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OZET

6-{2-[(5-SIYANO-4,5-DIHIDROPIRAZOL-1-iL)-2-OKZOETILAMINO]
ETILAMINO} NIKOTINONITRIL DIHIDROKLORIT HIDRAT
BILESIGININ iN VITRO ANTIiDiYABETIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZi
BUKET AYAR
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIiM DALI
TEZ DANISMANI: PROF. DR. ALAATTIN SEN
DENIZLi, TEMMUZ, 2016

Diabetes mellitus (DM) hasta sayisinin giin gegtikce arttigi yaygin metabolik
bozukluklardan biridir Insiilin disinda oral hipoglisemik ilaglar hastaligin
tedavisinde kullanilan 6nemli ajanlardir. Yine de hastaligin tam bir tedavisi i¢in
daha etkili bir antidiyabetik maddenin gelistirilmesi i¢in  arayislar
sirdiiriilmektedir. Bu amagla laboratuvarimizda, ticari adi KR-62436 hidrat olan
bilesigin olas1 antidiyabetik 6zellikleri glikoz metabolizmasinin diizenlenmesinde
rol oynayan bazi mekanizmalara ve ilgili bazi genlerin mRNA ifadesine etkisi ile
arastirildi. BTC6 hiicre hattinda gercgeklestirilen insiilin salinim deneyinde KR-
62436 bileginin SODD ve SOYD uygulamalar ile kontrol ve glibenklamid
(pozitif kontrol) ortamlarinin absorbans degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamasi ile bilesigin insiilin salinimini tetiklemedigi sonucuna ulagildi.
C2C12, Chang ve 3T3L1 hiicre hattlarinda glikoz kullanim test edildi. Sonuglar
KR-62436 bilesiginin antidiyabetik etkiye sahip olmadigi yoniindeydi. Fakat
glikoz metabolizmas1 ve insiilin yolag1 bir¢ok mekanizma taradindan kontrol
edilmektedir. Kontrolii ve diizenlemeyi saglayan diger mekanizlar veya enzimatik

aktiviteler {izerine ¢alisirsak daha dogru sonuglara ulasilabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Diyabet, KR-62436, BTC6, C2C12, 3T3-L1,
Chang.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IN VITRO ANTI-DIABETIC EFFECTS OF 6-
{2-[(5-CYANO-4,5- DIHYDROPYRAZOL-1-YL)-2-OXOETHYLAMINOQO]
ETHYLAMINO} NICOTINONITRILE DIHYDROCHLORIDE HYDRATE

MSC THESIS
BUKET AYAR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
SUPERVISOR: PROF. DR. ALATTIN SEN
DENIZLI, JULY, 2016

Diabetes mellitus (DM) is a common metabolic disorder that increasing the
number of patients day by day. Although insulin, as well as oral hypoglycemic drugs
are still the most important agents in treating the DM. Studies searching for a more
effective antidiabetic agents are being carried out continuously. Based on that we aim
to investigate the potential anti-diabetic effects of compound what is commercially
known as KR-62436. We determined non-toxic doses by cytotoxicity assays and we
used these doses to test some mechanisms involved glucose metabolism. We tested
insiilin secretion in BTC6 cell line. We can not determined a significant differences
between the absorbance values of SODD-SOYD doses and control-possitive control
(glibenclamide). It concluded that KR-62436 does not trigger the insulin secretion.
Glucose utilization is tested in C2C12, 3T3L1 and Chang cell lines. The results show
that KR-62436 compound has not anti-diabetic effect. But glucose homeostasis and
insulin pathway are controlled by several mechanisms. Based on this reason, if we

study other pathways or enzymatic activities, have access to accurate results.

KEY WORDS: Diabetes, KR-62436, BTC6, C2C12, 3T3-L1, Chang Liver.
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ONSOZ

Diinya ¢apinda yaygin olarak goriilen diabetes mellitus metabolik bozukluk
sonucu ortaya c¢ikan bir hastaliktir. Hastalik tedavisinde insiilin, siilfoniliireler ve
biguanidler gibi ajanlar kullanilmaktadir. Bunlarla birlikte hastaligin tam bir tedavisi
icin daha etkili bir antidiyabetik maddenin gelistirilmesi igin arayislar durmaksizin
devam etmektedir. Bu amagla, daha onceki arastirmalarin verdigi umutla KR-62436
(6-{2-[(5-Siyano-4,5-dihidropirazol-1-il)-2-okzoetilamino]  etilamino}nikotinonitril
dihidroklorit hidrat) bilesiginin olas1 antidiyabetik etkileri in vitro ortamda
aragtirtlmistir. Calisma siiresince in vitro modellerde SODD ve SDYD belirleme
caligmalar1 yapilmis ve elde edilen veriler kullanilarak antidiyabetik etki tespiti i¢in
glikoz emilimi, depolanmasi ve tasinimi, insiilin salinimi ve insiilin sinyal yolag ile
ilgili analiz ve deneyler yapilmistir.

Tiim bu siire¢ i¢inde bana ¢alisma imkanini saglayan, engin bilgileriyle bilimsel
bakis agimi genisletip zenginlestiren danismanim Sayin Prof. Dr. Alaattin SEN’e;
tezimin degerlendirilmesi ve diizenlenmesinde yardimer olan Saymn Yard. Dog. Dr.
Tugba TUMER BOYUNEGMEZ ve Saymn Yard. Dog. Dr. Ashi SEMIZ’ e¢;
karsilastigim her tirlii zorlukta, aksilik ve talihsizlikte benden desteklerini,
deneyimlerini ve bilgilerini esirgemeyen degerli ablalarim, arkadaslarim Gurbet
CELIK TURGUT’a, Ozden OZGUN ACAR’a; laboratuvar ¢alismalarimda manevi
destekleri ve yardimlari i¢in Elif KALE’ye, Buket KABALAY’a ve Nazmiye
BOZAGAC’a; manevi destegi icin degerli arkadaslarim Asiye Biisra BOZ’a, Aslihan
Esra BILDIRICI’ye, Yagmur ASAN KIZILIRMAK ’a, Mustafa KAYAya, Giilistan
BOYLU’ya; tezimi diizenlememde yardimci olan arkadasim Mustafa DEMIR’e,
elbette bir de onlar olmasa olmazdim; BIRICIK CANIM AILEM’e siikranlarimi ve

minnettarligimi dile getirmeyi borg bilirim.



1. TEZIN AMACI

Tip II diyabet kalitsal yatkinligin da rol oynaddigi ama daha ¢ok ¢evresel
faktorlere bagli olarak ortaya cikan diyabet tiiriidiir. Gerek Diinya Saglik Orgiitii
gerekse baska bilimadamlarinin yaptigi arastirmalar tip II diyabetin goriilme
sikliginin her gecen giin hizla arttigimi ortaya koymustur. Degisen yasam tarzi,
fiziksel aktivete yetersizligi, stres, diizensiz beslenme vb tip II diyabetin ortaya
¢ikmasinda rol oynayan baglica etkenlerdendir. Diyabet vakalarinin ¢ok biiyiik bir
kisminin tip II diyabet olmasi bu konuda yapilan ¢aligmalarin 6nem kazanmasina
yol agmistir. Oral yoldan alinan bircok ilag ve ajan, hastalifin tedavisi i¢in
yillardan beri kullanilmaktadir. Fakat bu ilaglarin yan etkileri ve etkilerinin
yetersizligi gibi nedenler alternatif ilag arayisini baslatmistir. Bu arayisla
geligtirilen KR-62436 bilesiginin glikoz mekanizmasini, intestinal sistemde
salgilanan Glukagon benzeri polipeptid-1 hormonunu enzimatik kesime ugratan
Dipeptidil peptidaz-4 enziminin inhibisyonuyla etkiledigi yapilan g¢aligmalarla
ortaya konmustur. Bu yiiksek lisans tezi caligmasinda, KR-62436 bilesiginin
glikoz mekanizmasina olan etkisinin, 3T3L1 preadiposit, C2C12 miyoblast, BTC6
pankreas ve Chang karaciger hiicrelerinde glikoz kullanimi, insiilin salinimi ve
inslin sinyal yolaginda oOnemli roldeki genlerin mRNA diizeylerindeki

degisikliklerine bagl olarak belirlenmesi amaglanmistir.



2. GIRIS

2.1 Diabetes Mellitus

Diyabet, insiilin salgilanmasinda, insiilinin viicuttaki etkisinde veya her
ikisinde birden meydana gelen bir bozukluktan kaynaklanan hiperglisemi ile
karakterize bir metabolik hastalik tiiridiir (ADA, 2010). Diyabetin kontrol
edilmedigi durumlarda olusan hiperglisemi veya yiiksek kan sekeri, zamanla,
ozellikle sinirler ve kan damarlar1 gibi viicudun bircok sistemlerinde ciddi
hasarlara yol acar. Diyabet, diinya iizerindeki iilkelerin hepsinde artan grafik
profili ile seyreden bir hastaliktir. Ozellikle, Tiirkiye gibi, gelismekte olan
ilkelerde degisen yasam sekline bagl olarak gelisen halk sagligini tehdit eden en
biiyiik sorunlardan biri haline gelmektedir (Guariguata ve dig. 2013; Satman ve
dig. 2013). Diinya ¢apinda 347 milyon kisinin diyabet oldugu bildirilmektedir
(Danie ve dig. 2011; WHO, 2014). 2004 yilinda, yaklasik 3,4 milyon kisinin
yiiksek kan sekeri sebebiyle 6ldiigi bildirilmektedir (WHO, 2009). 2010 y1l1 i¢in
de benzer rakamlar tahmin edilmektedir. Yapilan yansitim ve kestirim ¢aligmalari,
diyabetin 2030 yilinda diinyadaki oOliimlerin 7. biliyilkk nedeni olacagim
ongormektedir (Mathers ve Loncar, 2006).

2.1.1 Tip I Diabetes Mellitus

‘Insiiline bagimli diyabet’, ‘juvenil diyabet’ veya ‘cocukluk ¢aginda baslayan
diyabet’ olarak da bilinir. Yaygin olarak g¢ocukluk veya biiyiime c¢agindaki
bireylerde gorildigi i¢in bu sekilde adlandirilmistir. Diyabetin bu tipinde,
pankreasin beta hiicrelerinde meydana gelen otoimmiin veya idiyopatik kaynakli
bir yikim sonucunda insiilinin yeterli salgilanamamasi s6z konusudur. Diyabet
vakalarmin yaklastk %35-10’u tip 1 diyabettir. Hastalarin genetik agidan
yatkinliginin olmasi1 disinda, viral enfeksiyonlar gibi c¢evresel etkenler de
hastaligin patolojik siirecini tetikleyebilir. Pankreasta olusan enfeksiyona verilen

immiin cevap beta hiicrelerinde yikima sebebiyet verebilir. Insiilin salgis1 yeterli
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olmayan tip | diyabet hastalar1 giinliik diizenli olarak direkt insiilin uygulamasi
yapmak zorundadirlar (ADA, 2010; Bikhazi ve dig. 2011; Babu ve dig. 2013).

2.1.2 Tip Il Diyabetes Mellitus

‘Insiiline bagiml1 olmayan diyabet’ veya ‘eriskin diyabet’ olarak da bilinir.
Diinyadaki diyabet vakalarinin yaklasik %90°1 tip II diyabettir. Aslinda insiilin
salgilayan hiicrelerde bir bozukluk yoktur; fakat genetik olarak hastaliga yatkin
kisilerin yasam ve beslenme tarzlarindan kaynaklanan insiilin direnci, zamanla
azalan insiilin salgilanmasi, beta hiicrelerinin apoptozu ve artan hepatik glikoz
tiretimi s6z konusudur. Tip II diyabet hastalarinin obez veya bel bolgesinde
yaglanma olmasi disiindiiriiciidiir. Yas, obezite ve fiziksel aktivitenin
yapilmamasi diyabet riskini arttiran baslica etmenlerdir (ADA, 2010, Babu ve dig.
2013).

2.1.3 Diger Diyabet Tipleri

Beta hiicrelerindeki veya insiilin yapisindaki genetik bozukluklar,
pankreas1 etkileyen farkli hastaliklar (pankreas iltihabi, kanser, kistik fibroz),
kullanilan ilaglar veya kimyasallar, endokronolojik baska bozukluklar,
enfeksiyonlar, diger genetik sendromlar, fakli otoimmiin hastaliklar (Stiff-man
sendromu, Down sendromu) gibi faktorler ve siirecler de diyabeti tetikleyebilir.
Bunlarla birlikte tip II diyabete benzeyen ve gebelikte ortaya ¢ikan gestasyonel
diyabet de vardir. Genelde dogumdan sonra diizelir ama sonraki gebeliklerde de

tekrarlayabilir (ADA, 2010).

Mitokondriyel oksidatif metabolizma ve ATP firetimi, yag asidi
oksidasyonu, proinflamatuvar sinyal olusumu ve beta hiicrelerinin gelisim ve
metabolizmasindaki bir degisim insiilin salinimini azaltabilir. Bu durum insiilin
sinyal olusumunu bozacagindan insiilin direncine sebep olabilir (Zelezniak ve dig.

2010).



2.1.4 Diyabet Calismalarinda Kullanilan Modeller

In vivo antidiyabetik etkinlik ¢alismalar1 icin normoglisemik ya da
hiperglisemik hayvan modelleri ve zaman zaman da insanlar kullanilmaktadir. /n
vivo deneyler, yeni hipoglisemik ajanlarin etkinligini kanitlamak i¢in mutlaka
gerekli ve Onemli olmakla birlikte; hayvan testleri, bilesiklerin spesifik etki
mekanizmalarini ortaya ¢ikarmakta nispeten daha az etkilidir. Ciinkii kan glikoz
seviyesini diislirebilen pek cok mekanizma vardir ve bunlar1 hayvan modellerinde
kontrol etmek daha zordur. Bunu yani1 sira, T2DM hayvanlari temin etme, model
olusturma ve bakimi ile ilgili mali kisitlamalar ile deney hayvanlarinin
kullanimindaki sosyal ve etik kisitlamalar birlestiginde potansiyel antidiyabetik
ajanlarin taranmasi igin bir dizi in vitro modeller daha pratik bir yaklagim olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Bu modeller, ayrica, deney hayvanlarinin gereksiz yere
kullanimlarin1 engellyerek olasi etik sorunlarin asilmasinda da 6énemli olmaktadir.
In vitro modellerde etkinligi kanitlanan bilesiklerin daha sonra in vivo sistemlerde
test edilmesi daha dogru bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Bu amacla,
potansiyel antidiyabetik ajanlarin etkinliklerini ve mekanizmalarini arastirmak
i¢in bir dizi in vitro modeller gelistirilmistir (Patel ve Mishra, 2008; Skelin ve dig.
2010).

In vitro tarama teknikleri, 6zel hiicre hatlarinda bilesiklerin/molekiillerin
farmokinetik etkilerinin ¢alisilmasi i¢in olanak sunar (Van de Venter ve dig.
2008). Kas kokenli C2C12 miyosit hiicreleri ile fibroblast kokenli 3T3L1 adiposit
hiicrelerinin insiiline duyarli olarak GLUT4 translokasyonu artisi ile kiiltiir
ortamindan glikoz alim1 yaptiklar1 gdsterilmistir (Brunetti ve dig. 1989; Nedachi
ve Kanzaki, 2006). Bu hiicre hatlari, memelilerde periferal insiilin etkili glikoz
homeostazinda rol oynayan ve glikoz kullanimina katilan temel dokulara
benzerlik gostermektedir. 3T3L1 adipositler, ayn1 zamanda yaygin olarak 30
yildan fazla metabolik hastalik arastirmalarinda kullanilmaktadir. Bu hiicreler,
diyabet ve metabolik bozukluklar ile iligkili temel hiicresel mekanizmalarinin
anlasilmasinda ve ilerleme saglanmasinda ¢ok 6nemli rol oynamislardir (ZenBio
A.S. 2010). Kas hiicrelerinin aksine karaciger hiicreleri (Chang vb.) insiiline
duyarli olmayan glikoz tasiyicilart igerirler ve insiilin bagimli glikoz alimi igin

daha az duyarhidir. Chang karaciger hiicreleri, insiilin reseptorii ifade eden insan



normal epitel hiicresinden tiiretilmistir ve insiiline duyarli oldugu gosterilmistir
(Rengarajan ve dig. 2007; Parthasarathy ve dig. 2009). Bir diger model ise BTC6
(Beta Timor Hiicre) hattidir. Bu hiicreler pankreatik beta hiicrelerinde SV40
(bolge sican insiilin II geni promotorii tarafindan kontrol edilir) ifade eden
transgenik farelerden elde edilmistir. Gelisen tiimorler ¢ikarilir ve hiicre hatti
olusturmak i¢in kiiltiire edilir. Pankreatik B-hiicresi metabolizmasindaki bozukluk
ve islevin giderek kaybolmasi T2DM ile dogrudan iliskilidir (Frode ve Medeiros,
2008). Bu hiicreler hem proinsiilin I ve hem de proinsiilin II sentezlerler, glikozun
fizyolojik konsantrasyonlarina yanit olustururlar ve proliferatif ozelliklerini

korurlar.

2.1.5 Diyabet Tedavisinde Kullanilan Ajanlar

Tip I diyabetli hastalarin kan glikoz diizeylerinin diizenlenmesi i¢in direkt
instilin ihtiya¢ duymalarina karsilik; tip II diyabetliler oral yoldan alacaklari
antidiyabetik ilaclar sayesinde glikoz homeostazini saglayabilmektedirler. Kimisi
inslilin {iretimini arttiran, kimisi glikoz tretimini azaltan ve kimisi de insiilin
direncini azaltarak is goren bu ilaglar; siilfoniliire tiirevleri, non-siilfoniliire
sekretoglari, biguanidler, thiazolidinedionlar ve alfa-glikosidaz inhibitdrleri olmak
tizere gruplandirilabilir. Bu ajanlarin glikoz homeostazini diizenlerken sahip
olduklar1 avantajlarin yaninda elbette dezavantajlari da vardir. Bu ajanlar1 igeren
ilaclar tek  kullanilabildigi gibi ¢oklu kombinasyonlar seklinde de
kullanilmaktadir. Tiim bunlar igerisinde tip II diyabette hastanin bobrek
yetmezligi veya yan etkileri tolere edemeyecek bir biinyesi yoksa bir biguanidin
olan ve glikofaj alarak da adlandirilan metformin tedavide ilk kullanilan ilagtir.
Hepatik glikoz iiretimini ve glikozun bagirsakta emilimini azaltir ve bdylece
periferik glikoz alimimim1 ve kullaniminin arttirilmasiyla insiilin duyarliligini

arttirir (Brunetti ve Kalabalik, 2012; Hazman, 2011).

Bir¢ok alternatif tedavi varmig gibi goriinse de diyabeti tamamen tedavi
etmek miimkiin degildir. Hastaliktan veya tedavide kullanilan ilaglardan kaynakli
ortaya cikan diger fizyolojik veya metabolik bozukluklar bilim adamlarini yeni

ilaglar gelistirme cabasina diisirmiistiir. Neticede yeni nesil antidiyabetik ilaglar



gelistirilmistir. Bunlar; inkretin hormonlarinin analoglari (GLP-1 agonistleri),
inkretinleri yikima ugratan dipeptidil peptidaz 4 enziminin inhibisyonu (DPP-4
inhibitorleri), bobrek sodyum-glukoz co-transporter 2 enzimini selektif olarak
inhibe eden dapagliflozin (DGZ), endojen amylin molekiiliiniin agonisti
(pramlintide) gibi degisik mekanizmalar ile diyabette glisemik regiilasyonu

diizelten ilaglardir (Hazman, 2011).

2.2  6-{2-[(5-Siyano-4,5-dihidropirazol-1-il)-2-okzoetilamino]
etilamino} nikotinonitril dihidroklorit hidrat (KR-62436) Bilesigi

Diyabet hastalarinda, insiilin salgilanmasi veya etkinligi ile ilgili kusurdan
dolay1 kan sekeri diizeyinin diizenlenmesi tam olarak gerceklestirilemez. Bu
sebeple hastalarda kan sekerinin diizenlenmesi agiz yoluyla veya kasa enjeksiyon
yontemiyle alinan ilaclarla saglanmaktadir. Bu ila¢ c¢esitleri giin gectikce
cesitlenmekte ve insiilinin veya benzer gorevli molekiillerin rol oynadig diger
mekanizmalart da hesaba katarak yeni oral ilaglar gelistirilmektedir. Bu konuda
bizim de ¢alismamizda yer verdigimiz dipeptidilpeptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri

one ¢ikan antidiyabetik ajanlardir.

Normal kosullarda glikoz alimimini takip eden siirecte, pankreasin beta
hiicrelerinde daha dnceden salgilanip depolanan insiilin devreye girer. Ardindan
yeni salgilanan insiilin kullanilir. Agiz yoluyla alinan glikozun arttirdigi kan
sekerine karsi insiilin {iretiminin artmasi inkretin olarak adlandirilir. Inkretin
hormonlarindan glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) ve gastrik inhibitor polipeptid
(GIP) 6giin sonrasi insiilin salgilanmasini arttirir ve buna karsilik glukagon
salgilanmasini inhibe eder ve glikoz homeostazini dengede tutar. Saglikli
bireylerde bu sekilde isleyen siire¢, hastalarda aksine bir sekilde gergeklesir.
T2DM hastalarinda glikoz alinimi sonrasi insiilin salinimi azalmakta ya da
gecikmeli olarak gergeklesmekte, bununla beraber, glukagon salgilanmasi
artmaktadir. Bunun sebebi, bir serin proteaz olan, DPP-4 enzimi ile yikilan
inkretin hormonlarin insiilin benzeri etkilerinin T2DM hastalarinda azalmasidir.
Iste bu noktada DPP-4 inhibitdrleri kullanilarak ince bagirsak salgisi olan GLP-1

ve GIP inkretin hormonlarmin seviyesi arttilip kan glikozunun dengelenmesi



saglanmaktadir (Ulusoy, N.B. ve dig., 2000; Erkekoglu, P. ve dig., 2011; Hazman,
0., 2011). Elde edilen bu veriler DPP-4 enziminin aktivitesini inhibe edici ajanlar
tizerinde c¢alismalart artirmistir.  KR-62436 bilesigi de c¢alisilan DPP-4
inhibitorlerindendir. Yapilan ¢alismalarda KR-62436 bilesiginin plazmadaki DPP-
4 enzimini inhibe ettigi in vivo ve in vitro modellerde gosterilmistir (Kim ve dig.,
2005).
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Sekil 2.1: KR-62436 bilesiginin yapist (K4264 Sigma-Aldrich).

2.3 Insiilin

Amino asit rezidiisii 3-200 kadar olan hormonlar pepdit hormonlar olarak
adlandirilir. Bu hormonlar, ribozomlar {izerinde salg1 graniilleri i¢inde paketlenen
daha uzun oOnciil proteinler seklinde sentezlenir ve aktif peptidleri olusturmak
tizere proteolitik olarak kisaltilir. Pankreatik bir hormon olan insiilin de iki
disiilfid bag: ile birlesen A ve B polipeptid zincirlerinden olusan kii¢iik bir peptid
hormondur. Pankreasta, inaktif tek zincirli preproinsiilin seklinde sentezlenir.
Preproinsiilinin amino ucunda bulunan sinyal dizisi molekiiliin salg1 vezikiillerine
gecisini yonlendirir. Sinyal dizisinin proteolitik olarak uzaklastirilmasi ve tig¢
disiilfid baginin olusumuyla proinsiilin meydana gelir Snustad (1997) (Sekil 2.2)
ve pankreatik hiicrelerdeki salgi graniillerinde depolanir. Artmis kan glikozu
instilin salgilanmasini tetikledigi zaman, proinsiilin 6zgiil proteazlarla aktif

insiiline dontistiiriiliir (Lehninger, syf. 890).
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Sekil 2.2: Translasyon sonrasi insiilin modifikasyonu (Snustad ve dig.1997).

Insiilin, pankreasin bagka bir adacik hiicresinde iiretilen glukagon peptid
hormonuyla birlikte kandaki glikoz seviyesini diizenler. Insiilin kan sekerini
distiriirken, glukagon ise tam tersi etki yapar. Normalde kandaki glikoz seviyesi
yaklagik 5 mM olmasina ragmen beslenmeye bagl olarak bu seviye artmakta ve
pankreatik beta hiicreleri kana insiilin salgilayarak bu yiikselise cevap
vermektedir. Insiilinin baslhica hedefleri iskelet kasi, karaciger ve adipozit
dokudur. Basta bu dokular olmak {izere hiicre yilizeyinde bulunan insiilin
reseptorlerine baglanir ve hiicre ici sinyal iletimi i¢in ilk adim atilmig olur

(Gonzalez-Franquesa ve dig., 2012).

Pankreatik beta hiicrelerine glikoz girisi GLUT2 glikoz tasiyicisi
tarafindan yiiriitiiliir. Glikozun hiicre disindaki artis1 bu proteinde konformasyonel
degisiklik meydana getirir ve glikozun hiicre i¢ine alinmasi hizlanir. Bu durum
glikozun piriivata donlismesini hizlandirir ve sonugta sitozoldeki ATP miktarinda
da artig olur. Artan ATP miktar1 ATP-duyarli K* kanalina baglanir ve kanallar
kapanir. Boylece hiicre disma K* akisi azalir. Bu durum hiicre zarinda
depolarizasyon olusturur ve bu da voltaj-duyarli Ca?* kanallarinin agilmasina yol
acar. Sitozolik Ca?* iyonlarinda artis meydana gelir ve bu da insiilin-igeren salg
keseciklerinin plazma zariyla birlesip insiilin salgilanmasini tetikler (Lodish, syf.

765) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Kan glikozunun artisiyla tetiklenen insiilin salgilanmasi

2.3.1 Insiilinin Etki Mekanizmasima Genel Bir Bakis

Insiilin, biiyiime faktorii reseptdr tirozin kinazlarin bir alt familyasima ait
bir hiicre ylizey reseptoriine baglanarak etki eder. Bu alt aile ii¢ liyeden olusur:
Insiilin reseptdr (INSR), tip 1 insiilin benzeri bilyiime faktorii (IGF) reseptorii
(IGF1R) ve INSR iliskili reseptor (IRR). Reseptoriin ekstraseliiler domainine
insiilinin baglanmasi sirasiyla reseptdr otofosforilasyonu ve hiicre i¢i protein
substratlarin (IRS) tirozin fosforilasyonu ile sonuglanan bir dizi yapisal degisikligi
ortaya ¢ikmaktadir (Ullrich ve dig., 1985; Bornfeldt ve Tabas, 2011; Gallagher ve
LeRoith, 2011; Bayley ve Devilee, 2012).



insulin
insulin Reseptorii

" Gen Ekspresyon
p70S6K BAD

PDE3b

Sekil 2.4: insiilinin genel etki mekanizmasi (Nandi vd. 2004°ten revize

edilmistir).

Insiilin ¢ok ¢esitli ve degisik yolaklar1 aktive/inaktive etmektedir. Bunlar
arasinda, Akt/PKB (protein kinaz B) ve PKC( kaskadlar aracili fosfatidilinositol
3-kinaz yolagi (PI3K) insiilinin islevinde ¢ok 6nemli bir rolii vardir (Nakae ve
dig. 2001; Cheng ve dig. 2010). Aktif Akt, GSK-3 (glikojen sentaz kinaz 3)
inhibisyonu ile glikojen sentezini indiikler. mTOR ve alt elemanlar1 yoluyla
protein sentezini baskilar ve gesitli pro-apoptotik ajanlar (Bad, Forkhead ailesi
transkripsiyon faktorleri, GSK-3) araciligiyla da hiicre yasamim diizenler. Insiilin
kas ve adipositlerde, plazma zarina GLUT4 vezikiillerin translokasyonunu
saglayarak glikoz alinimini tesvik eder. GLUT4 translokasyonu da PI3K/Akt yolu
araciligryla olusur (Rowland ve dig. 2011). Insiilinin ayn1 zamanda ¢ogunlukla
hem Akt kaskadi ve hem de Ras/MAPK yolaginin aktivasyonu ile aracilik ettigi
bliylime ve mitojenik etkileri vardir (Siddle, 2011). Buna ek olarak, insiilin
CREB/CBP/Torc2 baglanmasimi ketleyici etkisiyle karacigerde glukoneogenezi
inhibe eder (Fritsche ve dig. 2008). ilave olarak, insiilin sinyali CREBP-1C, USF1
ve LXR aktivasyonu ile yagasidi sentezini tesvik eder (Wong ve Sul, 2010;
Altarejos ve Montminy, 2011). Bu veriler 1s181inda; T2DM iliskili yiiksek kan

sekeri, bozulmus glikoz tolerans: ve insiilin direnci gibi glikoz metabolizmasi
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bozukluklarinin tedavisinde klinik kullanimi da olabilecek yeni yapilarin
gelisimine yol agabilecek, insiilinin etkisini taklit eden maddelerin tanimlanmasini
kapsayan c¢alismalar yillardir siirdiiriilmekte ve halen devam etmektedir (Oshima
ve dig. 1987; Larner ve dig. 1997; Pushparaj ve dig. 2001; Chang ve dig. 2007,
Trapp ve dig. 2010; Zhou ve dig. 2012; Kumar ve dig. 2013; Getel ve dig. 2014;
Ramadhan ve Phuwaspraisirian, 2015).

2.4  Insiilin Yolaginda Yer Alan Bazi Genler

Potansiyel ajanlarin hipoglisemik etkinligi yukarida tanimlanan in vitro
sistemlerde genellikle ii¢ ana baslik altinda arastirilmaktadir: Insiilin salinimi,
glikoz alinimi ve insiilin yolagindaki enzimler {izerine etkileri. Hiper- ya da hipo-
glisemik kosullarda insiilin salgilanmasi1 ve glikozun hiicrelere alimi, glikoz
metabolizmasini incelemek icin arastirilan 6nemli biyolojik siireclerdir. Glikoz
alim1 dokulara bagh olarak farklilik gosterir. Glikoz alinimi ya kolaylastirilmig
difiizyon yolu (GLUT- glikoz tastyicilar) ile ya da ikincil aktif tasima (SGLT-
aktif tasiyicilar) ile gergeklestirilir (Medina ve Oven, 2002; Leney ve Tavare,
2009; Bogan, 2012). Insanlarda 14 GLUT proteini ifade edilmektedir ve glikoz da
dahil olmak ftizere fruktoz, miyoinositol ve iirat gibi baska molekiilleri de
tasimaktadirlar. GLUT ifadesi hiicre tipine 6zeldir ve hormonal ve cevresel
faktorlerle kontrol edilir (Medina ve Oven, 2002). Diyabet ¢aligmalarinda en
yaygin GLUT1-5 arastirilmaktadir (Thorens ve Mueckler, 2010; Ernest ve dig.
2011). GLUTTI her yerde bulunan bircok memeli dokusunda ifade edilen yiiksek
afiniteli bir glikoz tasiyicisidir. Kan-beyin bariyeri, eritrosit ve noral hiicre zari
boyunca glikoz tasimasini saglar. GLUT2 yetiskin karaciger, bobrek, bagirsak
epiteli ve pankreas beta hiicrelerinde diisiik afiniteli glikoz tasiyicisidir (Gorovits
ve Charron, 2003). Karacigerde oldugu gibi, hekzokinaz glikozun glikolitik
yolaga girisini diizenler ve GLUT?2 ile birlikte beta hiicrelerinde glikoz aliniminda
cok Onemli bir rol oynar (Medina ve Oven, 2002). GLUT3 beyin noral
hiicrelerinde bulunur ve bu hiicrelere siirekli glikoz alinimini saglar. Bu tasiyict
glikozun insiilin aracili almiminda ve enerji saglayan bir bilesik haline
dontistiiriilmesinde rol oynar (Katzung, 1995; Lienhard ve dig. 1992). Kalp,

iskelet kas1 ve yag dokusu gibi 6zellikle insiiline duyarli olan dokularda ifade
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edilen GLUT4 yiiksek afiniteli bir glikoz tastyicisidir. GLUT4 simdiye kadar
karakterize edilmis olan tek insiilin duyarli tagiyict olmasi nedeniyle benzersizdir.
Fruktoz emiliminde rol oynayan GLUTS ince bagirsak ve bobrekte ifade edilir
(Katzung, 1995; Lienhard ve dig. 1992). Sekerler, anyonlar, vitaminler ve kisa
zincirli yag asitleri i¢in ko-tasiyicilar olan insan SGLT (SLCS5) gen ailesinin 12
tiyesi vardir. Sodyum-bagimli glikoz tasiyicilart ince bagirsak mukozasinda
(enterositler SGLT1) ve nefron proksimal tiibiilde (SGLT2) bulunan glikoz

tasiyici ailesidir.

Insiilin reseptorii, insiilin etkisinin membran iizerinden iletilmesinde gok
onemli rol oynayan bir membran glikoproteindir. Bu nedenle, ¢esitli diyabetik
sendromlarda bu proteinin islevsel ve ekspresyonel arastirilmasi anlamli bir
yaklagimdir (Sechi ve dig. 1992; George ve dig. 2012). Insiilin reseptorii, alfa alt
biriminin COOH terminalinde 12 aminoasitten olusan bir dizinin (Ex11) alternatif
birlestirme neticesinde varligi ya da yokluguna gore farkli iki izoform halinde
bulunmaktadir. Bu iki izoformun T2DM durumunda ekspresyon diizeylerinde
farkliliklar oldugu bildirilmistir (Sesti ve dig. 2001). Insiilin reseptdr substrati-1
(IRS1) insiilin sinyal yollarinda onemli bir unsurdur ve IRS1 genindeki
mutasyonlarin tip 2 diyabet ile iliskili 6zelliklerin belirlenmesinde rol aldigi
bildirilmistir (Laakso ve dig. 1994; Almind ve dig. 1996; Caruso ve dig. 2014).
IRS proteinleri katalitik etkinli§e sahip olmayan, ancak birden fazla etkilesim
domainleri ve fosforilasyon motiflerinden olusur. Insanda en az dort IRS proteini
ifade edilir. IRS1 ve IRS2 yaygin olarak ifade edilen izoformlardir (Morris 2001).
Insiiline direncli bireylerde insiilin etkisinin hedef dokularinda IRS ifade ve islev
kusurlar1 bildirilmistir. Obez bireylerden elde edilmis iskelet kas orneklerinde
IRS1 iceriginde 6nemli bir azalma gozlenmistir (Goodyear ve dig. 1995; Sesti ve
dig. 2001). IRS proteinleri insiilin reseptdriinii PI3K ve ekstraseliiler sinyal aktive
edilmis kinaz (ERK) kaskadlarina baglayan 6nemli iskele proteinleridir. PI3K 110
kDa bir katalitik alt birim ile 85 ya da 55 kDa’luk bir diizenleyici alt birimden
olusan heterodimerdir (Schultze ve dig., 2012). IRS’1n periferalinsiilin yanit1 yani
sira pankreatik beta hiicrelerinin proliferasyonu ve islevi i¢in de énemli bir rolii
vardir. Farelerde IRS sinyalizasyon diizensizliginin periferik insiilin direnci
sirasinda telafi edilemeyen hiperinsiilinemiye neden oldugu gosterilmistir (Yong

ve White, 2004). IRS protein sinyal yolagi, akut yaralanma ve enfeksiyon ile veya
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yaslanma ve obezite ile baglantili kronik stres sonucu insiilin direnci olusumunda
onemli bir mekanizma olan serin fosforilasyonu ya da proteazom aracili yikim ile
baskilanmakta ve dilizenlenmektedir. Bu nedenle diyabetik calismalarda IRS
protein islev ve ifadeleri, baskilanmalar1 ve proteozomal yikimlar1 da siklikla

arastirilmaktadir (Aguirre ve dig. 2000).

Genel olarak, belirli bir metabolik yolun fonksiyonel aktivitesi bu yolu
diizenleyen enzimlerin seviyeleri tarafindan yansitilir. Bu nedenle glikoliz,
glukoneogenez ve pentoz fosfat yolaginda yer alan ve glikoz homeostazinda
onemli rol oynayan diizenleyici enzimlerin (hekzokinaz, piriivat kinaz, PEP
karboksilaz, glikoz-6-fosfataz, fosfofruktokinaz, fruktoz  1,6-bifosfataz,
gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz, glikoz 6-fosfat dehidrogenaz vb.) ekspresyon
ve aktivite diizeyleri de genel olarak diyabet calismalarinda incelenen
parametreler arasinda yer almaktadir (Nehal ve Baquer, 1989; Nandan ve Beale,
1992; Clore ve dig. 2000; Jeong ve dig. 2012; Unakal ve Newman, 2014). Alfa-
glikosidaz (a-D-glikozit glikohidrolaz) substratin indirgeyici olmayan ucundan a-
glikoz salinimini katalizleyen ekzo tip bir karbohidrolazdir (Kimura ve dig. 2004).
Ince bagirsak epitelinde bir membran enzimidir ve oligosakkaritlerin absorbe
edilebilir monosakkaritler haline hidrolitik parcalanmasini katalize ederek ince
bagirsakta glikoz emilimini saglar. Bu nedenle o-glikosidaz inhibitorleri
karbohidrat alinimi sonrasinda kan sekerinin yiikselmesini yavaslatir (Kumar ve

dig. 2011).

Aldoz rediiktaz (AKR, E.C 1.1.1.21) hiperglisemi patogenezinde dnemli
rol oynayan glikasyon friinlerinin sentezinde yer alan polyol yolakta ilk hiz
sinirlayict basamagi katalizleyen enzimdir (Brownlee ve dig. 2005). AKR diyabet
komplikasyonlarinda etkilenen gozler, bobrekler ve diger dokularda ifade
edilmektedir. Artmis glikoz polyol yolagina gire ve AKR tarafindan sorbitole
indirgenir (Huebschmann ve dig. 2006). Cesitli AKR inhibitorlerinin bazi hayvan
modellerinde ya da hastalarda diyabetik nefropati 6nlemede 6nemli oldugu ortaya
konmustur. Benzer olarak, dogal iiriinlerden elde edilen AKR inhibitdrlerinin
hayvan modellerinde diyabetik komplikasyonlarin gelismesini geciktirdigi tespit
edilmistir (Obrosova ve dig. 2003; Kim ve dig. 2008; Sung ve dig. 2010).
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Sekil 2.5: Insiilinin detayl sinyal iletim yolaklar1 (www.cellsignal.com

adresinden izinle alinmistir. Erigsim 15 Ekim 2015).

14


http://www.cellsignal.com/

3. GERECLER VE YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Sarf Malzemeleri

1,1-Dimetilbiguanid hidroklorid (D150959), 3-izobiitil-1-metilksantin
(17018), 96 kuyucuklu mikroplakalar (Costar), D-(+)-Glikoz (G7021),
Dekzametazon (D4902), Dimetil siilfoksit (D4540), Insiilin ¢dzeltisi (10516),
Kalsiyum Klorid (C5670), L-Glutamin (G8540), Maltoz ¢ozeltisi (63423), Sigir
serum albiimin (A4919), Siikroz (S1888), Tripan Mavisi ¢ozeltisi (93595) Sigma-
Aldrich  (Chemie GmbH, Export Department, Eschenstrasse 5, 82024
Taufkirchen, Germany) firmasindan; EasyScript™ Plus cDNA Sentez Kiti (G236)
ve KiloGreen 2X gPCR (MasterMix-KS) ABM (Applied Biological Materials
Inc., #1-3671 viking Way, Richmond, BC, V6V 2J5 Canada) firmasindan; Chang
Liver (HeLa-CCL-13), 3T3L1 (CL-173), C2C12 (CRL-1772) ve BTC6 (CRL-
11506) hiicre hatlar1 LGC (LGS Standards GmbH, Mercatorstr. 51, 46485 Wesel,
Germany) firmasindan; 50 nmol, Oligo-DNA (primerler) Genescript (GenScript,
860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA) firmasindan; Fetal Sigir
Serumu Gibco (Thermo Fisher Scientific, 81 Wyman Street, Waltham, MA 02451
USA) firmasindan; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 12-741F),
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, 17-513), Eagle’s Modified
Essential Medium (EMEM, 12-662F), Penisilin-Streptomisin karigimi (17602) ve
Tripsin-EDTA  ¢ozeltisi  (17-161F)  Lonza  (Lonza  Group  Ltd.,
Muenchensteinerstrasse 38, CH-4002 Basel, Switzerland) firmasindan; Insiilin
ELISA kiti (EZRMI-13K) Milipore (290 Concord Road, Billerica, Massachusetts
01821 USA) firmasindan; RNeasy Plus Mini Kit (74136) Qiagen (27220
Turnberry Lane, Suite 200, Valencia, CA 91355, USA) firmasindan; UltraFlux
kapakli PZR tiipleri (0,2 ml, 3247-40) SSI (Scientific Specialties, Inc., 1310
Thurman Street Lodi, CA 95240, USA) firmasindan temin edilerek kullanildi.
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3.1.2 Cihazlar

Bu tez kapsaminda baslica su cihazlar kullanilmistir: Bioneer gergek
zamanli PZR cihazi, Biosa kuru blok 1sitma termostati, Maestrogen Nanodrop
cihazi, Sigma 3K30 sogutmali santrifiij, Sigma 1-14K sogutmali/sogutmasiz
santrifiijler, Bioneer ExiSpin PZR tiip karistiricisi, Thermo agaroz jel elektroforez
sistemi, DNR jel gorintileme sistemi, Cisco laminar flow, Nuaire CO:
inkiibatorii, Olympus ters mikroskop, Olympus CX31 mikroskop ve Thermo

Scientific Multiskan GO mikroplaka okuyucu spektrometre.

3.2 Yontemler

3.2.1 Hiicre Hatlarinin idamesi

3.2.1.1 BTC6 (Pankreatik Beta) Hiicre Hatti

Hiicreler %15 inaktive edilmis FSS (fetal sigir serumu) ve %l
penisilin/streptomisin igeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
besiyerinde, 37°C’de, %5 CO: igeren nemli bir ortamda biiyiitiildii. Yaklasik 32
saat sonra %80 yogunluga ulasti. Bu durumda hiicreler tripsin-EDTA
soliisyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi ve Thoma laminda sayildi.
Hiicreler petri kab1 basina 1x10° hiicre olacak sekilde yeni ortamlara béliindii.
Saklanmak istendiginde ise %5 DMSO (dimetilsiilfoksit) iceren besiyerinde

dondurma tiiplerine alinip -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.1.2 C2C12 (Kas) Hiicre Hatti

Hiicreler %10 inaktive edilmis FSS ve %1 penisilin/streptomisin igeren
DMEM besiyerinde, 37°C’de, %5 CO: igeren nemli bir ortamda biiyiitiildii.
Yaklagik 48 saat sonra %80-90 yogunluga ulasti. Bu durumda hiicreler tripsin-

EDTA soliisyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi ve Thoma laminda
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sayildi. Hiicreler petri kabi basma 1x10° hiicre olacak sekilde yeni ortamlara
boliindii. Saklanmak istendiginde ise %5 DMSO iceren besiyerinde besiyerinde

dondurma tiiplerine alinarak -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.1.3 3T3L1 (Preadiposit) Hiicre Hatti

Hiicreler %10 inaktive edilmis FSS ve %] penisilin/streptomisin i¢eren
DMEM besiyerinde, 37°C’de, %5 CO2 igeren nemli bir ortamda biiyiitildii.
Yaklasik 60 saat sonra %80-90 yogunluga ulasti. Bu durumda hiicreler tripsin-
EDTA soliisyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi ve Thoma laminda
sayilldi. Hiicreler petri kabi basma 1x10° hiicre olacak sekilde yeni ortamlara
boliindii. Saklanmak istendiginde ise %5 DMSO igeren besiyerinde besiyerinde

dondurma tiiplerine alinarak -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.1.4 Chang Karaciger (HeLa) Hiire Hatt1

Hiicreler %10 inaktive edilmis FSS ve %] penisilin/streptomisin igeren
EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) besiyerinde, 37°C’de, %5 CO:
iceren nemli bir ortamda biiylitiildii. Yaklasik 36 saat sonra %80-90 yogunluga
ulasti. Bu durumda hiicreler tripsin-EDTA soliisyonuyla kaldirilarak tripan mavisi
ile boyand1 ve Thoma laminda sayildi. Hiicreler petri kabi basma 1x10° hiicre
olacak sekilde yeni ortamlara boliindii. Saklanmak istendiginde ise %5 DMSO
iceren besiyerinde besiyerinde dondurma tiiplerine alinarak -80°C’de muhafaza
edildi.

3.2.2 Sitotoksisite Testleri

3.2.2.1 Kristal Viyole Cozeltisi Testi

Bu islemler igin hiicreler 96 kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 1x10*
hiicre olacak sekilde ekildi ve plakalarin iizeri toplamda 200 ul olacak sekilde
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besiyeri ile tamamlandi. Hiicrelerin plakaya yapismasi i¢in 24 saat CO:2
inkiibatoriinde bekletildi. KR-62346 bilesigi 1,35 mM konsantrasyonda olacak
sekilde dH20’da ¢ozdiiriiliip ve 0,2 mikronluk filtreden gegirildi. Sitotoksisite
uygulamasi1 dncesinde dH2O ile 10 kat seyreltilip ve konsantrasyonu 135 uM olan
stok ¢ozelti hazirland1. Daha 6nce 96 kuyucuklu plakaya (1x10* hiicre/kuyucuk)
ekilen BTC6, C2C12, 3T3L1 ve Chang karaciger hiicre hatlar1 artan
konsantrasyonlarda uygulanan KR-62436 bilesigi uygulandi. Kontrol grubuna
sadece besiyeri ortami eklendi. Tim kuyucuklar besiyeri ile 200 upl’ye
tamamlanarak 24 saat CO; inkiibatorinde bekletildi. Sitire sonunda
kuyucuklardaki ortam ddkiilerek her bir kuyucuga 100 pl kristal viyole ¢ozeltisi
(%10 EtOH icinde %0,5°1ik) eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.
Siire sonunda boya dokiildii ve plaka ¢esme suyunda boyanin fazlas1 gidene kadar
yikandi. Kuyucuklara 100 pl sodyum sitrat ¢ozeltisi (%50 EtOH iginde
¢ozdiriilmiis, 1M, pH 4,2) eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika calkalanarak 630
nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka okuyucuda absorbans degeri dlciildi. Elde
edilen absorbans degerleri kullanilarak yiizde yasam verileri saptandi. Bu
verilerden yaklasik Sitotoksik Olmayan Diisik Doz (SODD) ve Sitotoksik
Olmayan Yiiksek Doz (SODD) degerleri saptanarak takip eden etki saptama

deneylerinde kullanilmistir.

3.2.3 Glikoz Kullanim Testi

Glikoz alinimi deneyleri C2C12 ve Chang karaciger hiicre hatlar ile
gerceklestirildi. Bu deneyler icin taze olarak pasajlanmis hiicreler 96 kuyucuklu
mikroplakalara kuyucuk bagina 4500 hiicre olacak sekilde ekildi ve 48 saat
boyunca biiyiitiildii. Bu siire sonunda besiyere 8 mM glikoz + %0,1 BSA + test
bilesik ve test bilesiginin etkileriyle karsilastirmak amaciyla pozitif kontrol olarak
1 uM metformin ve 1 uM insiilin eklendi (Tablo 1). 2 saatlik ilave bir siire daha
inkiibe edildi. Siire sonunda her bir kuyucuktan 10 pl ortam alinarak yeni bir 96
kuyucuklu mikroplakaya transfer edildi. Uzerine glikoz reaktifi eklenerek son
hacim 200 ul’ye tamamlandi ve 37°C de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
mikroplaka okuyucusu kullanilarak 450 nm dalgaboyunda absorbans degerleri
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okundu. Glikoz tayini esas olarak BioVision kolorimetrik glikoz tayin kiti (Kat.
No: K606-100) kullanilarak, iireticinin direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi.

Tablo 3.1: C2C12 hiicre hatti i¢in kuyucuklarda olusturulan deney ortami

Kontrol B (Besiyeri Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA

Kontrol P1 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 uM Metformin
Kontrol P2 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 uM Insiilin
Test Bilesigi SODD 8 mM glikoz +%0,1 BSA + 10 pM KR-62436

Tablo 3.2: Chang karaciger hiicre hatti igin kuyucuklarda olusturulan deney
ortami

Kontrol B (Besiyeri Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA

Kontrol P1 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 uM Metformin
Kontrol P2 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 uM Insiilin
Test Bilesigi SODD 8 mM glikoz +%0,1 BSA + 6 uM KR-62436

Kit bilesenleri ve prosediirii asagidaki gibidir:

Tablo 3.3: BioVision glikoz tayin kiti bilesenleri

Glikoz analiz tamponu

Glikoz probu

Liyofilize enzim karigimi1

Glikoz standardi (100 nmol/pul)

Glikoz standardi glikoz analiz tamponu ile 10 kat seyreltildi. Duplike
olarak kuyucuklara sirasiyla 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 ul eklendi ve {izerlerine son hacim
50 pl olacak sekilde analiz tamponundan eklendi. Boylece kuyucuklarda 0, 2, 4, 6,
8 ve 10 nmol glikoz standardi olusturuldu. Orneklerden 10’ar pl alindi ve

tizerlerine son hacim 50 pl olacak sekilde analiz tamponundan eklendi. Test ve
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standart iceren kuyucuklar i¢in reaksiyon karisimi kullanilirken; kontrol gruplar
icin artalan kontrol karigimi kullanildi. Asagida karisim igerikleri verilmistir (bu

hacimler bir kuyucuk i¢indir):

Tablo 3.4: Kuyucuklara eklenen reaksiyon ve kontrol karigimlarinin igerigi

Glikoz analiz tamponu 46 pl 48 pl
Glikoz probu 2 ul 2 ul
Glikoz enzim karisimi 2l _

Reaksiyon ve artalan karigimlart ilgili kuyucuklara eklendikten sonra,
plaka 37°C’de 1siktan korunakli bir yerde 30 dakika bekletildi ve 570 nm
dalgaboyunda absorbans degerleri Ol¢iildii. Standart degerleri kullanilarak
olusturulan grafik ve egri degerleri kullanilarak bilinmeyen test miktarlar

hesaplandi.

3.2.4 1insiilin Salinim Testi

Taze pasajlanan BTC6 hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu mikroplakaya ekildi ve 2 giin boyunca uygun sartlarda inkiibe edildi.
Siire sonunda, her bir kuyucuk 200 ul Krebs-Ringer-Bikarbonat-HEPES tamponu
(KRBH: 118,4 mM NaCl, 4,75 mm KCI, 1,192 mM MgSO4, 2,54 mm CaCl, 10
mM HEPES, 2 mM NaHCOs, % 0,1 BSA) ile iki kez yikandi. Her bir kuyucuga
tekrar 200 pul KRBH tamponu eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda ortam uzaklastirildi ve kuyucuklar asagida belirtilen sekilde tampon
ve test bilesigi iceren ortamda oda sicakliginda 40 dakika bekletildi.
Kuyucuklarda olusturulan ortamlar asagidaki gibidir:
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Tablo 3.5: Insiilin salinimu testi i¢in kuyucuklarda olusturulan deney ortami

Kontrol B (Besiyer Kontrol) KRBH

Kontrol P (Pozitif Kontrol) KRBH + 1 uM Glibenklamid
Test SODD KRBH + 5 uM KR-62436
Test SOYD KRBH + 7 uM KR-62436

Bekleme stiresinin ardindan her bir kuyucuk ortaminda ayri ayr1 10 ul
baska bir 96 kuyucuklu plakaya aktarildi. Ortamdaki insiilin miktar1 Millipore
Sican/Fare Insiilin ELISA kiti (Kat. No: EZRMI-13K) (kolorimetrik) kullanilarak
ve Ureticinin direktifleri uygulanarak gergeklestirildi. Kit bilesenleri ve prosediirii

asagidaki gibidir:

Tablo 3.6: Millipore Insiilin ELISA kit bilesenleri
Sican/fare insiilin ELISA plakasi

Yapiskan plaka kaplayici

10X yikama tamponu

Insiilin standartlari (0,2- 0,5- 1- 2- 5- 10 ng/ml)
Kalite kontrol 1 ve 2

Matriks ¢ozeltisi

Analiz tamponu

Insiilin belirleme antikoru

Enzim ¢ozeltisi

Substrat

Durdurma ¢ozeltisi

Reaktifler deneye baslamadan 6nce oda sicakligina 1sitildi. 10X yikama
tamponu 10 kat seyreltilerek kullanildi. Gereken sayida mikrotitre analiz plaka
seritleri ¢ikarildi. Her kuyucuk 300 pl seyreltilen yikama tamponu ile yikandi (bu
islem 3 kez tekrar edildi). Yikama tamponu dikkatle dokiildii. Tamamen
bosaltmak i¢in temiz kurutma kagidi lizerine ters cevrilip fazla sivi uzaklastirildi.
Fakat kuyucuklarin tamamen kurumamasina dikkat edildi. Her bir kuyucuga 10 pl

analiz tamponu eklendi. Blank kuyucuguna 10 pl daha analiz tamponu eklendi. 10
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ul sican insiilin standartlar1 artan konsantrasyonda duplike olarak uygulandu. lgili
kuyucuklara kontrol-1 ve kontrol-2 soliisyonlarindan 10 pl eklendi. Kalan
kuyucuklara analiz edilmek istenen 6rnekten 10 pul eklendi. Biitiin kuyucuklara 80
ul belirleme antikoru eklendi. Seritler kapatildi ve 400-500 rpm’de oda
sicakliginda 2 saat boyunca calkalanarak inkiibe edildi. Siire sonunda soliisyon
dokiildii. Kuyucuklar 300 pl yikama tamponu ile yikandi (bu islem 3 kez tekrar
edildi). Her kuyucuga 100 ul enzim ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuklar kapatildi ve orta
hizda calkalanarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyucuklardaki sivi dokiildii. Kuyucuklar 300 pl yikama tamponu ile 6 kez
yikandi. Her bir kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklendi. Kuyucuklar
kapatildi ve 5-20 dakika c¢alkalanarak inkiibe edildi. Standartlarin bulundugu
kuyucuklarda artan insiilin konsantrasyonlarina gére mavi renk olusumu goézlendi.
Ardindan kuyucuklara 100 ul durdurma ¢ozeltisi eklendi ve kuyucuklar ¢ézeltinin
karistigina emin oluncaya kadar elde calkalandi. Mavi renk sariya dondiigii
goriildi. 5 dakika i¢inde 450 ve 590 nm dalgaboylarinda absorbans okundu. Elde
edilen absorbans degerleri kullanilarak standart egri ¢izildi ve bilinmeyenler

hesaplandi.

3.2.5 [Insiilin Sinyal Yolag1 Analizleri

Insiilin sinyal yolag: gen ifade diizeylerinin tespiti uygun hiicre hatlarinda
ilgili test bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarda uygulamalar1 neticesinde elde
edilen hiicrelerde asagidaki yontemler uygulanarak saptanmistir. Test bilesiginin

uygulama sekilleri sitotoksisite testlerinde belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

3.2.5.1 RNA Izolasyonu

Izolasyon QIAGEN RNeasy Plus Mini kit (Kat. No: 74136-250)
kullanilarak laboratuvarimizda optimize ettigimiz sekliyle asagidaki prosediire

gore gerceklestirildi.
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Tablo 3.7: QIAGEN RNeasy Plus mini kit bilesenleri
RLT plus lizis tamponu

RWI1 yikama tamponu

RPE yikama tamponu

RNazdan arindilirmis su

gDNA tutan kolon

RNeasy kolon

Besiyeri hiicrelerden uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Yikama islemi
ortamin besiyerinden arindigina kanaat getirilene kadar tercihe gore birkac¢ kez
yapildi (genelde 3 kez yeterlidir). Yikama isleminin ardindan hiicre yogunluguna
gore 350-600 pl RLT plus tamponu eklendi. Bu islem neticesinde hiicreler
mukusumsu bir yap1 kazandi, yumusadi ve kolayca kazinir hale geldi. Par¢alama
tamponu hiicre kaziyici ile iyice hiicreler iizerine yayildi ve toplanip ependorfa
alindi. Birkag kez yavagca altiist edildi. Siispansiyon gDNA tutan kolona alind1.
100 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve sivi kisim kolondan gegmediyse islem
daha yiiksek hizda veya daha uzun siire tekrarlandi. Kolon atildi ve alta gegen
kismin tlizerine 500 pl %70’lik EtOH eklendi. Yavasca ve nazikge pipetaj yapildi
ve lyice karistirildi. Sividan en fazla 600 pl RNeasy spin kolona aktarildi. Kalan
stvi olmai halinde islem tekrar edildi. 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve
sivt kistm kolondan ge¢mediyse islem daha yiiksek hizda veya daha uzun siire
tekrar edildi. Alta gecen kisim dokiildii ve kolona 700 ul RW1 yikama tamponu
eklendi. 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve tekrar alta gegen kisim
dokildii. Kolona 500 pl RPE tamponu eklendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi ve alta gegen kisim dokiildii. Bu islem 2 kez daha tekrar edildi.
Kolon bir sey eklemeden 11.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Kolon yeni bir
ependorfa alind1 ve iizerine 45 pl RNaz icermeyen su eklenerek 9000 xg’de 1
dakika 15 saniye santrifiij edildi. Kolon atildi ve RNA bulunan ependorf

etiketlenerek ve temsili boliintiilere boliinerek -80°C’ye kaldirildi.

Izole edilen RNA’lar %]1’lik agaroz jelde Thermo yatay agaroz jel
elektroforez sisteminde yiiriitiilerek kalite kontrolleri gerceklestirildi. %1°lik
agaroz jel, Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu ile hazirlandi. 2 pul RNA
ornegi, 6 ul steril su ve 2 pl yiiriitme boyasi ile muamele edilerek mikropipet ile
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jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi. Yiirlitme bitince jel UV transilluminatorde
goriintiilenip DNR LightBis Prolmage Analysis System (DNR Biolmage System
Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandi. Ayrica nanodrop cihazi ilede

konsantrasyonlari tespit edilerek cDNA sentezi i¢in kullanildi.

3.2.5.2 cDNA Sentezi

Nanodrop cihazinda konsantrasyonlar1 belirlenen yiiksek kaliteli total
RNA’lar kullanilarak ABM c¢DNA sentez kiti ile cDNA sentezi gerceklestirildi.
Bir PZR tiipii igerisinde 2,5 pg total RNA kit i¢erisindeki oligo d(T) primerleri (1
ul), dNTP ¢ozeltisi (1 pl) ve RNAz igermeyen su (bu asamada son hacim 14,5 pl
olacak sekilde eklendi) ile karigtirilarak 65°C’de 5 dakika on isleme tabi tutuldu.
Ardindan bu karisim yine kit igceriginde yer alan reaksiyon tamponu (4 pl), RNAz
inhibitorii (0,5 pl) ve ‘EasyScript RTase’ enzimi (1 pl) ile birlestirildi. Boylece bir
tipteki son hacim 20 ul olur ve 50°C’de 50 dakika inkiibe edilerek ¢cDNA
sentezlendi. Siire sonunda, enzim inhibe edilmek {izere 85°C’de 5 dakika
bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar temsili boliintiilere boliinerek gercek zamanli

nicel PZR (QRT-PCR) yapmak iizere -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.5.3 Gerg¢ek Zamanh Nicel PZR (qRT-PCR)

Elde edilen tek zincirli cDNA su ile 5 kat seyreltildi. Floresans boya olarak
‘ABM-KiloGreen 2X gPCR MasterMix RT2-PCR Master Mix’ kullanildi. Deney
ortami, her tiip i¢in, son hacim 25 pl olacak sekilde asagida verildigi gibi

olusturuldu.

24



Tablo 3.8: Bir tiip igerisinde bulunan PZR reaksiyon ortami

Su 6,1
fleri primer 0,7
Geri primer 0,7
KiloGreen MasterMix 12,5
cDNA 5)

Calisilan  KR-62436 bilesiginin gen ifadeleri diizeylerine etkilerini
saptamak i¢in mRNA diizeyleri qRT-PCR (ger¢ek zamanli PCR) yontemi ile
kantite edildi. Bu amacla makalelerden dizileri saptanan genler veya “Primer
Blast” programu ile tasarlanan primerler Pubmed’in niikleotit blast bdliimiinde
taranip erisim numaralari belirlendi. Glivenirligi artirmak i¢in pubmed’in primer
blast boliimiinde erisim numaralar ile uygun organizma secilip tarandi. Sicaklik
genellikle 57-60°C seg¢ildi. Yanlis eslesme yapip yapmadigina, GC oraninin %50
tizerinde olmasina dikkat edildi. Segilen primerlerin en fazla 300 bp
biiyiikliigiinde olmasina 6zen gosterildi. Yanlis yapmamak i¢in Pubmed’in primer
blast boliimiine tekrar forward ve revers primerler yazildi, organizma secildi ve
dogru gen bolgesi olup olmadig1 kontrol edildi. Calisma kapsaminda kullanilan

genler ve primerlere ait 6zellikler Tablo 3.9°da sunuldugu gibidir:

Tablo 3.9: Calisilan genler ve primer dizilerinin 6zellikleri

hINSR AAAACGAGGCCCGAAGATTTC GAGCCCATAGACCCGGAAG
90
insiilin reseptor 21 60.9  199-219 19 612  288-270
ATGGGCTTCGGGAGAGGAT CTTCGGGTCTGGTCTTGAACA
mINSR 214
19 621  1-19 21 617  214-194
L ACAAACGCTTCTTCGTACTGC AGTCAGCCCGCTTGTTGATG
o X 156
insulin reseptor 21 612  77-97 20 62.8  232-213
substrati-1
CGATGGCTTCTCAGACGTG CAGCCCGCTTGTTGATGTTG
mIRS-1 209
19 602  21-39 20 622  229-210
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I CGGTGAGTTCTACGGGTACAT

insulin reseptor

nsulin rex 21 610  1608-1628
ACCGACTTGGTCAGCGAAG
mIRS-2
19 619  418-436
hRISK ACCACTACCGGAATGAATCTCT
fosfotidil

22 60.3 1217-1238

inositol 3-kinaz

ACACCACGGTTTGGACTATGG

mPI3K
21 62 525
FSL TCAAGGCCGGGATGAACATTG
lf;:l’ge':'”az 21 627  230-250
GAACATTGCACGACTCAACTTC
mPKL
22 600  243-264
hPKM ATGTCGAAGCCCCATAGTGAA
I 21 609 1-21
CGCCTGGACATTGACTCTG
mPKM
19 602  94-112
S CGAGGCGCTACAGAACCAG
fogf';'t‘;zw 19 624  36-54
CTGAGCGCGGGCATCATAAT
MG6P
20 628  13-32
hPEPCK

AAAACGGCCTGAACCTCTCG

fosfoenolpiruva

t karboksikinaz 20 624  17-36

CTGCATAACGGTCTGGACTTC
mPEPCK
21 60.4 13-33
hAKR1B1
TTTTCCCATTGGATGAGTCGG
aldo-keto
rediiktaz ailesi 1, 21 60.0 365-385
iye Bl
CTAGTGCCAAACCAGAGGACC
MmAKR1B10
21 62.1 656-676
hSLC2A2 GCTGCTCAACTAATCACCATGC
(GLUT2)

22 618  265-286

¢Oziinen tasiyici

TCAGGGTGTATTCATCCAGCG

21 61.6 1801-1781
CACGAGCCCGTAGTTGTCAT
20 619  552-533

GGGATGTGCGGGTATATTCTTC

22 60.3 1423-1402
GGCTACAGTAGTGGGCTTGG
20 62 144-125

CTGAGTGGGGAACCTGCAAAG

21 629  347-327
CAGTGCGTATCTCGGGACC
19 619  400-382

TGGGTGGTGAATCAATGTCCA

21 614  118-98

GAAATTCAGCCGAGCCACATT

21 613  228-208
CACTCGGTGATGAGGCTGAT
20 614  197-178

GATTCTTAGGATCGCCCAGAAAG

23 605  112-90

ACACAGCTCAGCGTTATTCTC

21 60.1 114-94

CAGCAACTGCCCGTACTCC

19 62.7 171-153

CCTGGAGATGGTTGAAGTTGG

21 60.3  499-479

TCCTGTATTCGAGAAGGTGTCA

22 60.2  815-794

TGGTCCCAATTTTGAAAACCCC

22 61.2  447-426
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ailesi 2 tiye 2

TCAGAAGACAAGATCACCGGA

MSLC2A2

(GLUT2) 21 602  4-24

Tl TGGGCGGCATGATTTCCTC
goziinen tastyict 19 624  269-287

ailesi 2 liye 4

ACACTGGTCCTAGCTGTATTCT
mGLUT4

22 60.0 67-88

*h (human) — insan * m (mouse) — Fare

3.2.6 Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler, Windows i¢in GraphPad Prism 6.0

GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG

215
21 62.6  218-198
GCCAGGACATTGTTGACCAG

88
20 60.9  356-337
CCAGCCACGTTGCATTGTA

118
19 60.7  184-166

istatistiksel

yazilim paketi kullanilarak, ogrenci t-testi ile yapilmistir. P<0,05 anlamlilik

diizeyi segilerek degerler Ortalama + Standart Sapma olarak ifade edildi. qRT-

PCR verilerinin analizleri Qiagen firmasinin iicretsiz olarak saglandigi RT2

Profiller™ PCR Array Data Analysis v3.4 ile web {izerinden c¢evrimigi

gercgeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Tekrarlanan deneyler sonunda elde edilen veriler ortalama + standart
sapma degerleri seklinde verilmistir. Aksi belirtilmedigi siirece tiim veriler her

birinde triplike yapilan en az ii¢ bagimsiz tekrar deneylerin ortalamasi seklindedir.
4.1 Sitotoksisite Testleri

4.1.1 Kiristal Viyole Cozeltisi Testi

KR-62436 bilesiginin artan konsantrasyonlarinin BTC6, C2C12, 3T3L1 ve
Chang hiicre hatlarindaki canliliga etkisi, kristal viyole ¢ozeltisi kullanilarak
ELISA okuyucuda 6lgiilen absorbans degerlerine gére belirlenmistir (Sekil 4.1,
42,43 ve 4.4).

100
90
80

70 J T
60 |
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o
—o—
]

Yuzde Yagsam

30
20
10

0 10 20 30 40 50 60 70 80

[KR-62436] (uM)

Sekil 4.1: KR-62436 bilesiginin artan konsantrasyonlarina gére BTC6 hiicre
hattindaki canliliga etkisi.
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Sekil 4.2: KR-62436 bilesiginin artan konsantrasyonlarina gore C2C12 hiicre
hattindaki canliliga etkisi.
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Sekil 4.3: KR-62436 bilesiginin artan konsantrasyonlarina gore 3T3L1 hiicre
hattindaki canliliga etkisi.
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Sekil 4.4: KR-62436 bilesiginin artan konsantrasyonlarina gore Chang hiicre
hattindaki canliliga etkisi.

KR-62436 bilesiginin artan konsantrasyonlarina gore hiicre hatlarinda
canliliga etkisini gosteren grafiklerden yararlanarak belirlenen SODD ve SODD
Tablo 4.1’ daki gibidir.

Tablo 4.1: KR-62436 bilesiginin hiicre hatlarinda belirlenen sitotoksik
olmayan konsantrasyonlari

BTC6 5uM 7 uM
C2C12 6 uM 10 uM
3T3L1 2 uM 4 uM
Chang 4 uM 6 uM

4.2 Glikoz KullanimTesti

Glikoz alimimi deneyleri C2C12 kas ve Chang karaciger hiicre hatlar1 ile

gerceklestirildi. Glikoz tayin kitindeki glikoz standartlarinin 570 nm’deki
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absorbansina gore standart egri olusturuldu (Sekil 4.5). Ortamdaki glikoz miktar
standart egri baz alinarak tayin edildi ve Tablo 4.2°de verildi.

1,8

00 570 nm

i) 2 4 [ g 0 12
[Glikoz] (pgl/mi}

Sekil 4.5: Glikoz standart egrisi

Tablo 4.2: C2C12 ve Chang hiicrelerinin bulundugu ortamlardaki baslangi¢

ve pozitif kontroller ve test bilesigiyle inkiibasyonu sonrasi glikoz konsantrasyon
farki.

Bilesikler C2C12 Chang
Kontrol 2,344 + 0,032 2,344 + 0,032
Metformin 0,474 + 0,017 0,346 £ 0,004
Insiilin 0,284 + 0,026 0,229 + 0,008
KR-62436 0,033 £ 0,051 -0,312 £ 0,058

4.3  Insiilin SalinimTesti

Insiilin salmim testi bu fizyolojik fonksiyona sahip BTC6 hiicreleri ile
Boliim 3.2.4°te detayh anlatildig1 sekilde gergeklestirildi. Taze pasajlanmis BTC6

hiicreleri test bilesigi ile inkiibe edilerek ortama salinan insiilin miktar1 Millipore
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Insiilin ELISA kiti ile tayin edildi. Elde edilen plaka goriintiisii asagidaki Sekil

4.6°da verilmektedir:

Sekil 4.6: BTC6 hiicre hattinda Millipore
Insiilin ELISA kiti ile elde edilen &rnek plaka
goriintiisti. Kuyucuk igerikleri su sekildedir: Al:
Blank; A2: Krebs-Ringer-Bikarbonat-Hepes
tamponu; A3: Standartl (0,2 ng/ml); A4: Standart 2
(0,5 mg/ml); A5: Standart 3 (1 ng/ml); A6: Standart
4 (2 ng/ml); A7: Standart 5 (5 ng/ml); A8: Standart
6 (10 ng/ml); B1-2: Glibenklamid B3-4: Besiyer
kontrol; B5-6: KR-62436 SOYD; B7-8: KR-62436
SOYD.

1,4

1,2
1,0
0,8

0,6

OoD450-570

04
0,2 “y

0,0 00 °
0 2 4 6 8 10

[insiilin] (ng/ml)

Sekil 4.7: Insiilin standart egrisi

Insiilin salinim testinde kit i¢inde kullanima hazir olan 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10
ng/ml konsantrasyonlarindaki insiilin standart c¢ozeltileri kullanilarak Sekil
4.7°deki standart egri grafigi elde edildi. Pozitif kontrol olarak glibenklamid
kullanildi. KR-62436 bileginin SODD ve SOYD uygulamalar ile kontrol ve
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pozitif kontrol ortamlarinin absorbans degerleri arasinda anlamli bir fark

goriilemedi.

4.4  Insiilin Sinyal Yolag1 Gen ifade Analizleri

Insiilin yolaginin gesitli basamaklarinda yer alan genlerin ifade diizeyleri
ilgili genin ekspres edildigi hiicre hatlar1 kullanilarak mRNA diizeyindeki
ifadeleri gercek zamanli PZR ile tayin edildi. Bu islem i¢in oncelikle ¢aligilacak
her bir gen i¢in amplikasyon analizi ve erime egrisi analizleri yapildi. Daha sonra
bu degerler kullanilarak her bir gen i¢in mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol,
KR-62436 bilesiginin SODD ve SOYD dozlar1 uygulanan 6rneklerde saptandi.

KR-62436 test bilesiginin kontrol, SODD ve SOYD dozlarinin hiicre
hatlarindaki mRNA ifadesi lizerine etkileri Sekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11° de

gosterilmigtir.

Normalize gen ifade diizeyi (kat)

4 IRS-1 | GLUT2
=5 pM 12746 | -L0425
=7 pM 15529 1,0389

Sekil 4.8: KR-62436 uygulamasinda BTC6 hiicre hattinda IRS1 ve GLUT2
genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuglar Beta-Aktin (ACTB) geni ile
normalize edilmis ve kontrol degeri 1 alinmistir. Sonuglar iki farkli zamanda
gerceklestirilen ikili uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplanmustir.
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*
i
[ B e

-"— =T

Normalize gen ifade diizeyi (kat)

*

INSR IRS1 IRS2 PI3K GLUT4 AKR PKM G6P PEPCK
=6pM  -2,9079 12834 -7,1354 105195 21067 14489 13104  -L7171 9,4807
=10 pM -4,2871  -1,8856 -24.0839 70616 15637 1,019 10105 -16644 189615

Sekil 4.9: KR-62436 uygulamasinda C2C12 hiicre hattinda INSR, IRSI,
IRS2, PI3K, GLUT4, AKR, PKM, G6P ve PEPCK genlerinin mRNA seviyesine
olan etkisi. Sonuglar Beta-Aktin (ACTB) geni ile normalize edilmis ve kontrol
degeri 1 alimmustir. Sonuglar iki farkli zamanda gergeklestirilen ikili
uygulamalarin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. (*) p < .05 diizeyinde kontrol
grubuna gore anlamli farklilik gosteren gen ifadesidir.

Normalize gen ifade diizeyi (kat)
=

--_-d _-"__
i :

INSR  IRS1 IRS2 PI3K  GLUT4 | AKR | PKM  G6P
m2pM -14692  -10534 17411 137847  -36553 L4044  -1454  -L347M2
=4pM 1658 = 16876 23214 286713  -22579 11688 = -2,5847  -1083

Sekil 4.10: KR-62436 uygulamasinda 3T3L1 hiicre hattinda INSR, IRS1,
IRS2, PI3K, GLUT4, AKR, PKM ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan
etkisi. Sonuclar Beta-Aktin (ACTB) geni ile normalize edilmis ve kontrol degeri 1
alinmistir.  Sonuclar iki farkli zamanda gerceklestirilen ikili uygulamalarin
ortalamasi alinarak hesaplanmistir. . (*) p < .05 diizeyinde kontrol grubuna gore
anlaml farklilik gosteren gen ifadesidir.
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gen ifade diizeyi (kat)
&

Normalize

RRRS

B

. INSR | IRS1 | IRS2 | AKR  PKL | G6P | PEPCK
m4pM -1,8088 12834  -71354 14480 13104 -L7171  2,0069
=6puM  -2,0069 -1,8856  -240839 11019 10105  -16644 24284

Sekil 4.11: KR-62436 uygulamasinda Chang Karaciger hiicre hattinda INSR,
IRS1, IRS2, AKR, PKL ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi.
Sonuglar Beta-Aktin (ACTB) geni ile normalize edilmis ve kontrol degeri 1
alimmistir. Sonuglar iki farkli zamanda gerceklestirilen ikili uygulamalarin
ortalamasi alinarak hesaplanmistir. . (*) p < .05 diizeyinde kontrol grubuna gore
anlamli farklilik gosteren gen ifadesidir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Diyabet, diinya tizerindeki tilkelerin hepsinde artan grafik profiliyle insan
sagligim tehdit eden hastaliklarin basinda gelmektedir. Diyabetle ilgili yapilan
caligmalar 6zellikle tip II yani insiilin-bagimli olmayan diyabetin diinya iizerinde
hizla artigin1 géstermistir. Bu artista 6zellikle beslenme aligkanligi, yasama sekli,
hareketsizlik ve beraberinde gelen obezite sorunu, insiilin direnci ve diger
metabolik bozukluklar basroldedir (Guariduata ve dig. 2013, Shaw ve dig. 2010).

Diyabet tiirlerinden 6zellikle tip I ve tip II yaygin ve lizerinde daha ¢ok
calisilanlardir. Diyabetik hastaliga sebep olan etkenler ve metabolizmadaki
bozukluk belirlendikten sonra uygun tedavi yontemi uygulanmaktadir. Bu amagla
bazen enjeksiyon yoluyla direkt insiilin uygulamasi veya oral yoldan alinan ilaglar
kullanilmaktadir. Ilaglara ek olarak yapilan calismalarda antidiyabetik etkisi olan
bitkiler veya bitkisel Oziitler de kullanilmaktadir. Bu ilaglarin veya ajanlarin
avantaji oldugu gibi yetersiz gelme veya baska metabolik rahatsizliklara sebep
olma gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (ADA, 2010, Bikhazi ve dig. 2011,
Babu ve dig. 2013). Bu sebeple inkretin hormonlarin analoglar1 (GLP-1
agonistleri), inkretinleri yikima ugratan enzimin inhibisyonu (DPP-4 inhibitorleri)
ve endojen amylin molekiiliiniin agonisti (pramlintide) gibi farkli etki
mekanizmalar ile diyabette glisemik regiilasyonu diizelten alternatif yeni ilaglar
gelistirilmistir. Beslenme sonrasi artan karbonhidrat miktarina cevap olarak ince
bagirsak hiicrelerinden inkretin adli polipeptidler salinir. Inkretinler pankreastan
insiilin salintmin arttirirken gastrik bosalmay: da yavaslatir. GIP (gastrik inhibitor
polipeptid ya da glukoz bagimli insiilinotropik polipeptid) ve GLP-1 inkretin
polipeptidleridir. GLP-1 preproglukagonun translasyon sonrasi proteolizinden
tiiretilmis bir bagirsak hormonu olarak bildirilmistir (Uking ve dig., 2007; Larsen
ve dig. 2005). Hormonun insiilinotropik 6zelligi ve glukagon salinimi, istah ve
gastrik bosalma iizerindeki inhibisyon etkisi tip Il diyabet tedavisinde
kullanilabilecek oncii bir bilesik olma imkani saglamaktadir. GLP-1 hormonunun
DPP-4 ile enzimatik kesimi sonucu yar1 omri hizla diiser. Tip II diyabetle
savagabilmek i¢in GLP-1 hormonunun yapisini korumak ve terapotik etkisini

arttirmak i¢cin DPP-4 inhibitorleri ve GLP-1 analoglar1 gelistirilmistir (Anagnostis
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ve dig. 2011, Deacon ve dig. 1995). KR-62436 bilesigi de DPP-4 enzimine 6zgii
bir inhibitor olarak kullanilmaktadir (Kim ve dig. 2005). GLP-1’in daha dayanikli
ve uzun Omiirlii olmasi antidiyabetik etkisinin kalitesini arttirmaktadir. Bu sebeple
kullanilan GLP-1 analoglarindan olusan antidiyabetik ilaglarin DPP-4
inhibitorleriyle desteklenmesiyle etkisi arttirilabilir. Bu amagla DPP-4 inhibitorii

olan KR-62436 bilesigi kullanilabilmektedir.

Bu ¢alismada, inkretin hormon olan GLP-1’1 enzimatik kesime ugratan
DPP-4 enziminin inhibitorii olarak laboratuvar ortaminda iiretilen KR-62436
bilesiginin muhtemel antidiyabetik etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu amag
dogrultusunda bilesigin glikoz homeostazina etkilerini gérebilmek icin insiilin
saliimi, glikoz kullanim1 gibi kilit mekanizmalar ve insiilin sinyal yolaginda rol
oynayan genlerin mRNA ekpresyon diizeylerindeki degisimlere bakildu.
Deneylere baslamadan once her bir hiicre hatt1 igin KR-62436 bilesiginin ¢alisma
dozlari, in vivo sistemlerde toksik ve yan etki gostermeyen konsatrasyonlarda
olacak sekilde, belirlendi. Belirlenen bu toksik olmayan dozlar yapilan

calismalarin tamaminda uygulandi.

Bilesiklerin canlidaki etkisinin arastirilmasi igin in vivo deneklerin
teminindeki, bakimindaki, sosyal ve etik olarak kullanimindaki kisitlamalar in
vitro modellerin kullanimini arttirmistir. Kullanimindaki pratiklik ve deney
hayvanlarinin gereksiz yere kullanimini engellemesi diisiintildiigiinde in vitro
modellerde etkinligi kanitlanan bilesiklerin daha sonra in vivo sistemlerde test
edilmesi daha dogru bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Bu amagla,
potansiyel antidiyabetik ajanlarin etkinliklerini ve mekanizmalarini arastirmak
igin birgok in vitro model gelistirilmistir (Patel ve Mishra, 2008; Skelin ve dig.,
2010). Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda da glikoz homeostazinda rol oynayan

kilit organ ve dokular1 temsil eden hiicre hatlar1 kullanilmigtir.

Glikoz homeostazindaki basrol oyuncularindan biri insiilin hormonudur.
Pankreas ise yapisindaki beta hiicreleri ile viicudun ihtiya¢ duydugu insiilini
tireten merkezdir. Beta hiicrelerinde bir sorun olmamasina ragmen insiilin
saliniminin ya da daha ¢ok viicudun insiilini etkin kullaniminin azalmasi ile tip II
diyabet ortaya ¢ikmaktadir (Matthews, 2003). Dolayisiyla  glikoz

metabolizmasiyla ilgili caligmalarda akla ilk gelen unsur pankreas dokusunu
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modelleyen hiicre hatlarinin kullanimidir. Bu dogrultuda ¢alismamizda transgenik
farelerden elde edilen pankreatik beta tiimor hiicresi BTC6 kullanildi. BTC6 hiicre
hattinda KR-62436 bilesiginin antidiyabetik etkisini arastirmak iizere; insiilin
salinimina ve glikoz metabolizmasinda rol oynayan IRS1 ve GLUT?2 proteinlerini
kodlayan genlerin mRNA ekpresyon diizeylerine bakildi. insiilin salinimi testinde
pozitif kontrol olarak glibenklamid kullanildi. Deney sonrasi plakadaki insiilin
standartlarinin bulundugu kuyucuklarda artan konsantrasyonlarla orantili renk
olusumu gozlenirken; pozitif kontrol ve test bilesigini iceren kuyucuklarda renk
olusumu goézlenmedi. ELISA okuyucuda da bu goriintiiyle paralel absorbans
degerleri elde edildi. Bu durum test bilesiginin insiilin salinimini tetiklemedigi
buna dayanarak antidiyabetik etkisinin olmadigi sonucuna gotiirmesine karsin
pozitif kontrolde de herhangi bir etkinin gézlenmemesi daha kesin ve saglikli bir
yargiya varmak icin farkli bir yol izlenmesini akla getirdi. Beta hiicrelerinden
insiilin salinimi, kandaki seviyesi artan glikozun GLUT2 proteini ile hiicre igine
alinmasini takip eden olaylar sonucunda tetiklenir (Lodish, syf. 765). Insiilin
salimim deneyi Oncesi hiicre ortamina glikoz eklenmesiyle hiicre disindaki glikoz
artig1, artan glikozun hiicre i¢ine alinim1 ve dolayisiyla hiicrede insiilin saliniminin
tetiklenmesi saglanabilir. Insiilin yolagindaki IRS1 ve GLUT2 genlerinin mRNA
ekpresyon diizeylerinde de anlamli bir degisim gdzlenmemesi insiilin salinim

testinde ulasilan sonucu destekler nitelikteydi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: BTC6 hiicresinde gen ifade diizeyinin degisimi

Gen Ad1 Diisiik Doz Yiiksek Doz
IRS1 1,275 1,553
GLUT2 -1,043 1,039

Bir baska yaklagim olarak, test bilesiginin hiicre canlilifinda asir1 ve ani
degisime neden olmadigi ve 10 uM KR-62436 bilesiginin DPP-4 enzimini
neredeyse tamamen inhibe ettigi Villhauer ve dig. (2003) g6z oniine alindiginda;

ortama eklenen bilesik konsantrasyonunun arttirtlmasi da diistiniilebilir.

Genetik yatkinlikla birlikte, beslenme, ilerleyen yas ve yasama diizeni gibi
cevresel faktorlere bagl olarak gelisen ve eriskinlik doneminde ortaya ¢ikan tip 11
diyabetin asil nedeni insiilin salimimindaki yetersizlikten ¢ok periferik dokularin
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instiline kars1 olusturduklari insiilin direncidir (Kavak, 2008). Kontrol edilemeyen
hepatik glikoz iiretimi, kas ve yag dokusu tarafindan azalmis glikoz alimiyla
karakterize insiilin direnci; karaciger, yag dokusu ve kaslar gibi hedef dokularin
dolasimdaki insiiline verdigi efektif yanitin azalmasidir (Beers ve dig., 2006; King
ve dig., 2005). Insiilin direnci, glikoz-aracil insiilin tasinmas1 ve metabolizmasini
azaltir Rhoades ve Bell (2009) ve insiilin saliniminin telafisinde kusura yol agar
(Mcphee ve dig., 2008). iskelet kasi tip II diyabete yol agan insiilin direncinin esas
yeridir. Yapilan bir ¢alismada, kontrol gruplarma kiyasla tip II diyabetlilerin
viicudundaki insiilinle uyarilan glikoz aliniminin yaklasik % 30-40 oraninda
azaldig1 belirlenmistir (DeFronzo ve dig., 1985). Bundan sadece iskelet kasi rol
oynamaz. Adipoz, iskelet ve hepatik doku hiicrelerindeki insiilin sinyal yolaginda
meydana gelen sorunlar insiilin direncinin gelismesine neden olur (Seifter ve dig.,
2005). Insiilin direncinin bir sonucu olarak, adipoz doku ve iskelet kasi
hiicrelerinde glikoz tasmimi azalir ve karacigerdeki glikoz iiretiminin
baskilanmasi engellenir (Rhoades ve Bell, 2009). Bu durum diyabet olusumuna
sebep olur. Anlasildig1 ilizere adipoz doku, iskelet kasi dokusu ve karaciger
dokusu hiicrelerindeki insiilin sinyal yolagi ve glikozun taginmasi onem arz
etmektedir. Bu sebeple c¢aligmamizda bu iic dokuyu modelleyen 3T3LI
(preadiposit), C2C12 (iskelet kas1) ve Chang karaciger hiicre hatlar1 kullanildi.

Glikoz homeostazinda ilk basamak olan glikoz alinimimi incelemek igin
glikoz metabolizmasinda insiilin salgisina cevap olarak glikozun hiicre icine
alimmini saglayan GLUT4 glikoz tasiyici proteinine sahip olan C2C12 (kas) ve
Chang (karaciger) hiicre hatlar1 kullanilarak, yontem kisminda ayrintili olarak
bahsedilen glikoz kullanim testi yapildi. Yapilan bu deneylerle glikoz
homeostazindaki kilit noktalarin incelenmesi saglanmaya c¢alisildi. Amacimiz,
KR-62436 bilesiginin, bu iki hiicre hattinda glikoz almimm tetikleyip
tetiklemedigini aragtirmakti. Deneyimizde KR-62436 test bilesiginin etkilerini
belirlemek ve karsilastirmak iizere pozitif kontrol olarak insiilin ve insiilin
duyarliligini arttiran bir biguanidin olan metformin kullanildi. Glikozun yani sira
pozitif kontrol ve test bilesiginin eklendigi deney ortamlarindaki glikoz miktari
method kisminda anlatildigr gibi  gerceklestirildi. Glikoz standart egrisi
kullanilarak C2C12 (kas) ve Chang (karaciger) hiicrelerinde baslangic ve

olusturulan deney ortamindaki inkiibasyonlar1 sonrast ortamdaki glikoz
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konsantrasyon degisimi hesaplandi. Elde edilen sonuglara bakildiginda, pozitif
kontrol olan insiilin ve metformin iceren ortamdaki glikoz oraninin azaldig1 yani
glikoz alinimimin tetiklendigi gozlenirken, test bilesiginin glikoz kullaniminda
anlamli bir tetikleyici etki gdstermedigi saptandi. Bu sonu¢ bizi, KR-62436
bilesiginin hiicrelerde glikoz alinimini tetiklemedigi dolayisiyla antidiyabetik
etkinin aksine diyabetik bir etki yarattigi1 ¢ikarimina gotiirdii. Bununla beraber, bu
bilesigin asil mekanizmasinin intestinal sistemden salinan DPP-4 enziminin
inhibisyonu oldugu g6z Oniine alinirsa, yaptigimiz ¢ikarimin kesinlesmesi igin
farkli yontemlerin uygulanmasi ve baska deneylerle desteklenmesi gerekir.
Glikozun hiicre i¢ine alinmasi insiilinin reseptoriine baglanmasiyla tetiklenir.
Bundan yola ¢ikarak sadece pozitif kontrol olarak degil glikoz alinimini tetikleyici
ajan olarak tiim deney ortamlarina insiilin eklenip, yapilacak bir kontrol ortamu ile
test bilesiginin hiicre i¢ine glikoz alinimini nasil etkiledigi arastirilabilir. Boylece,
hicbir etkisinin olmamasi, insiilinin etkin kullaniminin dolayisiyla glikoz
aliiminin tetiklenmesi veya insiilin kullanimini inhibe ederek ters etki yaratmasi
gibi veriler 1s18inda bilesigin muhtemel antidiyabetik potansiyelinin glikoz alinimi
tizerine etkisinin daha farkli bir acidan incelenmesi ve bu konuda daha saglikli
sonuglara ulasilmas1 saglanabilir. Insiilin salinimi deneyinde oldugu gibi, yine,
test bilesiginin uygulanan dozunda konsantrasyonunun arttirtlmasi da bir baska
Oneri olarak diisiiniilebilir. Laboratuvar ortaminda yaratilma asamasi
diistiniildiigtinde kolon dokusunu modelleyen bir hiicre hatti1 iizerinde de bu
calismalar yapilabilir. Normalde etki yeri olan bu hiicre hatlarindaki glikoz
almmmina etkisinin arastirilmasi daha saglikli bilgilere ulasmamizi saglayabilir.
Glikoz alimim testine ek olarak insiilin sinyal yolagindaki 6nemli genlerin mRNA
diizeylerindeki degisimlere de bakildi. Glikoz alimim testine ek olarak, insiilin
yolagindaki genler ile yapilan kalitatif PZR deneylerinin sonucuna gore anlamli
artis ve azalis gosteren genler tespit edildi. Ayrica gen ifade diizeylerinin farkli
hiicre hatlarinda farkli sekilde etkilendigi de gozlendi ve analizlere gére anlamli
artig gosteren genler kirmizi renkle ifade edilirken; anlamli azalma gdsteren genler

mavi renkle ifade edildi (Tablo 5.2 ve 5.3).
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Tablo 5.2: C2C12 hiicre hattinda gen ifade diizeyinin degisimi

INSR
IRS1
IRS2
PI3K
GLUT4
AKR
PKM
G6P
PEPCK

-2,908
1,283
-7,135
10,520
2,107
1,449
1,310
-1,717
9,481

-4,287
-1,886
-24,084
7,062
1,564
1,102
1,011
-1,664
18,962

C2C12 hiicre hattinda PI3K ve PEPCK genlerinin NEOL ve SOYD
dozlarin her ikisinde GLUT4 geninin SODD dozda anlamli artig gosterdigi; INSR

ve IRS2 genlerinin SODD ve SOYD dozlarimin her ikisinde de anlamli azalma

gosterdigi belirlendi.

Tablo 5.3: Chang karaciger hiicre hattinda gen ifade diizeyinin degisimi

INSR
IRS1
IRS2
AKR
PKL
G6P
PEPCK

0,553
1,283
0,140
1,449
1,310
0,582
2,007

0,498
0,530
0,042
1,102
1,011
0,601
2,428

Chang Karaciger hiicre hattinda PEPCK geninin SOD ve SOYD dozlarinin
ikisinde de anlamli artis gosterdigi; IRS2 geninin SODD ve SOYD dozlarinda ve

INSR geninin SOYD dozunda anlamli azalig gosterdigi belirlendi.
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Adipoz dokuyu modelleyen 3T3L1 hiicresinde insiilin sinyal yolagindaki
onemli genlerin mRNA diizeylerindeki degisimlere bakildi. Sonuglar Tablo 5.4°te
verildigi gibidir:

Tablo 5.4: 3T3L1 hiicre hattinda gen ifade diizeyinin degisimi

INSR 0,681 1,659
IRS1 0,949 1,688
IRS2 1,741 2,321
PI3K 13,785 28,671
GLUT4 0,274 0,443
AKR 0,712 1,169
PKM 0,688 0,387
G6P 0,742 0,923

3T3L1 hiicre hattinda PI3K geninin SODD ve SOYD dozlarinin her
ikisinde ve IRS2 geninin SOYD dozunda anlamli artis gosterdigi; GLUT4 geninin
SODD ve SODD dozlarin her ikisinde ve PKM geninin SODD dozunda anlaml
azalma gosterdigi belirlendi. Ozellikle PI3K genindeki yiiksek artis gdze
carpmaktadir.

PZR sonucu elde edilen sonuglarda dikkat ¢eken IRS, PI3K ve GLUT
proteinlerini kodlayan genlerin mRNA diizeylerindeki degisimlerdi. INSR ve
IRS2 genlerinin mRNA diizeylerindeki azalma insiilin sinyal yolagini inhibe eden
bir sonugken; PI3K geninin mRNA diizeyindeki artma sinyal yolagini aktive eden
ve GLUT translokasyonuyla glikoz alimin1 saglayan bir sonugtur. Bununla birlikte
PEPCK enzimini kodlayan genin mRNA diizeyindeki artma glikoneogeneze
dogru bir gidis oldugunu gostermektedir. INSR ve IRS genlerindeki azalmayla
birlikte PEPCK genindeki artma test bilesiginin diyabetik bir etki yaptigini
gosterirken; PI3K genindeki artma antidiyabetik bir etkinin gostergesidir.

Insiilin reseptérii, birbirine disiilfid baglarla bagli iki alt birimden olusan

bir tirozin kinazdir. Insiilin bu reseptdre baglaninca fosforilasyon ve
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defosforilasyon reaksiyonlarinin birbirini takip ettigi bir dizi olay baslar. Reseptor
kendini fosforile eder ve aktive olur. Aktive olan insiilin reseptorii, IRS1 ve IRS2
gibi diger hiicre i¢i proteinleri fosforile eder. IRS proteinleri, PI3K ile etkilesirler.
PI3K enziminin aktivasyonu sonrasinda GLUT proteinleri ile glikoz tasinmasi ve
glikojen sentaz aktivasyonu gerceklesir (Kashyap ve DeFronzo, 2007). GLUT
proteinlerinden en 6nemlisi kasta ve adipoz dokuda bulunan GLUT4 proteinidir.
GLUT4 hiicre iginde vezikiillerde depolanir ve insiiline yanit olarak vezikiillerden
mobilize olur ve hiicre zar ile birleserek glikozu hiicre icine alir. Caligmalar
GLUT4’iin insiilin uyarimina bagl olarak gerceklesen glikoz alimi ve kastaki
glikojen sentezinde hiz kontrol edici basamak oldugunu gostermistir (Zisman ve
dig., 2000). Goriildiigii gibi glikoz ve insiilin yolaklar1 birbirini etkileyen bir¢cok
protein tarafindan diizenlenir. Dolayisiyla bir yargiya varmak i¢in sadece bir gen
ya da bir protein veya bir enzimin etkisine, miktarina, ifade diizeyine bakmak
yeterli olmayabilir. Yapilan ¢aligmalarda benzer sekilde GLUT4 geni susturulan
modellerde farkl tip II diyabet patolojileri gdzlemlendigi ve diyabetik 6zellikteki
hayvan ve insan modellerinde GLUT4’in adipoz dokulardaki ifadesinin
azalmasina karsilik kas dokusunda boyle bir durumun olmamasi, bu durumun
inslilin direncine direkt sebep olamayacagi belirtilmistir (Wood ve Trayhum,
2003). Bir baska ornek olarak; PI3K inhibitorleri, glikoz tasiniminin uyarilmasi,
glikojen ve lipit sentezi ve adiposit farklilagmasi gibi insiilinin metabolik
faaliyetlerinin neredeyse tiimiinii bloke ederken; PI3K proteininin diizenleyici alt
tinitesindeki bir azalma, p850 monomerinde bir azalmaya ve insiilinin
fosforillenmis IRS proteinlerine baglanmasma yol agarak insiilin etkisini

arttirabilir (Taniguchi ve dig. 2006).

Gen ifade diizeylerindeki sonuglar DPP-4 enzimi inhibitorii olan KR-
62436 bilesiginin Kim vd. (2005) literatiirdeki antidiyabetik etkisiyle celigir
nitelikte olsa da bir genin diizenlenmesinde birden fazla faktoriin etkili oldugu
diisiiniildiigiinde sadece mRNA ifade diizeylerine bakarak kesin bir yargiya
varmak icin yeterli degildir. GLUT proteinleriyle hiicre i¢ine alinan glikoz,
glikoliz yolagina iletilir. Glikolizde {iretilen ATP molekiilleri ATP-duyarli K+
kanallarini etkiler. Ortamda degisen polarizasyon voltaj-duyarli kanallardan Ca2+
iyonunun akisini ve bu da pankreatik insiilin salimimi, iskelet kasina glikoz

almimini, karacigerde glikoz metabolizmasini dengeleyen hormonlarin salinimi
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kontrol eder. Bu proteinleri kodlayan genlerde meydana gelecek bir polimorfizm
tip II diyabete davetiye ¢ikarabilmektedir (Arikoglu ve dig. 2012). Bu durumda
sadece insiilin sinyal yolag1 ve glikolizde rol alan proteinlerin yami sira diger
membran proteinlerin yapisal ve islevsel diizgiinliigii de 6nemlidir. Kalitatif PZR
ile mRNA ifade diizeylerinin belirlenmesine ek olarak genlerin kodladig:
proteinlerin miktar1 ve aktiviteleri incelendigi takdirde daha saglikli sonuclar elde
edilecegi ongoriilmektedir. GLP-1 bagirsak hiicrelerinden salinan bir polipeptittir.
Bu sebeple yaptigimiz calisma bagirsak hiicreleri iizerinde yapilabilecek
calismalarla enzimatik c¢aligmalarla ve glikojen depolanmasmin da test

edilmesiyle daha iyi sinanip daha net sonuglara ulasilabilir.

Calismamizda DPP-4 enzimine 6zgili bir inhibitoér olarak laboratuvarda
iretilen KR-62436 bilesiginin antidiyabetik etkisi arastirildi. Bunun igin BTC6
hiicrelerinde insiilin salinim testi ve C2C12 ve Chang hiicrelerinde glikoz alinim
testi yapildi. Testlerin beraberinde gergek zamanli PZR prosediirii ile insiilin
sinyal yolagindaki genlerden, kullandigimiz hiicre hatlarinda ifade edilebilirligi
dikkate alinarak, bazi 6nemli olanlarin mRNA diizeyindeki ifade seviyelerine
bakildi. Testler sonucu elde edilen bulgulara gore test bilesiginin her hangi bir
antidiyabetik etki gostermedigi ¢ikariminda bulunuldu. PZR ile elde edilen
verilere gore celiskili sonuglara ulagildi. Literatiir taramalarinda, DPP-4 inhibitorii
veya baska diyabetik ilaglarla beraber kullanilarak calisilmis olan KR-62436
bilesigin olas1 antidiyabetik etkisinin, ¢alismamizda izledigimiz yollardan
denenmemis ve arastirilmamis oldugu goriildii. Bu durum bizim c¢alismamizin
Ozglnliigiinii gosteren bir deger olsa da aym zamanda sonuclarimizi
kiyaslayabilecegimiz bir referansin olmamasi anlamina da gelmektedir.
Unutulmamalidir ki bdylesi deneyler yapmak ve daha ilerisini diisiinmek mali
acidan kiilfetli olmaktadir. Bu yliksek lisans tez calismasit mevcut imkanlarimiz ve
laboratuvarimizda optimize ettigimiz kosullar dikkate alinarak yapild.
Ulastigimiz sonuglarin kesinlik kazanmasi acisindan daha kapsamli projeler

dahilinde yeni prosediirler ve malzemelerle ayrintili ¢alismalar yapilabilir.

44



6. KAYNAKLAR

Aguirre, V., Uchida, T., Yenush, L., Davis, R., White, M.F., “The c-Jun NH2-
terminal kinase promotes insulin resistance during association with insulin
receptor substrate-1 and phosphorylation of Ser307¢, J Biol Chem, 275 (12),
9047-9054. doi: 10.1074/jbc.275.12.9047, (2000).

Almind, K., Inoue, G., Pedersen, O., Kahn, C.R., “A common amino acid
polymorphism in insulin receptor substrate-1 causes impaired insulin signaling:
evidence from transfection studies”, J Clin Invest, 97, 2569 —2575, (1996).

Altarejos, J.Y., Montminy, M., “CREB and the CRTC co-activators: sensors
for hormonal and metabolic signals”, Nat Rev Mol Cell Biol, 12(3), 141-51,
(2011).

American Diabetes Association, ‘‘Diagnosis and classification of diabetes
mellitus’’, Diabetes Care, Volume 33, Supplement 1, doi: 10.2337/dc10-S062,
(2010).

Anagnostis, P., Athyros, V. G., Adamidou, F., Panagiotou, A., Kita, M.,
Karagiannis,A “’Glucagon-like peptide-1-based therapies and cardiovascular
disease: looking beyond glycaemic control’’, Diabetes Obes Metab, 13: 302—312,
(2011).

Annadurai, T., Muralidharan, A.R., Joseph, T., Hsu, M.J., Thomas, P.A.,
Geraldine, P. “Antihyperglycemic and antioxidant effects of a flavanone,
naringenin, in streptozotocin-nicotinamide-induced experimental diabetic rats”, J.
Physiol Biochem. 68, 307-318doi: 10.1007/s13105-011-0142-y, (2012).

Arikoglu, H.Kaya, D. E.Ozdemir, H., “‘Insiilin salimimmin metabolik
sensorleri pankreatik Katp kanallarinin molekiiler genetik yapisi ve patolojisi’,
Eur J Basic Med, Sci 2(2): 56-67, (2012).

Artursson, P., “Epithelial transport of drugs in cell culture: 1. A model for
studying the passive diffusion of drugs over intestinal absorptive (Caco-2) cells’’,
J Pharm Sci, 79, 476-482, (1990).

Babu, P.V.A,, Liu, D.M.,, Gilbert, E.R., “Recent advances in understanding the
anti-diabetic actions of dietary flavonoids”, J Nutr Biochem, 24,1777-1789. doi:
10.1016/j.jnutbio.2013.06.003, 2013).

Bailey, C.J., Day, C., “Traditional treatment for diabetes”, Diabetes Care 12,
553-564, (1989).

Bayley, J.P., Devilee, P., “The Warburg effect in 2012”, Curr Opin Oncol
24(1), 627, (2012).

Beers M. H. and Berkow R., <’ In: Disorders of Carbohydrate Metabolism”’,
The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 18:1274-1276, (2006).

45



Bikhazi, A. B., Zwainy, N. S., Al Lafi, S. M., Artinian, S. B., Boutary, S. S.,
‘Type 1 diabetes mellitus: redefining the future of cardiovascular complications
with novel treatments’, (ed: D. Wagner), Type 1 Diabetes Complications, ISBN
978-953-307-788-8, under CC BY 3.0 license, (2011).

Bissonnette, P., Gagne, H., Coady, M.J., Benabdallah, K., Lapointe, J.Y.,
Berteloot, A., “Kin ‘etic separation and characterization of three sugar transport
modes in Caco-2 cells’’. Am J Physiol, 270, G833-43, (1996).

Bogan, J.S., “Regulation of Glucose Transporter Translocation in Health and
Diabetes”, Ann Rev Biochem,. 81, 507-532. doi: 10.1146/annurev-biochem-
060109-094246, (2012).

Bornfeldt, K.E., Tabas, I, ”Insulin resistance, hyperglycemia, and
atherosclerosis”, Cell Metab., 14(5), 575-85, (2011).

Brownlee, M., “The pathobiology of diabetic complications: a unifying
mechanism”, Diabetes, 54,1615-1625, (2005).

Brunetti, A., Maddux, B.A., Wong, K.Y. and Goldfine, 1.D., “Muscle cell
differentiation is associated with increased insulin receptor biosynthesis and
messenger RNA levels”, J Clin Invest; 83(1), 192-198, (1989).

Brunetti, L., Kalabalik, J., ‘Management of type-2 diabetes mellitus in adults’
Phar Ther, 37(12): 687-696, (2012).

Caruso, M., Ma., D, Msallaty, Z., Lewis, M., Seyoum, B., Al-janabi, W.,
Diamond, M., Abou-Samra, A.B., Hegjlund, K., Tagett, R., Draghici, S., Zhang,
X., Horowitz, J.F., and Yi, Z., “Increased Interaction with Insulin Receptor

Substrate-1, a Novel Abnormality in Insulin Resistance and Type 2 Diabetes”,
Diabetes, doi: 10.2337/db13-1872, (2014).

Cell Signalling Technology., “Detailed signal transduction mechanisms of
insiilin”. www.cellsignal.com., (2015).

Chang,T-S., Huang, S-F., Yang, T-C., Chan, F-N., Lin H-C. and Chang, W-L.,
“Effect of Ginsenosides on Glucose Uptake in Human Caco-2 Cells Is Mediated
through Altered Na+/Glucose Cotransporter 1 Expression”, J. Agric. Food Chem,
55, (2007).

Cheng, Z., Tseng, Y., White, M.F., “Insulin signaling meets mitochondria in
Metabolism”, Trends Endocrinol. Metab., 21(10), 589-98, (2010).

Clore, J.N., Stillman, J., Sugerman, H., “Glucose-6-phosphatase flux in vitro
is increased in type 2 diabetes”, Diabetes, 49, 969-974, (2000).

Constantin, R.P., Bracht, A., Yamamoto, N.S., Ishii-lwamoto, E.L.,
Constantin, J., “Molecular mechanisms of citrus flavanones on hepatic
gluconeogenesis”, Fitoterapia, 92, 148-162. doi: 10.1016/j.fitote.2013.11.003,
(2014).

Cui, L., Lee, H.S., Ndinteh, D.T., Mbafor, J.T., Kim, Y.H., Le, T.V.T,,
Nguyen, P.H., Oh, W.K., “New Prenylated Flavanones from Erythrina abyssinica
with Protein Tyrosine Phosphatase 1B (PTP1B) Inhibitory Activity”, Planta
Medica, 76, 713-718. doi: 10.1055/s-0029-1240682, (2010).

46


http://www.cellsignal.com/

Danaei, G., Finucane, M.M., Lu, Y., Singh, G.M., Cowan, M.J., Paciorek, C.J.
ve dig., “National, regional, and global trends in fasting plasma glucose and
diabetes prevalence since 1980: systematic analysis of health examination surveys
and epidemiological studies with 370 country-years and 2.7 million participants”
Lancet,, 378(9785):31-40, (2011).

Deacon C. F., Johnsen A. H., Holst J. J., ‘Degradation of glucagon-like
peptide-1 by human plasma in vitro yields an N-terminally truncated peptide that
is a major endogenous metabolite in vivo’, J Clin Endocrinol Metab 80: 952—
957, (1995).

DeFronzo RA, Gunnarsson R, Bjorkman O, Olsson M, Wahren J., “’Effects of
insulin on peripheral and splanchnic glucose metabolism in noninsulin-dependent
(type II) diabetes mellitus’’, J Clin Invest., 76:149-55, (1985).

Demir, G., Altundag, S., Kilincarslan, O., “’Hibiscus sabdariffa, Teucrium
alyssifolium ve Myrtus communis’in HepG2 hiicre hattinda antidiyabetik
etkilerinin arastirilmasi’” Yaymlanmamis Bitirme Tezi, PAU, Denizli, (2013).

Esmaeili, M.A. and Yazdanparast, R., “Hypoglycaemic effect of Teucrium
polium: studies with rat pancreatic islets”, J. Ethnopharmacol, 95, 27-30, (2004).

Fritsche, L., Weigert, C., Héring, H.U., Lehmann, R., “How insulin receptor
substrate proteins regulate the metabolic capacity of the liver--implications for
health and disease”, Curr Med Chem, 15(13), 1316-29, (2008).

Gallagher, E.J., LeRoith, D., “Diabetes, cancer, and metformin: connections of
metabolism and cell proliferation”, Ann N'Y Acad Sci, 1243, 54-68, (2011).

Genet, C., Strehle, A., Schmidt, C., Boudjelal, G., Lobstein, A., Schoonjans,
K., Souchet, M., Auwerx, J., Saladin, R., Wagner, A., “Structure—activity
relationship study of betulinic acid, a novel and selective TGR5 agonist, and its
synthetic derivatives: potential impact in diabetes”, J Med Chem, 53, 178-190,
(2010).

George, N., Kumar, T.P., Antony, S., Jayanarayanan, S., Paulose, C.S.,“Effect
of vitamin D3 in reducing metabolic and oxidative stress in the liver of
streptozotocin-induced diabetic rats”, Br J Nutr, 108(8),1410-8, (2012).

Getek, M., Czech, N., Muc-Wierzgon, M., Grochowska-Niedworok, .E,
Kokot, T., Nowakowska-Zajdel, E., “The Active Role of Leguminous Plant
Components in Type 2 Diabetes”, Evid Based Complement Alternat Med,
2014:293961. Epub (2014).

Gharaibeh, M.N., Elayan, H.H., Salhab, A.S., “Hypoglycemic effects of
Teucrium polium”, J Ethnopharmacol, 24, 93-99, (1988).

Goodyear, L.J., Giorgino, F., Sherman, L.A., Carey, J., Smith, R.J., Dohm,
G.L.,, “Insulin receptor phosphorylation, insulin receptor substrate-1
phosphorylation, and phosphatidylinositol 3-kinase activity are decreased in intact
skeletal muscle strips from obese subjects”, J Clin Invest, 95, 2195-2204, (1995).

Gorovits, N., Charron, M.J.,, “What we know about facilitative glucose
transporters”, Biochem Mol Edu, 31(3), 163-172, (2013).

47



Guariduata, L., Whiting, D. R., Hambleton, I., Beagly, J., Linnenkamp, U.,
Shaw, J. E., ‘Global estimates of diabetes prevalence for and projections for
2035’, IDF Diabetes Atlas, Diabetes research and clinical practice 103 (2014)
137-149, (2013).

Habtemariam, S., “The anti-obesity potential of sigmoidin A” Pharmaceutical
Biology, 50, 1519-1522. doi: 10.3109/13880209.2012.688838, (2012).

Harris, D.S., Slot, JW., Geuze, H.J., James, D. E., “Polarized distribution of
glucose transporter isoforms in Caco-2 cells”, Proc Natl Acad Sci, U.S.A., 89,
7556-7560, (1992).

Hidalgo, 1.J., Raub, T.J., Borchardt, R.T., “Characterization of the human
colon carcinoma cell line (Caco 2) as a model for intestinal epithelial
permeability”, Gastroenterology, 96, 736-749, (1989).

Jeong, Y.W., Lee, G.-S., Kim, J.J., Park, SW., Ko, K.H., Kang, M., Kim,
Y.K,, Jung, E.-M., Hyun, S.H., Shin, T., Jeung, E.-B., Hwang, W.S,,
“Establishment of a canine model of human type 2 diabetes mellitus by

overexpressing phosphoenolypyruvate carboxykinase”, Int J Mol Med, 30, 321-
329, (2012).

Kashyap SR ve Defronzo RA., “The insulin resistance syndrome:
physiological considerations’’, Diabetes and Vascular Disease Research, 4, 13-
19, (2007).

Katzung, B.G., “Basic and Clinical Pharmacology’’, (Eds: Appleton ve
Lange), 6. Basim, 448-457, 637-650, (1995).

Kavak S., “’Roziglitazonun Diyabetik Sican Papiller Kalp Kasinin Mekanik ve
Elektriksel Aktiviteleri Uzerine Etkisi’’, Doktora Tezi, Cukurova Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik Anabilim Dali, Adana, (2008).

Kilig, N. (¢ev. ed.), Lehninger biyokimyanin ilkeleri,3.baskidan ¢eviri, Palme
yayincilik, 2005.

Kim ,Y.S., Kim, N.H., Jung, D.H., Jang, D.S., Lee, Y,M., Kim, J.M., Kim,
J.S., “Genistein inhibits aldose reductase activity and high glucose-induced TGF-
beta2 expression in human lens epithelial cells”, Eur J Pharmacol, 594, 8-25,
(2008).

Kim, K. R., Rhee S. D., Kim H. Y., Jung W.H., Yang S.D., Kim S.S., ‘KR-
62436, 6-{2-[2-(5-cyano-4,5-dihydropyrazol-1-yl)-2-oxoethylamino] ethylamino}
nicotinonitrile, is a novel dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V) inhibitor with anti-
hyperglycemic activity’, Eur J Pharmacol, 518: 63-70, (2005).

Kimura, K., Lee, J.H., Lee, 1.S., Lee, H.S., Park, K.H., Chiba, S., “Two potent
competitive inhibitors discriminating alpha-glucosidase family I from family 117,
Carbohydr Res, 339,1035-40, (2004).

King, KD, Jones, JD and Warthen, J., “’Microvascular and macrovascular
complications of diabetes mellitus’’, Am J Pharm Educ, Vol. 69, pp. 87, (2005).

Kumar, S., Narwal, S., Kumar, V., Prakash, O., “a-glucosidase inhibitors from
plants: A natural approach to treat diabetes”, Phcog Rev, 5, :19-29, (2011).

48



Kumar, S., Narwal, S., Kumar, V., Prakash, O., “a-glucosidase inhibitors from
plants: A natural approach to treat diabetes”, Phcog Rev, 5, :19-29, (2011).

Kumar, V., Ahmed D., Verma, A., Anwar, F., Ali M. and Mujeeb, M.,
“Umbelliferone p-D-galactopyranoside from Aegle marmelos (L.) corr. an
ethnomedicinal plant with antidiabetic, antihyperlipidemic and antioxidative
activity’’, BMC, Complementary and Alternative Medicine, 13, 273, (2011).

Laakso, M., Malkki, M., Kekalainen, P., Kuusisto, J., Deeb, S.S., “Insulin
receptor substrate-1 variants in non-insulin-dependent diabetes”, J Clin Invest, 94,
1141 -1146, (1994).

Larner, J., Price, J., Picariello, T., Huang, L., “Method of treating

defectiglucose metabolism using synthetic insulin substances”, United States
Patent, (1997).

Larsen P. J., Holst J. J., ‘Glucagon-related peptide 1 (GLP-1): hormone and
neurotransmitter’ Regul Pept, 128: 97-107, (2005).

Leney, S.E., Tavaré, J.M. “The molecular basis of insulin-stimulated glucose

uptake: Signalling, trafficking and potential drug targets (Review)”, J Endocron,
Volume 203, 1-18, (2005).

Lienhard, G.E., Slot, J.W., James, D.E., Muecklar, M.M. “How cells absorb
glucose”, Scientific American, 206: 34-39, (1992).

Lin, C.C., “Crude drugs used for the treatment of diabetes mellitus in
Taiwan”, Am J Chin Med, 20, 269-279, (1992).

Liu, C., Wong, P., Lii, C., Hse, H. and Sheen, L., “Antidiabetic effect of garlic
oil but not diallyl disulfide in rats with streptozotocin-induced diabetes”, Food
Chem Toxicol, 44, 1377-1384, (2006).

Lodish, H., Berk, A., Kaiser, C. A., Krieger, M., Bretscher, A., Ploegh, H.,
Amon, A., Molecular cell biology, Library of Congress Control Number:
2012932495, 7. Edution, New York, USA: W. H. Freeman and Company, 2013.

Lv, HW., Zhu, M.D, Luo, J.G., Kong, L.Y., “Antihyperglycemic glucosylated
coumaroyltyramine derivatives from Teucrium viscidum”, J Nat Prod., 77(2),
200-5. doi: 10.1021/np400487a, (2014).

Mahraoui, L., Rodolosse, A., Barbat, A., Dussaulx, E., Zweibaum, A.,
Rousset, M., Brot-Laroche, E., “Presence and differential expression of SGLT1,
GLUTL, GLUT2, GLUT3 and GLUTS5 hexose-transporter mRNAs in Caco-2 cell
clones in relation to cell growth and glucose consumption”, Biochem J, 298, 629-
633, (1994).

Mastoi, A. A., ‘Comparison between diabetic patients and hepatitis B and C
by clinical metabolic investigations’, Doktora Tezi, Dr. M. A. Kazi Institute of
Chemistry, University of Sindh,Jamshoro, Pakistan, (2012).

Mathers, C.D., Loncar, D., “Projections of global mortality and burden of
disease from 2002 to 2030, PLoS Med, 3(11): e442, (2006).

Matthews, D. D., (Ed), Diabetes Sourcebook, (3. Ed.), Detroit, MI:
omnigraphics, (2003).

49



McPhee SJ, Tierney LM and Papadakis MA., “’Masharani U. Diabetes
Mellitus & Hypoglycemia. In: Current medical diagnosis and treatment’’,(EdSs:
Appleton & Lange), Mc Graw Hill LANGE., 47 (Middle East Edition): 1032-
1073, (2008).

Medina, R.A., Owen, G.l., “Glucose transporters: expression, regulation and
cancer”, Biol. Res., 35, 9-26, (2002).

Mesonero, J., Matosin, M, Cambier, D., Rodriguez-Yoldi, M. J., Brot-
Laroche, E., “Sugar-dependent expression of the fructose transporter GLUT5 in
Caco-2 cells”, Biochem. J., 312, 757-762, (1995).

Mosihuzzman, M., Naheed, S., Hareem, S., Talib, S.,Abbas, G., Khan, S.N.,
Choudhary, M.1. Sener, B., Tareen, .B., Israr, M., “Studies on alpha-glucosidase

inhibition and anti-glycation potential of Iris loczyi and Iris unguicularis™, Life
Sci, 92, 187-192. doi: 10.1016/j.1fs.2012.11.022, (2013).

Nakae, J., Kido, Y., and Accili, D., “Distinct and overlapping functions of
insulin and IGF-1 receptors”, Endocr Rev, 22: 818-835, (2001).

Nandan, S.D., Beale, E.G., “Regulation of phosphoenolpyruvate
carboxykinase mRNA in mouse liver, kidney, and fat tissues by fasting, diabetes,
and instlin”, Lab Anim Sci, 42, 473-477, (1992).

Nandi, A., Kitamura, Y., C. Ronald Kahn R., Domenico Accili, D.,
‘Physiological Reviews, 84, 623-647. doi: 10.1152/physrev.00032.2003, (2004).

Nedachi, T. and Kanzaki, M., “Regulation of glucose transporters by insulin
and extracellular glucose in C2C12 myotubes” Am J Physiol Endocrinol Metab,
291: E817-E828, (2006).

Nehal, M., Baquer, N.Z.,, “Effect of diabetes and insulin-induced
hypoglycemia on hexokinase and glucose-6-phosphate dehydrogenase in red
blood cells”, Biochem Int, 19, 185-191, (1989).

Nisha, P., Mini, S., “Flavanoid rich ethyl acetate fraction of Musa paradisiaca
inflorescence down-regulates the streptozotocin induced oxidative stress,
hyperglycaemia and mRNA levels of selected inflammatory genes in rats”, J
Funct Foods, Volume 5 (4) 1838-1847, (2013).

Nugroho, A.E., Lindawati, N.Y., Herlyanti, K., Widyastuti, L., Pramono, S.,
“Anti-diabetic effect of a combination of andrographolide-enriched extract of
Andrographis paniculata (Burm f.) Nees and asiaticoside-enriched extract of
Centella asiatica L. in high fructose-fat fed rats”, Indian J Exp Biol., 51(12), 1101-
8, (2011).

Obrosova, 1.G., Minchenko, A.G., Vasupuram, R., White, L., Abatan, O.1.,
Kumagai, A.K., Frank, R.N., Stevens, M.J., “Aldose reductase inhibitor fidarestat
prevents retinal oxidative stress and vascular endothelial growth factor
overexpression in streptozotocin-diabetic rats”, Diabetes, 52, 864-871, (2003).

Oshima, Y., Sato, K.,, Hikino, H., “Isolation and Hypoglycemic Activity of
Quinquefolans A,B, and C, Glycans of Panax quinquefolium Roots”, J. Nat.
Prod., 1987, 50 (2), 188-190, (1987).

50



Parthasarathy, C., Renuka, V.N. and Balasubramanian, K., “Sex steroids
enhance insulin receptors and glucose oxidation in Chang liver cells” Clinica

Chimica Acta, 399, 49-53, (2009).

Patel, M.B., Mishra, S.H., “Cell lines in Diabetes Research: A Review”,
Pharmacogn Rev, 2(4),188-205, (2008).

Pergola, P.E., Krauth, M., Huff, J.W., Ferguson, D.A., Ruiz, S., Meyer, C.J.,
Warnock, D.G., "Effect of Bardoxolone Methyl on Kidney Function in Patients
with T2D and Stage 3b-4 CKD", Am J Nephrol, 33 (5), 469-476.
d0i:10.1159/000327599, (2011a).

Pergola, P.E., Raskin, P., Toto, R.D., Meyer, C.J., Huff, JW., Grossman, E.B.,
Krauth, M., Ruiz, S., Audhya, P., Christ-Schmidt, H., Wittes, J., Warnock, D.G.,
"Bardoxolone Methyl and Kidney Function in CKD with Type 2 Diabetes", N
Engl J Med, 365, 327-336.d0i:10.1056/NEJMo0al1105351, (2011b).

Poitout, V., Stout, L. E., Armstrong M. B., “Morphological and functional
characterization of betaTC-6 cells”, Diabetes, 44:306-314, (1995).

Pushparaj, P.N., Tan, B.K.H., Tan, C.H., “The mechanism of hypoglycemic
action of the semi-purified fractions of Averrhoa bilimbi in streptozotocindiabetic
rats”. Life Sciences, 70, 535-547, (2001).

Rahal, A., Mahimab, Verma, A.K., Kumar, A., Tiwari, R., Kapoor, S.,
Chakraborty, S., Dhama, K. ”Phytonutrients and nutraceuticals in vegetables and
their multi-dimensional medicinal and health benefits for humans and their
companion animals: A review”, J Biol Sci, 14, 1-19, (2014).

Ramadhan, R., Phuwapraisirisan, P., “New arylalkanones from Horsfieldia
macrobotrys, effective antidiabetic agents concomitantly inhibiting a-glucosidase
and free radicals”, Bioorg Med Chem Lett, Volume 25, Issue 20, Pages 4529-
4533, ISSN 0960-894X, http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2015.08.069, (2015).

Rengarajan, S., Parthasarathy, C., Anitha, M. and Balasubramanian, K.,

“Diethylhexylphthalate impairs insulin binding and glucose oxidation in Chang
liver cells”, Toxicol in Vitro, 21, 99-102, (2007).

Rhoades RA and Bell DR., ‘“’Physiology and Body Fluids Medical
Physiology. In: Principles for Clinical Medicine’’, Lippincott Williams and
Wilkins, 3rd Edition: 419-441, (2009).

Rhoades RA and Bell DR., “The Endocrine Pancreas. In: Principles for
Clinical Medicine’’, Lippincott Williams and Wilkins, 3rd Edition: 641-655,
(2009).

Rowland, A.F., Fazakerley, D.J., James, D.E., “Mapping insulin/GLUT4
circuitry”, Traffic, 12(6), 672-81, (2011).

Saltiel, A.R. and Kahn, C.R., "Insulin signalling and the regulation of glucose
and lipid Metabolism”, Nature, 414: 799-806, (2001).

Satman, I., Omer, B., Tiitiincii, Y., Kalaca, S., Gedik, S., Dingcag, N.,
Karsidag, K., Geng, S., Telci, A., Canbaz, B., Turker, F., Yilmaz, T., Cakir, B.,
Tuomilehto, “’Tiirkiye ve Bolge Ulkelerinde Diyabet Sorunu’’, J., Eur J
Epidemiol, 28:169-180, DOI 10.1007/s10654-013-9771-5, (2013).

o1


http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2015.08.069

Schultze, S.M., Hemmings, B.A., Niessen, M., Tschopp, O., ’PI3K/AKT,
MAPK and AMPK signalling: protein kinases in glucose homeostasis”, Expert
Rev Mol Med, 11,14:el. doi: 10.1017/S1462399411002109, (2012).

Sechi, .lA., Griffin, C.A., Grady, E., Grunfeld, C., Kalinyak, J.E.,
Schambelam, M., “Tissue-specific regulation of insulin receptor mRNA in rats
with STZ-induced diabetes mellitus”, Diabetes, 41,1113-1118, (2012).

Seifter J, Sloane D and Ratner A., “’The Endocrine Pancreas: Fed and Fasted
Metabolic States. In: Concepts in medical physiology’’, Lippincott Williams &
Wilkins. 498-507, (2005).

Sesti, G., Federici, M., Hribal, M.L., Lauro, D., Sbraccia, P. and Lauro, R.,
“Defects of the insulin receptor substrate (IRS) system in human metabolic
disorders, The FASEB J,15, 2099-2111. doi:10.1096/f].01-0009rev, (2001).

Sesti, G., Federici, M., Lauro, D., Sbraccia, P., Lauro, R., “Molecular
mechanism of insulin resistance in type 2 diabetes mellitus: role of the insulin
receptor variant forms”, Diabetes Metab Res Rev., 17(5), 363-73, (2001).

Siddle, K., “Signalling by insulin and IGF receptors: supporting acts and new
players”, J. Mol. Endocrinol, 47(1), R1-10, (2011).

Skelin, M., Rupnik, M. and Cenci¢, A., “Pancreatic Beta Cell Lines and their
Applications in Diabetes Mellitus Research”, Altex ,27, 105-113, (2010).

Sung, J.K., Koh, J.H., Lee, M.Y., Kim, B.H., Nam, S.M., Kim, J.H., Yoo,
J.H., Kim, S.H., Hong, S.W., Lee, E.Y., Choi, R., Chung, C.H., “Aldose reductase
inhibitor ameliorates renal vascular endothelial growth factor expression in
streptozotocin-induced diabetic rats”, Yonsei Med J , 51, 385-391, (2010).

Taniguchi, C. M., Emanuelli, B., Kahn, C. R., ‘Critical nodes in signalling
pathways: insights into insiilin action’, Nature Rev, Molecular Cell Biology,
Volume 7, (2006).

Thorens, B., Mueckler, M., “Glucose transporters in the 2Ist Century
(Review)”, Am J Physiol — Endocrinol Metab, 298, E141-E145, (2010).

Topcu, G., Eris, C., Kurucu, S., Ulubelen, A., “A new flavanone from
Teucrium alyssifolium”, Turk J Chem, 20, 265-267, (1996).

Topcu, G., Eris, C., Ulubelen, A., “Neo-Clerodane diterpenoids from
Teucrium alyssifolium” J Natural Products, 60, 1045-1047, (1997).

Topcu, G., Eris, C., Ulubelen, A., Krawiec, M. and. Watson W.H., “New
Rearranged Neo-clerodane Diterpenoids from Teucrium alyssifolium”,
Terrahedron, 51, 11793-11800, (1995).

Trapp, C., Barnard, N., Katcher, H., “A plant-based diet for type 2 diabetes:
scientific support and practical strategies”, Diabetes Educ; 36(1), 33-48. doi:
10.1177/0145721709357797, (2010).

Ullrich, A., Bell, J.R., Chen, E.Y., Herrera, R., Petruzzelli, L.M., Dull, T.J.,
Gray, A., Coussens, L., Liao, Y.C., Tsubokawa, M., Mason, A., Seeburg, P.H.,
Grunfeld, C., Rosen, O.M., and Ramachandran, J., “Human insulin receptor and

52



its relationship to the tyrosine kinase family of oncogenes”, Nature, 313, 756-761,
d0i:10.1038/313756a0, (1985).

Unakal, C. and Mercy Newman, M., “Antidiabetic activity of Amaranthus
dubiousethanolic leaf extract on alloxan induced diabetic mice” Int J Curr

Microbiol App Sci, 3(2), 584-590, (2014).

Uking, K., Giirlek, A., Usman, A., ‘Yeni antidiyabetik ilaglar’, Hacettepe Tip
Dergisi, 38:113-120, (2007).

Van de Venter, M., Roux, S., Bungu, L.C., Louw, J., Crouch, N.R., Grace,
O.M., Maharaj, V., Pillay, P., Sewnarian, P., Bhagwandin, N. and Folb, P.,
“Antidiabetic screening and scoring of 11 plants traditionally used in South
Africa”, J Ethnopharmacol; 119, 81-86, (2008).

Vilsbol, T., Brock, B., Perrildt, H., Levin, K., Lervang, H. H., Kolendorf, K.,
Krarup, T., Schmitz, O., Zdravkovic, M., Le-Thi, T., Madsbad, S., “Liraglutide, a
once-daily human GLP-1 analogue, improves pancreatic B-cell function and
arginine-stimulated insiilin secretion during hyperglycaemia in patients with Type
2 diabetes mellitus”, DiabeticMed, do1: 10.1111/j.1464-5491.2007.02333.X,
(2007).

Wong, R.H., Sul, H.S., “Insulin signaling in fatty acid and fat synthesis: a
transcriptional perspective”, Curr Opin Pharmacol, 10(6), 684-91, (2010).

Wood, I. S., Trayhum, P., ‘Glucose transporters (GLUT and SGLT): expanded
families of sugar transport proteins’, Br J Nutr, 89, 3-9, dou:
10.1079/BJN2002763, (2003).

World Health Organization. “Diabetes”. 4 April 2014.

World Health Organization., “Global health risks. Mortality and burden of
disease attributable to selected major risks ”, Geneva, (2009).

Yong, H.L., White, M.F., “Insulin receptor substrate proteins and diabetes”,
Arch Pharm Res, 27, 361-370, (2004).

Zelezniak, A., Pers, T.H., Soares, S., Patti, M. E., Patil, K. R., “Metabolic
Network Topology Reveals Transcriptional Regulatory Signatures of Type 2
Diabetes”, PLoS Comput Biol, 6(4): e1000729, doi:10.1371/journal.pcbi.1000729,
(2010).

ZenBio Instruction Manual, ° Maintenance and Differentiation of 3T3L1
Preadipocytes to Adipocytes’’, ZBM0009.02 3T3L1 Cell Care Manual, ZenBio
Inc., NC, USA, (2010).

Zhou, J., Chan, L., Zhou, S., “Trigonelline: a plant alkaloid with therapeutic

potential for diabetes and central nervous system disease”, Curr Med Chem., 19,
3523-31, (2012).

Zima, A., Hosek, J., Treml, J., Muselik, J., Suchy, P., Prazanova, G., Lopes,
A., Zemlicka, M., “Antiradical and Cytoprotective Activities of Several C-
Geranyl-substituted Flavanones from Paulownia tomentosa Fruit”, Molecules, 15,
6035-6049. doi: 10.3390/molecules15096035, (2010).

53



Zisman A, Peroni OD, Abel ED. ve dig.,”’ Targeted disruption of the glucose
transporter 4 selectively in muscle causes insulin resistance and glucose
intolerance’’, Nat Med, 6 924-8, (2000).

54



7. OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Buket AYAR

Dogum Yeri ve Tarihi : Divrigi / 15.07.1990

Lisans Universite : Cumhuriyet Universitesi

Elektronik posta : ayarbuket@gmail.com

Tletisim Adresi ; Bahgelievler Mh. Ugur Mumcu Cd.

3023. Sk. Saglik Miid. Loj. No:11
Kongre Bildiri Ozeti Listesi

« AYAR, B., Ozgun, O., C. TURGUT, G,, YILMAZ, A., GAZIOGLU, I.,
TOPCU, G., SEN, A,, “Evaluation of Antidiabetic Potential of Circilineol Using
B-TC-6, 3T3-L1, C2C12, Chang Liver and Caco-2 Cell Lines”, V. International
Congress of the Molecular Biology Association of Turkey, 2015, (Middle East

Technical University).

* AYAR, B., Ozgun, O., C. TURGUT, G., YILMAZ, A., GAZIOGLU, I.,
TOPCU, G., SEN, A., “Investigation of The In Vitro Anticancer Activities of The
Diterpenoid Alysine B Isolated from Teucrium Alyssifolium”, V. International
Congress of the Molecular Biology Association of Turkey, 2015, (Middle East

Technical University).

55



	11.pdf
	ONAY1.pdf
	Page 1

	333.pdf
	ONAY2.pdf
	Page 1

	Buket AYAR_PAÜ_YL_TEZ düzenleme.pdf



