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1.0ZET

Betatrophin (ANGPTLS8), karaciger ve adipoz dokuda {iretilen yeni
tanimlanmis bir hormon olup, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi tizerindeki etki
ve iligkisi heniiz agikliga kavusmamistir. Bu nedenle yapilan bu calismada
betatrophin hormonunun karbonhidrat ve lipit metabolizmasi lizerindeki etki ve
iliskisinin ilk defa metabolik yolaklardaki kilit enzimler kullanilarak incelenmesi
amagclanmustir.

Calismada 8 ve 22 haftalik C57BL6/J cinsi toplam 40 tane erkek fare
kullanilmistir. 8 ve 22 haftalik farelerden her grupta 10 tane denek olacak sekilde,
2 adet deney ve 2 adet kontrol grubu olusturulmustur. Deney gruplarina S961
inslilin reseptdér antagonisti ozmotik pompa ile subkutan olarak verilmistir.
Kontrol gruplarina ise ayni sekilde fosfat buffer salin verilmistir. Uygulama
sonunda tiim farelere glukoz ve insiilin tolerans testleri yapilmistir. Sekiz haftalik
deney grubunda insiilin direnci olugsmasina ragmen, 22 haftalik farelerde insiilin
direnci olusmadig: tespit edilmistir. Testler sonrasinda 8 haftalik farelerden kan ve
karaciger doku Ornekleri genel anestezi altinda alinmistir. Alinan kanlardan elde
edilen serumlar kullanilarak, enzime bagli immunosorbent analiz (ELISA) ve
spektrofotometre yontemleriyle serum betatrophin, aglik glukoz, tokluk glukoz,
insiilin, trigliserit, total kolesterol, HDL ve LDL kolesterol gibi biyokimyasal
parametreler degerlendirilmistir. Almnan dokular kullanilarak yapilan gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile; betatrophin, laktat
dehidrogenaz 5 (LDH5), sitrat sentaz ve asetil Koa karboksilaz 1 (ACC1)

enzimlerinin karacigerden ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.



Calisma sonucunda, 8 haftalik deney grubunda betatrophin ekspresyon,
serum betatrophin, acglik ve tokluk glukoz, insiilin, total kolesterol ve trigliserit
seviyelerinde istatistiksel olarak dnemli derecede artis goriilmiistiir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, sitrat sentaz ekspresyonunun deney grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir. Betatrophin hormonunun
ekspresyon ve serum seviyeleri ile serum trigliserit diizeyleri arasinda yiiksek
korelasyon tespit edilirken, betatrophin ekspresyon diizeyleri ile LDH5, ACC1 ve
sitrat sentaz ekspresyon diizeyleri arasinda bir korelasyon goriilmemistir.

Sonu¢  olarak;  betatrophin ~ hormon  seviyelerinin  trigliserit
metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilecegi belirlenmistir.
Betatrophin hormonunun karbonhidrat ve lipit metabolizmalarini, 6énemli Kkilit
enzimler olan ACC1, LDH5 ve sitrat sentaz enzimleri araciligiyla diizenlemedigi
sonucuna varilabilir. Ancak daha fazla ¢alismanin bu sonuglar1 desteklemesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica bu ¢alisma ile betatrophin hormon seviyelerinin
aerobik ve anaerobik solunum yolaklariyla olan iligkisi hakkinda bir 6nbilgi elde
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Betatrophin, Metabolizma, Karbonhidrat, Lipit.



2. ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF BETATROPHIN HORMONE
LEVELS ON CARBOHYDRATE AND LIPID METABOLISM IN MICE
WITH INDUCED INSULIN RESISTANCE

Betatrophin (ANGPTLS) is a recently identified hormone that is produced
in the liver and adipose tissue and its effects and association with carbohydrate
and lipid metabolisms are yet undefined. Therefore the aim of this study was to
investigate the effects and relationship of this hormone with carbohydrate and
lipid metabolisms by using key enzymes in the metabolic pathways for the first
time.

Forty C57BL6/J type male mice that were 8 and 22 weeks old were used in
the study. For each age group, 2 experimental and 2 healthy groups each including
10 test subjects were formed. In the experimental groups, S961 as an insulin
antagonist was administrated subcutaneously via osmotic pump while control
groups received phosphate buffered saline using the same technique. Insulin
tolerance tests were performed subsequently. Although insulin resistance was
detected in the 8 week old experimental group, no resistance was observed in the
22 week old group. Following the tests, blood and liver tissue samples were
collected in the 8 week old group under general anesthesia. Serum samples that
were obtained from collected blood were used for enzyme linked immonusorbent
assay (ELISA) and spectrophotometer tests to identify biochemical parameters
such as serum betatrophin, fasting blood glucose, postprandial blood glucose,

insulin, triglyceride, total cholesterol, HDL and LDL cholesterol. With the real

time polimeraze chain reaction (RT-PCR) that was performed using tissue


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/triglyceride

samples, hepatic expression levels of betatrophin, lactate dehydrogenase 5
(LDHb), citrate synthase and acetyl CoA carboxylase 1 (ACC1) were identified.

Statistically significant increases were observed in the betatrophin
expression, serum betatrophin, fasting and postprandial blood glucose, total
cholesterol and triglyceride levels in the 8 week old experimental group. When
compared to control group, citrate synthase levels were significantly lower in the
experimental group. High correlation was found between betatrophin hormone
expression and serum levels and serum triglyceride levels however there was no
statistically significant relationship between fasting blood glucose, postprandial
blood glucose, insulin, total cholesterol, HDL, LDL cholesterol. No correlations
were observed between betatrophin expression levels and LDH5, ACC1 and
citrate synthase enzyme expressions.

It was concluded that betatrophin hormone levels may have an important
role in the regulation of triglyceride metabolism. Also it may be inferred that
betatrophin hormone does not regulate carbohydrate and lipid metabolisms via
ACC1, LDHS5 and citrate synthase. However further studies are needed to support
this conclusion. Additionally, a foreknowledge was obtained regarding the
relationship between betatrophin hormone levels and aerobic and anaerobic
respiration pathways with this study.

Key Words: Betatrophin, Metabolism, Carbohydrate, Lipid.
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3. GIRIS

3.1. Betatrophin Hormonu

Beta hiicreleri; yetiskin insan ve ratlarda, embriyonik ve neonatal
asamalarda hizli bir artis gosterirken, bu dénemlerin ardindan son derece diisiik
bir oranda c¢ogalmaktadir (1-3). Bununla birlikte, pankreatik beta hiicreleri;
gebelik gibi fizyolojik durumlar ile yiiksek kan sekeri, insiilin direnci ve
pankreatik hasar gibi bazi kosullara cevaben replikasyon oranini artirmaktadirlar
(2-5). Ayrica gesitli hormon (glukagon benzeri peptid-1 gibi) ve faktorlerin (siklin
D2 ve g¢esitli transkripsiyon faktorleri gibi) beta hiicre profilerasyonunda etkili
oldugu belirtilmektedir (6-8). El Ouaamari ve arkadaslari ise transplantasyon ve in
vitro hiicre kiiltiirii tekniklerini kullanarak humoral 6zellik gosteren ve hiicre
otonom faktorii 6zelligi olmayan bir maddenin, karaciger insiilin reseptorii
inaktive (LIRKO) farelerde beta hiicresi ¢ogalmasini uyardigini géstermislerdir.
Ayrica, bir hepatosit tiirevi faktor ya da faktorlerin fare ve insan beta hiicre
¢ogalmasimi uyardigin1 yapilan deneylerde ortaya koymuslardir (9). Baska bir
caligmada ise hiicre dis1 diizenleyici kinaz (ERK)’in hepatik aktivasyon sinyalinin
pankreas beta hiicresi ¢ogalmasini sagladigi rapor edilmistir (10). Harvard
Universitesinden Yi ve arkadaslar1 ise insiilin reseptdr antagonisti S961
kullanarak insiilin direnci olusturduklar1 fare modelinde, metabolik regiilasyonda
rol alan (karaciger, yag dokusu ve iskelet kas1) dokularda yaptiklar1 mikroarray
analizleri sonucunda “Betatrophin” olarak adlandirdiklar1 bir geni ortaya
koymuslardir. Betatrophin ekspresyonunun S961°e cevaben en fazla karaciger ve

yag dokusunda arttigini, iskelet kasi ve pankreatik beta hiicrelerinde ise artis



olmadigimi gézlemlemislerdir. Ayrica betatrophinin insan plazmasinda da mevcut
oldugunu belirtmislerdir (5). Baz1 arastirmacilar Yi ve arkadaslarinin betatrophin
olarak adlandirdigi bu faktérii daha once farkli isimlerle tanimlamislardir. Bu
faktore lipasin, karaciger ve yagda beslenmeyle indiiklenen faktor (RIFL) ve
ANGPTLS8 (anjiyopoietin benzeri protein 8) gibi isimler vermislerdir (11-13).
Betatrophin hormonunun resmi sembolii insan igin C190ORF80 ve fare igin ise
Gm6484 olarak tanimlanmistir (14). Ren ve arkadaglar1 Gm6484°ii RIFL olarak
tanimlamiglardir ve RIFL null fareler kullanilarak RIFL’in en fazla adiposit
farklilasmasi sirasinda uyarildigini, lipit metabolizmasinin 6nemli bir yeni
diizenleyicisi oldugunu belirtmislerdir (12). Insiilin ve soguk ortamin ise adipoz
dokuda RIFL artisin1 sagladini, lipolizisi stimiile eden ajanlarin ise RIFL’in
azalmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Beslenme sonrasi ise karaciger ve
adipoz dokuda RIFL miktariminin artti@in1 rapor etmislerdir (12,15,16).
Quagliarini ve arkadaslar1 ise Gm6484°ti ANGPTLS olarak tanimlamiglardir ve
ANGPTLS’in lipoprotein lipaz (LPL) enzimini inhibe ettigini, plazma trigliserit
seviyesini diizenledigini ve bu nedenle beslenme sonrasi yag asitlerinin adipoz
dokuya trafiginde anahtar rol oynadigini rapor etmislerdir. Bununla beraber
ANGPTLS8’in anjiyopoietin-benzeri protein 3 (ANGPTL3) ile etkilesime girerek
ANGPTL3iin par¢alanmasini sagladigint ve ANGPTLS inhibisyonunun plazma
lipoprotein seviyelerini azaltmak icin yeni bir terapotik strateji saglayabilecegini
belirtmislerdir (11). ANGPTL3; ANGPTLS8 gibi anjiyopoietin benzeri protein
ailesinin  bir {yesi olup, LPL’yi geri donisiimlii inhibe ederek lipit
metabolizmasinda gorev almaktadir. N terminal bolgesi serum trigliserit

seviyesinin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. ANGPTL4’de benzer bir



yapiya sahiptir ve LPL’yi geri doniisiimsiiz inhibe ederek lipit metabolizmasinin

diizenlenmesinde yer almaktadir (17).

lipasin
lipasin

/~ VLDL

yag, kalp, kas R -G

Sekil 1. Trigliserit Metabolizmasinin Diizenlenmesinde Lipasin’in Rolii. Bu sekil

Zhang ve Abou-Samra tarafindan yayinlanmig olan orijinal makaleden alinmistir (18). Orijinal
makale kullanimina, dagitimma ve c¢ogaltilmasina izin veren Creative Commons Attribution

License (http://creativecommons. org/licenses/by/2.0) sartlar1 altindaki agik erisim bir makaledir.

Zhang ve arkadaslar1 da benzer sekilde karacigerden salgilanan ANGPTLS8
(Lipasin)‘in dolagim sistemine gegerek ANGPTL3 iizerinden LPL enzimini inhibe
edip, trigliserit metabolizmasini diizenledigini belirtmislerdir (13,18).

Dimer durumunda iken aktif olan LPL enzimi kapiler endotel hiicrelerinin
yizeyinde bulunan heparan siilfat proteoglikan (HSPG) ve glukozil
fosfotidilinositol bagli yiiksek dansiteli lipoprotein baglayict protein 1
(GPIHPBL1)’e baglanir. Baglanma sonrasi silomikron ve ¢ok diisiik yogunluklu
lipoprotein (VLDL)’nin yapisinda bulunan trigliseritleri hidroliz ederek, serbest

yag asitlerinin (FFA) agiga ¢ikmasini saglar. Ac¢iga ¢ikan FFA’lar kas, adipoz ve



kalp gibi periferik dokular tarafindan alinir. ANGPTL3 ve ANGPTL4’iin her ikisi
de LPL’nin dimer yapisin1 bozarak, LPL’yi inhibe edebilmektedir. Bu inhibisyon
icin ANGPTL3 ve ANGPTL4’lin fonksiyonel N terminallerinin ayristirilarak
serbest kalmasi gerekmektedir (Sekil 1). Lipasin biiyiik olasilikla ANGPTL3
ayrismasini dogrudan veya dolayli olarak gerceklestirip, LPL’yi inhibe etmektedir
(11,18).

Yapilan c¢alismalarda betatrophin hormonunun lipit ve karbonhidrat
metabolizmasimin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilecegi rapor edilmistir.
Bu nedenle betatrophinin, diyabet ve metabolik sendrom gibi hastaliklar igin
gelecekte hedeflenen olasi tedavilere yeni kapilar agarak, patofizyolojilerinin

aydinlatilmasina katkida bulunabilecegi belirtilmektedir (16,18,19).

3.2. Metabolizma

Metabolizma;  organizmadaki ~ kimyasal  bilesiklerin  birbirlerine
dontisiimlerini, belirli molekiiller tarafindan olusturulan yolaklar1 ve bu yolaklar
tizerinde metabolitlerin akisim1 diizenleyen mekanizmalar1t tanimlamak i¢in
kullanilan bir terimdir (20).

Metabolizma; anabolizma ve katabolizma reaksiyonlarindan meydana
gelmektedir. Katabolizma metabolizmanin yikim reaksiyonlarini olugturmaktadir.
Katabolik reaksiyonlarla karbonhidrat, yag ve protein gibi organik molekiiller
daha kiiciik molekiillii olan, karbondioksit, laktik asit vb. son iiriinlerine kadar
yikilmaktadir. Bu yikim reaksiyonlart sonucu enerji agiga ¢ikmaktadir (21,22).
Agiga ¢ikan enerjinin bir kismi1 adenozin trifosfat (ATP) seklinde korunurken bir

kismi; nikotinamid adenin diniikleotid (NADH), nikotinamid adenin diniikleotit



fosfat (NADPH) ve flavin adenine dinukleotid (FADH) gibi elektron tasiyicilarina
indirgenmekte geri kalan ise 1s1 olarak serbest kalmaktadir (23,24).

Anabolizma ise kii¢lik dnciil molekiillerden daha biiylik ve daha kompleks
molekiillerin sentezlendigi biyosentez reaksiyonlar1 olup, katabolik reaksiyonlarin
aksine anabolik reaksiyonlar i¢in enerji gerekmektedir. Gerekli enerji ATP’nin
fosforil grubunun transfer edilmesi ve NADH, NADPH ve FADH2in
indirgenmesiyle elde edilmektedir (21,23,24). Tim canlilar, hiicresel
fonksiyonlarii siirdiirlip, hayatta kalabilmek icin ATP’den saglanan siirekli bir
enerjiye ihtiya¢ duymaktadirlar. Canlilar i¢in gerekli olan enerji katabolik
reaksiyonlardan elde edilmektedir. Oncelikle diyetle alman karbonhidrat, protein
ve lipitler sindirime ugrayarak katabolik reaksiyonlarla monomerlerine
cevrilmektedirler. Bu monomerler daha sonra ortak metabolik {iriin olan asetil
koenzim A’ya (asetil KoA) donistiirtliip, trikarboksilik asit (TCA) siklusu,
elektron tasima sistemi ve oksidatif fosforilasyonla ATP elde edilmektedir

(10,20,22).

3.2.1. Karbonhidrat Metabolizmasi

Karbonhidratlar metabolizmada en merkezi rol oynayan organik
molekiillerdir. Bir¢ok organizma igin diyetteki kalorinin 6nemli bir kismini
olusturma, hiicre zarinin yapisina katilarak hiicreler arasi iletisime aracilik etme,
plazma membraninin dig yiizeyinde bulunan glikokaliksin yapisina katilma gibi
birgok islevleri bulunmaktadir (20,22,25). Biitiin bu islevlerinin yani sira &zellikle
katabolik reaksiyonlar araciligi ile hizli ATP elde edilmesinde kullanilmaktadirlar.
Karbonhidrat katabolizmasi, karbonhidratlarin sindirimi ile baslamaktadir ve

sindirim sonucu olusan monosakkaritlerin enterositler tarafindan absorbsiyonu bu



siireci takip etmektedir. Monosakkaritler, aerobik ve anaerobik solunum yollari
olan glikoliz, TCA dongiisii ve elektron tasima sistemi yoluyla hiicrelere ATP
saglamaktadirlar. Toklukta ise iskelet kas1 ve karaciger hiicreleri monosakaritleri
glikojen seklinde depo etmektedir (26,27). Ayrica karaciger ve yag dokusu
toklukta monosakkaritleri kullanarak yag asitlerini sentezlemektedirler (23).
Metabolizmada bir¢ok karbonhidrat ¢esidi bulunmaktadir. Bunlarin en
onemlilerinden biri glukozdur c¢iinkii memelilerin temel metabolik yakiti ve
fetusun ana enerji kaynagi olarak islev gormektedir (20). Bununla beraber iskelet
kas1 ve karacigerde depolanan glikojen, niikleik asitlerin yapisina katilan riboz ve
deoksiriboz, siit karbonhidrati olan laktozu olusturan galaktoz, glikolipidler,
proteinlerle birleserek glikoproteinler ve proteoglikanlari olusturan diger biitiin
karbonhidratlarin sentezi i¢in glukoz 6ncii molekiildiir. Bununla beraber glukoz ve
glukoz ara iiriinleri birgok metabolik siirecte rol almaktadirlar. Ornegin piruvat ve
TCA dongiisii ara triinleri amino asiterin sentezi i¢in karbon iskeleti saglarken,
asetil KoA yag asitleri ve kolesterol sentezinde 6nciil molekiildiir (20,28).
Hiicrelerin ana metabolik yakiti olan glukozdan enerji elde etmek igin
oksidatif ve oksidatif olmayan yolaklar kullanilmaktadir. Bu yolaklar baslica
sitozolde meydana gelen glikoliz ve pentoz fosfat yolu ile mitokondride meydana
gelen oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonu, TCA siklusu ve elektron tasima
sistemi (ETS) dir (10,26,29). Oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonu; glikoliz ile
TCA siklusu ve ETS arasinda baglayici bir reaksiyon olusturmaktadir (26).
Yukarida bahsedildigi gibi glukozun sitozolde pargalanmasi iki ana yolak

tizerinden olmaktadir. Bunlardan glikoliz sonucunda NADH ve adenozin trifosfat
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(ATP) iiretilmektedir. Pentoz fosfat yoluyla ise nikotinamid adenin dintikleotid

fosfat (NADPH) ve riboz 5-fosfat tiretilmektedir (29).

3.2.1.1. Glikoliz

Biitiin dokularda meydana gelen ve biitiin hiicrelerin sitoplazmalarinda
gerceklesen, glukozun enerji (ATP) ve diger metabolik yollarin ara iirlinlerini
saglamak i¢in yikildig1 yolaga glikoliz (glikolitik yol) denir (25). Glikoliz, oksijen
ve ETS nin varligina bagh olarak hem oksijen varliginda (aerobik) hem de oksijen
yoklugunda (anaerobik) gergeklesebilen essiz bir reaksiyondur (20). Glukozun
kullanim1 i¢in temel yolak olan glikoliz sonucunda glukoz, laktat ve piruvata
kadar parcalanmaktadir (22,27,28). Uretilen piruvatin akibeti ise hiicrelerin
ihtiyaclar1 ve kapasiteleri tarafindan belirlenmektedir. Ortam anaerobik veya
mitokondri yoksa piriivat laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi ile laktata gevrilir.
Ortam aerobik ise piriivat mitokondriye gegerek asetil KoA’ya donistiiriliip,
acrobik ortamda TCA dongiisiiyle tamamen okside edilmektedir (22,23). Yag
asitlerine ihtiya¢ varsa, iiretilen piriivat karaciger ve adipoz dokularinda yag
asitlerinin biyosentezi i¢in Oncii molekiil olarak kullanilmaktadir. Bunlarla
beraber glikoliz ile niikleotidlerin sentezinde kullanilan amino asitler ve riboz
fosfat gibi molekiillerin sentezi i¢in dncii molekiiller de saglanmaktadir (20,22).

Glikoliz; tim dokulardan farkli olarak noronal dokular ve mitokondrisi
olmayan eritrositlerin enerji elde etmek i¢in kullandiklari temel yolaktir (20,28).
Bu yolak baslica heksokinaz, fosfofruktokinaz ve piriivat kinaz enzimleri
tarafindan kontrol edilmekte olup, aerobik ve aneorobik glikoliz olmak {izere

baslica iki grupta incelenebilmektedir (20,25).
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3.2.1.1.1. Aerobik Glikoliz

Aerobik glikoliz, piruvatin TCA donglistiniin ana yakit1 olan asetil KoA’ya
oksidatif dekarboksilasyonu i¢in hazirlandigi asamadir. Mitokondrisi olan ve
yeterli miktarda oksijen bulunan hiicrelerde meydana gelir ve son iiriinii piriivattir.
ATP’nin dogrudan tiiketimi ve olusumu anaerobik glikolizde oldugu gibi her bir
glukoz molekiilii basina net iki ATP’dir. Ancak bir molekiil NADH’1n kullanildig
anaerobik glikolizden farkli olarak her bir glukoz molekiilii basina iki molekiil

NADH iiretilmektedir (22,23,25).

3.2.1.1.2. Anaerobik Glikoliz

Anaerobik glikoliz, oksijenin mutlak veya kismen olmadigi kosullarda
(6rnegin egzersiz sirasinda kaslarda) ve piruvatin daha sonraki oksidasyon
asamalar1 icin gerekli metabolik mekanizmanin bulunmadigi (mitokondrileri
olmayan eritrositler gibi) hiicrelerde meydana gelmektedir (20,28).

Anaerobik glikolizde, glukoz piruvata kadar pargalanir ve olusan piriivat
bir molekiil rediikte NADH molekiilii kullanilarak LDH tarafindan laktata gevrilir.
Laktat daha sonra tekrar glikoliz yolaginda kullanilmak iizere glukoneogenez ve
glukoz firetimi i¢in karacigere gonderilir (26). Anaerobik glikoliz sonucunda iki
molekiil laktata c¢evrilen her bir glukoz molekiilii i¢in iki ATP molekiilii elde
edilmektedir (25,30). Anaerobik glikoliz yapan hiicrelerden salinan laktat baslica
karaciger, kalp ve iskelet kasi gibi dokular tarafindan alinip, geri piruvata okside
edilmektedir. Karacigerde piruvat glukoz sentezi i¢in kullanilir ve sentezlenen
glukoz tekrar kana verilir. Periferik dokular ve karaciger arasindaki bu laktat ve

glukoz dongiisiine Cori dongiisti denmektedir.
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Bu dongii sonucunda periferik dokular tarafindan agiga ¢ikan laktat
karacigerde tekrar glukoza g¢evrilmis olur. Ornegin eritrositlerden ve egzersiz
sirasinda iskelet kaslarindan kana laktat salinmaktadir. Beyinde ise glial hiicreler
ve astrositler tarafindan tiretilen laktat ya noéronlar tarafindan kullanilir ya da kana
salinir. Biiyiik mitokondriyal igerige ve oksidatif kapasiteye sahip olan kalp i¢in
ise diger dokular tarafindan salinan laktat bir yakit olarak kullanilabilmektedir
(22,29). Beyin, bobrek medullasi, gastrointestinal sistem, retina ve deri gibi
dokular ¢cogunlukla enerjilerini glikolizden elde ettikleri icin laktat iiretimine yol
acmaktadirlar. Karaciger, bobrekler ve kalp ise hipoksik kosullarda genellikle
laktat1 okside ederek enerji iiretmek zorunda kalirlar (20). Laktat iiretimi agir
egzersiz, septik sok, karaciger hastaliklari, astim, kalp krizi ve birgok kanser
tirinde artmaktadir (20,29,31). Kanser ve diabetes mellitus gibi yaygin
hastaliklarin  degisiklige ugramis laktat metabolizmas: ile iligkili oldugu
belirtilmektedir (32-34).

Laktat metabolizmasi, metabolik yolaklar1 laktik asidozla sonuglanan
birgok durumu, iskelet kas1 fizyolojisini ve fiziksel egzersize karsi cevabr anlamak
icin olduk¢a Onemlidir. Ayrica hiicre zarlar1 boyunca laktat gegisini saglayan
monokarboksilat tasiyicilari ise immiin cevabin potansiyel diizenleyicileri ve
kanser tan1 ve tedavisi igin potansiyel hedefler olarak arastirilmaktadirlar

(29,35,36).

3.2.1.1.2.1. Laktat Dehidrogenaz Enzimi

LDH enzimi anaerobik glikolizin 6nemli bir kontrol noktasini
olusturmaktadir ve anaerobik glikolizin yiiriitiilmesi i¢in biiyliik 6neme sahiptir

(35,37). LDH’in baslica gorevi rediikte NADH molekiiliinii kofaktér olarak
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kullanip, piriivat1 laktata geri doniisiimlii olarak doniistiirmektir. Bu islemin
gergeklesmesi icin enzimde NAD® baglayici N-terminal bolgesi ve piruvati
baglayan C-terminal bolgesi olmak iizere iki baglayici bolge bulunmaktadir (20).
LDH farkli enzimatik aktivite ve bilesime sahip 5 izoenzimden olusmaktadir.
Tim LDH izozimleri dort polipeptit zincirinden (molekiil agirligi; 33.500) olusan
tetramerik bir yapiya sahiptirler. Her tip (her izoenzim) farkli oranlarda iki ¢esit
polipeptitten (alt tiniteden) olusmaktadir. Bunlar iskelet kasinda baskin olarak
bulunan A (M) ve kalp kasinda baskin olarak bulunan B (H) temel alt tiniteleridir.
Bu altiinitelerin farkli oranlarda birlesmesiyle A4 (LDHS5), A3B1 (LDH4), A2B2
(LDH3), A1B3 (LDH2), ve B4 (LDH1) olmak iizere bes izoenzimden
olusmaktadir (24,37-39). Bu izoenzimlerin bulunduklar1 dokular faklilik
gostermektedir. LDH1 ve LDH2 kalp ve eritrositlerde baskin olarak bulunurken,
LDH3 beyin ve bobreklerde, LDH4 ve LDHS ise karaciger ve iskelet kasinda
baskin olarak bulunmaktadir (24,33,38). Bu farkliliktan dolayr doku
yaralanmalarinda LDH izozimlerinin karakteristik ornekleri ortaya ¢ikmaktadir ve
bu durum klinik agidan &nemlidir. Ornegin kalp krizlerinde LDH1 biyolojik
marker olarak kullanilmaktadir (20).

Insiilin sekresyonu, glukoz metabolizmasi ve kanser patofizyolojisinde ise
LDHS5’in rol oynadigina dair Onemli c¢alismalar bulunmaktadir (40,41).
Karsinomatozis, akciger kanseri, graniilositik 16semi, akut 16semi, mesane
kanseri, bobrek nekrozu ve kas hastaliklar1 gibi bazi hastaliklarda serum LDHS5

seviyeleri artmaktadir (35,37,39).
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3.2.1.2. Pentoz Fosfat Yolu

Sitoplazmada gergeklesen pentoz fosfat yolu ile glukozdan NADPH ve
riboz 5-fosfat iiretilmektedir. Uretilen NADPH, yag asitlerinin ve steroidlerin
sentezi i¢in kullanilmaktadir. NADPH, hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasi
i¢in indirgenmis glutatyonun elde edilmesinde gerekli olan bir molekiildiir. Riboz
5-fosfat ise riboniikleik asit (RNA) ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi

niikleotidlerin sentezinde kullanilan bir pentozdur (23,29).

3.2.1.3. Oksidatif Dekarboksilasyon Reaksiyonu

Bu reaksiyon, piruvat dekarboksilasyonu olarak da isimlendirilmekte olup,
ozellikle kardiyak kasi gibi yiiksek oksidatif kapasiteli dokular i¢in olduk¢a dnem
tastyan, glikoliz ve Krebs dongiisii arasindaki baglayici bir reaksiyondur. Piruvat
dekarboksilasyonu piruvat dehidrogenaz kompleksi (PDC) tarafindan katalize
edilmektedir (25,26).

PDC’de piruvat dehidrogenaz, dihidrolipol transasetilaz ve dihidrolipol
dehidrogenaz olmak iizere baslica {i¢ enzim gérev almaktadir. Bu yolakta PDC
glikolizin son {irlini olan piruvati geri doniisiimsiiz olarak asetil KoA’ya
cevirmektedir. PDC piriivatin  karboksil grubunu bir molekiil CO2 olarak
cikartarak, geriye kalan iki karbonla asetii KoA’nin asetil grubunu
olusturmaktadir. Asetil KoA, yag asidi sentezi i¢in yap1 tasi ve TCA sikliisunun

temel yakitt oldugu i¢in 6nemli bir molekiildiir (20,24-26).

3.2.1.4. Trikarboksilik Asit Dongiisii

Bu dongii trikarboksilik asit dongiisti (TCA dongiisii) veya Krebs dongiisii

olarak da isimlendirilmektedir. TCA dongiisii i¢in gerekli olan enzimler
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mitokondri matriksinde bulundugundan dolay1 dongiiniin reaksiyonlar1 mitokondri
matriksinde ger¢eklesmektedir (28,42). Ayrica mitokondride yag asitlerinin ve
bazi amino asitlerin TCA dongiisiiniin ara {rinleri olan asetil KoA’ya,
oksaloasetata, siiksinil KoA ve alfa ketoglutarata oksidasyonu i¢in de enzimler
bulunmaktadir (24).

TCA dongiisii karbonhidratlar, proteinler ve yaglarin katabolizmalarinin
son ortak yolu olan aerobik bir reaksiyondur. Oksijen son elektron tutucusu olarak
gorev aldigi igin aerobik 6zellik tasimaktadir (25,27,42). Bu dongii piruvatin PDC
tarafindan oksidatif dekarboksilasyonundan, yag asitlerinin beta oksidasyonundan
ve belirli amino asitlerin oksidasyonundan elde edilen iki karbonlu asetil KoA
tizerinden yiriitilmektedir (20,42). Asetil KoA’nin karbondioksit ve suya kadar
okside edilmesiyle ATP aciga ¢ikmaktadir. Sitrat sentaz enzimi tarafindan asetil
KoA‘nmn asetil grubu ile dort karbonlu oksaloasetik asidin (OAA) birlesmesi
saglanarak alt1 karbonlu sitratin olusturulmasi TCA dongiisiiniin ilk reaksiyonunu
olusturmaktadir. Asama asama gerceklesen dehidrogenasyon ve iki molekiil
karbondioksitin kaybu ile sitrat tekrar OAA’a dontiserek ve asetil-KoA’dan bagka
bir asetil grubu alinarak dongii yeniden baslamaktadir (28,43). Bu dongiiniin sekiz
basamaginin dordii oksidasyon basamagidir. Oksidasyon sonucu agiga cikan
enerji ¢ok etkin bir sekilde indirgenmis koenzimler olan elektron tagiyict NADH
ve FADH: tarafindan gegici olarak tutulmaktadir. Bir sonraki basamak olan ETS
basamaklarinda ise NADH ve FADH?’ler tarafindan tutulan bu elektronlar
oksijene transfer edilecektir ve bu transfer sirasinda agiga ¢ikan elektron akisi
enerjisi ATP olarak tutulacaktir (24,27,44). Her bir TCA doéngiisiinde iki karbonlu

asetil grubunun iki CO2 molekiiliine oksidasyonu sonucu ti¢c NADH, bir FADH>

16



ve bir guanozin trifosfat (GTP) iretilmektedir. TCA dongiisii ve oksidatif
fosforilasyondan elde edilen net enerji miktar1 ise okside edilen her asetil grubu
icin yaklasik 10 (on) yiiksek enerjili fosfat bagi olarak belirtilmektedir. Bir
sonraki asama olan ETS’de NADH ve FADH: tekrar okside edilerek her NADH
molekiliinden 2.5 ATP, her FADH> molekiiliinden ise 1.5 ATP elde edilecektir.
Bircok reaksiyondan olusan bu dongii sitrat sentaz, izositrat ve o ketoglutarat
dehidrogenaz enzimleri tarafindan kontrol edilmektedir (22,25).

TCA dongiistinde asetil KoA’nin oksidasyonundan elde edilen enerjinin
NADH ve FADH; olarak saklanmasi hemen hemen tiim dokularda ATP iiretimi
icin gereklidir (22). TCA dongiisii enerji eldesinde merkezi rol oynasa da, bu rol
enerji tutumu ile sinirh degildir. Cilinkii TCA dongiisiinde katabolik ve anabolik
stirecler birlikte yer aldig1 i¢cin amfibolik 6zellik tagimaktadir. Amfibolik 6zelligi
sayesinde ise sadece karbonhidrat, yag asitleri ve amino asitlerden elde edilen iki
karbonlu metabolik iiriinlerin oksidasyonu igin islev goren bir yolak olmaktan
c¢ikmaktadir. TCA dongiisiinde bircok biyosentetik yolak i¢in 6ncii molekiiller
saglanmakta olup, amino asitlerin deaminasyon ve transaminasyonunundan
kaynaklanan metabolitlerin birbirine donilisiimii, a¢lik durumunda karacigerde
glikoneogenez, toklukta ise yag asidi sentezi ve transaminasyon ile amino asit
sentezi igin substratlar (dongii ara triinlerinden elde edilen karbon iskeletleri)
saglanmaktadir (20,24,42,45).

Ornegin oksaloasetat glukoneogenez yoluyla glukoza déniistiiriilmektedir.
Ayrica oksaloasetat ve alfa ketoglutarat, aspartat ve glutamat amino asitlerinin
onciill molekiilii olarak islev yapabilmektedirler. Aspartat ve glutamat ile,

oksaloasetat ve alfa ketoglutaratin karbonlar1 da daha sonra diger amino asitler ile
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piirin ve pirimidin niikleotidlerinin sentezi igin kullanilmaktadir. Suksinil-KoA
sitokromlardaki elektron tasiyicilarinin ve oksijen tasiyicilart olan hemoglobin ve
miyoglobindeki hem gruplarinin porfirin halkasinin sentezinde merkezi bir ara

molekiildiir (23,24,45).

3.2.1.4.1. Sitrat Sentaz Enzimi

Sitraz sentaz; TCA dongisiiniin ilk enzimi olup, dongiiniin birinci
reaksiyonu olan oksaloasetat ile asetil KoA'nin birlesmesini saglayarak sitrat
molekiiliinii olusturmaktadir (22,43,45). Bu reaksiyon asetil KoA’nin metil
karbonu ve oksaloasetatin karbonil karbonu arasinda karbon-karbon bagi
kurularak gerceklesmektedir (20,43). Homodimerik bir yapiya sahip olan sitrat
sentaz enziminin her bir alt birimi iki bolgeli tek polipeptitten olusmaktadir (24).

Bu bolgelerden biri biiylik ve sert, digeri ise daha kiiciik ve daha esnektir.
Bu bolgelerin arasinda ise aktif bolge bulunmaktadir. Oksaloasetat, enzime
baglanan ilk substrattir ve enzime baglandiginda enzimin esnek bolgesinde biiyiik
bir yapisal degisiklik olusturmaktadir. Bu yapisal degisiklikle ikinci substrat olan
asetil KoOA’nin baglanma bdlgesi olusturulmaktadir (24). Sitrat sentaz higbir
allosterik regiilatore sahip degildir. Enzimin hiz1 substrati oksaloasetatin
konsantrasyonu ve oksaloasetat ile yarisan iirlin inhibitdrii olan sitrat
konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir (22). Sitrat sentaz, enerji tretiminin
saglandigr metabolik yolaklardan biri olan TCA dongiislinde anahtar diizenleyici
enzimlerden biridir. Giinlimiizde deoksidatif ve solunum Kkapasitesinin
degerlendirilmesinde metabolik bir belirte¢ olarak siklikla kullanilmaktadir

(42,46).
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hakki McGraw-Hill Education’a ait olan bu sekil ilgili kurumun izni ile kullanilmistir (20).

3.2.1.5. Elektron Tasima Sistemi

ETS; elektronlarin NADH ve FADH2’den oksijene aktarilarak ATP’nin
tiretildigi bir dizi elektron tasiyicisindan olusan sistemdir (45). ETS’de ardisik
sekilde hareket eden bu elektron tasiyicilarinin ¢ogu bir veya iki elektron alan ya
da verebilen prostetik gruplardan olusmaktadir ve bir elektron ¢iftini sirayla
Ozellesmis bir dizi elektron tasiyicisina vermektedirler. Bu yolakta {i¢ ¢esit
elektron transferi meydana gelmektedir: Birincisi hidrojen atomu halinde
elektronlarin transferidir, ikincisi Fe*’iin Fe*ye indirgenmesinde oldugu gibi
elektronlarin dogrudan transferidir. Uciincii elektron aktarmm ise iki elektron
tastyan hidrid (:H ) iyonu seklindedir. Ozellikle ETS’de kullanilan indirgenmis
esdegeri indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonunda tek elektron transferini

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. ETS’de NAD ve flavoproteinlerin flavin adenin
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dintikleotit (FAD) ile flavin mononiikleotitin (FMN) yani sira hidrofobik kinon
(ubiquinone; koenzim Q ve sadece Q olarak da adlandirilir), sitokromlar ve demir-
siilfiir proteinleri de baslica elektron tasiyan molekiillerdir (24,25).

ETS, bircok molekiile gecirgen olmayan mitokondrinin i¢ zarinda
meydana gelmektedir. Ciinkii gerekli bilesenler ve ATP sentaz enzimi
mitokondrinin i¢ zarinda bulunmaktadir (24,47). ETS, mitokondrinin i¢ zarina
yerlesmis olan dort ayri protein kompleksinden olusmaktadir. Bunlar, farkli
elektron tasiyicilarindan olusan kompleks I, II, III ve IV’ tiir. Bu kompleksler
mitokondri i¢ membranina sabitlenmis olmalarina ragmen elektron
tastyicilarindan olan koenzim Q ve sitokrom c hareketlidirler. Kompleks | ve 11,
elektron vericileri NADH dehidrogenaz (kompleks I) ve siiksinat dehidrogenaz
(kompleks II)’dan ubikinona (koenzim Q) elektron transferini katalizlerken;
kompleks III, elektronlar1 indirgenmis ubikinondan sitokrom b-c1’e; kompleks
IV, elektronlar1 sitokrom-c’den oksijene aktararak zinciri tamamlamaktadir
(25,47,48). Daha oOnce anlatildigi gibi karbonhidrat, yag ve proteinlerin
oksidasyonu ile agiga ¢ikan enerji oksidatif fosforilasyonla yiiksek enerjili fosfat
baglarina (ATP) doniistiiriiliir. Oksidatif yolaklardan TCA dongiisiinden ve diger
yolaklardan saglanan enerji indirgenmis elektron tutucu koenzimler NADH ve
FADH; formunda korunmaktadir (20,44). ETS’de ise NADH ve FADH:
oksitlenerek elektronlar1 oksijene aktarilip, daha sonra elektron alan oksijen suya
dontistiriilmektedir. Oksijenin indirgenmesiyle elde edilen enerji ATP sentaz
tarafindan, adenozin difosfatin (ADP) ATP'ye fosforilasyonu i¢in kullanilmaktadir

(22,26).
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3.2.2. Lipit Metabolizmasi

Lipitler organik bilesiklerin heterojen bir grubu olup; enerji depolama
(trigliserit), 1s1 yalittimi (deri alt1 ve organlarin gevresini saran adipoz doku), hiicre
membran bilesenlerini olusturma (fosfolipitler ve kolesterol), hiicredeki sinyal
yolaklarinda yer alma, hormonlarin yapisina katilma ve metabolik yakit olarak
kullanilma gibi birgok énemli biyolojik islevi yiiriitmektedirler (23,49). Lipitlerin
biyolojik islevlerindeki bozukluklar diyabet, obezite, kalp hastaligi ve
inflamasyon gibi gesitli hastaliklarin patogenezinde etkilidir (50).

Lipitler hidrofobik 6zelliklerinden dolayr viicutta genellikle adipoz
hiicrelerinde trigliserit damlalar1 olarak veya amfipatik 6zelliklerinden dolayi
membran yapisina katilan lipitler olarak bulunurlar ya da lipoprotein olarak
kandan dokulara tasinmaktadirlar (25).

Suda ¢oziinmeyen lipitlerin kandan dokulara taginmasi suyla karisabilen
lipoproteinlerle saglanmaktadir. Lipoproteinler: 6zel tasiyict proteinler olan
apolipoproteinler ile trigliserit, fosfolipit, kolesterol ve kolesterol esterleri gibi
cesitli lipit tiirevlerinden olusan makromolekiiler komplekslerdir. Lipoproteinlerin
suya bakan dis kisimlarinda hidrofilik fosfolipit molekiilleri, apoliporoteinler ve
serbest kolesterol molekiilleri bulunurken, i¢ kisminda hidrofobik yapili
trigliseritler ile kolesterol esterleri bulunmaktadir. Lipoproteinlerin apolipoprotein
kisimlarinda dokulardaki hiicre yiizey reseptorlerine 6zgii tanima bdlgeleri
bulundugu i¢in dokulardaki lipoprotein reseptorleri ig¢in ligand gorevi
yapmaktadirlar. Ayrica lipoprotein metabolizmasinda goérev alan enzimlerin
koenzimi, inhibitérii veya aktivatori olarak islev gorebilirler (20,25,51).

Lipoproteinler; islevlerinin, yogunluklarinin, biiyiikliiklerinin, protein ve lipit
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igeriklerinin farkli olmasindan dolay1 baslica; silomikronlar, VLDL, ara dansiteli
lipoprotein (IDL), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) gibi farkli gruplara ayrilmaktadir (22,25,52). Karacigerde
sentezlenen ve trigliserit oran1 ¢ok yiiksek olup, en diisiik yogunluga sahip olan
VLDL,; endojen triagilgliserol ve kolesterolii karacigerden ekstrahepatik dokulara
tastyan lipoproteinlerdir (51). Diyetle alinan karbonhidrat molekiilleri karacigerde
trigliseritlere doniistiiriilerek VLDL icinde paketlenmektedirler.
Apolipoproteinlerden B100 ise karacigerde sentezlenip, VLDL membranina
integral olarak yerlestirilip lenfatik kanalla kana ge¢mektedir. Kana gegen
VLDL’ler damar endoteline heparan siilfat ile bagli olan LPL enzimiyle
pargalanirlar. LPL enzimi biiyiik oranda adiposit, kalp ve iskelet kas1 hiicreleri ile
makrofajlar tarafindan sentezlenen ekstraseliiler bir enzimdir.

Bu enzim VLDL ve silomikronlarin yapisinda yer alan apo C-II tarafindan
aktive edilerek trigliseritleri yag asitleri ve gliserole pargalamaktadir (20,22,53).
VLDL’nin yapisindaki trigliseritler yikilarak IDL haline getirilmektedirler.
IDL’lerin ¢ok az bir kismi HDL’den aldiklar1 apo E araciligiyla karaciger
tarafindan metabolize edilirken biiyiikk kismi dolasimda yoluna devam ederek,
karacigere gelmektedir ve karaciger kan dolasiminda LPL enziminin muadili olan
hepatik triagilgliserol lipaz enzimi tarafindan parcalanarak LDL’ye ¢evrilmektedir
(20,52). Sentezlenen LDL molekiilleri trigliserit igerikleri ¢ok az, kolesterol ve
kolesterol esterlerinden zengin lipoproteinlerdir. Birincil gorevi karacigerden
periferik dokulara kolesterol tasimaktir. Tasman kolesterol steroid yapili
bilesiklerin sentezi i¢in ve hiicre zarlarinin biitiinliigliniin saglanmasinda

kullanilmaktadir (25,50). Dokulardaki fazla kolesterol ise dokulardan karacigere
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HDL tarafindan tasinmaktadir. HDL ise karacigerde ve ince bagirsaktan
sentezlenen protein miktar1 ve yogunlugu yiiksek kiigtik bir lipoproteindir (24,51).

Diger bir lipoprotein ¢esiti olan silomikronlar ise en biiyiik boyutlu ve en
diisiik yogunluga sahip olan ve yapisinda yaklasik % 85 oraninda trigliserit
bulunan lipoprotein tiiriidiir (22). Diyetle alinan trigliseritlerin agizda baslayip,
mide ve ince bagirsak liimeninde devam eden sindirim islemleriyle
monomerlerine parcalanmalar1 gerekmektedir (23). Ince bagirsak liimenine
sekrete edilen safra sivisi, pankreatik enzimler ve ince bagirsagin kendisinden
salgilanan enzimler tarafindan trigliseritler serbest yag asitleri (FFA) ve 2-
monoagilgliserole ¢evrilmektedir. Bu sindirim {irinleri daha sonra bagirsak epitel
hiicreleri tarafindan emilip, endoplazmik retikulumlarda yeniden trigliserit sentezi
icin kullanilmaktadir. Sentezlenen trigliseritler suda ¢oziinmekdikleri igin
bagirsakta silomikronlar iginde paketlenmektedir (22,52,54). Silomikronlarda
diger lipoproteinler gibi fosfolipit, apolipoprotein, kolesterol, kolesterol esterleri
ve trigliseritlerden olugmaktadir. Silomikronlarin suya bakan dis kisimlarinda
fosfolipid molekiilleri ve B-48, C-lll, C-l1lI apoliporoteinleri bulunurken, ic¢
kisminda hidrofobik yapili trigliseritlerler ile kolesterol esterleri bulunmaktadir.
Bagirsak epitel hiicrelerinden salgilanan silomikronlar 6nce lenf sivisina ve daha
sonra kana gecerek kolesterol esterleri ve trigliseritlerin yag ve kas gibi dokulara
tasinmasini  saglamaktadir (25,51). Silomikronlarin yapisindaki trigliseritler
tagindiklart dokularin damar endoteline bagli LPL enzimi tarafindan
parcalanmaktadir ve trigliseritlerini kaybeden silomikronlar kolesterol bakimindan

zengin silomikron kalintilart haline gelmektedirler (52,53).
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Bu kalintilar karacigerdeki reseptorlerine baglanarak endositozla
karacigere alinip, bilesenlerine hidroliz edilmektedirler. Hidroliz sonucu a¢iga
cikan trigliseritler enerji amagh yikilirlar ya da keton cisimlerinin sentezinde
kullanilirken, diger ara {riinler yeni bilesiklerin sentezi igin tekrar
kullanilabilirler. Trigliseritlerin hidrolizi sonucu ise yag asitleri ve gliserol
olugsmaktadir (24,51). Gliserol karacigerde metabolize edilerek glycerol 3- fosfata
dontstiiriiliip, ¢esitli metabolik yolaklarda ara {iriin olarak kullanilmaktadir (25).
Yag asitleri ise kas, kalp ve karaciger dokusunda enerji i¢in kullanilirken, adipoz
doku yag asitlerini depo yaglar olan trigliserit sentezi i¢in kullanmaktadir (20).
Metabolizmada enerjiye ihtiyag duyuldugu zaman, epinefrin ve glukagon gibi
cesitli hormonlarin etkisiyle hormona duyarli lipaz enzimi aktiflestirilerek, adipoz
dokudaki depo trigliseritler parcalanmakta ve agiga ¢ikan yag asitleri iskelet kasi,
kalp ve renal kortekse tasinarak burada oksidasyon sonucu enerji iiretimi
saglanmaktadir (24). Ancak viicuda asir1 karbonhidrat alindigi zaman, okside

edilen yag asitleri karacigerde yeniden sentezlenmektedir (22).

3.2.2.1. Yag Asidi Sentezi

Plazma lipitlerinin metabolik agidan en aktifi olan yag asitleri viicutta
esterlesmemis halde serbest olarak yada lipoproteinler gibi daha kompleks
mollekiillerde yag asidi esterleri olarak bulunmaktadirlar (20,25). Metabolik
acidan biiylik 6neme sahip olan yag asitleri hiicresel yapilara katilmanin yan sira
diizenleyici molekiiller olarak islev gorerek hiicresel aktivitelerin biitiin
evrelerinde rol almaktadir (55). Hiicresel islevlerinden dolay1 yag asitleri gibi
cesitli lipitlerin sentezlenmesi organizmalar i¢in elzem bir durumdur (24).

Viicuttaki yag asitlerinin biiyilk kismi1 diyetle alinan besinler tarafindan
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saglanmaktadir (25). Ancak diyetle alinan asir1 karbonhidrat ve daha az
miktarlarda proteinler de asetil KoA‘ya donistiiriilerek yag asitlerinin de novo
sentezi i¢in kullanilmaktadir. Yag asitleri insanlarda baslica karaciger ve meme
bezlerinde olmak {izere bobrek, beyin, yag dokusu ve akciger gibi dokularda da
sentezlenmektedir (20,22,56). Yag asidi sentezi, asetil KoA karboksilaz (ACC)
kontrol enzimi araciligi ile yag asidi sentaz enzimlerinden olusan bir yag asidi
sentaz kompleksinde ger¢eklesmektedir (22). Yag asidi sentezi ACC enzimi
tarafindan anahtar onciil molekiil olan malonil-KoA’nin sentezlenmesi ve yag
asidi sentaz enzimi tarafindan iki karbonlu artiglarla yag asidi zincirinin uzatilmasi
olmak tizere baslica iki asamadan olusmaktadir (56).

Yag asidi biyosentezi i¢in baglica asetil KoA, ATP, indirgenmis NADPH,
HCO 3 (CO2’nin kaynag1), Mn? ve biyotin gerekmektedir.

Hiicrelerin sitoplazmasinda gergeklesen bu biyosentezde asetil KoA
birincil substrat iken serbest palmitat ise son iriindiir (20,45). Yag asidi sentezi
icin gerekli asetil KoA’lar, glukozun indirgenmesiyle olusan piriivatin
mitokondride oksidasyonundan, keton cisimlerinin, amino asitlerin ve yag
asitlerinin yikimindan elde edilmektedir (25). Yag asidi sentezi ile ilgili enzimler
sitoplazmada bulunmaktadir ve mitokondride olusan asetil KoA’nin yag asidi
sentezine katilabilmesi igin sitozole ge¢cmesi gerekmektedir. Ancak asetil KoA
mitokondriyal i¢ membrani gecemez ve bir mekik mekanizmasiyla dolayli olarak
gecer. Bunun i¢in asetil KoA, oksaloasetat ile reaksiyona girerek sitrati olusturur
ve daha sonra sitrat mitokondriden sitoplazmaya geger. Sitozole gegen sitrat, yag
asidi sentezi igin tekrar asetil KoA ve oksaloasetata pargalanmaktadir (24,25,45).

Sitoplazmadaki yag asidi sentezinin ilk basamagi, asetil KoA’nin bikarbonat ya da
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CO2’den gelen karbon ve ATP kullanilarak ACC enzimiyle irreversibl olarak
malonil KoA’ya doniistiiriilmesidir. Asetil KoA’nin koenzimi biyotin ve Mn’dir
(20). ACC; biyotin tasiyici protein bolgesi, biyotin karboksilaz bolgesi ve
transkarboksilaz bolgesi olmak {izere ii¢ fonksiyonel bolgeye ve birde diizenleyici
allosterik bolgeye sahiptir. Enzim reaksiyonu ise iki asamada gerceklesmektedir.
Birinci asamada biyotin karboksilaz bolgesi; ATP bagimli bir reaksiyonla biyotin
halkasi i¢indeki bir azotu CO2’ye baglayarak CO’yi aktive eder, ikinci agamada
ise transkarboksilaz bolgesi; biyotindeki aktive olmus CO2’yi asetil KoA'ya
aktararak malonil-KoA’nin sentezini saglamaktadir (20,24).

Sentezlenen malonil KoA, yag asitlerinin betaoksidasyon denen bir
metabolik yolda yikilmak iizere mitokondriye girisinden sorumlu enzim olan
karnitin agiltransferaz I’i inhibe eder. Boylece yag asitlerinin beta oksidasyonu
engellenmis olur ve bu nedenle yag asit sentezi malonil-KoA olusum asamasinda
diizenlenebilmektedir (24,25). Yag asidi sentezinin diizenlenmesinde énemli rolii
olan malonil KoA’nin sitoplazmada tiretiminden sonra yag asitlerinin sentezi yag
asidi sentaz olarak adlandirilan 6zel bir multienzim kompleksinde ilerlemektedir
(22,23,45). Bu enzim kompleksindeki en 6nemli enzimlerden biri olan yag asidi
sentaz, ¢ok fonksiyonlu dimerik bir enzimdir ve her bir monomeri yedi farkl
enzimatik aktiviteye sahip multikatalitik bir polipeptidir (25,56). Yag asidi sentaz
kompleksindeki bu enzimler yardimiyla, malonil-KoA’dan elde edilen iki
karbonlu birimler uzayan yag acil zincirine eklenmektedir. Bu ekleme ve
indirgeme basamaklar1 palmitat {iretilene kadar devam etmektedir. Palmitat 16
karbon atomunda olusan bir yag asidi zinciridir ve palmitatin yag asidi zinciri

uzatilip, desature edilerek ¢esitli yag asitleri iiretilmektedir. Karacigerde palmitat
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ve diger yeni sentezlenen yag asitleri trigliseritlere ¢evrilerek VLDL ig¢inde

paketlenmektedir (22,56).

3.2.2.1.1. Asetil KoA Karboksilaz Enzimi

ACC; yag asidi sentezini saglayan hiz sinirlayici enzimdir. Yag asidi
sentezinin ilk basamagini olusturan, asetil KoA’dan malonil KoA sentezini ACC
gerceklestirmektedir. Malonil KoA ise uzun zincirli yag asitlerinin sentezi igin iki
karbonlu birimleri saglamaktadir (23,45,57).

Insanlar dahil olmak {izere hayvanlarda ACC enziminin farkli genler
tarafindan kodlanan, farkli doku ve hiicrelerde dagilim gosteren ACC1 veya alfa
(Molekiil agirligi: 265,000) ve ACC2 veya beta (Molekiil agirligi: 280,000) olmak
tizere iki biiylik izoformu vardir (58,59).

Bu izoformlar yapisal ve islevsel agidan farklilhik gostermektedirler. On
yedinci kromozomda yer alan ACC1 uzun zincirli yag asitlerinin sentezinde hiz
sinirlayict enzim olarak gorev yaparken, 12. kromozomda yer alan ACC2
mitokondriyal yag asidi oksidasyonunu kontrol etmektedir. Ancak ACC2
izoformunun katatlitik bolgesi 150 amino asitlik fazladan ek bir peptid disinda
ACCI1 ile aynmidir (55). Bununla beraber sitozolde yerlesim gosteren ACC1 enzimi
en fazla beyaz adipoz doku ve meme bezleri gibi lipogenik dokularda bulunurken,
mitokondriyal membrana yerlesik bulunan ve ACC1’den farkli olarak hidrofobik
N-terminal peptidine sahip olan ACC2 ise kalp ve iskelet kas1 gibi oksidatif
dokularda bulunmaktadir. Karacigerde ise hem yag asidi sentezi hem de yag
oksidasyonunun her ikisi de gerceklestigi icin ACC enziminin iki izoformu da

sentezlenmektedir (57-59).
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ACC enziminin aktivitesi, sentezinin uyarilmasi veya baskilanmasi,
fosforilasyon ve allosterik modifikasyon gibi faktorlerle diizenlenmektedir (22).
ACC enziminin  defosforilasyonu  aktivasyonuna,  fosforilasyonu ise
deaktivasyonuna yol agmaktadir. Insiilin; ACC enzimini aktive ederken, glukagon
ve epinefrin enzimin fosforilasyonunu saglayarak inhibe etmektedir (20,24,56).
Sitrat allosterik olarak ACC’ yi aktive ederken, palmitatin irettigi palmitol KoA

ve uzun zincirli yag agil koenzim A ise inhibe etmektedir (22,59).

3.3. insiilin Hormon Biyosentezi, Salgilanmasi ve Glukoz Tasiyicilar

3.3.1. Insiilin Hormon Biyosentezi

Insiilin hormonu, pankreasin Langerhans adaciklarinin beta hiicreleri
tarafindan sentezlenmektedir. Bu hormon 1922 yilinda ilk defa arastirmacilar
Frederick Banting ve Charles Best tarafindan izole edilmis olup, biyokimya
alaninda en ¢ok calisilan molekiillerden biri haline gelmistir (54,60). Insiilin; 51
amino asitten olusan, 5.8 kilodalton molekiil agirligina sahip bir polipeptiddir. Bu
polipeptid alfa (a) ve beta (B) olarak adlandirilan birbirine distilfit baglariyla bagl
iki aminoasit zincirinden olusmaktadir (60,61).

Insiilin hormonu, baslangigta amino (N) terminalinde bir sinyal dizisi
bulunan inaktif tek zincirli preproinsiilin olarak beta hiicrelerinin ribozomlarinda
sentezlenip (24), daha sonra graniillii endoplazmik retikuluma tasinmaktadir.
Preprohormonun N-terminal ucunda kisa hidrofobik bir sinyal dizisi olan pre
dizisi graniillii endoplazmik retikulum liimenine girerken parcalanarak proinsiilin
olusmaktadir. Proinsiilin endoplazmik retikulum limeninde uygun sekilde

katlanip, sistein bolgeleri arasinda disiilffid baglarn  olustuktan sonra
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mikrovezikiillerin i¢inde golgi kompleksine tasinmaktadir. Golgi kompleksindeki
depo vezikiillerinde bulunan bir proteaz ise biyolojik olarak inaktif olan
proinsiilinin ~ C-peptidini  ayirarak biyolojik olarak aktif olan insiilini
olusturmaktadir (22). Insiilin, golgi aygitinin depo vezikiillerine tasman ¢inko
iyonlar ile birlikte depo edilmektedir. Insiilinden C-peptidin ayrilmas1 insiilinin
¢Oziiniirliiglinli azaltarak vezikiillere taginan ¢inko iyonlari ile birlikte ¢okelmesini
ve cinko kristalleri seklinde salgilanmasini saglamaktadir. Ayrica ¢inko iyonlari
insiilinin sentezi, depolanmasi ve salgilanmasinda gorev almaktadir (22,62).

Depo vezikiillerindeki insiilinin beta hiicre sitozoliinden kana ekzositozu
kan glukoz seviyesinin yiikselmesiyle uyarilmaktadir (22). Ekzositozla
serbestlenen insiilin kan dolasimina ulasmak icin beta hiicresi ve komsu kapillerin
bazal zarlar ile kapiller endoteline gegmektedir (63).

Insiilin sekresyonu temel olarak glukoz tarafindan diizenlenmekle birlikte
aminoasitler,  ketonlar, ¢esitli  besinler, gastrointestinal  peptitler ve
norotransmiterler de insiilin sekresyonunu etkilemektedir (61,64). 70 mg/dI
tizerindeki glukoz seviyeleri insiilin sentezini protein translasyonunu vb. siiregleri

indiikleyerek uyarmaktadir (64).

3.3.2. Insiilin Salgi Mekanizmasi

Beta hiicre membranlarinda potasyum (K*) ve kalsiyum (Ca*?) iyonlarinin
gecisini  saglayan iyon kanallar1 bulunmaktadir. Bu hiicrelerden insiilin
salgilanmasi elektriksel aktivite ve hiicre igine kalsiyum Ca* 2 girisine baghdur.
Beta hiicrelerine glukozun alinip, yikilmasi sonucu ATP elde edilmesiyle bu
hiicrelerde elektriksel aktivite baglamaktadir (65). Glukoz, beta hiicrelerine glukoz

tastyici protein 2 (GLUT-2) aracilifiyla kolaylastirilmis difiizyonla alinmaktadir
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ve GLUT-2 cogunlukla beta hiicreleri arasindaki kanalciklarin mikroviluslarinda
bulunmaktadir (66). Beta hiicrelerine alinan glukoz oncelikle sitoplazmada
glukokinaz enzimi tarafindan fosforile edilir. Glukozun fosforilasyonu
adaciklardaki glukoz kullaniminin ilk ve sinirlayici basamagimi olusturmaktadir.
Daha sonra fosforile edilen glukoz sitoplazmada glikoliz sonucu piruvata
parcalanir. Olusan piruvat mitokondriye girerek, burada oksidatif fosforilasyona
ugramaktadir. Pirlivatin oksidatif fosforilasyonu; hiicre i¢i ATP miktari,
ATP/ADP oranm1 ve NADH-NADPH konsantrasyonunda hizli bir atisa yol
agmaktadir. Oksidatif fosforilasyon sonucu olugsan ATP sitoplazmaya gecerek
ATP’ye duyarli K* kanalmi kapatmaktadir. K* kanalinin kapatilmasi beta
hiicresinden K* ¢ikisini baskilayarak hiicrenin depolarize olmasini saglamaktadir.
Depolarizasyon sonucunda voltaja duyarli Ca*? kanalh agilmakta ve hiicre ici Ca*?
konsantrasyonu hizla artmaktadir. Artan Ca*? konsantrasyonu ise insiilin igeren
salg1 graniillerinin hareketi i¢in gerekli olan mekanizmay1 aktiflestirmektedir.
Insiilin salg1 graniiliine bagli bulunan bir monomerik G protein bazal plazma
membran proteinleriyle etkilesir. Bu etkilesim salgi graniiliiniin membranla
birlesmesini ve ekzositozla insiilinin salinmasmi saglamaktadir. Insiilin
sekresyonu baslica glukoz tarafindan diizenlenmektedir. Glukoz miktarinin diisiik
oldugu kosullarda ATP’ye duyarli K* kanallar1 agiktir ve disar1 K* ¢ikisina izin

verilerek hiicrenin depolarize olmasi baskilanmaktadir (63,65,66).

3.3.3. Insiilin Aktivasyonu

Bir¢ok dokuda farkli tiirde glukoz tasiyicilart (GLUT) bulunmaktadir. Kas
ve adipoz dokularinda glukoz tasiyicist olarak en fazla insiilin ile uyarilan GLUT-

4 bulunmaktadir (67). Insiiline duyarli hiicrelerin sitoplazmasinda vezikiiller
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icinde GLUT-4 depo edilmektedir. GLUT-4 deposu bulunan hiicrelerin insiilin
reseptorlerinin aktivasyonu fosfatidilinositol 3 kinaz (PI(3) K) aktivasyonuna yol
acmaktadir. Bu aktivasyon GLUT-4 igeren vezikiillerin hizla hiicre zarina hareket
ederek membranla kaynasmasini saglamaktadir. Membrana taginan GLUT-4’ler
daha sonra hiicre i¢ine glukoz aliminda islev gormektedir (63).

Insulin reseptoriiniin a alt birimleri hiicre membraninin disinda yerlesik
bulunur ve bu alt birime insiilin baglanir. 8 alt birimleri ise hiicre zari boyunca
uzanmaktadir. f alt birimlerinin hiicre i¢inde kalan boliimlerinin tirozin kinaz
aktivitesi vardir. Alfa alt birimine insiilin baglanmasi konformasyonel bir
degisiklige yol acarak B alt birimlerinin tirozin kinaz aktivitesini tetikler ve tirozin
bolgeleri tlizerinden [ alt birimlerinin otofosforilasyonu saglar (63,68).
Otofosforilasyon tirozin kinaz aktivitesini olusturur ve tirozin kinaz insiilinin
reseptor substratlart (IRS) 1,2,3 ve 4’1, Src homolog 2 (SH2) iceren sitoplazmik
adaptor protein izoformlarni, Sinyal diizenleyici protein (SIRP) ailesinin
tiyelerini, Grb2 baglayicit protein 1 (Gab-1), Casitas Blineage Lenfoma (Cbl)
geniyle iligkili proteini ve pleckstrin homoloji ve Src homoloji 2 bélgelerine sahip
etki adaptor proteini (APS) fosforile eder (68). Proteinlerin fosforilasyonu sinyal
molekiillerinin SH2 bélgeleri i¢in tanima alanlar1 olusturarak, fosforile olmus
proteinlerin sinyal molekiilleriyle SH2 bolgeleri araciligiyla etkilesime girmelerini
saglamaktadir. Bu etkilesim ile glukoz metabolizmasinin aktive ve deaktive edici
hedef enzimleri olan serin ve treonin fosforilasyon kaskad: baslamaktadir. Bu
kaskad; GLUT-4 vb. glukoz tasiyicilarii igeren vezikiillerin hiicre zarina
kaynasmasini saglayan PI(3) K’nin aktivasyonu ile baslayip, fosfatidilinositol 3,5-

bifosfat (PtdIins (3,5) P2), P3-bagli protein kinazlarin, Ras ve MAP kinaz
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kaskadinin, Cbl/CAP (Cbl-iliskili protein) ve TC10’nun aktivasyonuyla
sonug¢lanmaktadir (63,68,69). Bu yolaklar enzim aktivasyonu ve inaktivasyonunu,
vezikiil trafigini, gen ekspresyonunu ve protein sentezini diizenlenleyerek;

glukoz, lipit ve protein metabolizmasini organize etmektedirler (69).

3.3.4. Glukoz Tasiyicilan

Glukoz hidrofilik bir bilesiktir. Bu nedenle hiicre membranlarinin ¢ift lipit
tabakasindan basit difiizyonla gegemez ve glukozun hiicre membranindan sitozole
gecmesi igin Ozel tasiyict proteinler gerekmektedir. Glukoz hiicre igine heksoz
tagtyicilarinin iki grubu aracili@i ile taginir. Bunlar; sodyum-bagimli glukoz
tastyic1 (simportlar1), SGLT ailesi ve GLUT ailesidir. insanlarda toplam 12 SGLT
tiyesi bulunmaktadir. SGLT’ler, Na* kotransportu yolu ile seker, iyodiir, kisa
zincirli yag asitleri ve kolin tagimaktadirlar (70). SGLT tasiyicilar; 580 — 718
amino asitten olusan, 14 transmembran bolgeye (hidrofobik N ve C terminalleri
membranin hiicre disinda bulunan) sahip sarmal proteinlerdir (70,71). Bu
tastyicilar glukozu ve galaktozu farkli afinitelerde sekonder aktif tasima
mekanizmasiyla tasimaktadirlar. SGLT tasiyicilar;; Na*-K* ATPaz pompasi
tarafindan saglanan Na* elektrokimyasal gradiyentini kullanarak, hiicre igindeki
glukoz konsantrasyon gradiyentine karsi glukozu hiicre igine tagimaktadirlar.
Glukoz tasinmasinin bu formu ince bagirsagi déseyen liimenal membran hiicreleri
boyunca, bobrek proksimal tiibiillerinde ve kalpte ger¢eklesmektedir (67,71).

Kolaylastirllmis  glukoz  tasiyicilart  (GLUT’lar) ise, glukozun
konsantrasyon (diflizyon) gradiyentini kullanarak enerji harcamadan glukozu
hidrofobik hiicre zarindan tasimaktadirlar (67,70). GLUT lar 500’den fazla amino

asitten olusan proteinlerdir. Alfa heliks ve tek bir N- bagl oligosakkaritten olusan
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12 transmembran bolgeye sahip olduklar1 belirtilmektedir. Memelilerde on dort
GLUT iiyesi (GLUT1-GLUT12, GLUT14 ve H*/miyo-inositol tasiyicisi; HMIT)
belirlenmistir. Glukoz tasiyici proteinlerin her biri glukoz ve fruktoz gibi diger
heksozlar i¢in farkli afinitelere sahiptirler (70).

GLUT ailesinin 14 iiyesi ise dizi benzerlikleri ve karakteristik unsurlara
gore 3 alt sinifa ayrilmaktadir. Birinci alt sinift GLUT-1, 2, 3, 4 ve yakin zamanda
tanimlanmis olan GLUT-14 olusturmakta; ikinci alt smifi GLUT-5, 7, 9, 11,
ticlinci alt simifi GLUT-6, 8, 10, 12 ve HMIT olusturmaktadir (71).

Simif 1 iiyesi olan GLUT-1; adipoz, kas ve karaciger dokularindan
eksprese olmakla beraber, esas olarak eritrosit ve beyin endotelyal hiicrelerinde
(kan - beyin bariyeri de dahil) en yiiksek ekspresyon seviyelerine sahiptir ve
hiicrelerin temel enerji kaynagi olan glukozun tasinmasini saglamaktadir. GLUT-
1, glukoz disinda galaktoz ve mannozu da tasimaktadir (72). GLUT-2 disiik
afiniteli bir glukoz tasiyicisi olup; pankreasin beta hiicrelerinde, karaciger, bobrek
ve ince bagirsakta en fazla eksprese olmaktadir. GLUT-2 glukozun yani sira
fruktoz ve glukozamini de tasiyabilmektedir. GLUT-2, beta hiicrelerinde glukoz
algilama mekanizmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (67,71).

GLUT-3 diger GLUT-1 smifina ait iiyelere gore glukoza daha yiiksek
afinite gostermektedir (72). Ozellikle beyin gibi glukoz gereksinimi yiiksek
dokularda, testislerde ve ¢ok yliksek miktarda beyaz kan hiicrelerinden eksprese
olmaktadir (67,72).

GLUT-4 ise ilk defa rat adipositlerinde tespit edilmistir ve glukoza yiiksek
afinite gosteren bir tasiyicidir. Adipoz doku, iskelet kas1 ve kardiyomiyositler gibi

insiiline duyarli dokularda belirgin olarak eksprese edildigi i¢in insiiline duyarli
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glukoz tasiyicisi denilmektedir. GLUT-4 yemek sonrasi yiikselen plazma glukoz
seviyesinin diisiiriilmesinden sorumludur. Insiilin artisi GLUT-4 igeren
vezikiillerin hiicre i¢i depolardan plazma zarina translokasyonunu saglayarak
hiicre igine glukoz tasinmasinda yaklasik 10-20 Kkathk bir artis saglamaktadir
(67,72). GLUT-4’tin insiilin aracih olan bu plazma membranina
translokasyonundaki herhangi bir hasar periferal insiilin direnci olarak bilinen
duruma yol agmaktadir. Bu nedenle GLUT-4 tiim viicudun glukoz dengesinin
diizenlenmesinde 6nemli rol almaktadir (72).

Smif 2 ailesi kolaylagtirilmis glukoz tasiyicilari ise fruktoza affinitesi
yiiksek olan tastyicilardan olusmaktadir. Ozellikle GLUT-5 glukoza affinite
gostermeyip, sadece fruktoza karsi yiiksek affiniteye sahiptir (71). Sinif 1 ve sinif
2 ailelerinin aksine sinif 3 ailesinin biitiin iliyelerinde ise dokuzuncu halkada

tizerinde bir glikolizasyon bolgesi bulunmaktadir (67).

3.4. insiilinin Metabolik Etkileri

Insiilinin fizyolojik etkileri kapsamli ve karmasiktir. Bu etkiler hizl, orta
ve gecikmis etkiler olarak simiflandirilabilir. Kan glukozunu insiilin hormonu
diizenlemektedir. Bu nedenle insiilinin en iyi bilinen etkisi hipoglisemik etkisi
olmasina ragmen elektrolit tasinmasi, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi

ile bir¢ok enzim ve biiyiime iizerinde ek etkileri bulunmaktadir (61,63).

3.4.1. insiilinin Karbonhidrat Metabolizmas1 Uzerindeki Etkileri

Insiilin; kas, yag ve karaciger dokular1 basta olmak iizere, viicudun hemen

hemen biitiin dokular1 tarafindan glukozun hizli alimini, depolanmasini ve
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kullanilmasin1 ~ saglamaktadir (54). Insiilinin karbonhidrat metabolizmasi
tizerindeki baslica etkileri sunlardir:

e Glukoz almm artinr: Insiilin, glukozun hiicre dist sividan basta
karaciger, kas ve adipoz dokusu olmak {izere viicudun biitiin dokularina
alimin1 artirmaktadir (28,61). Ciinkii insiilin glukozun kandan hiicrelere
taginmasint  hiicre membranlarinin  glukoza gecirgenligini arttirarak
kolaylastirmaktadir. Ancak beyin (hipotalamus harig), bobrek tiibiilleri,
bagirsagin mukoza membrani ve eritrositler gibi bazi dokularda glukoz
alimi igin insiilin gerekli degildir (61,73). Insiilin adipoz doku ve
ekstrahepatik dokularda glukoz tasiyicilarinin golgi sisternalarindaki hiicre
ici havuzlarindan plazma membranina translokasyonunu uyarir. Bu
tastyicilar plazma membran1 boyunca D-glukoz ve D-galaktozun
tasinmasin1 saglarlar. Ayrica hepatositlerde, insiilin glukozun hepatik
alimini artirir. Insiilinin glukoz fosforilasyonuna neden olan glukokinaz
enziminin sentezini uyarmasi hepatik glukoz alimini artirmasina es
zamanlt olarak glukozun hiicre i¢i konsantrasyonunu azaltmaktadir
(28,66).

e Glikolizi artirir: Insiilin yag dokusu ve kaslarda enerji eldesi igin glukoz
kullanimmi artirir.  Ozellikle bu dokularda anahtar enzimler olan 6-
fosfofruktokinaz, hekzokinaz ve piriivat kinazin sentezlerini artirdig1 i¢in
glikolizi de artirmaktadir (73,74).

e Piruvatin asetil-KoA’ya déniisiimiinii artirir: Insiilin  PDC’nin
defosforilasyonunu saglayarak piriivatin asetil KoA’ya aerobik oksidatif

dekarboksilasyonunu artirir (28).
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Glikojen sentezini (Glikojenezisi) uyarir: Insiilin glikojen sentezini
karaciger ve kaslarda anahtar ve hiz simrlayict enzim olan glikojen
sentazin defosforilasyonunu artirip, enzimi aktiflestirerek gostermektedir.
Insiilin, glikojen sentazin defosforilasyona neden olan protein fosfataz-
lenzimini dogrudan uyararak enzimi aktif formuna donistiirmektedir
(22,28). Boylece karaciger, kas ve yag dokusunda glikojen sentezi
artirilmaktadir (28,74).

Glukoneogenezi azaltir: Insiilin hiz smirlayici anahtar enzim PEP-
karboksikinaz (PEPCK)’1 sentezleyen genin transkripsiyonunu azaltarak,
glukoneogenez igin diger bir anahtar enzim olan fruktoz-1, 6-bi-fosfatazi
allosterik sekilde inhibe ederek, fruktoz-2, 6-bi-fosfataz1 defosforile edip
inaktif formuna g¢evirerek karacigerde glukoz sentezini baskilamaktadir
(28,73).

Glikojen yikimmm (Glikojenolizi) azaltir: Insiilin hiz sinirlayict ve
anahtar enzim glikojen fosforilazi defosforile ederek inaktif formuna
dontistiirmektedir. Ayrica, glukoz-6-fosfataz enzimini de baskilamaktadir
(28). Boylece kas ve karacigerde glikojenin glukoza yikiminm
engellemektedir (28,61,74).

Heksoz monofosfat (HMP) yolak sant1 artirir: Insiilin, yag asitlerinin
sentezi i¢in gerekli olan NADPH’in daha fazla iiretilmesini saglayan ve
glukoz oksidasyonu igin alternatif bir yol olan HMP-sant1 uyarmaktadir.
Bunu glukoz-6-fosfat-dehidrogenaz sentezi (G-6-PD) ve 6-fosfoglukonat

dehidrogenazin sentezini uyararak gergeklestirmektedir (28).
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e 3.4.2. Lipit Metabolizmasi Uzerindeki Etkileri

Insiilinin lipit metabolizmas: iizerinde &nemli etkileri bulunmaktadir.

Ozellikle uzun siireli insiilin eksikliginin ciddi ateroskleroza, siklikla kalp krizine,

serebral inmeye ve diger vaskiiler hasarlara yol agmasi bunun birer gostergesidir

(54).

Insiilin &zellikle karaciger hiicrelerine fazla miktarda glukoz girisini

saglamaktadir. Karacigere alman glukoz trigliseritlerin ve yag asitlerinin

sentezinde kullanilmaktadir (61,66). Insiilinin lipit metabolizmasindaki net etkileri

ise FFA seviyesini diisirmek ve trigliserit depolarini artirmaktir. Bu etkilerini

asagidaki yollarla saglamaktadir (28).

Lipolizisi azaltir: Insiilin adipoz dokusu hiicrelerinde lipit metabolizmasinda
etkili enzimler tizerinden lipolizisi azaltir ve bunun sonucu olarak, plazma
FFA seviyesini diigiirmektedir (74).

Yag asidi sentezini artirir: insiilin daha fazla asetil KOA substrati saglayip,
ACC’nin etkinligini artirarak sitoplazmada de novo yag asidi Sentezini
artirmaktadir (28,66). Karaciger i¢inde sentezlenen yag asitlerinin ¢ogu daha
sonra yaglarin depo formu olan trigliseritlerin yapiminda kullanilir.
Trigliseritler ise lipoproteinlerin iginde karaciger hiicrelerinden kana
salinmaktadir (54). Insiilin PDC defosforilasyonunu saglayarak aktif formuna
dontistiirmektedir boylece piriivattan yag asitlerinin sentezi i¢in dncii molekiil
olan asetil KoA daha fazla elde edilebilir. Insiilin plazma FFA seviyesini
diistirerek uzun zincirli agil-KoA’nin, asetil KOA karboksilazi inhibe etmesini
engellemektedir ve asetil KoA karboksilaz enzimini defosforile ederek aktif

hale getirmektedir. Bdylece Insiilin asetii KOA karboksilaz ve yag asit
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sentezini uyarmaktadir (22,28). Karaciger ve kas dokusunda ise, yag
asitlerinin oksidasyonunu azaltmaktadir (73).

e Trigliserit sentezini artirir: Insiilin adipoz dokuda trigliserit sentezini
asagida belirtilen yollarla artirmaktadir:
- Trigliserit sentezi i¢in gerekli olan yag asidi miktarini artirmaktadir (28),
- Kandan yag dokusu ve kas igine trigliserit alimini arttirarak, kan trigliserit
seviyesini diistirmektedir (74).
- LPL enzimini aktive etmektedir. Adipoz dokunun kapiller duvarlarinda
bulunan LPL dolasimdaki silomikronlar ve VLDL’den trigliseritleri hidroliz
ederek FFA acgiga cikarir. Ag¢iga cikan FFA’lar adipositlerce alinarak,
trigliserit sentezi i¢in kullanilmaktadir (28,54).
- Karacigerde VLDL olusum hizini artirmaktadir (74).
- Karacigerde kolesterol sentezini, 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA (HMG-
KoA) rediiktaz enzimini defosforile ederek arttirmaktadir (74).
- Yag hiicrelerinde depo trigliseritlerin hidrolizine yol agcan hormona duyarl
lipaz enzimini inhibe etmektedir. Boylece adipoz dokudan kana yag
asitlerinin salinimi engellenmektedir (54).

e Ketogenezi Azaltir: Iinsiilin plazma FFA seviyesini azalttigi icin yag
asitlerinin oksidasyonu ve keton cisimlerinin olusumu da azalmaktadir

(20,28).

3.4.3. Protein Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Insiilinin protein metabolizmas: iizerindeki net etkisi protein sentezini

tesvik ediyor olmasidir. Insiilin proteinlerin sentezini ve depolanmasini
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kolaylastirtp, proteinlerin hiicresel kullanimin1 engellemektedir (61,66). Bu
etkilerini asagida belirtilen yollarla saglamaktadir.

- Insiilin amino asitler i¢in membran "tasiyicilarinin" sentez hizim
arttirarak dokulara amino asitlerin tasinmasini ve alimini artirmaktadir (28,54,73).

- Kas ve diger dokularda protein yikimin1 engellemektedir. Hiicrelere daha
fazla amino asit girisini saglayarak; basta kas, karaciger ve yag dokusu olmak
tizere bir¢ok dokuda protein sentezini artirmaktadir (54,66,73).

- Protein sentezini ise gen transkripsiyonuna (niikleer seviyede) etki ederek
yani mesajc1 riboniikleik asit (MRNA) sentezini diizenleyerekve mMRNA
parcalanmasini azaltarak yapmaktadir (28,66).

- Protein sentezinin ribozomal translasyon asamasini iki yolla
diizenlemektedir. Birinci yol; anahtar ve hiz smirlayict enzim ornitin
dekarboksilazin sentezini artirarak ribozomal RNA sentezi i¢in gerekli olan
poliamin sentezini artirmasidir. Ikinci yol ise; 6S ribozomlarin fosforilasyonuna

neden olarak ribozomal aktivitesiyi diizenlemesidir (28).

3.4.4. Mineral Metabolizmasi Uzerindeki Etkileri

Insiilin hiicre igine K* ve inorganik fosfat girisini artirarak kanda bu
iyonlarin konsantrasyonunda azalmaya neden olmaktadir (28,63). Insiilinin gesitli
dokular tizerindeki metabolik etkileri 6zetlenecek olursa: Yag dokusunda; glukoz
girisini, yag asidi sentezini, gliserol fosfat sentezini, trigliserit deposunu, LPL
aktivasyonunu ve potasyum alimini artirmaktadir. Hormona duyarli lipazi ise
inhibe etmektedir (63,73).

Kaslarda; glukoz girisini, glikojen sentezini, amino asit alimini ve

ribozomlarda protein sentezini artirmakta, protein katabolizmasini ve

39



glukoneogenik amino asitlerin serbestlenmesini azaltmakta, potasyum ve keton
alimim artirmaktadir (54,74). Karacigerde; ketogenezi azaltmakta, protein, yag
asidi ve trigliserit sentezini artirmaktadir. Azalmis glukoneogenez, artan glikojen
sentezi ve artan glikoliz nedeniyle hiicrelerden glukoz c¢ikisini azaltmaktadir
(63,73,74).

Insiilin, insiiline duyarli hiicrelere glukoz, amino asit ve K * alinmasinda
artist saniyeler i¢inde (hizli); protein sentezinin uyarilmasi, glikolitik enzimler ve
glikojen sentezinin etkinlestirilmesi, protein yikiminin inhibisyonu ve fosforilaz
ve glukoneojenik enzimlerin inhibisyonunu dakikalar icinde (orta); Lipojenik ve
diger enzimler icin mRNA’larda artis saglanmasini ise saatler (gecikmis) i¢inde

gerceklestirmektedir (63).

3.5. insiilin Direnci ve Mekanizmalari

Insiilin direnci; insiilinin dolasimdaki normal seviyelerine hedef dokularin
(6zellikle kas, yag ve karaciger) duyarliliginin azalmasi ile karakterize bir
durumdur ve viicutta insiilin direncinin bir¢ok metabolik etkisi bulunmaktadir
(64,75). Insiilin direncinin hiicrelerdeki en onemli metabolik etkisi dokularmn
glukoz alimini inhibe etmesi ve bunun sonucu olarak hepatik glukoz g¢ikisini
artirtp, plazma glukoz seviyesini yiikseltmesidir. Dolayisiyla plazma glukoz
seviyesini normal diizeyine diistirmek i¢in dolasimdaki insiilin miktar1 ¢ok
yiikselmistir. Dokularin insiiline duyarliligi, insiiline cevabi ve maksimum glukoz
kullanimi ise (normal kisilere gore % 30-60 daha diisiik) olduk¢a azalmistir (64).
Hiicrelere glukoz girisi azaldigi i¢in karacigerde glikojen sentezini baskilayip,

glukoneogenezi artirmaktadir. Adipoz dokuda lipolizisi tetikleyerek, lipitlerin
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pargalanmasina ve dolasimda FFA miktarinin yiikselmesine yol agmaktadir (76).
Insiilin direnci bu metabolik etkileri ile tip 2 diabetes mellitus (T2DM) basta
olmak {lizere obezite, metabolik sendrom, glukoz intoleransi, dislipidemi ve
hipertansiyon gibi ¢ok sayida hastaligin gelisiminde rol almaktadir (75).

Insiilin direnci kompleks metabolik bir durumdur ve patofizyolojisinde
birgok mekanizma bulunmaktadir. Insiilin direncinin olusmasinda; Ozellikle
iskelet kaslarinda insiilin reseptor miktar1 ve tirozin kinaz aktivitesinin azalmasina
yol agan mekanizmalarin ve insiilinle diizenlenen fosforilasyon/defosforilasyon
mekanizmalarindaki “post reseptor” defektlerinin insiilin direncinin olugsmasinda
etkin rol oynadiklar belirtilmektedir (64).

Insiilin direncine yol acan bu mekanizmalarin baslica nedenleri; ektopik
lipit metabolitlerinin birikmesi, endoplazmik retikulum stresi ile katlanmamis
protein yanitt (UPR) yolaginin aktivasyonu, sistemik inflamasyon ve
mitokondriyal strestir (77,78).

Visseral depo ve adipoz dokuda lipit birikiminin insiilin direncinin
gelismesinde ve insiilin direncinin siddetinde 6nemli etkileri bulunmaktadir (79).
Randle ve arkadaslar1 deneysel glukoz - yag asidi dongiisii ¢alismalarinda yag
asidi artiginin intramitokondriyal asetil KoA/KoA ve NADH/NAD® oraninda
artisa neden olarak kasta piruvat dehidrogenazi inhibe ettigini belirlemislerdir.
Bunun sonucunda ise hiicre i¢i sitrat miktarinda artis olmaktadir. Bu artis
glikolizin anahtar kontrol enzimlerinden fosfofruktokinazi inhibe ederek, glukoz-
6-fosfatin birikmesine ve heksokinaz II aktivitesinin baskilanmasina yol agip,
hiicre i¢i glukoz miktarinda artisa neden olmaktadir. Hiicre i¢i glukoz artist

sonucunda ise hiicre igine insiilin aracili glukoz aliminda azalmaya neden
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oldugunu 6ne stirmiislerdir. Ayrica izole edilmis rat kalp ve diyafram kasinda yag
asitlerinin substrat oksidasyonu i¢in glukozla yaristig1 gézlemlenmistir. Yag asidi
oksidasyonunun artmasinin ise insiilin direncine neden oldugunu belirtmislerdir
(80,81).

Yapilan baz1 ¢aligmalarda ise yag asitlerinin kas hiicrelerine alinmasindaki
artisin veya yag asitlerinin hiicre i¢i metabolizmasinda bir azalmanin hiicre i¢inde
yag agil KoA, diagilgliserol ve seramidler gibi yag asit metabolitlerinde artisa yol
actigl gosterilmistir. Bu metabolitlerin de IRS-1 ve IRS-2 serin/treonin
bolgelerinin fosforilasyonuna yol agan bir serin/treonin kinaz kaskadini (protein
kinaz C teta tarafindan baslatilabilen) etkinlestirdigi belirlenmistir. Bu kaskadin
etkinlesmesi PI-3 kinaz aktivasyonunu gerceklestiren IRS-1/IRS-2 tirozin
fosforilasyonunu azaltarak, PI-3 kinazin aktivasyonunu baskilamaktadir. Hiicre
icine glukoz alimini saglayan GLUT-4’iin translokasyonunu diizenleyen PI-3
kinaz aktivitesinin baskilanmasi sonucu glukoz tasinim aktivitesi ve insiilin
reseptorlerinin sinyal akisinin bozuldugu belirtilmistir (82,83).

Insiilin direncine neden oldugu diisiiniilen diger bir mekanizma
inflamasyondur. Inflamatuar molekiillerin lipitlerin ara iiriinlerinin yapti1 gibi
IRS-1’in serin fosforilasyonundan sorumlu bir dizi farkli serin kinazi uyararak
insiilin sinyallerini inhibe ettigi 6ne siiriilmektedir (75). Anti inflamatuar ilaglarin
insiilin direncini ciddi derecede azaltmasindan dolay1r inflamasyonun insiilin
direnci patogenezinde dogrudan rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (79).
Ornegin insiilin direncinin goriildiigii durumlarda inflamatér sitokinler olan timéor
nekroz faktorii-a (TNF-a) ve interlokin (IL)-6’nin plazmadaki miktarinda artis

gorilmektedir. Bu artisa karsin, IL-6 notralizasyonunun insiilin duyarliligini
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normale yakin diizeylere yaklastirarak iyilestirdigi gosterilmistir. Ayrica hepatik
inflamasyon sonucu {iretilen fibrinojen, IL-6 ve IL-1 beta gibi g¢esitli pro-
inflamatuar sitokinlerin hem hepatik hem de sistemik insiilin direncine neden
oldugu belirlenmistir (79,84). Biitiin bunlarin yani sira yag miktarindaki artis
karaciger ve adipoz dokusunda sitokinler ve kemokinlerin iiretimini tetikleyen
inflamatuar cevab1 artirmaktadir. Bunun sonucunda monositler ve makrofajlar1 da
kapsayan immiin sistem hiicreleri aktiflestirilerek hep birlikte lokal insiilin
direncine neden olmaktadirlar (85). Abdominal lipit kaynakli sitokinlerin portal
tasinimi 6zellikle niikleer faktor kappa B (NF-Kb) aracili hepatik inflamasyon ve
insiilin direnci olusumunda rol almaktadir (79,85).

Insiilin direnci olusumunda gorev alan mekanizmalardan bir digeri ise
endoplazmik retikulum (ER) stresi ile katlanmamis protein yaniti (UPR) yolaginin
aktivasyonudur. ER; protein, lipit ve sterol sentezlerinin yapildigi 6nemli bir
hiicre organelidir. ER membranina tutunan ribozomlardaki yeni sentezlenen
peptidler ER liimenine gonderilir. ER liimeninde protein ¢aperonlar tarafindan bu
peptidlere cesitli translasyon sonrast degisiklikler yapilir ve peptidlerde
katlanmalar gerceklestirir. Katlanmis proteinler daha sonra golgi kompleksine
gonderilir burada proteinler sekrete edilmeden oOnce son degisiklikler
yapilmaktadir. Yanlis katlanmis veya katlanmamis peptid miktar1 ER’nin katlama
ve isleme kapasitesini agiyorsa, ER stresi ortaya ¢ikar (86,87).

ER stresi ER homeostazisinin bozuldugunu gostermektedir (86,87).
Hiicrede gelisen ER stresini baskilamak i¢in UPR adi verilen sinyal yolaklari
devreye girmektedir. UPR protein sentezini yavaslatarak, diizgiin katlanmalar i¢in

gerekli ¢aperonlarin sentezini artirirarak, ER’nin protein katlanma kapasitesini
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artirmaya ve katlanmamis protein yiikiinii azaltmaya c¢alismaktadir. Eger bunlarla
yeterli  katlanmalar  saglanamazsa  katlanmamis  proteinlerin  yikimini
gerceklestirmektedir (76,86). ER stresinin olusturdugu UPR; hiicre lipit dengesini
degistirip, lipit ara Uriinlerinin birikimine yol agarak insiilin sinyalizasyonunu
bozmaktadir (78). Buna ilaveten insiilin biyosentezi, beta hiicresi apoptozisi ve
inflamasyon gibi ¢esitli yollarla insiilin direnci ve T2DM’nin patofizyolojisinde
rol almaktadir. ER stresi ise insiilin sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olarak
gorev yaparak insiilin direnciyle dogrudan iligkilidir (76,87). ER stresinin
ozellikle c-Jun N-terminal kinazin (JNK) hiperaktivasyonu ve daha sonra IRS-
I’in serin fosforilasyonu yollariyla insiilin sinyallerini inhibe ettigi gosterilmistir
(88). Yapilan son c¢alisgmalarda da ER stresinin insiilin sinyal yolagimnin
diizenlenmesinde 6nemli gorevleri oldugu belitilmektedir (76,86,87).

Beta hiicrelerinde glukozla uyarilan insiilin sekresyonunun gerceklesmesi
icin mitokondriyal fonksiyonlar gerekmektedir. Mitokondri fonksiyonlarindaki
hasarlarin B hiicrelerinde islevsel bozukluklara ve insiilin direnci yol agtig
belirtilmektedir (89). Mitokondri fonksiyonlarinda kalitsal veya sonradan olusan
defektlerin de hiicre i¢inde yag asidi metabolitlerinin birikmesine neden olarak
insiilin sinyal mekanizmasinda ve aktivasyonunda bozukluklara yol agtig1
gosterilmistir (77,83). Hareketsizlik ve asir1 besin alimiyla yag asidi girisinin fazla
oldugu durumlarda peroksizom proliferator-aktive reseptor alfa ve delta
(PPAR a/d) aracili hedef genlerin aktivasyonu, beta oksidasyonunda TCA
dongiisiiyle koordineli olmayan bir artisa neden olmaktadir. Bunun sonucunda ise
tamamlanmamis yag oksidasyonu sonucu metabolik yan iiriinler (agilkarnitinler,

diagilgliserol, seramid ve reaktif oksijen tiirleri) mitokondrilerde birikir.
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Mitokondrilerde metabolik yan {iriinlerin birikmesi mitokondriyal strese yol
acarak, Ser kinazlar1 aktive etmektedir.
Bu aktivasyon insiilin sinyalizasyonunu ve GLUT-4 translokasyonu baskilayarak
insiilin direncini indiiklemektedir (77,89).

Lipitler baslica; TCA ve solunum zincirinde gerceklesen asir1 yag asidi
oksidasyonu sonucu mitokondri iginde agilkarnitinler gibi yag asidi oksidasyon
ara Uriinlerinin birikmesine neden olmaktadir. Bu ara {irinler ise daha sonra

insiilin sinyalizasyonunu bozarak insiilin direncine yol agmaktadir (90).

S rraA kaynag IR
iG — )13 h iG
FA BOZBLMUS FA
INSULIN SINYALI

acilkarniting
intramuskiler ketonT

Sekil 3. Lipitle Indiiklenen Insiilin Direnci Mekanizmalari. (Copyright © 2013
American Diabetes Association, Amerikan Diyabet Dernegi izni ile kullanilmistir (90). RC:
solunum zinciri, IR: insiilin reseptorii, LCFA: uzun zincirli yag asidi, DAG: diagilgliserol, GM3:

gangliozidler, PPA2: fosfataz A2, Akt: protein kinaz B, PKC: protein kinaz C

Lipitlerin neden oldugu insillin direnci mekanizmalar1 sekil 3°te
Ozetlenmistir. Sekil 3°te belirtilen birinci mekanizma (1), hiicre i¢i artan lipit
igeriginin; seramitler, diagilgliserol ve gangliozidler (GM3) gibi lipit ara iriinleri

araciligiyla insiilin sinyallerinin inhibe edildigini gostermektedir (bu lipit ara
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tirlinleri; protein fosfataz A2 (PPA2), protein kinaz B (Akt), protein kinaz C
(PKC) enzimlerini veya hiicre zarindaki insiilin reseptoriinii etkileyerek insiilin
sinyalini inhibe eder). Ikinci mekanizma (2) fonksiyonel mitokondri sayisindaki
azalmanin yag asidi oksidayonunda azalmaya ve sitozolik lipit birikmesinde artisa
yol acarak tekrar insiilin duyarhiliginda bozulmaya neden oldugunu
gostermektedir. Ugiincii mekanizma ise (3), mitokondrideki asir1 metabolik yiik
sonucu beta oksidasyonundaki azalmanin, agilkarnitin gibi yag asidi oksidasyon
ara turilinlerinin mitokondri i¢inde birikmesini ve insiilin sinyallerini bozmasini

gostermektedir (90).

3.6. Calismanin Amaci

Betatrophin; bagslica karaciger ve adipoz doku tarafindan salgilanan yeni
tanimlanmis bir hormondur (11-13). Daha 6nce yayinlanan deney hayvani ve
insan ¢alismalarinda betatrophin hormon seviyelerinin insiilin direncine bagh
olarak arttig1 belirlenmistir (5,91-95). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda betatrophin
hormon seviyeleri ile glukoz, insiilin ve gesitli lipit tiirleri (trigliserit, HDL, LDL,
total kolesterol vb.) arasinda gesitlilik gosteren korelasyonlar bulunmustur
(96,97,100-103). Baz1 arastiricilar ise betatrophinin glukoz metabolizmasi yerine,
daha ¢ok lipit metabolizmas ile baglantili olabilecegini bildirmislerdir (12,19,96-
99).

Glinimiize kadar yapilan ¢aligmalar g6z Oniine alindiginda betatrophin
hormonunun karbonhidrat ve lipit metabolizmasindaki roliiniin heniiz agikliga
kavugmadig1 goriilmektedir. Bu konunun aydinlatilmasima katki saglamak igin,

betatrophin hormon seviyelerinin karbonhidrat ve lipit metabolizmasi lizerindeki
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etkilerinin ilk defa metabolik yolaklardaki kilit enzimler kullanilarak incelenmesi
amaclanmistir. Boylece betatrophin  hormonunun karbonhidrat ve lipit
metabolizmasi tizerindeki rolii, etkileri, baglantisi ve isleyis yolagimin

aydinlatmasina katkida bulunulmasi hedeflenmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlari

Calisma icin 8 ve 22 haftalik C57BL6/J cinsi toplam 40 tane erkek fare
kullanildi. Bogazi¢i Universitesi Deneysel Hayvan Uretim ve Bakim Biriminden
(VIVARIUM) temin edilen deney hayvanlarma, bu merkezde 12 saat aydimlik 12
saat karanlik periyotlarda, 21 + 4 °C sicaklikta, pellet halinde standart beslenme
diyeti ve su verilerek bakildi. 8 ve 22 haftalik fareler her grupta 10 tane denek
olacak sekilde; 8 haftalik deney (21.2 + 2.1 gr), 8 haftalik kontrol (21 + 1.4 gr), 22
haftalik deney (27.2 = 1.3 gr) ve 22 haftalik kontrol (27.1 £ 1.9 gr) olmak {izere 4
gruba ayrilmistir. Calisma Oncesinde hayvan deneyleri i¢in gerekli biitiin etik
kurul izinleri Bogazi¢i Universitesi Kurumsal Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulundan (BUHADYEK, toplant tarihi: 23.10.2015) alindu.

4.2. Deney Hayvanlarinda Insiilin Direnci Modeli Olusturulmasi

Deney grubunda daha once detayl olarak protokolii belirtilmis olan bir
yontem kullanilarak insiilin direnci olusturuldu (5,19,94). Insiilin direnci
olusturmak i¢in; insiilin reseptdrlerine baglanarak, insiilin direncine neden olan bir
insiilin reseptor antagonisti olan S961 peptidi (Phoenix Pharmaceuticals, INC.
Burlingame, CA. A.B.D.) fosfat buffer salin (PBS)’de (Life Technologies Co.
Waltham, MA. A.B.D.) ¢ozdiiriilerek 10 nmol/hafta olacak sekilde Alzet 2001
ozmotik pompa (Alzet Osmotic Pumps Co. Cupertino, California. A.B.D.)
kullanilarak farelere subkutan olarak verildi (104). Kontrol grubuna ise ayni
sekilde sadece tasiyict PBS wverildi. 7 giin boyunca kuyruk veninden glukometre

(Roche Company, Basel, Isvigre) stripine emdirilen bir damla (yaklasik 20
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mikrolitre (ul) kan ile eclektrokimyasal yontem kullanilarak glukoz diizeyleri

belirlendi.

4.3. Glukoz ve Insiilin Tolerans Testlerinin Yapilmasi

S961 uygulamasinin yapildig1 7 giiniin sonunda daha 6nce detayli olarak
protokolii belirtilen metot modifiye edilerek deney hayvanlarina glukoz tolerans
testi yapildi (5,105,106). Bunun igin fareler 6 saat a¢ kaldiktan sonra 1 mg/g viicut
agirligr D-glukoz (Merck Co. Darmstadt, Almanya) intraperitonal olarak enjekte
edildi. Enjeksiyon sonrasi kuyruk veninden alinan kanla 0, 30, 60 ve 120.
dakikalarda kan glukoz seviyeleri olgiilerek kaydedildi. Glukoz egrisi altindaki
alan (AUC), Graphpad Prism 3 programi (GraphPad Software, Inc. San Diego,
CA. A.B.D.) kullanilarak hesaplandi. Glukoz tolerans testi uygulamasindan bir
giin sonra ise daha once protokolii belirtilmis olan metot modifiye edilerek insiilin
tolerans testi yapild1 (96,106). Insiilin tolerans testi icin farelere 6 saat agliktan
sonra 0.75 U/kg insiilin hormonu (Eli Lilly and Company, Indianapolis, A.B.D.)
intraperitonal olarak verildi. Enjeksiyon sonrasi1 kan glukoz seviyeleri 0, 30, 60 ve
120. dakikalarda kuyruk veninden alinan kanin glukometre stripine

emdirilmesiyle, elektrokimyasal yontem kullanilarak 6l¢iildii.

4.4. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Deney hayvanlarindan doku ve kan Orneklerinin alinma islemleri
Isoflurane genel anestezisi (Doz: % 1-3) altinda yapilmustir. Oncelikle genel
anestezi altinda kardiyak punktur yontemi ile insiilin enjektorleri kullanilarak
farelerin biitiin kanlar1 biyokimya tiiplerine alindi. Biyokimyasal analizler i¢in

alinan kanlar yaklasik 30 dk dik pozisyonda bekletildikten sonra +4 °C, 3000 g’de
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15 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Elde edilen serumlar enzime baglh
immunosorbent analizi ve spektrofotometre 6l¢timleri yapilana kadar -20 °C’de
saklandi. Daha sonra farelerin karaciger dokulart RNAaz free ependorf tiiplere
alimarak sivi nitrojen i¢inde dondurulup, gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu RT- PCR yapilana kadar -80 derecede muhafaza edildi.

4.5. Enzime Bagh immunosorbentAnalizlerinin (ELISA) Yapilmasi

4.5.1. Betatrophin Hormon Seviyelerinin ELISA ile Belirlenmesi

Calismaya baslamadan yaklasik 40 dk. dnce biitiin kit komponentleri ve
ornekler oda sicakligina getirilerek kit protokollerine goére ELISA yapildi. Serum
betatrophin hormon seviyeleri fareye 6zgiin betatrophin ELISA kiti (Phoenix
Pharmaceuticals, INC. Burlingame, CA. A.B.D.) ile tespit edildi. Kitin ¢aligma
protokolil agagida verilmistir:

1- Bu ¢alismada kullanilacak olan immiinoplateler iiretici firma tarafindan
sekonder antikorlarla kaplanmis ve nonspesifik baglanma bolgeleri
bloke edilmistir.

2- 20x assay buffer 1x olacak sekilde 950 ml distile su ile sulandirildi.
Seyreltik hale getirilen 1x assay buffer kullanilarak primer antikor,
biyotinle isaretlenmis peptit, streptavidin horse radish peroksidaz (SA-
HRP) ve pozitif kontrol sulandirilarak, ¢alisma boyunca seyreltilmis
reaktifler kullanildi.

3- 1x assay buffer kullanilarak farkli derisimlerde standart peptit
soliisyonlar1 hazirlandi.

4-  A-1ve A-2 kuyucuklari blank olarak ayrildi.
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10-

11-

12-

13-

14-

Cift tekrarli olacak sekilde kuyucuklara 50 ul peptit standartlar1 eklendi.
Cift tekrarli olacak sekilde kuyucuklara 50 ul pozitif kontrol eklendi.
Belirlenen kuyucuklara 50 ul deney ve kontrol serum o6rneklerinden
eklendi.

Blank disindaki biitiin kuyucuklara 25 pl primer antikor eklendi.

Blank digindaki biitiin kuyucuklara 25 ul biyotinle isaretlenmis peptit
eklendi.

Asetat plate kapatici ile immiinoplatin tizeri kapatilarak 2 saat boyunca
oda sicakliginda (20 - 23°C), manyetik karigtirict kullanilarak (300 -
400) rpm'de inkiibasyon yapildi.

2 saat inkiibasyon sonunda immiinoplate kuyucuklarindaki sivilar
atilarak, 350 pl 1x assay buffer ile herbir kuyucuk 4 kez yikand.
Yikama sonrasi biitiin kuyucuklara 100 pl SA-HRP soliisyonu eklendi.
immiinoplatin {izeri asetat plate kapatici ile kapatilarak oda sicakliginda
(20 — 23 °C), manyetik karistirici kullanilarak (300 — 400 rpm hizinda)
1 saat inkiibasyon yapildi.

Bir saatlik inkiibasyon sonunda immiinoplate kuyucuklarindaki sivilar
atilarak, 350 pl 1x assay buffer ile herbir kuyucuk tekrar 4 kez yikandi.
Biitiin kuyucuklara 100 pl tetrametilbenzen (TMB) substrat ¢ozeltisi
eklenerek, immiinoplatin iizeri asetat plate kapatici ile kapatilip, oda
sicakliginda (20 — 23 °C), manyetik karistirici kullanilarak (400 rpm
hizinda) 1 saat inkiibasyon yapildi. TMB substrat ¢ozeltisi eklendikten

sonra platin 151k gérmemesine dikkat edildi.
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15- Daha sonra reaksiyonu durdurmak i¢in biitiin kuyucuklara 100 pl 2N

hidroklorik asit (HCI) eklendi ve kuyucuklarda maviden sartya dogru

bir renk degisimi meydana geldi.

16- Renk degisiminden sonraki 20 dk iginde immiinoplate, mikroplate

okuyucusuna yerlestirilerek absorbans optik dansiteleri 450 nm dalga

boyunda belirlendi.

4.5.2. Insiilin Hormon Seviyelerinin ELISA ile Belirlenmesi

Serum insiilin hormon seviyeleri Merck Millipore fare insiilin ELISA Kiti

(Merck Co. Darmstadt, Almanya) kullanilarak belirlendi. Kitin protokolii asagida

verilmistir.

1-

10x assay buffer 1x olacak sekilde, 10 ml assay buffer lizerine 450 ml
deiyonize su eklenerek seyreltildi. Seyreltik hale getirilen 1x assay
buffer kullanilarak primer antikor, biyotinle igaretlenmis peptit, SA-
HRP ve pozitif kontrol sulandirilarak, ¢alisma boyunca sulandirilmig
reaktifler kullanildi.

Calismaya baslamadan o©nce kullanilacak olan immiinoplate
kuyucuklart 300 pl 1x assay buffer ile 3 kez yikandi.

Yikama isleminden sonra blank ve 6rneklerin eklenecegi kuyucuklara
10 pl assay buffer eklendi.

Blank, standart ve kontrol kuyucuklarmalQ pl matriks soliisyonu
eklendi.

Cift tekrarli olacak sekilde standartlar1 olusturacak kuyucuklara artan
konsantrasyonlarda (0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10 ng/mL) 10 pl insilin

standartlar1 eklendi.
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6-  Belirlenen plate kuyucuklarina 10 pul QC1 ve 10 ul QC2 eklendi.

7-  Belirlenen kuyucuklara ¢ift tekrarli olacak sekilde 10ul serum
orneklerinden konuldu.

8-  Biitiin kuyucuklara 80 pl detection antikoru eklenerek platin tizeri
plate kapaticist ile ortiiliip, oda sicakliginda (20 - 23°C), manyetik
karistirici kullanilarak 405 rpm hizinda 2 saat inkiibasyon yapildu.

9-  Iki saatlik inkiibasyon sonunda plate kuyucuklarindaki sivilar atilarak,
herbir kuyucuk 300 ul 1x assay buffer ile 3 kez yikandi.

Biitiin kuyucuklara 100 pl enzim soliisyonu eklenerek, platin yiizeyi
kapatilip, oda sicakliginda (20 — 23 °C) manyetik karistirici kullanilarak (400 rpm
hizinda) 30 dakika inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon sonunda plate
kuyucuklarindaki sivilar atilarak, herbir kuyucuk 300 pl 1x assay buffer ile 6 kez

yikandu.

Yikama sonrast biitiin kuyucuklara 100 pl substrat¢cozeltisieklenerek
kuyucuklarda mavi renk olusumu gozlenene kadar (5 - 20 dk arasi) plate manyetik

karistiricida bekletildi.

10- Reaksiyonu durdurmak ig¢in biitiin kuyucuklara 100 pl stop soliisyonu
eklendi ve kuyucuklarda maviden sartya dogru bir renkdegisimi
meydana geldi. Renk degisiminden sonra plate, mikroplate
okuyucusuna (BioTek Instruments, Winooski, VT, A.B.D.)
yerlestirilerek absorbans optik dansiteleri 450 nm ve 590 nm dalga

boyunda okutularak belirlendi.
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4.6. RT - PCR Analizlerinin Yapilmasi

4.6.1. Dokudan RNA izolasyonu

RT-PCR analizlerinin yapilabilmesi i¢in oncelikle karaciger dokularindan

total RNA izolasyonu yapildi. Izolasyon, dokudan RNA izolasyon Kiti,

PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies Co. Waltham, MA.A.B.D.)

kullanilarak gergeklestirildi. RNA izolasyonuna baslamadan once dokular oda

sicakligina alindi. Eriyen doku 6rneklerinden 200 mg alinarak 10 ml'lik steril cam

beherlere aktarildi. Dokularin bozulmamasi i¢in beherler buz dolu kaplar iginde

tutuldu ve asagidaki protokole gore izolasyon yapildi.

1-

Oncelikle % 1 oraninda 2- B-merkaptoetanol igeren 130 ml lizis tampon
soliisyonu hazirlandi (130 ml lizis tamponu igine 1300 pl 2-p-
merkaptoetanol eklendi).

Tiiplere aktarilan doku orneklerinin her birine 2-B-merkaptoetanol ile
hazirlanmis lizis tampon soliisyonundan 4 ml eklendi ve dokular
tamamen parcalanana kadar homojenizator yardimiyla (Sonics &
Materials, Inc. Newtown, A.B.D.) buz iginde homojenize edildi.
Homojenize edilen dokular 2,600x g hizda 5 dakika oda sicakliginda
santrifiij yapilarak elde edilen siipernatant dikkatli bir seklide yeni bir
RNAaz free tiipe alindu.

Siipernatantlarin {izerine 1/1 oraninda % 70’lik etanol eklenip, vorteks
ile karistirildi.

Bu karisim <700 pl’ den az olacak sekilde spin kolon tiipiine aktarildi.
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7

8-

9

10-

11-

12-

RNA’nin spin kolon tiipiindeki membrana tutunmasi i¢in 12,000 x ¢
hizda 15 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi. Tiipiin altinda kalan
stv1 atildi.

Spin kolon tiiptine 700 pl yikama tamponu I (wash buffer I) eklenerek
12,000 x g hizda 15 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi. Tiipiin
altindaki siv1 ve toplama tiipii atilarak, spin kolonu yeni bir toplama
tiipiine yerlestirildi.

Yikama tamponu II’ye (wash buffer II) 300 ml % 96’lik etanol eklendi
ve spin kolonuna % 96°lik etanol eklenmis Wash Buffer II’den 500 pl
konuldu.

12,000 x g hizda 15 dakika oda sicakliginda santrifiij yapildi ve tiipiin
altindaki siv1 atild1. 8. ve 9. maddeler ayni sekilde tekrarlandi.

RNA igeren spin kolon tiipii oda sicakliginda 12,000 x g hizda 1dakika
santrifiij edildi. Toplama tiipii atilarak, spin kolonu RNAaz free
ependorf tlipiine aktarildi.

Spin kolonundaki filtrenin ortasina 70 ul RNAaz free su eklenerek, oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edildi.

Spin kolonu bulunan RNAaz free ependorf tiipler oda sicakliginda
12,000 x g hizda 2 dakika santrifiij yapilarak saf RNA elde edildi.
Calisilincaya kadar RNA orneklerimiz -80 °C derin dondurucuda

saklandi.

4.6.2. Qubit ile RNA Miktarinin Tayini

RNA Izolasyonu yaptigimiz drneklerdeki total RNA miktar;, Qubit®

RNA HS assay ol¢im kiti (Life Technology. Waltham, MA. A.B.D.)
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kullanilarak, Qubit 2.0 Fluorometre cihazi (Invitrogen Co. Waltham, MA
A.B.D.) ile olgiilmiistiir. Ol¢iim kitinin protokoliinde belirtildigi gibi; her bir
ornek basma 1 pl Qubit Reagent, 199 pul Qubit Buffer ile karistirilarak 6lgtim
soliisyonu hazirlandi. Son hacim 200 pl olacak sekilde bu karisimdan 199 pl
alinarak, karisima 1 ul 6rnek eklendi. Hazirlanan 6rnekler 2-3 saniye vortekslendi
ve oda sicakliginda 2 dakika beklendikten sonra cihazda okutuldu. Biitiin

tiiplerdeki RNA miktar1 ng/pl cinsinden hesaplandi.

4.6.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

cDNA sentezi i¢in High-Capacity RNA to ¢cDNA™ kiti kullanildi
(Life Technologies Co. Waltham, MA A.B.D.) ve bu kitin standart protokolii
takip edilerek cDNA sentezi yapildi. Asagida kullanilan kitin reaksiyon ve

inkiibasyon protokolii verilmistir.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
10x Revers Transkripsiyon Buffer 2 ul
25x ANTP mix (100 mM) 0.8 ul
10x RT Random Primer 2 ul
MultiScribe Revers Transkriptaz 1ul
RNA + niikleaz free su 14.2 nl
Toplam hacim : 20 pl

cDNA sentezi i¢in herbir drnekten esit miktarda RNA (300 ng) kullanildi.
RNA ve su miktar1 toplamda 14.2 pl olacak sekilde reaksiyon karigimina eklendi.
Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra tiipler, termal cycler PCR cihazina
(Bibby Scientific Limited, OSA, ingiltere) yerlestirilerek asagidaki revers

transkripsiyon kosullarinda reaksiyon gerceklestirildi:
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Asagida sicaklik ve inkiibasyon siiresi verilen reaksiyon sonucunda
yaklasik olarak 20 pul cDNA sentezlendi. Pipetaj hatasini en aza indirmek igin
cDNA o6rnekleri bire bir oraninda sulandirildi.

Sicaklik Inkiibasyon siiresi

25%C°de 10 dakika Primer baglanmasi
37°C’de 120 dakika CDNA sentezi
85 °C’de 5 dakika

4°C°de 0

4.6.4. RT-PCR Analizi
RT-PCR analizi sentezlenen cDNA 06rnekleri (her bir 6rnekte yaklagik 80
ng olacak sekilde) kullanilarak, TagMan® Universal PCR master miks (Applied

Biosystems, Waltham, MA. A.B.D.) protokoliinde belirtildigi sekilde yapilmistir.

Hazirlanan reaksiyon karisimi ve kosullar asagida verilmistir.

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
2X Tagman Universal PCR master miks 10 pl
20X Tagman gen ekspresyon assay 1wl
cDNA + niikleaz free su oul
Toplam hacim 20 ul

Reaksiyon karisiminda kullanilan 2X TagMan universal PCR Master miks;
ultra saf DNA polimeraz, urasil-N glukozilaz (UNG), dNTP, passiv ROX referans
boyasi ve optimize edilmis buffer bilesenleri icermektedir. 20X Tagman gen
ekspresyon assay (Life Technology. Waltham, MA. A.B.D.) ise; betatrophin,
sitrat sentaz, LDH5 ve ACC1 genlerinin fareye 6zgii sentezlettirilen primerleri ile

VIC ve FAM florasan boyalariyla isaretli problardan olusmaktadir. lgili genler ve
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referans kontrol (housekeeping gen) olarak kullanilan betaaktine ait ekspresyon
assaylerin tiretici firma kodlar1 tablo 1 de verilmistir.

Tablo 1. Calisilan Genler ve Uretici Firma Kodlar1

GEN KODU
Betatrophin Mm01175863-g1
Sitrat sentaz MmO00466043-m1
LDH5 Mm01612132-g1
ACC1 Mm01304257-m1
Betaaktin MmO00607939-s1

Belirtilen miktarlarda reaksiyon bilesenleri ile hazirlanan karisim 96
kuyucuklu RT-PCR platelerindeki (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO. A.B.D.)
kuyucuklara konuldu. Plate’in iizeri MicroAmp optical adhesive film (Life
Technology. Waltham, MA. A.B.D.) ile kapatildiktan sonra plate Roche Lighte
Cycler 480 Il (Roche Co. Basel, Isvigre) RT-PCR cihazina yerlestirildi. Hangi
kuyucuklarda hangi gruplarin ve hangi genin oldugu isaretlendikten sonra 45
dongtiden olusan RT-PCR programi ayarlandi.

RT-PCR Kosullar

95°C’de 10 dk. Polimeraz aktivasyonu

95°C°de 15 sn. Denatiirasyon

60°C’de 1 dk Primer baglanmasi ve uzama

Real Time PCR i¢in kullanilan tiim cDNA 6rnekleri ayni sartlarda ve ayni
grup igerisinde 3’er kez c¢alisilarak bu {i¢ Ol¢limiin ortalamasi analizlerde
kullanildi. Bunun amaci, deneysel hatalar1 ve farklar1 azaltmaktir. Secilen zaman
noktalarinda eksprese olan housekeeping gen miktari, 8 haftalik deney ve kontrol

ornekleri arasinda ifade diizeyleri karsilastirilarak analiz edildi.
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4.7. Spektrofotometre Analizlerinin Yapilmasi

Biitiin spektrofotometre analizleri kalorimetrik enzimatik kitler (ERBA
Diagnostics  GmbH. Mannheim, Germany) kullanilarak, deney ve kontrol
grubundaki hayvanlarin serum 6rnekleri ile yapilmistir. Calismaya baslanilmadan
once kullanilacak olan spektrofotometrik biyokimya analizériine (Roche
Company. Basel, Isvicre) uygun olacak sekilde biitiin kitler kalibrasyon Kitleri

kullanilarak (Roche Company. Basel, Isvigre) kalibre edilmislerdir.

4.7.1. HDL ve LDL Seviyelerinin Tayini

Serum HDL ve LDL seviyeleri, ilgili kalorimetrik enzimatik Kitlerin
calisma prensibine gore belirlendi. Kitlerin calisma prensibi modifiye edilmis
polivinilsulfonik asit (PVS) ve polietilen-glikol-metil eterin (PEGME) Kklasik
¢oOktiirme yontemine dayanmaktadir. Coktirme islemi optimize miktarlarda
PVS/PEGME ve belirli deterjanlar kullanilarak gergeklestirildi. Daha sonra
spektrofotometrik biyokimya analizoriinde 600 nm dalga boyunda Serum

orneklerinden 6l¢iim yapilarak, HDL ve LDL kolesterol miktarlari hesaplandi.

4.7.2. Trigliserit Seviyesinin Tayini

Serum trigliserit miktar1 tayini i¢in kullanilan kitin ¢alisma prensibine
gore; trigliseritler lipaz enzimiyle serbest yag asitleri ve gliserole pargalandi.
Olusan gliserol, ATP ile fosforile edilip gliserol kinaz enzimi tarafindan gliserol-
3-fosfat ve adenosindifosfata (ADP) doniistiiriildii. Gliserol-3-fosfat ise; gliserol
fosfatoksidaz enzimi tarafindan dihidroksi aseton fosfata oksitlendi ve hidrojen
peroksit iiretildi. Hidrojen peroksit, peroksidaz (POD) enziminin katalizledigi bir

reaksiyon ile 4-aminoantipirin (4AAP) ve 4-klorofenolla birleserek kirmizi renkli
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bir molekiil olan kinonimine donistiriildi. Bu renkli maddenin absorbansi
orneklerdeki mevcut konsantrasyonile orantili olarak  spektrofotometrik
biyokimya analizoriinde 505 nm dalga boyunda 6lgtim yapilarak trigliserit miktari

hesaplanda.

4.7.3. Total Kolesterol Seviyesinin Tayini

Serum total kolesterol seviyesi kalorimetrik enzimatik olgtim kiti ile
belirlendi. Kitin ¢aligma prensibine gore; kolesterol esterleri kolesterol esteraz
tarafindan kolesterol ve serbest yag asitlerine hidrolize edildi. Daha sonra, serbest
kolesterol kolesterol oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonla oksijen ile
birleserek 4- aminoantipirin ile hidrojen peroksit olusumu saglandi. Meydana
gelen hidrojen peroksit, peroksidaz (POD) enziminin katalizledigi bir reaksiyon
ile 4-aminoantipirin (4AAP) ve fenolla birleserek kirmizi renkli bir molekiil olan
kinonimine donustiiriildii. Bu renkli maddenin absorbansi 6rneklerdeki mevcut
konsantrasyon ile orantili olarak olan spektrofotometrik biyokimya analizoriinde

505 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilarak total kolesterol miktar1 hesaplandi.

4.8. Istatistiksel Analizler

Biitiin istatistiksel analizler SPSS 20 Windows programi (SPSS Inc.
Chicago IL A.B.D.) ile gergeklestirildi. AUC hesaplamalar1 GraphPad Prism 3
(GraphPad Software, Inc. San Diego, CA. A.B.D.) programi kullanilarak yapildi.
Istatistiksel analizler sonucu elde edilen veriler + standart sapma (SS) seklinde
gosterildi. Calismada kullanilan deney hayvani sayisi gii¢ analizi yapilarak
belirlendi. Deney ve kontrol gruplarina ait biitiin verilere normallik analizi

uygulandi. Normallik analizinin sonucuna uygun olarak deney ve kontrol
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grubunda ortalamalar arasindaki farkliliklar bagimsiz iki O6rnek T testi
(Independent Samples T Test) ve Mann-Whitney U testi kullanilarak istatistiksel
olarak karsilastirildi. Betatrophin hormon seviyeleri ile gen ekspresyonlar1 ve
biyokimyasal parametreler arasindaki korelasyonun degerlendirilmesi ise Pearson
ve Spearman ¢ift yonlii korelasyon testleri kullanilarak yapildi. p<0.05 istatistiksel

acidan anlamli olarak kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Glukoz ve Insiilin Tolerans Testlerinin Degerlendirilmesi

22 haftalik farelere intraperitonel olarak glukoz ve insiilin tolerans testleri
uygulandi. Uygulama sonrasi glukoz ve insiilin egrisi altindaki alan (AUC)
trapezoid yontemi temel alinarak GraphPad Prism 3 programi ile hesaplandi.
Hesaplamalar sonucunda deney ve kontrol gruplari arasinda anlamli farkliligin
olmadig tespit edildi. 22 haftalik deney grubunda insiilin tolerans testi igcin AUC=
12000 + 2518, kontrol grubunda insiilin tolerans testi i¢in AUC= 11900 + 1462,
p=0.91 olarak hesaplandi (Sekil 4). 22 haftalik deney grubunda glukoz tolerans
testi igin AUC= 22271 + 2844, kontrol grubunda glukoz tolerans testi icin AUC=

20490 + 2123, p= 0.13 olarak hesaplandi (Sekil 5).
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80001
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AUC (ma/dl x dk)

Kontrol Deney

Sekil 4. 22 Haftalik Farelerde Insiilin AUC Degisim Grafigi (p>0.05).

Tolerans testleri sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 22
haftalik deney grubunda insiilin direnci olusmadig1 belirlendi. Bu nedenle 22

haftalik yas grubunda biyokimyasal ve molekiiler analizler yapilamamustir.
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Sekil 5. 22 Haftalik Farelerde Glukoz AUC Degisim Grafigi (p>0.05).

8 haftalik farelere yapilan glukoz ve insiilin tolerans testleri sonucunda ise,
deney grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, glukoz ve insiilin AUC’lerin
deney grubunda artis gosterdigi ve bu artigin istatistiksel olarak yiiksek diizeyde
anlam arz ettigi goriildi. Deney grubunda glukoz tolerans testi ig¢in AUC= 36278
+ 1970, kontrol grubunda glukoz tolerans testi igin AUC= 22020 + 1954 olarak
hesaplandi.

Deney grubunda insiilin tolerans testi igin AUC= 19645 + 3095, kontrol
grubunda insiilin tolerans testi igin AUC= 12385 + 1635 olarak hesaplandi.

Glukoz ve insiilin tolerans testleri i¢in yapilan AUC analizleri sonucunda,
8 haftalik deney grubunda glukoz ve insiilin intoleransinin geliserek, insiilin

direncinin olustugu belirlendi.
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8 haftalik farelere ait glukoz ve insiilin AUC degisim grafikleri Sekil 6 ve Sekil 7

de gosterilmistir.
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Sekil 6. 8 Haftalik Farelerde Glukoz AUC Degisim Grafigi (**p<0.0001).
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Sekil 7. 8 Haftalik Farelerde insiilin AUC Degisim Grafigi (**p<0.0001).
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8 haftalik deney ve kontrol gruplarinda glukoz ve insiilin tolerans testleri

igin 0, 30, 60 ve 120. dakikalarda o6lgiilen glukoz seviyelerinde kontrol grubu ile

karsilastirildiginda deney grubunda zamana bagli olarak anlamli farklilik

goriilmiistir (Sekil 8 ve 9).
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Sekil 8. Glukoz Tolerans Testi Egrisi (*p<0.05, **p<0.001).
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Sekil 9. Insiilin Tolerans Testi Egrisi (**p<0.001).
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5.2. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Insiilin direnci olusturulan 8 haftalik deney grubunda serum aclik ve
tokluk glukoz diizeylerinin kontrol grubuna gére oldukga yiiksek oranda arttigi ve

bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil 10 A ve B).
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Sekil 10. 8 Haftalik Farelerde Kan Glukoz Diizeyleri.
(A): Aglik kan glukoz diizeyleri (*p=0.001)
(B): Tokluk kan glukoz diizeyleri (**p<0.00)
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8 haftalik deney grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda insiilin
seviyelerinde de yiiksek diizeyde artis oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlendi (Sekil 11).

* %

: T

Serum insiilin (ng/ml)

Kontrol Deney

Sekil 11. Serum Insiilin Diizeyleri (**p<0.001).

Kontrol ve insiilin direnci olusturulan 8 haftalik deney gruplarinin serum
ornekleri kullanilarak elde edilen betatrophin hormon seviyelerinin deney

grubunda artig gosterdigi ve bu artisin yapilan istatistiksel analizler sonucunda

anlamli oldugu belirlendi (Sekil 12).

Serum betatrophin (ng/ml)
N
L

Kontrol Deney

Sekil 12. Serum Betatrophin Seviyeleri (**p<0.001).

67



8 haftalik deney grubunda serum trigliserit ve total kolesterol diizeylerinin

kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1

belirlendi (Sekil 13 A ve B).
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Deney grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum HDL ve LDL

kolesterol seviyelerinde artig olmasina ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlaml

degildi (Sekil 13 C ve D).
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Sekil 13. Serum Lipit Seviyeleri
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Serum LDL (mg/dl)

(A): Serum Trigliserit Seviyeleri (**p=0.001)
(B): Serum Total Kolesterol Seviyeleri (*p<0.05)

(C): Serum HDL Seviyeleri (p>0.05)
(D): Serum LDL Seviyeleri (p>0.05)
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8 haftalik kontrol ve deney gruplarma ait biitiin biyokimyasal verilerin
ortalamalarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi ile elde edilen sonuglar tablo
2’de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 2. 8 Haftalik Kontrol ve Deney Gruplarinda Biyokimyasal Parametrelerin

Karsilagtirilmasi
Biyokimyasal Kontrol Grubu Deney Grubu p
Parametreler Ortalama + SS Ortalama £ SS

(n=10) (n=10)
Serum betatrophin 444 +£0.3 6.68 £ 0.6 0.000
(ng/ml)
Achik glukoz (mg/dl) 133.5+16.9 178.2 + 28.5 0.001
Tokluk glukoz (mg/dl) 152.3 +10.9 291.7 +£32.2 0.000
Insiilin (ng/ml) 0.30 + 0.04 2.5+0.8 0.000
HDL (mg/dl) 66.7 + 11 68.8 + 14 0.704
LDL (mg/dl) 65.02 + 6.1 68.56 + 12.3 0.427
Total kolesterol 1495+ 11.2 167.5+17.4 0.013
(mg/dl)
Trigliserit (mg/dl) 65.9+9.4 87.4+15 0.001
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8 haftalik kontrol ve deney gruplar1 arasinda yapilan korelasyon analizi
sonucunda, deney grubunda betatrophin gen ekspresyonu ile serum trigliserit
seviyesi arasinda pozitif yonde ve istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli bir
korelasyon (r=0.751, p= 0.012) tespit edildi (Tablo 3).

Tablo 3. 8 Haftalik Kontrol ve Deney Gruplarinda Betatrophin Gen Ekspresyonu

Temel Alinarak Belirlenen Korelasyon Analizi Sonuglari

Betatrophin Gen Ekspresyonu

Kontrol Grubu Deney Grubu

r p r p
LDH 5 gen ekspresyonu -0.398 0.25 -0.493 0.14
Sitrat sentaz gen ekspresyonu  -0.030 0.93 0.446 0.19
ACC1 gen ekspresyonu -0.195 0.59 -0.329 0.35
Achik glukoz (mg/dl) 0.328 0.27 -0.228 0.52
Tokluk glukoz (mg/dl) 0.202 0.57 0.207 0.56
Insiilin (ng/ml) 0.454 0.18 0.460 0.18
HDL kolesterol (mg/dl) -0.006 0.98 -0.313 0.38
Total kolesterol (mg/dl) 0.409 0.24 0.329 0.35
LDL kolesterol (mg/dl) -0.315 0.37 0.314 0.37
Trigliserit (mg/dl) 0.555 0.09 0.751 0.012
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8 haftalik deney grubunda betatrophin hormon seviyeleri ile serum
trigliserit seviyesi arasindaki korelasyon egrileri Sekil 14 a ve 14 b’de
gosterilmistir.
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Sekil 14 a. Serum Trigliserit ile Betatrophin Gen Ekspresyonu Arasindaki
Korelasyon Egrisi
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Sekil 14 b. Serum Betatrophin ile Trigliserit Arasindaki Korelasyon Egrisi
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Yapilan korelasyon analizleri sonucunda, deney grubunda betatrophin
serum seviyesi ile trigliserit seviyesi arasinda da pozitif yonde ve istatistiksel
olarak anlamli (r= 0.686, p= 0.028) bir korelasyon tespit edildi (Tablo 4).

Deney ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan korelasyon analizi
degerlendirildiginde ise, deney grubunda betatrophin ekspresyon ve serum
seviyeleri ile LDHS5, ACCI, sitrat sentaz gen ekspresyonlari, serum insiilin, HDL
kolesterol, LDL kolesterol, total kolesterol, trigliserit, aglik ve tokluk glukoz
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli seviyede korelasyon bulunmamistir

(Tablo 3 ve 4).

Tablo 4. 8 Haftalik Deney ve Kontrol Gruplarinda Betatrophin Serum Seviyesi

Temel Alinarak Belirlenen Korelasyon Analizi Sonuglari

Betatrophin Serum seviyesi

Kontrol Grubu Deney Grubu

r p r p
LDHS5 gen ekspresyonu -0.408 0.24 -0.515 0.12
Sitrat sentaz gen ekspresyonu -0.097 0.79 0.328 0.35
ACC1 gen ekspresyonu -0.433 0.21 -0.317 0.37
Achik glukoz (mg/dl) 0.051 0.88 -0.308 0.38
Tokluk glukoz (mg/dl) 0.338 0.34 0.120 0.74
Insiilin (ng/ml) 0.575 0.08 0.277 0.43
HDL kolesterol (mg/dl) -0.293 0.41 -0.003 0.99
LDL kolesterol (mg/dl) 0.097 0.79 0.478 0.16
Total kolesterol (mg/dl) 0.607 0.063 0.117 0.74
Trigliserit (mg/dl) 0.044 0.90 0.686 0.028
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5.3. Gen Ekspresyon Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Calismadaki RT-PCR sonuglar1 Roche Light Cycler 480 II yazilimi ile
kantite edildi. Betatrophin, LDH5, ACC1 ve sitrat sentaz genlerinin verileri beta-
aktin geniyle normalize edilip, 222" formiiliinden cikan verilerle istatistiksel

analiz gergeklestirildi.

5.3.1. Betatrophin Gen Ekspresyonu

Insiilin direnci olusturulan 8 haftalik deney grubunda betatrophin gen
ekspresyonunun kontrol grubuna goére 5.4 kat arttifi ve bu artisin istatistiksel

olarak yiiksek diizeyde anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Betatrophin Gen Ekspresyon Grafigi (**p<0.001).
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5.3.2. LDH5 Gen Ekspresyonu

Insiilin direnci olusturulan 8 haftalik deney grubunda LDH5 gen
ekspresyonunun kontrol grubuna gore arttig1 tespit edilmistir. Ancak bu artisin

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir (Sekil 16)
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Sekil 16. LDH5 Gen Ekspresyon Grafigi (p=0.010).
5.3.3. Sitrat Sentaz Gen Ekspresyonu

8 haftalik kontrol grubu ile Kkarsilagtirildiginda sitrat sentaz gen
ekspresyonunun deney grubunda azalmis oldugu ve bu azalmanin istatistiksel

olarak anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Sitrat Sentaz Gen Ekspresyon Grafigi (*p=0.019).
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5.3.4. ACC1 Gen Ekspresyonu

8 haftalik deney grubunda ACC1 gen ekspresyonunda artis goriilmesine
ragmen, kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu artisin istatistiksel olarak anlamli

olmadigi tespit edilmistir (Sekil 18)
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Sekil 18. ACC1 Gen Ekspresyon Grafigi (p=0.056).

5.4. Hayvan Agirhiklarindaki Degisimin Degerlendirilmesi

8 haftalik kontrol grubunun agirlik ortalamasinda 1 hafta sonra % 7.6 artis
goriiliirken, 8 haftalik deney grubunun agirlik ortalamasi % 4.2 oraninda artmustur.
22 haftalik kontrol grubunun agirlik ortalamasinda 1 hafta sonra % 3.3 artis
goriiliirken, 22 haftalik deney grubunun agirlik ortalamasinda % 2.2 artis
belirlenmistir. 8 ve 22 haftalik deney ve kontrol gruplarindaki haftalik agirlik
degisimleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlaml

farklilik tespit edilmemistir (p>0.05).
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6. TARTISMA

Betatrophin; biiylik oranda karaciger ve adipoz doku tarafindan salgilanan
(12,13) ve insiilin direnci kosullarinda artis gosteren bir hormondur (91-94). Bu
hormonun hem glukoz hem de lipit metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev
aldig1 belirtilmektedir (11,12,18,107). Ancak betatrophin hormonunun beta
hiicreleri, glukoz ve lipit metabolizmalar1 tizerindeki etkileri tam olarak netlik
kazanmamistir. Obezite ve T2DM gibi metabolik hastaliklarla yapilmis olan insan
calismalarinda da betatrophin konsantrasyonlarinda farkliliklar goriilmektedir.
T2DM’li hastalarla yapilan bir ¢aligmada betatrophin seviyelerinde azalma tespit
edilirken (108), baz1 ¢alismalarda deney ve kontrol grubu arasinda bir farklilik
bulunmamistir  (97,109), bir kisim ¢alismada ise artis kaydedilmistir
(92,93,101,110-112).

Jiao ve arkadasglar1 yaptiklari ¢alismada, betatrophin hormonunun fare beta
hiicrelerinde transkripsiyonu indiiklemesine ragmen insan beta hiicrelerinde etkili
olmadigint gostermislerdir (94). Yapilan baska bir calismada ise betatrophin
overekpresyonunun saglandigi farelerde betatrophin miktar1 yaklasitk 26 kat
artmasimna karsin, beta hiicre replikasyonunda, kiitlesinde ve glukoz
homeostazisinde anlamli degisiklik gozlenmemistir. Fakat kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hasta grubunda serum trigliserit seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli artis goriilmistiir (96). Gusarova ve arkadaslar1 da betatrophin
overekspresyonunun trigliserit seviyesini yiikselttigini ancak glukoz toleransinda
bir degisiklik olusturmadigini ve betatrophin inhibisyonunun hipertrigliseridemi

i¢in bir tedavi yontemi olabilecegini belirtmislerdir (19).
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Yapilan benzer c¢alismalarda da Dbetarophin  hormonunun lipit
metabolizmasiyla daha ¢ok baglantili olabilecegi belirtilmektedir (12,96-98).
Betatrophin hormonunun karbonhidrat ve lipit metabolizmasindaki etkileri heniiz
acikliga kavusmamis tartismali bir konu oldugundan, bu konunun aydinlatilmasi
bilimsel ac¢idan oldukg¢a 6nemli goriilmektedir. Bu konunun aydinlatilmasina katki
saglamak amaciyla, farelerde insiilin direnci olusturarak yapilmis olan bu
caligmada, betatrophin hormonunun hem karacigerden ekspresyonu hem de serum
diizeyleri ile ACCI, sitrat sentaz ve LDH5 enzimlerini kodlayan genlerin
ekspresyonlari arasindaki iliski literatiirde ilk defa incelenmistir. Calisma analizi
sonucunda ise betatrophin ekspresyon ve betatrophin serum seviyeleri ile ACC1,
LDHS5 ve sitrat sentaz arasinda bir baglantinin olmadigi tespit edilmistir.

LDHS5 enzimi anaerobik solunumda gorev alan anahtar enzimlerden biridir
ve piriivatin laktata doniisiimiinii saglamaktadir (20). Insiilin direncinde oksidatif
kapasitesinin azaldigi ve bu nedenle laktat olusumunda artis oldugu ortaya
konmustur. Oksidatif kapasitede azalma ve laktat/piriivat mekanizmasindaki
bozulmanin dogal sonucu olarak ise laktat miktarinda artis meydana gelmektedir
(32). Yapilan ¢alismalarda da laktat miktarinin, insiilin direnci, obezite ve T2DM
kosullarinda artis gosterdigi belirtilmektedir (34,41,113,114). Ayrica T2DM’li
hastalarda oksidatif kapasitesinin azalmasi ile artmis olan plazma laktat seviyesi
arasinda baglant1 oldugu ve plazma laktat konsantrasyonlari ile aclik plazma
glukozu arasinda iliski oldugu belirtilmektedir (34,113). Ratlarda yapilan baska
bir ¢aligmada ise laktat inflizyonunun glukoz oksidasyonunu 6nemli derecede
azalttig1r gosterilmistir (114). Crawford ve arkadaslari tarafindan yiiksek sayida

ornekten olusan retrospektif bir calismada da plazma laktat seviyesi ile T2DM
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arasinda ¢ok gii¢clii ve bagimsiz bir iliskili oldugunu gostermistir (113). Kan laktat
diizeylerinin bagimsiz bir sekilde diyabet gelisiminde bir belirteg¢ olabilecegi ve
yag dokusu ve iskelet kasinda artan laktat iiretiminin farelerde insiilin direnci ve
diyabet i¢in sorumlu olabilecegi de rapor edilmistir (41). Beta adacik hiicrelerinde
adenoviral vektor araciligiyla olusturulan asir1 LDHA (5) aktivitesinin bu
hiicrelerde insiilin sekresyonunu azalttigi, normal glukoz metabolizmasini, insiilin
sekresyonunu bozdugu ve mitokondri metabolizmasinda degisiklige yol agtigi
belirlenmistir. Bu nedenle LDHA enziminin asir1 tretiminin T2DM’nin bazi
formlarinda insiilin sekresyon defektlerinden dogrudan sorumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir (40). Diyabetik farelerde ise LDHA‘nin direkt olarak
inhibisyonu ile yapilan bir ¢alismada aglik glukoz ve HA1C seviyeleri azalirken,
insiilin sekresyonu ve pankreas adaciklarinin morfolojisinde belirgin sekilde
iyilesme tespit edilmistir (41). Insiilin direnci, obezite ve T2DM ¢alismalarinda
LDH enziminin 6nemini géz Oniine alarak yaptigimiz bu calismada da benzer
sekilde insiilin direnci olusan farelerde LDHS enziminde artis oldugu
gorilmiistiir. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.
Istatistiksel olarak anlamli farkliligin olmamasinm, yapilan ¢alismalarda
kullanilan denek tiirlerinin ve hastalik modellerinin bu ¢alismadakinden farkh
olmasindan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

LDH enziminin insiilin direnci, obezite ve T2DM gibi metabolik
hastaliklar disinda son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda kanser patofizyolojisinde
de rol oynadigi belirtilmektedir. Bu enziminin kanser tanisinda biyomarker olarak
ve LDHA inhibisyonunun ise ¢esitli kanser tiirleri i¢in énemli bir tedavi yontemi

olabilecegi 6ne siiriilmektedir (37-39,115-117).
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Kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden farkli  olarak, enerji
metabolizmasi degisim gostermektedir (30,118,119). Normal olarak farklilasmis
hiicreler enerji tliretmek i¢in temel olarak mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu
kullanirken, kanser hiicrelerinin ¢ogu, normal hiicrelerin aksine enerji elde etmek
icin "Warburg etkisi" olarak adlandirilan aerobik glikoliz yolunu kullanmaktadir
(30). Warburg kanser hiicrelerinin ortamda oksijenin olup, olmamasini dikkate
almadan glukozu en c¢ok laktata doniistirme egiliminde olduklarini ortaya
koymustur. Kanser hiicrelerinin mitokondrilerinin islevsel kaldigin1 ve oksidatif
fosforilasyonun kismen devam ettigini de rapor etmistir. Ancak oksidatif
fosforilasyon igin yeterli oksijen olmasina ragmen glukozun biiyiik ¢ogunlugu
laktata gevrilerek enerji elde edilmektedir (30,120). Piriivati laktata ¢eviren LDH5
enzimi ise Warburg etkisi i¢in hiz smirlayict olan 6nemli bir enzimdir (121).
Kanser hiicrelerinin enerji elde etmek igin glukoza olan fazla egilimi ve
cogunlukla laktat {izerinden enerji iiretmesinden dolay1r pek ¢ok kanser tiirtinde
laktat miktarinda ve LDH enzimi ekspresyonunda artis goriilmektedir (37,38,117).
Yapilan ¢aligmalarda pankreas kanseri (117), hepatoseliiler karsinomlu hiicrelerde
(115) ve oral skuamdz hiicre karsinomu gibi ¢esitli kanser tiirlerinde
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (116). Yeni bir ¢alismada ise LDHA’nin
mesane kanserinde tiimor hiicrelerinin gogalmasini, invazyon ve gogiinii tesvik
ettigi belirlenmistir. Kanser kok hiicre markirlar1 ile LDHA arasinda ise pozitif
yonlii bir iligki tespit edilmistir (121). LDH5 ile tiimér gelisimi ve tiimor niiksi
arasinda da iligkili bulunmustur (116).

Betatrophin hormonu ise daha oOnce yapilmis olan bir caligmada

hepatoseliiler karsinomla iliskili yeni bir gen (TD26 veya TTH26) olarak
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tamimlanmistir. Bu ¢alismada TD26’nin (betatrophin) hepatoseliiler karsinomlu
dokularda (HCC) c¢ok yiiksek ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica
TD26’nin kiiciik hiicreli akciger kanserli, gastrik kanserli ve kolon kanserli
dokularda da yiiksek ekspresyonunun oldugu goriilmiistir ve HCC’li dokularda
anjiyogenez ile iliskili olabilecegi belirtilmistir (122). Baska bir ¢alismada ise
pankreatik duktal adenokarsinomlu hastalarda betatrophin ekspresyonunun arttigi
ve bu hastalarda tiimor asamalar1 i¢in Dbetatrophinin belirte¢ olarak
kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (123).

Yapilan bu calismada ise betatrophin ekspresyon ve serum seviyeleri ile
LDHS5 gen ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit
edilmemesine ragmen, her iki genin de kanser patofizyolojisinde tam olarak
acikliga kavusmamis rolleri bulunmaktadir. Betatrophinin anjiyogenesisde rol
oynayabilecegi ve LDHS enziminin ise tiimor gelisim ve metastazinda rolii oldugu
belirtilmektedir. Bu nedenle betatrophin hormonu ile LDHS arasindaki iliskinin
acikliga kavusmast icin gelecekte fare veya farkli tiirlerde yeni g¢alismalarin
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢alismada incelenen diger enzim sitrat sentazdir. Insiilin reseptor
mutasyonu nedeniyle genetik olarak insiilin direnci bulunan hastalarda sitrat
sentaz aktivitesi ve yedek solunum Kkapasitesindeki azalmayla birlikte
mitokondriyal oksidatif fonksiyonun bozuldugu rapor edilmistir (124). Yapilan
calismalarda insiilin direncinin temel rol oynadigi T2DM hastalarinda sitrat sentaz
ekspresyonunda ve sitrat sentaz aktivitesinde azalmanin tespit edilmesinden
dolay, sitrat sentaz aktivitesindeki yapisal defektlerin T2DM patogenezinde rol

oynayabilecegi belirtilmistir (125,126). Yaptigimiz bu ¢alismada da benzer
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sekilde instilin direnci olusturulan deney grubu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, sitrat sentaz seviyesinin deney grubunda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaldigi belirlenmistir. Bu azalmanin sebebinin instilin direnci
sonucu mitokondri boyutu, oksidatif aktivite ve enerji iiretimindeki azalma ile
mitokondriyal  islev  bozuklugundan  kaynaklandigi  belirtilmektedir.
Mitokondrideki fonksiyonel ve oksidatif defektler ise, yalnizca enerji
homeostazin1 bozmakla kalmayip, oksidatif stresi de artirmaktadir. Insiilin direnci
sonucu azalan mitokondriyal oksidatif aktivite ile anaerobik metabolizmaya
yonelim ve bagimlilik artmaktadir (124,125,127). Bu g¢alisma sonucunda
betatrophin hormon seviyeleri ile sitrat sentaz gen ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmamustir.

Bu ¢alismada incelenen bir diger enzim ise ACC1 dir. ACC1 yag asidi
sentezinin hiz smirlayict en 6nemli kilit enzimlerinden biri olup, yag asidi
sentezini uyararak lipogenezi kolaylastirmaktadir. ACC1 knockout farelerde
hepatik trigliserit birikiminin azaldiginin tespit edilmesi ACC1’in lipogenezin
diizenlenmesinde ¢ok 6nemli rol oynadigini gostermektedir (128,129). Obez ratlar
ve diyabetik farelerde ACC dimerizasyonunu o&nleyerek, enzimatik aktiviteyi
inhibe eden bir ajanla yapilan c¢alismada da, ACC1 ve ACC2 inhibisyonunun
glukoz ile uyarilmis insiilin salgisint artirdigi, karaciger yaglanmasini azalttigi,
insulin duyarliligini artirdigi, kilo alimini azalttigi g6zlemlenmistir (130).

Ayrica ¢alismalarda ACC inhibisyonunun insiilin direncinin de oldugu
metabolik hastaliklarin tedavisinde faydali olabilecegi belirtilmistir (57,130-132).
Yapilan diger bir ¢alismada da ACCL1 aktivitesinin baskilanmasi sonucu hepatik

malonil-CoA seviyesinin azalmasi ile tokluk durumunda yag oksidasyonu artarak,
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lipid birikimi azalmistir. Bunun sonucunda ise hepatik insiilin duyarliliginin arttig
belirlenmistir (133).

Betatrophin hormonunun lipit metabolizmasinda diizenleyici etkisinin
oldugu ve yag asidi trafiginde rol aldigi yapilan c¢alismalarda bildirilmistir
(11,12,16). Bununla beraber betatrophin hormonunun LPL enzimini baskilayarak
trigliserit seviyesini artirdigi belirtilmektedir (11). ACC1 enzimindeki artisin ise
yag asidi sentezini ve dolayisiyla trigliserit seviyesini artirdigi bilinmektedir
(130,131,134). Ancak bu g¢alismada ACCI ile betatrophin hormonu arasindaki
iliski incelenmis olup, istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir. Bu
calisma sonucunda betatrophin hormonunun o6zellikle lipit metabolizmasinin
diizenlenmesini ACCL1 ile koordineli olarak yiiriitmedigi sonucuna varilabilir.
Ancak daha fazla ¢calismanin bu sonuglar1 desteklemesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢alismadaki biyokimyasal parametreler degerlendirildiginde ise;
kontrol grubu ile karsilastirildiginda insiilin direnci olusturulan 8 haftalik deney
grubunda serum betatrophin seviyeleri, trigliserit, a¢lik ve tokluk glukoz, total
kolesterol ve insiilin seviyelerinde istatistiksel olarak oOnemli derecede artis
gorilmiistiir.

8 haftalik deney grubunda biyokimyasal parametreler ile betatrophin
ekspresyon ve betatrophin serum seviyelerini karsilastirdigimizda betatrophin
hormon seviyeleri ile deney grubunda artmig olan trigliserit diizeyleri arasinda
onemli derecede iliski oldugu belirlenmistir. Ancak deney ve kontrol gruplarinda
yapilan istatistiksel analiz sonucunda betatrophin ekspresyon ve betatrophin
serum seviyeleri ile a¢lik glukoz, tokluk glukoz, insiilin, total kolesterol, HDLve

LDL kolesterol seviyeleri arasinda bir iliski bulunmamastir.
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Benzer sekilde Gusarova ve arkadaslar1 betatrophin overekspresyonunun
trigliserit seviyesini yiikselttigini ancak glukoz toleransinda bir degisiklik
olusturmadigin1 ve betatrophin inhibisyonunun hipertrigliseridemi i¢in bir tedavi
yontemi olabilecegini belirtmislerdir (19).

Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise betatrophin knockout fareler
ile wild type fareler karsilastirildiginda, knockout farelerde ilging bir sekilde
trigliserit seviyesi yaklasik olarak % 70 oraninda azalmistir. Diisiik trigliserit
seviyesinin hem VLDL salgilanmasinda azalis ile hem de LPL aktivitesinde bir
artis ile iliskili oldugu belirtilmistir. Bu durumun betatrophin’in farelerde besin
alimina cevaben periferal dokulara trigliserit akisinda 6nemli bir rol oynadigi 6ne
stiriilmiistiir. Ancak plazma kolesterol seviyeleri agisindan knocout ve wild tip
fareler arasinda anlamli farklilik tespit edilmemistir (99).

Zhang ve aradaglarni da betatrophin hormonunun adenoviriislerle
overekspresyonunun trigliserit seviyesini yiikselttigini ve LPL aktivitesini inhibe
ettigini belirtmislerdir (13).

Ren ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada ise betatrophin null
farelerde trigliserit seviyesinin wild tip farelerin yaklasik ticte biri diizeyinde
oldugunu gostermislerdir. Betatrophin hormonunun en fazla adiposit farklilagsmas1
sirasinda uyarildigim1 ve lipid metabolizmasinin 6nemli bir yeni diizenleyicisi
oldugunu belirtmislerdir (12). Betatrophin overekpresyonunun olusturuldugu
farelerde yapilan baska bir ¢alismada kontrol grubuyla karsilastirildiginda serum
trigliserit seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis goriiliirken, total kolesterol
seviyesinde artig gériilmemistir (96). Fenzl ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir

calismada ise kontrol ile morbid obez ve T2DM hastalar1 arasinda betatrophin
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konsantrasyonlar1 agisindan bir farklilik gériilmedigi rapor edilmistir. Ayrica hem
T2DM hem de obez hastalarda betatrophin konsantrasyonu ile total kolesterol,
LDL ve HDL kolesterol arasinda anlamli korelasyon bulunmustur ancak bu
calismaya benzer sekilde betatrophin ile plazma glukoz ve insiilini arasinda iliski
tespit edilmemis olup, betatrophin ile glukoz homestazisi ve beta hiicre
fonksiyonu arasinda da anlamli bir iliski bulunmamustir (97). T2DM’li hastalarda
yapilan bagka bir ¢alismada plazma betatrophin hormon seviyesi ile hem trigliserit
hem de aclik glukoz ve insiilin seviyeleri arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur
(135). Gao ve arkadaslarinin T2DM hastalariyla yaptiklar1 ¢alismada ise serum
betatrophin diizeyinin T2DM‘li hastalarda yiiksek diizeyde artttigit ve bu
calismaya benzer sekilde serum betatrophin seviyesi ile trigliserit arasinda giiclii
bir iliski oldugu belirlenmistir (102).

Espes ve arkadaglarinin da T2DM 1i hastalarla yaptiklari bir ¢alismada
plazma betatrophin diizeyi hasta grubunda % 40 artis gostermistir. Bu ¢alismaya
benzer sekilde betatrophin ile kan lipid diizeyleri (total kolesterol HDL ve LDL)
ve aglik glukozu arasinda baglanti bulunmazken, bu ¢aligmanin aksine plazma
betatrophin ile trigliserit seviyesi arasinda da bir iliski tespit edilmemistir (92).

Wang ve arkadaslarinin metabolik sendromlu hastalarla yapmis olduklar
giincel bir calismada ise bu calismaya benzer sekilde, betatrophin ile aglik
glukozu, aclik insiilini, total kolesterol arasinda bir korelasyon bulunmadigi, bu
calismanin aksine trigliserit ile de korelasyonun belirlenemedigi, HDL kolesterol
ile de negatif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte betatrophin
hormonunun metabolik sendromun baslangicinda hastalarin tan1 ve klinik

ilerlemesinde faydali bir belirteg olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (103). Abu-Farha ve
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arkadaglarinin yaptigi baska bir c¢alismada da betatrophin seviyesinin obez
bireylerde artis gosterdigi ve hem obez hem de nonobez bireylerde betatrophin ile
aclik glukozu arasinda yiiksek diizeyde korelasyon oldugu belirlenmistir. Obez
bireylere uygulanan egzersiz sonrasi ise betatrophin miktarinin azaldigi ve bu
durumun betatrophin’in potansiyel terapotik etkisini destekler nitelikte olabilecegi
kaydedilmistir (110). Ayn1 galisgma grubunun T2DM-‘li hastalarla yapmis oldugu
calismada ise, bu ¢alisma sonuglarina benzer sekilde deney grubunda betatrophin
seviyesinin ylikseldigi ancak betatrophin ile aglik kan sekeri arasinda korelasyon
bulunmadigi tespit edilmistir (100).

Sonug olarak; yapilan ¢alismalarda betatrophin hormonunun karbonhidrat
ve lipit metabolizmalar1 Ttzerindeki etkileri ve bu metabolizmalara ait
biyokimyasal parametrelerle olan baglantis1 birbirinden farklilik gostermekte
olup, heniiz agikliga kavusmamis bir konudur. Bu c¢alismada elde edilen
sonuglardan yola ¢ikilarak, betatrophin hormonunun karbonhidrat metabolizmasi
tizerindeki etkilerini, aerobik solunumun Kilit enzimlerden olan sitrat sentaz
araciligi ile gostermedigi sonucuna varilabilir. Ayrica betatrophin hormonunun
karbonhidrat  metabolizmasimmin  diizenlemesinde,  anaerobik  solunum
enzimlerinden olan LDHS5 ile baglantisinin olmadigi tespit edilmistir.

Bu calismada betatrophin hormonu ile ACCI enzimi arasindan bir
korelasyon bulunmamasi, bu hormonun lipit metabolizmasin1i ACC1 enzimi
tizerinden diizenlemedigini isaret ediyor olabilir. Bununla beraber, betatrophin
hormon seviyelerinin plazma trigliserit seviyesi ile yiiksek korelasyon gdsterdigi
ve trigliserit metabolizmasinda onemli rolii olabilecegi de belirlenmistir. Bu

nedenle yapilan bu g¢alismanin betatrophin hormonunun karbonhidrat ve lipit
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metabolizmasi lizerindeki etkileri ile iliskisinin tespitine katkida bulunabilecegini
ve aerobik ve anaerobik solunum yolaklariyla korelasyonu hakkinda ise bir
onbilgi sunabilecegi ortaya konmustur. Betatrophin hormonunun karbonhidrat ve
lipit metabolizmas1 tizerindeki etkilerinin tam olarak agikliga kavusmasi i¢in daha

fazla calismanin gerekli oldugu diisiiniilmektedir.
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