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OZET

Insiilin direnci, insiilin reseptoriiniin yapis1 ve/veya fonksiyonlar1 veya glukoz
transportlarinda meydana gelen bozukluklar neticesinde meydana gelmektedir.
Timokinon (TQ), Nigella sativa’nin biyoaktif komponentidir. Deneysel calismalarda
streptozosin (STZ) ile indiiklenerek olusturulan diyabetik hayvan modelleri iizerinde
yapilan arastirmalarda, TQ’ un hipoglisemik ve antidiyabetik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir.

Bu caligmada ilk etapta hiicre kiiltiirii ortaminda insiilin direng modeli olusturulmasi
amacglanmigtir. Olusturulan insiilin direng modelinde TQ' un hiicre icerisine glukoz
alimindaki etkisinin arastirilmasi amaclanmistir. Son olarak, olusan insiilin direnc
modeli {izerinde TQ' un insiilin sinyal yolaginda gen diizeyinde meydana getirdigi

degisikliklerin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Calisma kapsamda, in vitro ortamda HepG2 hiicreleri kullanilarak yiiksek doz insiilin
(1700 nm) verilmesiyle insiillin diren¢ modeli olusturuldu. TQ' un farkh
konsantrasyonlarda (6.25, 12.5, 25, 50 uM) uygulanarak insiilin direncine olan etkisi
incelendi. TQ’ un HepG?2 hiicrelerinde indiikledigi sitotoksisite ve apoptoz incelendi.
Sitotoksisite deneyinde, TQ’ un HepG2 hiicrelerinde ICsy degeri 23.75 uM olarak
belirlendi. Apoptoz deneyinde, kontrol, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM dozlarin1 kapsayan TQ
uygulandiginda, apoptoz yiizdelerinin swrasiyla % 1,6 = 0,16, % 6,8 + 0,22, % 9,9 +
1,07, % 19,4 £ 1,16, % 26,6 + 1,17 oldugu belirlendi (p<0,05).

Glukoz alim deneyinde, hiicrelerin glukoz alim oranlar1 yiizde olarak, insiilin direng
modeli olusturulan kontrol grubunda % 1,56 + 0,6 iken, farkli TQ dozlarinda glukoz
alim1 su sekilde belirlendi: TQ-6.25 uM, % 4,31 £ 0,58, TQ-12.5 uM % 6,29 + 0,89,
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TQ-25 % 18,87 + 2,45, TQ-50 uM % 43,04 * 4,69 (p<0.05). Insiilin direnci
olusturulmayan HepG?2 hiicrelerinde ise glukoz alim1 % 44,06 £1.89 olarak bulundu. Bu
veriler insiilin direnci sonucu azalan glukoz aliminin TQ tarafindan diizeltildigini agikca

ortaya koymaktadir.

Gen ifadesi diizeyinde yapilan ¢alismada insiilin direnci olusturulmus hiicrelerde farkli
TQ dozlarinda insiilin direnci ile iligkili 84 genin ekspresyon seviyeleri incelendi. TQ'un
12.5, 25 ve 50 uM konsantrasyonlarinda, sitokin-sitokin reseptor etkilesimi ile iligkili
gen ifadelerinin (IL6, TNF-a, IL1R1, IL18R1), insiilin sinyal yolag: ile iliskili gen
ifadelerinin (INSR, IRS2, AKT3, PDK2, MAPK) ve sitokin baglama ile iligkili gen
ifadelerinin (CCR4, CCRS, CXCR3, CXCR4) etkilendigi tespit edildi (p<0,05).

Sonug olarak, insiilin diren¢ modeli olusturulan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatti
HepG?2 iizerinde TQ' un insiilin direng mekanizmasim zayiflattigini gézlemledik. Buna
ilaveten, TQ'un insiilin sinyal yolagi ile iliskili kritik genlerin ekspresyon seviyelerine
etki gostererek glukoz alimina katki sagladigini diistinmekteyiz. TQ' un gosterdigi bu
onemli etkinin in vivo ¢aligmalarla daha ayrintili ¢alisilarak terapétik bir ajan olarak

kullanilma potansiyelinin arastirilmasi gerektigi ongormekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Timokinon, Glukoz Alimi, HepG2 Hiicre Hatti, Insiilin Direnci,

Insiilin Sinyal Yolaklari,
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ABSTRACT

Insulin resistance develops as a result of irregularities in glucose transports and insulin
receptor structure and/or functions. Thymoquinone (TQ) is the active ingredient of
Nigella sativa. It has been well documented in experimental studies in which the
diabetes is induced by streptozotocin (STZ) in diabetic animals that TQ has

hypoglysemic and anti-diabetic effects.

In the present study, insulin resistance model in cell culture has been aimed to be
developed in the first phase. It was aimed to study the effect of TQ on intra-cellular
uptake of glucose in established insulin resistance model. In the last phase, the aim was
to evaluate the effect of TQ on the expression levels genes involved in the insulin

signaling pathway in established insulin resistance model.

Insulin resistance model was established by using high dose insulin (1700 nm) in
HepG2 cells in in vitro conditions. Effects of the application of different concentrations
of TQ (6.25, 12.5, 25, 50 uM) on insulin resistance were evaluated. Cytotoxicity and
apoptosis induced by TQ on HepG2 cells were investigated. ICsy value of TQ on HepG2
cells was detemined to be 23.75 uM in cytotoxicity experiment. In apoptosis
experiment, apoptosis levels were determined to be 1,6 + 0,16 %, 6,8 + 0,22 %, 9,9 +
1,07 %, 19,4 £ 1,16 %, 26,6 + 1,17 %, respectively in control , 6.25, 12.5, 25 and 50
UM TQ doses (p<0.05).

In glucose uptake experiment, the percentage of glucose uptake of cells was determined
to be 1,56 £ 0,6 % in insulin resistance model (control) while different concentrations of

TQ value (TQ-6.25 uM, 4,31 + 0,58 %, TQ-12.5 uM 6,29 + 0,89 %, TQ-25 18,87 +
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2,45 %, TQ-50 uM 43,04 + 4,69 % (p<0.05). Glucose uptake on HepG2 cells without
insulin resistance development was detemined to be 44,06 £1.89 %. These data clearly

demostrate that reduced glucose uptake due to insulin resistance is restored by TQ.

In gene expression level study, the effect of different doses of TQ on 84 genes related
with insulin resistance were investigated in cells with established insulin resistance with
the doses at 12.5, 25, 50 uM of TQ. The expression of genes related with cytokine
cytokine interactions (IL6, TNF-a, ILIR1, IL18R1), insulin signaling pathway (INSR,
IRS2, AKT3, PDK2, MAPK), cytokine binding (CCR4, CCRS, CXCR3, CXCR4) was
determined to be affected (p<0,05).

In conclusion, we observed that TQ weakens insulin resistance in hepatocellular
carcinoma cell line HepG2 with established insulin resistance model. In addition, we
believe that TQ contributes to glucose uptake by affecting the expression levels of
critical genes in insulin signaling pathway. We propose that this important effect of TQ
needs to be further investigated in in vivo studies to explore TQ' s potential as a

therapeutic agent.

Key Words: Thymoquinone, Glucose Uptake, HepG2 Cell Line, Insulin Resistance,

Insiilin Signaling Pathways,
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1. GIRIS VE AMAC

Diyabet, insiilin eksikligi ya da insiilin etkisinde meydana gelen bozukluklar nedeniyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, bunun
sonucunda hiperglisemiye neden olan kronik bir metabolizma hastaligidir (1, 2). Insiilin
eksikligi ve/veya insiilin direnci neticede kan glukoz seviyesini artirmakta ve
hiperglisemiye neden olmaktadrr (3). Insiilin diizeyinde meydana gelen bozukluk,
yetersiz insiilin salgilanmasi veya insiilin sinyal iletim yolaklarinda olusacak bir veya

birden fazla anormalliklerden kaynaklanmaktadir (4).

Timokinon (TQ), Nigella sativa'nin biyoaktif bilesenidir. TQ' un, anti-diyabetik, anti-
kanserojenik, anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-immiinojenik ve hepatoprotektif

bircok etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligsmalarda belirtilmistir (5-21).

Insiilin sinyal yolagi, diyabet ve insiilin diren¢ mekanizmasinda ©nemli rol
oynamaktadir. Genel olarak insiilin direncinin énemli oranda insiilin reseptorlerinde
meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (22, 23). Reseptorde
meydana gelen bozukluklar ya da insiilin sinyal yolaginda gerceklesen degisiklikler
insiilin direncinin mekanizmasini olusturur. Insiilin direnci diyabet ve buna baglh

birtakim metabolik hastaliklara da neden olmaktadir.

Bu calismada, in vitro kosullarda insiilin diren¢ modeli meydana getirilerek, TQ' un
insiilin  diren¢ modelinde, hiicre igerisine glukoz aliminda meydana getirdigi
degisikliklerin incelenmesi amaclanmustir. Ayrica, TQ' un farkli konsantrasyonlarda
insiilin sinyal yolagi iizerinde etkisinin gen ekspresyon diizeyinde arastirilmasi

amaclanmustir. Bildigimiz kadar ile, yapilan literatiir aragtirmasimda, TQ maddesi ile



yapilmis bu sekilde bir caligmaya rastlanilmadig i¢in, 6zgiin bir calismadir. Yapilan bu
caligma ile, TQ' un insiilin diren¢ modeli iizerindeki olasi etkisinin mekanizmasi

aydinlatilmaya calisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DIYABET

Diyabet, insiilin eksikligi ya da insiilin etkisinde meydana gelen bozukluklar nedeniyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, bunun
sonucunda hiperglisemiye neden olan kronik bir metabolizma hastaligidir (1, 2).
Diyabetin gelisiminde bircok patolojik siire¢ 6nemli rol oynamaktadir. Patolojik olan bu
stirecler, insiilin etkisine karsi gelisen direncten, insiilin eksikligiyle pankreasin beta
hiicrelerindeki otoimmiin yikimina kadar genis bir skala icerisindedir. Insiilin eksikligi
ve/veya insiilin direnci neticede kan glukoz seviyesini artirmakta ve hiperglisemiye
neden olmaktadir (3). Insiilin diizeyinin bu sekilde bozukluk gostermesi, diyabetli
hastalarda karbonhidrat, yag ve proteinlerde meydana gelen anormalliklerin temelini
olusturmaktadir (4). Insiilin diizeyinde meydana gelen bozukluk, yetersiz insiilin
salgilanmas1 veya insiilin sinyal iletim yolaklarinda olusacak bir veya birden fazla
anormalliklerden kaynaklanmaktadir (4).

Diyabet, hiperglisemi sonucu gozlerde, bobreklerde, sinirlerde, kalp ve damar sistemi
gibi cesitli yapilarda kronik komplikasyonlara yol acarak bu organlarin fonksiyonlarini
bozan bir hastaliktir. Hiperglisemiye bagl gelisen en belirgin semptomlar arasinda kilo
kaybi, poliiiri, polidipsi, bazen polifaji, gormede bulaniklik ve biiylime geriligi
sayilabilir (24).

Diyabetin akut metabolik komplikasyonlarinin yaninda uzun siiren donemlerinde
korliige neden olan retinopati (25), bobrek yetersizligi ile sonuglanan nefropati (26),

ayak yaralar1 ve ampiitasyona yol acan noropati (27) ve ayrica damar hastahigi,



kardiyovaskiiler, gastrointestinal sistem bozukluklarma yol acabilen otonom noropati
goriilebilmektedir. Ayrica diyabet, cinsel fonksiyon bozuklugu gibi kronik
komplikasyonlarla seyreden morbidite ve erken mortalite riski yiiksek bir hastaliktir

(28).
2.1.1. Diyabetes Mellitus Epidomiyolojisi

Diyabetes Mellitus (DM), diinyada prevalansi hizla yiikselen hastaliklar arasindadir.
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (International Diabetes Federation, IDF) 2013
verilerine gore diinya genelinde 382 milyon diyabet hastasinin bulundugu, bunlarin 175
milyonunun hasta olduklarim1 dahi bilmediklerini ve %80'nin gelir diizeyi diisiik olan
ilkelerde oldugu tahmin edilmektedir (29). Gliniimiizde diyabetin hizla artmasini goz
Oniinde bulundurursak bu rakamin 2035 yilinda 592 milyona ulagsmasi tahmin
edilmektedir (29). Tiirkiye' de ise 1998 yilinda diyabetli olan hasta sayis1 2.5 milyon
iken bu sayr 2013 yilinda yaklagik 7 milyona yiikselmistir (30). Tiirkiye' de 1998 ve
2010 yillarinda gercgeklestirilen iki adet toplum temelli Tiirkiye diyabet prevalans
(TURDEP-1, TURDEP-2) calismalarinda diyabet sikliginin % 90 oraninda 6nemli
Olciide arttig1 belirtilmistir (30). Ayrica Tiirkiye' de bulunan diyabet hastalarinin,
Avrupa' da bulunan diyabet hastalarinin yaklasik olarak % 13' {inii olusturdugu tahmin
edilmektedir (30). Yaklasik 3 milyon kadar kiside de tip 2 diyabetin (T2DM) belirtisi
olan bozulmus glukoz toleransi gozlemlenmistir (31). Diyabetin giderek artmasina bagl
olarak IDF 2035 yilinda bu rakamin 12 milyona ulasacagini tahmin etmektedir (29).
Avrupa' da diyabet prevelansi benzer sekilde artmakta ve 2013 yili itibariyle 56 milyon
olan hasta sayisinin, Avrupa' daki gen¢ niifusun azalmasi ve yash niifusun artmasina
bagl olarak 2035 yilinda yaklasik olarak 69 milyona ulasilacagi ongoriilmektedir (29).
Yasa bagh olarak diinyada 6zellikle T2DM artis1 gozlenmektedir. Orta Dogu ve Kuzey
Afrika bolgelerinde 2013 yili itibariyle 35 milyon olan diyabetli hasta sayisinin 2035

yilinda 68 milyona ulagmas1 ongoriilmektedir (32).
2.1.2. DIYABETES MELLITUSUN SINIFLANDIRILMASI

Diyabetes mellitus siniflandirilmasinda hiperglisemiye neden olan patolojik sebeplerden
faydalanilarak bir siniflandirma sistemi olusturulmustur. Bu baglamda, Amerikan
Diyabet Dernegi (American Diabetes Association; ADA), DM' un siniflandirmasini Tip

1 Diyabetes Mellitus (T1DM), Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM), diger spesifik tiirler



ve Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM) olmak iizere 4 ana bashk altinda
toplamiglardir (1) (Tablo 2.1).

2.1.2.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1DM)

T1DM, genellikle insiilin iireten pankreastik beta hiicrelerinin dogrudan ve/veya dolayli
yollarla immiin aracili bagisikligin tahribatiyla meydana gelen ve bu tahribat neticesinde
mutlak insiilin yetersizligiyle karakterize bir hastaliktir (33, 34). Tarihsel olarak
bakildiginda T1DM, daha ¢ok cocuksal bir rahatsizlik olarak goriilse de, bu goriisiin son
on yil icerisinde yapilan arastirmalar 1s18inda degistigi goriilmektedir. Yapilan bu
caligmalarda polidipsi, polifaji ve poliiiri gibi hastaligin baslangic1 ile iligkili
septomlarin birtakim yetiskin bireylerde de gozlemlendigi goriilmiistiir. T1DM hastalar1
pankreatik beta hiicrelerindeki harabiyet neticesinde insiilin iiretemedikleri i¢in hayatlar1
devam ettigi miiddetce disaridan insiilin takviyesi almalar1 gerekmektedir. Giiniimiizde

hala TIDM hastaliginin kesin kullanilan bir tedavi olmamakla beraber bu noktada

yapilan caligmalar devam etmektedir.
2.1.2.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM)

T2DM, fizyolojik veya genetiksel yatkinlik sonucunda glukoz iiretiminde meydana
gelen artis ve bu artis ile meydana gelen insiilin direnci, insiilin sekresyonunda meydana
gelen metabolik defektler ile karakterize, kompleks bir hastaliktir (35). T2DM, yag
dokusu, karaciger, pankreas adaciklariyla kan dolasimindaki 16kositlerin damar sistemi
icinde meydana gelen degisiklere, bununla birlikte bagisiklik sistemi bilesenlerinde de
belirgin olarak degisikliklere sebep olmaktadir. T2DM, hiperglisemiye bagli olarak
pankreastan salinan insiilinin periferal dokulara baglanamamasi sonucu gerceklesen
insiilin direnci ile baslamaktadir (35). T2DM' da insiilin direncinin molekiiler
mekanizmasi heniiz kesin olarak belirlenememistir. Hiicrelerde bulunan insiilin reseptor
seviyeleri ve tirozin kinaz aktiviteleri azalmistir. Bu azalmanin hiperinsiilinemi
sonucunda olusan sekonder bir bozukluk oldugu diisiiniilmektedir (36) (Sekil 2.1).
Bundan dolayr insiilin ile gerceklesen fosforilasyon /defosforilasyondaki oncelikle
meydana gelen kusurlarin insiilin direncinde rol aldig1 diisiiniilmektedir. Fosfoinozitol-
3-kinaz (phosphatidylinositide 3-kinases; PI3K) sinyal yolaginda meydana gelen
herhangi bir hata, glukoz transport tip 4 (Glucose transporter type 4; GLUT-4)" iin

membran translokasyonunda diisiisiine neden olmast bu durumun Ornegi olarak



gosterilmistir (36). Viicut dolasiminda meydana gelen serbest yag asit miktarindaki
artiglar, karaciger ve kasta yag birikime neden olarak insiilin diren¢ mekanizmasinin
gelismesini  saglamaktadir. Hiicre icerisindeki serbest yag asitlerinin ise, serin
fosforilasyonu ile, insiilin sinyal mekanizmasini etkileyerek insiilin direncine katki

sagladig belirtilmistir (37).

Obezitenin T2DM gelisiminde patojenik bir siirecin parcasi oldugu diisiiniilmektedir
(35). Obezite sonucunda artan adiposit kitlesi, yag hiicresi iiriinlerinin ve serbest yag
asitlerinin artisina neden olmaktadir (38). Artan adipositler bircok biyolojik {iriin
(leptin, resistin vb.) salgilarlar (39). Viicutta bircok metabolik faaliyette rol oynayan bu
adipokinler, insiilin duyarliliginda da rol alirlar. Serbest yag asitlerinin miktarindaki
artig ile beraber iskelet kasinda ve karacigerde insiilin direncinin olusumuna neden
olabilecegi belirtilmistir. Gelisen insiilin direnci beta hiicre fonksiyonunda bozukluklara

neden olabilmektedir (40).

Kronik hiperglisemi, zamanla pankreastaki beta hiicrelerinin glukoza olan yanitini
bozarak insiilin direncinin artisina neden olabilir. Glisemik noktada gerceklesecek olan
iyilesmenin, adacik fonksiyonunda meydana gelen iyilesme ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte serbest yag asitlerinin artigi, benzer sekilde glukoz
metabolizmasimi bozarak, adacik fonksiyonlarinin da kismi engellenmesine neden
olmaktadir. Artan yag asitlerinin, karacigerde hepatik glukoneogenezi arttirdigi
goriilmiistiir. Aym1 zamanda yag asitleri, pankreas beta hiicrelerinin fonksiyonunu

bozarak, kas glukoz metabolizmasini inhibe etmektedir (41).

Karacigerde yiiksek seviyedeki insiilinin, glukoneogenezi baskilamada yeterli olmamasi
nedeniyle insiilin direncinin meydana geldigi diisiiniilmektedir. Hepatik glukoz
tiretiminde meydana gelen artma, T2DM erken donemlerinde iskelet kasinda insiilin
direnci baslamasindan sonra meydana geldigi belirtilmistir. Kas dokusunda meydana
gelen insiilin direnciyle beraber artan yag asidi, hepatositlerde lipid sentezinin artisina

neden olmaktadir (42).

Karaciger, yag dokusu ve iskelet kasi gibi yapilarda gerceklesen insiilin direnci
nedeniyle glukoz dokulara niifuz edemez. Boylece belirtilen dokularda glukoz
miktarinda azalma, hepatik glukoz miktarinda artma gerceklesmektedir. T2DM hastalar1

insiilin salgilayan pankreas beta hiicrelerinde mutlak harabiyet olmadigindan digsaridan



insiiline ihtiya¢ duymazlar. Bu nedenle insiiline bagimli olmadiklarindan bu hastaliga

"insiiline bagimli olmayan diyabet" ad1 da verilmektedir (42).

T2DM'un, insiilinin etkisine bagli olarak farkli genetik ve/veya metabolik defektler ile
iligkili olarak hiperglisemi gelisimine neden oldugu belirtilmistir. T2DM’ da bu sekilde
meydana gelen patolojik siireclerin godzlemlenip belirlenmesi, spesifik metabolik
bozukluklar1 hedefleyerek onlarda etki olusturmayi amaglayan farmokolojik ajanlarin

gelistirilmesi acisindan olduk¢a 6nemlidir (43, 44).
2.1.2.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)

GDM, gebelik sirasinda baslayan plasental hormonlarim insiilin direncini tetiklemesiyle
meydana gelen glukoz intoleransidir (45). Goriilme oran1 % 1-3 arasindadir. ADA gebe
kadinlarin % 4’ {inde yani yilda yaklasik 150000 kadinda GDM tespit edildigini
bildirmistir. Gestasyonel diyabeti olan hastalarin bir diger sik karsilasilan durumu
hipertansiyon olup, kan sekerinin diizenlenmesinin hipertansiyonlu hastalarda,
hipertansiyon sikligin1 azaltmadig1 diistiniilmektedir (46). GDM fizyolojik olup,

ilerleyen zamanlarda T2DM goriilme olasilig1 fazladir (46).

2.1.2.4. Diger Spesifik Tiirler

Diger spesifik tiirde gelisen DM, Tablo 2.1.'de 6zetlendigi gibi, DM' un etiyolojik
simiflandirilmasinda TIDM, T2DM ve GDM disinda, beta hiicre fonksiyonunda
meydana gelen defektler, insiilin etkisinde meydana gelen defektler, ekzokrin pankreas
hastaliklari, ilag ve kimyasal kaynakli, immiin baglantilili, cesitli enfeksiyonlar gibi

etkenlere bagli olarak, farkli nedenler yer almaktadir (1).



() insiilin
* insiilin reseptori

@ Glukoz

' Kapah glukoz
tasiyicilan

Tip 1 Diyabet hiicresi ~ Normal hiicre Tip 2 diyabetli hiicre | Askelukor

tasycilan

Sekil 2.1. TIDM ve T2DM hiicrelerinin normal hiicre ile karsilastiriimasi. TIDM insiilin eksikligi
neticesinde gelisen bir hastaliktir (a). Normal hiicre reseptorlerinde ve tasiyicilarda herhangi bir sorun
yok (b). T2DM hiicrede insiilin reseptorlerinde meydana gelen bozukluklar neticesinde glukoz
tastyicilarinda meydana gelen kismi islevsizlik sonucunda gelisen hastalik (c) (47).



Tablo 2.1. ADA' ya gore Diyabetes Mellitusun Etiyolojik Siniflandirilmasi (1).

I. Tip 1 diyabet (Beta hiicre yikimi, genellikle mutlak E.Ilag ve kimyasal kaynakli

insiilin eksikligine neden olur.) 1 Vacor
A Immiin iliskili 2 Pentamidin
B.Idiyopatik 3.Nikotinik asit

I1. Tip 2 diyabet 4.Glukokortikoidler

ITL.Diger spesifik tiirler 5.Tiroid hormonu

A.B Hiicre fonksiyonlarinin genetik defektleri 6.Diazoksit
1.MODY 3 (kromozom 12, HNF-1a) 7.B-adrenerjik agonistleri
2.MODY 2 (kromozom 7, glukokinaz) 8 Tiazidler
3.MODY 1 (Kromozom 20, HNF-4a) 9.Dilantin
4.MODY'" nin nadir diger formlari; MODY 4: 10.<interferon

Kromozom 13, i{lsiilin promotor faktor-1; MODY 6: 11.Digerleri

Kromozom 2, N6roD1; MODY 7: Kromozom 9,

Karboksil ester lipaz
5.Kalici neonatal diyabet F.Enfeksiyonlar
6.Gegici neonatal diyabet 1.Konjenital rubella
7.Mitokondriyal DNA 2.Sitomegaloviriis
8.Digerleri 3.Digerleri

B.Insiilin etkisindeki genetik defektler
1.Tip A insiilin direnci G.Immiin baglantili diyabetin yaygin olmayan formlari
2.Leprechaunism 1.Stiff-man sendromu
3.Rabson-Mendenhall sendromu 2.Anti-insiilin reseptor antikoru
4.Lipoatrofik diyabet 3.Digerleri
5.Digerleri

C.Ekzokrin pankreas hastaliklar1 H.Diyabetle bazen iligkili genetik sendromlar

1.Pankreatit 1.Down sendromu
2.Travma/pankreatektomi 2 Klinfelter sendromu
3.Neoplazi 3.Turner sendromu
4 Kistik fibrozis 4.Wolfram sendromu
5.Hemikromatozis 5.Friedreich ataksi
6.Fibrokalkiilos pankreatopati 6.Huntigton koresi
7.Digerleri 77.Laurence Moon-Biedl sendromu

D.Endokrinopatiler
1.Akromegali [.Myotonik distofi
2.Cushing sendromu 1.Porfiria
3.Glukagonoma 2. Prader-will sendromu
4.Feokromositoma 3.Digerleri
5.Hipertroidi
6.Somatostatinoma IV.Gestasyonel diyabetes mellitus
7.Aldesteronoma

8.Digerleri

HNF-1a: Hepatosit niikleer faktor-la, MODY : Genglerde goriilen eriskin tipi diyabet formlar1 1-10
(maturity onset diyabetes of the young 1-10), HNF-4o: Hepatosit niikleer faktor-4o, IPF-1: Insiilin
promotor faktor-1, HNF-1p: Hepatosit niikleer faktor-1p, NeuroD1: Nerojenik diferansiyasyon 1, BLK:
Beta lenfosit spesifik kinaz, DNA: deoksiriboniikleik asit, HIV: Insan immiin eksiklik viriisii, DIDMOAD
sendromu: Diyabetes insipidus, diyabetes mellitus, sagirlik ile seyreden sendrom (Wolfram sendromu),
KLF11: Kruppel like factor 11, CEL: Carboxyl ester lipase, PAX4: Pairede box 4, ABCC8: ATP-binding
cassette C8, KCNJ11: Potassium inwardly-rectifying channel J11, INS: Insiilin (1).
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2.1.3. Diyabet Modelleri

2.1.3.1. In Vitro Modeller

Insiilin diren¢ mekanizmalarinin olusmasinda 6ne ¢ikan iki ©nemli mekanizma
bulunmaktadir. Bunlardan biri yiiksek dozda glukoz verilerek glukoz transportlarinda
hasar olusturmak suretiyle insiilin direnci meydana getirmektir. Diger bir mekanizma
ise yliksek dozda insiilin miktar1 verilerek insiilin transportlarim1 hasara ugratarak
insiilin diren¢ mekanizmas1 gelistirmektir. Genelde in vitro modellerde bu iki

mekanizmanin kullanildig1 goriilmiistiir (7, 48).

Hu ve arkadaslari, hepatoselliiler kanser hiicre hatt1 olan HepG2 hiicre hattinda insiilin
diren¢ modeli olusturabilmek ic¢in hiicreleri 6' i kuyucuklara ilave ettikten sonra 24 saat
inkiibe etmislerdir. Hiicreler %70-80 yogunluga ulastiginda 24 saat serumsuz
inkiibasyonda birakilmistir. Bu 6n islemden sonra normal (5.5 mM) ve yiiksek (30 mM)
konsantrasyonlarda d-glukoz, serumsuz besiyeri icerisine ilave edilmistir. Ardindan 100
mg/L insiilin ilavesi yapilarak 24 saat inkiibe edilmistir (48-50). Olusturulan insiilin
direnci iizerinde Stauntonia chinensis isimli terapotik ajanin AMPK (5' adenosine
monophosphate-activated protein kinase), IR (Insiilin reseptorii), IRS1(insiilin reseptor
substrati-1), PI3K (phosphatidylinositide 3-kinases), AKT (V-akt murine thymoma viral

oncogene) sinyal yolaklariyla olan etkileri irdelenmistir (7).

Sun ve arkadaslari, HepG2 hiicreleri iizerinde insiilin direncini indiiklemek icin hiicre
besiyeri igerisinde 5 mM glukoz ile 18 mM glukozamin verip 18 saat inkiibe ettiklerini
belirtmislerdir (51). Ayn1 sekilde C2C12 miyotiip hiicrelerinde de birtakim transfekte
islemlerinden gecirildikten sonra, %2 BSA (bovine serum albumin) ve %10 FBS (Fetal
bovine serum) icerikli besiyeriyle 0.75 mM palmitat varligi ve yoklugunda 18 saat siire

inkiibe edilerek insiilin direncini indiiklemesine bakilmistir (51).

In vitro kosullarda olusturulan insiilin diren¢ mekanizmalar1 genel olarak benzer yollar
kullanilarak, bazi caligmalarda ufak degisiklikler uygulanarak olusturulmustur. Ma ve
ark., HepG2 hiicre hatt1 iizerinde insiilin diren¢ modeli olusturmak icin Oncelikle
hiicreleri 96'l1 kuyucuklara ekip 24 saat inkiibe etmislerdir (52, 53). Daha sonra her bir
kuyucuga 10 molL™" insiilin (yiiksek doz) ilavesi yapilarak 36 saat inkiibasyonda

birakilmustir. Inkiibasyondan sonra serum olmayan besiyeri ile Grifola frondosa isimli
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ajan ile belirli konsantrasyonlarda ilave ederek, bu maddenin insiilin direnci {izerine

olan etkisi incelenmistir (52).

Xie ve arkadaslar1 HepG2 hiicrelerini taze hazirlanan besiyeri icerisine %1 FBS, 107 M
(yiiksek doz) insiilin ilave ederek insiilin diren¢ modeli olusturmustur. Daha sonra
kullandiklar1 madden olan Ananas comosus'un farkli konsantrasyonlarini da ilave
ederek 24 saat inkiibe etmislerdir. Inkiibasyondan sonra besiyerini degistirerek %1 FBS,
10° M (diisiik doz) insiilin ve 5-15 mM glukoz icerikli besiyeri ilave ederek 12-24 saat

inkiibasyon sonras1 incelemelerini gerceklestirmislerdir (54, 55).
2.1.3.2. In Vivo Modeller

Bir¢cok hastaliktan korunma ve tedavi yollarimin bulunmasi, bu hastaliklarin
patogenezinin arastirilmasi amaciyla deneysel hayvan modelleri kullanilmaktadir.
Genellikle insandaki hastaliklar1 taklit eden ve ¢alisilabilirligi etik olarak engel teskil
etmeyen hayvanlar iizerinde calismalar siirdiiriilmektedir. Insanlarda yaygim bir hastalik
olan DM olusmasinda rol alan molekiiler mekanizmalarin arastirilmasinda,
engellenmesi ve yan etkilerinin belirlenmesi amaciyla farkli metodlar kullanilarak

deneysel diyabet modelleri olugturulmustur (56).
2.1.3.2.1. Cerrahi Yontem Kullanilarak Olusturulan Diyabet Modelleri

Pankreatektomi yontemi, pankreasin tamami ya da pankreasin kismi olarak c¢ikartilma
islemidir. Pankreasin tamaminin ¢ikarilmasiyla T1DM modeli, kismi pankreatektomi
islemi uygulamasi yapilarak pankreastaki beta hiicrelerinin yaklasik %60' inin ¢ikarilma
islemiyle de T2DM modeli olusturulmaktadir (57). Bu tiir cerrahi islemler biiyiik
canlilarda denenmistir (58). Ancak giiniimiizde cerrahi yontemle DM olusturulmasinin

uygulamalari olduk¢a azalmistir.
2.1.3.2.2. Kimyasal Ajanlar ile Olusturulan Diyabet

Alloksan ve Streptozotosin (STZ) diyabet model olusturmada en cok kullanilan

kimsayasal ajanlardir.
2.1.3.2.2.1. Alloksan (2,4,5,6 Tetraokzohekzahidropirimidin)

Alloksan suda kolayca ¢oziinebilen monohidrat yapisinda olan, iirik asidin nitrik asit

tarafindan oksidasyonu ile elde edilen kimyasal bir ajandir (59). Alloksan, hidrofilik
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ozelligi ve kimyasal yapis1 sayesinde glukozu taklit ederek pankreas beta hiicrelerine
rahatlikla niifuz edebilmektedir (60). Bu sekilde iki mekanizma aracilifiyla diyabete
neden oldugu diisiiniilmektedir. Ik olarak alloksan, glukokinaz enzimini inhibe ederek
pankreastaki beta hiicrelerinin salgiladigi insiilin salmimini inhibe etmektedir (61).
Ikinci mekanizma ise beta hiicresinde toksik etki olusturan reaktif oksijen tiirlerini
(Reactive oxygen species; ROS) olusturarak nekroza neden olup insiilin salinimini
inhibe etmektir (62). Bu sekilde pankreas beta hiicrelerini hasara ugratarak doza bagl

olarak diyabete neden oldugu belirtilmektedir (63, 64).

Farelerde alloksan kullanilarak yapilan diyabet ¢alismalarinda, fareler dncelikle 18 saat
ac birakildiktan sonra giinde 150 mg/kg dozda, su yada serum fizyolojik sivi igerinde
coziindiiriilip periton i¢i yolla 48 saat arayla 3 kez olarak enjekte edilir. Son
enjeksiyondan itibaren 7-9 giin sonrasi fareler 18 saat ac¢ birakildiktan sonra kan glukoz
seviyeleri kuyruk veninden kan almarak olgiiliir. Aclik kan seker diizeyi 200 mg/dL

izerinde olanlar diyabetli fare olarak kabul edilir (65).

Alloksan periton i¢i uygulamasinin disinda intravendz ve deri alt1 olarak da enjekte
edilebilmektedir. Intravendz uygulamanin diger yontemlerden 2-3 kat daha verimli
oldugu tespit edilmistir. Intravenéz uygulamasinda ortalama doz 65 mg/kg verilirken,
periton i¢i ve deri alti uygulamalarda ortalama 150 mg/kg seklinde doz ayarlamasi

gerceklestirilir (66, 67).
2.1.3.2.2.2. Steptozotosin (STZ)

STZ, Streptomyces achromogenes susundan elde edilen, 2-Deoksi-2-(3-Metil-3-
Nitrozoiireido) D-Glukopiranoz’dur. Yapisinda glukoz molekiilii bulundugu i¢in plazma
membraninda bulunan glukoz tasiyicis1 2' ye (Glucose transporter 2;GLUT?2) baglanip
insiilin salinimin1 inhibe ederek pankreas beta hiicresinde toksisite meydana getirir (68).
Boylelikle doza bagli STZ uygulamasiyla hem insiiline bagimli, hem de insiilinden
bagimsiz modeller olusturulabilmektedir (63). GLUT2 araciligiyla beta hiicrelerine
giren STZ, nitrik oksit diizeyini etkileyerek, mitokondriyal ATP iiretimini azaltir.
Bunun neticesinde DNA hasar1 olusturarak reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda artisa

neden olmaktadir (69).

STZ calismanin durumuna goére doz oranlar1 diisiik olarak 40 mg/kg, toksik olarak

yaklasik 60-70 mg/kg, yiikksek doz olarak 150-200 mg/kg uygulanmaktadir (70). Birkac
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ornek vermek gerekirse, Cakmak ve ark. farelere 250 mg/kg serum fizyolojik igerisinde
damar igerisine STZ enjekte etmislerdir. STZ enjeksiyonunda 10 giin sonra kan glukoz
seviyeleri Olciilmiis ve 300 mg/dL iizerinde olan degerler diyabetik model olarak kabul
edilmistir (71). Sitrat tamponu icerisinde ¢oziilen STZ farelerde tek doz halinde 200
mg/kg periton i¢i uygulanmaktadir (72). Ayrica tek doz 150 mg/kg periton i¢i yoluyla
verildiginde de diyabet olustugu gozlenmistir (73).

2.1.3.2.3. Spontan Sekilde Olusan Diyabet Modelleri

Spontan olarak gelisen TIDM modelinde en yaygin olarak kullanilan laboratuvar
hayvanlari; sisman olmayan diyabetli fare (Non-Obese Diabetic fare; NOD), Bio
Breeding sican (BB), Komedo Prone Diabetic sican (KPD), Long-Evans Tokushime
Lean sican (LETL), Insiilin-dependent Diabetes Mellitus (LEW-IDDM)
belirtilmektedir. Ayrica NOD fare ve BB sicanlar Insan modeline daha uygun olduklari

icin daha fazla kullanilmaktadir (74).

Spontan T2DM modelleri olarak en yaygin kullanilan laboratuvar hayvanlar1 arasinda
obez fareler, diyabetik fareler ile Zucker cinsi obez sicanlar yer almaktadir (75). Bu
diyabet modellerinde obesitenin gelismesi, leptin geninde veya leptin reseptoriinde
meydana gelen mutasyonlarin neticesi olarak diyabet ortaya ¢ikmaktadir. Genotipi obez
olarak belirtilen fare tiirii C57BL/6J' de diyabet gozlenmistir. Bu model ayrica hiperfaji
ve diisiik enerji tiikketimi ile karakterize edilmistir. Ayrica obez farelerde asir1 yemek
yemeye bagli olarak 3-4 haftalikken hiperfaji, obezite ve insiilin direnci
gozlemlenmektedir (75). Diger bir tiir olan diyabetik fare tiiriinde ise 2 haftalik iken
hiperinsiilinemik ve insiiline kars1 direngli, 4 haftalik iken obez oldugu gozlemlenmistir.
Ayrica bu tiirler 4-8 hafta sonrasinda gelisen hiperglisemi neticesinde beta
hiicrelerindeki harabiyetten dolay1 8-10 aydan fazla yasamlarmi siirdiirememektedirler
(76). Zucker obez siganlarin gelisimi ise diyabetik farelerinin patofizyolojik
karakterleriyle benzer yapidadir. Ancak bu tiirde obezitenin yaninda insanlarda da
zaman zaman gerceklesebilen hipertansiyon ve hiperlipidemi de gerceklesebilmektedir
(75, 77). Zucker diyabetik sisman sican tiirlinde hiperglisemi beta hiicrelerinde gelisen
apoptoz neticesinde, dogumdan sonra yaklasik 8 hafta siire icerisinde, sadece erkeklerde

diyabet gelismektedir (78).
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2.1.3.2.4. Diyet ile Olusturulan Diyabet Modelleri

Diyet ile olusturulan modeller genel olarak, yiiksek yagh diyet, fruktoz, siikroz, yiiksek
karbonhidrat ile olusturulabilmektedir (79). Bunlardan yiiksek yagh diyet kullanilarak
olusturulan modeller yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan bazi klinik ve
epidemiyolojik ¢aligmalar neticesinde yagh diyet miktar: ile viicut agirhginda meydana
gelen artig arasinda dogru orantili bir iligki oldugu ortaya cikarilmistir. Yine ayni
sekilde bu orant1 yapilan hayvan deneylerinde de ortaya ¢ikarilmistir. Besin icerigi
genel olarak %30 ve {lizeri yag orami diyabet gelisimini tetiklemektedir. Bu modeli
olusturmak icin farkli kombinasyonlarda, farkli besin miktarlarii ve yag oranlar1 iceren
0zel yemler kullanilmaktadir. Yiiksek yagh besin kullanmak insiilin direnci, dislipidemi
ve obezite olusturmak icin kullanilan yontemlerden biridir (80). Genel olarak bu modeli
olusturma siiresi ¢alismanin diizenlemesine gore degisiklik gostermektedir. Diger
modellere gore daha uzun zaman gerektiren bir modeldir. Bu modelde zamanla obezite,
hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve glukoza kars1 tolerans bozukluklar1 gdzlemlenebilir

(79).
2.1.3.2.5. Transgenik modeller

Genetik modifikasyona ugratilarak olusturulan hayvan modelleridir. Giintimiizde
genetik modellerin cesitliligi ve kullanilabilirligi giin gectikce artmaktadir. Transgenik
hayvanlar, fertilize yumurta icerisine yabanci DNA enjeksiyonu ile olusturulan
modellerdir. Aslinda genetik modeller gerek tip 1 gerek tip 2 diyabette olsun, diyabet
modellerini tam olarak kategorize etmeyebilirler. Ancak bazi genlerin, diyabet
mekanizmasi altinda yatan spesifik etkilerinin arastirilmalar1 i¢in Onemli rol
oynamaktadirlar (81). Ornegin, pankreas gelisiminde rol oynayan faktorlerin (Pancreatic
and duodenal homeobox 1; PDXI1 gibi) incelenmesinde kullanilabilirler. Aym sekilde
beta hiicre biiyiimesi ve sagkalim siirelerinin incelenmesi i¢in (6rnegin, Insulin receptor
substrate 2; IRS-2, Protein Kinase B; PKB, siklin D2) transgenik modeller yaygin
olarak kullanilmaktadir (74, 82). Boylece T2DM ile ilgili beta hiicre kiitlesi veya
pankreas gelisimi gibi parametrelerin mekanizmasinin arastirilmasi transgenik modeller

sayesinde miimkiin olmaktadir.
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2.2. Timokinon (TQ)
2.2.1. Nigella Sativa

Nigella sativa yaygim olarak ¢orek otu olarak bilinen, Pakistan, Hindistan ve Akdeniz
tilkelerinde yogun olarak yetisen, Ranunculaceae (Dugiin cicegigiller) familyasindan,
20-30 cm yiikseklikte, tek yillik ¢igcekli bir bitkidir (Sekil 2.2.a.,b). Uzun yillardir bir¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmakla beraber giiniimiizde gida iiretiminde de yaygin
olarak kullanmlmaktadir (83-86). Ulkemizde baslica Konya, Kiitahya, Isparta, Antalya
olmak {iizere 12-14 arasinda Nigella tiirii yetismekte olup, Ozellikle Nigella sativa,

Nigella damascena, ile Nigella arvensis tiirleri yaygin olarak kullanilmaktadir (87).
2.2.2. TQ' un Tanimui;

Corek otunun biyoaktif kompotenti olan TQ (C;oH;20,, 2-izopropil-5-metil 1, 4-
benzokinon) (Sekil 2.2.c), ucucu yaginda %18-24 oraninda bulunan ve 164,2 g/mol

molekiiler agirligina sahip sar1 renkli kristallere sahip ugucu bir monoterpendir (5, 88).
2.2.3. TQ' un Etki Alanlan
2.2.3.1. TQ' un Anti-diyabetik Etkisi

Deneysel calismalarda STZ ile indiiklenerek olusturulan diyabetik hayvan modelleri
izerinde yapilan arastirmalarda, TQ' un hipoglisemik ve anti-diyabetik etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (6, 89-91). TQ’ un insiilin sekresyonu iizerindeki etki mekanizmasi
tam olarak aydimnlatilamamistir. TQ’ un, insiilin sekresyonunu yiikselttigi ve buna bagl
olarak glukoz alimimi artirdig1 ve glukoneogenez olusumunu inhibe ederek kan glukoz
seviyesinin diismesini sagladigi belirtilmistir (5, 89). Ratlarda STZ ile indiiklenmis
diyabet modelinde, Nigella sativa ugucu yagiyla muamele edilen hayvanlarin, serum
glukoz seviyeleri diiserek normale yaklagmis, serumdaki insiilin miktarinin arttigi
gozlemlenmigtir. Ayrica pankreas beta hiicrelerinde kismen rejenerasyon oldugu tespit

edilmistir (90).



CHs
HsC

O

Sekil 2.2. Corek otu bitkisinin ve tohumunun sekli ve TQ' un kimyasal yapist.
Corek otu (Nigella sativa) bitkisi (A). Corek otu tohumu (B).TQ' un molekiiler yapisi (C) (114).
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Yapilan diger bir ¢calismada, kan glukoz seviyelerinin arastirilmasinda klinik oneme
sahip belirte¢ olan HbAIC (hemoglobin Alc) iizerine TQ' un etkisi analiz edilmistir.
TQ'un HbAIC seviyesini anlamh sekilde diisiirdiigii bildirilmistir (5). Ayni ¢alismada,
karaciger enzim aktivitesini de iyilestirdigi gozlenmistir. Ayrica su ve kat1 yiyecek
alimin1 dengeleyerek viicut agirligimin normale yaklagsmasini sagladig: belirtilmistir (5).
STZ ile indiiklenmis diyabet rat modelinde artan lipid peroksidasyon ve nitrik oksit
seviyeleri, Nigella sativa ugucu yagi muamelesiyle tersine donmiis ve anti-oksidan
enzim aktivitelerinin arttigir gozlenmistir (91). Aym sekilde STZ ile indiiklenen
diyabetik ratlarda TQ ile ¢calismalar tekrarlanmis ve serum glukoz seviyelerinin diistiigii
belirtilmistir. Buna bagli olarak serumdaki insiilin miktarinda artig goriilmiistiir. Ayrica
diyabet rat modelinde, TQ ile muamele edildiginde, pankreasta insiilin {ireten beta
hiicrelerinde de onemli derecede artis tespit edilmistir (8). Yine STZ ile olusturulan
diyabetik ratlarda, TQ' un pankreastaki beta hiicre iizerine etkisi daha detayli
arastirilmig, STZ sonucu olusan bir¢ok toksik etkinin TQ uygulamasiyla pozitif yonde
diizeldigi gosterilmistir (92). Diger bir calismada, STZ ile olusturulan diyabetik
farelerde gebelik doneminde TQ uygulamasi yapilmis, embriyolarin gelisimde ve
boyutlarinda artis gozlenmistir. Ayrica toksik etkilere neden olabilecek serbest
radikallerin miktarinda azalmayi saglayarak sakat dogma oranlarini diistirdiigii

goriilmiistiir (93).
2.2.3.2. TQ' un Anti-tiimor ve Anti-kanser EtKisi

In vivo ve in vitro calismalar Nigella sativa tohumlarmin hem yag1 hem aktif maddesi
olan TQ' un anti-tiimor etkisi oldugunu gostermistir. Yapilan bir ¢calismada TQ' un
doza bagh olarak hepatoseliiler karsinoma hiicrelerindeki proliferasyonu onemli 6l¢iide
yavaslattigi bildirilmistir (94). Yapilan baska bir caligmada, pankreatik kanser
hiicrelerinde TQ' un etkisi gemzar denilen kemoterapétik madde ile birlikte in vivo ve in
vitro olarak arastirilmistir. Farelerde olusturulan kanser modelinde ve in vitro kanser
hiicre hatlarinda uygulanan gemzar ve TQ' un tiimOr biiylimesini engelledigi
belirtilmistir (9). Pankreatik kanser hiicrelerinde ise apoptozunu arttirdigi goriilmiistiir
(9). Ayn1 zamanda anti-apoptotik Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), Bcl-xL (B-cell
lymphoma-extra large), XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) 'm  negatif
regiilasyonunu, kaspaz-3, kaspaz-9, Bax (Bcl-2-associated X protein) gibi pro-apoptotik

molekiillerin pozitif regiilasyonunu sagladigi gozlemlenmistir (9). Bagka bir ¢caligmada,
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kolanjiyokarsinom hiicrelerinde yine mezar kemoterapik ajan ile TQ' un etkisi
arastirilmis, in vitro olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. In vivo
olarak da tiimOr hiicre biiyiimesi ve anjiogenezini engelledigi belirtilmistir. Ayrica
PI3K/AKT, NF-kB ve gen iiriinlerinin diizenleyicileri AKT, p65, XIAP, Bcl-2, COX-2
(Cyclooxygenase-2), VEGF (Vascular endothelial growth factor) gibi genleri negatif
regiile ettigi tespit edilmistir (95). Baska bir ¢alismada, insan servikal kanser hiicresi
izerinde Nigella sativa yag1 ve TQ' un etkileri incelenmistir. HelLa hiicre hatlar1
kullanilarak gercgeklestirilen bu c¢alismada TQ' un kanser hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu inhibe ettigi, pro-apoptotik genlerin ekspresyonlarin indiiklerken (BIK,
FASL, BCL2L10 ve CASPI), kanser ve NFkB (Niikleer Faktor kapa B) sinyali ve
kanserden sorumlu anti-apoptotik genlerdeki ekspresyon seviyesini de diistirdiigii
belirtilmistir (96). Diger bir ¢alismada, fareler iizerinde olusturulan kanser modelinde
karaciger toksisitesine neden olan CB 1954 (5-(Aziridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamide)
maddesi ile TQ' un kombine caligmasidir. Yapilan arastirma sonucunda TQ' un
karaciger toksisitesine neden olan CB 1954 maddesinin etkisini azalttigi, buna bagl
olarak karaciger enzimleri aspartat transaminaz (AST) ve alanin transferaz (ALT)
miktarlarin1 normal seviyeye getirdigi belirtilmistir. Ayrica tiimér boyunda ve buna
bagh kitle agirliklarinda da TQ uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda onemli
oranlarda farkliliklar gozlemlenmistir (97). Yapilan baska bir c¢alismada, insan
miyoblastik kanser hiicre hatti olan HL-60 hiicreleri iizerinde TQ' un etkisi
arastirilmistir. Calisma sonucunda TQ' un HL-60 hiicre hatt1 iizerinde anti-proliferatif
etki gosterdigi, mitokondrinin membran yapisin1 bozdugu, kaspaz 3,8,9 aktivasyonlarini
diizenleyerek apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Ayrica, TQ ile muamelede bulunan
HL-60 hiicrelerinde proapototik Bax proteinini pozitif regiile ederek, anti-apototik
protein olan Bcl2' yi ise negatif regiile ederek Bax/Bcl2 oraninin artmasina neden

oldugu tespit edilmistir (98).
2.2.3.3. TQ' un Analjezik ve Anti-inflamatuar EtKkisi

Inflamasyon baslica iki enzim olan  siklooksijenaz (Cyclooxygenase; COX) ve
lipooksijenaz (Lipoxygenases; LO) tarafindan diizenlenir (99). Bu enzimlerden COX
prostaglandin (PG)' leri katalize ederken, LO' da l6kotrienleri (LT) katalize etmektedir.
Katalize edilen PG ve LT' ler alerji ve inflamasyon siirecinde baslica aracilik eden

molekiillerdir (100). Yapilan bir ¢calismada, TQ' un kalsiyum iyonofor ile indiiklenen rat
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peritonel lokositlerde, doza bagli olarak COX ve LO enzim {iriinlerinin aktivitesini

inhibe ederek anti-inflamatuar etki gosterdigi belirtilmistir (101).

Pankreatik kanser hiicrelerinde yapilan calismada, TQ' un doza ve zamana bagli olarak
pankreatik duktal adenokarsinom olusumunu 6nemli Olciide azalttigi goriilmiistiir.
Inflamasyon kati tiimorlerin gelismesinde ©nemli bir faktor olarak tespit edilmistir.
Ayrica, monosit kemoatraktan protein-1 (monocyte chemotactic protein 1; MCP-1),
TNF-a (Tiimor Nekrozis Faktor- a, IL-1beta (Interlolin-1 beta), Cox-2 (siklooksijnaz-
2), NFkB' nin de aktivitelerini onemli derecede azaltarak anti-inflamatuar etki gosterdigi
belirtilmistir (12). Yapilan ¢alismalar, ensefalomiyelit, kolit ve artrit gibi cesitli
inflamatuar hastaliklarda TQ' un anti-inflamatuar etki gosterdigini belirtmistir (14, 102,

103).

Yapilan bagka bir calismada, lipopolisakkaritin indiiklemesiyle rat bazofil hiicrelerinde
TNF-a iiretiminin onemli derecede arttigi, TQ uygulamasiyla TNF-o oraninin mRNA
ve protein seviyesinde onemli oranda azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Ayrica NF-
kappaB' nin niikleer aktivasyonunun regiilasyonunu saglayarak anti-inflamatuar etki

gosterdigi gozlemlenmistir (13).
2.2.3.4. TQ' un Anti-oksidan Etkisi

Ortaklanmamis elektronlar nedeniyle kararsiz bir yapiya sahip olan serbest radikaller,
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin en énemli nedenlerinden biridir (104). Yapilan
arastirmalar TQ' un 6nemli derecede anti-oksidan ozellie sahip oldugunu ortaya
cikarmaktadir (15, 17, 18, 90). Yapilan bir ¢alismada, ratlara TQ verdikten 1 saat sonra
uygulanan karbon tetrakloriir (Carbon tetrachloride; CCly)' {in toksik etkisini, serum
enzim seviyesinde azalma ile beraber anti-oksidan glutatyon (GSH) seviyesindeki artma
izlemistir. Boylece hepatoksisiteyi diizenleme isleminin gergeklestigi belirtilmistir (15,
105). Doksorubisin (DOX) ile indiiklenen nefropati modelinde, uygulanan TQ' un lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigi ve buna baglh olarak nefropatiyi baskiladigi, boylelikle
anti-oksidan bir etki gosterildigi belirtilmistir (106). Yapilan baska bir calismada
ratlarda kadminyum indiiklenerek testis toksisitesinde TQ' un etkileri arastirilmistir.
Ratlarda olusturulan toksisiteden sonra TQ uygulamasi yapilmis ve malondialdehit
(MDA), nitrik oksit (NO) seviyelerinde 6nemli derecede azalma goriilmiistiir. Ayni

zamanda TNF-a, COX-2, NF«B ve kaspaz-3'iin ekspresyon seviyesinde onemli azalma
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tespit edilmistir (16). Diger bir calismada, NO sentezi ile N (omega)-nitro-1-arjinin
metil esterleri (L-NG-Nitroarginine Methyl Ester; L-NAME) birlikte meydana
getirdikleri kronik inhibisyon rat modelinde, TQ uygulamas: yapilarak kontrole gore
kreatin miktarinda azalma, GSH miktarinda artma meydana geldigi tespit edilmistir
(107).

2.2.3.5. TQ' un Karaciger Koruyucu Etkisi

TQ' un karaciger iizerine olan koruyucu etkisi hayvan modellerinde arastirilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, gentamisin indiiklenerek karacigerde hasar olusturulmus ve
ardindan TQ ve kurkumin maddesi verilmistir. Daha sonra serum AST, ALT ve LDH
aktiviteleri ile TNF-a ve bilirubin seviyelerinde 6nemli derecede azalma goriilmiistiir.
Benzer calismada ayrica pro-apoptotik proteinler olan kaspaz 3 ve Bax ekspresyonunun,
TQ uygulamasindan sonra azaldigi gozlemlenirken, anti-apoptotik protein olan Bcl-
2'nin ekspresyonunda artma tespit edilmistir. Boylelikle TQ ve kurkuminin karacigerde
anti-oksidan savunma sitemini gii¢lendirirken, oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu
baskiladig1 belirtilmistir (108). Cisplatin olarak bilinen anti-kanser ilacin yan etkisi,
hepatoksisiteyi indiikleyici etkiye sahiptir. Al-Melki ve ark., tarafindan yapilan
arastirmada, tek doz olarak verilen cisplatinin karacigerde enzim aktivitelerini bozdugu
gozlemlenmistir. Tek doz cisplatin verildikten sonra 1 ay siireyle TQ ile muamele
edilmistir. TQ ile muamelede bulunuldugunda anti-oksidan enzimlerden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon S transferaz (GST) enzim seviyelerinde artma
goriilirken, MDA seviyesinde azalma goézlemlenmistir. Buna ek olarak TNF-a, iNOS
ve IL-1B'nin ekspresyon seviyelerinde azalma go6zlemlenmistir (18). Baska bir
caligmada, tek doz CCly verilerek indiiklenen hepatoksisiteye TQ uygulamasi yapilmis
ve serum enzim aktiviteleri incelenmistir. TQ' un serum enzimleri olan ALT, AST ve
laktat dehidrogenaz (LDH) ile MDA seviyelerini azaltarak hepotoksisiteyi diizenleyici
bir ajan oldugu gosterilmistir (109). Bir baska calismada, farelere oral yoldan verilen
TQ' un karacigerdeki enzim aktivitesi lizerine etkileri arastiridmistir. TQ' un kinon
rediiktaz ve glutatyon transferaz enzimlerini doza bagh olarak arttirdig: tespit edilmistir

(110).

Tamoxifen (TAM), anti-karsinojen ila¢ olarak kullanilmakla beraber, karaciger hasarma
neden olabilmektedir (20). TAM ile indiiklenen ratlarda karaciger hasari tizerine TQ

uygulamasi yapilmistir. Anti-oksidan enzim diizeyleri analiz edilmis ve 6nemli Olgiide
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farklhiliklar gozlemlenmistir. Boylece TQ' un TAM ile indiiklenen karaciger hasarma
kars1 koruyucu etkisi oldugu ortaya konulmustur (20). Baska bir caligmada, tiiberkiiloza
kars1 kullanilan ilaglarin  olusturdugu hepatotoksisitenin TQ ile uygulamasi
arastirilmigtir.  Bu caligmada tiiberkiiloza kars1 kullanilan ilaglar uygulanarak
hepotoksisite olusturulan ratlarda, TQ uygulamasi yapilmis ve AST, ALT, alkalin
fosfotaz, bilirubin, albumin, kolesterol, iirik asit, kreatinin gibi parametrelerde énemli
Olciide azalma goriildiigii belirtilmistir (111). Baska bir calismada, asetaminofen ile
indiiklenmis karaciger toksisite rat modelinde, serum ALT, AST seviyeleriyle,
siiperoksit dismutaz (SOD), GSH-Px ile MDA seviyeleri incelenmistir. Inceleme
sonucunda kontrole gére TQ uygulamasi yapilan grupta serum ALT, AST seviyeleriyle,

SOD, GSH-Px ile MDA seviyelerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir (19).
2.2.3.6. TQ' un immiin Sistem Uzerine EtKisi

TQ' un immiin sistemine olan terapétik etkisi yapilan bir¢ok ¢aligmalarda gosterilmistir
(112). Ozellikle TQ' un humoral ve hiicresel immiiniteyi etkiledigi belirtilmistir. Ayrica
Th1/Th2 ve dogal 6ldiiriicii hiicreleri diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir (112).
Badr ve ark., tarafindan ratlar {izerinde yapilan ¢alismada STZ ile indiiklenen ratlarda
gebelik sonrast yeni dogan yavrularda diyabetin etkisi {izerine olmustur. Gebelik
sirasinda olusturulan gestasyonel diyabet modelinde, dogan yavrularin iri olmasinin
yaninda IL-1pB, IL-6, and TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin seviyesinde artma,
IL-2 ve T lenfosit ile uyarilan siiperantijenlerin plazma diizeyinde belirgin bir azalma
goriilmiistiir. Gebelik ve emzirme donemlerinde TQ tedavisi uygulandiginda yeni
doganlarin ortalama viicut agirliklarinda belirgin ve Onemli bir etki gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica yavrularda IL-2 ve T hiicre proliferasyonunun regiilasyonunu

sagladig belirtilmistir (21).
2.2.4. TQ' un Etki Mekanizmasi

TQ' un bircok kanser hiicre hattinda Dox vb. standart kemoterapdtiklerden olan
ilaglardan yaklasik on kati kadar proliferasyonu inhibe ettigi gozlemlenmistir (113).
TQ, multiple myeloma kanserinde (114), skilam6z hiicre karsinomu (115), insan prostat
hiicre kanseri (116) gibi bazi kanser hiicre hatlarinda anti-proliferatif etki gosterdigi

belirtilmistir. Bu etkiyi mitojen tarafindan aktive edilen protein kinazi (Mitogen-
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activated protein kinase; MAPK) ve protein kinaz B (AKT / PKB)' yi regiile ederek
gosterdigi ortaya konulmustur (114-116).

Yapilan diger calismalarda, TQ' un AKT ve MAPK yolaklarma olan etkisi
incelenmistir. TQ' un meme kanser hiicresinde ve primer enfiizyon lenfomalarda AKT
fosforilasyonunu inhibe ettigi belirtilmistir (117, 118). Ayrica, vaskiiler endotelyal
biiytime faktoriiniin (Vascular endothelial growth factor; VEGF) negatif regiilasyonu
ekstraseliilar sinyal diizenleyici kinaz (extracellular-signal-regulated kinases; ERK)
fosforilasyonunun inhibisyonu ile baglantilidir. AKT fosforilasyonunun inhibisyonu
fosfotaz ve tensin homologunun (Phosphatase and tensin homolog; PTEN) pozitif

regiilasyonu ve ROS iiretimi ile iliskilidir (116-118).

TQ ile tedavi edilen insan kolon kanser hiicreleri MAPK ailesinin iiyeleri olan c-Jun N-
terminal kinaz (JNK) ve ERKSs proteinlerini aktive ettigi belirtilmistir (118). Buna ek iki
caligmada ise, TQ ile tedavi edilen prostat ve pankreatik kanser hiicreleri sirastyla JNK
ve p38 proteinlerinin aktif oldugunu gostermistir (119, 120). Literatiirdeki bilgilere
gore, MAPK protein ailesini aktive veya inhibe yoniinden etkilemesi TQ dozuna ve
kullanilan hiicre hattina baglh olarak degisiklik gosterebilecegi anlagilmaktadir (119,
120).

TQ' un yaygin olarak apoptoz, proliferasyon ve inflamasyon yolaklarini ¢ogunlukla
etkileyen ve AKT-MEK-ERK gibi anahtar molekiilleri iceren yolaklarda olmak iizere
yaklasik 11 proteini regiile ettigi belirlenmistir. Genel olarak AKT ve MAPK sinyal
yolaklarinda giiclii olarak anti-proliferatif etkisi oldugu tespit edilmistir. MAPK
yolagini nasil regiile ettigine dair kesin bir mekanizma olmamakla birlikte bu

mekanizmalarin anlasilmasi i¢in aragtirmalar siirdiiriilmektedir (10).
2.3. Insiilin

Insiilin, pankreasin Langerhans adaciklarinda transkribe olan, beta hiicreleri tarafindan
iiretilen 51 amino asit (aa) uzunlugunda polipeptid bir hormondur. insan insiilini 21 aa
A zinciri ve 30 aa B zinciri olmak iizere ¢ift disiilfit baglar1 icermektedir (121). Insiilin
molekiilleri histidin rezidiileri ¢inko iyonuna baglanarak olduk¢a stabil heksamerler
olustururlar. Endoplazmik retikulumdaki isleme esnasinda, sinyal peptidin
koparilmasiyla pro-insiilin salinir. Pro-insiilin, B zincirin N-ucundan ve A zincirinin C-

ucundan bagli, aynmi zamanda C-peptitide icinde barindiran yapidir. C-peptit,
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karboksipeptidaz ve akabinde pro-hormon doniistiiriicii 1 ve 2 enzimlerini kullanilarak,
disiilfid kopriileriyle baglh olan A ve B zincirlerinden ayrilir ve insiilin meydana gelir
(121).

2.4. Insiilin Sinyal Yolag

Insiilin sinyal yolaginda ilk kritik nokta, insiilin reseptorii (IR) ve IR baglantili olarak
insiilin reseptor substrat (IRS) proteinleridir. Asagi yonlii efektorlerin sitoplazmik
kuyruguna baglanan diger tirozin kinaz reseptorlerinden farkli olarak (122) , IRS
proteinleri olarak bilinen IR ve IGFIR uydu proteinleri hiicreler arasi efektorlerin
baglanmasina aracilik ederler. Buna ilave olarak, IR ve IRS proteinleri ortak regiilasyon
mekanizmalarin1 paylasirlar, tirozin fosforilasyonu ile aktive olurlar. Ayrica tirozin
fosfataz proteini (Protein tyrosine phosphatase; PTP), serin fosforilasyonu ve ligandla
uyarilarak negatif regiile edilirler. IR aktivitesi, kontrol edilmeyen aktivasyon veya
inaktivasyon esnasinda ciddi metabolik sonuclara yol acacagi i¢in siki bir sekilde regiile
edilir. IR’ niin iki baglant1 izoformu vardir. Bunlarin her birinin insiilin ve IGF1 i¢in
farkli baglant1 egilimleri vardir. Buna ilaveten, negatif regiilasyonun da birkac
mekanizmasi vardir. Regiilator proteinlerin bir sinifi tirozin fosfatazlardir ki bunlarin en
fonksiyoneli PTP1B' dir. PTP1B direk olarak IR ile etkilesime girer ve onemli tirozin
aminoasitlerini defosforile eder. Boylece aktivitesini diisiiriir. PTP1B’lerin nakavtlarinin
insiilin hassasiyetini in vivo olarak arttirdigr ve bu artigin insiilin sinyal yolaginin
aydinlatilmasinda dikkate deger fayda sagladigi belirtilmistir (123). Sitokin sinyali-
baskilayicist 1 ve 3 (Suppressor of cytokine signaling 1/3; SOCS1, SOCS3) (124),
biiylime faktorii reseptor bag proteini 10 ve plazma hiicre zar1 glikoprotein-1 gibi diger
proteinler, IR fonksiyonunu IRS proteinleriyle etkilesimini bloke ederek veya onun
kinaz aktivitesini modifiye ederek negatif regiilasyonu saglarlar (Sekil 2.3). SOCS
proteinlerinin 6zel bir onemi vardir. Ciinkii obezite gibi insiilin direnci durumlarinda
pozitif regiile edildikleri gosterilmistir. Bdylece diyabetin patofizyolojisine katki
saglayabilirler (125). IR aym1 zamanda ligand uyarimi ve degredasyonunda protein
seviyesinde negatif regiile edilir. Bu durum obezite ve T2DM dahil bir¢ok insiilin

direncli, hiperinsiilinemik durumun ortak 6zelligidir (126).
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Plazma membram

Sekil 2.3. insiilin sinyal yolag1. Insiilin sinyal yolag1 oldukca karmasik olup, insiilin molekiiliiniin insiilin
reseptoriine (IR) baglanmasi ile baslamaktadir. Sinyal iletiminde ii¢ temel mekanizma ©nemli rol
oynamaktadir. Bu ii¢ temel mekanizma IR substratlar1 (IRS) 1-4 (mavi kutu), fosfoinozitol-3-kinaz
(PI3K) ve cesitli diizenleyici katalitik alt initeleri (yesil kutu), AKT/Protein kinaz B (PKB) izoformlaridir
(pembe kutu). Genel olarak insiilin sinyal yolagindaki genler hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda, protein
ve glukoz sentezinde, glukonegenez ve glukoz alimnda 6nemli rol oynarlar (127).
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IR ve IGFIR kinazin en azindan 11 tane hiicre i¢i substrati tanimlanmigtir. Bunlardan
alt1 tanesi IRS proteinleri ailesine aittir. Bunlar IRS1-6 olarak isimlendirilmislerdir
(128-132). IR/IGF1R’nin diger substratlar1 Grb2-birlesik-baglanti-1 (Gabl), Cas-Br-M
(murin) ekotropik retroviral transform homologu (Cbl) ve Src-homoloji-2 iceren protein
(She) icerir (133-135). IRS1 ve IRS2 genis yayilishdir, fakat IRS3 biiyiik Sl¢lide
adipositlere ve beyine baghdir. IRS4 ise temel olarak embriyonik dokularda ve hiicre
hatlarinda goriiliir. IRS5 ve IRS6' nin dokularda ¢ok sinirli olarak goriildigi
bilinmektedir ve fonksiyonu sinyal vermedir (132, 136). IRS proteinlerinin N ucunda
hem plekstrin-homoloji domainleri hem de fosfotirozin baglanma domainleri vardir ki
bunlar bu substratlarin IR icin yiiksek affinitelerinin sebebidir. IRS proteinlerinin
merkezi ve C ucu 20' ye kadar potansiyel tirozin-fosforilasyon bolgesi igerir. IR
tarafindan fosforilasyondan sonra Src-homoloji-2 (SH2) domain iceren hiicre igi
molekiillere baglanir. Fosforile edilmis IRS proteinlerine baglanan en cok calisilmis
SH2 proteinleri PI3K' nin regiilator alt {initesi veya Ras-MAPK metabolik yolunu aktive
etmek icin hiicre sinyal molekiilii SOS (Son of Sevenless) ile baglanti1 kuran adaptor
molekiil Grb2 benzeri adaptor molekiillerdir (136). IRS proteinlerine baglanan diger
protein kategorisi tirozin fosfataz-2 iceren SH2-domain (SHP2) ve Fyn gibi sitoplazmik
tirozin kinaz enzimleridir (137). IRS proteinlerine baglanan ve SH2 domaini icermeyen
kalsiyum ATPaz SERCAI1,2 ve SV40 genis T antijeni gibi birkac¢ protein de vardir
(138, 139). IR gibi, IRS proteinlerinin hiicre i¢i sinyal vermeye aracilik etmesi de yine
tirozin fosfotazlarin etkisi sayesinde regiile edilir. lging bir sekilde, IRS1' e C ucundaki
iki fosfotirozin atom grubu  bolgesinden baglanan SHP2, PI3K ve Grb2’nin

baglanmasina aracilik eden diger fosfotirozinleri defosforile eder (137).

Insiilin, IRS proteinleri ve sitokinler, serbest yag asitleri gibi diger uyaranlara tepki
olarak serin fosforilasyonuna girerler (140). IRS1'de 70" in iizerinde serin fosforilasyon
bolgesi vardir ve genel olarak serin fosforilasyonu IRS sinyal vermesini negatif sekilde
regiile ediyor goriinmektedir. IRS1' in serin fosforilasyonu insiilin diren¢li durumlarda
artar. Ayrica insiilin direnci hastaliginin olusumunda bir rolii olabilir.ERK, S6 kinaz ve
c-Jun-N-terminal kinaz (JNK) gibi bircok IRS kinaz insiilin tarafindan aktive edilir.
Boylelikle IRS proteinlerinin serin fosforilasyonunun insiilin sinyal metabolik yolu i¢in
bir negatif geri beslemeyi temsil edebilecegini Onerilmektedir (141-143). IRS

proteinlerinin serin fosforilasyonu ayni zamanda sinyal sistemleri arasinda etkilesime de
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aracilik eden bir mekanizma olabilir. Yakin zamanda, NFkB tarafindan aracilik edilen
metabolik yollarin aktivasyonunun da IRS1' in serin fosforilasyonunun arttirilmasi
yoluyla insiilin sinyali verilmesini inhibe edecegi gosterilmistir (144).  Serin
fosforilasyonunun IRS1 fonksiyonunu nasil degistirdigine dair kesin bir mekanizma net
olarak bilinmemektedir. Muhtemel bir mekanizma sudur ki fosforile edilen serin, i¢cinde
kaldigi IRS1' in fonksiyonel domaini ile karigmaktadir. Ornegin, IRS1' in PTB
(Polypyrimidine tract-binding) domaininde bulunan Ser307'nin fosforilasyonu insiilin
sinyalizasyonunun negatif regiilasyonu ile iliskilendirilmistir (145). Bu atom grubunun
in vitro fosforilasyonu bir maya trihibrit analizindeki IR ve IRS1 arasindaki iliskiye
zarar vermeye yeterli olmustur (146). Yine PTB domaininde olan Ser270’in
fosforilasyonunun IRS1' in 14-3-3 proteinleri ile (ki bunlar PTB domaininin fonksiyonu
ile etkilesime girebilir) iliskisini giiclendirdigi goriilmiistiir (147). Buna ilaveten, yakin
zamanda yapilan bir in vivo ¢alisma da MAPK' den dolayr Ser612' deki azalan
fosforilasyon Tyr608' in artan fosforilasyonu ile iliski icerisindedir (148). IRS1" in serin
fosforilasyonu insiilin direnci ile gii¢lii bir iliskisi olsa da, bunun insiilin direnci
hastaliginin olugsmasindaki kesin rolii halen tam olarak anlasilmamistir. Dahasi, diger
IRS proteinlerinin serin fosforilasyonunun 6nemli bir regiilator etkiye sahip olup

olmadigi da halen bilinmemektedir (147, 148).

IRS proteinlerinin diizeyleri ayn1 zamanda diisiik seviyelerde protein ekspresyonu ile de
diizenleniyor olabilecegi ongoriilmektedir (149). Hiperinsiilineminin hem hiicre kiiltiirii
modellerinde hem de farelerde IRS1 ve IRS2' nin ekspresyonunu diisiirdiigii
bilinmektedir (149). Bu etkiyi iki muhtemel mekanizma agiklayabilir. Birincisi,
hiperinsiilinemi IRS1 proteininin degredasyonunu indiikler. Boylece IRS2' nin
transkripsiyonel seviyede sentezlenmesini durdurabilir (149). Ikincisi, baz1 ¢alismalar
SOCS proteinleri IRS1 ve IRS2' nin ubiquitin aracilifiyla degredasyonunu
indiikleyebildigini gostermistir  (150). Mekanizmadan bagimsiz olarak, IRS
proteinlerinin diisiik seviyeleri, IR' 1n da diisilk seviyede olmasi ile birlesince hem
kemirgenlerde hem de insanlarda diyabetik durumlarda insiilin direncine kesinlikle

katkida bulunmaktadir (151).

Nakavt ¢alismalarin verdigi fikirler, IRS proteinleri yiiksek oranda homolog 6zelligi ve
bir¢ok tirozin fosforilasyon motifleri tasidig1 yoniindedir (152-154). Nakavt farelerde ve

nakavt hiicre hatlarindaki caligmalar cesitli IRS proteinleri, insiilin/IGF1 sinyalinde
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gereksiz olmadigl, aksine birbirini tamamlar nitelikte oldugu gosterilmistir (155). IRS1
nakavt farelerin Ozellikle kaslarinda ve genel olarak da viicut gelisimlerinde IGF1
direncinden dolayr eksik insiilin etkisi vardir (152). IRS2 nakavt farelerin
karacigerlerinde daha da ciddi seviyede insiilin sinyalinde noksanliklar vardir. Bazi
noronlar ve pankreatik beta hiicreleri gibi sadece birka¢ dokuda bozuk gelisim
gostermektedir (153, 156). Buna benzer sekilde hiicre diizeyinde IRS1 nakavt pre-
adipositlerin farklilasmasinda bazi anormallikler oldugu belirtilmistir (154). IRS2
nakavt pre-adipositleri normal sekilde farklilagsmislar, fakat insiilin uyarimh glukoz
tasimasia cevap vermede basarisiz olmuslardir (157). Bu nakavt calismalar agikca
gostermektedir ki IRS proteinleri insiilin sinyal yolagi icin 6nemli bir nokta olusturur.
Her bir izoformun silinmesi farkli biyolojik etkilere sahiptir. IRS izoformlar1 arasinda,
ozellikle IRS1 ve IRS2 arasinda farkliliklara yol acan mekanizmalar hem in vitro hem
de in vivo olarak yakin zamanda kesfedilmistir. Ozellikle L6 miyotiiplerindeki IRS1 ve
IRS2' nin ekspresyonunun azaltilmasinda kiiciik engelleyici RNAlar (siRNA)
kullanildiginda, IRS1' in glukoz alimin1 daha yakindan regiile ettigi belirtilmistir. Ancak
IRS2' nin daha ¢ok MAPK aktivasyonuyla baglantili oldugu bulunmustur (158).
Hepatik IRS1 ve IRS2' nin kisa kivrimli adenoviral RNA kullanilarak in vivo ortamda
dokuya o6zel yikimi caligmalar1 IRS1 ve IRS2' nin AKT/PKB aktivasyonunun
stirdiiriilebilirliginde tamamlayic1 rollere sahip olduklar1 gosterilmistir. Fakat gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde farkli roller ortaya koyarlar (159). Bundan dolayzi,
diisik hepatik IRS1' in glukoneogenezde rol oynayan genlerin ekspresyonunun
artmasiyla ilgisi oldugu belirtilmistir. Ayrica IRS2'nin negatif regiilasyonu lipogenezde
rol oynayan genlerin ekspresyonunun artmasina yol agmistir. Biyokimyasal ¢alismalar
neticesinde, IRS proteinlerinin 6zel etkilerini ortaya koymalar1 i¢in birka¢ mekanizma
bulunmaktadir. Ornegin, IRS1 ve IRS2' nin cesitli SH2 partnerlerine baglanma
kabiliyetlerinin farkli oldugu gosterilmistir. IRS1 Abl tirozin kinaz ve SHP2' ye
baglanabilirken, IRS2 baglanamamaktadir (160). Buna ek olarak, IRS1' in Grb2, Crk
adaptor proteini ve fosfolipaz C dahil olmak iizere bazi1 SH2 proteinlerine IRS2' ye gore
daha biiyiik bir ilgiyle baglandigi gosterilmistir (160). IRS1 ve IRS2' nin ayn1 zamanda
atipik protein kinaz C ailesinin cesitli iiyelerini aktive etme kabiliyetinde de farkl
olduklar1 gosterilmistir (161). IRS3 ve IRS4' iin, MAPK ve PI3K' y1, IRS1 ve IRS2
kadar aktive edemedikleri belirtilmistir. Muhtemelen IRS1 ve IRS2' nin aktivitelerini

modifiye etmekte ve yiiksek seviyelerde bulunduklarinda onlarin bazi fonksiyonlarini
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aleyhlerine c¢evirebilmektedir (162). IRS protein izoformlar1 ayni1 zamanda hiicresel
boliimlerinde ve aktivasyon kinetiklerinde de farkliliklar gostermektedir (163, 164).
Buna ek olarak, IRS2 diger IRS proteinlerinden yapisal olarak farklidir. IR' ne tek kinaz

regiilator loop domaini ile baglanabilir, bu da 6zel etkilerine katkida bulunabilir (165).

Genel olarak Insiilin direncinin 6nemli oranda IR' lerinde meydana gelen
degisikliklerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (22, 23). Reseptdrde meydana gelen
bozukluklar yada insiilin sinyal yolaginda gerceklesen degisiklikler insiilin direncinin
mekanizmasini olusturur. Yag ve kas hiicrelerinde insiilin ilk etapta hiicre yiizeyinde
bulunan reseptore baglanir. Insiilinin reseptore baglanmasi durumunda insiilin reseptor
substrat—1 (IRS-1) fosforile ederek aktif hale gecmesini saglar. IRS-1 de
fosfotidilinositol-3-kinaz ~ (PI-3-kinaz)  aktivasyonunu  gergeklestirir. ~ PI3K'da
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat (PIP2)'m, fosfatidilinositol-3,4,5-fosfat (PIP3)'a
doniisiimiinii gerceklestirir (166). PIP3'in PIP2'ye doniisimii de PTEN araciligiyla
saglanir (167). PIP3'te serin / treonin kinaz fosfatidilinositol 3-bagiml kinaz 1 (PDKI)
aktivasyonunu saglar. PDK1 AKT'yi ve ardindan AS160 fosforile ederek plazma
membraninda bulunan GLUT4'{iin translokasyonunu saglayarak hiicrelere glukoz alimini
saglamaktadir. Buna bagli olarak ribozomal protein 70 kDa S6 kinaz 1 (p70c6k)
aktivasyon yolu da ribozomal S6 proteini vasitasiyla aktive olur. Aktive olan p70c6k
hiicre biiyiimesini ve hiicrenin hayatta kalmas1 i¢in gerekli olan proteinlerin sentezini
uyarir. Ancak p70c6k Akt sinyal yolaginda negatif geri doniis etkisi olusturarak IRS'
nin inhibe edilmesini saglar (168). Boylelikle p70c6k potansiyel bir insiilin direnci
olusturulmasina katki saglamis olur. memeli rapamisin hedefi (Mammalian target of
rapamycin; mTOR) ekspresyonunun obezite ve insiilin direncine etkileri vardir. mTOR
hiicre biiyiimesinde anahtar rol oynar (169). Bunun disinda iki ayr1 6nemli protein olan
akt ve p60c6k fosforilasyonun aktivasyonunda rol oynar. Ayrica mTOR kompleks diye
adlandirilan (mTORC1)  p60c6k yapisi, fosforilasyonu aktif hale getirir. Rheb
molekiiliiniin mTORCI sinyal aktivasyonunu tetikledigi diistiniilmektedir. Daha sonra
aktiflesen p60c6k yapisi insiilin ve PI3K sinyal yolaklarini inhibe etmektedir. Ayrica bu
mTOR kompleksinin ¢esitli 6karyotik baslama faktorlerini de inhibe etmektedir. Bu da
cesitli trankripsiyon faktorlerinin dzellikle adipositlerde de birtakim CCAAT / arttirici

baglanma proteinleri olan C/EBPa, C/EBPS ile peroksizom proliferator aktivator
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reseptorlerine mRNA diizeyinde ekspresyonu diizenlenmemesi neticesinde obezite ve

insiilin direncinin baslangicin1 meydana getirmektedir (170).



3. GEREC VE YONTEM
3.1. GERECLER

3.1.1. Demirbas Malzemeler

1.Laminar akim kabini (Clean Air)

2.Co;, inkiibator (Sanyo, MCO-19 A/C(UV))

3.Sogutmali santrifiij (Beckman Counter, cat. no. 369436)
4.Hassas Terazi(Mrc)

5.Su banyosu (Niive st30)

6.Thermal cycler (Bio-rad C1000 Touch)

7. Nanodrop (Biospec-nano)

8. Calkalayic1 (Heidolph)

9. Derin dondurucu -196 (MVE/Chart)

10. Derin dondurucu -20 (Ugur, kod. no. 100703000000)
11. Derin dondurucu -80 (Binder)

12.Buzdolabi +4 (Siemens, no. KG57NVW20N)

13. Floresan Mikroskop (Nikon Eclipse Ti-S, no. 606090)
14. Invert mikroskop (Leica)

15. Otoklav (Alp, CL-40M)

16. Flow sitometri (BD-FacsCanto™™ II Flow Cytometer)

17. Pipet Tabancas1 (Gilson)
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18. Mikropipet seti (Gilson)

19. Vorteks (Heidolph)

20. Manyetik karistiric1 (Heidolph)

21. Light Cycler 480II (Roche)

3.1.2. Sarf Malzemeler

1. DMEM (Biochrom, kat.no. F 0435),

2. DMEM-F12 (Biochrom, kat. no. F4815.),

3. Fetal Bovine Serum (FBS) (Biochrom, kat.no.S 0115 ),
4. L-glutamin (Gibco, Lot. 1570845),

5. Penisilin-streptomisin (Gibco, Lot. 1491906),

6. Trpsin-EDTA (%0,05) (Gibco, Ref. 25300-054),
7. Insiilin (Sigma, kat.no. 10516 ),

8.Timokinon (Sigma, kat.no. 274666)

9. Serolojik pipet 5 ml, 10 ml, 25 ml (Grenier)

10. Steril 6'l1 (kat.no. 657160), 24'li (kat.no.662160), 96 kuyucuklu (kat.no. 655180)
plaklar (Grenier)

11. Pipet ucu 0,1-10 pl, 5-200 pl, 200-1000 ul (Gilson)

12. Hiicre kiiltiir plaklar1 25 cm’ (Grenier , kat. no. 690160)

13. Hiicre kiiltiir plaklar1 75 cm® (Grenier, kat. no. 658170)

14. Cryo tiip steril (1solab, kat. no. N403522),

15. RT? Profiler PCR Array (Human insiilin resistance panel) (Qiagen, kat.no. 330231),
16. RNA izolasyon kiti (Qiagen, kat.no.74134)

17. cDNA sentez kiti (Qiagen, kat.no. 330411),

18. Fosfat buffer saline (PBS) (Biochrom, kat.no. L 1825)

19. Metanol (Merck, Index-no: 603-001-00-x),

20. Glucose uptake cell-based assay kit (Item no. 600470, Cayman)

21. Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck, kat-no: 64-68-5)
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3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri

Insan hepatoseliiler karsinoma hiicre hatt1 (HepG2) 15 yasindaki erkek bireyden alman
hiicrelerdir (171). Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 6gretim iiyesi Dog.Dr.
Miikerrem Betiil Aycan'dan temin edilen insan HepG2 hiicrelerinin (American Type
Culture Collection , ATCC), kiiltiir ortaminda Dulbecco Minimum Essential Medium
(DMEM), % 10 fetal bovine serum (FBS), %1 penisilin streptomisin, %1 L-glutamin
icerikli besiyer ile flasklara ekilerek hiicrelerin cogalmalar1 saglandi. Hiicreler 37°C
sicaklikta % 5 CO;' li ortamda inkiibasyona birakildi. Hiicreler % 70-80 yogunluga
ulastiginda pasajlanarak cogaltilda.

3.2.2. Insiilin Diren¢ Modeli

Hiicreler T-25 flasklara ekimi yapilarak %70-80 yogunuluga ulagsmasi i¢in inkiibasyona
birakildi. %70-80 yogunluga geldiginde hiicre kiiltiirii icin kullanilmaya uygun, steril
insiilin kullanildi. Hiicrelere yiiksek dozda 1700 nm insiilin verilerek 24 saat inkiibe

edilerek insiilin diren¢ modeli olusturuldu.

3.2.3. TQ Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

Corek otu (Nigella sativa) nun aktif maddesi olan TQ (Sigma, kat.no. 274666)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) icerisinde c¢ozdiiriilerek farkli konsantrasyonlarda (1.56 puM,
3.125 uM, 6.25 uM, 12.5 uM, 25 uM, 50 uM) olacak sekilde steril kabin icerisinde
hazirland1 ve filtreden gecirildi. Saklama kabinin etrafi aluminyum folyo ile sarild1 ve -

20°C' de muhafaza edildi.

3.2.4. Tripan Mavisi ile Hiicre Canhihg Tespiti

HepG?2 hiicreleri 6' It kuyucuklara her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde ekim
islemi  gerceklestirildi. Hiicrelere, kiiltiir isleminden 24 saat sonra farkli
konsantrasyonlarda (1.56 uM, 3.125 uM, 6.25 uM, 12.5 uM, 25 uM, 50 uM) TQ ilave
edildi ve 24 saatlik siirede sitotoksisite incelemeleri yapildi. Belirtilen siireden sonra
hiicreler tripsin/EDTA yardimiyla kaldirilip taze besiyeri eklenerek pipetaj yapildi.
Daha sonra tripan mavisi kullanarak 1:1 oraninda hiicrelerle muamele edilip Thoma
laminda sayildi. Sayilan hiicrelerin ortalamasi almip sayreltme faktorii ve 10* ile

carpilarak hiicre miktarlar1 asagidaki formiil ile hesaplandu:
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HS= OHS x SF x 10000 formiilii ile hesaplanir.
(HS= Hiicre Sayisi, SF= Seyreltme Faktorii, OHS= Ortalama Hiicre Sayis1)

Yaptigimiz on caligmalarda en diisiik ilk iki dozda fark goriilmedigi icin diger

caligsmalarda bu iki doz kullanilmamustir.

3.2.5. Hiicre icine Glukoz Alim Deneyi

Hiicre icerisine glukoz alim deneyi daha once yapilan caligmalarda floresan isaretli
glukoz kullanilarak gerceklestirildigi belirtilmistir (172, 173). Hiicrelerin glukoz alimi
floresan mikroskobu ile 2-NBDG kiti (Cayman, item.no.600470) kullanilarak
gerceklestirildi. HepG2 hiicreleri 96 kuyulu plaklara her kuyucukta 5x10° hiicre
bulunacak sekilde ekim yapilarak 24 saat 37°C %5 CO,’ li ortamda inkiibasyona
birakildi. Hiicreler % 70-80 yogunluga ulastiginda 1700 nM insiilin (Sigma, kat.no.
10516) ve farkl konsantrasyonlardaki TQ (6,25 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM) ile 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuk igerisinde 150 pg/ml 2-NBDG
maddesi ve 10 nm insiilin olacak sekilde 100 pl glukoz icermeyen besiyeri ilave
edilerek 10-30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi hiicre hattina gore
degisiklik gostermekle birlikte, bu siirenin hiicre hattina gére optimum kosulda olmasi
glukoz alimi icin daha verimli sonu¢ alinmasi agisindan 6nemlidir. Kontrol olarak 1:
1000 oraninda kiiltiir medyumu ile seyreltilen Apigenin maddesi kullanildi. Apigenin
maddesi glukoz trasport inhibitorii islevi gormektedir (174). Inkiibasyondan sonra 5
dakika 400 x g’ de oda sicakliginda santrifiij yapildi. Siipernatant kismi atildi. Her bir
kuyucuga 200 pl kitin icinde bulunan Cell-Based Assay Buffer ilave edildi. Bu sirada
hiicrelerin kalkmamasina dikkat edildi. Tekrar oda sicakliginda 5 dakika 400 x g’ de
santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant kismi uzaklastirildi. Son olarak her
kuyucuga 100 pl Cell-Based Assay Buffer ilave edilerek hiicreler analize hazir hale
getirildi ve vakit kaybetmeden okuma islemi yapildi. Olciim islemi igin floresan
mikroskoptan yararlanildi. Floresan mikroskop altinda 20X objektif biiyiikliigiinde
hiicreler goriintiilenerek fotograflar1 ¢ekildi. Her bir ornek i¢in 3 kuyu olacak sekilde
calisma yapildi. Her bir konsantrasyon icin glukoz alimi gergeklesen hiicreler

toplanarak toplamda bulunan hiicreye oranlanip yiizde degerleri hesaplandi.
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3.2.6. Apoptoz Deneyi

HepG2 hiicreleri 6'i kuyucuklara 5x10° hiicre / kuyucuk olacak sekilde ekilerek 24 saat
biiyiimeye birakildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler farkhi konsantrasyonlardaki TQ
(6,25 uM, 12,5 puM, 25 uM, 50 uM) ile 24 saat muamele edildi. Inkiibasyon sonras1 PBS
ile yikama isleminin hemen ardindan 2-3 ml soguk methanol ile 5 dakika fikse edildi.
Fiksasyon isleminden sonra methanol cekilerek bir siire kuyucuklarin kurumasi
beklenildi. Daha sonra her bir kuyucuga 2-3 ml hazirlanan %6'lik Giemsa boyasindan
ilave edilerek, 8-10 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 3 kez distile su
ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruma islemi tamamlandiktan sonra hiicreler
mikroskop altinda 40X objektif biiyiikliigiinde incelenerek fotograflar1 cekildi. Her bir
ornek i¢in 1000 tane hiicre sayild1 ve apoptotik hiicre sayilar1 toplam hiicre sayisina

oranlanarak apoptotik hiicrelerin yiizde degerleri hesaplandi.

3.2.7.Gen Ifade Diizeylerinin Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (quantitative real time polymerase chain reaction: QPZR) ile

Analizleri

3.2.7.1. RNA izolasyonu

HepG?2 hiicreleri 25 cm?1lik flasklara 5x10° - 1x10° hiicre olacak sekilde ekim islemi
yapilarak inkiibasyona birakildi. Hiicreler %70-80 yogunluga ulastiginda, 10° M
insiilin ve farkli konsantrasyonlardaki TQ (12,5 uM, 25 uM, 50 uM) ilave edilerek 24
saat inkiibasyona birakildi. Hiicreler tripsin/EDTA ile muamele edilerek 5-10 dk daha
inkiibasyonda birakildi. Inkiibasyondan sonra invert mikroskop ile bakilarak hiicrelerin
kalkip kalkmadig1r gozlemlendi. Kalktig1i gozlemlenen hiicreler vakit kaybetmeden
izerine taze besiyeri ilave edilerek tripsinin etkisini kaybetmesi saglandi. Besiyeri
eklendikten sonra pipetaj yapilarak kalkmayan hiicrelerinde kalkmasi saglandi. Daha
sonra hiicreler 200 x g ' de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant kismi uzaklastirildi.
Dipte kalan pellet iizerine 350 pul RNA izolasyon kitinin (Qiagen, kat.no.74134)
icerisinde bulunan lizis maddesi eklenip, lizis buffer icerisindeki hiicreler 30 saniye
vortekslendi. Vorteks isleminden sonra ornekler buz iizerine konularak genomik DNA
kontaminasyonunu elimine etmek amaciyla gDNA kolon iizerine transfer edilerek, 8000
x g ' de 30 saniye santrifiij islemi yapildi. Santrifiij isleminden sonra kolon atilarak,
alttaki sivi korundu. Sivinm iizerine 350 ul %70 ' lik etil alkol ilave ederek hafifce

pipetaj yapildi. Pipetaj isleminden sonra ¢ozelti RNeasy spin kolonlara transfer edildi
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ve 15 saniye 8000 x g ' de santrifiij islemi yapildi. Akiskan kismi atildiktan sonra
kolonun tizerine kit icerisinde yer alan Buffer RW1' den 700 pl kadar konularak 15
saniye 8000 x g ' de santrifiij edildi. Akiskan kisim yeniden atildi. Daha sonra 500 pl
Buffer RPE ilave edilerek yeniden 15 saniye 8000 x g ' de santrifiij edilip, akiskan kisim
atildi. Tekrar olarak 500 ul Buffer RPE ilave edildi ve 8000 x g ' de bu kez 2 dakika
santrifiij yapilip, akiskan kismi atildi. Bos olarak kolonlar yeni bir tiipe alind1 ve 8000 x
g ' de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra kolonlar 1,5 ml' lik steril
mikrosantrifiij tiipleri {izerine alindi. Kolonlarin {izerine dikkatli bir sekilde kolon
membranina yakin bir bicimde, membrana temas etmeden 50 ul RNaz-DNaz
bulunmayan sudan ilave edildi ve 1 dakika 8000 x g ' de santrifiij islemi yapildi. Daha
sonra kolonlar yeni mikrosantrifiij tiiplerin iizerine alinarak, tekrar ayni oranda su ve
santrifiijleme islemleri gerceklestirildi. Elde edilen RNA' larin miktar ve kalitesini

belirlemek i¢in spektrofotometrede olciim yapildi.

3.2.7.2. RNA miktar ve kalite tayini

RNA’nin miktar1 ve kalitesi spektrofotometrik olarak Nanodrop (Biospec-nano) adli
cihaz kullanilarak belirlendi. Kullanmadan 6nce cihazda gerekli ayarlamalar yapildi.
Oncelikle Nanodrop cihaz1 steril su ile temizlendi. Temizlik islemi yapildiktan sonra
kolonun membraninda bulunan RNA maddesini almak i¢in, icerisinde RNaz-DNaz
olmayan su RNA o6lciimii icin blank (kor) olarak kullanildi. Blank yapildiktan sonra
RNA ornekleri her biri icin 1 ul alind1 ve 6l¢iimleri yapildi. Yapilan dl¢iimlerde pl' deki
konsantrasyon ile beraber 260/280 absorban degerleri ve 260/230 absorban degerleri de
olciildii.

3.2.7.3. Tamamlayici (Complementary) DNA (cDNA) Sentezi

Elde ettigimiz RNA' dan cDNA eldesi Qiagen firmasina ait cDNA sentez Kkiti
kullanilarak {iiretici firmanin protokoliine gore yapildi. RNA yogunlugunu 500 ng/ul
olarak hesaplayip, bu deger miktar1 kadar RNA karisim icine ilave edildi. i1k 6nce
genomik DNA eliminasyon karigimi hazirlandi. Bunun icin Kkitin igerisinde bulunan
buffer GE' den 2 ul, RNA miktar1 olarak belirlenen miktar ve son hacim 10 pl olacak
sekilde DNaz-RNaz icermeyen su ilavesi ile tamamladiktan sonra 5 dakika 42°C' de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra karisimlar1 buza alip igerisine 5x buffer
BC3'ten 4 pl, control P2' den 1 ul, RE3 revers trankriptaz karisimindan 2 pl, son olarak

da DNaz-RNaz icermeyen sudan 3 pl ilave ettikten sonra yavasca pipet yardimiyla
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karistirildi. Pipet ile karistirma isleminden sonra 42°C' de 15 dakika, ardindan 95°C' de
5 dakika inkiibasyona brrakilarak reverz transkripsiyon islemi gerceklestirildi.
Inkiibasyon islemi bittikten sonra sentezlenen cDNA' nin iizerine 91 ul RNaz icermeyen

su ilave edilerek 96'1 panellere yiiklenmek iizere buz iizerinde bekletildi.

3.2.7.4. RT? PZR Array insan insulin Diren¢ Panelinin Hazirlanmas1 ve RT-PZR
Islemi

RT-PZR insiilin direng paneli (Qiagen, kat.no. 330231) i¢in yapilacak islemler protokol
srrasina gore uygulanmaktadir. Buna gore her bir panel icin; 102 ul cDNA, -20°C' de
muhafaza ettigimiz 1350 pul RT> STBR Green Mastermix karisimi ve son olarak 1248
RNaz-DNaz icermeyen su katilarak deney karisimi rezervuar iizerinde hazirlanarak
dikkatlice karistirldi. Daha sonra -20°C' de saklanan 96 kuyucuklu insan insiilin direng
panelini almip oda sicakliginda acildi. Dikkatli bir sekilde multikanall1 pipet yardimiyla
her bir kuyucuga 25 ul olacak sekilde hazirlanan karisim soliisyonu ilave edildi. Ilave
islemi bittikten sonra seffaf yapigkan bir serit yardimiyla panelin iizeri kapatildi.
Kuyucuklarin arasi ince bir aparat vasitasiyla kapanmasi saglandiktan sonra 1 dakika
1000 g ' de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrast kuyucuklar da baloncuk olmamasi i¢in
kontrol edilerek Roche firmasina ait 480 II cihazina yerlestirildi.

Termal profil asagida verildigi sekilde programlanmustir:

Segment 1 (1 dongii); 95 °C 10 dakika,

Segment 2 (40 dongii); 95 °C 15 saniye, 60 °C 1 dakika,

Segment 3 (1 dongii); 95 °C 1 dakika, 55 °C 30 saniye, 95 °C de 30 saniye.

RT? PZR insan insiilin resistance array ile incelenmis olan 84 adet genin ifadeleri ve
plate iizerindeki dagilimi Tablo 3.2.'de belirtilmektedir. Tablo 3.1.'de panelde yer alan
genlerin isimleri ve gen erisim numaralar1 verilmistir. Panelde yer alan 84 genin
ontolojik dagilimlar1 asagida belirtilmistir (47).

Insiilin Sinyal yolagi: AKT3, IGF1, IGF1R, IKBKB, INSR, IRS1, IRS2, MAP2K1
(MEK1), MAPK3 (ERKI1), MAPK9 (JNK2), MTOR, PDE3B, PIK3CA (pl110A),
PIK3R1 (PI3K p85a), PPARGCIA (PGC-1a), PTPN1, RPS6KB1, SLC2A4 (GLUT4),
SOCS3, SREBFI.
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Insiiline bagimli olmayan diyabet (NIDDM) iceren genler: ADIPOQ, HK2, IKBKB,
INSR, IRS1, IRS2, MAPK3 (ERK1), MAPK9 (JNK2), MTOR, PDX1 (IPF1), PIK3CA
(p110A), PIK3R1 (PI3K p85a), SLC2A4 (GLUT4), SOCS3, TNF.

Adipokin Sinyal yolagi:

Ligandlar: ADIPOQ, IL6, LEP, NAMPT, RETN, SERPINE1 (PAI-1), TNF.
Reseptorler/Tasiyicilar:  ADIPOR1, ADIPOR2, CD36, LEPR, SLC2A4 (GLUT4),
TNFRSF1A, TNFRSF1B.

Asagr yonlii sinyalizasyon: AKT3, CHUK (IKKa), IKBKB, IRS1, IRS2, JAK2,
MAPK9 (JNK2), MTOR, NFKBIA (IkBo/MAD3), PPARA, PPARGCIA (PGC-1a),
RELA, SOCS3, STAT3.

Dogustan bagisiklik: CASP1 (ICE), CHUK (IKKa), IKBKB, IRS1, IRS2, NLRP3,
NFKBIA (IkBo/MAD3), PYCARD (TMS1/ASC), RELA, TLR4.

Inflamatuar: ALOX5, CASP1 (ICE), CCL2 (MCP-1), CCR4, CCR5, CHUK (IKKa),
CXCR4, IFNG, IKBKB, IL1B, IL23R, IL6, IL8, LTA4H, NLRP3, OLR1, PYCARD
(TMS1/ASC), RELA, TNF, TNFRSF1A, TNFRSFI1B.

Apoptozis: PPARG, SERPINE1 (PAI-1), TNF, CASP1 (ICE), IKBKB, IRS2, MAPK9
(JNK2), NFKBIA (IkBo/MAD3), NLRP3, PYCARD (TMSI1/ASC), RELA,
TNFRSF1A, JAK2, PIK3CA (p110A), SOCS3, RPS6KB1, TNFRSF1B.

Metabolik yolaklar:

Karbonhidrat Metabolizmasi: CS, HK2, PCK1, PDK2.

Lipid Metabolizmas:: ACACA, ACACB, ACSL1, ACSL4, APOE, CEBPA, CNBP,
FABP4, FASN, LEPR, LIPE, LPL, PPARA, PPARG, PPARGCIA (PGC-1a), SCD,
SREBF1, SREBF2.

Metabolit Tasiyicilar: APOE, CD36, FABP4, RBP4, SLC2A4 (GLUT4), SLC27Al,
UCP1, VLDLR.

Infiltrating Lokosit Isaretleyicileri:

Makrofajlar: CCRS, CXCR4, EMRI.

Th1 Hiicreleri: CCR5, CD3E, CXCR3, IL18R1.

Th2 Hiicreleri: CCR4, CD3E, CRLF2 (TSLPR), IL1R1.

Th17 Hiicreleri: CCR6, CD3E, IL.23R.
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Tablo 3.1. RT® PZR Insan insiilin diren¢ panelinde yer alan genlerin kisaltmalarmma karsilik gelen agik

adlar1 ve gen erisim numaralar1 (47).

Genlerin Gen Erisim
Kisa Adlar1 | Numaralari Genlerin Acik Adlar
ACACA NM_198834 Acetyl-CoA carboxylase alpha
ACACB NM_001093 Acetyl-CoA carboxylase beta
ACSLL1 NM_001995 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 1
ACSLA4 NM_004458 Acyl-CoA synthetase long-chain family member 4
ADIPOQ NM_004797 Adiponectin, C1Q and collagen domain containing
ADIPOR1 NM_015999 Adiponectin receptor 1
ADIPOR?2 NM_024551 Adiponectin receptor 2
V-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 (protein kinase
AKT3 NM_005465 B, gamma)
ALOXS NM_000698 Arachidonate 5-lipoxygenase
APOE NM_000041 Apolipoprotein E
CASP1 NM_033292 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
CCL2 NM_002982 Chemokine (C-C motif) ligand 2
CCR4 NM_005508 Chemokine (C-C motif) receptor 4
CCR5 NM_000579 Chemokine (C-C motif) receptor 5
CCR6 NM_004367 Chemokine (C-C motif) receptor 6
CD36 NM_000072 CD36 molecule (thrombospondin receptor)
CD3E NM_000733 CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR complex)
CEBPA NM_004364 CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha
CHUK NM_001278 Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase
CNBP NM_003418 CCHC-type zinc finger, nucleic acid binding protein
CRLF2 |NM_001012288 Cytokine receptor-like factor 2
CS NM_004077 Citrate synthase
CXCR3 NM_001504 Chemokine (C-X-C motif) receptor 3
CXCR4 NM_003467 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
EMRI1 NM_001974 Egf-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like 1
FABP4 NM_001442 Fatty acid binding protein 4, adipocyte
FASN NM_004104 Fatty acid synthase
HK2 NM_000189 Hexokinase 2
IFNG NM_000619 Interferon, gamma
IGF1 NM_000618 Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
IGF1R NM_000875 Insulin-like growth factor 1 receptor
Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells,
IKBKB NM_001556 kinase beta
IL18R1 NM_003855 Interleukin 18 receptor 1
IL1B NM_000576 Interleukin 1, beta
IL1R1 NM_000877 Interleukin 1 receptor, type I
IL23R NM_144701 Interleukin 23 receptor
IL6 NM_000600 Interleukin 6 (interferon, beta 2)
IL8 NM_000584 Interleukin 8
INSR NM_000208 Insulin receptor
IRS1 NM_005544 Insulin receptor substrate 1
IRS2 NM_003749 Insulin receptor substrate 2
JAK2 NM_004972 Janus kinase 2
LEP NM_000230 Leptin
LEPR NM_002303 Leptin receptor
LIPE NM_005357 Lipase, hormone-sensitive
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LPL NM_000237 Lipoprotein lipase
LTA4H NM_000895 Leukotriene A4 hydrolase
MAP2K1 NM_002755 Mitogen-activated protein kinase kinase 1
MAPK3 NM_002746 Mitogen-activated protein kinase 3
MAPK9 NM_002752 Mitogen-activated protein kinase 9
MTOR NM_004958 Mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)
NAMPT NM_005746 Nicotinamide phosphoribosyltransferase
NFKBIA NM_020529 NFkB light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
NLRP3 NM_183395 NLR family, pyrin domain containing 3
OLRI1 NM_002543 Oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
PCK1 NM_002591 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble)
PDE3B NM_000922 Phosphodiesterase 3B, cGMP-inhibited
PDK2 NM_002611 Pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 2
PDX1 NM_000209 Pancreatic and duodenal homeobox 1
PIK3CA NM_006218 Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide
PIK3R1 NM_ 181504 Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (alpha)
PPARA NM_005036 Peroxisome proliferator-activated receptor alpha
PPARG NM_015869 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1
PPARGCIA | NM_013261 alpha
PTPNI1 NM_002827 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1
PYCARD NM_013258 PYD and CARD domain containing
RBP4 NM_006744 Retinol binding protein 4, plasma
RELA NM_021975 V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
RETN NM_020415 Resistin
RPS6KBI1 NM_003161 Ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1
SCD NM_005063 Arylacetamide deacetylase
SERPINE1 NM_000602 Serpin peptidase inhibitor, clade, member 1
SLC27A1 NM_198580 Solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 1
SLC2A4 NM_001042 Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4
SOCS3 NM_003955 Suppressor of cytokine signaling 3
SREBF1 NM_004176 Sterol regulatory element binding transcription factor 1
SREBF2 NM_004599 Sterol regulatory element binding transcription factor 2
STAT3 NM_003150 Signal transducer and activator of transcription 3
TLR4 NM_138554 Toll-like receptor 4
TNF NM_000594 Tumor necrosis factor
TNFRSFIA | NM_001065 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
TNFRSFIB | NM_001066 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B
UCP1 NM_021833 Uncoupling protein 1 (mitochondrial, proton carrier)
VLDLR NM_003383 Very low density lipoprotein receptor
ACTB NM_001101 Actin, beta
B2M NM_004048 Beta-2-microglobulin
GAPDH NM_002046 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HPRTI1 NM_000194 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
RPLPO NM_001002 Ribosomal protein, large, PO
HGDC SA_00105 Human Genomic DNA Contamination
RTC SA_00104 Reverse Transcription Control
PPC SA_00103 Rositive PCR Control
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Tablo 3.2. RT? PZR panelinde genlerin dagilim semasi (47). RT? PZR paneli Qiagen firmasindan temin

edilmistir.
ACACA
ol ACACB | ACSLI ACSL4 | ADIPOQ | ADIPORI | ADIPOR2 | AKT3 ALOX5 APOE CASPI ccL2
A02 A03 A4 A0S A06 A07 A08 A09 Al0 All Al2
CCR4 CCRS CCR6 CD36 CD3E CEBPA CHUK | CNBP CRLF2 cs CXCR3 | CXCR4
BOI BO2 BO3 BO4 BOS BO6 BO7 BO8 B09 B10 Bl1 BI2
EMRI | FABP4 | FASN HK2 IFNG IGF1 IGFIR | IKBKB | ILISRI ILIB ILIRI IL23R
col C02 C03 Co4 05 C06 co7 o8 C09 Cl10 cl1 c12
IL6 IL8 INSR IRS1 IRS2 JAK2 LEP LEPR LIPE LPL LTA4H | MAP2KI
DOI D02 D03 D04 D05 D06 D07 D08 D09 DI0 DIl DI2
MAPK3 | MAPK9 | MTOR NAMPT | NFKBIA | NLRP3 OLRI PCK1 PDE3B PDK2 PDX1 | PIK3CA
EO01 E02 E03 E04 EO05 E06 E07 E08 E09 EI0 Ell E12
PIK3RI | PPARA | PPARG | PPARGCIA | PTPNI | PYCARD RBP4 RELA RETN RPS6KBI | SCD | SERPINEI
Fol F02 F03 Fo4 FO5 F06 F07 F08 F09 F10 Fl1 FI2
SLC27A1 | SLC2A4 | SOCS3 | SREBFI | SREBF2 | STAT3 TLR4 TNF | TNFRSFIA | TNFRSFIB | UCPI VLDLR
Gol G02 G03 Go4 GO5 Go6 Go7 Go8 G09 G10 Gl GI2
ACTB B2M | GAPDH | HPRTI RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC
HOI HO2 HO3 HO4 HOS HO6 HO7 HO8 HO9 HI0 HI1 HI2
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3.2.8. istatistiksel Analizler

Hiicre kiiltiirti ile yapilan ¢aligmalarda istatistik analiz yontemi olarak unpaired t testi
kullanildi. Gen ekspresyon analizleri icin ise elde edilen datalarin ct degerleri program
izerinden hesaplanarak http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php internet
adresinden analiz islemleri gerceklestirildi. Biyoinformatik analiz islemi i¢in ise "The
Database for Annotation,Visualization and Integrated Discovery (DAVID), version
6.7." programi kullamlarak analiz islemi gerceklestirildi. Istatiksel anlamlilik degeri
p<0,05 degerinden kiiciik olan degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
Biyoinformatik analiz islemine yalnizca gen ekspresyon sonucunda 2 kat artan/azalan

genler dahil edilip analiz islemi yapilmustir.



4. BULGULAR

4.1. TQ' un HepG2 Hiicrelerinin Canlihg1 Uzerine Etkisi

TQ' un HepG2 hiicrelerinin canlilif1 iizerine etkisine tripan mavisi yontemiyle analiz
edilmistir. HepG2 hiicreleri TQ' un farkli konsantrasyonlarma (1.56 uM, 3.125 uM,
6.25 uM, 12.5 uM, 25 uM, 50 uM) 24 saat siireyle maruz birakilmistir. Yaptigimiz 6n
caligmalarda en diisiik iki konsantrasyonlarda (1.56 uM ve 3.125 uM) TQ' un hiicre
izerinde bariz bir etki bulunmadigindan, daha sonraki deneylerde en diisiik iki
konsantrasyon kullanilmamustir. Hiicrelerin canlilik oranlar1 Sekil 4.1.'de gosterilmistir.
TQ uygulamasinda zamana bagli olarak HepG2 hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre
sayisinda anlamli azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol hiicresinde % degere gore
hesapladigimizda kontroldeki hiicre sayis1 1000000 + 7,5 hiicre bulunurken, TQ-6 uM
konsantrasyonda 779500 + 4 hiicre, TQ-12 uM konsantrasyonda 592310 =+ 3 hiicre, TQ-
25 uM konsantrasyonda 482100 + 2 hiicre, TQ-50 uM konsantrasyonda ise 353800 +
2,5 hiicre oldugu belirlenmistir. Sekil 4.1."' de goriildiigii tizere, tiim konsantrasyonlarda

TQ hiicre sayilarinda diisiise neden olmustur.

4.2. TQ' un HepG2 Hiicrelerinde Apoptoz Uzerine EtKisi

TQ' un farkli konsantrasyonlarina (TQ-6.25 uM, TQ-12.5 uM, TQ-25 uM, TQ-50 uM)
24 saat maruz birakilarak giemsa boyamasiyla apoptoz deneyi gerceklestirilmistir. TQ'
un HepG2 hiicreleri apoptotik etkisi Sekil 4.2.a." de gosterilmistir. TQ' un farkli
konsantrasyonuna bagli olarak apoptotik hiicre sayisinda artig goriilmiistiir. Kontrol
hiicresinde % 1,6 + 0,16, TQ-6 uM konsantrasyonlu HepG2 hiicresinde % 6,8 + 0,22,
TQ-12.5 uM konsantrasyonlu HepG2 hiicresinde % 9,9 + 1,07, TQ-25 uM



43

konsantrasyonlu HepG2 hiicresinde % 19,4 + 1,16, TQ-50 uM konsantrasyonlu HepG?2
hiicresinde % 26,6 £+ 1,17 olarak belirlenmistir (Sekil 4.2.b).

4.3. Hiicre icine Glukoz Ahm Deneyi

HepG2 hiicreleri %70-80 yogunluga ulastiktan sonra 1700 nm INS verilerek 24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra glukozdan yoksun medium ile floresan isaretli glukoz 150
pug/ml konsantrasyonda ve 10 nm INS hiicrelerin {izerine konularak 30 dakika
inkiibasyonda tutuldu. inkiibasyondan sonra bir dizi yikama islemlerinden gegirilerek
floresan mikroskopta incelendi. Hiicrelerin glukoz alimi Sekil 4.3.a.'da gosterilmistir.
Insiilin diren¢c modeli olusan kontrol ve farkli konsantrasyondaki TQ (6 uM, 12.5 uM,
25 uM, 50 uM) 'nun floresan isaretli glukoz iceriginin % ortalamasi kontrol 1,56 + 0,6,
TQ-6.25 uM 4,31 + 0,58, TQ-12,5 uM 6,29 + 0,89, TQ-25 uM 18,87 + 2,45, TQ-50 uM
43,04 + 4,69, pozitif kontrol i¢in insiilin direnci olusturulmayan HepG2 hiicresinde

floresan isaretli glukoz iceriginin % ortalamasi 44,06 £1.89 olarak bulunmustur (Sekil

4.3.b).
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Sekil 4.1. Hiicrelerin TQ ile 24 saat muamele edildikten sonra thoma lamiyla sayilmasindan sonraki hiicre
yogunluklarimin sekilde gosterilmesi. % Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli degerler (p<0,05).
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Sekil 4.2.a. HepG2 hiicresinde farkli dozlarda uygulanan TQ dozunun apoptotik etkisinin gosterimi. b.
Apoptotik hiicrelerin grafiksel gosterimi. A. Kontrol, B. TQ-6.25 uM, C. TQ-12.5 uM, D. TQ-25 uM
E.TQ-50 uM ¥ Kontrole gore istatistiksel olarak anlaml1 degerler (p<0,05).
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Sekil 4.3. Insiilin direng modelinde TQ' un glukoz alimu iizerine etkisinin incelenmesi.

a. Sekilsel Gosterimi. b. Grafiksel gosterimi. Hiicreler %70-80 oldugunda 1700 nm INS ve farkl
konsantrasyonlarda TQ verilerek 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast 10 nm INS floresans isaretli
glukoz ile beraber verilerek floresan mikroskopta incelendi.A. Kontrol, B. TQ-6,25 uM, C. TQ-12.5 uM,
D. TQ-12.5 uM, E. TQ-50 uM (a). (¥p<0,05), (¥ p<0,001)
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4.4. Kantitatif PZR ile Gen Ekspresyon Analizi

HepG2 hiicreleri farkli konsantrasyonlarda TQ (12.5 uM, 25 uM, 50 uM) ile 24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra bu hiicrelerden RNA izolasyonu, ardindan cDNA sentezi

yapilarak kantitatif PZR yontemiyle gen ekspresyon seviyeleri incelendi.

Yapilan kantitatif PZR sonuclarma gore kontrol ile TQ-12.5 uM konsantrasyonuyla
muamelede bulunulan HepG?2 hiicresinde, kontrole gore 8 gende (AKT3, APOE, CCR4,
CCRS5, CXCR3, EMRI, IL1RI1, INSR) pozitif regiile olurken, 5 gende (MAP2KI,
PCK1, PDK2, TNF, VLDLR) negatif regiile oldugu gozlemlendi (Sekil 4.4.a., Sekil
4.4.b.). Yine aym calismada 1s1 haritas1 ve buna bagli olarak gen ifade seviyesindeki

degisiklikler Tablo 4.1." de verilmistir.

TQ-25 uM konsantrasyon ile yapilan caligmada 9 gen (CD3E, EMRI1, IGF1, IL18RI1,
IL1R1, INSR, IRS2, SLC27A1, UCPI1) pozitif regiile olurken, 5 gende (MAP2KI,
PCK1, PDK2, SREBFI1, TNF) negatif regiile oldugu gozlemlendi (Sekil 4.5.a., Sekil
4.5.b.). Yine aynmi1 caligmada 1s1 haritas1 ve buna bagli olarak gen ifade seviyesindeki

degisiklikler Tablo 4.2." de verilmistir.

TQ-50 uM konsantrasyonu ile yapilan calismada 10 gen (ACACB, CCR4, CCRS,
CD3E, CXCR4, EMRI, IL6, IRS2, SLC27A1, UCP1) pozitif regiile olurken, 2 gende
(PYCARD, TNF) negatif regiile oldugu gozlemlendi (Sekil 4.6.a., Sekil 4.6.b.). Yine
ayni caligmada 1s1 haritasi ve buna baglh olarak gen ifade seviyesindeki degisiklikler
Tablo 4.3." de verilmistir. Gen ekspresyonlarindaki kat degisimleri Tablo 4.4." de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.4. insiilin direncli HepG2 hiicreleri iizerinde TQ-12.5 uM' m etkisi. a. HepG2 hiicrelerinde
insiilin diren¢ modeli olusturulduktan sonra TQ-12.5 pM ile muamele edilen hiicrenin gen ekspresyon
diizeyindeki analizin dagilim grafigi.. b. Etkilenen genlerin grafiksel gosterimi.. 2 kat artan/azalan genler
degerlendirmeye alinmistir
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Tablo 4.1. HepG2 hiicrelerinde insiilin diren¢ modeli olusturduktan sonra TQ-12.5 uM ile mumaele
edilen hiicrenin gen ekpresyon ifadelelerinde insan insiilin direng RT? PZR array sonuglarinin 1s1 haritast,
gen isimleri ve gen ifade seviyesindeki degisikliklerin sayisal degerleri.

Layout 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ACACA  |ACACB  |ACSLT  |ACSL4  |ADIPOQ [ADIPOR! [ADIPOR2 [AKT3 ALOX5 |APOE  [CASP1 |CCL2
1.21 -1.38 -1.20 1.00 142 -1.07 -1.19 44 112 2.01 1.42 1.42
A
CCR4 GCR5 CCReé CD36 CD3E CEBPA  [CHUK CNBP CRLF2 |CS CXCR3  |CXCR4
2.64 2.2 1.42 1.57 1.64 -1.45 -1.31 -1.13 5.62 1.04 2.00 -1.87
B
EMRT FABP4  [FASN HK2 IFNG IGF1 IGF1R IKBKB IL18R1  (IL1B IL1RT  [IL23R
2.30 3.34 113 1.13 2.81 1.87 1.34 -1.38 1.21 479|216 578
C
IL6 IL8 INSR IRS1 IRS2 JAK2 LEP LEPR LIPE  |LPL LTA4H  |MAP2K1
1.54 -1.30 3.25 -1.28 1.55 1.27 1.44 -1.05 1.09 142 1.19 -2.33
D
MAPK3  [MAPK9  |MTOR NAMPT  [NFKBIA  |[NLRP3  |OLR1 PCK1 PDE3B [PDK2 |PDXi  [PIK3CA
1.35 1.15 -1.05 -1.20 -1.37 2.06 1.40 -3.05 113 497|110 1.21
E
PPARGCT SERPINE
PIK3R1  |PPARA  |PPARG |A PTPN1  |PYCARD |RBP4 RELA RETN  [RPS6KB1|SCD 1
-1.24 1.04 -1.13 1.22 -1.24 1.37 -1.29 117 2.07 423|101 |-1.25
F
TNFRSF1 [TNFRSF1
SLC27A1 |SLC2A4 |SOCS3  |SREBF1 |SREBF2 |STAT3  (TLR4 NF A B UCP1  |VLDLR
1.80 1.42 1.23 -1.66 1.20 1.32 1.07 -3.81 -1.01 1.02 142 -2.43
G
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Gen Isimleri

Sekil 4.5 Insiilin direncli HepG2 hiicreleri iizerinde TQ-25 uM' 1 etkisi a. HepG2 hiicrelerinde insiilin
diren¢ modeli olusturduktan sonra TQ-25 uM ile muamele edilen hiicrenin gen ekspresyon diizeyindeki
analizin dagilim grafigi. b. Etkilenen genlerin grafiksel gosterimi. 2 kat artan/azalan genler
degerlendirmeye alinmustir.
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Tablo 4.2. HepG2 hiicrelerinde insiilin diren¢ modeli olusturduktan sonra TQ-25 uM ile mumaele edilen
hiicrenin gen ekpresyon ifadelelerinde insan insiilin direng RT” PZR array sonuglarinin 1s1 haritasi, gen

isimleri ve gen ifade seviyesindeki degisikliklerin sayisal degerleri.

Layout 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ACACA  [ACACB  |ACSLT  |ACSL4  |ADIPOQ [ADIPORT [ADIPOR2 [AKT3 ALOX5 [APOE |CASP1 |CCL2
-1.18 1 -1.19 -1.01 217 -1.14 -1.26 1.80 1.18 169 (217 217
A
CCR4 CCR5 CCRé CD36 CD3E CEBPA  [CHUK CNBP CRLF2  [CS CXCR3  [CXCR4
1.7 1.68 217 1.1 2.39 -1.23 -1.05 A1.147 3.26 106 [1.72 -1.16
B
EMR1 FABP4  [FASN HK2 IFNG IGF1 IGF1R IKBKB IL18R1 |IL1B IL1RT  |IL23R
2.14 3.15 -1.07 -1.34 217 2.1 -1.07 -1.13 2.36 1.55 5.60 217
C C
IL6 IL8 INSR [RS1 [RS2 JAK2 LEP LEPR LIPE LPL LTA4H  |MAP2K1
1.16 -1.91 2.56 -1.57 1.99 1.54 1.15 -1.26 1.54 217 1 -2.84
D B B B B B B B B C
MAPK3  |MAPK9  [MTOR NAMPT  |NFKBIA  [NLRP3  [OLR1 PCK1 PDE3B |PDK2 ~ [PDX!  [PIK3CA
-1.07 1.4 1.1 -1.38 -1.49 8.73 2.14 -3.44 1.04 249 [1.28 1.26
E
PPARGC1 SERPINE
PIK3R1  |PPARA  |PPARG |A PTPN1 PYCARD |RBP4 RELA RETN  |RPS6KB1{SCD 1
-1.85 1.14 1.00 1.46 -1.52 -1.20 242 1.10 217 1.06 -1.21 -3.85
F
TNFRSF1 [TNFRSF1
SLC27A1  |SLC2A4  |SOCS3  |SREBF1 |SREBF2 |STAT3  [TLR4 NF A B UCP1  |VLDLR
2.02 217 1.1 -2.08 1.33 1.31 -1.34 -2.50 472|198 |49 -1.88
G
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Croup 3 vs. Control Group
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Sekil 4.6. insiilin direncli HepG2 hiicreleri iizerinde TQ-50 uM' 1n etkisi . a. HepG2 hiicrelerinde insiilin
diren¢ modeli olusturduktan sonra TQ-50 uM ile mumaele edilen hiicrenin gen ekpresyon diizeyindeki
analizin dagilhm grafigi. b.. Etkilenen genlerin grafiksel gosterimi. 2 kat artan/azalan genler
degerlendirmeye alinmistir.
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Tablo 4.3. HepG2 hiicrelerinde insiilin diren¢ modeli olusturduktan sonra TQ-50 uM ile mumaele edilen
hiicrenin gen ekpresyon ifadelelerinde insan insiilin direng RT” PZR array sonuglarinin 1s1 haritasi, gen

isimleri ve gen ifade seviyesindeki degisikliklerin sayisal degerleri.

Layout 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ACACA  |ACACB [ACSLT  [ACSL4 [ADIPOQ [ADIPORi |ADIPOR2 [AKT3  [ALOX5 [APOE [CASP1 [CCL2
1.05 3.07 1.03 1.1 2.33 -1.26 1.1 1.01 127|457 233 [233
A

CCR4 CCR5 CCR6 CD36 CD3E CEBPA  |CHUK CNBP CRLF2 |CS CXCR3  |CXCR4

2.7 2.51 499 1.20 249 173 114 1.01 233|106 168 256
B

EMR1 FABP4  |FASN HK2 IFNG IGF1 IGF1R IKBKB IL18R1  {IL1B IL1R1 {IL23R

2.64 2.3 157 -1.21 2.33 115 1.06 -1.56 198 |13 116 [233
C

L6 I8 INSR IRST IRS2 JAK2 LEP [EPR  [LPE [PL  [LTA4H [MAP2KT

3.05 111 175 -1.10 2.9 -1.24 159 1.08 161 [233 104 [1.76
D

MAPK3  [MAPK9 [MTOR  [NAMPT |[NFKBIA [NLRP3  [OLRf PCK1 PDE3B [PDK2 [PDXT  [PIK3CA

-1.06 1.03 -1.02 1.10 1.10 4.05 370 -1.16 102 177 |18 |12
E

PPARGCT SERPINE

PK3R1  [PPARA  |PPARG |A PTPNI  |PYCARD |RBP4  |RELA  |RETN  [RPS6KB1|SCD |1

132 163 -1.20 -1.39 1.02 227 -1.67 1.04 233 104 |12 |19
F

TNFRSF [TNFRSF

SLC27A1 [SLC2A4 [SOCS3  |SREBF1 |SREBF2 |STAT3  |TLR4 NF A B UCP1  |VLDLR

2.07 2.3 1.05 -1.32 168 1.46 133 233 147 |11 |605 |74
G




Tablo 4.4. Gen ekspresyonunda 2 kat artan/azalan genlerin dozlara gore degisimi.
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TQ
GEN BILGILERI Konsantrasyonlar
Erisim 12,5 |25 50
Sembol | Numaralar Tanim uM |uM  |uM
ACACB |NM_001093 | Acetyl-CoA carboxylase beta 0.73 | .11 |3.07
V-akt murine thymoma viral oncogene |4.41 |1.79 |1.01
AKT3 NM_005465 | homolog 3 (protein kinase B, gamma)
APOE  |NM_000041 | Apolipoprotein E 2.0110.59 10.64
CCR4 | NM_005508 | Chemokine (C-C motif) receptor4 | 264 | 171 1277
CCR5 _ |NM_000579 | Chemokine (C-C motif) receptor 5|22 | 1.68 251
CD3e molecule, epsilon (CD3-TCR 1.64 |2.39 |2.49
CD3E NM_000733 | complex)
CXCR3 | NM_001504 | Chemokine (C-X-C motif) receptor 3 | 290 | 1.72 | 1.68
CXCR4 | NM_003467 | Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 | 0-54 |0-86 256
Egf-like module containing, mucin-like, [2.30 [2.14 |2.64
EMRI1 NM_001974 | hormone receptor-like 1
Insulin-like growth factor 1 1.87 |2.11 |1.15
IGF1 NM_000618 | (somatomedin C)
ILISRI |NM_003855 | Interleukin 18 receptor 1 1.21 1236 |1.98
ILIRI  |NM_000875 | Interleukin 1 receptor, type I 2.16 |5.60 10.86
IL6 NM_000600 | Interleukin 6 (interferon, beta 2) 154 11.16 13,05
INSR  |NM_000208 | Insulin receptor 3.2512.60 | 1.75
IRS2 NM_003749 | Insulin receptor substrate 2 1.55 12.00 |2.97
Mitogen-activated protein kinase kinase [0.43 [0.35 |0.57
MAP2K1 |[NM_002755 |1
Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 {0.33 [0.29 |0.86
PCK1 NM_002591 | (soluble)
Pyruvate dehydrogenase kinase, 0.50 [0.40 |0.56
PDK2 NM_002611 |isozyme 2
PYCARD |NM_013258 | PYD and CARD domain containing | 1-37 |0,830 |0.44
Solute carrier family 27 (fatty acid 1.80 [2.02 [2.07
SLC27A1 |NM_198580 | transporter), member 1
Sterol regulatory element binding 0.60 [0.48 |0.76
SREBF1 |NM_004176 | transcription factor 1
TNF NM_000594 | Tumor necrosis factor 0.26 10.40 10.42
Uncoupling protein 1 (mitochondrial, 1.42 494 |6.05
UCP1 NM_021833 | proton carrier)
VLDLR |NM_003383 | Very low density lipoprotein receptor 041 10,53 10.57




Ekspresyon Kat Degerleri
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Sekil 4.7. Timokinon dozlarindan en az iki dozda etkilenen genlerin grafiksel gosterimi
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Tablo 4.5. Timokinon dozlarinin en az iki dozundan etkilenen genlerin biyoinformatik analizi.
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(KEGG Pathway)

Mekanizma/Y olaklar P-degeri Etkilenen Genler

Adipositokin Sinyal Yolagi 4.4x10™* IRS2, PCK1, TNF, AKT3

(KEGG Pathway)

Insiilin Sinyal Yolag 2x10* INSR, IRS2, MAP2KI1, AKTS3,
(KEGG Pathway) PCK1

Tip II Diyabet 52x 107 INSR, IRS2, TNF
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Insiilin diren¢ modeli olusturulan HepG2 hiicre hatt1 iizerinde farkli konsantrasyonlarda
TQ uygulamasi sonucu yapilan real-time PCR c¢alismasinda insiilin diren¢ paneli
tizerinde insiilin sinyal yolaklariyla iliskili 84 genin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.
Yapilan ¢alisma TQ 12,5 uM konsantrasyonuyla yapilan ¢alismada 2 kat artan / azalan
genler Sekil 4.4.b.'de gosterilmistir. TQ 25 uM konsantrasyonuyla yapilan ¢alismada 2
kat artan / azalan genler Sekil 4.5.b." da gosterilmistir. calisma TQ 50 uM
konsantrasyonuyla yapilan calismada 2 kat artan / azalan genler Sekil 4.6.b.' de

gosterilmistir.

Gen ekspresyon seviyelerinde 2 kat artan/azalan genlerin listesinde yapilan ayrintili
biyoinformatik analiz sonucu farkli sinyal yolaklariyla olan baglantilar1 Tablo 4.6.'da

verilmistir.

Ayrica TQ dozlarindan en az iki dozda etkilenen genler Sekil 4.7.'de gosterilmistir.
TQ'un en az iki dozunda etki gosteren genlerin biyoinformatik analizi Tablo 4.5." de

gosterilmistir.
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Tablo 4.6. RT* PZR insan insiilin diren¢ paneli kullanarak HepG2 hiicrelerine uygulanan TQ' un Global
gen ekspresyon profilinin biyoinformatik analiz sonuglari.

Mekanizma/Yolaklar P-degeri Etkilenen Genler

Sitokin- sitokin reseptor 1,7x10° CCR4, CCRS5, CXCR3, CXCR4, IL1R1,

etkilesimi IL18R1, IL6, TNF-a

Pozitif transport 1,9x 10 PYCARD, APOE, INSR, IRS2, IL6,

diizenleyici TNF-a

Insiilin uyarimina cevap 1,9x10° INSR, IRS2, PCK1

Sitokin baglama 7x 107 CCR4, CCR5, CXCR3, CXCR4, IL1RI1,
IL18R1

Adipositokin sinyal yolag1r | 7,3 x 10 ACACB, IRS2, PCK1, TNF-a, AKT3

Glukoz metabolik siireci 1,6 x 107 IRS2, PCK1, PDK2, TNF-a

Glukoz alimui diizenlenmesi | 1,2 x 107 INSR, IRS2, TNF-a

Taginim pozitif 1,9x 10 PYCARD, APOE, INSR, IRS2, IL6,

diizenlenmesi TNF-a




S. TARTISMA ve SONUC

Timokinon, ¢orek otu yagmin en 6nemli biyoaktif bileseni olup, in vitro ve in vivo
yapilan pek ¢ok calisma ile TQ' un anti-diyabetik etkisi arastirilmistir (6, 175-177).
Yapilan bu calismalardan elde edilen sonug¢lar TQ' un anti-diyabetik etkisini ortaya
koymustur (175). TQ anti-diyabetik etkisini temel olarak insiilin direncini zayiflatarak
gostermektedir. Bunun sonucunda kan glukoz seviyelerinde Oonemli oranda diisiise

neden oldugu belirtilmistir (6, 176, 177).

Diyabet, insiilin eksikligi ya da insiilin etkisinde meydana gelen bozukluklar nedeniyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, bunun
sonucunda hiperglisemiye neden olan kronik bir metabolizma hastaligidir (1, 2).

Yapilan bir ¢calismada, TQ' un HepG?2 hiicre hatlar1 iizerine toksik etkisi arastirilmistir.
HepG2 hiicrelerine TQ 1, 10, 25, 50, 100 uM olarak 24 saat uygulanarak sitotoksisite
incelenmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda TQ' un ICsy degeri 34 uM olarak
bulunmustur. TQ’ un artan konsantrasyonunun, pro-apopitotik mitokondriyal sinyal
yolaginin inaktif hale getirilmesinde rolii olan Akt fosforilasyonunu inaktive ederek
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (178). Yapilan baska bir caligmada da
TQ’ un HeLa hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisine bakilmis ve I1Csy degeri 12,5 uM
olarak bulunmustur (96). Yaptigimiz calismada ise, degisik konsantrasyonlarda
uygulanan TQ' un HepG2 hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etki gosterdigi ve 1Cso degeri
23,75 uM oldugu belirlenmigstir. Sitotoksisite deneylerinde sonuglarm farkli ¢ikmasimin
nedeninin, caliyma baglangicinda hiicre yogunluklarmmin ve buna bagh olarak ilag

metabolizmasinin farkli olmasmin neden olabilecegini diisiinmekteyiz.
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T2DM hastaligmin baslangicindan 6nce bazi subklinik inflamatuar reaksiyonlar
gosterilmistir. T2DM gelismesinde rol oynayan IL-1f, IL-6 ve TNF- o’ nin merkez
inflamatuar sitokinleri olarak etki gosterdikleri belirtilmistir. Yapilan bir caligmada, 192
kisiden olusan T2DM hasta grubu ile 384 kisiden olusan kontrol grubu arasinda sitokin
diizeyinde karsilastirmalar yapilmistir (179). Calismada T2DM olan hastalarda
plazmada IL-6 ve TNF- o diizeyleri kontrole gore yiiksek bulunmustur. Fakat IL-1f
plazma seviyelerinde herhangi bir farkliliga rastlanilmamustir. Ilging bir sekilde, sitokin
analizleri yapildiginda IL-1p ve IL-6 arasinda anlamli bir iliski oldugu belirlenmistir.
Ozel olarak dizayn edilen bir modelde, normal seviyelerdeki IL-1B'nin ve yiiksek
seviyelerde IL-6'nin, T2DM gelisimini yiiksek oranda bagimsiz olarak arttirdigi
belirtilmistir. (179).

Yapilan bagka bir calisma da ise, 20 T2DM hasta ile, 17 saglikli bireyin kan
orneklerinde sitokin diizeyinde arastirilmalar yapilmistir. Bu ¢calismada kanlar 24 saat in
vitro ortamda lipopolisakkarit ile uyarilarak sitokin sekresyonlar1 6l¢iilmiistiir. Plazma
IL-6 ve TNF-a seviyelerinde diyabetli hastalarda, kontrol grubuna gére 6nemli oranda

artis bulunmustur (180).

Yaptigimiz ¢alismalardaki bulgulara gore, TQ’ un insiilin direng¢ modeli iizerinde
insiilin diren¢ mekanizmasimi arttirdig1 bilinen TNF-a, IL-6 gibi sitokinlere etki ederek
bu sitokinlerin miktarmi azalttigi ve boylelikle olasi insiilin direng¢ mekanizmasinin
gelisimi engelleyebilecegi gosterilmistir. Yaptigimiz calisma sonucunda TQ’un tiim
dozlarda TNF- o seviyesini diigiirdiigii gosterilmistir ve bu etki sayesinde HepG2
hiicrelerinde insiilin direncinin  kirilmasinda terapotik bir rolii  olabilecegi

diistiniilmektedir.

Cell ve ark., yaptig1 ¢calismada, L6 miyotiip hiicre hattinda, iskelet kas hiicresinde ve
insan primer miyotiip hiicreleri iizerinde insiilin direnci olusturulmus ve kemokin motif
reseptorlerinin (C-C chemokine receptor types; CCRs) ekspresyon seviyeleri analiz
edilmistir. Calismada iskelet kas hiicresinde uyarilan insiilin direncinde kemokin motif
reseptOrlerinin ekspresyon seviyelerinin etkilendigi gosterilmistir. CCRs'ler genel olarak
immiin hiicrelerde kronik inflamasyonda inflamatuar siireclerde rol almaktadir. Kronik
inflamasyon T2DM temel bir siire¢ oldugu ic¢in, bu reseptorler insiilin direnci ve
T2DM'de rol oynuyor olabilirler (181). Calismada ilging olarak CCR4 ve CCRI10

ekspresyon seviyelerinin insiilin direngli miyotiip hiicrelerinde azaldigi goriilmiistiir.
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CCR2'nin ekspresyon seviyeleri ise insiilin direngli miyotiip hiicrelerinde arttigi

belirtilmistir (182).

Bizim bulgularimizda kemokin motif reseptorlerinden CCR4 geninin ekspresyon
seviyesinde artma goriilmiistiir. Bu tiir kemokinlerin tip 2 diyabet siirecinde rol aldig1
gdz Oniine alinacak olursa, bu kemokin miktarinda meydana gelen artisin insiilin
direncinin diizelmesi dogrultusunda rol oynayan mekanizmalardan bir tanesi

olabilecegini tahmin etmekteyiz.

Yapilan bagka bir calisma, insiilin sinyal yolaginda 6nemli rol oynayan Akt ile ilgili
caligmadir. Calismada Akt izoformlar1 olan Aktl, Akt2 ve Akt3 genlerinin diyabet
izerine olan etkisinin belirlenmesi icin ilk etapta Akt2 nakavt fareler incelenmistir
(183). Yapilan ¢alisma sonucunda Akt2 eksikligiyle beklenen diyabetik fenotipin, Aktl
ve muhtemelen Akt3'iin katkisiyla telafi edilebildigi ortaya konmustur (183). Dummler
ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada fareler iizerinde Akt2, Akt3 genleri eksik
birakilarak Aktl geninin islevi incelenmistir. Yapilan bu caligma sonucunda Akt2 ve
Akt3'ten yoksun birakilan farelerde kontrol grubuna gore glukoz ve insiilin
intoleranslarinda ve viicut agirliklarinda yaklasik %25 oraninda bir azalma goriilmiistiir.
Aym gekilde beyin agirliklarinda %35 oraninda, ayni sekilde testis oranlarinda da %40
oraninda bir azalmanin oldugunu belirlenmistir. Ilging olarak Akt2 ve Akt3’iin ayr1 ayr1
olarak eksikliginde yapilan caligmalarda ayni sonuca ulasilmadigi ve bunun neticesinde
Akt2 ve Akt3'iin birbiri ile baglantili olabilecegi vurgulanmistir (184). Krook ve ark.,
yaptig1 bir calismada ise yiiksek konsantrasyonda insiilin ile muamele edilen T2DM
hastalarin kas hiicrelerinde Akt aktivasyonunda azalma oldugu gosterilmistir (185). /n
vitro olarak yapilan bagka bir ¢alismada ise kas hiicrelerinin yiiksek doz insiilin ile Akt

aktivasyonlarim azalttigi belirtilmistir (186).

Bizim bulgularimizda insiilin direnci olusturulan hiicrelerde TQ' un insiilin direncini
etkileyerek Akt3 oraninda ciddi miktarda artisa sebep oldugunu saptadik. Boylece TQ'
un insiilin direnci ile azalan Akt aktivasyonunu artrmasi sonucu insiilin sinyal
mekanizmasini etkileyerek glukoz alinimina 6nemli katki sagladigi diisiiniilmektedir.
Akt3 genelde beyin bolgesinde sik eksprese edilmesine ragmen, bilindigi iizere Akt2 ile
koordineli bir sinyalizasyon agi olmasi nedeniyle (Akt2 glukoz transportlariyla
iligkilidir) glukoz transportlarma dolayli yonden etki gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Boylece Akt3 gen ekspresyonunda meydana gelen artmanmn insiilin  sinyal
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mekanizmasinin regiilasyonuna katki saglayarak insiilin diren¢ mekanizmasinin

zayiflamasina neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

Suzuki ve ark., diyabet esnasinda belirlenen kolesterol biyosentezinde meydana gelen
azalmanin dogrudan hiperglisemiye bagli olarak degil beyin insiilin eksikliginden
kaynaklandigint belirtmislerdir (187). Yazarlar ayrica sistemik insiilinin aksine
diyabetik farelerde beyinde srebf2 ve srebfl genlerinde azalma oldugunu belirtmistir
(188). Diyabetli ratlarda yapilan bagka bir ¢alismada ise retinada, srebf2 ekspresyonu
azalirken, srebfl ekspresyonunda artma goriilmiis, her ikisi de anti-diyabetik ajan ile
normalize edilmesine ragmen srebf2 lokal olarak total insiilin miktarin1 degistirirken,

Srebfl de ise marjinal bir etki goriilmedigi belirtilmistir (189).

Bizim yaptigimiz c¢alismada Srebfl gen ekspresyon c¢alismasinda azalma
gozlemlenmistir. Srebfl beyinde kolesterol ile iligkili olan bir gen oldugu belirtilmistir
(189). TQ maddesinin kolesterol ile iliskili Srebflgeninin ekspresyonunu etkileyerek
kolesterolii pozitif yonde diizenlemesine katki sagladigini diisiinmekteyiz. Benzer
sekilde dolayli olarak da insiilin sinyalizasyonunu etkilediginden, TQ bu
sinyalizasyonun onarimina katki sagladigimi diisiinmekteyiz. Srebfl geninin Akt3 ile bir
sinyalizasyon aginin olabilecegi ve bu sekilde etki gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Eslesmemis protein 1 (uncoupling protein 1; UCP1) ’in, T2DM ve/veya obezite ile
iligkili mekanizmalarda, mitokondride ROS iiretiminin azaltilmasinda, diyete bagli
termogenezin diizenlenmesinde, kisacas1 metabolik ve enerji dengesinin saglanmasinda
onemli rol oynadig1 cesitli calismalarda belirtilmistir (190-192). Yapilan UCP1 gen
polimorfizmi ¢aligmalarinda, UCP1 geninde -3826A/G (rs1800592) polimorfizminin
T2DM ile iliskili oldugu rapor edilmistir (193, 194). Fukuyama ve ark., T2DM hastalig1
teshisi konan Japon hastalarda UCP1 -112A/C polimorfizminin insiilin direnci ve
hepatik lipid igeriginin arttirilmasiyla iligkili oldugunu belirtmiglerdir (195). UCP1’in
ayrica MAPK sinyal yolagini ve lizozomal sinyal yolag: ile iliskili diizenleyici rol
oynadig1 da belirtilmistir (191, 192). Li ve ark., iskelet kas hiicrelerinde yaptiklari
calismada UCP1 ekspresyonunun AMPK pozitif regiilasyonunu saglayarak diyete bagl
obezite ve insiilin direncinin 6nlenmesini, glukoz aliminda artis sagladig1 belirtilmigtir

(196, 197).

Yaptigimiz mevcut calisgmada TQ' un miktarina bagh olarak UCP1 gen ekspresyon
seviyesinde bir artis meydana geldigi goriilmiistiir. Boylece TQ' un UCP1 geni
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tizerinden MAPK sinyal yolagini etkileyerek insiilin sinyal iletimine pozitif yonde katki
sagladigini diisiinmekteyiz. Ayrica UCP1 geninin AMPK sinyal yolag: ile glukoz
transportlarin1  etkileyerek, insiilin  direncinin  etkisi  zayiflatarak, glukoz

metabolizmasiin diizenlenmesine katki sagladigi da diisiiniilmektedir.

Huang ve ark., tarafindan yapilan calismada farelerde adipoz dokuda APOE geninin
secici olarak bastirilmasi sonucunda aclik lipid, insiilin ve glukoz diizeylerinde azalma
goriildiigi bununda insiilin hassasiyetinin artmasiyla tutarl oldugu belirtilmistir (198).
Yaptigimiz ¢calismada APOE geninin TQ diisiik dozunda artma oldugu, diger dozlarda
ilging olarak azaldigi goriilmektedir. Bu noktada APOE geni lipid metabolizmasinda
onemli bir etken oldugundan, TQ' un lipid metabolizmasini diizenlemede ve buna bagl
olarak glukoz ve enerjinin de agiga c¢ikmasi noktasinda etki gosterdigi
diistiniilmektedir. TQ doz miktarinin artmasiyla lipid metabolizmasinda doza bagl
olarak toksisite olustugundan dolayr APOE seviyesinde azalmanin gerceklestigini

diisiinmekteyiz.

Insiilin direnci pankreastaki beta hiicre kaybi ile insiilin miktarinda meydana gelen
azalmayla iliskili olarak T2DM olusumuna neden olmaktadir. Insiilin reseptor
substratlar1 (IRS) T2DM mekanizmasinda énemli rol oynadig diisiiniilmektedir. Ayrica
IRS' lar, insiilin ve diger sitokinler icin insiilin sinyal yolagi ile ilgili baslatic1 sinyallere
aracilik edebilecegi ifade edilmistir (199). Farelerde IRS1 geninde meydana gelen
bozuklugun biiylimeyi geciktirdigi, ancak diyabeti ortaya cikarmayacagi, c¢iinkii gelisen
hafif insiilin direncini telafi etmek amaciyla insiilin salgisinin artacagi belirtilmistir
(200, 201). Withers ve ark., IRS-2 geninin etkisini bozarak yaptiklar1 ¢alismada,
periferik insiilin sinyalizasyonunda ve pankreas beta hiicre fonksiyonunda bozulmalar
meydana geldigini gostermektedir. Buna baglhh olarak insiilin direnci glukoz

homeostasiin bozulmasina neden olmaktadir (202).

Juan ve ark., IRS-2 eksik farelerde yaptiklar1 ¢alismada beta hiicre kayb1 ve insiilin
direncine bagl olarak diyabet gelistigini belirtmislerdir. Hepatosit biiyiime faktorii
aktivitesi IRS-1 ve IRS-2 yoksun olan transgenik farelerin beta hiicrelerinde, PI3K
sinyal yolaginin aktive eder. Aktive olan PI3K sinyal yolagi, beta hiicreleri icerisinde
asirt ekspresyonu saglayarak beta hiicrelerinin ¢ogalmalarini, hayatta kalma ve kiitle

miktarlarinda artisa neden oldugu bildirilmistir (203). Ayrica IRS-2 eksik olan
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transgenik farelerde pdx-1 pozitif regiile oldugu, Akt/FoxOl1l fosforilasyonu ve p27
negatif regiilasyonu oldugu gosterilmistir (203).

Hashimoto ve ark., endotel hiicre spesifik IRS-2 bozulmus fare modelinde glukoz,
arjinin, glukagon kaynakli insiilin sekresyonu ve glukoz intoleransinin bozuldugu
gosterilmistir. Ayrica bu fare modelinde adacik kan akisinin da bozuldugu, enalapril
maleat adli ila¢ ile muamele edildiginde ise, kan akisini arttiric1 etkisi oldugu ayni

zamanda insiilin sekresyonunu da diizene koydugu belirtilmistir (204).

Olivera ve ark., IRS-2 geninden yoksun birakilan fare modelinde yaptiklar1 ¢calismada,
IRS-2 eksikliginin periferal insiilin direnci ve hepatik glukoneogenez fonksiyonunu
bozarak diyabete neden oldugunu, aym zamanda pankreas beta hiicrelerinde de

azalmaya sebep oldugunu gozlemlemislerdir (205).

Bizim yaptigimiz c¢alismada insiilin diren¢ modelinde IRS2 ve IGF1 genlerinin
ekspresyon seviyelerinde kontrol grubuna gore Oonemli oranda artma goriilmiistiir.
Goriilen bu artis literatiirde yapilan arastirmalar ile Ortiismektedir. Boylece TQ' un
INSR ve buna bagh olarak IRS2 ve IGF1 genlerindeki ekspresyon artisi ile insiilin
miktarin1 ve bununla iligkili beta hiicrelerinin diizenlenmesi saglayarak, T2DM
olusumunu inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica beta hiicrelerinin sagkalim
oranlar1 ve artis miktarlarina yonelik yapilacak olan in vivo calismalar ile de TQ' un
etkin oldugu metabolik siireclerin ve yan etkilerinin daha iyi saptanabilmesinin
miimkiin oldugunu diisiinmekteyiz. Insiilin sinyal yolaginda 6nemli fonksiyonlar1 olan
insiilin reseptor subsratlar, AKT ve mTOR' un TQ tarafindan etkilendigini gbz Oniine
alacak olursak, TQ' un, T2DM da etkili olan genlerin sinyalizasyonuna etki ettigini

soyleyebiliriz (Sekil 5.1.)

Mevcut caligma insiilin direngli HepG2 hiicreleri iizerinde TQ etkisinin gen ekspresyon
diizeyinde incelenmesi agisindan ilk olma o6zelligi tasimaktadir. TQ' un T2DM ile
iliskili insiilin sinyal yolaklarinmi etkileyen anahtar genlerin ekspresyon seviyelerinde
meydana getirdigi artig/azalis dikkat cekici bir sonugtur. Boylece T2DM hastaligiyla
baglantili genler incelenerek TQ' un olas1 etki mekanizmalar1 incelenmis ve literatiire
kazandirilmigtir. Ayrica TQ' un gosterdigi bu dnemli etkinin in vivo caligmalarla daha
ayrintili arastirilmas: gerektigi diisiiniilmektedir. Bu caligmalar sonucunda ilerleyen

stireclerde, TQ' un terapdtik bir ajan olarak kullanilmasini 6ngérmekteyiz.
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Sekil 5.1. Insiilin sinyal yolagindaki genlerden TQ' un etkiledigi temel genlerin sematik gosterimi
(206) TQ' un etkiledigi genler "4 ile gosterilmistir. Ayrica spesifik olarakta"yy" isareti ile etkiledigi
genin ¢esidi gosterilmistir (206'nolu kaynaktan modifiye edilerek alinmistir).
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