T.C.
AKDENiZ UNiV!ERSiTESi
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

SIGAN iZOLE MEZENTERIK YATAGI KUGUK
REZISTANS ARTERLERINDE VISFATIN'IN
FONKSIYONEL ETKILERI

Esra AKCABAG CIRA

Yiiksek Lisans Tezi

Antalya, 2015



T.C.
AKDENiZ UNiV!ERSiTES_i_ )
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali

SIGAN iZOLE MEZENTERIK YATAGI KUGUK
REZISTANS ARTERLERINDE VISFATIN'IN
FONKSIYONEL ETKILERI

Esra AKCABAG CIRA

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danigmani
Prof. Dr. Sadi S. 0ZDEM

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan Desteklenmistir. (Proje No: 2014.02.0122.002)

“‘Kaynakga Gosterilerek Tezimden Yararlanilabilir”

Antalya, 2015



OZET

Adipoz doku enerji depolamanin yani sira pek ¢ok hayati role sahip endokrin
bir organdir. Yag asitleri, diger lipidler ve metabolitlerin salinimina ilave olarak,
adipoz doku 600’den fazla adipokin (adipositokin) olarak adlandirilan biyoaktif faktor
salgilamaktadir. Adipositokinler, adipoz doku igerisinde lokal olarak etki
gosterebildikleri gibi sistemik dolagimla farkli organlara da ulasabilmekte ve burada
sistemik etkiler de olusturmaktadirlar. Halen bilinen 600’den fazla adipokin immin
yanit, inflamasyon, glukoz metabolizmasi, insilin duyarlihdi, hipertansiyon, hicre
adezyonu, vaskuler buyime ve fonksiyon, adipogenez, kemik morfogenezi, blylime,
lipid metabolizmasi, istah ve doygunlugun dizenlenmesi gibi biyolojik slireclerde rol
oynamaktadir.

Yeni bir adipositokin olan visfatin, ¢esitli patolojik durumlarla iligkisi yani sira
perivaskller adipoz doku (PVAT)da bulunmakta ve vaskiler sistemde etkiler
go6stermektedir. Endotel fonksiyon bozuklugu ve vaskiler hasar icin potansiyel bir
biyomarker olabilecegi ileri surtlmustur. Vaskuler gevsemenin bozulmasinda direkt
bir rol oynayabilecegi bildiriimesine karsin klglk rezistans arterlerdeki fonksiyonel
etkilerine yonelik ¢alismalarda celiskili sonuglar alinmistir. Bu nedenle bu calismada
sican izole mezenterik rezistans arterlerinde visfatin’in fonksiyonel etkilerinin ve bu
etkilerde rol oynayan olasi mekanizma/lar'in belirlenmesi amaglanmistir.

Calisma 10-12 haftalik erkek Wistar siganlardan alinan izole mezenterik
vaskller yatak klgUk rezistans arter halkalarinda gergeklestiriimistir. Visfatin
inkibasyonu (1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL) mezenterik arter halkalarinin noradrenaline
(NA: 10 — 10 M) kasilma yanitlarinda anlamli bir degisiklik olusturmamis, ancak
endoteli saglam halkalarin asetilkoline (ACh: 10™° — 10®° M) gevseme yanitlarini
anlamh olarak azaltmistir. Visfatin’in inhibitdr etkisi endoteli zedeli halkalarda
g6zlenmemistir. Visfatin’in ACh ile olusan gevseme yanitlari Gzerindeki inhibitor
etkisi, dokularin Nampt inhibitérd FK866 (10 uM) veya superoksid dismutaz (SOD:
100 U/ml) ile inkubasyonu sonrasinda geri donmustur. Sigan mezenterik arter
halkalarinin sodyum nitropruside (SNP: 10™° — 10®° M) gevseme yanitlar visfatin
inkibasyonu ile anlamli bir degisiklik goéstermemigtir. Mezenterik PVAT visfatin
diuzeyleri (117.75 £ 12.47 ng/mg) plazma visfatin dizeylerinden (8.75 + 0.81 ng/mL)
anlamh olarak yiksek bulunmus, bu iki parametre arasinda anlamli bir pozitif
korelasyon saptanmistir.

Mevcut sonuglar toplu olarak ele alindiginda visfatin’in izole sigan mezenterik
rezistans arterlerinde endotel bagimli gevseme yanitlarini olasilikla NO inhibisyonu
ve serbest oksijen radikalleri araciligi ile inhibe ettigi anlasiimaktadir. NO’in
endotelyal inflamasyonu ve trombozu inhibe eden bir vazoprotektif ajan oldugu
distndldigunde, galismamizin sonuglari gesitli patolojik durumlara bagh visfatin
dizeylerindeki lokal ve/veya sistemik artislarin, en azindan kiguk rezistans arterler
dizeyinde endotel fonksiyonlari Gzerindeki olumsuz etkileri ile bu patolojilere katkida
bulunabilecegine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adipokin, Visfatin, Sigan Mezenterik Arter, Nitrik Oksid,
Vazoprotektif



ABSTRACT

Adipose tissue is an endocrine organ with many vital roles as well as energy
storage. In addition to the release of fatty acids, other lipids and metabolites, it
secretes more than 600 bioactive factors named as adipokine (adipocytokine).
Adipocytokines can exert both local effects within the adipose tissue and systemic
effects in different organs by reaching them through systemic. More than 600
adipokines, currently known, play roles in biological processes such as immune
response, inflammation, glucose metabolism, insulin sensitivity, hypertension, cell
adhesion, vascular growth and function, adipogenesis, bone morphogenesis,
growth, lipid metabolism and regulation of appetite and satiety.

Visfatin, a new adipocytokine, is expressed in perivascular adipose tissue
(PVAT) and exerts effects in vascular system in addition to its relation with various
pathological conditions. It is suggested that visfatin is a potential biomarker for
endothelial dysfunction and vascular damage. Although, it is reported that visfatin
may play a direct role in deterioration of vascular relaxation, there are conflicting
results regarding its functional effects in small resistance arteries. Therefore, the
present study aimed to investigate the functional effects and the possible underlying
mechanism(s) of visfatin in isolated rat mesenteric small resistance arteries.

The study was conducted in isolated rings of small resistance arteries from
mesenteric vascular bed obtained from male Wistar rats aged 10-12 weeks. While
visfatin incubation (1, 5, 25, 50 and 100 ng/mL) did not produce significant
alterations in contractile responses of mesenteric arterial rings to noradrenaline (NA:
10° — 10° M), relaxation responses to acetylcholine (ACh: 10 — 10° M) were
significantly reduced in endothelium-intact rings. The inhibitory effect of visfatin was
not observed in endothelium-denuded rings. Incubation of tissues with Nampt
inhibitor FK866 (10 uM) or superoxide dismutase (SOD: 100 U/ml) reversed the
inhibitory effects of visfatin on relaxation responses to ACh. Visfatin incubation did
not cause a significant alteration in relaxation responses of rat mesenteric artery
rings to sodium nitroprusside (SNP: 10™ — 10° M). Mesenteric PVAT visfatin levels
(117.75 £ 12.47 ng/mg) were significantly higher than plasma visfatin levels (8.75
0.81 ng/mL) and there was a significant positive correlation between these two
parameters.

Taken together, present results suggested that visfatin inhibited the
endothelium-dependent relaxation responses in isolated rat mesenteric resistance
arteries probably through NO inhibition and free oxgen radicals. Given that NO is a
vasoprotective agent inhibiting endothelial inflammation and thrombosis, the results
of our study indicated that increments in local and/or systemic visfatin levels due to
various pathological conditions may contribute, at least at the level of small
resistance arteries through unfavorable effects on endothelial functions, in these
pathologies.

Keywords: Adipokine, Visfatin, Rat Mesenteric Artery, Nitric Oxide,
Vasoprotective
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

ACh . Asetilkolin
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BMP-7 : Kemik Morfogenetik Protein-7

cGMP : Siklik Guanozin Monofosfat

CD : Yuzey Farklhilagsma Antijenleri

CRP : C-Reaktif Protein

DPP-4 : Dipeptidil Peptidaz-4

ELISA : Enzim Baglh immiinosorbent Yontemi
eNOS . Endotelyal Nitrik Oksid Sentaz

ERK 2 : Ekstraselluler Sinyalle Dizenlenen Kinaz
FGF . Fibroblast Buyume Faktoru

FMD : Akim Aracili Gevseme (Flow-Mediated Dilation)
HDL : YUksek Yogunluklu Lipoprotein

GABA : Gama Aminobutirik Asid

GLP-1 : Glukagon Benzeri Peptid-1

GLUT-4 : Glukoz Transporter Tip-4

ICAM-1 : Intraselliler Hiicre Adezyon Molekli-1
IL : Interldkin

IL-18 . Interldkin-1 Beta

IL-1Ra . interlokin-1 Reseptér Antagonisti

KAH : Koroner Arter Hastaligi



KCI : Potasyum Klorlr

L-NAME : Nw- Nitro-L-Arginin Metilester

LDL : DUsuk Yogunluklu Lipoprotein
MCP-1 : Monosit Kemoatraktan Protein-1
MIN : Mouse Insiilinoma

MMP : Matriks Metalloproteinaz

NA : Noradrenalin

NAD : Nikotinamid Adenin Dinukleotid
Nampt . Nikotinamid fosforiboziltransferaz
NMN : Nikotinamid Mononukleotid

NO > Nitrik Oksid

NO : Nitrik Oksid Sentaz

NPY : Noropeptid Y

PBEF . Pre-B-Hucre Koloni-Artirici Faktor
PCOS : Polikistik Over Sendrom

PHE . Fenilefrin

PI3K : Fosfoinositol-3 Kinaz

PPARy : Peroksizom Proliferatdr Aktive Edici Reseptor Gama
PSS . Fizyolojik Tuz Solusyonu

PVAT . Perivaskuler Adipoz Doku

RA : Romatoid Artrit

SIRT1 : Sirtuinl

SNP : Sodyum Nitroprussid

SOD . Superoksid Dismutaz
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VEGF
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Cizelge

4.1.

CiZELGELER DiZziNi

Sayfa

Fenilefrin ile 6n-kasilma olusturulan sigan mezenterik rezistans
arter halkalarinda farkh (1, 5, 25, 50, 100 ng/mL)
konsantrasyonlarda visfatin ile 30 dk. inkibasyon oOncesi
(kontrol) ve sonrasinda asetilkolin (ACh) ve sodyum nitroprusid
(SNP) igin Emax (%) ve pD2 degerleri
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GIRiS VE AMAG

Adipoz doku aktif bir endokrin organ olarak rol oynamakta ve
adipositokinler olarak adlandirilan ¢ok sayida biyoaktif faktér Uretmektedir.
Adipositokinler hem adipoz doku igerisinde lokal olarak etki gosterebilmekte
hem de sistemik dolagsimla farkli organlara da ulasarak besin alimi-vicut
agirhginin duzenlenmesi, inflamasyon, treme, insulin duyarhligi, immanite,
ve vaskuler olaylarin dizenlenmesinde etkiler olusturmaktadirlar (1; 2).
Adipositokinlerin dengesiz bir sekilde artmasinin insulin direnci, adipoz doku
inflamasyonu, kronik sistemik inflamasyon ve endotel fonksiyon
bozukluklarini da etkileyebilecedi, ayrica bu durumun obezite ve Tip 2
Diyabetes Mellitus (T2DM) gibi metabolik bozukluklarda da rol
oynayabilecegi ileri surtlmuastir (3). Kardiyovaskuler komplikasyonlarla iligkili
metabolik hastaliklarin gelisiminde, adipositokinlerin oynadigi roller son
zamanlarda merak uyandiran bir arastirma konusu durumuna gelmistir.

Pre-B-hicre koloni artinci  faktéor (PBEF) ve nikotinamid
fosforiboziltransferaz (Nampt) olarak da bilinen visfatin, yeni bir adipoz doku
kokenli sitokindir (adipositokin) (4; 5). Obezite, T2DM ve metabolik sendrom
gibi degisik klinik durumlarda dolasimdaki visfatin diizeylerinin yukseldigi (6;
7) bildiriimesine karsin, bu konudaki ¢alismalarin sonugclari arasinda genel bir
tutarsizlik s6z konusudur; bazi ¢alismalarda s6z konusu klinik durumlarda
visfatin duzeylerinin saghkh goénullilerden farkh olmadigi ya da daha dusik
oldugu gosterilmigtir (8). Benzer sekilde subkutan yag birikimi olan kigilere
gore viseral yag birikimi olan obez insanlarda, plazma visfatin dizeylerinin
daha yuksek oldugu bildirilmis (6) ancak Berndt ve arkadaslarinin (9)
calismasinda visfatin mRNA ekspresyon dizeyleri agisindan subkutan yag
birikimi ile viseral yag birikimi olanlar arasinda fark olmadigi saptanmistir.
Diger taraftan, visfatin monosit/makrofajlari aktive ederek direkt olarak
vaskuler hucrelerle etkilesen ¢ok genis bir hicre serisi tarafindan salindigi
icin (10), sistemik dolasimdaki visfatin’in yani sira, lokal olarak sentezlenen
visfatin’in de vaskuler fonksiyonlarin dizenlenmesinde parakrin bir etki
olusturabilece@i dusunulebilir. Nitekim bu gorus ile uyumlu sekilde sigcan
aortunun PVAT da uretilen visfatin’in, ayni dokudan elde edilen vaskuler diz
kas huacre kultirlerinde, hicre proliferasyonunu stimile ettigi gosterilmigstir
(11). Ayrica koroner arter hastaligi (KAH) olan kisilerin plak ruptur
bélgelerinde visfatin ekspresyonunun arttiyi ve visfatin’in potansiyel olarak
plak destabilizasyonunda rol oynayabilecegi bildirilmistir (12). Tum bu
bulgular visfatin’in lokal PVAT ve/veya sistemik dolagimdaki dizeylerinin
degisiminin belirli vaskller hastaliklar agisindan olduk¢a énemli olabilecedini
dusundurmektedir.



Deney hayvanlari ve insanlarda yapilan ¢alismalarda visfatin’in aort ve
koroner arter gibi damarlarin PVAT’ta bulundugu (11; 13) ve vaskuler
sistemde ¢esitli fonksiyonlar gosterdigi saptanmistir. Visfatin, ekstraselliler
sinyalle duzenlenen kinaz (ERK 72) ve p38 sinyalizasyon yolaklari araciligi ile
vaskuler diz kas hicre buyumesini (11), fosfoinositol 3 kinaz/Akt (PI13K/Akt)
ve ERK 7% aktivasyonu ile vaskuler endotelyal buyume faktori ve matriks
metalloproteinazlari artirarak endotelyal anjiogenezi (14) stimile eder.
Nukleer faktor kappa-B-bagimli mekanizmalar araciligi ile intrasellller hucre
adezyon moleklli-1 (ICAM-1) ve vaskiler hicre adezyon molekuli-1
(VCAM-1) gibi adhezyon molekullerini indukleyerek vaskuiler endotelyal
inflamasyona neden olabilir (15). Visfatin ayni zamanda direkt olarak da
vaskuler kontraktiliteyi etkileyebilmekte ancak, visfatin’in vaskuiler tonusun
duzenlenmesi Uzerine direkt etkilerini gosteren calisma sayisinin kisith
olmasi ve bu galigmalardan elde edilen bulgularin da geliskili olmasi bir engel
olusturmaktadir. Visfatin’in in vitro g¢alismalarda insan umblikal veni ve
koroner endotel hucrelerinde endotelyal nitrik oksid sentaz (eNOS)
ekspresyonu ve aktivitesini stimile ederek NO Uretiminde ve siklik guanozin
monofosfat (cGMP) olusumunda artmaya neden oldugu bildirilmigtir (16).
Ayni sekilde, visfatin’in izole sican aortu ve mezenterik arterinde eNOS
aktivasyonuyla gevsetici etki olusturdugu bildirilmistir (17). Bu bulgularla ters
olarak, T2DM (18) ve kronik bdbrek yetmezligi (19) olan hastalarda brakiyal
arterin akim aracili gevsemesi (flow-mediated dilation; FMD) ile plazma
visfatin dlzeyleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu gdsterilmis, renal
transplantasyonu takiben dolagimdaki visfatin duzeylerindeki azalma ile
birlikte FMD ile degerlendiriien endotel fonksiyon bozuklugunda dizelme
oldugu saptanmigtir (20). Son zamanlarda yapilan bir calismada ise
visfatin’in insan ve sigan mezenterik mikrodamarlarinda Nampt aktivitesi
araciliiyla endotel bagimh gevsemeleri bozdugu gdsterilmistir (21). Bu
celiskili sonuglar, visfatin’in vaskuler dokuda fonksiyonel etkilerinin ve bu
etkilerde rol oynayan mekanizmalarin tam olarak belirlenebilmesi igin mevcut
calisma sayisinin artirilmasi gerektigini géstermektedir.

Bu nedenle bu c¢alismada sigcan izole mezenterik yatadi kiguk
rezistans arterlerinde visfatin’in fonksiyonel etkilerinin ve bu etkilerde rol
oynayan olasi mekanizmal/lar'in belirlenmesi ve visfatin’in (22) kuguk
rezistans arterlerdeki etkilerine yonelik c¢eliskili sonuglara aciklik getirilmesi
amaclanmistir. Calisma kapsaminda plazma ve izole kuguk rezistans arter
PVAT visfatin konsantrasyonlari olgiimis ve bu konsantrasyonlar in vitro
izole tel miyografta visfatin’in etkinlik gdsterdigi konsantrasyon araliklari ile
karsilagtinilmistir.  Bu  sekilde hem visfatin’in  sistemik ve lokal
konsantrasyonlari arasindaki olasi iligkiler hem de fizyolojik ve patolojik
durumlarda olusabilecek sistemik ve lokal visfatin konsantrasyonlarinin
vaskuler rezistans Uzerindeki etkilerine yonelik ilk veriler elde edilerek bu
alanda yapilacak ileri galigmalara zemin hazirlanmisgtir.



GENEL BILGILER

2.1. Adipoz Doku

Adipoz doku; adiposit preklrsorleri, fibroblastlar, immun hicreler ve
cesitli hucre tiplerini igceren, bag dokusunun 0Ozel bir tipidir ve bu bag
dokusuna gevsek sekilde baglanan adiposit olarak adlandirilan hiucrelerden
meydana gelmektedir (23). Adipositler, yasamin ilk iki yilinda
preadipositlerden olugsmaktadir, bayUklik ve sayi olarak en ¢ok bu yillarda
degisim gostermektedir (24). Ergenlige kadar adiposit sayisi ¢ogalarak
artmaya devam etmektedir. Adipositlerin ¢api 20 — 200 ym arasindadir.
Adipositler ¢ap olarak 20 kata kadar genisleyebilir, hacim olarak 1000 kata
kadar artis gOsterebilir (24; 25). Adipositlerin yani sira adipoz doku,
fibroblast, |0kosit, makrofaj ve preadiposit gibi bazi yapisal hicreler de
icerebilir.

Adipositlere hormonlar ve sitokinler araciligi ile gelen endokrin,
parakrin ve otokrin sinyaller, adiposit membraninda ve sitoplazmasinda gesitli
hormon ve sitokinlere ait reseptorler aracihgr ile iletilerek cesitli
fonksiyonlarda rol oynarlar (24). Adiposit membraninda bulunan reseptorler;
hormon sitokin reseptorler (leptin, insdlin, tiroid stimile edici hormon (TSH),
anjiotensin |l gibi), adrenoseptorler (B1, B2, a1, a2 reseptdrler), lipoprotein
reseptorler (¢cok dusuk yogunluklu lipoprotein: VLDL, dusik yogunluklu
lipoprotein: LDL, yuksek yogunluklu lipoprotein: HDL reseptorleri) ve
sitoplazmada bulunan nukleer reseptorler seklinde siniflandirilabilir (24).

Adipoz doku enerji depolamanin yani sira pek ¢ok hayati role sahip
endokrin bir organdir (26). Yag asitleri, diger lipidler ve metabolitlerin
salinimina ilave olarak, yag dokusu 600’den fazla biyoaktif faktor
(adipokinler) salgilamaktadir (27). Adipositlerden ve adipositler arasinda
bulunan bag dokusu hucrelerinden salgilanan adipokinlerin otokrin, parakrin
ve endokrin etkileri oldugu gosterilmistir (28). Adipoz doku, adipokinleri
salgilayarak glukoz metabolizmasina katkida bulunmaktadir (6). Adipoz
dokunun sadece enerji kaynagi olmayip birgok sitokin ve yag dokusu
kaynakli peptidleri salgilama yetenegi olan aktif bir organ olmasi; yeni
metabolik belirteclerin  varligini arastirmak igcin c¢alismalara kaynak
olusturmaktadir (29).

Adipoz doku vicuttaki en baylk enerji kaynagidir ve bu enerji, acglikta
ve ihtiya¢g duyuldugunda hizla dolagsima yag asitleri seklinde gecgebilecek
trigliserid halinde depolanmistir. Adipositlerden bu yag asidleri ve salgilanan
hormon ve sitokinlerin dolagsima gegisi hormonal sinyaller ile kontrol edilir.
insilin, adrenalin, noradrenalin ve kortizol gibi maddeler adipositlere etki
ederek adiposit fonksiyonlarini diizenler (30-32).



Adipoz doku, htcrelerinin icerdigi lipid damlaciklarina goére unilokuler
(beyaz) ve multilokuler (kahverengi) yag dokusu olarak siniflandirilir. Bu
dokular morfolojik yapilari, anatomik vyerlesimleri, fonksiyonlari ve
duzenlenmeleri acisindan cesitli farkliliklar gosterirler. Organizmanin temel
enerji deposu beyaz yag dokusudur. Kahverengi yag dokusu ozellikle kis
uykusuna yatan canlilarda vicut sicakliginin dizenlenmesinde rol oynar. Pek
¢cok memelide kahverengi yag dokusu gebelik sirasinda ve perinatal
yasamda gelisir. Kahverengi yag doku hucreleri sitoplazmalarinda ¢ok sayida
mitokondri ve bir mitokondriyal protein olan eslenmemis protein1'i
(Uncoupling Proteinl; UCP1) icermeleri, yetigkinlerde ¢ok az miktarlarda
bulunmalari ve 1s1 dizenlenmesinde (termoregtlasyon) gérev almalar ile
beyaz yagd dokusundan ayrilirlar (33; 34). Beyaz yag dokusu, yag kutlesi
icerisinde en fazla bulunan yag dokusu tipidir ve asiri obezite durumunda
vacut agirhginin yarisindan fazlasini olusturabilir. Kahverengi yag dokusuna
oranla daha az damarlanma ve sinir dokusu igerir. Beyaz yag dokusu, viseral
yag (karin boslugunda i¢ organlar etrafinda yerlesmis olan yagd; omental yag)
ve subkutan (deri alti) yag olmak Uzere iki kisimda incelenir. Beyaz yag
dokusunun enerji dengesindeki énemi iyi bilinmekte ve bircok arastirma bu
dokunun metabolizmasi ile ilgilenmektedir (35).

Mezenterik depolar (abdominal aort ve mezenter arterler) cogunlukla
beyaz adipoz doku igermektedirler. Sigan aort ve mezenterik arterlerinin
etrafi PVAT ile ¢evrelenmistir (36) (Sekil 2.1).

Endotelyal
@ Y @@ ¥ @ hiucreler
@O@@ @@ <«—— Vaskiiler duz
@ @@@ O@ kas hucreleri
("> B> o O o D «— Fibroblastlar
> o= , = ’f’r’ \ 7
s = = ° = Perivaskiiler Adipoz
£ Doku (adipositler)
Sekil 2. 1. Damar tabaka yapisi. Bu sekil, (36) nolu kaynaktan modifiye edilmistir.



2.2. Adipokinler

Adipoz dokudan salinan molekullere genel olarak adipokinler ya da
adipositokinler adi verilmektedir. Hem yeni hem de var olan molekullerin
adipoz doku ya da adipositlerden salindiginin gosterilmesi ile adipokinler
sinifi her yil daha da genislemektedir (37) (Sekil 2.2). Adipokinlerin ¢ogu
hormon benzeri Ozellikler gosteren (bazilari sitokin olarak bilinen)
peptid/protein yapida molekullerdir (38). Halen bilinen 600’den fazla adipokin
(27), immun yanit (adipsin, serum amiloid A3: SAA3, interlokin-17D: IL-17D,
koloni stimule edici faktorler: CSFs), inflamasyon (IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, C
reaktif protein: CRP, monosit kemoatraktan protein-1: MCP-1, osteopontin,
progranulin, chemerin), glukoz metabolizmasi (leptin, adiponektin, dipeptidil
peptidaz-4: DPP-4, resistin, vaspin), insulin duyarhligi (leptin, adiponektin,
chemerin), hipertansiyon (anjiyotensinojen), hicre adezyonu (fenilalanin
amonyak liyaz-1: PAI-1), vaskuler buyume ve fonksiyon (vaskuler endotelyal
bliyime faktéri: VEGF), adipogenez ve kemik morfogenezi (kemik
morfogenetik protein-7: BMP-7), buyime (insulin benzeri buyime faktora 1:
IGF-1, transforme edici buyume faktéri-B: TGF-B, fibronektin), lipid
metabolizmasi (cluster of differentiation: CD36), istah ve doygunlugun
dizenlenmesi (leptin, vaspin) ve c¢esitli diger biyolojik slreclerde rol
oynamaktadir (39). Adipokinlerin, istah ve doygunluk, yag dagilimi, insulin
duyarlih@r ve insilin sekresyonu, enerji tuketimi, inflamasyon, kan basinci,
hemostaz ve endotelyal fonksiyonlarin duzenlenmesinde o6nemli roller
oynadiklari  bilinmektedir (40). Adipoz doku dlzeyinde adipokinler,
adipogenez, adipoz doku ig¢ine immun hicre migrasyonu, adiposit
metabolizmasi ve fonksiyonlarinin modulasyonuna katkida bulunmaktadirlar
(39). Tum vicut dizeyinde ise adipokinler, beyin, karaciger, kas, damar, kalp
ve pankreatik 3 hucrelerini iceren hedef organlar ve dokularda farkli biyolojik
surecleri module etmekte ve dizenlemektedirler (41). Adipokinler, obezite ve
T2DM (leptin, adiponektin), hipertansiyon (anjiyotensinojen), endotel
fonksiyonu (omentin, apelin), hemostaz (fibrinojen) ve kronik inflamasyon
(timor nekroz faktor- a: TNF-qa, IL-6, IL-13, MCP-1, progranulin, chemerin)
arasindaki iligkiyi temsil edebilecekleri igin, hem biyobelirte¢ hem de terapdétik
bilesikler olarak geligtiriime acgisindan buyuk bir potansiyele sahiptirler (40;
42). Adipokinler, bireysel tedavide basarlyi ve hastaligin ilerlemesini
ongorme, tedavi ve yasam tarzinin klinik yanitlarini izleme, yanit alinamayan
insalarda yapilabilecek miudahaleleri belirleme ya da tedavi uyumunu izleme
alanlarinda kullanilma potansiyeline de sahiptirler (40). Ancak, halen cesitli
adipokin belirteclerin validasyonu oldukga zordur (42).
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Sekil 2. 2. Adipoz dokudan salinan adipokinler. Bu sekil, (37) nolu kaynaktan modifiye
edilmistir.

Yag doku kaynakli faktorler, damar duvarlarinda endotelyal hucreler,
arteryal diz kas hucreleri ve makrofajlarin fonksiyonlarini etkilemek suretiyle
damar duvar homeostazini etkileyebilmektedirler (43). Yag dokusundan
kaynaklanan adipokinlerin obezitenin komplikasyonlari olan hiperlipidemi,
diyabet, hipertansiyon, ateroskleroz ve kalp yetmezligi gibi hastaliklarin
patogenezinde rol oynadiklari bilinmektedir (44). Adipokinlerin ayni zamanda
aterosklerotik plaklarda da bulunmasi endokrin etkilerine ilave olarak
aterosklerotik lezyonlarda lokal etkilerinin de oldugunu duisindirmektedir
(43).

2.2.1. Leptin

ilk adipokin olan leptin 1994 yilinda ob geninden (iretilen bir protein
olarak kesfedilmistir (45). Leptin ismi yunanca “leptos” (ince) kelimesinden
tiretilmistir. Insandaki leptin geni 7. kromozomun uzun kolunun 3.1
bolgesinde bulunmaktadir ve DNA’sinda 15.000den fazla baz ifti
icermektedir (46). Leptin 167 amino asid iceren (45), 16 kDa agiriginda bir
proteindir (47). Leptinin kesfi, ob/ob fare modelinin 6zellikle obez fenotipinin
altinda yatan mekanizmalarin belirlenmesinde rol oynamistir, ob genindeki
bir mutasyon leptin eksikligine neden olmaktadir (45).

Leptin adipositlerden salgilanmakta ve tokluk, aclik, besin alimi,
aktivite ve enerji tuketimi, fertilite, aterogenez ve buyUumenin
duzenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir (48). Leptin Uretiminin ana
kaynagi subkutan yagdir (49). Leptinin, baslangi¢ta yalnizca yag dokusunda
sentezlenip salgilandigi duasunudlurken, yakin zamanlarda plasenta, mide
mukozasi ve karaciger hucrelerinde de sentezlendigi belirlenmigtir (50).
Leptin  ekspresyonu ve sekresyonu c¢esitli faktérler tarafindan



dizenlenmektedir; Ornegin, insilin, glukokortikoidler, TNFa ve dstrojenler
leptini artirirken, androjenler ve serbest yag asitleri azaltmaktadir (51).

Leptin reseptorleri, sitokin reseptor sinif | stiperfamilyasinin Gyeleridir
ve hem santral sinir siteminde hem de periferde bulunmaktadirlar (52).
Leptine duyarl néronlar gesitli hipotalamik bolgelerde (53), karaciger, bdbrek,
akciger, pankreas gibi farkli organlarda (54) ve adipoz dokuda
bulunmaktadirlar (55).

Leptinin temel biyolojik etkisi, santral sinir sistemi etkisi aracihgiyla
adipoz doku buyumesini kontrol etmektir (56). Genigleyen adipositlerden
salinan leptin, reseptorleri araciligiyla istahi azaltmak ve enerji tuketimini
artirmak icin GABA'erjik (y-aminobutirik asid) noronlarda etki gostermektedir
(57). Hipotalamusta, leptin anoreksijenik peptidlerin sentezini artirirken,
oreksijenik peptid sentezini baskilamakta, bdylece genel olarak istahi
azaltmaktadir (48).

Leptinin diger endokrin fonksiyonlari arasinda immun fonksiyonun
dizenlenmesi, hematopoez, anjiyogenez ve kemik gelisimi yer almaktadir.
Vicut yag kutlesi ile orantili olan leptin duzeyleri aglik durumunda hizla
azalabilmekte, inflamatuvar mediyatorler tarafindan ise artirilabilmektedir.
Aclik durumunda immun fonksiyonlarin baskilandigi bilinmektedir. Dusuk
vucut agirhigina sahip insanlarda leptin dizeylerinde azalma yani sira hicre-
aracili immunitede bozulma s6z konusudur. Farelere leptin uygulanmasinin
akut acgliga bagh immunsupresif etkileri geri dondurdugu gosterilmistir (58).
Leptin ayrica hematopoetik hlcre farklilasmasini ve proliferasyonunu
uyarmakta, immun hudcreler tarafindan sitokin Uretimini degistirmekte,
endotelyal hicre buylmesini ve anjiyogenezi uyarmakta ve yara iyilesmesini
hizlandirmaktadir (51).

Leptin vicut agirliginin énemli bir negatif dizenleyicisi oldugundan,
obezite tedavisinde yeri olabilecedi dustunulmustur. Obez bireylerde, serum
leptin konsantrasyonlari artmakla birlikte, besin aliminda azalma ya da
hiperglisemide duzelme olmamistir (48). Dahasi, leptinin ekzojen
uygulanmasi obez hastalarda vicut agirligini ve istahi anlaml olarak
etkilememekte, bu bulgu ise santral leptin rezistansina isaret etmektedir (59).
Leptin, obez konjenital leptin eksikligi olan farelerde (60) ve insanlarda (61)
kilo kaybi olusturmaktadir. Diger taraftan diyetle olusturulan obez kemirgen
modellerinde (62) ya da obez insanlarda (63), kilo kaybi etkinligi ¢ok azdir.
Dogal leptinin yuksek dozlari veya farmakokinetik olarak daha etkili
analoglariyla yapilan tedaviler de, kilo kaybini artirmamakta ve daha fazla
advers olaylara neden olmaktadir (64).

Rekombinant leptin, su an sadece konjenital leptin eksikligi olan
hastalarda kullanim igin mevcuttur (65). insan leptin hormonunun bir analogu
olan metreleptin kisa bir sire 6nce Japonya’da lipodistrofinin tedavisi igin
onaylanmistir, ancak henuz onay igcin ABD ve Avrupa Dduzenleyici
Kurumlar’'inin kararini beklemektedir (66).



2.2.2. TNFa

TNFa inflamasyon, apoptoz ve hucre sag kaliminin yani sira insulin
direnci indiksiyonunda da rol oynayan multifonksiyonel bir sitokin olarak
bilinmektedir (67). TNFa, obez hayvanlarin ve insanlarin adipoz dokusunda
oldukga ylksek oranda bulunmaktadir (68). Obez fa/fa siganlarda TNFa’'nin
notralizasyonu insuline yanit olarak periferik glukozda anlaml bir artmaya
neden olmustur (69). Farelerde TNFa geninin spesifik olarak zedelenmesi
hem diyetle induklenen hem de monogenetik obezite modellerde insulin
duyarlihginda anlamli bir dizelmeye neden olmaktadir (70). Bu veriler TNFa
etkisinin bloke edilmesinin insulin duyarhiligini ve insilin duyarlihigi ile iligkili
Ozellikleri dizeltebilecegi hipotezini desteklemektedir (71).

Bazi kemirgen c¢aligmalarinda, TNFa antikorlarinin uygulanmasi,
inflamatuvar aktivitenin baskilanmasi, yagh karaciger hastaliklarinin
dizelmesi (72) ve beslenme ile olusturulan obezite ve instlin direncine karsi
koruma ile sonuglanmaktadir (73). Ancak, obez Zucker siganlarda, anti-TNFa
tedavisinin insdlin duyarlih@i ya da lipid profili Gzerine etkisi olmamistir (74).
Bazi klinik ¢alismalarda, anti-TNFa antikoru infliximab (75) veya etanercept
(76) ile uzun sureli tedavi sirasinda insulin direngli kisilerde insulin duyarlihdi
ya da glukoz homeostazinda kismi bir dizelmeye neden olmaktadir. Bu
raporlarin aksine, baska c¢alismalarda infliximab ya da etanercept gibi anti-
TNFa antikorlariyla tedavi, insanlarda insulin duyarlihgl ve obezitede
degisiklikler olusturmamistir (77). Ancak yakin zamanda vyapilan bir
calismada, saglikli ancak obez insilin direngli gonullilerde, infliximab ile
kronik TNFa nétralizasyonu inflamatuvar durumda dizelmeye neden olurken
insdlin direncini ya da endotel fonksiyonlarini diizeltmemistir (77). infliximab
temel olarak vaskuler kompartmanda daha c¢ok dagildigi igin, infliximab'in
iskelet kasi ve adipoz doku gibi periferal dokularda insulin direnci Gzerine
etkinliginin dustk olabilecegi bildirilmigtir (78). Morbid obezlerde insulin
direnci Uzerine anti-TNFa antikorlarinin etkisinin olmamasi, TNFa’'nin
parakrin bir etkisinin olabilecegini dugindurmektedir (79).

2.2.3. Adiponektin

Adiponektin 1995 yilinda kesfedilmistir (80). Yag dokusu tarafindan
sentezlenen adiponektin, 30 kDa buyuklugunde, kollojen benzeri bir plazma
proteinidir (81). Adiponektin, kan dolasiminda ¢ ana formda bulunmaktadir.
Bunlar dusuk-molekuler agirlikli trimer, orta-molekuler agirlikli heksamer ve
yuksek molekuler agirlikli multimer formlaridir. Tim formlarin farkl biyolojik
aktivitesi oldugu bilinmekle birlikte yuksek molekuler agirlikh multimer
formunun en aktif form oldugu dusindlmektedir (38).

Adiponektinin genel olarak, insilin duyarhligi ve farkli hicre
tipleri Uzerinde anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik etkiler olusturduguna dair
bir goérts birligi bulunmaktadir (82). AdipoRon oral aktif, sentetik, kiguk
molekullli bir adiponektin reseptér agonistidir (83). Bu molekul adiponektin
reseptdrine baglanmakta ve farelerde insulin direnci ve glukoz intoleransini
dizeltmektedir (83). Daha da 6nemlisi, AdipoRon yuksek yagla beslenen



db/db farelerde yasam suresini uzatmakta ve diyabet gelisimini énlemektedir
(83).

Klinik galigmalarda adiponektin duzeylerinin obezite, T2DM ve koroner
arter hastalarinda distk oldugu tespit edilmistir (84). Adiponektin,
makrofajlardan TNFa salinimini  ve makrofajlarin  epitelyal makrofaj
hicrelerine dénisimund baskilamaktadir (85). Adiponektin vaskuler dis
kaslarda depolanmaktadir ve damar duvarini KAH riskine kargi korumaktadir
(86). Saglikli kisilerde ylksek adiponektin dizeyi anti-aterojenik, anti-
diyabetik ve anti-inflamatuvar etkiler olugturmaktadir.  Adiponektin
dizeylerindeki azalmanin metabolik sendromun temel belirteci oldugu
dusundlmektedir (87).

2.2.4. Apelin

1993 yilinda O’'Dowd ve ark. anjiyotensin tip 1 reseptdor geniyle
oldukca buyuk bir benzerlik (sekans benzerligi) gosteren bir gen
kesfetmislerdir (88). Bu yeni gen, APJ olarak isimlendirilerek G protein bagli
reseptor olarak kodlanmistir (88). Daha sonra 1998 yilinda Tatemoto ve
arkadaslarn tarafindan tanimlanan apelin (89), ilk olarak sigir midesinden
izole edilmistir (90).

Apelin, glukoz metabolizmasinin dizenlenmesinde rol oynayabilen ve
artmis adipoz doku kitlesi ve obezite ile iligkili metabolik hastaliklar arasindaki
baga katkida bulunabilen bir adipokindir (91). Apelin ters farmakoloji ile
kesfedilmis bir adipokindir. Oncelikle reseptéri tespit edilmis, ardindan bu
reseptorin endojen ligandi olarak apelin molekuld izole edilmistir (92).
insanlarda apelin ekspresyonu ilk olarak kaudat nukleus, hipokampus,
talamus, paraventrikiler nukleus, preoptik alan, periventriktler hipotalamus,
ventromedial ve dorsomedial nukleuslar ve frontal kortekste belirlenmistir
(93). Daha sonraki calismalarda, apelin mRNA, 6zellikle omurilik, korpus
kallazum, amigdala, substansiya nigra ve hipofiz bezinde gosterilmistir (94).
Apelin transkripsiyonu ve immunreaktivitesi santral sinir sistemi, kalp, akciger
ve meme dokusu gibi birgok periferik dokuda gozlenmistir. Bu yaygin periferik
ekspresyon nedeniyle, apelinin endotel hucresi kaynakli olabilecegi
dusundimustar (95). Yakin zamanlarda yapilan galismalarda ise apelinin yag
dokusunun yeni bir Gyesi oldugu ve apelin mRNA ve proteininin deney
hayvanlari ve insanlarin subkutan yag dokularindan izole edilen adipositlerde
ve vaskuler stromal fragmanlarda mevcut oldugu gosterilmistir (92).

Obezite, insulin direnci veya karaciger sirozu olan hastalarda serum
apelin konsantrasyonlari yuksek duzeylerde bulunmustur. Adipoz doku apelin
ekspresyonu ve serum konsantrasyonundaki azalma kilo kaybindan
bagimsiz olarak insulin duyarliiginda artmaya katkida bulunmaktadir (96).
Sicanlara apelin reseptér antagonisti uygulanmasi, hepatik fibrozu ve asit
olusumunu azaltmaktadir. Bu bulgular apelinin  belirli  karaciger
hastaliklarinda yeni bir terapétik hedef olabilecegini disundirmektedir (97).
Obez ve insulin direncli farelerde rekombinant apelin enjeksiyonunun, iskelet
kasinda ve yag dokusunda glukoz tuketimini artirarak glukoz duzeylerini



azaltici etki gosterdigi ve bu sekilde glukoz toleransini duzelttigi bildirilmigtir
(98).

Bu bulgulara ek olarak farkli galismalarda apelinin kardiyovaskuler
fonksiyonlar (99), ©6n hipofiz fonksiyonlari ve sivi homeostazinin
duzenlenmesinde rol oynayabilecegi (100), apoptozun baskilanmasinda
gbrev alabilecedi (101) ve insan immun yetmezlik virisa (HIV)
enfeksiyonunda bir ko-reseptor olarak iglev gorebilecegi bildirilmistir (102).

Apelin  en onemli etkilerini kardiyovaskuler sistem Uzerinde
gostermektedir (103). APJ mRNA’sinin sican kalbinde yiksek oranda
bulundugu bildirilmigtir (104). Siganlara intravendz (iv) olarak uygulanan
apelin ¢ok kisa bir strede ortalama arteriyel basingta bir azalmaya yol
agmaktadir (93).

Apelinin iv olarak uygulanmasi besin alimini etkilemezken, santral
uygulanmasinin besin aliminda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir
(105).

2.2.5. Vaspin (Viseral adipoz doku-kodkenli serin proteaz inhibitorii)

Viseral adipoz doku kokenli bir serin proteaz inhibitdéri olan vaspin,
serin proteaz inhibitor ailesinin bir Uyesi olup, 2005 yilinda tanimlanmistir.
Vaspin ilk olarak obez ve insulin direngli sican modelinin yag dokusunda
tespit edilmistir (106). Ayrica hipotalamus, mide ve kemirgen pankreatik
adaciklarinda da eksprese edildigi bilinmektedir (107). insan vaspin mRNA’s|
ise viseral ve subkutan adipoz dokuda gosterilmistir (108).

Obez farelere vaspin uygulanmasi glukoz toleransi, insuilin duyarlihg:
ve insulin direncine aday genlerin ekspresyonlarinda duzelme ile
sonuglanmaktadir (109). Farkli fare modellerine rekombinant vaspin
uygulanmasi, glukoz duzeylerinde ve besin aliminda sardarulebilir
azalmalarla sonucglanmaktadir (107). Nakatsuka ve ark. vaspin genindeki
degisikliklerin, obezite ile iligkili metabolik hastaliklar Gzerinde kompansatuvar
etkilerden sorumlu oldugunu gdéstermisler ve vaspin transgenik farelerin
diyetle olusturulmusg obezite, glukoz tolerans bozuklugu ve yagli karacigere
karsi korundugunu, vaspin eksikligi olan farelerde ise, endoplazmik retikulum
stres markerlarinin upregulasyonu nedeniyle glukoz intoleransinin gelistigini
bildirmislerdir (110). Ayrica, KAH olan bireylerde vaspin dizeylerinin saglikli
kontrollere gore dusik oldugu goOsterilmis ve vaspinin koroner arter
hastaliginin bir prediktora olabilecedi ileri suralmustar (111).

2.2.6. BMP-7 (Kemik morfogenetik protein-7)

BMP-7, transforme edici buyume faktoru-p (TGF-B) stuperfamilyasina
ait bir proteindir. BMP-7’nin kahverengi adipoz doku olusumu Uzerine direkt
bir etki gosterdigi bildirilmigtir (112).BMP-7 kahverengi yag dokusunu
indUklemekte, enerji tuketimini artirmakta, besin alimini ve vicut agirhgi
artisini  azaltmaktadir (113). Ayrica BPM-7, kahverengi adipoz doku
farkllagmasini ve termogenezi uyarabilmektedir. Bu Ozellikleri nedeniyle
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BMP-7’nin klinik olarak kullaniima potansiyeline sahip yeni bir ajan
olabileceg@i ileri surulmustur (114). Deney hayvanlarina kuyruk venleri
araciliiyla BMP-7 eksprese eden adenoviris enjeksiyonu, kahverengi
adipoz dokuyu artirirken, beyaz adipoz doku kutlesini degistirmemigtir.
Kahverengi adipoz doku kutlesindeki artis, enerji tiketiminde artma, yuksek
bazal vicut i1sisi ve vicut agirhiginda azalma ile sonuglanmigtir (115).

BMP-7’nin, genellikle vaskuler kalsifikasyonun eglik ettigi bir hastalik
olan kronik bobrek yetmezliginin énemli bir regulatord oldugu bildirilmistir.
BMP-7 tedavisinin, fare atreskleroz modelinde, artmig osteokalsin
ekspresyon duzeylerini tersine gevirme ve vaskuler kalsifikasyonu 6énlemede
etkili oldugu gosterilmistir (116).

insan rekombinant BMP-7 preparati OP1 ticari ismi ile pazarlanmakta
ve cerrahide kullaniimaktadir (117). Ozellikle kemik graftinda basaril
olunamamasi durumunda, tibia kiriklarindan sonra kaynama tedavisinde ve
norolojik travmayi Onlemek icin vertabralarda flizyona yardimci olmak
amaciyla lokal olarak uygulanmaktadir. Rekombinant BMP-7’'nin Kklinik
uygulamalarda lokal ya da sitemik toksisite olusturmadigi, ektopik kemik
uretimi ya da diger advers olaylarla iligkili olmadigi bildirilmistir (118).

2.2.7. Nesfatin-1

Nesfatin-1, yag dokusu yani sira santral sinir sistemi, hipofiz, mide,
pankreas ve testiste bulunmaktadir (119). Stres kosullarinda strese adaptif
yanitta rol oynamasina ek olarak, nesfatin-1 izole kemirgen pankreas
adaciklarinda ve MIN (mouse insulinoma) hicre kultirlerinde preproinsilin
MRNA ekspresyonunu artirmakta ve glukoza bagimh insulinotropik etkiler
olusturmaktadir (120). ilging olarak db/db farelere rekombinant nesfatin-1’in
iv uygulanmasi, hiperglisemiyi anlamli sekilde azaltmakta, santral olarak
uygulanmasi ise bu tur bir etki olusturmamaktadir. Bu bulgular nesfatin-1’in 8
hicreleri Uzerinde direkt bir glukoz bagimli insulinotropik etkiye sahip oldugu
hipotezini desteklemektedir (121).

Nesfatin-1, sican beyni lateral ventrikiline intraserebroventrikiler
olarak duslik dozda (5 pmol) enjekte edildiginde besin aliminda
enjeksiyondan 3 saat sonraya kadar suren, yliksek dozda (25 pmol) enjekte
edildiginde ise 6 ila 48 saat devam eden bir azalmaya neden olmaktadir
(122). Nesfatin-1 anoreksijenik yolaklarin yani sira oroksijenik beyin peptidi
ndropeptid Y'nin (NPY) aktivitesini de etkilemektedir. in vitro olarak nesfatin-
l'in direkt olarak arkuat noéronlara uygulanmasi, NPY pozitif néronlarin
hiperpolarizasyonu ile sonuglanmakta ve bu durum anoreksijenik etkiye
katkida bulunmaktadir (123). Anoreksijenik etkiye ek olarak nesfatin-1'in
intraserebroventrikller olarak 10-540 pmol arasinda enjekte edilmesi su
tuketimini azaltmaktadir (124). Bu nedenle nesfatin-1'in sivi dengesinde de
rolu oldugu dusunulmektedir (125).

immin boyama calismalari nesfatin-1'in, kardiyomiyosit gekirdeginin
cevresindeki endoplazmik retikulum ve golgi aparatinda lokalize oldugunu
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gOstermektedir (126).Nesfatin-1, fare kardiyak hiicrelerinde ve neonatal sigan
kardiyomiyosit hucre kulturlerinde glukoz geri aliniminda artmayi
indUklemektedir (127).

Sigan c¢alismalarinda, perfize kalplere nesfatin-1 uygulanmasinin
negatif inotropizmi indukledigi ve lusitropizmi duzenledigi gosterilmistir.
Ayrica, nesfatin-1 sistolik, ortalama ve diastolik kan basincini artirmakta SNP
ile olusan kan basinci dugusunu ise azaltmaktadir (127).

Nesfatin-1 in kalpte iskemiye karsi koruyucu bir rol de ustlendigi ileri
surtlmastir. Bu peptid enfaktls boyutunu, laktat dehidrogenaz salinimini ve
post-iskemik kontraktiri azaltarak iskemi reperfUzyon hasarina karsi
koruyucu etki gostermektedir (126).

Serum nesfatin-1  dizeylerinin  major depresif bozuklugu olan
hastalarda normal populasyona gore daha yuksek oldugu saptanmistir (128).
Genel anksiyete bozuklugu tanisi konan 40 erkek hastada yapilan bir
calismada ise plazma nesfatin-1 dizeyinin kontrol grubuna gére daha dusuk
oldugu bulunmustur (129). Nesfatin-1'in iv enjeksiyonu doza bagimli bir
sekilde anksiyete ve korkuyla iligkili davraniglarin artmasina neden
olmaktadir (130). Dustk doz (5 pmol) nesfatin-1'in beslenmeyi azaltirken,
yuksek dozlarin (25-80 pmol) anksiyeteye benzer davranislari artirdigi
bildirilmistir (131).

2.2.8. DPP-4 (Dipeptidil peptidaz-4)

Dipeptidil peptidaz-4'in (DPP-4) insan adipoz doku adipositlerinden
salindigi 2011 yilinda gosterilmistir (132). DPP-4 enzimi, inkretin glukagon
benzeri peptid-1'i (GLP-1) amino terminalinden yikan ve yari 6mrinu kisaltan
bir enzimdir. GLP-1’in post-prandiyel insulin sekresyonunun 2/3’anden
sorumlu oldugu ve bu nedenle B-hicre fonksiyonunda temel bir rol oynadigi
dusundlmektedir (133). GLP-1’in pankreatik B-hlcre proliferasyonunu stimule
edebilecedi ve B-hilcre kutlesini dizenleyebilecedi bildirilmistir (38).

Kilolu olmayan bireylere kiyasla obezlerde adipoz dokudan daha fazla
DPP-4 salgilandigi gosterilmistir (134). Ayrica, obez insulin duyarh hastalar,
obez insllin direngli hastalarla karsilastirildiklarinda daha diasik DPP-4
duzeylerine sahiptirler (134). DPP-4 inhibitorleri, inkretinlerin etkisini, suresini
ve plazma konsantrasyonlarini artirarak indirekt yoldan hipoglisemik etki
olusturmaktadirlar (135). Halen alogliptin, sitagliptin, linagliptin, saxagliptin ve
vildagliptin gibi DPP-4 inhibitorleri glukozla olusan pankreatik insulin
sekresyonunu stimule ederek ve glukagon Uretimini baskilayarak glisemik
kontrol saglayan anti-diyabetik ilaglar olarak klinikte kullaniimaktadir (136).

2.2.9. IL-1B (interldkin-1 Beta)

Ozellikle kan monositleri ve doku makrofajlari tarafindan Uretilen ve
hem akut hem de kronik inflamasyonun bir gostergesi olan interldkin-1 beta
(IL-1B) (137), ayni zamanda adipoz dokuda da bulunmakta ve
salgilanmaktadir (138). IL-1B proinflamatuvar bir sitokindir ve inflamatuvar
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pankreatik B hicre zedelenmesinde rol oynayarak tip 1 diyabete neden
oldugu ileri strulmektedir (139). IL-13, beta hucrelerinin fonksiyonunu inhibe
edip, apoptozuna neden olmaktadir (139). Rekombinat insan IL-1 reseptor
antagonistiyle (anakinra) IL-1’in blokajinin, glisemiyi ve B-hucre fonksiyonunu
diuzelttigi ve cift kor, T2DM’li 70 hastay! iceren paralel gruplu bir calismada
sistemik inflamasyon belirtecglerini azalttigi gosterilmigstir (139).

2.2.10.FGF-21 (Fibroblast Buyiime Faktoru-21)

Fibroblast buyume faktorleri (FGFs) nematodlardan insana kadar
uzanan pek ¢ok organizmada bulunan, polipeptid yapili blUyume faktorlerinin
genis bir ailesini olusturmaktadirlar (140). insan FGF ailesindeki 22 iiyenin
molekul agirligi 17 kDa ve 34 kDa arasinda degismektedir (141). FGF'ler
arasinda %13-%71 duzeylerinde amino asid benzerligi bulunmaktadir
(140).FGF’ler heparan sulfat proteoglikanlara yuksek afinite
gOstermektedirler ve hicre ylzeyindeki FGF reseptérini aktive etmek igin
heparan sulfata ihtiyag duymaktadirlar (140) . FGF-21'in FGFR-1 ve FGFR-2
olmak Uzere iki reseptori mevcuttur (142). FGF’ler embriyonik gelisim
suresince, hucre proliferasyonu, migrasyonu ve farklilagsmasinin
dizenlenmesinde cesitli rollere sahiptirler (140). Ayrica yetiskin organizmada
yara iyilesmesi ve doku onariminda gorev yapmaktadirlar (140).

FGF superfamilyasinin bir Gyesi olan FGF-21'in temel olarak karaciger
ve adipoz dokuda uUretildigi ve onemli bir metabolik duzenleyici oldugu
anlasilmigtir (143). Ayrica pankreas 3 hucrelerinde de FGF-21 ekspresyonu
gosterilmistir (144). insanlarda FGF-21 ekspresyonunun adipoz dokuya gore
karacigerde 100 kat daha fazla oldugu saptanmistir (145). insan FGF-21
proteini, 28 amino asidli sinyal peptidi ile toplam 209 amino asitten
olusmaktadir (146). insan FGF-21 geni 19. kromozomda lokalizedir (140).
FGF-21’in glukoz ve lipid dusurucu etki yani sira, B-klotho isimli bir kofaktor
ve spesifik FGF reseptorleri araciliiyla termojenik etkiler olusturdugu
gOsterilmigtir (143). B-klotho adipoz dokuda, karacigerde ve pankreasta
eksprese edilmekte ve bu dokularda FGF-21’in énemli etkilerine katkida
bulunmaktadir (147). B-klotho’dan yoksun hucrelerin FGF-21’e duyarsiz
oldugu ve bu hicrelere B-klotho verildiginde hicrelerin FGF-21’e yanit verdigi
gorulmustir (148). FGF-21 hayvan modellerinde yararli metabolik etkiler
olusturmaktadir (143). Ayrica obez ve T2DM'li hastalarda, FGF-21 analogu
LY2405319’un randomize, plasebo kontrolll, cift kor bir calismada vicut
agirhgr ve aclik insulin duzeyleri Uzerinde olumlu etkiler gosterdigi, LDL
kolesterol ve trigliserid duzeylerini azalttigi ve HDL kolesterol duzeylerini
arttirdigi saptanmistir (143).

FGF-21, FGF ailesi uyelerinin gogunlugunda gorulen ve bu ailenin
ayelerinin tipik bir bulgusu olan proliferatif ve timadrojenik etkiden yoksundur
(149). Hayvan gahismalarinda FGF-21 gugli anti-inflamatuvar, anti-diyabetik
ve hipolipidemik etkiler gostermektedir (142). FGF-21 ayrica fiziksel aktiviteyi
azaltmaktadir (150). Deney hayvanlarinda FGF-21'in énemli bir metabolik
rolu oldugu bilinmekle birlikte insanlarda duzenleyici etkilerine yonelik veriler
sinirhdir (145).
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2.2.11.Resistin

Resistin 2001 yilinda ilk kez obez farelerde kesfedilen 114 amino asid
iceren bir adipositokindir. Resistin, antidiyabetik ila¢ tiyazolidindionlarin
mekanizmasi arastiriirken saptanmistir. Tiyazolidindionlar, peroksizom
proliferator ile aktive edilen reseptor gama (PPARY) ile aktive ederek insuline
duyarlihgi artiran ilaclardir. Resistinin rosiglitazon ile induklenen PPARy
aktivasyonunu gugclu bir sekilde down-regule ettigi gosterilmis ve bir “diyabet
geni” aday! olarak éne surilmustiir. insanlarda temel olarak makrofajlarda
eksprese edilmektedir. Bunun yani sira plasenta, B-hucreleri, iskelet kasi,
ince barsaklar, mide, timus, tiroid bezi ve uterusta da bulundugu anlasiimigtir.
Instilin rezistansindaki rolii nedeniyle “resistin” ismini almistir (38).

Resistin farelerde pankreas [B-hucre apoptozuna neden olmaktadir.
Dolayisiyla resistinin T2DM’ye neden olabilecedi anlasiimaktadir. Sitokin
sinyalizasyon baskilayici (Suppressor of cytokine signalling 3; SOCS3)
proteinin 6zellikle insulin sinyalinin sonlandirilmasinda énemli bir yere sahip
oldugu bilinmektedir. Resistin adipositlerde SOCS3 sinyalini aktive
etmektedir. Farelerde resistinin, iskelet kasinda insulin aracilh glikojen
sentezini ve glukoz alimini inhibe ettigi gosterilmistir. Resistinin glukoz
transporter tip4 (GLUT4) glukoz tasiyicilarin hicre igi havuzdan hicre
membranina taginmasini engelledigi dusunulmektedir. Resistin, glikojen
sentezini azaltmakta, glikojen fosforilaz aktivitesini artirmaktadir (151).

Resistin dlzeyi ile vicut yag orani arasinda pozitif bir iliski
bulunmaktadir. Obezite ile resistin duzeyleri arasinda pozitif bir iligki
saptanmigtir. Adiposit sayisi arttikga sentezlenen resistin miktari da
artmaktadir. Bu durum glukozun insulin aracilidi ile adipoz dokuya alinmasini
azaltmaktadir. Metabolik sendromlu bayanlarda plazma resistin duzeylerinin
arttigi bildirilmis ancak bazi ¢alismalarda resistin duizeyleri ile tip 2 diyabet ve
insulin duzeyleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. Klonal -
hicrelerinde resistinin insilin reseptdr ekspresyon dizeylerini down-regule
ettigi ve hicre sag kalimini azalttigi bildirilmigtir. Resistin ile pankreatik (3-
hicrelerinde induklenen insulin direnci sonrasinda, glukozla stimule edilen
insulin saliniminda azalma olusabilecegi de gdsterilmistir. Diger taraftan
resistinin pankreatik B-htcreleri tGzerinde etkilerinin incelendigi ¢calismalarda
fare hiicreleri kullanilimigtir. insanlarda bu konuya yénelik calismalar halen
tamamlanmamistir. Resistinin insan pankreatik B-hlcre fonksiyon ve kitlesi
uzerindeki duzenleyici etkilerinin belirlenebilmesi igin ileri arastirmalara
gereksinim duyulmaktadir (152).

2.2.12.Nampt/Visfatin/PBEF

2.2.12.1.Visfatin’in Tarihgesi

ilk kez Pre B hiicre koloni artirici faktér (pre-B cell colony-enhancing
factor: PBEF) olarak tanimlanan visfatin, IL-7 ve kdk hicre faktorleri ile
birlikte sinerjistik bir sekilde, B hicre preklrsor blyumesini uyaran bir salgi
faktorl olarak izole edilmistir (4). Visfatin, nikotinamid adenin dinUkleotid
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(NAD) biyosentezinde hiz kisitlayici basamak olan nikotinamidden,
nikotinamid mononukleotid (NMN) sentezini saglayan enzim olan nikotinamid
fosforibozil transferaz (Nampt) olarak da adlandirilmaktadir (153; 154) (Sekil
2.3). Visfatin’in amino asid dizisinin, PBEF/Nampt ile ayni oldugu
anlasiimistir (6). 2005 Ocak ayinda, Fukuhara ve arkadaslari visfatini bir
adipositokin olarak tanimlamiglardir (6).

Nampt
s ]
z"-&"\\\‘_/;"\\
o Q f i _ M NH,
| F Q o-P0 -P—0 o) o N
/-":tt_\_/"Lh- ~ _,éj C". '\W./ \I_____. . " o ,f’“‘\,.-’ \/,-N
t | NH: LA - -.D_ ._u, L — Da—P_'—CI -+ PPi
- o P
. O CoH OH OH
Nikotinamid Nikotinamid
5-Fosforibozil- Mononiikleotid
Pirofosfat (PRPP) (NMN)
Sekil 2. 3. Nikotinamid fosforiboziltransferaz (Nampt)'in enzimatik aktivitesi. Bu sekil,

(154) nolu kaynaktan modifiye edilmistir.

2.2.12.2.Visfatin'in Yapisi

491 amino asid icermektedir (155). Visfatin, dimerik proteinin
arayuzunde iki aktif bolgeye sahiptir ve enzimin katalitik aktivitesi icin
dimerizasyon gerekmektedir (156). Her monomer 19 B-tabaka ve 13 a-heliks
icermektedir ve iki yapisal domainin igine organize olmuglardir (157).

insanlarda visfatin geni 7922.1 ve 7931.33 arasinda 7. kromozomun
uzun kolunda lokalizedir (158). 11 ekson ve 10 introndan olusmaktadir ve
34.7 kb buyuklugundedir (6). Visfatin geni evolusyon sirasinda oldukga iyi
korunmustur. Ornegin, kopek visfatin proteini insan visfatini ile %96,
kemirgen visfatini ile %94 benzerlik gostermektedir (159).

2.2.12.3.Visfatin'in Organ ve Doku Dagilimi

Samal ve arkadaslari, ilk kez 1994 yilinda periferal kan |6kositlerinde
PBEF’in varhgindan bahsetmiglerdir (4). Visfatin temel olarak beyaz adipoz
dokuda Uretilmektedir (6) ancak sadece viseral yagda degil baska dokularda
da bulunmaktadir; periferal kan I6kositleri (4), adipoz doku makrofajlari (160),
hepatositler (161) ve iskelet kaslar da (162) visfatin Uretmekte ve plazma
visfatin dizeylerine katkida bulunmaktadirlar. Ayrica kemik iligi, karaciger ve
kas dokusunda oldukca ylksek dizeyde visfatin protein ekspresyonu
bildirilmistir (155). Visfatin bu dokular disinda bdbrek, dalak, testis ve
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akcigerde de bulunmakta ve subkutan yagdan ziyade viseral yagda lokalize
olmaktadir (163). Visfatin'in hayvan ve insan beyninde de bulundugu
gosterilmistir (164). Hamilelik sirasinda fetal membranlar tarafindan da
visfatin salgilanmaktadir (165).

2.2.12.4 Visfatin Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Adipoz doku iginde, adipositlerden ziyade temel olarak adipoz doku
makrofajlarinin  visfatini Urettigi ve salgiladigr bulunmustur (6). Benzer
sekilde, insan adipoz dokusunda, visfatin ve makrofaj spesifik CD68 ve TNFa
gen ekspresyonlari arasinda guglu bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Tum
bu bulgular, visfatin’in temel olarak proinflamatuvar bir madde oldugunu ve
Ozellikle viseral adipoz doku makrofajlarinin neden oldugu viseral obezitede
arttigini desteklemektedir (6).

Mayi ve arkadaslari adipoz doku makrofajlarinda visfatin ekspresyonu
ve sekresyonunun dizenlenmesinde nuklear reseptér PPARY’nin rolini
arastirmiglardir (166). Bu calismada, PPARy'nin sentetik ligandlarini
kullanmiglardir ve adipositlerde dedil ama makrofajlarda visfatin ekspresyon
ve sekresyonunun arttigini gozlemlemislerdir. Birka¢g ay sonra Mayi ve
arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada, makrofajlarda karaciger X
reseptor (LXR) aktivasyonunun visfatin ekspresyonunu negatif olarak
dizenledigini saptanmistir (167). Sentetik LXR ligandlar visfatin gen
ekspresyonunu azaltmakta ve visfatin mRNA’nin azalmasi protein
sekresyonunda bir azalma ile paralellik gdstermektedir. Bu iki ¢alisma birlikte
ele alindiginda, makrofajlarda visfatin ekspresyonu ters bir dizenleme
gOstermektedir (168).

GlnlUmiize kadar visfatin’in iki farkli formu tanimlanmstir. intraselliiler
formu NAD-bagimh enzimlerin aktivitesinin surdurtlmesinde temel bir rol
oynamakta ve besin alimina yanit, maturasyon ve hayatta kalma (survival)
gibi hucresel metabolizma olaylarinin duzenlenmesinde goérev almaktadir
(154; 169). Ekstraselluler formu ise direkt ekstrasellller cevreye salinmakta
ve bu sekilde genis bir alanda endokrin/parakrin etkiler gosterebilmektedir
(154). Bu etkilerini 6zellikle periferal organlarda gostermektedir (170) (Sekil
2.4).
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Sekil 2. 4. Visfatin ve etkileri. Bu sekil, (170) nolu kaynaktan modifiye edilmistir.

2.2.12.5.Visfatin ve Lipid Profili

Dolagsimdaki visfatin’in fizyolojik rolinu net bir sekilde ortaya koymak
oldukga zor goérinmektedir. Plazma visfatin konsantrasyonlarinin diyabetik
olmayan beyaz irktan insanlarin HDL kolesterol degerleri ile pozitif (171),
trigliseridleriyle negatif iligkili oldugu bildirilmistir (172). Visfatin’in lipid
metabolizmasi ile iligkisi viseral obezite ve insilin direncinden bagimsiz gibi
gorunmektedir ve muhtemelen NAD sentezinde intraselliler enzimatik
fonksiyonlara bagimlidir (172).

Metabolik sendromlu ve metabolik sendromsuz bir grup hastanin
karsilastirildigi bir calismada ise celiskili sonuglar alinmistir. Plazma visfatin
duzeyleri trigliserid ile pozitif, HDL kolesterol duzeyleri ile negatif korelasyon
gOstermistir (173).

Baska bir calismada ise plazma visfatin dizeylerinin, erkeklerde
degilde sadece bayanlarda, HDL kolesterol duzeyleri ile pozitif, LDL
kolesterol duzeyleri ile negatif korelasyon gdsterdigi saptanmistir (174).

61 saglikh geng erkegin kisa bir stire boyunca asiri beslendigi bir diger
calismada, visfatin plazma duzeyleri arastirilmigtir. Visfatin dizeylerinde
%19'luk bir artig gozlenmis ve plazma visfatin konsantrasyonlari ile trigliserid
duzeyleri arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (175). Ayrica plazma
visfatin duzeyleri, Asya kokenli erkek ve kadinlarda HDL kolesterol duzeyi ile
pozitif korelasyon gostermistir (176).
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2.2.12.6.Visfatin ve Obezite

Nampt/visfatin ilk 6nce temel olarak viseral yagdan salgilanan ve
insulin mimetik etki olusturan bir adipokin olarakta tanimlanmistir (6). Daha
sonra yapilan insan galismalari, visfatin’in diger dokularda ve farkli adipoz
doku depolarinda da eksprese edilebilecegini, ayrica visfatin’in insdlin
mimetik etkilerinin tartismali oldugunu gostermistir (154). Nampt/visfatin,
nikotinamid ve fosforibozilpirofosfattan (PRPP) nikotinamid mononukleotid
(NMN) sentezinde onemli bir enzimatik fonksiyona sahiptir (177). Son
zamanlarda, hiperkalorik beslenme yani sira yaslanmanin da Nampt-aracil
NAD" biyosentezini bozdugu ve bu nedenle T2DM patogenezine katkida
bulunabilecegdi bildirilmistir (177). Yoshino ve ark. yakin zamanda, obez ve
T2DM’li fare modellerine NMN uygulanmasinin, NAD biyosentezini artirarak
glukoz intoleransini duzelttigini ve hepatik insulin duyarhligini arttirdigini
gostermiglerdir (177). Nampt/visfatin’in glukoz homeostazindaki degisikliklere
katkisinda en azindan sirtuinl (SIRT1) aktivasyonu araciligiyla oksidatif
stres, inflamatuvar yanit, B-hicre fonksiyonu ve sirkadiyen ritim ile ilgili
genlerin ekspresyonundaki degisikliklerin rol oynayabilece@i dusunulmektedir
a77).

2.2.12.7.CGocuklarda ve Ergenlerde Visfatin

Cocukluk ¢adinda obezite, gelismis Ulkelerde artan bir problemdir ve
bu periyotta hipertansiyon ve insulin direnci gibi patolojilerle iligkilidir. Visfatin
plazma dlzeyleri 30 obez ve 30 obez olmayan ¢ocukda calisiimis ve bu
cocuklardaki duzeylerin yetigkinlerle hemen hemen ayni oldugu saptanmistir.
Visfatin plazma dizeyleri ile vicut kitle indeksi (body mass index; BMI) ve
insulin dizeyleri arasinda pozitif korelasyonlar gdzlenmistir (178).

Cinli genclerde plazma visfatin dizeylerinin karsilastirildigi bir baska
calismada, normal kilolu bireylerde degil ama sadece obezlerde visfatin ve
HDL Kkolesterolin plazma dlzeyleri arasinda pozitif bir korelasyon
belirlenmistir (171). Obez bireylerde plazma visfatin konsantrasyonlari
anlamli olarak yliksek olmasina karsin BMI ile direkt bir korelasyon
gostermemektedir. Visfatin plazma konsantrasyonlarinin obez olmayan
bireylerle kiyaslandiginda obezlerde hemen hemen 2 kat daha ylksek
oldugu tespit edilmigtir (179).

Bir baska calismada ise vyaslari 3-17 olan 175 obez hasta
incelenmigtir. Metabolik sendromlu ¢ocuklardan olusan grubun plazma
visfatin duzeyleri, diger gruplardan anlamh olarak daha yuksek bulunmustur.
Visfatin plazma duzeylerinin metabolik sendrom bilesenlerinin sayisi ile
orantili bir sekilde arttigi bildirilmistir (174).

2.2.12.8.Visfatin ve Bobrek Hastaligi

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarla yapilan ¢aligmalarda, PBEF
duzeylerinin glomerular filtrasyon hizini etkiledigi ancak insilin direnciyle
iligkisinin olmadigi saptanmistir (180). PBEF duzeyleri, endotelyal hasarin bir
belirteci olan VCAM-1 duzeyleri ile korelasyon gostermektedir. PBEF
duzeylerinin, yuksek glukoz duzeyleri ile mezensiyal hicrelerde arttigi

18



bildirilmistir (181). Anjiyotensin Il ise PBEF diizeylerini artirmaktadir. ilging bir
sekilde, yuksek PBEF duzeylerinin GLUT-1 araciligiyla hizli bir glukoz
alimina neden oldugu ve diyabetik nefropatide rol oynayabilecegi bildirilmistir.

2.2.12.9.Visfatin ve Kanser

Cesitli kanserlerde visfatin ekspresyonunun arttigi bildirilmigtir (182).
Kolorektal kanserde artmis visfatin dlzeylerinin hiicre déngu regulasyonuyla
baglantili oldugu bildirilmigtir (183). Farkh tUmor hucre kulturleri ile yapilan
calismalarda, visfatin ekspresyonu artmis olan hucrelerin apoptozise ve
kemoterapétik ajanlara daha direngli oldugu gosterilmistir (182).

Tumorlerde kronik inflamasyonun varligi kanser progresyonu ve
kemoterapdétiklere direng bakimindan 6nem tasimaktadir (182). Pankreatik
adenokarsinom hudcre kulturleri ile yapilan bir ¢alismada, IL-1 ile visfatin
ekspresyonunun indiklendigi gdsterilmistir (184). Kanser progresyonunda
onemli bir roll olan anjiyogenez, solid timorlerin santral bolgesinde gelisen
hipoksi ile tetiklenmektedir (182). Michigan Cancer Foundation-7 (MCF-7)
meme kanser hdcre kaltirinde, hipoksinin visfatin mRNA ve protein seviyesi
dizeyini artirdidi ve hipoksi durumunda visfatin geninin, "hipoksi ile
indUklenebilir faktor-1 alfa” ile induklendigi bildirilmigtir (185).

SIRT1, aktivasyon icin NAD’a ihtiyag duymakta (186) ve
visfatin/Nampt, NAD biyosentezinin sistemik olarak dizenlenmesinde temel
bir rol oynamaktadir (187) Visfatin ekspresyonunun insan prostat kanser
hicrelerinde SIRT1 ile birlikte arttigi, visfatin inhibe edildiginde ise bu
hicrelerde hicre buyumesi, invazyon ve koloni olusumunun anlamli bir
sekilde baskilandigi bildirilmistir (188). SIRT1 deasetilaz aktivitesi ile birlikte
visfatin ekspresyonundaki artmanin bir timor baskilayici gen olan p53’Un
transkripsiyonel aktivitesini baskilayarak timor hucrelerini dlumden korudugu
da gosterilmigtir (189). Visfatin ayni zamanda meme ve prostat kanser
hicrelerinde, tumor metastazi ve anjiogenezde 6nemli rol oynayan matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ile
VEGF’nin ekspresyonunu da arttirmaktadir. Visfatin ekspresyonundaki
artmanin timor progresyonuna katkida bulundugu duastntlmektedir (14; 190;
191).

Visfatin’in kanser tedavisinde yeni bir terapodtik hedef olabilecegi
disunulmekte ve bu konuda yapilan g¢alismalar giderek artmaktadir (192).
Nampt aktivitesinin inhibisyonu, tumér bayumesini destekleyen yeni damar
olusumunu (anjiogenezi) kisitlayabilmektedir. Nampt inhibitorleri FK866
(APO866) ve CSH-828 bu alana yonelik cgesitli klinik arastirmalarda
kullaniimaktadir (193; 194).

2.2.12.10.Visfatin ve Akut Akciger Hasari

Visfatin'in, sepsis durumunda nétrofillerin apoptozunu inhibe etmesi,
akut akciger hasarinda yeni bir biyobelirte¢ olabilecegini dusundurmustur
(183).
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Visfatin’in akut akciger hasarinda rol oynayabilecegi ilk olarak Ye ve
ark. tarafindan akut akciger hasari sirasinda visfatin duzeylerinin U¢ kat
artmasiyla gosterilmistir (195). Ayni zamanda, visfatin’in akut akciger
hasarinin hem mekanik hem de inflamasyon bilesenleri icin bir reseptor
fonksiyonu gosterebilecegi ileri  sUrUlmuUstir:  Trombinle indlUklenen
inflamatuvar reaksiyonlarin tamamlanmasi i¢cin PBEF’in gerekli oldugu ve
ekstraselliiler Ca?* bagimli hiicre iskeleti yeniden diizenlenmesinde PBEF’in
rol oynayabilecegi bildirilmistir (196). PBEF’in daha sonra, insan pulmoner
vaskuler endotelyal hicrelerinde NADH dehidrogenaz subunit 1 (ND1),
ferritin hafif zincir ve interferon indukli transmembran 3 (IFITM3) ile
etkilesime qirdigi gosterilmistir (197). ND1 ve IFITM3, inflamasyon ve
oksidatif streste ve ventilator induksiyonlu akciger hasarinda (VILI) da rol
oynamaktadir (198). PBEF’deki azalmanin VILI'nin siddetini hafiflettigi
saptanmigtir. PBEF ile akut akciger hasar geligsiminin, PBEF’in sitokin
salinimini artirici etkileri ile iligkili olabilece@i dustnulmektedir (199). PBEF’in
bazal duzeyi yukselmekte ve TNFa-aracili IL-8 saliniminda 5-10 kat, hucre
permeabilitesinde ise %30’dan fazla artma gézlenmektedir (199).

2.2.12.11.Visfatin ve Ateroskleroz

Ateroskleroz; CRP, proinflamatuvar sitokinler, metalloproteinazlar,
adezyon molekulleri, selektinler gibi inflamatuvar belirteclerin kronik artisiyla
karakterize, inflamatuvar bir hastaliktir (200). Kardiyovaskuler hastaliklar
kapsaminda ele alindiginda, visfatin’in dusik derecede kronik bir
inflamasyon seklinde karakterize edilen aterosklerozda bir belirte¢ olarak
degerlendirilebilecegi 6ne surtulmustur. Periaortik ve perikoroner yag dokusu
visfatin ekspresyonundaki artma ile koroner ateroskleroz gelisimi arasinda
pozitif bir korelasyon saptanmigtir. Bu bulgu da perivaskuler visfatin’in
aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde 6nemli bir parakrin rol oynayabilecegine
isaret etmektedir (13). Visfatin gen ekspresyonu aterosklerozlu hastalarin
karotid plaklarinda artmistir ve lipid zengin makrofaj bdlgelerinde lokalize
olmustur (12). Hem okside LDL (ox-LDL) hem de TNF-a monositlerde daha
fazla visfatin ekspresyonuna neden olmustur. Ancak, aterosklerozlu
hemodiyaliz hastalarinda yapilan bir ¢alismada, visfatin duzeylerinin
aterosklerotik degisimlerden ¢ok hastanin inflamatuvar durumu ile korele
oldugu gosterilmistir (201). Sonraki ¢alismalarda, PBEF’in insan endotelyal
hicrelerinde MCP-1 ve cinnamoyl-CoA reductase (CCR) mRNA
ekspresyonunu ve protein sekresyonunu indukledigi ve bu proteinlerin her
ikisininde de visfatin’in anjiyogenezi uyarma etkisini daha da destekledikleri
saptanmisgtir (202).

2.2.12.12.Visfatin ve inflamatuvar Hastaliklar

Serum visfatin duzeylerinin dolagimdaki IL-6, CRP ve MCP-1 gibi
inflamatuvar belirtegler ile pozitif korelasyon gosterdigi (203) ve visfatin
dizeylerinin osteoartrit, akut akciger hasari, inflamatuvar barsak hastaligi,
Crohn’s hastaligi, infeksiyonla induklenen erken dogum, sepsis ya da sedef
hastaligi gibi inflamatuvar durumlardfa arttigi bildirilmistir (22; 203). Visfatin
ayni zamanda monositler Uzerinde direkt etkisi ile de vaskuler inflamasyona
katkida bulunmaktadir. Visfatin periferik monontkleer hicreler tarafindan
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TNFa ve IL-8 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin sentez ve salinimini
artirmaktadir (12). Visfatin bu sekilde makrofaj sagkalimini kolaylastirarak
vaskduler inflamasyonun devam etmesine katkida bulunmaktadir (199).

insan monositleri ile yapilan bir calismada visfatinin doza bagimli
sekilde IL-1B, TNFa ve IL-6 sentezini, yuksek konsantrasyonlarda ise
antiinflamatuvar sitokinlerden IL-10 ve interl6kin-1 reseptér antagonisti (IL-
1Ra) ekspresyonunu artirdigr bildirilmigtir.  Bununla birlikte visfatin
monositlerde, T hucre aktivasyonunda ko-stimulan olarak rol oynayan ICAM-
1, CD40 ve CD80in yluzey ekspresyonunu da artirmaktadir (203).
Endotoksemili fareler ile yapilan bir c¢alismada Nampt enzim inhibitorG
APO866 ile visfatin’in enzimatik inhibisyonu sonrasinda inflamatuvar
hicrelerde intraselliler NAD ve dolasimdaki TNFa dizeylerinde bir
azalmanin gozlenmesi, inflamatuvar hudcrelerdeki sitokin  sentezinde
visfatin’in enzimatik bir roline isaret etmektedir (204).Lipopolisakkarit ile
inflamatuvar yanit olusturulan notrofillerde visfatin sentez ve saliniminin
arttig1 ve visfatin'in apoptozu inhibe ettigi gdsterilmistir. Sepsisli hasta
noétrofillerinde de, visfatin ekspresyonunun arttigi ve visfatin’in bu hastalarda
notrofil apoptozunda gecikmeye neden oldugu bildirilmigtir (158). Visfatin’in
klinik sepsis durumunda kaspaz-3 ve kaspaz-8 araciligiyla notrofillerin
apoptozunu 6nledigi bildiriimistir (158).

Makrofajlarin, dendritik hicrelerin ve kolonik epitelyal hlcrelerin de
visfatin salgiladigi bilinmektedir. Visfatin'in prostaglandin EJ'nin asiri
salinimini tetikleyerek osteoartritte de rol oynayabilecedi bildirilmistir (205).
Visfatin’in, mikrozomal PGE sentaz-1 (MPGES-1) sentezini artirarak ve 15-
hidroksi-PG dehidrogenazi (15-PGDH) azaltarak bu etkiyi olusturdugu
saptanmistir. PGE; inflamatuvar kosullarda COX2 ve mPGES-1 tarafindan
sentezlenmek ve 15-PGDH tarafindan NAD" bagimli reaksiyonla katabolize
edilmektedir.  Visfatin, A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin Motifs-4 (ADAMTS-4), ADAMTS-5, matriks
metalloproteinaz-3 (MMP-3) ve matriks metalloproteinaz-13 (MMP-13)’lin
salinimini da uyarmaktadir.  Visfatin’in ayrica romatoid artritin (RA)
olusumuna ve progresyonuna katkida bulundugu bilinmektedir (206). IL-6
trans sinyali ve IL-6 benzeri sitokin oncostatin M, RA patogenezinde
visfatin’in etkisine aracilik etmektedirler. RA’li hastalarda, visfatin’in sinoviyal
fibroblastlarda bulunan sitokinler ve toll-like reseptorler ile arttigi bulunmustur
(207). Visfatin’in sinoviyal sividaki dizeyleri, inflamasyon ve hastalik
aktivitesinin derecesi ile korelasyon gostermektedir. RA hastalarda visfatin’in
plazma duzeyleri anlamli olarak yuksek bulunmustur (208).

2.2.12.13.Visfatin ve Diyabet

Visfatin'in instlin mimetik etkilere sahip oldugu ilk kez Fukuhara ve
ark. tarafindan yapilan c¢alismada ortaya cikanilmistir. Visfatin insulin
reseptorinde ayri bir bolgeye sahiptir (92). Visfatin, insulin ile benzer
reseptor afinitesine sahip olmakla birlikte plazma konsantrasyonlari insuline
oranla 40-100 kat daha dusuktur (209). Visfatin’in glukoz homeostazinda
onemli bir rol oynadigini gosteren ¢ok sayida kanit mevcuttur (179). Konuya
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yonelik ilk calismalarda visfatin’in, karaciger, kas, yag gibi insuline duyarli
dokularda insuline benzer bir rol oynadigi bildirilmistir (6). Visfatin’in insalin
benzeri etkisinde iki ayri mekanizma ileri surtlmastir: 1) periferal dokularda
insulin duyarhliginin modulasyonu seklinde endokrin bir etki, 2) viseral adipoz
dokuda farkhlasmayi ve yag birikimini kolaylastirici otokrin/parakrin etki
(170). Lenfositler tarafindan uretilen visfatin’in, insulin direncini azalttigi
bildirilmigtir (6). Visfatin sentezi ve saliniminin c¢esitli obez hayvan
modellerinin yani sira abdominal obez ve/ve ya T2DM’li insanlarda upregule
oldugu gosterilmigtir (210). Daha sonra yapilan g¢alismalarda ise visfatin’in
insulin reseptorleri Uzerine olan etkilerine yonelik olarak celigkili sonuglar
bildiriimis (10; 154; 211). insiline duyarllastirici uygulamalarin plazma
visfatin dizeylerinde anlamli bir degisiklik olusturmadigi saptanmigtir (212).

2.2.12.14 Visfatin ve iskemik inme

iskemik inme, genellikle karotis ve intrakraniyel aterosklerotik
lezyonlarin neden oldugu beyin arteriyel kan akiminda akut blokaj sonucu
meydana gelmektedir (188). Plazma visfatin dizeylerinin iskemik inmeli
hastalarda arttigi gosterilmis ve hastalikla iligkili bagimsiz bir risk faktoru
olabilecegi ileri surtlmustir (213). Visfatin’in néronlarda glial hlicrelere gore
daha fazla eksprese edilmesi noronlarin biyolojik fonksiyonlarinda visfatin'in
roline isaret etmektedir. Visfatin'in in vivo ve in vitro modellerde ndroprotektif
etkiler gosterdigi bildirilmistir (188). Orta serebral arter oklizyonu ile beyinde
iskemi olusturulmus sicanlarda yapilan bir c¢alismada, artmis visfatin
ekspresyonu olan grupta infarkt alaninda anlamli bir azalma saptanmistir
(188). Diger bir galismada ise, primer kortikal néron kultlrlerinde visfatin
ekspresyonu artmig hucrelerin oksijen-glukoz kisitlamasi sonrasi daha uzun
yasadiklari gézlemlenmistir (153). Zhang ve ark.'larinin yaptidi bir calismada
ise visfatin geni silinmis fareler kullanilarak visfatin’in serebral iskemide
noroproktektif rol oynadigi gosterilmistir; yabanil farelere goére visfatin geni
silinmis farelerde dejeneratif néronlarin daha ylksek dizeyde oldugu
gozlemlenmistir (214). Visfatin, noronal apoptoz ve nekroz inhibisyonu
araciligi ile serebral iskemide endojen bir néroprotektif ajan gibi davranmakta
ve bu etkilerini SIRT-1 bagimh adenozin monofosfat aktive edici protein kinaz
(AMPK) yolagi Gzerinden gerceklestirmektedir (153; 188).

2.2.12.15.Visfatin ve Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromlu (PCOS) kadinlarda, dolasimdaki visfatin
dizeylerinin arttigi bulunmustur (215). PCOS’lu kadinlarin BMI ve visfatin
dizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon goOzlenirken, visfatin
konsantrasyonlariyla aglik plazma insulin duzeyleri ve yas arasinda anlamli
bir iliski gbzlenmemistir (215). Ancak, baska bir ¢galismada, subkutan adipoz
dokunun vyani sira vaskiler adipoz dokuda da plazma Vvisfatin
konsantrasyonlari ve acglk plazma insulin, HOMA-IR ve visfatin mRNA
ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu, plazma visfatin duzeyleri
ve BMI ya da bel-kalga orani arasinda anlamli bir iligki olmadigi bildirilmistir
(216). Polikistik over sendromu olan hastalarda yapilan bir ¢calismada, 3 ay
metformin ile tedavi alan hastalar kontrol grubu ile kiyaslandiginda visfatin
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dizeylerinin azaldigi goériimustir. Bu bulgular PCOS’unun patogenezinde
visfatin’in rol oynayabilecegini dusundurmektedir (217).

2.2.12.16.Visfatin ve Kardiyovaskiiler Hastalik

Kardiyovaskuller hastaliklar ve visfatin’in  kardiyovaskuiler sistem
uzerine direkt etkilerini inceleyen calisma sayisinin az olmasi ve bu
calismalarda celigkili sonuglarin elde edilmesi, visfatin duzeyleri ve
kardiyovaskuler hastaliklar arasindaki iligkiyi belirlemek icin daha fazla
sayida c¢alisma vyapilmasini gerektirmektedir. Calismalarin bir kisminda
visfatin’in inflamasyonda rol oynadigi gosterilmis, bazi diger ¢aligmalarda ise
potansiyel kardiyoprotektif ozelliklere sahip oldugu ileri sUrdimustir (218)
(Sekil 2.5).

Dolagan monositler, vaskiiler hiicreler Adipoz dokular (viseral,
ve diger hiicre tipleri PVAT ve digerleri)
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Sekil 2.5. Kardiyovaskuler sistem (izerinde visfatin/Nampt'in direkt etkileri. Bu sekil

(218) nolu kaynaktan modifiye edilmigtir.

PVAT kaynakli visfatin, vaskiler diz kas hiacre (VSMC)
proliferasyonunu ERK %2 ve p38 sinyal yolaklar araciligiyla uyarmaktadir
(11). Visfatin’in, VSMC Uzerinde sadece H,0; ile olusan apoptoz sirasinda
anti-apoptotik etkilere sahip oldugu ve bu etkilerin insulin reseptor sinyalinden
bagimsiz olarak olustugu bulunmustur. Proliferasyon yolaklarinin da visfatin
araciligi ile nikotinamid mononukleotid'in (NMN) biyosentezine aracilik ettigi
bulunmustur. Visfatin’in asin  ekspresyonunun VSMC maturasyonunu
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uyardigi ve duz kas hucrelerinin visfatin ile maturasyon igin gerekli olan
Nampt aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (169). Vaskuler diz kas hucre
(VSMC) proliferasyonu, aterosklerotik lezyon olusumunun bir &6zelligidir.
Perivaskuler visfatin, vaskller diz kas hucrelerde bir buyume faktoru olarak
davranmaktadir (11). Visfatin, direkt diiz kas hticre proliferasyonunu uyararak
aterosklerotik lezyonlarin olusumunda ve progresyonunda rol oynamaktadir
(218).

Anormal anjiyogenez hem koroner hem de karotid hastaliklarda
aterojenik sureglerin olusmasinin bir 6zelligi olarak dusunulmektedir (219).
Visfatin bu baglamda, insan umblikal ven endotelyal hicreleri (HUVEC)'inde
konsantrasyon bagimli bir tarzda endotelyal hicre prolifresyonunu ve kapiller
tlp olusumunu uyarabilir (220). Visfatin’in bu proliferatif etkileri, VEGF olarak,
endotelyal proliferasyon ve yeni damar olusumuna aracilik etmektedir (14).
Visfatin VEGF reseptdér 2 ekspresyonunu artirmanin yani sira VEGF
sentezini ve sekresyonunu da artirmaktadir (202). VEGF'den baska,
endotelyal hicrelerdeki fibroblast biylime faktéria-2 (FGF-2), MCP-1 ve IL-6
gibi proanjiyojenik soluble faktorler de visfatini artirmaktadir (221). Hem
MCP-1 hem de FGF-2 visfatin ile olusan anjiyogenezin mediyatorleri olarak
tanimlanmaktadir (222). Visfatin’in anjiyojenik aktiviteleri in vitro galismalarin
haricinde, hem ex vivo hem de in vivo deneylerde gdsterilmistir (15).
Visfatin’in kardiyak iskemi ve reperflizyon sirasinda kardiyoprotektif etkilere
sahip oldugu, reoksijenasyon sirasinda uygulandiginda kardiyomiyosit
Olumund azalttigi saptanmistir. Visfatin’in bu etkileri PI3K ve Mitojen
ekstrasellller sinyalle dizenlenen kinaz/2 (MEK/2) vyolaklari araciligiyla
gerceklesmektedir (223).

Deneysel hayvan modelleri ve insanlarda yapilan calismalarda
visfatin’in aort ve koroner arter gibi damarlarin PVAT’ta bulundugu (11; 13)
ve vaskuler sistemde cesitli fonksiyonlar gosterdigi saptanmistir. Visfatin
ERK %2 ve p38 sinyalizasyon yolaklari araciligi ile vaskuler duz kas hicre
bdyimesini (11), PI3K/Akt ve ERK 72 aktivasyonu ile vaskuler endotelyal
buyume faktdérG ve matriks metalloproteinazlar artirarak endotelyal
anjiogenezi (14) stimule eder. Nukleer faktor kappa-B-bagimh mekanizmalar
aracihgi ile ICAM-1 ve VCAM-1 gibi adhezyon molekullerini indukleyerek
vaskuler endotelyal inflamasyona neden olabilir (224). Visfatin ayni zamanda
direkt olarak da vaskuler kontraktiliteyi etkileyebilir ancak, hem visfatin’in
vaskuler tonusun diizenlenmesi Uzerine direkt etkilerini gdsteren bulgular da
oldukga celigkilidir, hem de in vitro ¢calismalarda visfatin’in insan umblikal veni
ve koroner endotel hticrelerinde endotelyal nitrik oksid (NO) sentaz (eNOS)
ekspresyonu ve aktivitesini stimule ederek NO Uretiminde ve siklik guanozin
monofosfat (cGMP) olusumunda artmaya neden oldugu gdsterilmigtir (16).
Benzer sekilde, visfatin’in izole sigan aortu ve mezenterik arterinde eNOS
aktivasyonuyla gevsetici etki olusturdugu bildirilmigtir (17). Bu bulgularla zit
olarak, T2DM (18) ve kronik bobrek yetmezligi (19) olan hastalarda brakiyal
arterin akim aracili gevsemesi (flow-mediated dilation; FMD) ile plazma
visfatin duzeyleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu goésterilmis, renal
transplantasyonu takiben dolasimdaki visfatin dizeylerindeki azalma ile
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birlikte FMD ile degerlendiriien endotel fonksiyon bozuklugunda dizelme
oldugu saptanmistir (20). Yakin zamanda gergeklestirilen bir ¢calismada ise
visfatin’in insan ve sigan mezenterik mikrodamarlarinda Nampt aktivitesi
araciliiyla endotel bagimh gevsemelerde bozulmaya neden oldugu
bildirilmigtir (21). Tum bu c¢eliskili sonuglar visfatin’in vaskuler dokuda
fonksiyonel etkilerinin ve bu etkilerde rol oynayan mekanizmalarin net bir
sekilde ortaya konulabilmesi igin daha fazla ¢alismaya gereksinim olduguna
isaret etmektedir.

2.2.12.17.Visfatin Ol¢iimii

Plazma visfatin dizeyleri genellikle enzim bagll immuinosorbent
(ELISA) yontemi ile olgulmektedir (225). Erkekler ve bayanlar arasinda
visfatin dizeylerinde anlaml bir fark gézlenmemigtir. Visfatin’in normal siniri
15.8 £ 16.7 ng/mL’dir (226).
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GEREG VE YONTEM

3.1. Sigan izole Mezenterik Yatag! Kiigiik Rezistans Arterlerinin Elde

Edilisi ve Deney igin Hazirlanisi

Deneyler 10-12 haftalik erkek Wistar sicanlarda (200-400 qr)
gercgeklestirildi. Deneylere baslayincaya kadar siganlar sicaklik ve isik
kontrollli ortamda barindirildi, yiyecek ve su kisittlamasi uygulanmadi. in vitro
deneyler tel myografta gerceklestiriidi. Deney gunlu sicanlara 1g/kg
intraperitoneal Uretan anestezisi verildikten sonra abdominal bir kesi ile karin
boslugu acildi, superior mezenterik arterden ince barsak duvarina kadar
uzanan mezenterik vaskuler yatak izole edilerek sogduk fizyolojik tuz
solusyonu (PSS) (mM: NaCl 118, KCI 5, NaHCO3 25, KH2PO4 1.0, MgS0O4
1.2, CaCl2 2.5 ve glukoz 11.2) iceren petri kabina yerlegtirildi (Sekil 3.1).
Daha sonra hayvanlar biyokimyasal Olgumler igin intrakardiyak kan
orneklerinin alimindan sonra kardiyak insizyon ile sakrifiye edildi. Diseksiyon
mikroskobu altinda mezenterik vaskuler yatagin 3. branglari ¢evre yag ve
bad dokusundan temizlendikten sonra, yaklasik 3 mm uzunlugunda kuguk
rezistans arter halkalari hazirlanarak PSS ile doldurulmus tel myografa asildi.
Tel myografin banyo solUsyonunun isisi 37°C olacak sekilde ayarlandi ve
kontrol edildi. Solisyon ayni zamanda pH'si 7.4 olacak sekilde %95 O»-%5
CO, gaz karigsimi ile deney boyunca gazlandirildi (Sekil 3.2). Daha sonra
kUguk rezistans arterler aktif gerilim gelisimi igin ¢elik teller araciligi ile radiyal
bir sekilde bir normalizasyon yazilimi araciligi ile belirlenen “arterin i¢ ¢cevresi
/" de@erine esit olan optimal IUmen c¢apina kadar getirildi. Bu normalize
edilmis etkin limen capi, damar gevsedikten sonra 100 mmHg transmural
basinca maruz birakildiginda olusacak damar capinin %90'ina karsilik
gelecegi disiniilen degerdir (227). izometrik gerilim bilgisayar bazl bir data
toplama sistemine bagl izometrik transduserler aracihdi ile kaydedildi.
Deneylere 1 saatlik dinlenme periyodu sonrasinda baslanildi ve preparatlar
deneyler arasinda 20 dk. slreyle dinlendirildi ve yikandi. llag
konsantrasyonlari banyo solUsyonunda olusan molar konsantrasyonlari
olarak ifade edildi.
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Sekil 3.1. Superior mezenterik arterden ince barsak duvarina kadar uzanan
mezenterik vaskiler yatak

Sekil 3.2. Tel myograf sistemi
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3.2. Tel Myografta in Vitro Deneyler

Deneyler endoteli saglam ve zedelenmis mezenterik arter halkalarinda
gercgeklestirildi. Endoteli zedelenmis halkalar elde etmek igin, damar
limeninden gecirilen bir sa¢ teli endotel tabakaya surtlldd. Endotel
saglamhgr 1 saatlk dinlenme periyodu sonrasinda submaksimal
konsantrasyonda 10° M fenilefrinle (PHE) kasilan dokularin 10°® M
asetilkoline (ACh) gevseme yanitlarina bakilarak test edildi. ACh %60 ve
uzeri gevseme yaniti veren dokularin endoteli saglam, gevseme yaniti
olusmayan ya da %60’dan disik gevseme yaniti olusan dokularin endoteli
ise zedeli kabul edildi.

Deneylerin ilk asamasinda mezenterik arter halkalarinda visfatin’in ve
deneylerde kullanilan maddelerin ¢dzlculerinin  bazal damar tonusu
uzerindeki zamana bagimli etkileri incelendi. Visfatin’in normal kosullarda ve
gesitli patolojik durumlarda plazma konsantrasyonlari 0.05-0.25 nM
araliginda bildirildigi (11) i¢in izole organ banyosu galismalarinda kullanilan
visfatin konsantrasyonlari normal plazma konsantrasyonlari ile normalden
dusuk ve yuksek konsantrasyonlari kapsayacak sekilde 1, 5, 25, 50 ve 100
ng/mL olacak sekilde belirlendi ve bu konsantrasyonlarda visfatin kiimulatif
olarak ya da inkubasyon deneylerinde etkinligi saptanan konsantrasyon/lar
ayri ayri uygulanarak kullanildi.

Deneylerin  ikinci asamasinda mezenterik arter halkalarinda
noradrenalin (NA, 10"° — 10 M) ile konsantrasyon-yanit egrileri elde edildi.
Daha sonra arteryel halkalar 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk.
inkiibe edildikten sonra NA konsantrasyon-yanit egrileri tekrar olusturuldu.

Deneylerin tGglncl asamasinda visfatin’in endotel bagimh gevsemeler
uzerindeki etkisi incelendi. Submaksimal konsantrasyonda PHE ile 6n
kasilma olusturulan mezenterik arter halkalarinda ACh (10%° - 10° M) ve
endotel-bagimsiz gevseme olusturan sodyum nitroprussid (SNP, 10™° — 10
M) konsantrasyon-yanit egrileri 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk.
inkibasyon 6ncesinde ve sonrasinda olugturuldu.

Visfatin, sigan izole mezenterik arter halkalarinda ACh ile olusan
gevseme vyanitlari Uzerinde anlamli derecede inhibisyon vyaptigi igin
deneylerin dordlincu asamasinda visfatin’in, ACh ile olusan gevseme
mekanizmalarindan hangi mekanizmay: etkiledigi belirlendi. Bu amagla PHE
ile 6nkasilma olusturulan mezenterik arter halkalarinin, yapisal ve
induklenebilir nitrik oksid sentaz (NOS) izoformlarinin blokéri olan Nw- nitro-
L-arginin metilester (L-NAME, 10* M) ile 20 dk, siklooksijenaz inhibitdrii
indometazin (INDO; 10™ M) ile 20 dk ve bu iki ajanin kombinasyonlari ile 20
dk. ve L-NAME + INDO + VISFATIN (100 ng/mL) kombinasyonu ile 20 dk.
inklbasyonu 6ncesinde ve sonrasinda ACh’ye konsantrasyon-yanit egrileri
kaydedildi ve bu sekilde visfatin’in damar diz kas tonusu Uzerindeki
fonksiyonel etkilerinde NO ve siklooksijenaz Urtnlerinin roll belirlendi.
Visfatin’in fonksiyonel etkilerinin gbzlendigi deneyler, etkinin visfatine
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spesifikligini test etmek icin Nampt inhibitori FK866 (10 uM) ile 20 dakika
inkiibasyon sonrasinda tekrarlanarak karsilastirildi.

Visfatin’in ACh ile olugsan gevseme vyanitlari Uzerindeki inhibitor
etkisinde serbest oksijen radikallerinin rolini incelemek icin PHE ile kasilan
damar halkalarinin ACh'ya gevseme yanitlari visfatin (15 ng/mL ve 35 ng/mL)
ve serbest oksidan radikal supuUricusu superoksid dismutaz (SOD, 100 U/ml)
ile 20 dk. inkibasyon sonrasinda belirlendi.

Deneyler arasinda dokular 60 dk. dinlendirildi. Her bir deney grubu en
az 6 mezenterik arter halkasinda gerceklestirildi.

3.3. Mezenterik Perivaskiler Yag Dokusu ve Plazma Visfatin Diizeyleri
Olgiimleri

Hayvanlarin deney ginU sakrifikasyonu sirasinda elde edilen kan
ornekleri etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) iceren Lavender vacutainer
tiplere alindi, 30 dk. igerisinde santriflij edildi ve plazmalari ayrilarak -
80°C’de Olcum gunune kadar saklandi. Yine sakrifikasyon sonrasinda
hayvanlarin mezenterik PVAT diseke edilerek izole edildi, ¢alisma glnine
kadar sivi nitrojende saklandi.

Mezenterik PVAT’de protein ekstraksiyonu i¢in donmus yag dokusu
ornekleri buz Uzerine yerlestirildi ve orneklerden 200 mg eksizyon yapildi. Bu
sekilde alinan doku 200 yl PBS’de (0.01 mol/L; pH: 7.4) ¢6zuldu ve ultrasonik
homojenizatérde homojenize edildi (30 s, 4°C, pulse on 3 s, pulse off 5 s).
Yag dokusu homojenatlari bir gece suresince -80°C’de tutuldu, ertesi gun
buz (izerinde eritildi. iki donma-erime ddéngiisii sonrasinda homojenatlar
15000 rpm’de 30 dk. santrifij edildi ve orta tabaka dlgum icin kullanildi (Sekil
3.3).

Plazma ve perivaskuler yag dokusunda visfatin dizeyleri ticari bir kit
kullanilarak ELISA ydntemi ile 6l¢ildlu ve proteine oranlandi. Doku proteini
Lowry metodu ile élguldl. Plazma total protein dizeyleri ise spektrofotometrik
yontemlerle Universitemizin merkez laboratuvarinda olgulda.
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Sekil 3.3. Yag dokusu homojenati

3.4. Deneylerde Kullanilan ilaglar

Deneylerde kullanilan Visfatin, FK866, PHE, ACh, L-NAME, iNDO,
NA, SNP ve SOD Sigma Kimyasal’dan (St. Louis, Mo.) elde edildi. Visfatin,
FK866, PHE, ACh, L-NAME, NA, SNP ve SOD distile suda, INDO etanolde
¢ozulda.

3.5. istatistiksel Analiz

Tim degerler ortalama * standart hata olarak ifade edildi. ECs
degerleri lineer regresyon analizi ile maksimum yanitin (Emax) %50’sini
olusturan agonist konsantrasyonu olarak hesaplandi. Duyarliik pD, (-Log
ECso) olarak verildi. Sonugclarin istatiksel analizi Student t-testi, tekrarlayan
Olcumler igin ANOVA ve posthoc Tukey testleri kullanilarak yapildi. Plazma
visfatin duzeyleri ve PVAT’taki visfatin olgimleri arasindaki iligki Pearson
Korelasyon Analizi ile gergeklestirildi. p degerleri 0,05’in altinda bulunan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

On-deneylerde ¢dzlcilerinin damar yanitlarinda kendi baslarina
uygulandiklarinda anlamli bir degigiklik olusturmadiklari saptandi. Ayrica
visfatin ile deneylerde kullanilan diger kimyasallarin damarlarin bazal tonusu
Uzerinde anlamli bir etki olusturmadiklari belirlendi. Bu nedenle PHE ile on-
kasilma olusturulan deneylerde kullanilan PHE konsantrasyonlari igin ek bir
standardizasyon islemine basvurulmadi.

Ayri ayri 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkibe edilen
endoteli saglam mezenterik arter halkalarinda kumulatif konsantrasyonda
(10 — 10° M) uygulanan NA ile olusturulan kasilma yanitlari visfatin
inkiibasyonu oOncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gOstermedi (Sekil 4.1).

- Kontrol (E+)
120+ B Visfatin (1 ng/mL)
100 —— Visfatin (5 ng/mL)
g 80- —— Visfatin (25 ng/mL)
E 60 —— Visfatin (50 ng/mL)
& ~o- Visfatin (100 ng/mL)
2 401
20
0_
T T T T T T
1010 10°° 10°® 107 10 105
NA (M)
Sekil 4.1. Endoteli saglam sican mezenterik arter halkalarinda kimdulatif

konsantrasyonlarda (10™° - 10®° M) uygulanan NA ile olusan kasiima yanitlari
Uzerine degisik konsantrasyonlarda (1, 5, 25, 50, 100 ng/mL) uygulanan
visfatin inkiibasyonunun (30 dk.) etkisi (n=9-26). Sonuglar 40 mM KClI ile
olusan maksimum kasilmanin %’si olarak verilmistir.

Ayri ayri 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkibasyon
oncesi ve sonrasinda endoteli zedeli mezenterik arter halkalarinda ACh (10
10— 10° M) gevseme vyaniti olusturmadi (Sekil 4.2). Bu nedenle bu
asamadan sonraki deneylerde endoteli saglam mezenterik arter halkalari
kullanildi.
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- Kontrol (E-)
40 -2~ Visfatin (1 ng/mL)
g = Visfatin (5 ng/mL)
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Sekil 4.2. Endoteli zedeli (E-) sican mezenterik arter halkalarinin kimdulatif
konsantrasyonlarda (10™° - 10° M) uygulanan ACh'ya yaniti ve farkli
konsantrasyonlarda (1, 5, 25, 50, 100 ng/mL) uygulanan visfatin
inkiibasyonlarinin (30 dk.) etkisi (n=6, tim gruplar igin). Sonuglar PHE ile
olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Ayri ayri 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkibe edilen
endoteli saglam sican mezenterik arter halkalarinda ACh (10° — 10° M) ile
olusan endotel bagimh gevseme yanitlari, 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin
inkibasyonlari ile istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi. ACh'ye maksimal
gevseme yanitlarinda visfatin ile olusan inhibisyonun konsantrasyon-bagiml
oldugu ve Ozellikle ylksek konsantrasyonlarda inhibisyona ACh'ye damar
duyarliginda bir artmanin eslik ettigi gozlendi (Sekil 4.3) (Cizelge 4.1). Diger
taraftan PHE (10° M) ile 6n kasiima olusturulan sican mezenterik arter
halkalarinda endotel-bagimsiz gevsetici ajan olan SNP’ye (10%° — 10° M)
gevseme yanitlar 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkibasyon
Oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir degigiklik gdstermedi
(Sekil 4.4) (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.3.
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Sekil 4.4.

Kontrol (E+)

Visfatin (1 ng/mL)
Visfatin (5 ng/mL)
Visfatin (25 ng/mL)
Visfatin (50 ng/mL)
Visfatin (100 ng/mL)

¢t g

T T T T T
107 40° 10% 4107 410°% 10°

ACh (M)

Endoteli saglam (E+) sican mezenterik arter halkalarinda kimdulatif
konsantrasyonlarda (10™° - 10° M) uygulanan ACh ile olusan gevseme
yanitlari Gzerine farkl konsantrasyonlarda (1, 5, 25, 50, 100 ng/mL)
uygulanan visfatin inkiibasyonlarinin (30 dk.) etkisi (n=7-9). *: p<0.05,
kontrol grubu ile kargilastirildiginda. Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin %
gevsemesi olarak verilmigtir.

Kontrol (E+)
Visfatin (1 ng/mL)
Visfatin (5 ng/mL)
Visfatin (25 ng/mL)
Visfatin (50 ng/mL)
Visfatin (100 ng/mL)

¢t dow

T T T T T T
101 10° 108 107 10¢ 105

SNP (M)

Endoteli saglam (E+) sican mezenterik arter halkalarinda kimdulatif
konsantrasyonlarda (10™° - 10° M) uygulanan SNP ile olusan gevseme
yanitlari Gzerine farkh konsantrasyonlarda (1, 5, 25, 50, 100 ng/mL)
uygulanan visfatin inkiibasyonlarinin (30 dk.) etkisi (n=9, tim gruplar igin).
Sonugclar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Fenilefrin ile ©n-kasilma olusturulan sigan mezenterik rezistans arter
halkalarinda farkli (1, 5, 25, 50, 100 ng/mL) konsantrasyonlarda visfatin ile
30 dk. inkiibasyon 6ncesi (kontrol) ve  sonrasinda ACh ve SNP igin Emax
(%) ve pD, degerleri.

ACh SNP
Emax (%) pD,; Ermax (%) pD;
Kontrol 67.49+4.02 7.95+0.21 85.73%6.13 7.75%0.14
Visfatin 1 ng/mL 46.7246.55° 8.59+0.33 86.17+5.94 7.690.14
Visfatin 5 ng/mL 47.0246.81° 8.39+0.32 88.9816.80 7.74+0.13
Visfatin 25 ng/mL 44.7946.50° 7.45+0.27 95.27+5.50 7.68+0.11
Visfatin 50 ng/mL 41.0548.40° 7.20+0.32 93.7045.45 7.72+0.12
Visfatin 100 ng/mL 37.66+5.53° 6.47+0.22° 86.10+5.20 7.82+0.11

®: P<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda.

Damar preparatlarinin ACh'ye (10™° — 10° M) endotel bagimli
gevseme vyanitlarinda 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin inkibasyonlar ile
go6zlenen inhibisyon, Nampt inhibitord FK866 (10 uM) ile 20 dk. inkibasyon
sonrasinda buyuk olgide geriye dondl (Emax: %74.55 £ 4.95 vs. %37.22 +
8.56 vs.%62.29 £ 8.16, sirasiyla kontrol, 25 ng/mL visfatin ile inklbasyon,
FK866 (10 uM) + 25 ng/mL visfatin ile inkibasyon durumunda, p<0.05; Enax:
%73.85 £ 6.15 vs. %35.11 + 8.98 vs.%61.05 £ 11.33, sirasiyla kontrol, 50
ng/mL visfatin ile inkibasyon, FK866 (10 puM) + 50 ng/mL visfatin ile
inkibasyon durumunda, p<0.05; Emnax: %73.53 £ 7.45 vs. %34.66 £ 6.93
vsS.%68.75 + 13.45, sirasiyla kontrol, 100 ng/mL visfatin ile inkibasyon,
FK866 (10 pyM) + 100 ng/mL visfatin ile inkibasyon durumunda, p<0.05)
(Sekil 4.5, 4.6, 4.7).
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Sekil 4.6.
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Endoteli saglam (E+) sican mezenterik arter halkalarinda kimdulatif
konsantrasyonlarda (10™° - 10° M) uygulanan ACh ile olusan gevseme
yanitlari izerinde visfatin (25 ng/mL, 30 dk.) ve FK866 (10 uM) + visfatin (25
ng/mL, 30 dk.) inklbasyonunun etkisi (n=6-8). *: p<0.05, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda. Sonuglar PHE ile olusan kasilmanin % gevsemesi olarak
verilmigtir.

—& Kontrol (E+)
-8 Visfatin (50 ng/mL)
—— FK866 (10 uM) + Visfatin (50 ng/mL)

1 OI'1 i

T T T T T
10 108 107 10% 10
ACh (M)

Endoteli saglam (E+) sican mezenterik arter halkalarinda kimdulatif (10'10 -
10° M) konsantrasyonlarda uygulanan ACh ile olusan gevseme yanitlari
Uzerinde visfatin (50 ng/mL, 30 dk.) ve FK866 (10 uM) + visfatin (50 ng/mL,
30 dk.) inkubasyonunun etkisi (n=6-8). * p<0.05, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda. Sonuglar PHE ile olugan kasilmanin % gevsemesi olarak
verilmigtir.
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Sekil 4.7. Endoteli saglam (E+) sican mezenterik arter halkalarinda kimdlatif (10'10 -
10® M) konsantrasyonlarda uygulanan ACh ile olusan gevseme yanitlari
Uzerinde visfatin (100 ng/mL, 30 dk.) ve FK866 (10 uM) + visfatin (100
ng/mL, 30 dk.) inklbasyonunun etkisi (n=6-8). *: p<0.05, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda. Sonuglar PHE ile olugan kasilmanin % gevsemesi olarak
verilmistir.

Endoteli saglam sigan izole mezenterik arterlerinde ACh ile olusan
gevseme yanitlari INDO inkiibasyonu sonrasi anlamli olarak degismedi.
Diger taraftan damar preparatlarinin NOS blokoru L-NAME ile inkibasyonu
ACh'ya gevseme yanitlarinda anlamh bir azalmaya (yaklasik %70) neden
oldu (Emax: %066.94 + 6.55 vs. %21.00  1.22, sirasiyla kontrol ve L-NAME ile
inkiibasyon sonrasinda, P<0.05). Sican mezenterik vaskiler yatak izole
rezistans arterlerinin ACh'ya gevseme yanitlarinda visfatin (100 ng/mL) ile
olusan azalmanin ACh'ya gevseme yanitinin L-NAME’ye duyarli olan
komponentinin blokaji ile benzer oldugu saptandi (Sekil 4.8).

Kontrol (E+)

L-NAME (10* M)

INDO (10° M)

L-NAME (10* M) + INDO (10° M)
L-NAME (10 M) + INDO (10° M) +
Visfatin (100 ng/mL)

P ot

% Gevseme

r T T T T T
10"  10° 10® 107 10%  10°
ACh (M)

Sekil 4.8. Endoteli saglam (E+) sican mezenterik arter halkalarinda kiimdlatif (10™° -
10° M) konsantrasyonlarda uygulanan ACh ile olusan gevseme yanitlari
lizerinde L-NAME (10 M, 20 dk.), INDO (10° M, 20 dk.), L-NAME + INDO (
siraslyla 10" M, 10° M; 20 dk.), L-NAME + INDO + Visfatin (sirasiyla 10 M,
10° M, 100 ng/mL; 20 dk.) inkUbasyonlarinin etkisi (n=12, tim gruplar igin).
*. p<0.05, kontrol grubu ile karsilastirildiginda. Sonuglar PHE ile olusan
kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.
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izole arter preparatlarinin SOD (100 U/ml) ile 30 dk. inkiibasyonu ACh
(10™° — 10®° M) ile olusan endotel bagimli gevseme yanitlari {izerinde 15 ve
35 ng/mL visfatin’in olusturdugu azalmay istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde geri dondurdl (Emax: %72.2 + 4.26 vs. %57.56+ 4.60 vs. %64.58 *
5.26 vs. %33.19 + 6.62 vs. %64.68 + 6.16, sirasiyla kontrol; 15 ng/mL
visfatin; SOD (100 U/ml) +15 ng/mL visfatin; 35 ng/mL visfatin; ve SOD (100
U/ml) + 35 ng/mL visfatin ile inkibasyon durumlarinda, p<0.05) (Sekil 4.9).

- Kontrol (E+)
- Visfatin (15 ng/mL)
- SOD (100 U/mL) + Visfatin (15 ng/mL)

g —¥- Visfatin (35 ng/mL)

o -7 SOD (100 U/mL) + Visfatin (35 ng/mL)

o

O]

X

I T T T T T
10  10° 103 107 10 10
ACh (M)
Sekil 4.9. Endoteli saglam (E+) sican mezenterik arter halkalarinda kiimdilatif (107 -

10® M) konsantrasyonlarda uygulanan ACh ile olusan gevseme yanitlari
Uzerine farkli iki konsantrasyonda (15 ng/mL, 30 dk. ve 35 ng/mL, 30 dk.)
uygulanan visfatin, SOD (100 U/ml) + visfatin (15 ng/mL, 30 dk.) ve SOD
(100 U/ml) + visfatin (35 ng/mL, 30 dk.) inkiibasyonlarinin etkisi (n=6-8). *:
p<0.05, kontrol grubu ile karsilasgtirildiginda. Sonucglar PHE ile olusan
kasilmanin % gevsemesi olarak verilmistir.

Sicanlarin plazma ve mezenterik perivaskiler yad dokusundaki
ortalama visfatin dizeyleri sirasiyla 8.75 + 0.81 ng/mL (n=19) ve 117.75 %
12.47 ng/mg (n=19) olarak bulundu. Sican mezenterik perivaskiler yag
dokusundaki  visfatin  dlzeyleri, plazma visfatin  dizeyleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksekti (p<0.01)
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Siganlardan alinan plazma (n=19) ve mezenterik perivaskiler yag
dokusunda (n=19) visfatin duzeyleri (*: p<0.01, serum dizeyleri ile
karsilastirildiginda).

Plazma ve mezenterik perivaskiler yag dokusu visfatin dizeyleri
arasinda anlamli bir pozitif korelasyon saptandi (r= 0.485, P= 0.035). Doku
proteinine oranlanan mezenterik perivaskiler yag dokusu visfatin
duzeylerinin, vicut agirhigina gore oranlanarak dizeltimesi durumunda da
plazma visfatin dizeyleri ile anlamli bir pozitif korelasyonun oldugu gézlendi
(r=0.502, P=0.034) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Siganlarda plazma ve mezenterik perivaskiler yag dokusu visfatin diizeyleri
arasindaki iligki (n=19).
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TARTISMA

Bu c¢alisma kapsaminda sican mezenterik vaskuler yatagindan izole
edilen kuguk rezistans arterlerde visfatin'in fonksiyonel etkileri ve bu etkilerde
rol oynayan mekanizmalar arastiriimistir. Bu amag¢ dogrultusunda ¢alismada
visfatin’in damar preparatlarinin bazal tonusu, NA'ya kasilma, ACh ve
SNP'ye gevseme yanitlari Uzerindeki etkileri incelenmigtir. Visfatin’in izole
mezenterik rezistans arter preparatlarinda fonksiyonel etkilerinde Nampt
enzim aktivitesinin, endotel dokusunun ve sUperoksid radikallerinin roll
degerlendirilmistir. Ayrica siganlarda plazma ve mezenterik perivaskuler
adipoz doku visfatin dizeyleri dlgilmus ve bu iki parametre arasinda bir iligki
olup olmadigi incelenmisgtir.

Calismamizda visfatin’in ve deneylerde kullanilan diger maddelerin
cozlculerinin sican mezenterik rezistans arter halkalarinin bazal tonusu
Uzerinde anlamli bir etkilerinin olmadigi saptanmistir. On deneylerde
submaksimal konsantrasyonda uygulanan NA'nin, sigan izole mezenterik
rezistans arter halkalarinda stabil, tekrarlanabilir ve slrekli bir kasiima yaniti
olusturdugu ve NA ile olusan kasilma yanitlarinda zaman igerisinde anlamli
bir azalma gozlenmedigi teyid edilmigtir.

Endoteli saglam mezenterik rezistans arter halkalarinin 1, 5, 25, 50 ve
100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkiibasyonu, kiimiilatif konsantrasyonda (10™°
— 10 M) uygulanan NA ile olusturulan kasilma yanitlari izerinde de anlamli
bir degisiklik olusturmamistir (Sekil 4.1). Visfatin’in insanlardaki plazma
konsantrasyonu 0.05 - 0.25 nM araligindadir (11). inkiibasyon icin secilen
visfatin konsantrasyonlari hem normal degerleri hem de normalin altinda ve
ustiinde kalan degerleri kapsayacak aralikta secilmistir. Calismamizda
visfatin'in sigan izole mezenterik rezistans arter preparatlarinda, gerek
insanlarda bildirilen ortalama plazma konsantrasyonlarina karsilik gelen
gerekse bundan c¢cok daha ylksek konsantrasyonlarda, endojen olarak
mevcut bir vazokonstriktor ajanla olugan kasilma yanitini in vitro kogullarda
anlamli olarak degistirmedigi bulunmustur. Bu bulgu ile uyumlu olarak Vallejo
ve ark.’larl (21) sican mezenterik arterlerinde kimdulatif konsantrasyonlarda
(107 - 3x10®° M) uygulanan NA ile olusan kasilma yanitlarinin, 50 ve 100
ng/mL visfatin inkibasyonu 6ncesi ve sonrasinda anlamli bir degisiklik
g6stermedigini bildirmislerdir. Ote yandan, sican izole torasik aortunda
gercgeklestirilen bir bagka calismada ise, bu bulgularla ters olarak, endoteli
saglam izole torasik aort preparatlarinin kiimiilatif konsantrasyonlarda (107 -
10° M) NA'ya kasilma yanitlarinin 100 ng/mL visfatin inkiibasyonu ile anlamli
olarak azaldigi, endoteli zedeli preparatlarda ise bu tur bir degisikligin
gOzlenmedigi rapor edilmistir (17).

39



ACh ve SNP, NO-aracili soluble guanilat siklaz aktivasyonu ve bunu
takibeden cGMP Uretimindeki artma sonucu vaskuler duz kaslarda gevseme
yanitina yol agan ajanlardir. Ancak SNP direkt NO dondérlu olarak rol
oynarken, ACh, NOS aktivasyonu araciligiyla endotel hucrelerinden NO
salinimina yol agmaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada izole rezistans
arterlerde visfatin’in endotel-bagimh (ACh ile olusan) ve endotel-bagimsiz
(SNP ile olugsan) gevsemeler Uzerindeki etkileri de incelenmistir. PHE ile 6n-
kasilma olusturulan sican mezenterik arter halkalarinin dusuk, normal ve
yuksek konsantrasyonlarda (1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL) visfatin ile 30 dk.
sureyle inkibasyonu endoteli saglam damar halkalarinda ACh'nin kimulatif
konsantrasyonlarina (10™° — 10®° M) gelisen gevseme yanitlarinda anlamli bir
azalmaya neden olmustur (Sekil 4.3). Endoteli saglam damar halkalarinin
degisik konsantrasyonlarda visfatin ile inkibasyonu ACh'ya maksimum
gevseme yanitlarinda %35-45 duzeylerinde bir azalmaya neden olmustur.
ACh'ya gevseme vyanitlarinda visfatin’in  olusturdugu inhibitér etki
konsantrasyon  bagimh  bir egilim  gdstermesine  karsin,  farkl
konsantrasyonlarla olusan maksimum inhibisyon (Enax) degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamigtir. Diger taraftan 1, 5, 25 ve
50 ng/mL visfatin inkibasyonlarinin izole mezenterik arter halkalarinin
ACh'ya duyarliginda anlamh bir degisiklik olusturmadigi ancak 100 ng/mL
visfatin ile inkilbasyon sonucu rezistans arterlerin ACh'nin gevsetici etkisine
duyarliginda anlamli bir azalma olustugu saptanmistir (pD, degerleri
sirasiyla: 7.95 + 0.21 ve 6.47 £ 0.22, P<0.05) (Sekil 4.3, Cizelge 4.1). Diger
taraftan ¢calismada kullanilan konsantrasyonlarda visfatin (1, 5, 25, 50 ve 100
ng/mL), izole sigan mezenterik arter halkalarinin SNP'ye gevseme
yanitlarinda anlamli bir degisiklik olusturmamistir (Sekil 4.4, Cizelge 4.1).
Dolayisiyla visfatin'in direkt NO dondru ile olugan endotel bagimsiz gevseme
yanitlari Uzerinde etkisinin olmadigi, yuksek konsantrasyonlarinda ise
olasilikla NO dretimi/salinimi ve/veya biyoyararlanimi Uzerindeki etkisi ile
endotel bagimh gevseme yanitlarini azalttigr anlasiimaktadir.

Visfatin’in vaskuler fonksiyonel etkilerini belirlemeye yonelik olarak
yapilan az sayida c¢alismadan elde edilen sonuglar arasindaki farkhligin
nedeni/nedenleri bilinmemekle birlikte vaskuller diz kaslarin cesitli ajanlara
yanitlarindaki degisikliklerde arterin lokalizasyonu ve c¢apina bagh olarak
endotelden salinan maddelerdeki farkliliklarin, iyon transport mekanizmalari
veya farmakolojik reseptorlerin yogunlugu ve tiplerinin 6nemli bir rol
oynayabilecegi bildirilmistir (228; 229). Bu nedenle visfatin'in g¢esitli tirlerden
elde edilen degisik damar preparatlarinda vaskuler fonksiyonel etkilerindeki
farkhliklarin, dokunun alindigi tir, deneyin gerceklestirildigi vaskuiler doku
(damar dokusunun vyeri ve c¢api) velveya on kasilma olusturmak igin
kullanilan ajan gibi yontemsel farklihklara bagl olabilecedi dusunulebilir.
Visfatin’in NA'ya kasilma yanitlari Gzerinde etkili oldugu bildirilen torasik aort
preparati, konduktans arterleri temsil etmektedir ve rezistans arterlere gore
¢ok daha buyuk bir gapa sahiptir. Diger taraftan gerek bu ¢alismada gerekse
bu calisma ile benzer sonuglarin gosterildigi Vallejo ve ark.larinin (21)
calismasinda konduktans damarlardan farkh fonksiyonlara aracilik eden ve
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¢ok daha kuguk damar caplarina sahip olan izole mezenterik rezistans
arterler kullaniimigtir.

Sigan izole mezenterik rezistans arter preparatlarinda visfatin’in
fonksiyonel etkisinde rol oynayan mekanizmalari belirlemeye yonelik
calismamizda, endoteli saglam damar preparatlarinin 20 dk. sudreyle
siklooksijenaz inhibitérii INDO (10®° M) ile inkilbasyonu ACh'ya gevseme
yanitlarinda anlamli bir degisiklik olusturmamis, diger taraftan INDO (10 M)
ve NOS blokérii L-NAME (10*% M, 20 dk.) kombinasyonu ile inkiibasyon
ACh'ya gevseme yanitlarinda yaklasik %70'lik bir azalmayla sonuglanmistir.
Bu bulgular ACh'nin sican mezenterik rezistans arterlerinde gevsetici
etkisinde lokal olarak uretilen siklooksijenaz Urunlerinin rolu olmadidina ve
gevsemeden temel olarak endotel kaynakli NO'nun sorumlu olduguna isaret
etmektedir. Diger taraftan ACh'ye gevseme yanitinda visfatin ile olusan
inhibisyonun, ayni dokuda L-NAME ve INDO'nun kombine etkisi ile olusan
inhibisyonla ayni diizeyde oldugu saptanmistir. L-NAME ve INDO
kombinasyonuna eklenen en yuksek konsantrasyondaki visfatin (100 ng/mL),
ACh'ya gevseme yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli ek bir inhibisyon
olusturmamistir (Sekil 4.8). Endoteli sadlam sican mezenterik rezistans
arterlerinde ACh'ya gevseme yanitlarinda visfatin ile gézlenen inhibisyonun
NOS blokértu L-NAME ile gézlenen blokaj ile ayni dizeyde olmasi ve INDO
ve L-NAME kombinasyonuna eklenen visfatin ile gevseme yanitlari Gzerinde
ek bir inhibisyon olugsmamasi, visfatin’in endotel bagimli gevseme Gzerindeki
inhibitor  etkisini  endotel kaynakli NO Uzerinden gergeklestirdigini
dusundirmektedir. Bu bulgularla uyumlu olarak T2DM (18) ve kronik bébrek
yetmezligi (19) olan hastalarda brakiyal arterin akim aracili gevsemesi ile
plazma visfatin dizeyleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu gosterilmis,
bu hastalarda renal transplantasyonu takiben dolasimdaki visfatin
duzeylerindeki azalmaya akim aracili gevseme ile degerlendirilen endotel
fonksiyon bozuklugundaki dizelmenin eglik ettigi bildiriimistir (20). Bagka bir
calismada ise visfatin’in insan ve sigan mezenterik mikrodamarlarinda
endotel bagimli gevsemelerde bozulmaya neden oldugu gosterilmistir (21).
Zit olarak, visfatin’in endoteli saglam si¢an torasik aort halkalarinda eNOS ve
Akt fosforilasyonunu dizenleyerek NO aracili gevseme yanitlari olusturdugu
(17), insan umbilikal veni ve koroner endotel hucre kulturlerinde eNOS
ekspresyonu ve aktivitesini stimile ederek NO Uretiminde ve cGMP
olusumunda artmaya neden oldugu bildirilmigtir (16).

Visfatin, NAD sentezinde rol oynayan Nampt enzimiyle yapisal
benzerlik gosterdigi igin, ayni zamanda “Nampt” olarak da adlandiriimaktadir
(5; 22). Nampt enzim aktivitesinin visfatin'in, vaskuler diz kas hucre
proliferasyonu ve inflamasyonu, makrofajlardan matriks metalloproteinazlarin
uretimi ve pankreatik B-hucrelerinden insulin salinimi gibi degisik etkilerine
aracilik ettigi gosterilmistir (11; 154; 230; 231). Visfatin’in etkilerine aracilik
eden reseptor/reseptorler halen bilinmemekte ve visfatin’in insulin
reseptorine insulinin  baglandigi bdlgeden farkli bir boélge Uzerinden
baglanabilecedi ve reseptoru aktive edebilecegi bildirilmigtir (6). Sonraki
calismalarda ise bu gorusle zit bulgular da elde edilmigtir (10; 211; 231).
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Visfatin’in sigan aortunda olusturdugu gevseme yaniti insulin reseptdrinden
bagdimsiz bir sekilde gergeklestigi bildirilmistir (17). Bu ¢alismada endoteli
saglam sican mezenterik rezistans arter halkalarinda ACh'ya gevseme
yanitlarinda visfatin ile olugsan inhibisyonun Nampt enzim inhibitori olan
FK866 varliginda neredeyse tamamen bloke edildigi gosterilmistir (Emax:
%74.55 £ 4.95). Bu bulgu, sican mezenterik rezistans arter halkalarinda
visfatin’in endotel bagimh gevseme yanitlari Uzerindeki inhibitoér etkisinde
visfatinin  Nampt enzim aktivitesinin roli olduguna isaret etmektedir.
Visfatin’in insan ve sigan mezenterik mikrodamarlarinda endotel bagimh
gevsemeler Uzerindeki olumsuz etkilerinde Nampt aktivitesinin rolu baska
calismalarla da desteklenmektedir (21).

Calismamizda sigan izole mezenterik arter preparatlarinin bir serbest
radikal giderici olan SOD (100 U/ml) ile 30 dk. inklibasyonu, gerek 15 ng/mL
(Emax: %57.56% 4.60) gerekse 35 ng/mL (Emax: %33.19 £ 6.62) visfatin’in ACh
ile olusan endotel bagimh gevseme yanitlari Uzerinde olusturdugu blokor
etkiyi (Emax: %57.56+ 4.60) ve nerdeyse tamamen (15 ve 35 ng/mL igin
sirasiyla Enax: %64.58 £ 5.26 ve %64.68 £ 6.16) kontrol duzeylerine (Emax:
%72.2 £ 4.26) geri dondurdigu saptanmistir. Cesitli patolojik durumlarda
SOD'un, rezistans arterlerin endotel bagmli gevseme yanitlarinda
dizelmeye neden oldugu bilinmektedir (232; 233). Her ne kadar bu
calismada sicanlarin sistemik ve lokal oksidan durumlari incelenmemisse de
reaktif oksijen tlrevlerindeki artma ya da SOD duzeylerindeki azalmanin,
rezistans arterlerin endotel bagimli fonksiyonlarinda yuksek visfatin duzeyleri
ile olusan bozulmaya katkida bulunabilecegi anlasiimaktadir.

Dolasimdaki visfatin konsantrasyonlarinin saglikli kigilerde 15 ng/mL
oldugu (226; 234) bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda ise sicanlarda plazma
visfatin dizeyleri 8.75 + 0.81 ng/mL olarak bulunmustur. Diger taraftan
plazma visfatin diuzeylerinin T2DM’li hastalarda 18 - 32 ng/mL ve tip 1
diyabetik hastalarda 35 ng/mL duzeylerine ¢iktigi rapor edilmigtir. Bununla
birlikte patolojik durumlarda plazma visfatin dizeylerine iliskin ¢alismalarin
sonuglari arasinda genel olarak bir tutarsizlik s6z konusudur; bazi
calismalarda yukarda belirtilen klinik durumlarda visfatin diizeylerinin saglikli
gonullilerden farkli olmadigi ya da daha dusiuk oldugu ileri surtlmastur (8).
Yakin zaman 6nce yapilan bir calismada ise diyabetik olmayan, prediyabetik
ve diyabetik hastalarda plazma visfatin duzeyleri sirasiyla 17.4 + 8.7, 20.6
12.3 ve 20.6 = 12.3 ng/mL olarak dl¢iimustir (235). Diger taraftan deneysel
hayvan modelleri ve insanlarda yapilan calismalarda visfatin’in aort ve
koroner arter gibi damarlarin PVAT'Inda bulundugu, PVAT’ta subkutan
adipoz dokuya gore 3.7, viseral adipoz dokuya gore ise 1.8 kat daha fazla
duzeyde eksprese edildigi gosterilmistir (11; 13). Dolayisiyla vaskuler diz
kas hucrelerinin gerek dolasimdan gelen gerekse PVAT’tan salinan visfatin
ile etkilenebilecedi ve plazma visfatin dizeyleri ile PVAT dizeyleri arasinda
belirli bir iliski olabilecedi dusunulebilir. Bu gorusleri destekler sekilde bu
calismada siganlarda doku proteinine oranlanan mezenterik perivaskuler yag
dokusu visfatin dizeyleri plazma visfatin dizeylerinden anlamli olarak ylksek
bulunmustur (sirasiyla 117.75 + 12.47 ng/mg ve 8.75 = 0.81 ng/mL) (Sekil
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4.10). Ayrica doku proteinine oranlanan mezenterik perivaskiler yag dokusu
visfatin duzeyleri ile plazma visfatin duzeyleri arasinda anlamli bir pozitif
korelasyon saptanmistir (r= 0.485, P= 0.035). Doku proteinine oranlanan
mezenterik perivaskiler yag dokusu visfatin duzeyleri, vucut agirhgina gore
oranlanarak duzeltildiginde de plazma visfatin dizeyleri ile gézlenen pozitif
korelasyonun surdigu saptanmistir (r= 0.502, P=0.034) (Sekil 4.11).
Dolayisiyla bu sonuglar toplu olarak ele alindiginda visfatin’in sigcanlarda
gerek plazma duzeyleri gerekse mezenterik perivaskiler yad dokusu
duzeyleri ile mezenterik rezistans arterlerin endotel bagimh gevseme
yanitlarini etkileme potansiyeline sahip oldugu anlagiimaktadir.

Buglne kadar visfatin’in bir proinflamatuvar adipositokin oldugu ve
endotel hicre ve vaskuler diz kas hicre inflamasyonu (230; 236) vaskuler
duz kas proliferasyonu (11) ve matriks metalloproteinazlarin aktivasyonu (14)
gibi vaskiler zedelenme ve endotel fonksiyon bozukluklari ile iligkili
olabilecegi bildirilmistir. Diger taraftan, bu goruslere zit olarak yuksek visfatin
konsantrasyonlarinin (100-250 ng/mL) monositlerde IL-1RA ve IL-10 gibi
antiinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu indukledigi gdsterilmigtir (203).
Dolayisiyla visfatin'in inflamasyon Uzerindeki etkileri halen tartisma
konusudur. Bununla birlikte bu ¢alismada mezenterik perivaskuler adipoz
doku visfatin dlizeyleri ile plazma visfatin dizeyleri arasinda anlamli bir pozitif
korelasyon oldugu ve visfatin’in izole sigan mezenterik rezistans arterlerinde
endotel bagimli gevseme yanitlarini olasilikla NO inhibisyonu ve serbest
oksijen radikalleri aracihdi ile inhibe ettigi saptanmigtir. NO’in endotelyal
inflamasyonu ve trombozu inhibe eden bir vazoprotektif ajan oldugu (237;
238) dusunuldigunde, calismamizin sonuglari gesitli patolojik durumlarda
olusabilecek yuksek lokal ya da sistemik visfatin dizeylerinin, en azindan
klguk rezistans arterler dizeyinde endotel fonksiyonlari tzerindeki olumsuz
etkileri ile bu patolojilere katkida bulunabilecegini dusindurmektedir.
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SONUGLAR

Bu galisma ile visfatin’in sican izole mezenterik rezistans arterlerinde
fonksiyonel etkileri ve bu etkilerde rol oynayan olasi mekanizmallar
arastinimistir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler
halinde 6zetlenmistir.

> On-deneylerde ¢6zicllerinin  damar yanitlarinda kendi baslarina
uygulandiklarinda anlamli bir degisiklik olusturmadiklari saptandi. Ayrica
visfatin ile deneylerde kullanilan diger kimyasallarin damarlarin bazal
tonusu Uzerinde anlaml bir etki olugturmadiklari belirlendi.

» Ayri ayn 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkibe edilen
endoteli saglam mezenterik arter halkalarinda kimdulatif konsantrasyonda
(10° — 10®° M) uygulanan NA ile olusturulan kasiima yanitlari visfatin
inkibasyonu Oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gOstermedi.

» Ayri ayri 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkibasyon oncesi
ve sonrasinda endoteli zedeli mezenterik arter halkalarinda ACh (10™%° —
10> M) gevseme yaniti olusturmadi.

» Ayr ayri 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk. inkibe edilen
endoteli sadlam sigan mezenterik arter halkalarinda ACh (10™° — 10®° M)
ile olusan endotel bagimh gevseme yanitlari, 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL
visfatin inkubasyonlari ile istatistiksel olarak anlamli gekilde azaldi.
ACh'ya maksimal gevseme yanitlarinda visfatin ile olusan inhibisyonun
konsantrasyon-bagimh oldugu ve Ozellikle ylksek konsantrasyonlarda
inhibisyona ACh'ya damar duyarhiginda bir artmanin eslik ettigi gozlendi.
Diger taraftan PHE (10° M) ile 6n kasilma olusturulan sigcan mezenterik
arter halkalarinda endotel-bagimsiz gevsetici ajan olan SNP’ye (10%° —
10 M) gevseme yanitlari 1, 5, 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin ile 30 dk.
inkibasyon oncesi ve sonrasinda istatistiksel olarak anlaml bir degisiklik
gOstermedi.

» Damar preparatlarinin ACh'e (10° — 10®° M) endotel bagimli gevseme
yanitlarinda 25, 50 ve 100 ng/mL visfatin inkibasyonlar ile gbzlenen
inhibisyon, Nampt inhibitori FK866 (10 uM) ile 20 dk. inkdbasyon
sonrasinda buyuk ol¢gude geriye dondu.

» Endoteli saglam sigan izole mezenterik arterlerinde ACh ile olusan

gevseme yanitlari INDO inkiibasyonu sonrasi anlamli olarak degismedi.
Diger taraftan damar preparatlarinin NOS blokéri L-NAME ile
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inkiibasyonu ACh'ya gevseme yanitlarinda anlaml bir azalmaya (yaklasik
%70) neden oldu. Sican mezenterik vaskuller yatak izole rezistans
arterlerinin ACh'ya gevseme yanitlarinda visfatin (100 ng/mL) ile olusan
azalmanin ACh'ya gevseme vyanitinin L-NAME'ye duyarli olan
komponentinin blokaji ile benzer oldugu saptandi.

> izole arter preparatlarinin SOD (100 U/ml) ile 30 dk. inkiibasyonu ACh
(10™° — 10 M) ile olugan endotel bagimli gevseme yanitlar iizerinde 15
ve 35 ng/mL visfatin’in olusturdugu azalmayi istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde geri dondurdu.

» Siganlarin plazma ve mezenterik perivaskuler yag dokusundaki ortalama
visfatin duzeyleri sirasiyla 8.75 £ 0.81 ng/mL (n=19) ve 117.75 + 12.47
ng/mg (n=19) olarak bulundu. Sican mezenterik perivaskiler yag
dokusundaki visfatin duzeyleri, plazma visfatin duzeyleri ile
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yUksekti.

» Plazma ve mezenterik perivaskuler yag dokusu visfatin dizeyleri arasinda
anlamli  bir pozitif korelasyon saptandi. Doku proteinine oranlanan
mezenterik perivaskuler yag dokusu visfatin dizeylerinin, vicut agirligina
gore oranlanarak dizeltiimesi durumunda da plazma visfatin dizeyleri ile
anlamli bir pozitif korelasyonun oldugu gozlendi.

Boylelikle, visfatin’in izole sican mezenterik rezistans arterlerinde endotel
bagdimli gevseme yanitlarini olasilikla NO inhibisyonu ve serbest oksijen
radikalleri araciligi ile inhibe ettigi, visfatin duzeylerindeki lokal ve/veya
sistemik artislarin endotel fonksiyonlari Uzerindeki olumsuz etkileri ile gesitli
patolojik durumlara katkida bulunabileceg@i sonucuna varildi.
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