modifiye edici enzimler ve enzim aktivitelerini diizenleyen proteinlerdir. Bu giine
kadar, bu faktorlerin bircogunun fizyolojik roliiniin anlagilmas1 zor olmustur. Fakat
mevcut smirli bilgilerimizden faydalanarak lipit damlaciklarinin esnek dinamik
organelleri temsil ettigini sOyleyebiliriz. Bunlar membran bilesenlerinin, enerji
substratlarinin ve sinyal molekiillerinin tiretiminde kullanilmaktadir (102, 103). Lipit

damlaciklar1 bir¢ok hiicre tipinde gézlenmesine ragmen, memelilerdeki yagin biiyiik
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cogunlugu beyaz yag dokusu olarak bulunur. Enerji homeostazisinin diizenlenmesine
beyaz yag dokusunun katkisi, hem cok biiyiik lipit depolama kapasitesinden hem de
bircok hormon ve adipositokinleri sekrete eden bir endokrin organ olarak fonksiyon
yapmasindan dolayidir (104). TG sentez ve yikimindaki senkronizasyon kayboldugu
zaman obezite ve Tip2DM gibi metabolik hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Aglik esnasinda veya egzersiz gibi enerjiye ihtiyacin arttigr durumlarda, yag
katabolizmas1 ve enerji substratinin saglanmasindaki anahtar siire¢; depolanmis
TG’lerin hidrolize edilerek pargcalanmasi, YA ve gliserol olusturulmasi ve onlarin
adipositlerden salinmasidir. Lipoliz olarak adlandirilan bu siirecin baglangicindaki
diizenleyici kontrol basamaklari hormonal olarak yapilmaktadir ve sonugta TG’leri
lipoliz etmek i¢in hiicre i¢i anahtar lipazlar aktive edilmektedir. Su anda, adipoz ve
adipoz olmayan dokularda yagin lipolitik olarak yikilmasinda fonksiyon gdsteren ii¢
enzim bilinmektedir; adipoz trigliserit lipaz (ATGL) veya desnutrin, hormon sensitif
lipaz (HSL) ve monogliserit lipaz (MGL) (97).

1.7.1. Lipolizin Diizenlenmesi

Bir¢ok lipolitik ve anti-lipolitik efektorler ¢esitli dokularda depolanmis yagin
yikimini kontrol etmektedir (105, 106). Bunlar hormonlar, sitokinler ve adipokinlerdir.
Adipoz dokuda en gii¢lii uyarici sinyaller -adrenerjik reseptorleri aktive eden
katekolaminlerdir (107). Fare adipositlerinden p-adrenerjik reseptorlerin (B-AR) g alt
tipi eksprese olmaktadir (B-AR’lar): Bi-AR, B2-AR ve Ps3-AR. Insan yag dokusunda
sadece B1 ve P2reseptorler lipolizi uyarirlar. Katekolaminler bu reseptorlere baglandigi
zaman Gs proteinleri adenilat siklazi aktive eder bu da cAMP seviyelerinin artigina ve
cAMP bagimli protein kinaz A (PKA)’nin artan aktivitesine sebep olmaktadir (106,
108, 109). Lipolitik enzimleri ve lipit damlacigr iligkili proteinleri i¢eren hedef
proteinlerin PKA araciligiyla fosforilasyonu yag dokusundan yag asitleri ve gliseroliin
saliniminda yiiz kata kadar bir artisa sebep olmaktadir. Gs proteinine bagli reseptorler
araciligiyla PKA’y1 uyaran diger hormonlar glukagon, paratiroid hormon, tirotropin,
a-melanosit stimiilan hormon ve adrenokortikotropin’dir. Birgok anti-lipolitik
faktorlerin inhibitor Giproteinine bagl reseptorler araciligiyla etki ettigi gosterilmistir
(106). Bu faktorler a2 adrenerjik reseptorler araciligiyla etki eden katekolaminler,
adenozin (Al adenozine reseptdr), prostaglandin (E2 reseptér), NPY (NPY-1
reseptor), ve nikotinik asittir (GPR109A reseptor) (97). a ve B adrenerjik reseptorlerin
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goreceli dagilimindan dolayr lipolitik aktivite doku ve hiicre tipine 6zgii olarak
belirlenmektedir.
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Sekil 5. Lipolize etki eden hormonlar ve Desnutrin/ATGL'in metabolik etkileri

Insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii lipolizisin en gii¢lii inhibitor
hormonlaridir (105). Bu hormonlar etkilerini oncelikle insiilin reseptorleri araciligiyla
haberleserek, insiilin reseptor substrat 1-4’iin fosforilasyonu (IRS1-4), fosfotidil
inozitol-3 kinazin aktivasyonu (PI3K) ve protein kinaz B/AKT’nin (PKB/AKT)
indiiksiyonunu yaparak gostermektedir. Aslinda bu lineer yolaktaki karmagsiklik diger
sinyal kaskatlar ile etkilesen kritik nodlardaki farkliliklar araciligiyla olugmaktadir
(110). IR yolagindaki kritik nodlar, sitokinler ve ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz
(ERK) sinyalleri ile insiilin reseptor (IR) ve insiilin reseptor substrat (IRS) arasindaki
etkilesimleri igermektedir. Bu noktada bir sinyallesme ag1 sayisiz biyolojik siire¢leri
diizenlemek icin kurulmustur. Lipoliz, fosfodiesteraz 3B’nin fosforillenmesiyle
cAMP’nin yikilip PKA’nin aktivasyonunun azalmasi ile sonuglanan bir¢ok

basamaktan etkilenmektedir (97).
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1.7.2. Lipolizdeki Klasik Enzim: Hormon Sensitif Lipaz

TG’lerin hormon araciligiyla katabolizmasini kolaylastirmak icin kesfedilen
ilk enzim HSL’dir. Kopeklerin ve insanlarin beyaz yag dokusundaki (WAT) acligin
indiikledigi lipolitik aktivitenin ilk gézlemleri 1932 ve 1950 gibi erken bir donemde
raporlanmasimna ragmen, 1960’lara kadar lipoprotein lipazdan (LPL) farkli ve
hormonlar tarafindan diizenlenen WAT iliskili lipaz gosterilememistir (97). Doniim
noktas1 6zelliginde olan bir ¢alismada, Vaughan ve ark. (111) ¢esitli memelilerin
WAT’1inda iki bagimsiz lipolitik aktivite kesfetmistir ve bu enzimler HSL ve MGL
olarak adlandirilmigtir. HSL nin saflastirilmasi, ilgili cDNA ve genin kopyalanmasi
ve proteinin yiiksek seviye heterolog sentezlenmesi enzimin, dokuya spesifik
fonksiyonlar1 ve cesitli agonist ve antagonistlerle regililasyonu gibi biyokimyasal
ozelliklerinin genis kapsamli c¢alisilmasina izin vermistir. Bu konuda daha detaylh
bilgiler derleme makalelerinde mevcuttur (64, 112-114).

HSL TG, diagilgliserol (DG), monoagilgliserol (MG), kolesterol esterleri (CE),
retinil esterleri (RE) ve p-nitrofenilbutirat gibi diger ester substratlarini hidroliz
edebilen genis bir substrat 6zgiinliigli sergilemektedir. Goreceli maksimal hidroliz
hizlar1 TG:DG:MG:CE:RE igin 1:10:1:4:2 araligindadir. Bu yiizden, TG’ler biitiin bu
dogal lipit esterleri arasinda HSL i¢in en kotii substrat iken DG’ler en iyi substrattir.
TG molekiilii igerisinde, HSL tercihen sn-1ve sn-3 pozisyonunda bulunan primer ester
baglarmi hidroliz eder. In vitro olarak HSL’nin fosforilasyonu TG ve CE hidrolizi igin
enzim aktivitesini 1,5-2 kat kadar hafif¢e artirir. DG veya MG hidrolizi igin aktivite
etkilenmemistir (97).

1.7.3. Desnutrin/ATGL.: Lipolizde Yeni Bir Hormon

2004°de, li¢ bagimsiz grup tarafindan TG hidrolize edebilen bir enzimin varlig
kesfedilmistir ve bu enzimi ATGL (115), desnutrin (116), veya kalsiyum bagimsiz
fosfolipaz A2{ (iPLA2(, calcium-independent phospholipase 2¢) (117) olarak
adlandirmislardir. Bu baslangig raporlarindan kisa bir siire sonra, ATGL otolog genleri
ve proteinleri diger omurgalilarda, sineklerde, mantarlarda ve bitkilerde de
tamimlanmistir.  Drosofila menogaster da brummer enzimi, Saccharomyces
cerevisiae 'de triagilgliserol lipaz-4 ve Arabidopsis thaliana 'da seker bagimli-1 enzimi

ilgili organizmalarin her birinde kuvvetli TG hidrolaz aktivitesi sergilemektedir ve
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hepsi bulundugu organizmalarda TG homeostazisinin diizenlenmesinde temel bir role

sahiptirler (97).
1.7.3.1. Desnutrin/ATGL Enzimolojisi

Desnutrin/ATGL DG’den daha ¢ok TG icin 10 kat daha fazla substrat
ozgilliigh sergiler ve ozellikle TG hidrolizinde birinci basamaga etki ederek DG ve
SYA donisiimiinii  saglamaktadir (115). Desnutrin/ATGL’nin TG molekiili
igerisindeki ester baglarinin kimyasal olarak ayrimi i¢in stereospesifikligi heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Bu yiizden Desnutrin/ATGL tarafindan olusturulan DG’in
cesitli PKC izoenzimlerinin aktivasyonu gibi, sn-1,2-DG’yi igeren sinyal siirecine
katilip katilmadigi da bilinmemektedir. Desnutrin/ATGL nin ayrica TG hidrolaz
aktivitesinden daha diisiik oldugu gosterilen transacilaz ve fosfolipaz aktivitelerine de
sahip oldugu bilinmektedir (97). HSL’1n aksine, Desnutrin/ATGL MG, CE’leri veya
RE’leri hidrolize etmez. Smirnova ve arkadaslari, Desnutrin/ATGL’nin hidrolitik
fonksiyonlarmin adipoz dokuda lipit damlaciklarinin (adipozom) katabolizmasi ile
sinirl olmadigini ve enzimin adipoz trigliserit lipaz olarak adlandirilmasindan ziyade
fonksiyonlarmi1 daha iyi yansittigi i¢in adipozom trigliserit lipaz olarak

adlandirilmasini 6nerdiler (118).
1.7.3.2. Desnutrin/ATGL Geni, mRNA’s1 ve Protein Yapisi

Fare Desnutrin/ATGL geni (PNPLAZ2, patatin-like phospholipase domain-
containing protein 2) 7F5 kromozomu iizerinde yaklagik 6 kb’lik bir bolgeyi kapsayan
9 ekzon igermektedir. Genin transkripsiyonu 1.96 kb’lik bir mRNA kodlar ve bu da
molekiiler agirhigt 54 kDa olan 486 aminoasit iceren bir protein sentezine
katilmaktadir. Desnutrin/ATGL aa dizilimi sekil 6’da goriilmektedir. Insan
Desnutrin/ATGL geninin 10 ekzonu 11p15.5 kromozomu iizerinde lokalize olan
genomik DNA’nin 6.32kb’mm1 kapsamaktadir. Memeli Desnutrin/ATGL’si patatin
bolgesinin varligi ile karakterize bir gen ailesine aittir (Pfam01734). Bu yapisal motif
patatin olarak adlandirilmistir ve DG, MG ve fosfolipaz aktivitesi gosterirken TG
hidrolaz aktivitesi gdstermemektedir (97, 119). Desnutrin/ATGL bes genlik bir grup
ve patatin-like fosfolipaz domain containing 1-5 (PNPLAL1-5, patatin-like
phospholipase domain-containing protein 1-5) isimli proteinler ile ¢ok yakindan
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iligkilidir (120, 121). Bu protein ailesinin iyeleri ATGL (PNPLA2), PNPLAI,
adiponutrin (PNPLA3), GS2 (PNPLAA4) ve GS2-benzeri (GS2-like) (PNPLAS) dir.
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Sekil 6. Desnutin/ATGL aminoasit dizilimi

Bu giine kadar, fare genomunda GS2 i¢in hi¢ otolog gen tanimlanamamustir.
Desnutrin/ATGL nin daha uzaktan iligkili oldugu iiyeler ise, noropati hedefli esteraz
(NTE, PNPLAG), NTE-iliskili esteraz (NRE, PNOLA?7), kalsiyum bagimsiz fosfolipaz
A2y (iPLA2y, iPNPLAS) ve fosfolipaz A2 grup VI (PLA2G6, PNPLA9)'y1
icermektedir. ATGL gibi, adiponutrin, GS2 ve GS2-benzeri(GS2-like) enzimler in
vitro 6l¢timlerde hidrolaz ve transagilaz aktivitesi gostermektedir (117, 122). ATGL,

adiponutrin ve GS2-benzeri igin diisiik spesifik fosfolipaz aktivitesi gosterdigi tespit
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edilmistir (117, 123). Patatin etki alani igeren proteinler igerisindeki yapisal ve
fonksiyonel cesitlilik diisiiniildiigiinde, bu proteinler igin patatin-like fosfolipaz
domain-containing 1-9 ismi biraz yanilticidir ve daha genel bir isim patatin domain
igeren lipit hidrolaz 1-9 (PDLH1-9) (patatin domain-containing lipid hydrolasel-9)
olarak degistirilmelidir (97).

Insan ve fare ATGL enziminin primer yapist %84 oranminda dizi benzerligi
gostermektedir. Dizi benzerligi 6zellikle enzimin aktif bolgesinde bulunan patatin
domain igerisinde daha vyiiksektir (>%95). lilging bir sekilde, diger tipik TG
hidrolazlarin aksine, patatin domain iceren enzimlerin aktif bdlgeleri bir katalitik
triaddan olugmaz. Ailenin iliskili Gyelerinin (patates patatini) iic boyutlu yapisinin
belirlenmesi enzim mekanizmasinin katalitik diad’a dayandigini ortaya koymustur
(124). Desnutrin/ATGL’de mutasyonel analizlerin serin 47°de oldugu tanimlanmistir
(118, 122). Homoloji degerlendirilmelerinden, Desnutrin/ATGL’deki katalitik diad
i¢in kritik olan ikinci aa’nin aspartat 166 oldugu varsayilmistir. Dizi ve 3D yapisal
benzerlikler ayrica sunu da isaret etmektedir; diad genel olarak hidrolaz/esteraz i¢inde
bulunan lig-tabaka a/p/a. mimarisi igerisinde gomiiliidiir (125). Benzer sekilde, diger
patatin domain enzimlerde gosterildigi gibi, Desnutrin/ATGL’deki geg¢is durumu
glisinden zengin oksianyon deligi tarafindan stabilize edilebilir. Desnutrin/ATGL nin
C-terminal bolgesi PNPLA ailesinin diger iiyelerine zayif homoloji gosterir. 315’den
360’a kadar olan aa’larin hidrofobik uzantis1 lipit damlaciklarinin baglanmasina
aracilik ettigi onerilmektedir (115). laveten, iki fosforilasyon bolgesi enzimin C-
terminal bdlgesinde tanimlanmistir (Insan Desnutrin/ATGL’sinde serin 404 ve serin
428) (115, 126). Enzim fosforilasyonunun ve iliskili protein kinazlarin fonksiyonel
rolii hala bilinmemektedir. Ozellikle, insan proteini fare otologundan 19 aa daha
uzundur ve onun C terminali tizerinde prolinden zengin dizi bulunmaktadir. Bu peptid
uzantisinin Desnutrin/ATGL regiilasyonunda ve fonksiyonunda tiire 6zgii farkliliklar

gosterip gostermedigi agikliga kavusturulmamistir (97).
1.7.3.3. Desnutrin/ATGL’nin Fizyolojik Fonksiyonu

Lipolizde Desnutrin/ATGL’nin roliiniin anlasilmast ATGL-defektli (ATGL-
ko) farelerdeki gozlemlere dayanmaktadir (127). HSL-defektli (HSL-ko) farelerin
aksine, ATGL-ko hayvanlar siddetli bir lipit fenotipine sahiptir. Desnutrin/ATGL
yoklugunda WAT’dan Y A’lerinin saliniminda %75°den daha fazla miktarda azalma
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goriilmektedir. ATGL-ko farelerde 6zellikle biitiin organlarda ve analiz edilen hiicre
tiplerinde TG birikir, bu da birgok dokuda TG katabolizmasinda Desnutrin/ATGL nin
onemli fonksiyonu oldugunu géstermektedir. Defektif TG mobilizasyonu ve ¢ok fazla
miktarda TG birikimi, kalp kasinda ciddi myopatilere, BAT defektif termogeneze ve
genel olarak enerji homeostazisinde bir defekte sebep olmaktadir. Kalp’te agir1 TG
birikimi kalp yetmezligine ve ATGL-defektli farelerde prematiir 6liimlere sebep olur.
Ayrica WAT’da TG hidrolaz aktivitesi ve hormon-stimiile lipoliz ciddi o6lgiide
azalmistir, bu da Desnutrin/ATGL nin direkt ya da indirekt bir mekanizma araciliiyla
hormon sensitif oldugu goriisii ile tutarlidir (97).

HSL-defektif hayvanlarin aksine, ATGL-ko erkek fareler fertildir, bu da
testislerde masif TG birikiminin tek basina erkek infertilitesi i¢in yeterli bir neden
olmadigina isaret etmektedir. Bunun yerine, HSL-ko farelerde DG, CE ve RE’nin
bozulmus hidrolizi germ hiicre maturasyonunda bir defekte sebep olabilecegi daha
muhtemel goriilmektedir. Plazma YA, TG ve keton cisimlerinin konsantrasyonu hem
HSL-ko farelerin hem de ATGL-ko farelerin aglhik durumlarinda azalmistir, fakat
Desnutrin/ATGL eksikliginde seviyeler daha diisiiktiir. Ilging bir sekilde, total
kolesterol ve HDL kolesterol konsantrasyonlart HSL-ko farelerde artmistir ve ATGL-
ko farelerde azalmistir. Bu beklenmedik farkin sebebi belli degildir ve aydinlatilmasi
gerekmektedir (97).

ATGL-defektif farelerin analizleri degerlendirildiginde, Desnutrin/ATGL nin
HSL’dan TG’e yaklasik 10 kat daha yiiksek spesifite ile DG ve YA’e doniistiiren, TG
hidrolizinde birinci basamak i¢in hiz sinirlayici oldugunu gostermektedir. HSL etkili
bir bigimde DG’y1 parcalayarak MG ve YA’ne doniistiirmektedir. YA ve gliserole
dontisim ile sonuglanan son basamak MGL tarafindan gerceklestirilir.
Desnutrin/ATGL ve HSL’a ilaveten diger TG hidrolazlarin da WAT da TG hidrolizine
katki saglayip saglamadiklari son zamanlarda Schwiger ve arkadaglari tarafindan ele
almmistir (65). HSL 1n spesifik bir inhibitér (NovoNordisk tarafindan saglanan) ile
tam inhibisyonu ATGL-ko adipoz dokuda YA saliniminin hemen hemen tam bir
yoklugu ile sonuglanmaktadir. Bu da Desnutrin/ATGL ve HSL’nin yani sira ilave
lipazlarin farelerdeki beyaz yag hiicrelerinin lipolitik kapasitelerine daha az katki

sagladigini diisiindiirmektedir (97).

29



1.7.3.4. Desnutrin/ATGL’nin Regiilasyonu

Viicudun birgok dokusundan Desnutrin /ATGL salinmasina ragmen, Desnutrin
/ATGL enzim aktivitesinin ve mRNA’smin en yiiksek seviyeleri WAT ve BAT da
bulunmustur (122). WAT’daki HSL’1n regiilasyonunda mevcut olan bilgi haznesinin
aksine Desnutrin /ATGL aktivitesinin aktivasyonuna yol agan molekiiler yolaklar
hakkinda nispeten daha az bilgi mevcuttur. HSL-ko WAT min hormonal stimiilasyona
cevabt WAT’da HSL inhibisyonunun “hormon ile indiiklenebilir” hidrolitik
aktivitenin devam ettigini gostermektedir. Bu da Desnutrin/ATGL aktivitesinin
hormonal sinyal tarafindan ya direkt olarak ya da indirekt olarak aktive edildigini
gostermektedir (97). Birgok gozlemler Desnutrin/ATGL aktivasyonuna yol agan
molekiiler mekanizmalarin HSL i¢in tarif edilenden farkli olduguna isaret etmektedir.
Ik olarak, HSL’1n aksine Desnutrin/ATGL adipositlerin lipit damlaciklarinda bazal
durum ve aktive edilmis durumda benzer miktarlarda bulunur (115). Ikincisi,
Desnutrin/ATGL’nin fosforile olabilmesine ragmen, PKA i¢in bir hedef degildir (115,
126). Ugiinciisii, Desnutrin/ATGL aktivitesi, o/B hidrolaz bélgesi igeren protein 5
(ABHDS5, a/f hydrolase domain-containing protein 5) veya karsilastirmali gen
tanimlama-58(CGI-58, Comparative gene identification 58 ) olarak agiklanan bir
protein tarafindan biiylik 6l¢iide artirilir. CGI-58 HSL enzim aktivitesini etkilemez
(97).

Bu gline kadar hormonal ve nutrisyonel efektorler araciligiyla
Desnutrin/ATGL nin regiilasyonunu gosteren birgok calisma Desnutrin/ATGL
mRNA seviyelerini 6lgmek i¢in kisitli analiz imkanlarina sahip oldugundan dolay1
Desnutrin/ATGL enzim aktiviteleri gosterilememistir. Tahmin edildigi gibt WAT da
TG hidrolaz aktivitesi nutrisyonel durumdan etkilenmektedir. Desnutrin/ATGL
mRNA konsantrasyonu aclik esnasinda artmakta ve toklukta azalmaktadir. Aglik
esnasinda Desnutrin/ATGL mRNA seviyeleri HSL mRNA seviyeleri ile paralel
degildir. HSL mRNA seviyeleri akut aglik esnasinda down regiiledir ve sadece uzamis
aclik (3-5 giin) esnasinda artar (97). Villena ve arkadaslarinin (116) fare 3T3-L1
adipositlerindeki in vitro deneylerden, tokluk durumunda Desnutrin/ATGL mRNA
seviyelerinin  artisindan  glukokortikoidlerin  sorumlu olabilecegi  sonucuna
varmiglardir. Desnutrin/ATGL mRNA’s1 genetik obezite modellerinde (ob/ob ve

db/db fare) oOnemli derecede down regiile olmasi obezite patogenezinde
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Desnutrin/ATGL’nin muhtemel bir katkisini gostermektedir (116, 128); fakat bu etki
biitiin ¢aligmalarda gozlenmemistir (122).

Daha 6nce belirttigimiz gibi gerek prevalanstaki artislar, gerekse diger iliskili
olan hastaliklar nedeniyle ¢agimizin vebasi niteliginde olan MetS etyopatogenezinin
aydinlatilmasi zorunlu hale gelmistir. Organizmada artan SYA’lerinin pro/anti-
inflamatuar dengeyi etkiledigi ve ¢esitli peptid yapidaki pro/anti-inflamatuar
Ozellikteki hormonlarin arasindaki dengenin bozulmasi insiilin direncine neden
olmaktadir (18, 129). Pro/anti-inflamatuar 6zelligi tam olarak aydinlatilmamis olan
Chemerin (130,131) ve ortamdaki SY A’lerinin artigina sebep olan Desnutrin/ATGL
peptidleri dogrudan insiilin direnci ile ilgilidir. Buna ragmen bu iki peptid yapili
hormonun MetS’in  patogenezinde rollerinin olup olmadigt ve MetS
etyopatogenezinde ¢cok 6nemli rolleri oldugu bilinen karaciger ve yag dokusunda da
bu iki hormonun diizeylerinin nasil degistigi ve bunun serumdaki yansimalarinin nasil
oldugu heniiz yeterince arastirilmamaistir.

Dolayis1 ile bu calismada amacimiz; fruktoz ile indiiklenerek metabolik
sendrom olusturulmus ratlarin karaciger, yag dokusu ve serumlarinda
desnutrin/ATGL, chemerin ekspresyonlarinin nasil degistigini gostermek ve ayrica
metabolik sendroma bagli olarak bu iki hormonun sirkiilasyondaki diizeylerinin nasil
etkilendigini ve diger biyokimyasal parametrelerle iligkilerinin olup olmadigini ortaya

¢ikarmak i¢in bu tez calismasi dizayn edildi.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Cahsma Gruplarmin Belirlenmesi ve Deney Protokolii

Bu calisma Firat Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurulunun 15.11.2012 tarih ve
109 karar numaral etik kurul onay: alindiktan sonra Firat Universitesi Deneysel
Aragtirmalar Merkezi’nde (FUDAM) ve Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali’nda gergeklestirildi.

Tablo 3. Standart rat yeminin icerigi (132, 133)

Parametre Miktar

Su (en fazla) % 12

Ham protein (en az) % 24

Ham seliiloz (en fazla) %7

Ham kiil (en fazla) % 8

HCI’de ¢oziinmeyen Kkiil (en fazla) % 2

NaCl (en fazla) %1

Mineral karmasi * % 1.25

Vitamin karmasi * % 1.25

Metabolik enerji 2650 kcal/kg
*Mineral karmasi: Kalsiyum (% 1 — 2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (% 0.5 — 0.7), Mangan (10 mg/kg),

Cinko (4 mg/kg).

#Vitamin karmast: Vitamin A (300 IU/kg), Vitamin D3 (1000 1U/kg), Vitamin E (60 mg/kg),
Vitamin B2 (4 mg/kg)

Calismada, 8 haftalik yaklasik 260-290 gram agirliginda Sprague-Dawley cinsi
14 adet erkek rat kullanildi. Ratlar FUDAM’dan temin edildi ve bakimlar1 burada
gerceklestirildi. Calismaya dahil edilen ratlar rastgele olarak kontrol ve MetS grubu
olmak tizere ikiye ayrildi. MetS olusturmak i¢in D-Fruktoz (BioShop Canada Inc)
kullanildi. Hayvanlarin beslenmesinde kontrol grubu igin, ad libitum olarak standart
pellet yemi ve ¢esme suyu kullanilirken, kontrol grubu digsindaki gruba MetS
olusturmak amaciyla 8 hafta siireyle cesme suyuna eklenmis %10’luk fruktoz +
standart pellet yemi diyeti ad libitum olarak verildi (41). Standart rat yeminin igerigi
tablo 3’de gosterilmektedir. Deney 6ncesi ve deney sirasinda tiim hayvanlar 12 saat
151k, 12 saat karanlik foto periyodunda ve 22—-24 °C sabit sicakliktaki odalarda, tigerli
ve ikiserli gruplar halinde bulunduklari kafeslerde barindirildi. Caligmanin tim

asamalarinda 1983 Helsinky deklarasyonunda bildirilen “hayvanlarda bilimsel
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calismalar igin etik kurallara” uygun bir sekilde yapildi. Calismanin baslangicinda
agirliklar hassas terazi ile darasi alinmis plastik bir kapta gergeklestirildi. Daha sonra

MetS gelisimini izleyebilmek i¢in haftalik periyotlar halinde agirlik takibi yapildi.
2.2. Orneklerin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Metabolik ~ sendrom  protokoliiniin  etik  kurallara riayet ederek
sonuglandirilmasiyla birlikte ratlar steril cerrahi aletler yardimiyla dekapite edilip
plazma ve serum Ornekleri yapilacak olan analizler i¢in sirasiyla aprotininli tiiplere ve
diiz biyokimya tiiplerine alindi. Alinan kanlar 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
serum ve plazmalar1 ayrildi. Bu numuneler daha 6nceden numaralandirilmig eppendorf
tiiplere yerlestirilip ¢alisma giintine kadar -80 °C’de saklandi. ELISA ve Western blot
calismalarinda kullanilmak iizere karaciger ve abdominal bolge yag dokusu alindi.
Alinan doku ornekleri fosfat tamponu igeren ¢ozeltiden gecirilip lizerindeki kan
artiklarindan arindirildiktan hemen sonra hizli bir sekilde donduruldu. Calisma giiniine

kadar bu Ornekler -80 °C’de saklanda.
2.3. Dokularin Homojenizasyonu

Calismaya baslamadan 6nce kontrol ve metabolik sendrom gruplarina ait
karaciger ve yag dokulari i¢in toplamda 28 tane eppendorf her bir grup i¢in ayr1 ayri
numaralandirildi. Daha sonra bu numaralandirilmis eppendorflara RIPA Lysis Buffer
System igerisinde bulunan RIPA Lysis bufferdan her bir eppendorfa 900’er pL
eklendi. Bunlarin {izerine de 10 pL PMSF soliisyonundan, 10 pL sodium
orthovanadate soliisyonundan ve 20 pL protease inhibitor cocktail soliisyonundan
olacak sekilde her bir eppendorfa konuldu. Calisma giinii gruplara ait dokular -
80°C’den aldiktan sonra her bir grubun karaciger ve yag dokular1 100 mg olacak
sekilde tartildi. Bu dokular steril bistiiriler ile ince pargalar halinde kesildikten sonra
daha dnce hazirlanan numaralandirilmis ependroflara yerlestirildi. Bunlarin {izerine de
yaklagik 100 pL 0,5 mm zirconium oxide boncuklardan konuldu. Hazirlanan bu
ornekler Bullet Blender homojenizasyon cihazina yerlestirildi. Cihazin hiz1 8, siiresi 3
dakika olacak sekilde ayarlanip ¢alistirildi. Siire sonrasinda numuneler alinip gozle
incelendi iyice homojenize olmadig1 diisiiniilen 6zellikle yag dokusunu igeren 6rnekler
cthazin hiz1 9’a ayarlanip tekrar 3 dakika daha homojenizasyona birakildi. Bullet

Blender homojenizasyon cihazindan alinan 6rnekler +4°C 10000 rpm’de 10 dakika
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santrifiij edildi. Siipernatantlar numara siralar1 dikkate alinarak ayri1 eppendorflara

alindi. Bu hazirlanan siipernatantlar ELISA ve Western blot ¢alismalarinda kullanildi.
2.4. Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimleri

Rutin biyokimyasal analizler Firat Universitesi T1p Fakiiltesi hastanesi merkez
laboratuvarinda gergeklestirildi. Glukoz, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz  (AST), trigliserit, total Kkolesterol, High-density lipoprotein
cholesterol (HDL-K) diizeyleri Siemens Advia 1800 otoanalizorii (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc. Tarrytown, NY, USA) ile cihaz ile uyumlu ticari kitler
(Advia Chemistry) kullanilarak yapildi. Very Low-Density Lipoprotein Cholesterol
(VLDL-K) ve Low-Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-K) diizeyleri ise tablo 4°de

gosterilen Friedewald formiilii araciligiyla bulundu (134).

Tablo 4. Friedewald formilii

» LDL-K =T. Kolesterol — (HDL-K + VLDL-K)
» VLDL-K =Trigliserit/5

Insiilin direncinin gdstergesi olan HOMA-IR (homeostatic model assessment
—instilin resistans) diizeylerini hesaplamak i¢in aglik glukozu ve aglik insiilin degerleri
kullanilarak yapildi (135). Bu formiilde kullanilan ag¢lik glukozunun brimini
mmol/L’ye ¢evirmek i¢in ¢aligma gruplarimizdan elde ettigimiz aclik glukoz degerleri
0,055 sabiti ile garpildi.

HOMA-IR=[ Aglik glukozu (mmol/L) x A¢lik insiilini (uIU/mL)] /22,5

2.5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Yoénteminin Temel

Presibi ve Biyolojik Numelerin Analizleri

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) serum, plazma, idrar, tiikriik,
perikard, periton sivisi gibi mayiler ve doku homojenizatlarindan elde edilen
siipernantantlarda antijenik yapida olan ya da antijenik 6zellik kazandirilan biyolojik
materyallerin diizey tespiti igin en sik bagvurulan yontemlerden biridir.

ELISA’nin temel prensibi, antijen-antikor reaksiyonuna bagli olarak olusan
renk reaksiyonudur. Olusan renk ELISA okuyucusu ad1 verilen 6zel cihazi ile optimal
absorbans  araliklarinda  okunmakta ve  Olgiilen  biyolojik  numunelerin

konsantrasyonlar1 otomatik olarak hesaplamaktadir. ELISA yontemi kompetatif ve
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non-kompetatif (sandvi¢) olmak tizere iki smifa ayrilmaktadir. Bu iki yOntemin
benzerlikleri ve farkliliklart Sekil 7 ve 8’de sematize halde goriilmektedir. Kompetitif
yontemde antijen-enzim konjugatlar1 ile analitler yarigsmaktadir.  Analit
konsantrasyonu ile olusan rengin yogunlugu arasindaki iligki ters orantilidir. Non-
kompetatif yontemde ise rengin yogunlugu ile 6rneklerdeki antijen miktarlar1 arasinda
dogru orant1 mevcuttur. Bu ¢alisma da biyolojik numelerin analizinde sandvi¢ enzim
immunoasay yontemi kullanildi. Elisa ¢aligmasinda kullanilan ara¢ ve gereg listesi

tablo 5’de ve ELISA plate’inin sematik goriiniimii ise sekil 9°da gosterilmistir.

Mavi renkli
kompleks

Sandvig Enzim Immtinoassay

Sekil 7. Sandvi¢ ELISA yontemi sematizasyonu
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Mavi renkli
kompleks

—

Yarigmall Enzim Imminoassay

Sekil 8. Yarismalt ELISA yontemi sematizasyonu

Tablo 5. ELISA ¢alismast i¢in gerekli malzeme listesi

1) ELISA yikayicisi, okuyucusu ve yazicisi

2) 10-100-1000 mikrolitre hacimleri alabilecek nitelikte otomatik
pipetler ve pipet uglari

3) 100 mikrolitrelik 8 kanalli otomatik pipet ve pipet uglari

4) Inkiibator

5) Standartlar1 hazirlamak i¢in eppendorf tiipler

6) 100 ve 500 mL’lik beher ve erlenmayerler

7) Kurutma kagidi

8) Distile su

9) Vorteks

10) Benmari
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Sekil 9. ELISA plate'inin sematik goriinimii

2.5.1. Chemerin ELISA Calismasi

Tablo 6. Chemerin ELISA kit i¢eriginde bulunan malzemeler

Sira Chemerin ELISA Kiti Miktar

1 Standart soliisyonu (320 ng/L) 0,5mL

2 Standart diliienti 3mL

3 Antikor kapli ELISA mikroplate 96 Kuyucuk

4 Streptovidin Horse Radish Peroxidase 6 mL
(HRP) konjugat reaktifi

5 Yikama soliisyonu (30x) 20 mL

6 Biotin ile isaretlemis Chemerin antikoru 1mL

7 Kromojen A soliisyonu 6 mL

8 Kromojen B soliisyonu 6 mL

9 Stop soliisyonu 6 mL

10  Calisma prosediiriinii iceren klavuz 1 adet

11  Plate’in iizerini inkiibasyonda kapatmak i¢in jelatin 2 adet

Serum ve doku stipernatantlari -80 ‘C’den ¢ikarilip ¢6ziildiikten sonra lot

numarast 20131205 ve katalog numarast CK-E90066 olan Eastbiopharm marka

ELISA Kiti ile kit caligma prosediiriine uygun olarak ¢alisildi. Kitin i¢eriginde bulunan

malzemeler tablo 6’de verildi. Calismada kullanilan kitin intra assay coefficient of
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variability (CV) degeri <%10, inter assay CV degeri <%]12, 6l¢lim araligi 1ng/L-300
ng/L ve sensitivitesi 0,52 ng/L idi.

Chemerin elisa kiti +4°C’den alindiktan sonra yarim saat oda 1sisinda herhangi
bir islem yapilmaksizin bekletildi. Bu siire igerisinde ¢alismada kullanilacak olan
serum ve doku siipernatantlari numaralandirildi. Calisma reaktiflerin hazirlanmast,

analiz ve okuma olmak iizere ii¢ boliim halinde gergeklestirildi.
2.5.1.1.Reaktiflerin Hazirlamisi
i) Standartlarin hazirlanmasi

Tablo 6’da da belirtilen igerisinde 320 ng/L. Chemerin igeren sivi standart
soliisyonu stok soliisyon olarak kullanildi. Bir spora 5 tane propilen 1,5 mL’lik
eppendorf tiipler yerlestirildi ve numaralandirildi. Oncelikle bu tiiplerin her birine
120’ser pL standart diliient eklendi. Daha sonra stok standartimizdan otomatik pipet
yardimryla 120 pL alinip 5 numaral tiipe eklendi. Homojen bir karisim elde etmek
icin vorteks ile 10 saniye kadar bir siire ¢alkalama igslemi gerceklestirildi. Boylelikle 5
numarali standartimiz 160 ng/L oldu. Sonra bu 5 numarali standarttan yeni bir pipet
ucu takilmis otomatik pipet araciligiyla 120 pL alinip 4 numarali tiipe birakildi.
Vorteks ile ¢alkalama isleminden sonra 4 numarali standartin konsantrasoyunu 80
olmus oldu. Bu islem 1 numarali tiipe kadar her seferinde yeni bir pipet ucu kullanarak
yapildi. Ve sirasiyla 10ng/L, 20 ng/L, 40 ng/L, 80 ng/L, 160 ng/L olan standart
cozeltiler elde edilmis oldu (sekil.10). Bu yapilan isleme seri diliisyon denilmektedir.

ii) Yikama soliisyonunun hazirlanmasi
Otuz kat konsantre halde sunulan 20 mL’lik yikama soliisyonunu bir kata
diisiirmek i¢in bir erlenmayerin igerisine 580 mL distile su koyup iizerine 20 mL’lik

30x yikama soliisyonu bosaltildi. Boylelikle 1x yikama soliisyonu elde edildi.
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160ng/L Standart No:5 120pL stok standart +120pL. standart
diliient

80 ng/L Standart No:4 120pL Standart No:5+ 120pL standart
diliient

40 ng/L. Standart No:3 120pL Standart No:4+ 120pL standart
diliient

20 ng/L Standart No:2 120pL Standart No:3+ 120pL standart
diliient

10 ng/mL Standart No:1 120pL Standart No:2+ 120pL standart
diliient

120 pL

120 pL 120 pL

Stok
Standart

320 ng/LL 160 ng/L. 80 ng/1. 40 ng/L. 20 ng/L 10 ng/L.

Sekil 10. Chemerin ELISA ¢aligsmasi i¢in standartlarin hazirlanis
2.5.1.2. Analiz Asamasi
1. Blank ve standartlarin belirlenen kuyucuklara ekilmesi

AO01 kuyucugu blank kuyucugu olarak ayrildi. Buraya sadece ¢aligma
esnasinda sirasi gelince kromojen A, B ve stop soliisyonu eklendi. Onun diginda higbir
sey eklenmedi. BO1’den GO1’e kadar standartlardan 50’ser pL kiiciikten biiylige
olacak sekilde ekildi. Yani 1 numarali standart BO1’e 5 numarali standart da FO1’e
gelecek sekilde konuldu. GO1’e de stok standarttan ekim yapildi. Daha sonra bu sadece
standartlarin eklendigi kuyucuklara 50’ser puL Streptavidin-horseradish peroxidase
(SA-HRP) eklendi.

2. Orneklerin ekilmesi ve inkiibasyon

FO1’den itibaren serum ve doku siipernatantlarindan 40’ar pL ekildi. Daha
sonra 10’ar pL chemerin antikoru sadece orneklerin ekildigi her bir kuyucuga eklendi.
Bunlarin iizerine de 50’ser pL SA-HRP eklendi. Hazirlanan plate daha sonra 1 saat 37
‘C’de 300 rpm hizda sallanan shakerda inkiibasyona birakildi.
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3. Yikama isleminin gerceklestirilmesi

Anabilimdalimizda bulunan Bio-tek ELX50 (BioTek Instruments, USA)
marka otomatik ELISA plate yikama cihaz1 sayesinde yikama islemleri
gerceklestirildi. Hazirlanan yikama soliisyonu cihaza uyarlandi. Her bir kuyucuk 350
pL ile 5 kez yikandi. Plate igeriginde sivi kalmasini 6nlemek i¢in kurutma kagidina

hafifce kuyucuklar asagi bakacak sekilde vuruldu.
4. Renk olusumu asamasi

Her bir kuyucuga 6nce 50 uL kromojen A ve hemen akabinde 50 pL kromojen
B soliisyonlar1 eklendi. 10 dakika 37 'C’de 300 rpm hizda karanlikta inkiibasyona

birakildi. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki renk maviye dondii.

5. Stop sollisyonun eklenmesi

50’ser uL her bir kuyucuga stop soliisyonu eklenerek mavi olan renk sariya

donmeye bagladi. Calismanin biitiin asamalari sekil.11’de 6zetlenmistir.

Reaktif drneklerin ve standartlarin hazirlanisi

|
o 3
y = (A-D)/(1+(x/C) "B)+D
A=0,044 B=0,804 C=2208,178 D=21,927
Hazirlanan érneklerin standartlarin 25 R?=0,9992
Q ve enzim ile etiketlenmig antikorun 4 /‘_9
kuyucuklara eklenmesi
J -~ 2
37 «C'de 60 dakika inkiibasyon (& ) O
=) y
"] y
215 P,
4 ) Mikroplate 5 kez yikanir g ya

1
° /
-] 1 /

Kromojen A ve Kromajen B solusyonlarini /- ) < ¥

kuyucuklara ekleme ’»’
05+ ¥
(6 )37 »C’'de 10 dakika inkiibasyon ’.’(
0 ¢
Stop solusyonunu kuyucuklara ekleme ;’: D 0 50 100 150 200

Chemerin (ng/L)
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Sekil 11. Chemerin ELISA basamaklarinin sematik goriinimii

2.5.1.3. Okuma Asamasi

Stop soliisyonu eklendikten hemen sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga
boyunda anabilimdalimizda bulunan Bio-tek ELX800 (BioTek Instruments, USA)
marka ELISA plate okuyucusunda okutuldu. Elde edilen standart egri grafigi
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sekil.12°deki gibidir. Serum 6rnekleri ng/L seklinde verilirken doku siipernatantlari
homojenizasyon asamasinda 1/10 diliisyon yapildig: icin 10 ile ¢arpilip ng/100mg

doku seklinde sunuldu.

3 ¥ = (A-D)/(1+(x/C) “B}+D
A=0,044 B=0,804 C=2208,178 D=21,927
R*=0,9992
2,5
g ?]
e
w
g 15
|2
2
-]
< 1-
0,5 -
06 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Chemerin (ng/L)

Sekil 12. Chemerin ELISA ¢aligsmasi i¢in standart egri grafigi

2.5.2. Desnutin/ATGL Elisa Calismasi

Doku homojenizatlarindan elde edilen siipernatantlar ve serum 6rnekleri -80
‘C’den alind1. Ornekler ¢dziildiikten hemen sonra katalog numaras1 CK-E91097 ve lot
numaras1 20131205 olan Eastbipharm marka rat Desnutrin/ATGL Elisa kiti iiretici
firmanin verdigi klavuz dogrultusunda ¢aligildi.

Desnutrin/ATGL kiti 2-8 'C’den alindiktan sonra kitin ortama adaptasyonu i¢in
30 dakika kadar oda sicakliginda bekletildi. Kit icerigindekiler tablo.7’de verildi.
Calismada kullanilan kitin intra assay CV degeri <%10, inter assay CV degeri <%]12,
6l¢tim araligi 0,5 ng/mL-200 ng/mL ve sensitivitesi 0,23 ng/L idi. Calisma temelde {i¢
asamada gerceklestirildi. ilk asamada reaktifler hazirlandi, ikinci asamada ise
hazirlanan reaktifler ve drneklerin belirli sira ve diizen igerisinde kuyuculara ekildi.

Son asama olarak okuma islemi gerceklestirildi.
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Tablo 7. Desnutrin/ATGL ELISA kit igeriginde bulunan malzemeler

Sira  Desnutrin/ATGL ELISA Kiti Miktar
1 Standart soliisyonu (240 ng/mL) 0,5mL
2 Standart dilienti 3mL

3 Antikor kapli ELISA mikroplate 96 Kuyucuk
4 Streptovidin HRP 6 mL

5 Yikama soliisyonu (30x) 20 mL
6 Biotin ile isaretlemis Anti ATGL antikoru 1mL

7 Kromojen A soliisyonu 6 mL

8 Kromojen B soliisyonu 6 mL

9 Stop soliisyonu 6 mL
10  Calisma prosediiriinii igeren klavuz 1 adet
11  Plate’in iizerini inkiibasyonda kapatmak i¢in jelatin 2 adet

2.5.2.1. Reaktiflerin Hazirlamsi
i) Standartlarin hazirlanisi

Calismaya standartlar hazirlanarak baslandi. Bunun i¢in bir spora bes adet
eppendorf konuldu ve 1’den 5’e kadar numaralandirildi. Her bir eppendorfa 120°ser
pL standart diliientten konuldu. Daha sonra s1vi olarak hazir halde gelen igerisinde 240
ng/mL ATGL/desnutrin igeren standart ¢ozeltisinden 120 pL alinip 5 numarali
eppendorfa eklendi. Eppendorfun kapag: kapatilip galkalama iglemi i¢in vorteks’e
konulup 10 saniye kadar ¢alkalandi. Boylece stok standart ¢ozeltisinin konsantrasyonu
yariya diisiirilmiis oldu. 5 numarali standart ¢6zeltinin konsantrasyonu 120 ng/mL
oldu. Daha sonra bu 5 numarali standart ¢ézeltiden yeni bir pipet ucu takilmis otomatik
pipet ile alinip 4 numarali eppendorfa 120 pL aktarildi. Yine eppendorfun kapagi
kapatilip vortekste calkalama islemi gergeklestirildi. Boylece 60 ng/mL’lik yeni bir
standart ¢6zeltimiz olmus oldu. Bu islem 1 numarali tiipe gelene kadar ardisik sekilde
gergeklestirildi. Her seferinde kontaminasyonu onlemek ic¢in yeni bir pipet ucu
kullanild1 ve her seferinde homejen bir dagilim elde etmek i¢in calkalama islemi
vorteks ile gerceklestirildi. Elimizde artik sirasiyla 120 ng/mL, 60 ng/mL, 30 ng/mL,
15 ng/mL, 7,5 ng/mL’lik bes adet standart ¢ézelti oldu. Sekil 13’te standartlarin

hazirlanis1 sematize edilmistir.
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120ng/mL Standart No:5 120pL stok standart +120pl. standart
diliient

60 ng/mL Standart No:4 120pL Standart No:5+ 120pL standart
diliient

30 ng/mL. Standart No:3 120pL Standart No:4+ 120pL standart
diliient

15 ng/mL Standart No:2 120pL Standart No:3+ 120pL standart
dilient

7,5 ng/mL Standart No:1 120puL Standart No:2+ 120pL standart
diliient

120 uL

120 pL 120 pL

Stok
Standart

240 ng/mL 120 ng/mL 60 ng/mL 30 ng/mL 15 ng/mL 7.5 ng/mL

Sekil 13. Desnutrin/ATGL ELISA ¢alismasi i¢in standartlarin hazirlanist
ii) Yikama soliisyonunun hazirlanisi

30x haldeki yitkama soliisyonu 1x hale getirmek i¢in dnce bir erlenmayere 580
mL distile su konuldu. Daha sonra 20 mL olarak kit iceriginde sunulan yikama
soliisyonunu erlenmayare bosaltip ¢alismamizda kullanilmak {izere 1x yikama

soliisyonu elde etmis olduk.
2.5.2.2. Analiz Asamasi
1. Blank ve standartlarin belirlenen kuyucuklara ekilmesi

AO01 blank kuyucugu olarak bos birakildi. Buraya calisma esnasinda sirasi
gelince kromojen A, kromojen B ve stop soliisyonlart eklendi. Bunun disinda higbir
sey eklenmedi. BO1’den GO1’e kadar standartlar en kii¢iik konsantrasyonu igceren 1
numarali standarttan baslamak {lizere 5 numarali standarta kadar sirasiyla 50’ser pL

eklendi. Daha sonra bu standart kuyucuklara 50’ser pL SA-HRP eklendi.
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2. Orneklerin ekilmesi ve inkiibasyon

HO1’den itibaren her bir kuyucugan 40’ar uL olacak sekilde Orneklerden
sirasiyla eklendi. Sonra bunlarin iizerine yine sadece 6rneklerin ekildigi kuyucuklara
10’ar uL desnutrin/ ATGL antikoru ve 50’ser uL. SA-HRP eklendi. Elisa plate’nin
tizeri seffaf jelatinden olusan bir membran ile kapatilip 37 ‘C’de 60 dakika 300 rpm’de
sallayacak bir inkiibatore yerlestirildi.

3. Yikama isleminin gerceklestirilmesi

Yukarida hazirlanan yikama soliisyonu otomatik yikayict olarak Bio-tek
ELX50 (BioTek Instruments, USA) kullanilan cihaza uyarlandi. 5 kez her bir
kuyucugun 350 pL yikama soliisyonu ile yikanmasi gergeklestirildi. Daha sonra plate
kurutma kagidina ters c¢evrilerek hafifce vuruldu. Boylece kuyucuklarda herhangi bir

stv1 artiginin kalmasi 6nlenmis oldu.
4. Renk olusumu asamast

Ilk olak 50 pL kromojen A soliisyonundan her bir kuyucuga eklendi ve
ardindan miimkiin olan en kisa zamanda 50 pL kromojen B soliisyonundan her bir
kuyucuga eklendi. 10 dakika 37 "C’de 300 rpm’de sallanacak sekilde inkiibatore
yerlestirildi. Kromojen B giin 1s18indan etkilendigi i¢in bu asamadaki inkiibasyon
karanlik alanda gergeklestirildi. Inkiibasyon siiresi bittiginde plate’in renginin maviye

dondiigi gozlendi.
5. Stop soliisyonun eklenmesi

50’ser pL stop soliisyonundan her bir kuyucuga eklendi. Stop soliisyonu
eklenir eklenmez mavi olan renk hemen sariya dondiigii gozlendi. Caligmanin biitiin

asamalariin 6zeti sekil.14’de verilmistir.
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Reaktif, 6rneklerin ve standartlarin hazirlanigi
W) 35 - y= (A-DJ/(L4(X/C)B+D
A=-0,110 B=1,07 C=192,316 D=3264

Hazirlanan drneklerin ve standartlarin , R*=0,9903
@ biotin ile etiketlenmig ikinci antikor ile birlikte //’
Kuyucuklara eklenmesi 25 yd

37 <C'de 60 dakika inkiibasyon Q

a
2 ,-"’
a /
@ Mikroplate 5 kez yikanir -g 15
]
P
Kromojen A ve Kromojen B sollisyonlarini Q 1- /
kuyucuklara ekleme
05 - ’
@37 oC'de 10 dakika inkiibasyon ‘
~
0
0 50 00 150 200 250 W
Stop solisyonunu kuyucuklara eklemew Desnutrin/ATGL (ng/mL)
10 dakika icerisinde 450 nm'de okutma
s) ) Hesaplama

Sekil 14. Desnutrin/ATGL ELISA basamaklarinin sematik goriiniimii

2.5.2.3. Okuma Asamasi

Stop soliisyonu eklendikten hemen sonra yaklasik 10 dakika i¢erisinde 450 nm
dalga boyunda okuma gerceklestirildi. Bunun i¢in ELX800 ELISA okuyucusu
kullanildi. Hazirlanan standartlarin konsantrasyonlar1 ELISA okuyucuya girilip
standart egri grafigi cizdirildi (sekil.15). Degerlendirme bu standart egri grafigine gore
yapildi. Serum Orneklerinin sonuglart direk kullanilirken, doku &rnekleri
homojenizasyon asamasindaki diliisyondan dolay1 10 ile ¢arpilip ng/ 100mg doku

seklinde verildi.
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3,5 . v=(A-D)/(1+(X/C)y'B)+D
A=-0,110 B=1,027 C=192916 D=5264
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Sekil 15. Desnutrin/ATGL ELISA ¢aligmasi i¢in standart egri grafigi
2.5.3. Rat Insiilin ELISA Cahismasi

Tablo 8. Insiilin ELISA kit igeriginde bulunan malzemelerin listesi

Sira Malzemeler Miktarlar
1 Standart (48uIU/mL) 0,5mL

2 Standart Diliient 3mL

3 Mikroelisa Plate 96 kuyucuk
4 SA-HRP konjugat reaktifi 6 mL

5 30x yikma soliisyonu 29 mL

6 Biotin-Insiilin Ab 1mL

7 Kromojen soliisyonu A 6 mL

8 Kromojen soliisyonu B 6 mL

9 Stop Soliisyonu 6 mL

10 Kullanim Klavuzu 1 adet

11 Plate iizerini kapatici jelatin kagitlar 2 adet

Rat insiilin ELISA ¢alismasi SunRed marka rat i¢cin uyumlu Elisa kiti
kullanilarak yapildi. Kitin katolog numarasi 201-11-0708, intra-assay CV< %10, inter-
assay CV <%12, ol¢iim aralig1 0,2 pIU/mL-40 plU/mL ve sensitivitesi 0,102 pIU/mL

idi. Kit i¢ceriginde bulunan malzemelerin listesi tablo.8’de verilmektedir. Calisma kit
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prosediiriine uygun bir sekilde gergeklestirildi. Calisma reaktiflerin hazirlanmast,

analiz agamasi ve okuma olmak lizere li¢ asamada gerc¢eklestirildi.
2.5.3.1. Reaktiflerin Hazirlanisi
i) Standartlarin hazirlanisi

ELISA kiti ortam adaptasyonu i¢in yarim saat oda 1sinda bekletildikten sonra
standartlar hazirlanmaya baslandi. Bunun i¢in bos bir spora bes adet eppendorf tiip
numaralandirilarak yerlestirildi. Bu ependroflarin herbirine 6nce 120’ser puL standart
diliientten konuldu. Daha sonra konsantrasyonu 24 ulU/mL olan stok standarttan 120
uL alinip 5 numarali eppendorfa konuldu. Vorteks ile ¢alkalandiktan sonra fakli bir
pipet ucu kullanarak bu 5 numarali eppendorftan 120 pL alindi 4 numarali tiipe

aktarildi. Boylece seri diliisyonlara yapilarak standart ¢ozeltiler elde edildi (Sekil.16).
ii) Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

30 kat konsantre haldeki yikama soliisyonu distile su ile diliie edildi. Bunun
icin bos bir erlenmayere 580 mL distile su konuldu. Onun iizerine 20 mL yikama
soliisyonu eklendi.

Bunun disinda verilen biitiin reaktifler kullanima hazir olarak sunulmustu.
2.5.3.2. Analiz Asamasi

1. Blank kuyucugu, standartlarin oldugu kuyucuklarin ve 6rneklerin ekilecegi

kuyucuklarin belirlenmesi

A01 kuyucugu blank kuyucugu olarak belirlendi ve ¢alisma sirasinda sadece
kromojen A, B ve stop soliisyonu sirast geldigi zaman eklendi. BO1’de GO1’e kadar
standartlar en diisilk konsantrasyondan baslamak iizere en yiiksek konsantrasyona
kadar 50’ser pL kuyucuklara eklendi. Daha sonra bu standart kuyucuklarinin tizerine
50’ser uL SA-HRP eklendi. Ornekler HO1’den baslamak iizere 40’ar uL olacak sekilde
her bir kuyucuga eklendi. Ornek kuyucuklarmin iizerine 10 pL biotin ile konjuge
edilmis insiilin antikoru ve 50°ser pL SA-HRP eklendi. Plate’in tizeri seffaf yapiskan
bir membran ile kapatildiktan sonra 37 °C’de 60 dakika 300 rpm hizda sallanan
shakerda inkiibasyona birakildi.
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24 plu/mL

12 plu/mL

6plu/mL

3 plu/mL

1,5 plu/mL

Standart No:5

Standart No:4

Standart No:3

Standart No:2

Standart No:1

120pl stok standart +120pL standart
diliient

120pl Standart No:5+ 120pL standart
diliient

120plL Standart No:4+ 120pl standart
diliient

120pl Standart No:3+120pl standart
diliient

120pl Standart No:2+ 120pl standart
dilient

Stok
Standart

48 plu/mL

Sekil 16. Insiilin ELISA calismast i¢in standartlarin hazirlanisi

2. Inkiibasyonun ardindan yukarida hazirlanan yikama soliisyonu ile ELISA
yikayicisinda 5 kez 350 pL ile yikandi.

3. Yikamanin ardindan her bir kuyucuga 6nce 50 pL kormojen A daha sonra
50 uL kromojen B ilave edildi. 10 dakika 37 °C’de karanlikta inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklendi.

120 plL

24 plu/mL

12 plu/mL

120 plL

6plu/mL

120 plL

3 plu/mL 1,5 plu/mL

Calismanin biitiin asamalarinin 6zeti sekil.17’de verilmektedir.
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Reaktiflerin drneklerin ve
standartlarm hazirlams:

Hazirlanan orneklerin ve standartlarin biotin ile i 2 - lli;](j\_-:)]g(slz(iﬁ;)jﬁ}gl‘ -
etiketlenmis ikinci antikor ile birlikte ” o S 0996 -

kuyucuklara eklenmesi

15
37°C*de 60 dakika inkiibasyon @

Mikroplate Skez yikamr ”

Kromojen A ve Kromojen B soliisyonlarm v
Kuyucuklara eklenir

0.5

37¢C*de 10 dakika inkiibasyon @

Stop soliisyonunu kuyucuklara ekleme u 0 1o 20 30 40 50 60
instilin {pU/mL}

“ “ Hesaplama

10dakika icerisinde 450 nm’de okutma

Sekil 17. Insiilin ELISA basamaklarmin sematik goriiniimii

2.5.3.3. Okuma Asamasi
Stop soliisyonu eklendikten hemen sonra ELISA okuyucusunda 450 nm dalga
boyunda okuma islemi gergeklestirildi. Elde edilen standart egri grafigine gore

orneklerin sonuglar1 degerlendirildi. Standart egri grafigi sekil.18’de gosterilmektedir.
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v = (A-D)/(1+(x/C)"B)+D
A=0,113 B=1,583 C=29,342 D=2,563
R2=0,9996
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Sekil 18. Insiilin ELISA galismasi igin standart egri grafigi
2.6. Western Blot Calisma Protokolii

Western blot islemi bilimsel ¢alismalarda proteinleri ayirmak ve tanimlamak
i¢in siklikla kullanilan bir metottur. Bu teknikte bir protein karisimini igeren ornekler
jel elektroforezi yardimiyla proteinlerin molekiiler agirliklarina bagli olarak ayrilma
islemi gergeklestirilir. Ardindan jeldeki proteinler bir destek membranina transfer
edilmektedir. Transfer sonras1 uygulanacak antikorun nonspesifik olarak baglanmasini
onlemek icin genellikle yagsiz siit tozu igeren soliisyonlar ile bloklama islemi
gerceklestirilir. Calisilan maddeye 6zgili spesifik antikor aracilifiyla membran
inkiibasyona birakilir. Bagli olmayan antikorlar1 uzaklastirmak icin yikama
asamalarindan sonra c¢esitli tespit yontemleriyle (kromojenik, kemiliiminesan) bantlar
gorliniir hale getirilir. Caligma siiresinde ihtiya¢ duyulan malzemelerin listesi tablo
9’da verildi.

Calismamizda western blot yontemi ile sirasiyla agagidaki islemler yapildi.

1.0rneklerdeki protein miktarlarinin belirlenmesi
2.Jele ytiklenecek protein karsiminin hazirlanmasi
3.Dikey jel elektroforezinin gergeklestirilmesi

4 Jeldeki proteinlerin nitroselliilloz membrana transferi

5.Kromojenik immiindeteksiyon kiti ile bantlarin goriintiilenmesi
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Tablo 9. Western Blot ¢aligmasinda kullanilan malzemelerin listesi

Malzeme Listesi

© 00 N o o b W N e

[EEN
o

11
12
13
14
15
16
17
18

Bullet Blender homogenizer (Next Advance, Inc, USA)

RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)

0.5 mm zirconium oxide beads (Next Advance, Inc, USA)
Mikrosantrifiij (Eppendorf, Hamburg, Germany)

Qubit Flourometre (Invitrogen, USA)

Qubit Protein Assay Kit (Invitrogen, USA)

Qubit Assay Tubes 500 pL (Invitrogen, USA)

Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, USA)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad Laboratories, USA)

XCell SureLock Mini-Cell Electrophoresis System (Thermo Fisher Scientific
Inc. USA)

NuPAGE MES SDS Buffer Kit (Bis-Tris Jel i¢in) (Invitrogen, USA)
NUuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Jel 15 kuyucuklu (Invitrogen, USA)
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard (invitrogen, USA)

iBlot Transfer Stack, nitrocellulose, regular-size (Invitrogen, USA)
iBlot Dry Blotting System (Invitrogen, USA)

WesternBreeze Chromogenic Kit-Anti-Rabbit (Invitrogen, USA)
Anti-Chemerin primer antikor (Abcam, USA)

Anti-adipose trigliserit lipaz (PNPLAZ2) primer antikor (Millipore, USA)

2.6.1. Qubit Fluorometre ile Protein Miktarlarinin Tayini

Hazirlanan doku homejenizatlarindan elde edilen siipernatantlarda ve plazma

orneklerinde protein oOlglimleri Qubit protein 6lg¢iim kiti  kullanilarak Qubit

Fluorometer cihazinda (Invitrogen, USA) tespit edildi (136).

Olciim prosediirii

1. Olgiimde kullanilacak olan Qubit protein reagent (quant-it reagent) 200 kat
konsantre oldugu icin Oncelikle qaunt-it reagent Qubit protein buffer
(quant-it buffer) ile 1/200 oraninda dilile edildi. Ornekler ve ii¢ tane
standart i¢in toplam 45 tane eppendorf numaralandirildi. 45 tane 6rnekler

ve standartlar i¢in 5 tane de hata pay1 hesaba katilarak 50%199=9950 puL
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Qubit protein buffer 15 mL’lik plastik santrifiij tiipiine yerlestirildi. Bunun
iizerine standartlar, 6rnekler ve hata pay1 basina 1 pL olacak sekilde qubit
protein reagent eklendi ve 1/200 oraninda diliic edilmis olan ¢alisma
sollisyonu elde edilmis oldu.

2. Kitigerisinde ii¢ ayr1 protein standart ¢ozeltisi mevcuttu. 0,5 mL’lik ii¢ ayr1
eppendorf standart 1, standart 2 ve standart 3 olacak sekilde
numaralandirildi. Bu eppendorflarin her birine yukarida hazirlanan ¢alisma
soliisyonundan 190 puL konuldu. Daha sonra sirasiyla protein standart 1,
protein standart 2 ve protein standart 3 ¢ozeltilerinden 10’ar pL alinip
standart 1, 2 ve 3 olarak numaralandirilmis eppendorflarin igerisine
konulup 2-3 saniye vorteks ile c¢alkalandiktan sonra 15 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi.

3. Orneklerin konulacag1 eppendorflar 1°den 42’ye kadar numaralandirildi.
Bunlarin her birine 199 uL ¢alisma soliisyonundan ve 1 ul.’de 6rneklerden
eklenip 2-3 saniye vorteks ile ¢alkalandiktan sonra 15 dakika inkiibasyona
birakildi.

4. Qubit Fluorometer cihazi agildiktan sonra protein 6l¢iim modu segildi.
Inkiibasyon siiresi tamamlanan standartlar sirasiyla standart 1, 2 ve 3 olacak

sekilde cihazda okutulup kalibrasyon yapildi.

Tablo 10. Kontrol ve MetS gruplarina ait karaciger ve yag dokusu 6rneklerindeki protein miktarlar

. Karaciger dokusu Yag doKkusu
Ornek numarasi
(mg/mL) (mg/mL)

Kontrol 1 3,2 3.49
Kontrol 2 2,66 378
Kontrol 3 3,31 4,23
Kontrol 4 3,51 4,43
Kontrol 5 2,47 1,82
Kontrol 6 3,23 3,91
Kontrol 7 3,18 3,98
MetS 8 2,42 4,26
MetS 9 3,39 2,94
MetS 10 2,53 3,52
MetS 11 3,52 1,56
MetS 12 3,83 3,32
MetS 13 3,46 3,59
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5. Kalibrasyonun ardindan sirasiyla Ornekler okutulup c¢ikan sonuglar
diliisyon faktoriiyle ¢arpilacak ekrana gelip ¢arpildiktan sonra kayit altina
alind1 (tablo.10).

Orneklerdeki protein miktarlar1 dlgiim esnasinda degerlendirilemediginde yani
cihazin dl¢lim araliginin digindaki bir konsantrasyonda 6rnekler 1/10 distile su ile diliie
edilip tekrardan c¢alisma soliisyonu ile ayni islemlere tabi tutulup Olgiim

gergeklestirildi. Cikan sonuglar 10 ile carpilip tabloda yerlerine yazildi.
2.6.2. Jele Yiiklenecek Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Calisma gruplarindaki protein miktarlar1 kayit altina alindiktan sonra jele
yiiklenecek Ornek miktarlar1 belirlendi. Calismada 15 kuyucuklu %4-12 Bis-Tris
gradyen jeller kullanildi. Her bir kuyucuga 20 pL’lik karigim yiiklendi. Bu karigimin
icine 6rnek, NuPAGE Sample Reducing Agent (10X), NUPAGE LDS Sample Buffer
(4X) ve distile su eklendi. Western blot asamasinda kullanilan kitteki tespit yontemi
kromojenik oldugu i¢in minimum jele yiikklenmesi gereken protein miktar1 30 pg
olmalidir. Bu sdyle hesaplandi. Qubit flourometer cihazinda elde edilen sonucun birini
ornek olarak kullanalim. Ornegin 1 numarali kontrol grubu ratin karaciger dokusu
stipernatantindaki protein miktarini 3,2 mg/mL olarak tespit edildi. Aslinda burada bir
denklem kuruyoruz. 1ml’sinde 3,2 mg protein varsa 30 pg protein ne kadar voliimde
bulunur. Buradan 30/3,2= 9,375 uL elde ederiz. Bunu da 9,4 puL olarak kabul ettik.
LDS sample buffer ve sample reducing agent’larin voliimleri sabit ve toplamda 7
uL’dir. Geriye kalan 13 uL’yi distile su ve drnek olusturmaktadir. Ornegimizde 9,4
puL 1 numarali 6rnekten alip geriye kalan 3,6 pL’yi de distile su ile tamamladik. Bu
islem calismada kullanilan diger 6rnekler i¢in de yapild1 (tablo 11,12). Hazirlanan bu
karigimlar 200 pL’lik eppendorf tiiplerine konuldu. 10 dakika 70 °C’de denatiire
edildikten sonra -20 °C’de 3-5 dakika bekletildi.
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Tablo 11. Kontrol ve MetS grubu ratlarin karaciger dokulari i¢in jele yiiklenecek karigim miktarlar

Sample
e Protein Jele yiiklenecek ornek  LDS Sample  Reducing Distile
Ornekler miktarlar miktarlar: Buffer (4X) Agent su
( mg/mL) (nL) (nL) (10X) (nL)
(pL)
1 Kontrol KC 3,2 9,4 5 2 3,6
2 Kontrol KC 2,66 11 5 2 2
3 Kontrol KC 3,31 9 5 2 4
4  Kontrol KC 3,51 8,5 5 2 45
5 Kontrol KC 2,47 12 5 2 1
6 Kontrol KC 3,23 9,3 5 2 3,7
7 Kontrol KC 3,18 9,4 5 2 3,6
8 MetSKC 2,42 12,4 5 2 0,6
9 MetSKC 3,39 8,8 5 2 4,2
10 MetS KC 2,53 11,8 5 2 1,2
11 MetS KC 3,52 8,5 5 2 45
12 MetS KC 3,83 7,8 5 2 572
13 MetS KC 3,46 8,6 5 2 4.4
14 MetS KC 3,47 8,6 5 2 4.4
Tablo 12. Kontrol ve MetS grubu ratlarin yag dokusu i¢in jele yiiklenecek karigim miktarlar
. Sample
. Protein Jele yﬁl;l;l:l? ecek LDS Sample Reducing Distile
Ornekler miktarlart mikarlar Buffer (4X) Agent su
( mg/mL) (uL) (nL) (10X)  (uL)
(pL)
1 Kontrol Yag Doku 3,49 8,6 5 2 4.4
2 Kontrol Yag Doku 3,78 79 5 2 51
3 Kontrol Yag Doku 4,23 7 5 2 6
4 Kontrol Yag Doku 4,43 6,8 5 2 6,2
5 Kontrol Yag Doku 1,82 13 5 2 0
6 Kontrol Yag Doku 3,91 7,7 5 2 53
7 Kontrol Yag Doku 3,98 75 5 2 55
8 MetS Yag Doku 4,26 7 5 2 6
9 MetS Yag Doku 2,94 10,2 5 2 2,8
10 MetS Yag Doku 3,52 8,5 5 2 45
11 MetS Yag Doku 1,56 13 5 2 0
12 MetS Yag Doku 3,32 9 5 2 4
13 MetS Yag Doku 3,59 8,4 5 2 4,6
14 MetS Yag Doku 4,05 7,4 5 2 5,6
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10.

11.

2.6.3. Dikey Jel Elektroforez Sistemi Kullanimi

%4-12 Bis-Tris jeli posetinden g¢ikarip lizerindeki tampon ¢ozelti hafifce
sallayarak dokiildii.

Jel kaseti lizerinde yer alan en alt kisimdaki beyaz bant ¢ikarildi. Sonrasinda
iist tarafinda bulunan tarak kuyucuklari zedelemeyecek sekilde cikarilip
kuyucuklar icerinde kalan siviyr bosaltmak igin jel ters g¢evrilip kurutma
kagidina hafifce silkelendi.

Jel kaseti dikey jel elektroforez tankina yerlestirilip dikey jel tankina jel
sikigtirma aparati takilarak jel kaseti sikigtirildi.

MES SDS Running Buffer (20X)’dan 25 mL alinip bir mesura konuldu.
Uzerine de 475 mL distile su konuldu. Béylece 1x MES SDS Running Buffer
elde edildi.

Dikey tankin jelin oldugu orta boliimiine hazirlanan 1x running bufferdan
dokiildii. Dokiilen bu buffer’in kuyucuklarin iizerini 0,5 cm kadar gegmesi
saglandi. Tankin orta boliimiindeki bu tampon ¢ozeltinin sizip sizmadigi
kontrol edildikten sonra geriye kalan buffer tankin diger boliimiine dokiildii.
Sadece jelin bulundugu orta kisma olacak sekilde 500 uL antioksidan konuldu.
Ornekleri yiiklemeden 6nce 100 pL’lik bir pipet yardimiyla hazirlanan tampon
cozelti araciligiyla her bir kuyucuga pipetaj yaparak temizleme islemi
gerceklestirildi.

[lk olarak birinci kuyucuga SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standardindan
5 uL eklendi.

Kalan kuyucuklara da sirasiyla kontol ve MetS grubu orneklerden 20 pL
eklendi.

Dikey jel elektroforezinin kapagi kutup baslari dikkatlice yerine oturacak
sekilde kapatildi.

Gilic kaynagi 200 V sabit akim olacak sekilde 35 dakikaya ayarlanip
elektroforez baslatildi.

Elektroforezdeki yiiriitme islemi sonrasinda gii¢ kaynag1 kapatildi. Dikey jel
elektroforez tankinin kapagi kaldirildi. Jel kasetini sikistirmak i¢in kullanilan

aparat yerinden cikarilip jel kaseti serbestlestirildi.
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12.

13.

14.

10.

Jel kaseti jel bigagi kullanilarak kenarlarindan baglanti noktalar1 kirilarak
hafifce ayrildi. Burada jele zarar vermemeye 6zen gosterildi.

Jelin kuyucuk ¢ikintilar1 ve en alt kisimdaki kalin jel birikintisinin oldugu yer
jel bicag1 yardimiyla uzaklagtirildi.

Icerisinde distile su bulunan temiz bir kap igerisinde jeli kasetten ayirma islemi

gerceklestirildi.

2.6.4. iBlot Dry Blotting System ile Blotlama islemi

Cihazn fisi takilip arka tarafinda bulunan agma kapama diigmesi ile cihaz
calistirilir.

iBlot Transfer Stack, nitrocellulose kitinden bir adet anod, bir adet katot, bir
adet stinger ve bir adet de kurutma kagidi alindu.

Anod’un iizerindeki jelatini agilip plastik kabiyla birlikte en alta konuldu.
Distile su igerisinde yer alan jel kirmadan diizgiin bir sekilde nitroselliiloz
membran igeren anod tabakanin {istiine yerlestirildi.

Filtre kagidi distile suda 1slatildiktan sonra jelin tizerine konulup {lizerinde hava
kabarcig1 kalmasin diye cihaz ile birlikte verilen rulo ile lizerinden gegildi.
Kit igersinde verilen katot yazan materyalin jelatini agildiktan sonra bakir
yiizey silingere bakacak sekilde ve jelli kistm da filtre kagidinin iizerine
bakacak sekilde yerlestirilip hava kabarciklari rulo yardimiyla alindi.

En son olarak siinger lizerindeki metal kisim cihazin kapak kisminda yer alan
elektroda denk gelecek sekilde yerlestirilip kapak sikica kapatildi.

Program diigmesinden P3 segilip 8 dakikaya ayarlanip cihaz {iizerindeki
start/stop diigmesine basilarak transfer islemi gergeklestirildi.

8 dakikalik siirenin sonunda cihazin alarm sesi duyuldu, tekrar start/stop tusuna
basilarak cihaz duruduruldu. Kapag: agildiktan sonra siinger, katot tabakasi,
kurutma kagid1 ve jel ortamdan uzaklagtirildi.

Anod tabakanin iizerinde yer alan nitroselliiloz membran steril bir bistiiri

yardimiyla oradan alindi.

2.6.5. Kromojenik Western Blot Immiindedeksiyon Kit Prosediirii

Transfer islemi gerceklestirilen membrandan SDS kalintilarin1 uzaklastirmak

icin membran distile su igerisine alindi. Bloklama soliisyonu, antikor yikama
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solisyonu ve antikor sulandirma soliisyonunun hazirlaniglar tablo 13’de

verildi.

Tablo 13. Western blot ¢alismasi i¢in sollisyonlarin hazirlanigi

Soliisyon Nitroselliilloz membran icin
Ultra filtre edilmis su 14 ml
Bloklama soliisyonu Blocker/Diluent A 4ml
Blocker/Diluent B 2ml
Total Volume 20 ml

10 mL bloklama soliisyonunun igerisinde primer antikor

1/1000 oraninda diliie edildi.

Primer Antikor

diliienti

Ultra filtre edilmis su 150 ml
Antikor Yikama

Antikor Yikama solisyonu (16X) 10 ml
soliisyonu

Total Volume 160 ml

2. Kit ile birlikte verilen plastik kutucuklarin i¢erisine membran yerlestirildikten
sonra yukarida hazirlanan bloklama soliisyonundan 10 mL membranin iizerine
dokiildii. 30 dakika oda sicakliginda saniyede 1 dongii yapan bir shakerda
sallama islemi gergeklestirildi.

3. Membran iizerindeki bloklama sollisyonu dokiildiikten sonra {izerine 20 mL
distile su ile konulup shakerda 5 dakika yikandi. Bu islem toplamda iki kez
yapildi.

4. Primer antikorlar (anti-chemerin, anti-desnutrin/ATGL) bloking soliisyonunun
icerisinde 1/1000 oraninda diliie edildikten sonra bu primer antikor soliisyonii
plastik kutunun icerisinde bulunan membranin iizerine dokiiliip 1 saat oda
1sinda inkiibasyona birakildi.

5. Primer antikor soliisyonu dokiildiikten sonra 20 mL antikor yikama soliisyonu
ile 5 dakika boyunca shakerda yikama islemi gergeklestirilip bu yikama
sollisyonu dokiildii. Bu islem toplamda dort kez yapildi.

6. Membran shakerda 10 mL sekonder antikor ile yarim saat oda sicakliginda

inkiibasyona birakildi ve sonra sekonder antikor dokiildii.
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7. 5 dakika 20 mL antikor yikama soliisyonu ile shakerda yikama islemi
gerceklestirildi ve sollisyon dokiildii. Bu iglem toplamda 4 kez yapildu.

8. 2 dakika 20 mL distile su ile shakerda yikama islemi ger¢eklestirildi ve her
yikamadan sonra distile su dokiildii. Bu islem toplamda 3 kez yapildi.

9. 5 mL kromojenik substrat ile membran inkiibasyona birakildi. 10-15 dakika
icerisinde pembe renkli bantlarin gelistigi goriiliince 20 mL distile su ile 2
dakika boyunca shakerda yikama islemi gergeklestirildi. Her seferinde
membrandaki su dokiillip yenisi ile degistirildi. Bu islem de toplamda 3 kez
yapildi.

10. Daha sonra membran kurutma kagidinin tizerinde kurumaya birakildu.
2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Calisma gruplarinda elde edilen veriler SPSS 21 paket programi (SPSS Inc.,
Chicago,IL) kullanilarak degerlendirildi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak
verildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalarda Mann Whitney-U testi kullanildi.
Her grubun kendi igerisindeki parametreler arasi iligkilerin incelenmesinde
Spearman korelasyon testi uygulandi. Istatistiksel olarak en diisiik anlamlilik

diizeyi olarak p<0,05 degeri belirlendi.
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3. BULGULAR

Calismada, 8 haftalik yaklasik 260-290 gram agirhiginda Sprague-Dawley cinsi
14 adet erkek rat kullanildi. Deney 12 hafta siirdii. Deney boyunca ratlarda 6lim
gozlenmedi.

Calisma gruplarinda rat agirliklart degerlendirildiginde deney baslangicinda
kontrol grubu (275,28+16,77 gr) ve MetS grubu (279,07+27,68 gr) ratlarin ortalama
agirhiklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05). Deney
sonunda ise her iki grubun ortalama agirliklar1 karsilastirildiginda MetS grubunda
(449+15,80 gr) kontrol grubuna (425,92+14,49 gr) gore daha fazla miktarda agirlik
artist oldugu gozlemlendi. Bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi
(p<0,05). Ratlarin deney baslangic ve deney sonu agirlik degisimleri tablo 14’de

goriilmektedir.

Tablo 14. Kontrol ve MetS gruplarina ait agirlik degisimleri

Kontrol MetS

(n=7) (n=7)
Deney baslangicr agirhk (gr)  275,28+16,77 279,07+27,68%
Deney sonu agirhik (gr) 425,92+14,49 449+15,80°

a: p>0,05; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.  b: p<0,05; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
3.1. Biyokimyasal Parametreler

Bu parametreler {i¢ temel baslik altinda toplandi. Birincisi rutin biyokimyasal

parametreler, ikincisi lipid profili ve tiglinciisii ise hormonal degisimlerdir (tablo 15).

3.1.1. Rutin Biyokimyasal Parametreler

Bu baslik altinda aglik serum glukozu ve AST, ALT diizeyleri ele alindi.
Calisma gruplarinda, glukoz degerleri agisindan incelendiginde kontrol grubuna
(92,7745,53 mg/dL) gore MetS grubunda (143,75+7,73 mg/dL) anlamh bir artig
oldugu gozlendi ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,01),
(Sekil.19, Tablo.15).

59



Tablo 15. Kontrol ve MetS gruplarina ait biyokimyasal ve hormonal degisimler

Parametreler Kontrol Metabolik sendrom
(n=7) (n=7)
Glukoz (mg/dL) 92,77+5,53 143,75+7,73°
ALT (U/L) 32,14+6,89 50,14+9,02°
AST (U/L) 115,85+38,28 220,42+42,56°
Trigliserit (mg/dL) 68,34+12,35 122,54+11,92°
Total Kolesterol (mg/dL) 76,23+6,39 93,45+11,20°
HDL kolesterol (mg/dL) 46,21+8,08 30,01+3,28°
LDL kolesterol (mg/dL) 16,35+4,39 38,93+11,28"
VLDL (mg/dL) 13,66+2,47 24,50+2,38°
insiilin (uIU/mL) 10,52+1,18 12,251,122
HOMA-IR 2,40+0,33 4,32+0,59"

a: p<0,05; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda. b: p<0,01; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Serum AST diizeyleri; kontrol grubu ratlarda (115,85+38,28 U/L) MetS
grubuna (220,42+42,56 U/L) gore diisik diizeyde tespit edildi. Kontrol grubu
ratlardaki serum AST diizeylerindeki bu diisiiklik MetS grubundaki ratlarin serum
AST diizeyleri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01).

Her iki grup serum ALT diizeyleri acisindan incelendiginde MetS grubu
(32,14+6,89 U/L) ratlarda kontrol grubundaki (50,14+9,02 U/L) ratlara kiyasla ciddi
bir artis oldugu gozlenmis olup, bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edildi (p<0,01), (Sekil.19, Tablo.15).
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Sekil 19.Sprague-Dawley cinsi ratlarda metabolik sendroma bagl olarak rutin biyokimyasal

parametrelerin degisimlerinin kontrol ile kiyaslanmast

a: p <0,01; kontrol grubu ile karsilastirildiginda

3.1.2. Lipid Profili

Calisma sonunda tablo 15 ve sekil 20 ’de goriildiigi gibi lipid profili
parametrelerinden trigliserit, total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol ve
VLDL-kolesterol degisimleri incelendi.

Deney sonunda serum trigliserit miktarlart MetS grubunda (122,54+11,92
mg/dL) kontrol grubuna (68,34+12,35 mg/dL) kiyaslandiginda anlaml bir sekilde
yiiksek bulundu (p<0,05).

Serum total kolesterol diizeyleri incelendiginde MetS grubunda (93,45+11,20
mg/dL) kontrol grubuna (76,234+6,39 mg/dL) gore yiikseklik tespit edildi ve bu artig
istatistiksel olarak da anlamli diizeyde idi (p<0,01).

Deney sonunda serum LDL-K diizeyleri MetS grubunda 38,93+11,28 mg/dL
diizeylerinde iken kontrol grubunda 16,35+4,39 mg/dL olarak tespit edildi. Buradaki
MetS grubundaki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,01). Bir
diger lipid profili parametresi olan VLDL-K diizeyleri ele alindiginda MetS grubunda
(24,50+2,38 mg/dL) kontrol grubuna (13,66+2,47 mg/dL) gore bir atis oldugu
gozlendi ve bu artis da istatistiksel olarak 6nemli diizeydeydi (p<0,01). Lipid profili

parametrelerinden son olarak ele alinan HDL-K diizeylerine bakildiginda kontrol
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grubuna (46,21+£8,08 mg/dL) gore MetS grubunda (30,01£3,28 mg/dL)
miktarda azalma tespit edildi ve bu da istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01).
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Sekil 20. Sprague-Dawley cinsi ratlarda metabolik sendroma bagli olarak lipid profili degisimlerinin

kontrol ile kiyaslanmasi

a: p <0,01; kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

3.1.3. Hormonal Degisimler

Hormonal degisimlerin sonuglari da insiilin, chemerin ve desnutrin diizeylerindeki

degisimler olmak iizere {i¢ alt baslik altinda toplandi.

3.1.3.1. Insiilin Diizeylerindeki Degisimler

MetS patogenezinde 6nemli rolii olan plazma insiilin diizeyleri agisindan MetS
grubu (12,25+1,12 pIU/mL) ile kontrol grubu (10,52+1,18 pnIU/mL) kiyaslandiginda
MetS grubunda anlamli diizeyde artis oldugu gézlendi (p<0,05).

Insiilin direncinin gostergesi olan HOMA-IR diizeyleri bakimmdan kontrol
grubu (2,40+0,33) ile MetS grubu (4,32+0,59) karsilastirildiginda MetS grubundaki
artisin istatistiksel olarak anlaml1 oldugu tespit edildi (p<0,01). Insiilin ve HOMA-IR

diizeyleri arasindaki degisimler sekil 21°de goriilmektedir.
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Sekil 21. Sprague-Dawley cinsi ratlarda metabolik sendroma bagli olarak insiilin ve HOMA-IR
diizeyleri degisimlerinin kontrol ile kiyaslanmasi

a: p <0,05; kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b: p <0,01; kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.

3.1.3.2. Chemerin Diizeylerindeki Degisimler

Calisma gruplarinda chemerin diizeyleri incelendiginde hem serum hem de
doku diizeylerinde artislar tespit edildi (Sekil 22).

MetS grubundaki serum chemerin diizeylerinin (29,88+5,04 ng/L) kontrol
grubuna (24,01+3,50 ng/L) gore anlamli bir artis gosterdigi ve bu artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu gozlendi (p<0,05).

Karaciger dokusundaki chemerin diizeylerine bakildiginda kontrol grubuna
(13,11+£4,91 ng/100 mg doku) kiyasla MetS grubunda (25,63+8,72 ng/100 mg doku)
anlaml1 derecede bir artig bulundu (p<0,01).

Yag dokusundaki chemerin diizeyleri ele alindiginda ise MetS grubunda
(12,14+2,52 ng/100 mg doku) kontrol grubuna (8,88+2,05 ng/100 mg doku) gore
anlaml1 derecede artis tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 22. Sprague-Dawley cinsi ratlarda metabolik sendroma bagli olarak serum, yag dokusu ve Kc

dokusu chemerin diizeyleri degisimlerinin kontrol ile kiyaslanmasi

a: p <0,05; kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
b: p <0,01; kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

3.1.3.2.1 Kontrol Grubu Ratlarda Serum Chemerin Diizeyleri ile Diger

Parametreler Arasindaki liski Analizleri

Kontrol grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile rutin biyokimyasal
parametreler, lipid profili, deney sonu agirliklar ve dokulardaki degisimler arasinda
iligki analizleri irdelendiginde tablo 16’teki veriler elde edildi.

Kontrol grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile HOMA-IR arasindaki
iligki incelendiginde serum chemerin diizeyleri ile HOMA-IR arasinda pozitif bir iliski

vardi fakat, bu ilisgki istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,750, p>0,05; Sekil 23).
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Tablo 16. Kontrol grubu ratlardaki serum chemerin diizeyleri ile diger parametreler arasindaki iliski

analizleri (Sperman korelasyon testi)

Parametreler Chemerin Serum (ng/L)
r p
Glukoz (mg/dL) +0,509 0,243
Trigliserit (mg/dL) +0,685 0,090
Total Kolesterol (mg/dL) +0,036 0,939
HDL kolesterol (mg/dL) -0,107 0,819
LDL kolesterol (mg/dL) +0,286 0,535
VLDL (mg/dL) +0,685 0,090
AST (U/L) +0,450 0,310
ALT (U/L) +0,371 0,413
Insiilin (uIU/mL) +0,607 0,148
HOMA-IR +0,750 0,052
Chemerin KC dokusu (ng/100 mg doku) +0,500 0,253
Chemerin Yag dokusu (ng/100 mg doku) +0,643 0,119
Desnutrin serum (ng/mL) -0,857 0,014
Deney sonu agirhk (gr) +0,893 0,007
7 —r0,750
3,5 {p=0,052
3 -
™ 2,5 - ’
< 5 v
2 5
1 -
0,5 -
0 T T . . . . . 1
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Sekil 23. Kontrol grubu ratlarda serum chemerin ve HOMA-IR arasindaki iligki
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Sekil 24. Kontrol grubu ratlarda serum ve yag dokusu chemerin diizeyleri arasindaki iligki

Kontrol grubu ratlarda serum ve yag dokusu chemerin diizeyleri arasinda
pozitif bir iligki olmasian ragmen, bu iliski istatistiksel olarak anlamli degildi (r=0,643,
p>0,05; Sekil 24).
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Sekil 25. Kontrol grubu ratlarda serum ve karaciger chemerin diizeyleri arasindaki iligki

Kontrol grubu ratlarda serum ve karaciger dokusu chemerin diizeyleri
arasindaki iligski pozitif yonde tespit edildi. Bu iliskinin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi gorildi (r=0,500, p>0,05; Sekil 25).
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Kontrol grubunda serum chemerin diizeyleri ile serum glukoz diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan pozitif bir iliski mevcut idi (r=0,509,

p>0,05; Sekil 26).
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Sekil 26. Kontrol grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile serum glukoz arasindaki iliski

Kontrol grubu ratlarda serum chemerin ve desnutrin diizeyleri agisindan iligki
analizlerine bakildiginda negatif yonde kuvvetli bir iliski mevcut olup bu iliski

istatistiksel olarak da anlamli bulundu (r=-0,857, p<0,05; Sekil 27).
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Sekil 27. Kontrol grubu ratlarda serum desnutrin ve chemerin diizeyleri arasindaki iligki
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3.1.3.2.2. Metabolik Sendrom Grubu Ratlarda Serum Chemerin Diizeyleri
ile Diger Parametreler Arasindaki iliski Analizleri

MetS grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile gesitli parametreler arasinda

iliski analizleri yapildi. Bu analizler tablo 17°de goriilmektedir.

Tablo 17. MetS grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile diger parametreler arasindaki iliski

analizleri

Parametreler Chemerin Serum (ng/L)

r p
Glukoz (mg/dL) +0,937 0,002
Trigliserit (mg/dL) +0,429 0,337
Total Kolesterol (mg/dL) +0,286 0,535
HDL kolesterol (mg/dL) -0,441 0,323
LDL kolesterol (mg/dL) +0,571 0,180
VLDL (mg/dL) +0,429 0,337
AST (U/L) +0,286 0,535
ALT (U/L) +0,378 0,403
Insiilin (uIU/mL) +0,714 0,071
HOMA-IR +0,714 0,071
Chemerin KC dokusu (ng/100 mg doku) +0,500 0,253
Chemerin Yag dokusu (ng/100 mg doku) +0,821 0,023
Desnutrin serum (ng/mL) -0,955 0,001
Deney sonu agirhk (gr) +0,811 0,027

Calismaya dahil edilen MetS grubu ratlarin serum chemerin diizeyleri ile
HOMA-IR arasindaki iliski analizleri incelendiginde pozitif bir iliski oldugu tespit
edildi fakat bu iligkinin istatistiksel olarak anlamli olmadig: goriildii (r=0,714, p>0,05;
Sekil 28).
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Sekil 28. MetS grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile HOMA-IR arasindaki iligki

Yag dokusundaki chemerin diizeyleri ile serum chemerin diizeylerindeki
iligkiler analiz edildiginde ise istatistiksel olarak anlamli gii¢lii bir iligki tespit edildi

(r=0,821, p<0,05; Sekil 29).
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Sekil 29. MetS grubu ratlarda serum ve yag dokusu chemerin diizeyleri arasindaki iliski

69



W W & & th
o th © th ©
1 1 1 1

-
th o
1 1

Chemerin K¢ dokusu (ng/100 mg doku)
[ [
=) th
1 1

1r=+0,500
p=0,253

%%
®

10 20 30 40 50 60
Chemerin serum (ng/L)

Sekil 30. MetS grubu ratlarda serum ve karaciger dokusu chemerin diizeyleri arasindaki iliski

MetS grubu ratlarin serum chemerin diizeyleri ile karaciger dokusu chemerin

diizeyleri arasinda pozitif bir iliski mevcuttu fakat bu iligki istatistiksel olarak anlamli

diizeyde tespit edilmedi (r=0,500, p>0,05; Sekil 30).

MetS grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile serum glukoz diizeyleri

arasindaki iligki incelendiginde anlamli bir pozitif iliski tespit edildi (r=0,937, p<0,01;

Sekil 31).
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Sekil 31. MetS grubu ratlarda serum chemerin diizeyleri ile deney sonu agirlik arasindaki iligki
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Sekil 32. MetS grubu ratlarda serum chemerin ve desnutrin diizeyleri arasindaki iliski

MetS grubu ratlarda serum chemerin ve desnutrin diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif bir iliski mevcut idi (r=-0,955, p<0,01; sekil 32).

Karaciger ve yag dokudaki chemerin ekspresyonlar1 ayrica western blot

yontemi ile de tespit edildi (Sekil 33,34).

Sekil 33.Karaciger dokusunda chemerin'in western blotlama yontemiyle gosterilmesi
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Sekil 34. Yag dokusunda chemerin’in western blotlama yontemiyle gosterilmesi
3.1.3.3. Desnutrin/ATGL Seviyelerinin Degisimleri
Calismaya katilan gruplar desnutrin agisindan degerlendirildiginde deney

sonundaki kontrol grubu serum ve doku desnutrin degerleri MetS grubuna gore

anlamli derecede yiiksek diizeyde tespit edildi (Sekil 35).
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Sekil 35. Sprague-Dawley cinsi ratlarda metabolik sendroma bagli olarak desnutrin konsantrasyonu
degisimlerinin kontrol ile kiyaslanmas1

a: p <0,05; kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

b: p <0,01; kontrol grubu ile karsilagtirildiginda.
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Serum desnutrin diizeyleri kontrol grubu (36,74+6,20 ng/mL) ratlarda MetS
grubu (19,94+2,76 ng/mL) ratlara gore oldukea yiiksek diizeyde tespit edilmis olup bu
aradaki fark istatistiksel olarak da anlamli bulundu (p<0,01).

Karaciger dokusundaki desnutrin diizeyleri agisindan degerlendirildiginde ise
MetS grubu (54,67+5,04 ng/100 mg doku) ratlarda kontrol grubuna (61,96+5,10
ng/100 mg doku) kiyasla daha diisiik diizeyde desnutrin tespit edildi. MetS grubundaki
bu diistikliigiin kontrole kiyasla istatistiksel olarak da anlamli oldugu gézlendi
(p<0,05).

Yag dokusundaki desnutrin diizeyleri bakimindan her iki grup kiyaslandiginda
yine kontrol grubunda (50,05+2,97 ng/100 mg doku) MetS grubuna (46,13+3,57
ng/100 mg doku) gore istatistiksel olarak da anlamli bir yiikseklik bulundu (p<0,05).

3.1.3.3.1. Kontrol Grubu Ratlarda Serum Desnutrin/ATGL Diizeyleri ile
Diger Parametreler Arasindaki Iliski Analizleri

Tablo 18. Kontrol grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile diger parametreler arasindaki iliski

Parametreler Desnutrin serum (ng/mL)
r p
Glukoz (mg/dL) -0,509 0,243
Trigliserit (mg/dL) -0,252 0,585
Total Kolesterol (mg/dL) -0,250 0,589
HDL kolesterol (mg/dL) -0,036 0,939
LDL kolesterol (mg/dL) -0,429 0,337
VLDL (mg/dL) -0,252 0,585
AST (U/L) -0,631 0,129
ALT (U/L) -0,222 0,632
Insiilin (WIU/mL) -0,750 0,048
HOMA-IR -0,821 0,023
Desnutrin Kc dokusu (ng/100 mg doku) +0,429 0,337
Desnutrin Yag dokusu (ng/100 mg doku) +0,893 0,007
Chemerin serum (ng/L) -0,857 0,014
Deney sonu agirhk (gr) -0,679 0,094
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Calismaya katilan kontrol grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile ¢esitli
parametereler arasinda iligki analizleri incelenmis olup bu iligkiler tablo 18’da
gosterildi.

Kontrol grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile serum chemerin diizeyleri
arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamli negatif yonde bir iliski

bulundu (r=-0,857, p<0,05; Sekil 27).
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Sekil 36. Kontrol grubu ratlardaki serum desnutrin diizeyleri ile trigliserit diizeyleri arasindaki iliski

Kontrol grubunda serum desnutrin diizeyleri ile trigliserit diizeyleri arasindaki
iligki incelendiginde istatistiksel olarak anlamli olmayan negatif yonde zay1f bir iliski

tespit edildi (r=-0,252, p>0,05; sekil 36).
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Sekil 37. Kontrol grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile HOMA-IR arasindaki iligki

Kontrol grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile HOMA-IR arasinda

istatistiksel olarak da anlamli oldugu tespit edilen negatif yonde bir iliski mevcut idi

(r=-0,821, p<0,05; Sekil 37).
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Sekil 38. Kontrol grubu ratlarda serum ve yag dokusu desnutrin diizeyleri arasindaki iliski

Kontrol grubundaki ratlarin serum desnutrin diizeyleri ile yag dokusundaki
desnutrin diizeyleri arasindaki iligkiye bakildiginda istatistiksel olarak anlamli pozitif

yonde bir iliski bulundu (r=0,893, p<0,01; Sekil 38).
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Sekil 39. Kontrol grubu ratlarda serum ve karaciger dokusu desnutrin diizeyleri arasindaki iligki

Kontrol grubu ratlarin karaciger dokusu ve serum desnutrin diizeyleri
arasindaki iliski analizinde istatistiksel olarak anlamli olmayan pozitif bir iligki tespit

edildi (r=0,429, p>0,05; Sekil 39).
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Sekil 40. Kontrol grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile serum glukoz diizeyleri arasindaki iliski

Kontrol grubu ratlarin serum desnutrin diizeyleri ile serum glukoz diizeyleri
arasindaki iligki analizi incelendiginde istatistiksel olarak anlamli olmayan negatif

yonde bir iligki tespit edildi (r=-0,509, p>0,05; Sekil 40).
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3.1.3.3.2. MetS Grubu Ratlarda Serum Desnutrin/ATGL Diizeyleri ile
Diger Parametreler Arasindaki Iliski Analizleri

Calismaya katilan MetS grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile ¢esitli
parametereler arasinda iligski analizleri incelenmis olup bu iligkiler tablo 19°de

gosterildi.

Tablo 19. MetS grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile diger parametreler arasi iligki

Parametreler Desnutrin serum (ng/mL)
r p
Glukoz (mg/dL) -0,973 0,000
Trigliserit (mg/dL) -0,505 0,248
Total Kolesterol (mg/dL) -0,306 0,504
HDL kolesterol (mg/dL) +0,454 0,306
LDL kolesterol (mg/dL) -0,577 0,175
VLDL (mg/dL) -0,505 0,248
AST (U/L) -0,234 0,613
ALT (U/L) -0,236 0,610
insiilin (nIU/mL) -0,775 0,041
HOMA-IR -0,775 0,041
Desnutrin Kc dokusu (ng/100 mg doku) +0,360 0,427
Desnutrin Yag dokusu (ng/100 mg doku) +0,775 0,041
Chemerin serum (ng/L) -0,955 0,001
Deney sonu agirhk (gr) -0,679 0,094

MetS grubu ratlarda serum desnutrin ve chemerin diizeyleri arasindaki iligki
incelendiginde neagatif yonde ve istatistiksel olarak anlamli bir iligski oldugu tespit

edildi (r=-0,955, p<0,01; Sekil 32).
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Sekil 41. MetS grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile trigliserit diizeyleri arasindaki iligki

MetS grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile trigliserit diizeyleri
arasindaki iliski ele alindiginda negatif yonde bir iliski tespit edilmis olup bu iliski
istatistiksel olarak anlamli degildi (r=-0,505, p>0,05; Sekil 41).
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Sekil 42. MetS grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile HOMA-IR arasindaki iliski

MetS grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile HOMA-IR arasindaki iligki
degerlendirildiginde negatif yonde ve istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edildi

(r=-0,775, p<0,05; Sekil 42).

78



3
]

r=+0,775
| p=0,041

[ [ LS th [=)
[—] [—] [—] [—] [—]
1 1 1 1

Desnutrin yag dokusu (ng/100 mg doku)
[=
=)

=

0 5 10 15 20 25 30 35
Desnutrin serum (ng/mL)

Sekil 43. MetS grubu ratlarda serum ve yag dokusu desnutrin diizeyleri arasindaki iliski

MetS grubu ratlarda serum ve yag dokusu desnutrin diizeyleri arasindaki iliski

istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde tespit edildi (r=0,775, p<0,05; Sekil 43).
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Sekil 44. MetS grubu ratlarda serum ve karaciger dokusu desnutrin diizeyleri arasindaki iliski

MetS grubu ratlarda serum ve karaciger dokusu desnutrin diizeyleri arasindaki
iliski degerlendirildiginde pozitif yonde istatistiksel olarak anlamli olmayan bir iliski

tespit edildi (r=0,360, p>0,05; Sekil 44).
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Sekil 45. MetS grubu ratlarda serum desnutrin diizeyleri ile serum glukoz diizeyleri arasindaki iligki

MetS grubu ratlardaki serum desnutrin diizeyleri ile serum glukoz diizeyleri
arasindaki iliski incelendiginde negatif yonde ve istatistiksel olarak ileri derecede
anlaml bir iligki tespit edildi (r=-0,973, p<0,001; Sekil 45).

Karaciger ve yag dokusunda Desnutrin/ATGL ekspresyonlari ayrica western
blot yontemi ile de tespit edildi (Sekil 46,47).

Sekil 46.Karaciger dokusunda desnutrinin western blotlama yontemiyle gosterilmesi
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Sekil 47. Yag dokusunda desnutrinin western blotlama yontemiyle gosterilmesi
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4. TARTISMA

Metabolik sendrom (MetS), tilkemizde ve diinya genelinde giderek artan, her
yas doneminde (eriskin, ¢cocukluk ve adolesan) goriilebilen; obezite, Tip2DM ve
KVH’lara yol agan, yliksek morbidite ve mortalite ile seyir etmesinden dolayi
cagimizin onemli bir halk saglhig sorunudur. Glukoz intoleransi, dislipidemi,
abdominal obesite, alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi (NAFL), insiilin direnci
ve hipertansiyonu kapsayan, kardiyometabolik risk faktorlerinin bir bilesiminden
olusan MetS’in temelinde, beslenme aligkanliklari, sedanter yasam tarzi, genetik
faktorler ve bireylerin fizyolojik ve psikolojik durumunun etkiledigi peptid yapih
hormonlar ve ¢evresel etkenlerin iliskisi bulunmaktadir (2, 137).

MetS yag dokunun anormal diizeyde artis1 ile karakterize olup, obezite ile
dogrudan baglantilidir. Yaglarin, karbonhidratlarin yikim ve yapim dengesizliginden
dolayi enerji homeostazisinin bozulmasindan ortaya ¢iktigi ileri siiriilse de, altta yatan
patofizyolojik mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu amagla, bu
tezde fruktoz diyeti ile deneysel olarak MetS olusturulduktan sonra, enerji
homeostazisinde 6nemli roller oynayan chemerin ve desnutrin/ATGL nin karaciger ve
yag dokulari ile sistemik dolasimdaki yansimalar arastirildi.

Calismamizda ratlarda MetS olusup olusmadigini anlamak icin ATP III
kriterleri kullanildi. Bu ¢aligmada ratlarin igme sularina %10’luk fruktoz eklendiginde
(41) ATP III kriterlerinden ii¢ tanesinin (artmis aglik serum glukozu ve trigliserid ve
azalmis HDL-kolesterol) 12 hafta sonunda elde edildigi gozlendi. Bu gézlem daha
once icme sularina %10’luk fruktoz ekleyerek MetS olusturan caligmalar ile uyumluk
gostermektedir (132, 133, 138). Diyet ile olusturulan MetS modellerinde genel olarak
Sprague Dawley veya Wistar albino tiirii ratlar tercih edilmekte ve 68 hafta arasinda
MetS olustugu bildirilmektedir (41, 138). Deney boyunca kuyruk veninden haftalik
glukometre ile AKS takipleri yapildi. Ancak 8-10. haftadan sonra glukoz miktarlari
normal fizyolojik diizeylerin {izerine ¢ikmaya basladig1 goriildii ve caligma 12. haftaya
kadar stirdiirtildii.

Deneysel metabolik sendrom olusturmada siklikla kullanilan fruktoz, 6ncelikle
karacigerde metabolize edilirken kontrol basamagi olan fosfofruktokinaz basamagin

atlayarak hizli bir sekilde asetil KoA’ya doniismektedir. Artan asetil KoA’lar da
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kontrolsiiz bir sekilde lipogenezise kaymaktadir (40). Bunlar da VLDL halinde
karacigerde paketlenip sistemik dolagima salinmaktadir. Daha sonra dolasimda
bulunan lipoprotein lipaz araciligiyla pargalanip yag dokusunda depolanirlar. Boylece
adipositlerin hacmi artmaktadir.

Bir diger mekanizma da beynin fruktozu kullanmamasina baghdir. Cilinkii
beyin fruktozu kullanmadigi ig¢in tokluk hissi olusmamaktadir ve dolayisiyla asiri
yeme istegi ile birlikte, kilo artis1 sonucunda obezite gelismektedir (38, 139). Fruktoz
bir taraftan tokluk hissine sebep olan leptin sekresyonunu etkilemezken (38, 137) diger
taraftan da karacigerde de novo yag asidi sentezine sebep olmakta (46) ve sonugta
siire¢ visseral adipoz dokunun artig1 ile sonlanmaktadir. Deneysel c¢alismalar
sonucunda elde edilen agirlik artislarina bakildiginda kontrol grubunda baslangi¢ ve
deney sonu agirliklar arasinda anlamli farkliliklar gézlenmezken, MetS olusturulan
grupta baslangic ve deneysel uygulamalar sonunda anlamli agirlik artislart oldugu
gozlenmistir. Bu artislarin fruktozun yukarida bahsedilen etkileri sonucu oldugunu
diisiinmekteyiz.

Calismamizda karaciger fonksiyon testleri olarak ALT ve AST degerleri
Olciilmiis ve her ikisinin de MetS grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda
MetS’de bu iki karaciger enziminin arttig1 ve bu artiglarin, ratlarda kilo artisina bagh
olarak de novo sentezi artan serbest yag asitlerinin karacigerde depolanmasi ve
depolanan bu serbest yag asitlerinin daha ileri asamalarda karacigerde mikro ve
makrovezikiiler yaglanmaya neden oldugu 6ne siiriilmektedir (140-142). Bu siirecin
dogal bir sonucu olan hepatoselliiler hasarlanmaya bagli olarak da serumda ALT ve
AST seviyeleri yiikselmis olabilir. Calismamizdaki veriler ile uyumluluk gdsteren bu
durumun bir diger nedeni de igme sularina konulmus olan %10’luk fruktozun neden
oldugu inflamasyondan da kaynaklanabilir. Ciinkii fruktoz ayn1 zamanda
inflamasyona da neden olmaktadir (143-145).

Metabolik sendrom olusumu ve gelisim siirecinde kan glukoz diizeylerindeki
degisiklikler ve insiilin direnci 6nemli bir yer tutmaktadir. Calismada kontrol grubunda
deneysel uygulamalar sonucunda Olgiilen aglik kan glukoz diizeyleri 92,77+5,53
mg/dL iken, fruktoz uygulanmis MetS grubunun acglhik kan glukoz diizeylerinin
143,75+7,73 mg/dL oldugu gozlendi. MetS grubunda kontrol grubuna gore anlamli
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olarak yiikselmis olan, kan glukoz diizeylerindeki bu artisin muhtemel sebebi temelde
karsilanmamis olan enerji fazlaligi olabilir. Clinkii fruktoz gibi gidalarla beslenme asir1
miktarda yag asidi olugsmasina neden olmakta ve artan yag asitleri de adipoz doku ve
kas dokusu gibi insiiline duyarli dokularda substrat fazlaligina yol actig1 i¢in insiilin
direncine neden olmaktadir (5, 6). Boylece sistemik dolasimda hiperglisemi
gozlenmektedir. Ayrica insiilinin karacigerde hepatik glukoz iiretimi {izerinde
inhibitor etkisinin karacigerde artan serbest yag asitleri tarafindan ortadan kaldirilmasi
sonucu hepatik glukoz tiretimi de arttmaktadir. Radyoaktif isaretli karbon atomuyla
yapilan caligmalarda disardan verilen fruktozun yaklasik yarisinin glukoz olarak
sistemik dolasima yonlendirdigi rapor edilmistir (35, 148, 149). Dolayisiyla kontrol
grubuna gore MetS grubunda daha yiiksek aclik kan sekerleri diizeyleri goriilmesinin
bir diger nedeninin de alinan fruktozun bir kismimin glukoza doniismesinden
kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica MetS’de insiilin aracili sinyal
yolaklarindaki biyokimyasal degisiklikler de insiilin aracili glukoz transportunu ve
metabolizmasini azaltmaktadir (18).

MetS gelisiminde en ¢ok suglanan neden insiilin direncidir. Bu baglamda biz
de calismamizda insiilin hormon diizeylerindeki degisimleri ve buna bagli olarak
hesaplanan HOMA-IR degerlerini karsilastirdigimizda, MetS grubunda insiilin ve
insiilin direncinin gostergesi olan HOMA-IR diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek oldugunu gozlemledik. Bulgularimiz daha 6nce yayinlanan veriler ile
uyumluluk gostermekteydi (46, 146, 150). Insiilin direnci geleneksel olarak glukoz
merkezli bir bakis agisi ile tanimlanmaktadir. Yani artan kan sekerini diizenlemek i¢in
instilin etkisinde bir sorun gelistigi zaman normoglisemiyi siirdiirebilmek i¢in aglik
hiperinsiilinemisi gelismektedir (5, 18).

Insiilin direncinin gelismesine katki saglayan ana kaynak, dolasimdaki asiri
miktardaki yag asitleridir. Plazmada bulunan albumine bagli yag asitleri Siklik
adenozin-monofosfat (cAMP) bagimli bir enzim olan HSL araciligiyla adipoz doku
trigliserit depolarindan salinmaktadir. Bundan baska yag asitleri; lipoprotein lipaz
aracilifiyla trigliseritten zengin lipoproteinlerin lipolizisinden de kdken almaktadir.
Insiilin hem lipolizinin inhibisyonunda hem lipoprotein lipazin stimiilasyonunda
onemlidir. Adipoz dokuda insiilin temel olarak lipolizisi inhibe edici etki

gostermektedir. Insiilin direnci gelistiginde ise adipoz dokuda depolanan
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trigliseritlerin lipolizisi artmaktadir ve bdylece ortama daha fazla yag asitleri
salinmaktadir. Artan yag asitleri de insiilinin anti-lipolitik etkisini ortadan kaldirmakta
ve reaksiyon lipolizise yonelmektedir (5, 18).

Insiiline duyarli dokularda asir1 miktardaki serbest yag asitleri substrat
fazlaligina yol agtig1 i¢in insiilin direncinin olugmasina sebep olmaktadir. Artan yag
asitleri kaslarda protein kinaz C-A ve protein kinaz C-{ aktivasyonunu bozmaktadir
(151). Dahasi asir1 a¢il CoA’larin iiretimi veya seramid gibi acyl-CoA kokenli
bilesikler Aktl aktivasyonunu azaltmaktadir (152). Insiilin direnci yiiksek yagh diyet
ile beslenen ratin karacigerinde insiilin ile uyarilan insiilin reseptor substrat 1 (IRS-1)
ve insiilin reseptor substrat 2 (IRS-2) tirozin fosforilasyonunda bir defekt gelismesine
neden olmaktadir. Bu degisiklikler protein kinaz c-€ ve c-jun N-terminal kinaz-1’in
aktivasyonu ile iligkilidir (153-155). Karacigerde insiilin aracili glukoz ve lipit
metabolizmasi lizerinde serbest yag asitlerinin metabolik etkilerinde bazi farkliliklar
gozlenmektedir. Karacigerde dolasan serbest yag asitleri insiilinin glukoz {iretimi
tizerindeki inhibitdr etkisini baskilayip hepatik glukoz tiretimini artirirken, lipogenezis
de devam etmektedir (18).

Calismamizda 6zellikle lipid parametreleri olarak olciilen TK, TG, LDL-K,
VLDL-K ve TK degerleri agisindan MetS grubunda kontrol grubuna gdre anlamli
diizeyde artislar oldugu gozlenirken, HDL-K diizeylerinde ise anlamli diizeyde diisiis
oldugu saptandi. Calisma sonucunda elde ettigimiz bulgular, bu konuda daha 6nce
rapor edilen ¢alismalarin sonuglari ile benzerlikler gostermekteydi (132, 133, 146,
147).

MetS’li grupta lipid parametrelerinde gézlenen bu durumun, deneysel olarak
metabolik sendrom olusturmak i¢in deneklere verilen fruktozdan ve dolayisi ile buna
bagli olarak gelisen metabolik sendromdan kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Ciinkii canli
organizmaya alman fruktoz Oncellikle, fruktoz-1 fosfata, ardindan da aldolaz
enzimlerinin etki etmesiyle triozlara doniismekte ve olusan triozlar da yag asiti
sentezine kayarak triagilgliserollerin olusumuna neden olmaktadir (35). Tim
biyokimyasal olaylar sonunda karacigerde artan de novo serbest yag asidleri VLDL-
TG halinde sistemik dolasima gegmektedir. VLDL’nin metabolizmasi sirasinda da
LDL partikiilleri olugsmaktadir yani miktarlar1 artmaktadir. HDL deki diistikliik de
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lipoprotein metabolizmas: sirasinda HDL’nin kullanilmasindan kaynaklandig ileri
stiriilmektedir (5, 6).

Adipoz doku; enerji metabolizmasinda, aglik ve tokluk arasindaki dengenin
saglanmasinda rol alan Onemli maddelerin salgilandigi ¢ok ozel bir endokrinal
dokudur. Adipoz dokunun kesfedilen ilk {iyesi leptinden bu giine kadar adipoz doku
kokenli birgok molekiil tanimlanmistir. Su an itibariyle en az 600 tane adipokin
tamimlanmustir (156, 157). Adipokinler immiin cevap (6rn. adipsin/kompleman faktor
D, interlkinler ve serum amyloid A3) ve inflamasyonda (6rn. IL-1beta, IL-6, IL-8,
IL-10, osteopontin ve chemerin), glukoz metabolizmasinda (6rn. leptin, adiponektin,
dipeptidyl peptidase-4, resistin ve vaspin), insiilin sensitivitesi (6rn. leptin, adiponektin
ve chemerin), hipertansiyon (6rn. anjiotensinojen), aterosklerozis geligimi (Orn.
katepsinler ve apelin), aclik ve toklugunu diizenlenmesi (6rn.ghrelin ve leptin) gibi
bir¢ok biyolojik siire¢lerde gorev yapmaktadirlar. Diisiik adiponektin diizeyleri ve
yiiksek serum chemerin, IL-6, TNF alfa gibi bircok adipokinler adipoz doku
disfonksiyonu gostermektedir (158-160).

MetS, hiicresel insiilin direnci ve artmis lipolitik kapasite, adiposit
disfonksiyonu, intraselliiler toksik molekiillerin birikimi, visseral yag birikimi, adipoz
dokuda immiin hiicrelerin artig1 ve adipoz doku mRNA ve protein ekspresyonlarindaki
degisiklikler gibi bir takim patofizyolojik olaylarla baslayan ve adiposit hipertrofisi,
kronik sistemik inflamasyonla birlikte asir1 yag depolanmasiyla seyreden bir siirectir
(161).

MetS’de adipoz dokudan serbest yag asitleri salinimi artmaktadir. Hiicrelere
enerji saglayan yag asitleri TAG’lerin hidrolozi (lipoliz) ile olusmaktadir. Adipositler
enerji homostazisinin saglanmasinda ihtiva ettikleri adipokinleri ihtiyaca gore
salgilayarak veya baskilayarak bir orkestra sefi gibi gérev yapmaktadirlar. Bu ylizden
de adipositlerde lipoliz olay1 olduk¢a komplekstir. Ac¢likta glukagon, katekolaminler
ve ACTH lipoliz olaymi stimule etmektedir. Katekolaminler ya dolasim yoluyla
(epinefrin) veya sempatik inervasyon (nor-epinefrin) yoluyla adipoz dokuyu kontrol
altinda tutarlar (49). Bu klasik hormonlardan baska oreksijenik (ghrelin gibi) ve
anoreksijenik (nesfatin-1 gibi) peptid yapili hormonlar dogrudan obezite ve metabolik
sendrom ile baglantilidir (162-164).
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Ote yandan HSL’dan baska adipoz dokuda yag yikiminda gorevli
desnutrin/ATGL de bol miktarda bulunmaktadir (97, 122). Ancak MetS’e bagl olarak
desnutrin/ATGL nin yag dokusundaki etkileri, yag asitlerinin diizenlendigi, enerjiye
dontistiigii ya da glukogenezin gerceklestigi karaciger lizerine etkileri ve dolasimdaki
degisim seviyeleri hakkinda heniiz literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Calismamizda deneysel olarak olusturdugumuz MetS modelinde Mets
grubunda yag dokusunda, karaciger dokusunda ve dolasimda desnutrin/ATGL
ekspresyonlarinin anlamli olarak diisiik oldugunu gézlemledik. Gézlemledigimiz bu
bulgular daha once Jocken ve ark. (66) yaptigi caligmanin bulgulariyla paralellik
gostermektedir. Desnutrin/ATGL lipolitik kaskatta gérevli ii¢c enzimin en énemlisidir.
Cunkii desnutrin/ATGL TAG’daki ilk ester bagini hidrolize ugratmaktadir (115).
Enzim substrat bagintisin1 hatirlarsak, substratin optimal olarak {iriine ¢evrilebilmesi
icin yeterli miktarda enzimin bulunmasi sarttir. Calismamizda MetS olusturulurken
bol miktarda karbonhidrat (fruktoz) kullandik. Organizmada bulunan asiri
karbonhidrat hi¢ siliphesiz yag sentezine neden olacaktir. Dolayis1 ile artan yagin
organizmanin kilosunu dengede tutmasi i¢in yikilmasi yoniinde reaksiyon
gerceklesecektir. Yag yikim reaksiyonunda gorevli desnutrin/ATGL nin azalmasi ve
yetersiz oldugundan organizmada obezite ve metabolik sendrom gelistigini
disiinmekteyiz. Calismanin baslangi¢ safhalarinda ratlarimiz kilo alamamaktaydi.
Deneyin ilk haftalarinda hayvanlarin kilo alamamasiin temel sebebinin desnutrin
tireten tlim dokularin tam kapasite ile ¢alistig1 ve ratlarin viicudunda da bu yiizden yag
depolanmadigini diisiinmekteyiz. Yani desnutrin lireten dokular ihtiyaci karsilayamaz
duruma gelmektedir. Bu yiizden obezite ve MetS ortaya ¢ikmaktadir.

Hormona duyarli lipaz yoklugunda adipositlerdeki trigliserit lipaz
aktivitesinin %601 oraninda devam ettigi bildirilmistir (97). Yani hormona duyarl
lipaz, trigliseritleri hidrolize eden tek lipaz degildir (Sekil 5). Muhtemelen yag
yikimininda primer 6neme sahip olan desnutrin/ATGL basamagidir. Dolayisi ile bu
basamak yag yikiminin en 6nemli kontrol basamaklarindan biri oldugu goriilmektedir.
Bu basamakta ki yetersizlik yag yikimini sekteye ugratacaktir. Diger bir anlatimla yag
yikimindaki desnutrin/ATGL basamagindaki eksiklik; organizmanin insiilin direnci
sendromuna giden ilk biyokimyasal basamagini olusturdugunu diistinmekteyiz. Ciinkii

organizmada desnutrin/ATGL yetersizligine bagli olarak yag hacmi artmaktadir.
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Ancak kisa siireli yaglh diyetle beslenenlerde desnutrin/ATGL miktariin fizyolojik
sinirlarda tutulmasi viicutta yag birikimini engelledigini diisiinmekteyiz. Yag
hidrolizinin anahtar enzimi olan desnutrin/ATGL, metabolizmay1 olumlu yonde
etkileyerek dengeli bir kilo kontroliinii saglayabileceginden gelecekte obezite
tedavisinde hak ettigi yeri alacagi kanaatindeyiz.

Bu calismada desnutrin/ATGL’ye ek olarak fruktoz ile MetS olusturulmus
ratlarda chemerin diizeylerinin MetS’de nasil degistigi de arastirildi. Ciinkii
chemerin’in insiilin aracili glukoz regiilasyonu {izerinde etkilerinin oldugu ileri
stiriilmektedir (165). Bu sebepten dolay1 chemerin insulin direnci ve MetS ile iliskili
hastaliklarin risklerini azaltmada Onemli bir araci olabilecegini diisiinmekteyiz.
Abdominal viseral yag birikimi, kan basinci, lipit profili ve serum chemerin diizeyi
arasinda baglanti bulunmaktadir (166, 167). Ancak artmis chemerin diizeyleri obezite
ve obezite iliskili hastaliklarla iliskili oldugu (168, 169) bildirilmesine ragmen altta
yatan mekanizma tam aydinlatilamamistir. Biz bu calismada chemerin’in glukoz
homeostazisini saglayarak, insiilin miktarinin dengede tutulmasina aracilik ederek
viicutta enerji metabolizmasinin diizenlenmesine katkida bulundugunu diisiiniiyoruz.

Bu aciklamalardan sonra su bilimsel soru akla gelebilir. Madem chemerin
insiilin seviyelerinin ayarlanmasinda gérev yapmaktadir, 6yleyse bu deneyde ratlarda
nasil MetS olustu? Daha 6nce belirtigimiz desnutrin/ATGL basamagindaki aksamalari
bir kenara birakacak olursak, muhtemelen chemerine kars1 bir direng gelistigi ve bu
yiizden de chemerinin daha 6nce atif edilen gorevleri yerine getirememesi, yani
instilin miktarlarini fizyolojik sinirlara cekememesi sebebiyle organizmada yag yapimi
baglamis ve bu yiizden MetS gelismis olabilecegi kanaatindeyiz. Benzer durumu
desnutrin i¢inde soyleyebiliriz. Ciinkii yag yikimindan sorumlu desnutrin azalmis ve
yag depolanmasi artmus, dolayisi ile MetS gelismektedir.

Mevcut ¢alismamizin sonuclari; yag yikimindan sorumlu desnutrin enzim
basamaginda mi1 bir inhibisyon var, Yoksa miktarlari artsa bile insiilin miktarlarini
notralize edemeyen chemerin derisimlerin de mi bir sorun var, tam olarak ortaya
koyamamaktadir. Bu gelecekte 6nemli bir aragtirma konusu olarak geride kalmigtir.

Bu hayvan deneyinde g6zlenen artmis chemerin diizeyleri MetS’li insan
calismalarinin sonuglarini da teyit etmektedir (170). Mevcut ¢alisma ve daha 6nce

yapilan insan c¢aligmalart chemerinin MetS ile dogrudan baglantili oldugunu
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gostermektedir. Takahashi ve ark. (171) farelerde insiilin duyarliliginin chemerin
diizeyi ile arttigini bildirmislerdir. Daha 6nce yapilan bir bagka ¢calismada da bozulmus
glukoz toleransinin chemerin diizeylerine etki ettigi gozlemlenmistir (172). Yani
chemerin diizeyi ile glukoz diizeyi arasinda dogrudan bir baglanti bulunmaktadir.
Mevcut ¢aligmamizda da serum chemerin diizeyleri ile serum glukoz diizeyleri
arasinda korelasyon analizleri incelendiginde pozitif yondeki anlamli iliskinin aslinda
chemerinin kan glukoz diizeylerini diisiirmek i¢in arttigin1 fakat bu etkinin normal
sinirlar igerisine ¢gekmede yetersiz kaldig1 gostermektedir. Burada ki muhtemel sebep
ya inslilin direncinde oldugu gibi chemerinin etkilerine karsi bir direng gelismis
olabilecegi ya da chemerinin proinflamatuar etkisinin insiilin duyarliligini artirma
etkisini golgede biraktigini diistinmekteyiz.

Ayrica ¢alismamizda kullandigimiz ELISA testi chemerini prochemerinden
ayrramamaktadir. Bu yiizden de chemerin diizeyini prochemerinden ayiran testlerin
kullanilmasinin, chemerin ile MetS arasindaki iliskinin ortaya ¢ikarilmasinda daha
faydali olacagi kanaatindeyiz. Ayrica Desnutrin/ATGL’yi protein formunda degil de
enzimatik aktivitesinin 6l¢iilmesinin daha dogru olacagi kanaatindeyiz. Ancak heniiz
enzimatik aktiviteyi dlgen bir yontem bulunmamaktadir.

Gelecekte yag yikim metabolizmasinda gorevli enzimlerin tiimiiniin bir arada
calistimasinin ~ MetS’in  etyopatolojisinin ~ aydinlatilmasina katki  yapacagini
diisiinmekteyiz. Ayrica MetS’de bundan baska GLUT’lar ve lipolitik enzimler
arasindaki baglantinin olup olmadiginin arastirilmasinin da uygun olacagim
diistinmekteyiz.

Sonug olarak; ¢agimizda endiistrilesme ile birlikte karbonhidratlarin tiirevleri
ozellikle fruktoz gida sektdriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Enerjiden zengin
beslenme ve bu enerjinin kullanilamamasi sonucu bireylerde kilo alimi ve MetS
gelismekte ve tiim diinyada 6nemli morbidite/mortalite nedeni olarak olarak
karsimizda durmaktadir. Bu calismanin limitasyonlarina ragmen chemerin ve
desnutrin/ATGL’ nin fruktoz ile MetS olusturulmus ratlarda insiilin direnci iliskisini
ortaya koyan ilk caligmadir. Bu sonuglarin gelecekte MetS degerlendirmelerinde
prognostik rol oynayacagi diistiniilmektedir. Artmis chemerin ve azalmig desnutrin
seviyeleri MetS’in erken bir biyobelirteci ve diger MetS kriterlerine ek iki parametre

olarak kliniklerde yerlerini alacagini diistinmekteyiz.
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