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ONUR SOZU

Doktora Tezi olarak sundugum “Adrenomedullin ve resveratrol verilen siganlarin
kahverengi ve beyaz yag dokularinda anjiogenik faktorler ve sirtuin gen ifadesinin
obezite olgusunda karsilastirilmas1” baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve
geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yontemine

uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Ayse Asiye CULUM
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KAHVERENGI VE BEYAZ YAG DOKULARINDA ANJIOGENIK FAKTORLER
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Obezite, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimine bagl olarak ortaya ¢ikan
kompleks, kronik bir hastaliktir. Adipoz dokuda oldugu gibi, pek ¢ok anjiogenik
faktor dokularin beslenmesinde yeni damarin meydana gelmesini saglar.
Adrenomedullin (AdM) ise anjiogenik &zelliklere sahip bir peptiddir. Resveratrol
Sirtuin 1 (SIRT1) geninin aktive edilmesinde etkili bir molekiildiir. SIRT1 geni enerji
metabolizmasini diizenlemede rol oynar.

Obez siganlarda resveratroliin SIRT1 gen ifadesi iizerine etkileri, kahverengi
ve beyaz yag dokularindaki 6nemi nedeniyle vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF)’ndeki degisimler ve AdM’in etkileri arastirildi. Siganlar 8 gruba ayrildi.
Obez gruplar %60 enerji olarak yag icerigine sahip yliksek yag diyetiyle 3 ay
boyunca beslendi. Obezite saglandiktan sonra AdM ve resveratrol uygulama
gruplarina giin asirt bir kez, 4 hafta siireyle 2.5 nmol/’kg AdM ve 10 mg/kg
resveratrol intraperitonal (i.p.) olarak uygulandi. Kahverengi ve beyaz yag
dokusundaki AdM, SIRT1 ve VEGF mRNA seviyeleri semi-kantitatif PZR ile;
protein seviyeleri ise Western Blot yontemi ile saptandi.

Beyaz ve kahverengi yag dokusu uygulamalara farkli yanitlar vermistir.
Ayrica obez ve kontrol gruplart AdM ve resveratrol uygulamalarina farkli yanitlar
vermistir. Beyaz adipoz dokuda SIRT1 ifadesi resveratrolle artmistir. Kahverengi yag
dokusunda AdM’in tek basina ifadeyi artirma fizerine etkisi yoktur, fakat
resveratrolle uygulandiginda kontrol gruplarinda ifade daha artmistir. AdM ile
resveratrol uygulamasi iki molekiiliin ayr1 ayri uygulanmasindan tamamen farklh
yanitlar ortaya c¢ikarmistir. Sonuglar AdM’in  SIRT1 protein seviyelerini
arttirabilecegini ve resveratroliin anjiogenezde rolii olabilecegini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Obezite, VEGF, adrenomedullin, resveratrol, kahverengi
yag doku, beyaz yag doku, SIRT1, yiiksek yag diyeti.
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THE COMPARISON OF ANGIOGENIC FACTORS AND EXPRESSION
OF SIRTUIN GENE IN BROWN AND WHITE ADIPOSE TISSUES OF RATS
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Obesity is a complex, chronic disease which arises according to the
interaction between genetic and environmental factors. Many angiogenic factors
provide formation of new vessels for the nourishment of tissues as in adipose tissue.
Adrenomedullin (AdM) is also a peptide that has angiogenic features. Resveratrol is
a molecule which is effective in the activation of sirtuin 1 (SIRT1) gene. SIRT1 gene
has a regulatory effect on energy metabolism.

The effects of resveratrol over SIRT1 gene expression, the variations of
vascular endothelial growth factor (VEGF) due to their importance in development
of brown and white adipose tissue, and effects of AdM were investigated. Rats were
divided into 8 groups. Obese groups were fed with high fat diet which has 60% fat
content as energy for 3 months. After providing obesity, 2.5 nmol/kg AdM and 10
mg/kg resveratrol were treated to experimet groups intraperitonally (i.p.) every other
day for 4 weeks. AdM, SIRT1 and VEGF mRNA levels in brown and white adipose
tissues were detected with semi-quantitative PCR; protein levels were detected with
Western Blotting.

White and brown adipose tissue groups have responsed differently to the
treatments. Furthermore, obese and control groups have resposed differently to AdM
and resveratrol treatments. SIRT1 expression has increased with resveratrol in white
adipose tissue. AdM has no effect alone over the increase of expression, but the the
expression has increased when treated with resveratrol. The treatment of AdM with
resveratrol has revealed completely diverse responses than the treatment of these two
molecules apart. The results have showed that AdM could have ability to increase
SIRT1 protein levels, and resveratrol would have a role in angiogenesis.

KEYWORDS: obesity, VEGF, adrenomedullin, resveratrol, brown adipose tissue,
white adipose tissue, SIRT1, high fat diet
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1 GIRIS

Gliniimiiziin modern yasam kosullari, obeziteye zemin hazirlamakta ve giin
gectikce diinyada obez bireylerin sayis1 giderek artmaktadir. Ulkemiz de dahil olmak
tizere bir¢ok iilke obeziteye karsi savas agmistir. Obezite ve neden oldugu hastaliklar
yasam kalitesini distriir, iilke ekonomisine biiyiikk yiik getirmektedir. Bir¢ok
laboratuar ve bilim insan1 bu hastaliga ¢are bulmak iizere ¢alismaktadir. Fakat
obeziteyi tamamen ortadan kaldiracak yan etkisiz, basit ve kesin bir tedavi veya ilag
heniiz bulunamamistir. Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan
biitin antiobetize ilaglar1 istah1 baskilayararak veya bagirsaktan yag emilimini
azaltma yoluyla enerji alimini azaltirlar. Ancak bu ilaglarin depresyon ve yagli
digkilama gibi bir¢ok ciddi yan etkileri bulunur. Cerrahi islemler agrili ve risklidir.
Ancak obezite tedavisinde son asamadir. Bu nedenle obezite tedavisinde alternatif
stratejilere gerek duyulmaktadir. Bu c¢alismanin amaci istahi artirmadan, viicudun
kendi potansiyellerini ve iyilestirme giiciinii kullanarak obezitenin geriletilip
geriletilemiyecegini arastirmaktir. Ayrica, Ozellikle beyaz ve kahverengi yag
dokularinda anjiogenik faktorlerin etkilerini karsilastirmak ve enerji diizenlemesinde
rol oynayan sirtuin 1 (SIRT1) proteininin gen ifadesini arastirmaktir.

Daha 6nceden varlig1 bilinen, ancak 2003 yilindan itibaren arastirmalara konu
olan resveratrol, obesite ¢alismalarinda da dikkat ¢eken bir molekiil haline gelmistir
(Rayalam vd., 2008). Resveratrol, SIRT1 genini aktive eden, hiicre enerji
metabolizmasini ve mitokondriyal homeostasiziyi diizenleyen 6nemli, kii¢iik bir
molekiildiir.

Anjiogenez diger tiim dokularda oldugu gibi, yag dokusunun damarlanmasi ve
beslenmesinde 6nemli rol oynar (Cao, 2007). Anjiogenik faktorler arasinda vaskiiler
endotelial biliyiime faktorii (VEGF), interlokinler, matriks metalloproteinaz
(MMP)’lar ve ¢oklu etkilere sahip adrenomedullin (AdM) peptidi yer alir. AdM ve
resveratroliin bu bilinen 6zellikleri sayesinde obez si¢anlarin kahverengi ve beyaz
yag dokusu tizerindeki etkileri ve buna bagli olarak AdM, VEGF ve SIRT1 diizeyleri
arastirllmistr.

Kilo alma olgusunda beyaz yag dokusunda artig olur (Rosen ve Spiegelman,
2006). Buna karsilik enerji metabolizmasmin diizenlenmesinde kahverengi yag

dokusu etkilidir (Miao ve Li, 2012). Calismada beyaz yag dokusunun aktivitesinin



azaltilmasi, alinan besinlerin kilo alma yerine enerjiye doniistiiriilmesi tizerine etkili
bazi faktorlerin arastirilmasi hedeflenmistir.

Aymni tiiriin bireylerinde genomun ayni olmasi ve genom projesiyle insan gen
sayilarinin neredeyse belli olmasmi saglayan bilimsel c¢alismalar, proteomik
calismalarin Oniinii actmistir. Ayni tiiriin bireyleri, ayn1 genoma sahip olmalarina
ragmen bu genlerin iiriinii olan proteinler arasindaki farklilik ve cesitliligin obezitede
de olabilecegi dikkate alindiginda, obeziteyle miicadelede genel yaklasim yerine
bireysel yaklasim akla daha uygundur. Muhtemelen bireysel proteomik farkliligin
anjiogenik faktorler diizeyinde de olmast muhtemeldir. Bu c¢alismanin nihai
hedeflerinden biri de kahverengi ve beyaz yag dokusunda anjiogenik faktorlerin
Onemini ortaya ¢ikarmaktir.

Calisma, klinik ¢alismalara katkida bulunabilecek molekiiler diizeyde bir temel
aragtirmadir. Bu amacgla AdM, VEGF ve enerji metabolizmasini diizenleyen
genlerden SIRT1 gen ifadesi arastirilmis, kontrol ve obez siganlarda resveratrol ve

AdM’in etkilerine verilen cevaplar karsilastirilmustir.

1.1  Adrenomedullin

AdM, ilk olarak Japonya’da, 1993 yilinda bir grup Japon bilim insani
tarafindan feokromositoma dokusundan izole edilmistir. Trombosit siklik adenozin
monofosfat (CAMP) seviyesini artiran bir peptidi arastiran bilim insanlari, AdM’in
bdyle bir biyolojik aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Bu peptid saflastirilmas,
dizi analizi yapilmis ve adrenal medulladan koken aldigr i¢in “adrenomedullin” adi
verilmistir. AAM hakkindaki ilk makale Nisan 1993’te yayinlanmistir. Makalede
peptidin saflastirilmasi, kan basincina olan etkisi ve dolasimdaki AdM’i 6lgmek
tizere gelistirilen 6zel radyoimmiin testi (RIA)’nden de bahsedilmistir (Kitamura vd.,
1993). Ug ay sonra insan AdM’i (Kitamura vd., 1993) ve Eyliil’de ise sigan AdM’i
kodlayan genin dizi analizi yapilmistir (Sakata vd., 1993). ki y1l igerisinde pek gok
Klinik calismada plazma AdM seviyeleri 6l¢iilmiis ve AdM’in ilk aday reseptorii
tanimlanmustir (Kapas vd., 1995).

AdM birgok fonksiyona sahip, otokrin ve parakrin diizenleyici bir proteindir.
Giicli hipotensif aktiviteye sahiptir, ayrica vazorelaksiyon, diiiretik etki ve
aldosteron salgilanmasini engellenmesi gibi bir¢cok biyolojik aktivitesi bulunur.
Cesitli hiicre soylarinda proliferasyon, farklilasma ve hiicre gociinii diizenledigi

gosterilmistir (Hinson vd., 2000; Kitamura vd., 1993). Feokromasitoma dokusunun
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yaninda, adrenal medulla, kalp, bobrek ve akciger dokularinda da yiliksek miktarda
AdM mRNA’s1 gozlenmistir (Kitamura vd., 1993). Daha sonra yapilan arastirmalar
kan damarlari, gastrointestinal sistem, karaciger, tiroid, hipofiz bezi ve beyinde,
ozellikle de talamus ve hipotalamusta AdM’nin sentezlendigini gostermistir
(Nussdorfer vd., 1997). Dolasimda da AdM’e rastlanir, fakat bu en ¢ok endotel
hiicrelerinden salinmasinin bir sonucudur. Bu nedenle AdM nitrik oksit (NO) ve
endotelin ile birlikte vaskiiler endotel salgilarindan biri olarak kabul edilir. Normal
plazma konsantrasyonu 1-10 pM arasindadir ve genellikle 2-3.5 pM’diir (Hinson vd.,
2000). Plazmadaki yar1 Omriiniin yaklasik olarak 21 dakika oldugu tahmin
edilmektedir (Meeran vd., 1997). AdM, bulundugu dokuda otokrin ve parakrin
islevlere sahip olmasma ragmen, dolagimda bulunmasi ve intravendz olarak
uygulandiginda 6nemli farmakolojik etkiler gdstermesinden dolayi, bir hormon
olarak kabul edilmektedir (Samson, 1999). AdM sentezi iskemik miyokardiyal hasar,
sistemik inflamator yanit sendromu, hemorajik sok ve endotoksik sok, hemodiyaliz
kronik hipotansiyonu, siroz, pulmoner hipertansiyon, hipoksi, oksidatif stres ve

aterogenez gibi patofizyolojik durumlarda artar (Koo vd., 2001).

1.1.1 Gen yapisi

AdM geni, insanda 11. kromozomunun kisa kolunda (11p15.4) bulunur. Dort
ekson ve ¢ introndan olusur (Kitamura vd., 1993). Posttranslasyonel
modifikasyondan sonra iki biyoaktif peptidi [AdM ve proadrenomedullin N-terminal
20 peptid (PAMP)] kodlar (Nakamura vd., 2006). Ikinci ve iiciincii ekzonlar
PAMP’yi, dordiincii ekzon ise AdM’in olgun formunu kodlar (Kitamura vd., 1993).
Genin 5” ucunda TATA, CAAT, GC kutular1 bulunur. Promotor bolgesinde aktivator
protein-2 (AP-2) ve cAMP-regiile enhensir (CRE)’a ait pek ¢ok baglanma bolgesi
vardir (Sekil 1.1). Ayrica AdM geninin promotorunda niikleer faktor-xB (NF-«B)
bolgeleri de bulunmustur (Ishimitsu vd., 1994). Ilk intron transkripsiyonel
regiilasyonu saglayan ¢esitli elementleri de igerir. Bu yolla AdM {iretimi biiyiik
o6l¢iide diizenlenir (Cheyuo vd., 2012).
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1.1.2 Protein yapisi

Insan AdM’i 52 aminoasitten olusur ve 16. ve 21. aminoasitleri arasinda bir
distilfit koprisii vardir (Kitamura vd., 1993). Bu halka yap1, reseptore baglanmasinda
onemlidir (Muff vd., 2003). C-terminalinde amid grubu igeren bir tirozin bulunur
(Kitamura vd., 1993). Sican AdM’i ise 50 aminoasitten olusur. Insan AdM’i ile
karsilastirildiginda (Sekil 1.2) 2 delesyon ve 6 substitisyon igerir (Sakata vd., 1993).
Kalsitonin geni iligkili peptid (CGRP) ile %24 homoloji gosterdiginden dolay:
kalsitonin/CGRP/amilin peptid ailesine dahil edilir (Kitamura vd., 1993), C-
terminaldeki amid yap1 ve molekiil i¢i disiilfit koprii korunmustur (Zudaire vd.,
2006). AdM ve CGRP yapilarinda bulunan bu ortak yapilar biyolojik aktiviteleri i¢in
gereklidir (Muff vd., 2003).

insan YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAHQIYQFTDKDKDNVAPRISKISPQGY-NH,
Sican  YRQSMN- —QGSRSTGCRFGTCTMQKLAHQIYQFTDKDKDGMAPRINKISPQGY-NH,

Sekil 1.2. Insan ve sigan adrenomedullin aminoasit dizilerinin karsilastiriimasi
(Hinson vd., 2000)



1.1.3 Sentezi

AdM, preproadrenomedullin denilen bir prekiirsér molekiil olarak sentezlenir.
Hem siganda hem de insanda bu prokiirsér 185 aminoasitten olusur (Kitamura vd.,
1993; Sakata vd., 1993). Preproadrenomedullin amino terminalinde (N-terminal) diiz
endoplazmik retikulum (ER)’u hedefleyen 21 aminoasitten olusan bir sinyal peptid
bulunur. Bu sinyal peptid ER liimeninde ayrilir, geriye 164 aminoasit iceren
proadrenomedullin  kalir (Kitamura vd., 1993). AdM, C-terminalinde glisin
aminoasiti bulunan bir ara {irlin olarak sentezlenir (Kitamura vd., 1998).
Proadrenomedullin, salgi graniillerine gitmek lizere ER’den Golgi aparatina dogru
giderken ekzopeptid, endopeptid ve C-terminal glisin aminoasiti amidasyon
enzimleriyle islenerek biyolojik olarak aktif iki hormonu olusturur: AdM tamamen 4.
ekzon, PAMP ise 2. ve 3. ekzonlar tarafindan kodlanir (Sekil 1.3) (Cheyuo vd., 2012;
Kitamura vd., 1993). AdM ve PAMP ekzositoz ile salgilanir (Martinez vd., 2001).

AdM geninden, alternatif kesip bigmeyle sirasiyla iki farkli preprohormonu
kodlayan iki mRNA meydana gelir. Kisa olan mRNA ekson 1-4’ii igerir, AdM ve
PAMP peptidlerini olusturur; uzun mRNA ise erken bir sonlandirma kodonu igeren
3. intron ile birlesmistir ve sadece PAMP ifade edilir (Martinez vd., 2001).

Reseptore bagli AdM, 22-34 aminoasitten olusan merkezi bir a-helikal bolge
igerir. N ve C-terminalinde diizensiz segmentler bulunur (Sekil 1.3). Reseptore bagl
olmayan AdM suda ¢Oziinlir ve diizensiz bir yapist vardir, membranla etkilesimi
sonrasi li¢ boyutlu yapisini kazanir (Cheyuo vd., 2012).

AdM ifadesinin gesitli hiicre kiiltiirlerinde timor nekroz faktor o (TNF-a) gibi
sitokinler, bitylime faktorleri, hipoksiya, kan akis gerilim stresi (shear stress) (Li vd.,
2007) ve insulin (Harmancey vd., 2007) gibi uyaranlarla diizenlendigi gésterilmistir.

1.1.4 Reseptorleri

Kalsitonin ve kalsitonin reseptorii benzeri (CL) reseptorler, yedi transmembran
domeynli guanin niikleotit baglanma regiilator proteinine (G proteini) bagh
reseptorlerin sinif B ailesine dahildir. CL reseptorlerinin ifade edilmesi igin reseptor
aktivitesini diizenleyen proteinler (RAMP) gerekir. RAMPL, -2 ve -3; hiicre igi 10
aminoasitten olusan C-terminale ve yaklasik 120 aminoasitten olusan hiicre dis1 N-
terminal ve tek transmembran domeyne sahip proteinlerdir. RAMP1 ve CL

reseptOrii, hiicre yiizeyinde heterodimer olusturarak CGRP reseptoriinii meydana



getirirler (Sekil 1.3). RAMP2 ve -3 ile CL reseptorlerinin birlikte ifade edilmesi
sonucu, sirasiyla AdM; ve AdM; reseptorleri olusur (Muff vd., 2003). AdM otokrin
ve/veya parakrin vazoaktif bir hormondur (Koo vd., 2001). Radyoaktif olarak
etiketlenmis AdM kullanilarak AdM reseptorlerinin  bulundugu organlar tespit
edilmistir. AdM o6zgiill baglanma bolgeleri bagirsak, kalp, akcigerler, dalak,
karaciger, soleus, diafram ve omurilik membranlarinda gosterilmistir (Sakata vd.,
1993).
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Sekil 1.3. Adrenomedullinin sentezi ve posttranslasyonel modifikasyonu (Cheyuo
vd., 2012)

1.1.5 Mekanizma

AdM vazodilator etkisini iki farklt mekanizma ile gosterir:

Dogrudan etkisi: AdM, vaskiiler diiz kas hiicreleri {izerindeki AdM
reseptorlerine dogrudan etki eder. AdM reseptorlerinin G proteinleri araciligiyla
adenilat siklazla birlesmesi sonucu, hiicre i¢ci cAMP miktar1 artar (Koo vd., 2001).
CAMP, cAMP-bagimli protein kinaz (protein kinaz A, PKA)’1 aktive eder. PKA,
miyozin hafif zincir kinaz1 daha az aktif olan fosforile formuna g¢evirir (Sekil 1.4).
Bunun sonucunda diiz kaslarda gevseme ve vazodilasyon saglanir (Shimekake vd.,

1995).



Dolayh etkisi: AdM, vaskiiler endotel hiicrelerinde Ca**’nin mobilizasyonunu
arttirarak konstitiitif nitrik oksit sentetaz (NOS)’1 aktive eder ve dolayl olarak giiglii
bir vazodilator olan nitrik oksit (NO) miktarin1 artirma yoluyla vazodilasyonu saglar
(Koo vd., 2001). AdM, G proteini araciligiyla adenilil siklaz ve fosfolipaz C’yi
aktive eder. Bu G proteini mekanizmasi kolera toksinine duyarlidir. inositol trifosfat
(IP3) tretimi sonucu sitozolik kalsiyum konsantrasyonu artar ve bu durum hiicre
membranindaki kalsiyum kanalinin acgilmasi ile siirdiiriiliir. Boylece sitozolik
kalsiyumun artmasiyla NOS aktive olur (Sekil 1.4) (Meeran vd., 1997; Samson,

1999).
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Sekil 1.4. Adrenomedullinin sematik hiicre sinyal mekanizmasi. Adrenomedullin,
AdM; NO, nitrik oksit; cGMP, siklik guanozin monofosfat; IP3, inozitol trifosfat;
DAG, diagil gliserol; CTx, kolera toksini; TK, tirozin kinaz; MAPK, mitojen aktive
protein kinaz; Cai*", sitozolik kalsiyum (Samson, 1999)



1.1.6 Biyolojik etkileri

AdM’in bircok organda farkli islevleri vardir. Vazodilator, bronkodilator,
hormon salg1 diizenleyici, norotransmitter, antimikrobiyal ajan ve ditiretik etkinin
kontrolciisii olarak gorev yapar (Sekil 1.5) (Nakamura vd., 2006). En 6nemli etkileri
hipotansiyon ve diiirez/natrilirezdir. Bu etkileriyle sivi ve elektrolit homeostazini
saglar. AdM tuz ve su alimini; olasilikla tuz ve su atilimini da kontrol eder (Samson,
1999).

AdM, kardiyovaskiiler sistemde, sistemik vaskiiler direnci diisiirerek
hipotansiyona neden olur (Bene vd., 2000). AdM’in intravendz olarak verilmesinin
ardindan, vazodilasyon etkisiyle hem sistolik hem de diastolik kan basincinda doza
bagimli kademeli diisiis goriiliir (Oya vd., 2000). Hipertansif hastalarda AdM plazma
seviyeleri, kan basinci artisi ve hastaligin siddetiyle uygunluk gosterir (Ishimitsu,
Nishikimi vd., 1994; Kitamura vd., 1994; Kohno vd., 1996). AdM olasilikla artan
kan damar tonusuna karst koruyucu bir etki gosterir. Ancak etkili antihipertansif
tedavi uygulanan hastalarda bile plazma AdM seviyelerinin yiiksek kaldig
bulunmustur (Kohno vd., 1996).

AdM ve reseptorleri, merkezi sinir sistemi ve hiicresel bilesenlerinde de
bulunur. Nérotransmitter, ndromodiilatér ve ndorohormon olarak goérev yapar. Fakat
AdM etkisinin kesin yeri tam belli degildir. Ancak hipotalamustaki paraventrikiiler
nukleus ve supraoptik nukleuslar en olasi etki bdlgeleridir (Satoh vd., 1995). AdM
merkezi sinir sisteminde su igme (Murphy ve Samson, 1995) ve tuz istegini (Samson
ve Murphy, 1997) azaltir ve gastrik bosalmay: engeller (Martinez vd., 1997).
AdM’in periferdeki hipotansif etkisine beyinde rastlanmaz (Shimokubo vd., 1995).
AdM’in  beyindeki en Onemli rolli, hipotalamus-hipofiz-adrenal eksenin
diizenlenmesinden sorumlu olmasidir (Samson vd., 1998).

Ek olarak AdM insan plazmas: ve idrarinda bulunur. Uriner sistem igindeki
seviyeler plazma seviyelerinden yiiksektir (Sato vd., 1995). AdM, glomerular
filtrasyon oranini artirir ve distal tubiillerdeki sodyum geri emiliminde diistise neden
olur (Jougasaki vd., 1995). Klinik olarak, plazma AdM seviyeleri, kronik renal
yetmezligi olan hastalarda artar. AdM siv1 ve elektrolit homeostazini saglayan renal
regililasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir (Jougasaki ve Burnett, 2000).

Endokrin sistemde AdM bircok etkiye sahiptir. Hipofiz bezinde

adrenokortikotropik hormon salinimini engeller (Parkes ve May, 1995). Hem insanda



hem de siganda adrenal korteksin salgi aktivitesini etkiler; aldosteron iiretimini
onemli Olglide engelledigi gosterilmistir (Yamaguchi vd., 1996). Overde graniiloza
hiicrelerinde tretilir ve folikiiler faz boyunca artar. Hem bu hiicrelerin biiylimesini
stimiile eder, hem de folikiil stimiilan hormonun (FSH) etkisini artirir (Charles vd.,
1998). AdM uterus kontraktilitesi, embriyogenez, plasental biiylime ve anjiogenezi
diizenler (Garayoa vd., 2002). Pankreasta insiilin salgisini uyarir (Mulder vd., 1996).

Memelilerde bir¢ok antimikrobiyal peptid mukozal epitel tarafindan iiretilir.
AdM ifadesi ve birikiminin epitel ylizeyi (deri, akciger, lirogenital sistem, sindirim
sistemi ve digerleri) ve viicut sivilarinda (plazma, ter, siit, tiikriik, amniyotik siv1 ve
digerleri) (Bunton vd., 2004; Martinez vd., 2001) olmasi antimikrobiyal ajan olarak
rol oynadigini gostermektedir. Septik sok esnasinda plazma AdM seviyeleri artar
(Hirata vd., 1996).

AdM gastrointestinal motor ve salgilayict fonksiyonlar1 tizerine etkilidir.
Gastrik bosalmay1 azaltir (Martinez vd., 1997), gastrik asit salgilanmasini engeller
(Rossowski vd., 1997). Ayrica gastrik mukoza biitiinliigii tizerine etkilidir (Fukuda
vd., 1999).

AdM mitojenik aktivite ve apoptozisi onleme yetenegine sahiptir (Martinez vd,
1995). Bu ozellikleriyle tiimor proliferasyonu ve anjiogenezi artirir, apoptozisi

engeller. Boylece karsinogenez ve tiimor gelisimine karisir (Nikitenko vd, 2006).
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Sekil 1.5. Adrenomedullinin biyolojik etkileri (Nakamura vd, 2006)
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1.2 Sirtuinl

Suskun enformasyon regiilator (SIR) genleri (sirtuinler) bakterilerden
memelilere kadar, neredeyse biitiin tiirlerde korumus bir protein ailesidir (Longo ve
Kennedy, 2006). Memelilerde yedi sirtuin geni (SIRT1-7) tanimlanmistir (Kelly,
2010a).

Sirtuinler veya smuf III histon deasetilazlar (HDAC); protein deasetilazlar ve
ADP-riboziltransferazlardir (Saunders ve Verdin, 2007). SIRT1, -2, -6 ve -7
nukleusta; SIRT1 ve -2 sitoplazmada ve SIRT3, -4 ve -5 mitokondride bulunur ve
bir¢ok dokuda ifade edilirler (Michishita vd., 2005). Deasetilasyon (SIRT1, -2, -3 ve
-5) veya ADP-ribozilasyonla (SIRT4 ve -6) pek c¢ok proteinde posttranslasyonel
modifikasyon gerceklestirirler (Saunders ve Verdin, 2007).

1.2.1 Gen yapisi

Insan SIRT1 geni 10. kromozomun uzun kolunda (10g21.3) bulunur (Frye,
1999), 11 ekzonu vardir (Sekil 1.6) (Ensembl genome browser, a). Siganlarda ise 20.
kromozomun kisa kolunda (20p11) bulunur ve 9 ekzonu vardir (NCBI genome
browser). Insanda 6 kesip bigme varyant: bulunur (Ensembl genome browser, a).

Siganda ise 1 transkribti vardir (Ensembl genome browser, b).
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SIRT1-206 > SIRT1-202 >
processed transcript protein coding
e A
SIRT1-205 >
processed transcript
L ) S R S S
SIRT1-203 >
protein coding
Contigs
Genes
a < HERC4-209
(Comprehensive set... nonsense mediate
O—1 =
< HERC4-206
nonsense mediate
< HERC4-201

protein coding

< HERC4-204
protein coding

< HERC4-205
protein coding
1 1
< HERC4-202
protein coding
Regulatory Build I
— — — — —
67.88Mb 67.89Mb 67.90Mb 67.91Mb 67.92Mb
se strand 53.72 kb

Gene Legend

Protein Coding Non-Protein Coding
B merged Ensembl/Havana B processed transcript
I Ensembl protein coding W pseudogene
Regulation Legend
Open Chromatin W Promoter
W Promoter Flank 1 Motif feature

Sekil 1.6. Insan SIRT1 geni (Ensembl genome browser, a)
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1.2.2 Protein yapisi

SIRT1 (Sekil 1.7), Saccharomyces cerevisiea suskun esleme tip enformasyon
regiilatér 2 homologudur. insandaki 6 kesip bigme varyantindan 4 tanesi proteine
dontistiiriilir. Varyantlar1 SIRT1-201, 747; SIRT1-204, 452; SIRT1-202 ve -203, 444
aminoasittir. SIRT1-206 ve -205 ise proteine doniistiiriilmez (Ensembl genome
browser, a). Sigcandaki tek transkript SIRT1-201 ise 730 aminoasittir (Ensembl
genome browser, b). insan SIRTI proteini sirtuinlerde korunmus olan katalitik
merkez, hem N- hem de C-terminalinde yaklasik 240 aminoasit kadar uzantilar igerir.
Bu uzantilar regiilatér proteinler ve substratlar i¢in diizlem gorevi yapar. iki niikleer
lokalizasyon sinyali ve iki niikleer ihrag sinyali igerir. Bu iki sinyal arasindaki
islevsel denge, farkli hiicrelerde proteinin yerinin sitoplazma veya niikleus olmasin

belirler (Canto ve Auwerx, 2012).

Sekil 1.7. Insan SIRT1 protein yapis1 (Swiss-model)

1.2.3 Sentezi

SIRT1 ifadesi gesitli fiziksel durumlarda degisiklik gosterir. A¢lik durumu
kopyalanmay1 uyarirken yiiksek yagli diyet engeller. SIRT1’in promotorunda
forkhead box protein 1 (FOXO1), karbohidrat yanit element baglanma proteini
(CHREBP), cAMP yanit element baglanma (CREB) ve peroksizom proliferator
aktive reseptorleri (PPAR) gibi transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bolgeleri
bulunur. PPARo/f (veya PPARS), FOXO1 ve CREB SIRT1 ifadesini artirir; PPARYy,
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kanserde hipermetile 1 (HIC1), poli(ADP-riboz) polimeraz 2 (PARP2) ve CHREBP
ise baskilar. HIC1 tarafindan baskilanan SIRT1 ifadesi C-terminal baglanma proteini
(CTBP) araciligiyla gergeklesir. Ayrica transkripsiyon mikroRNA’lar tarafindan da
diizenlenir (Sekil 1.8a) (Houtkooper vd., 2012).

SIRT1’in kopyalanmasi SIRT1 promotorunda, forkhead box protein O3a
(FOX03a) ve p53 tarafindan diizenlenir. Sitoplazmik FOXO3a aktive edildikten
sonra niikleusa geger ve SIRT1 promotorundaki iki baglanma bolgesindeki p53’iin
ayrilmasimi  saglar. Ornegin E2F tanskripsiyon faktér 1 (E2F1), SIRT1
kopyalanmasinin 6nemli bir pozitif diizenleyicisidir. SIRT1 promotorunda iki E2F1
baglanma bolgesi bulunur. SIRT1 E2F1°i deasetile ederek bu proteinin aktivitesini
durdurur. Boylece SIRTL1’in ifadesi ve kopyalanmasi azaltilarak SIRT1 ifadesinin
kontrolii saglanir (Moore vd., 2012).

SIRT1 posttranskripsiyonel olarak siklin bagimli kinaz 1 (siklin B/CDK1)
kompleksi araciligiyla fosforillenir ve bdylece hiicre dongiisiiniin ilerlemesi saglanir
(Moore vd., 2012). JUN N-terminal kinaz (JNK) da oksidatif stres esnasinda SIRT1’i
ti¢ yerinden fosforiller. Bunun sonucunda H3 deasetile olur. SIRT1, tirozin fosforile
ve regiile kinazlar ¢ift yonli spesifiklik Try-fosforile ve regiile kinaz 1 (DYRK1) ve
DYRK3%in ikili 6zgilligiyle Thr®? rezidiisinden fosforillenir. Fosforilasyon
sonucu p53 deasetile edilir ve hiicre yasamimin devami saglanir (Sekil 1.8b)
(Houtkooper vd., 2012).

SUMOlasyon kiigiik ubikutin benzeri modifier (SUMO) proteinlerinin lizin
aminoasitine kolavent olarak geri doniisiimlii baglanmasidir. UV 15181 ve hidrojen
peroksit gibi genomik stresler SIRT1’in sentrin spesifik proteaz (SENP) tarafindan
desumolasyonuna ve hiicre Olimine neden olur (Houtkooper vd., 2012).

Fosforilasyon ve sumolasyon SIRT1’in aktivitesini artirir (Moore vd., 2012).
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Sekil 1.8. SIRT1 ifadesinin ve aktivitesinin diizenlenmesi, a) SIRT ifadesinin
diizenlenmesi, b) SIRT1 posttranslasyonel modifikasyonlar (Houtkooper vd., 2012)

1.2.4 Mekanizma

Baz1 proteinlerin biyolojik aktiviteleri asetile ve deasetile edilerek diizenlenir.
Peroksizom proliferator aktive reseptor-y koaktivator la (PGCla), PPARy ve
eslesmeme proteini-2 (UCP2) gibi proteinler asetile durumda aktiftirler. Sirtuin
sistemi asetilasyon ve deasetilasyon arasindaki dengede dnemli bir rol oynar. Biitiin
sirtuin genleri deasetilazlar1 veya mono-ADP-riboziltransferazlar1 kodlarlar.
Deasetilaz aktivitesi olan sirtuinler, proteinleri aktive veya inhibe etme yetenegine
sahiptirler (Kelly, 2010a). Sirtuinler, histon ve histon olmayan proteinleri deasetile
eden histon veya lizin deasetilazlardir. Kofaktor olarak p-nikotinamid adenin
diniikleotit (NAD")’e gereksinim duyarlar. Birgok proteinin lizin aminoasitlerini

deasetile ederler. Ornegin histonlarda asetillizin aminoasitindeki asetil grubunu
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koparirlar ve NAD"’nin yaris1 olan ADP-riboza aktarirlar. Deasetile proteinin
olusmasiyla sonuglanan bu reaksiyonlar, NAD® koenziminin pargalanarak
nikotinamid ve 2’-O-asetil-ADP-ribozun meydana gelmesine sebep olurlar
(Michishita vd., 2005).

Sirtuin enzim ailesinin bazi {iyeleri mono-riboziltransferaz (mono-ADP-
riboziltransferaz) aktivitesine sahiptirler. Sirtuinler bu reaksiyonlarda, ADP-
ribozilasyon denilen posttranskripsiyonel modifikasyonda, NAD"’daki ADP-riboz
grubunu akseptor proteine aktarirlar. Bu reaksiyon sonunda mono-ADP-ribolize
proteinler ve nikotinamid olusur (Sekil 1.9) (Huang vd., 2010).

SIRT1, NAD*-bagimli protein deasetilazlar ailesine dahildir. SIRT1 proteini,
insanda enerji reglilasyonuna dahil olan birkag transkripsiyon faktoriinii ve histonlari
deasetile eder (Cizelge 1.1) (Clark vd., 2012). SIRT1 aracili deasetilaz reaksiyonlari
cogunlukla niikleerdir. Birgok dokudaki ¢ogu proteini hedefleyerek bu proteinlerin
sonraki biyolojik aktivitelerini etkilerler (Kelly, 2010b).

Deasetilasyon ADP-ribozilasyon
B-NAD* B-NAD*

ADP-Ribose Nicotinamide ADP-Ribose Nicotinamide
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i °
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Nicotinamide  2-0O-Acetyl-ADP-Ribose Deacetylated Nicotinamide ADP-Ribosylated Product
Product

Sekil 1.9. Sirtiunlerin enzimatik aktiviteleri (Saunders ve Verdin, 2007)

1.2.5 Biyolojik islevleri

Sirtuinler diger genleri kontrol eden regiilator genlerdir. Ayrica diger genlerden

ve cevresel faktorlerden etkilenerek epigenetik yanitlar verirler (Kelly, 2010a).
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Sirtuinler yaglanma siireci ve yasam bi¢imine bagli hastaliklarin gelisimiyle
engellenen metabolik yollarda bulunan, ¢ok sayida ve ¢esitli transkripsiyon
faktorlerini posttranskripsiyonel olarak etkilerler (Pedersen vd., 2008). Maya ve
bakteriler gibi asagi organizmalarda iireme ve kronolojik Omiir uzunlugunu
diizenlerler. Memelilerde ise memeli hastaliklar1 ve yaslanmayla ilgili biyolojik
durumlart etkilerler (Vinciguerra vd., 2010). Cevresel kosullar, diyet ve yasam
tarzindan oldukca etkilenirler. Epigenetik ifadeyi etkileyen faktorler kalori
kisitlamasi, aglik, egzersiz, alkol, sigara, soguk maruziyeti, oksidatif stres ve bitki
bilesenleridir (resveratrol, kuersetin, Trabzon hurmas1 oligomerik proantosiyanidin)
(Kelly, 2010a). NAD" da SIRT1 aktivitesini artirir. Ornegin aclik, kalori kisitlamasi
ve egzersiz esnasinda kas, karaciger ve beyaz yag dokusunda NAD" miktar1 artar
(Houtkooper vd., 2012). Bu faktorler sirtuin gen ifadesini artirarak organizmanin

cevresel kosullara adapte olmasini saglarlar (Kelly, 2010a).

Cizelge 1.1. SIRT1’in hedefi oldugu tanimlanan proteinler (Kelly, 2010a)

SIRT!’in hedefi oldugu tanimlanan proteinler

Peroksizom proliferator aktive reseptor-y (PPARY)
PPAR-y koaktivator 1a (PGCla)
Forkhead transkripsiyon faktorleri (FOXO1 ve FOX03)
AMP-aktive protein kinaz (AMPK)
Poli(ADP-riboz) polimeraz 1 (PARP1)
Apurinik/aprimidinik endonukleaz 1 (APE1)
Asimetrik dimetilarjinin (ADMA)
Anjiyotensin II tip I reseptor (AT1R)

Ostrojen reseptor a (ER0)

Androjen reseptor

Sterol regiilator element baglanma proteini 1 (SREBP1)
Transkripsiyon 3 sinyal transduser ve aktivator (STAT3)
Eslesmeme proteini-2 ve -3 (UCP2 ve UCP3)
p53

Tuyh_l/parg:alama enhensir iliskili YRPW motif (HEY2)

protein 2

Niikleer faktor-xB NF-«B
Fosfoenolpiruvat karboksilaz kinaz (PEPCK)
Fruktoz-1,6-bifosfataz (FBPaz)
Glukoz-6-fosfataz (G6Paz)

Histon H1, H3, H4

Beyin ve Kkas aril hidrokarbon reseptor niikleer

translokator (AARNT) benzeri 1 gibi sirkadien (BMAL1)
saat regulator genler

Kriptokrom 1 (CRY1)
Periyot 2 (PER2)
RAR iliskili orfan reseptor y (RORYy)
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Yedi memeli sirtuin geninden en ¢ok ¢alisilant SIRT1’dir. SIRT1 enerji
homeostazi, besin alimi ve viicut agirligini diizenleyen hipotalamusta ¢okca ifade
edilir. Kalp, bobrek, akciger, pankreas, iskelet kasi, dalak ve beyaz yagda bulunur
(Michishita vd., 2005). Enerjiye duyarli bir molekiildiir. Hiicrenin enerji durumuna
gore transkripsiyonel diizenlemeler yapar (Clark vd., 2012). Fazla SIRT1 ifade eden
fareler daha uzun 6miirliidiir. Ayrica diisiik kolesterol, kan sekeri, insiilin seviyeleri
goriiliir. Ek olarak noronlarinda mitokondri sayisini artirir (Vinciguerra vd., 2010).
SIRT1 miktarinin artisiyla PGCla deasetile edildiginde glukoneogenez ve yag asiti
beta oksidasyonu artar, glikoliz azalir (Rodgers vd., 2005). Kaslarda ise
mitokondriyal yag asiti oksidasyon genleri aktive olur (Gerhart-Hines vd., 2007).
SIRT1 tarafindan deasetile olan PPARy metabolizmay1 lipoliz lehine gevirir ve
serbest yag asiti mobilizasyonunu artirir (Picard vd., 2004).

Resveratrol adipositlerin de dahil oldugu birgok hiicre tipinde sirtuin aracili
yanitlar1 etkiler (Bai vd., 2007). Baz1 ¢alismalar resveratroliin SIRT1 aktivitesini
dogrudan etkiledigini gosterirken, diger c¢aligmalar SIRTI1’i indiikleyen diger
metabolik yollar1 etkileyebilecegini ileri siirmektedir (Tang, 2010). Baska bir goriis
de, resveratroliin AMP-aktive protein kinaz (AMPK) gibi sirtuinlerin hedefleri olan
proteinleri, sirtuin sistemine benzer yollarla postranskripsiyonel olarak etkiledigini
ifade etmektedir (Um vd., 2010). Kalori kisitlamas1 tek basina SIRT1 ifadesini artirir.
Resveratrol kalori kisitlamasini taklit eder ve yliksek kalori diyetinin patolojik

sonuglarini azaltir (Cohen vd., 2004).

1.3 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF veya VEGF-A) anjiogenezin ana
faktoridir (Ferrara, 2002). VEGF-A simdiye kadar tanimlanan en giiglii
proanjiogenik proteindir. Akciger, bobrek, kalp ve adrenal bezde yiiksek seviyelerde
VEGF-A mRNA’s1 bulunur. Karaciger, dalak ve gastrik mukozada ise daha diisiik
fakat halen saptanabilir miktarlarda VEGF-A goriiliir (Hoeben vd., 2004).

1.3.1 Gen yapisi

VEGF-A geni 6. kromozomun kisa kolunda (6p21.1) yer alir ve 8 ekzonu
bulunur (Tischer vd., 1991). Sicanda ise 9. kromozomun uzun kolunda (9q12) yer
alir ve 8 ekzonu bulunur (NCBI genome browser, b). VEGF-A geninden alternatif
kesip bigmeyle farkli 6zellik ve fonksiyonlarda VEGF-Ajz;, VEGF-Ayss, VEGF-
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Aus, VEGF-Aggs, VEGF-Aggs, VEGF-A1g9 ve VEGF-Ayps olmak lizere en az 7
izoform meydana gelir (Sekil 1.10) (Distler vd., 2003). Plazmin, taban membrani
bilesenlerini sindirerek dogrudan, zimojenlerden kolajenleri aktive ederek dolayl
yoldan ekstraseliiler matriksin par¢alanmasini saglar. Boylece VEGF-Ajg5, VEGF-
Aigg ve VEGF-Ayps’yl serbest birakir. Plazminin VEGF-Ajgs ve VEGF-Ajge’u
pargalanmasiyla 110 N-terminal aminoasitlik fragment (VEGF-A110) meydana gelir
(Hoeben vd., 2004). VEGF-A1g9 Ve VEGF-Ay6’nin heparin siilfata affiniteleri vardir.
Cogunlukla hiicre yiizeyi veya ekstraseliiler matriksde bulunurlar. VEGF-Ajy; ve
kismen VEGF-Aygs ise ekstraseliiler sivilarda baglanmadan kalirlar (Houck vd,
1992). VEGF-Aj21 en yaygin, VEGF-Asgs en etkili ve VEGF-Agg ise en bol bulunan
izoformlardir (Duarte vd., 2011). Sican VEGF’leri (VEGF-A120, VEGF-Ay44, VEGF-
Aiss ve VEGF-Ajgg) insan VEGF’leriyle aminoasit dizisi olarak %90 benzerlik
gosterirler. Fakat sigan VEGF’lerinin N-terminallerinde bir aminoasit (Gly 8) yoktur
(Ishii vd., 2002).

VEGF-A,y,

VEGF-A,,,
VEGF-A,,
VEGF-A, 5,
VEGF-A,,,
VEGF-A,
VEGF-A,,,
VEGF-A,,,

VEGF-B,,
VEGF-B,,

VEGF-C [ AUy
VEGFD [ A R

Sekil 1.10. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D’nin gen yapilar1 (Hoeben vd.,
2004)

17



1.3.2 Protein yapisi

Vaskiiler permeabilite faktorii olarak da bilinen VEGF; VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasenta biiyiime faktorii (PGF)’nii de igeren sitokin
ailesinin dimerik proteinli iiyesidir (Ferrara, 2001). VEGF-A ilk sentezlendiginde
232 aminoasittir. N-terminalinde 26 aminoasitlik bir sinyal dizi igerir. Olgun protein
molekiil i¢i 5 distlfit koprii, 1 glikozil grubuna sahiptir ve 206 aminoasittir
(UniProt). VEGF-B alternatif kesip bigmeyle iki izoforma doniisiir (Silins vd., 1997).
VEGF-B’nin kesin rolii bilinmemekle beraber inflamatdr anjiogenezde rolii oldugu
diisiniilmektedir (Mould vd., 2003). Yapisal benzerlikleri olan VEGF-C ve VEGF-
D, VEGF-A ile daha az homolojiye sahiptir (Robinson ve Stringer, 2001). Her iki
biiyiime faktorii de anjiogenezi uyarir (Cao vd., 1998). Ancak VEGF-C seg¢ici olarak
lenfanjiogenezi uyarir (Jeltsch vd., 1997). VEGF-E iiyeleri, VEGF-A ile sadece
%20-25 homolojiye sahiptir (Lyttle vd., 1994). VEGF-E etkili bir anjiogenik
faktordiir ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptor 2 (VEGFR-2)’yi tek basina
aktive ederek anjiogenezi etkili bir sekilde uyarabilir (Meyer vd., 1999).

1.3.3 Reseptorleri

VEGEF ailesi reseptorleri, hiicre i¢i domeynlerinde Ig benzeri domeynler igeren
siif V trozin kinaz reseptorleridir. VEGF nin {i¢ tirozin kinaz reseptorii vardir.
Bunlar VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3’tir. VEGF-A, -B ve PGF; VEGFR-1’e
baglanir. VEGF-A, -C ve -D ise VEGFR-2’ye baglanir. VEGFR-3 VEGF-C ve —
D’ye ozgiildiir (Stuttfeld ve Ballmer-Hofer, 2009). Esasen VEGFR-1 ve VEGFR-2
kan vaskiiler sisteminde, VEGFR-3 ise lenfotik endotelyumda bulunur (Veikkola vd.,
2000). VEGF proliferasyon ve gog lizerine etkisini en ¢ok VEGFR-2 ile gosterir
(Distler vd., 2003). VEGFR-1 ve VEGFR-2 endotel hiicre proliferasyonu ve
farklilagsmasi, vaskiiler permeabilite, endotelyum bagimli vazodilasyon, vaskiiler
stirekliligi saglayan endotel hiicre apoptozunun engellenmesi, matriks sindirimini
saglayan ¢esitli elemanlarin uyarilmasi, endotel hiicre aktivasyonu, endotelyal
progenitér hiicre takviyesi ve kemik iliginden endotelyal progenitor hiicre

mobilizasyonu gibi VEGF fonksiyonlarini diizenlerler (Ferrara vd., 1996).
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1.3.4 Mekanizma

VEGF dimerinin  reseptoriine  baglanmasiyla  reseptor homo- ve
heterodimerizasyonu meydana gelir. Bu baglanma ile reseptor tirozin kinaz aktive
olur ve reseptdriin hiicre i¢ci domeynlerinde otofosforilasyon meydana gelir.
Fosfotirozinler ve etrafindaki aminoasitler ¢esitli hiicre i¢i sinyal yolaklarini1 baglatan
adaptor molekiiller i¢in baglanma boélgeleri olustururlar. Bu yolaklar hizli yanit
gerektiren vaskiiler permeabilite ve endotel hiicrelerin devamliligi, gog, proliferasyon
gibi gen diizenlemeleri gerektiren uzun yanitlar1 diizenlerler. Ligand baglanmasi
ayrica transmembran domeynlerde farkli konfigiirasyonlarin meydana gelmesini
uyarir. Bu konfigiirasyonlar VEGFR dimerlerinin rotasyonuyla saglanir ve Kinaz
aktivitesinin tam olarak olusmasinda ¢ok énemlidir. Reseptorlerin aktive edilmesiyle,
dimerdeki bir reseptor molekiiliin diger reseptor molekiilii fosforillemesi sonucu,
reseptoriin  hiicre i¢i domeynlerinde bulunan tirozin aminoasitlerinin trans-
fosforillenmesi meydana gelir (Sekil 1.11) (Simons vd., 2016; Stuttfeld ve Ballmer-
Hofer, 2009).

VEGF8

Ig-like =3

domains

™™D | [t R A
JMD D

Kinase c

Sekil 1.11. VEGFR’lerin sematik aktivasyonu (Stuttfeld ve Ballmer-Hofer, 2009)

1.3.5 Biyolojik etkileri

VEGF-A endotel hiicrelerin proliferasyonu, tomurcuklanmasi ve tiip
formasyonunu uyarir (Ferrara vd., 2003). Ek olarak endotelyal nitrik oksit sentezini
uyarir ve boylece nitrik oksit iiretimini artirarak vazodilasyona neden olur (Hood vd.,
1998). VEGF-A hematopoietik kok hiicreleri, monositler, osteoblastlar ve ndronlar
tizerindeki bir¢ok reseptore baglanir (Ferrara vd., 2003). Kemik iligi, monosit
kemoatraksiyonu ve osteoblast kokenli kemik olusumuyla hematopoietik kok

hiicreleri uyarirlar (Sekil 1.12) (Ferrara vd., 2003; Storkebaum vd., 2004).
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VEGF-A anjiogenez ve damar gelisiminin 6nemli basamaklarinda ifade edilir
(Jakeman vd., 1993). Farede VEGF-A geninin delesyonu oliimciildiir, vaskiiler
defektler ve kardiyovaskiiler anormalliklerle sonuglanir (Carmeliet vd., 1996). Yara
iyilesmesi, ovulasyon, kan basincinin korunmasi, menstruasyon ve gebelik gibi
onemli anjiogenik siirecleri etkiler (Brown vd., 1992). Insanda, bazi hematolojik

malignansiler ve hemen hemen biitiin solid tiimdrlerde ifade edilir (Ferrara vd.,

2003).
S\:EGF

ENDOTHELIAL CELL

Hayatta kalma  Cogalma Gog Farklilagma

Sekil 1.12. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin basitlestirilmis yolagi (Duarte
vd., 2011)

1.4 Resveratrol

Resveratrol (3,5,4’-trans-trihidroksistilben), fenolik bilesikler stilben ailesinin
bir iiyesidir. Molekiiler formiilii C14H1,03 ve molekiiler agirligi 228.25 g/mol olan
beyaz kat1 bir toz seklindedir (Amri vd., 2012). Bitkilerdeki resveratrol sentaz
tarafindan sentezlenir (Schréder vd., 1988). Cis ve trans stereoizomerler halinde
bulunur (Sekil 1.13). Trans formda antioksidan ve antikanser etkileri daha fazladir
(Roupe vd., 2006). Cis-resveratrol kararli olmadigi i¢in ticari olarak temini miimkiin
degildir (Basly vd., 2000). Trans-resveratrol ultraviyole goOriiniir 1siga maruz
kaldiginda cis forma doniisir (Rodriguez vd., 2012) ilk olarak 1940°da beyaz
¢opleme (Veratrum grandiflorum O. Loes) koklerinden izole edilmistir. 1976°da ise
Vitis vinifera’da saptanmistir (Langcake ve Pryce, 1976). Yaprak dokusu
resveratrol’ii organizmay1 fungal enfeksiyon veya ultraviyole 1s18a karsi koruyucu
olarak sentezler (Sielmann ve Creasy, 1992). Ayrica iklim degisiklikleri, ozona
maruz kalma ve agir metaller gibi stres kosullarinda da sentezlenir. Polygonum
cuspidatum (Amri vd., 2012), iiziim, yer fistigi, dutsu meyveler ve ¢am gibi

yetmisten fazla bitki tiiriinde tespit edilmistir (Athar vd., 2007). Uziimde hepsinden
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fazla resveratrol bulunur (Guerrero vd., 2009). Resveratrol iliziimiin ¢ekirdegi ve
kabugunda bulunur fakat etli kisminda bulunmaz (Carando vd., 1999). Taze iiziim
kabugunun 1slak agirliginin 1 graminda 50-100 pg resveratrol bulunur (Baliga vd.,
2005).

oY .
. G
A, O
HO OH OH

Sekil 1.13. Resveratroliin stereoizomerleri, a) cis formu, b) trans formu
1.4.1 Biyoverimliligi

Agizda hizl1 absorbe edilmesine ragmen bagirsak ve karacigerde metabolize
olmasi, resveratroliin biyoyararlilik oranmni diisiiriir. Lipofilik olmasi suda az
¢oziinmesine ve agizdan alindigi zamanki biyoverimliliginin sindirimin diger
basamaklarinda korunamamasina neden olur (Das vd., 2008). Agizda %70 oraninda
absorbe edilir, hepatik glukuronidasyon ve siilfasyon sonucunda oral biyoverimlilik
%0.5’e diiser (Walle vd., 2004). Ilaclarin diisik biyoverimliligi suda az
coziinmeleriyle baglantilidir. Resveratrolin suda ¢oziniirliigi 1 mg/mL’den
diisiiktiir. Bu durum resveratroliin ilag¢ olarak kullanilmasinda ana sorunlardan biridir
(Lopez-Nicolas ve Garcia-Carmona, 2008). Fakat yiiksek membran permabilitesi
gosterir (Amidon vd., 1995). Dolasimda albumine baglanir. Albuminin resveratrolii
tasimada ve biyoelverisliliginde rolii oldugu diisiiniilmektedir (Jannin vd., 2004).
Yag asitlerinin varlig1 resveratroliin albiimine baglanmasini iki kat artirir. Bunun
nedeni yag asitlerinin albuminin seklini degistirmesidir (Jannin vd., 2004). Yiiksek
dozlarda bile toksik etkisi goriilmemistir (Juan vd., 2002).

1.4.2 Mekanizma

Resveratrol kalori kisitlamasimi taklit etme yetenegini AMPK ve SIRT1’in
dolayli aktivasyonu ile gosterir. Resveratroliin SIRT1°1 aktive etme mekanizmasiyla

ilgili hala celiskiler mevcuttur. Resveratroliin ATP sentaz inhibitérii oldugu
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bilinmektedir. Meydana getirdigi enerji stresi AMPK’y1 aktive eder, NAD" seviyesi
yiikselir ve SIRT1’i uyarilir. Boylece SIRT1 mitokondriyal biyogenez ve lipid
oksidasyon yolaklarindaki hedeflerini deasetile ederek aktive eder (Sekill.14) (Canto
ve Auwerx, 2012).

Resveratrol

1
1
1
1
1
H
Metabolizma? H
:
1
1
:

2
s A, e
=

Mitokondriyal/lipid oksidasyon
gen ifadesi

Sekil 1.14. Resveratroliin SIRT1’i aktive etme mekanizmasi. CI-V, mitokondriyal
solunum kompleksleri I-V (Canto ve Auwerx, 2012)

Oksidatif stresin ana mekanizmalardan biri, lipid peroksidasyon zincirinde
meydana gelen ¢ok reaktif oksijen tiirlerinin olusumudur. Resveratrol peroksil
radikallerini siipiirerek bu zincir reaksiyonlarii durdurur. Peroksil radikali,
resveratroliin hidroksil gruplarinin birinden bir hidrojen atomunu ayirir ve bdylece
kararli radikal tiirleri olusur. Resveratroliin bu radikal siipiirme siireciyle ilgili iki
mekanizma ileri stiriilmiistiir: bunlardan biri hidrojen atom transferi, digeri ise tek

elektron transferine dayanir (Sekil 1.15) (Rodriguez vd., 2012).
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Sekil 1.15. Resveratroliin antioksidatif aktivitesi {izerine ileri siiriilen hidrojen atom
transfer ve elektron transfer mekanizmalari (Rodriguez vd., 2012)

1.4.3 Biyolojik etkileri

Resveratrol giiglii antioksidan, antiinflamatdor ve antikarsinojenik bir
polifenoldiir. Antioksidan aktivitesini AMPK’lar1 aktive ederek, reaktif oksijen
tirlerini engelleyerek gosterir. Boylece siklooksijenaz 2 (COX-2) ve lipid
peroksidasyonunu baskilar (Szabo, 2009). Trombosit kiimelesmesini engelleyerek
pihtilasmayt etkiler. Birgcok kanser hiicresinin biiylimesini engeller (Athar vd., 2007).
Mitojen aktive protein kinaz (MAPK)’lar, NF-kB ve MMP’leri iceren UV aracili
fotoyaslanma ile iligkili hiicresel sinyal mekanizmalar1 {izerine etki eder (Baxter,
2008). Nitrik oksit tiretimini artirirarak aterosiklerotik degisiklikleri engeller, okside
diisiik dansiteli lipoprotein seviyelerini ve lipid peroksidasyonunu azaltir (Wenzel
vd., 2005), vazoaktif peptidlerin sentezini azaltir. Kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucudur (Bertelli, 2007). Beta amiloidlerin parcalanmasini saglayarak
Alzheimer’a kars1 koruyucu etki gosterir (Marambaud vd., 2005). Beyinde hafiza ve
ogrenme merkezlerinde aktif olan MAPK larin sentezini artirir (Tredici vd., 1999).
Ostrojen reseptdriine baglanarak perimenopozal semptomlar1 azaltir (Calabrese,
1999) ve osteoporoza karsi koruyucudur (Su vd., 2007). Kanserin baslamasini,
ilerlemesini ve ¢ogalmasini engeller (Aggarwal vd., 2004). Kanserin baslangicinda
antiapoptotik proteinleri engelleyerek apoptozu uyardigi sanilmaktadir. Ayrica
bliylime faktorii sinyal yolaklarini baskilayarak kanser hiicresinin biiylimesini ve

angiogenezi baskilar (Baxter, 2008).
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Kalori kisitlamasinin sirtuin genlerini aktive ederek dmiir uzunlugunu artirdigi
bilinmektedir. Resveratrol kalori kisitlamasini taklit eden bilinen tek polifenoldiir
(Baxter, 2008). Farelerde resveratroliin 6miir uzunluguna olan etkisi diyet igerigine
baghdir. Resveratrol yiiksek yag diyetiyle beslenen siganlarda 6mriin uzamasini
saglamistir (Baur vd., 2006). Fakat normal yemle beslenen farelerde aynmi etki
goriilmemistir (Barger vd., 2008). Resveratrol yiiksek yag diyetinin meydana
getirdigi insiilin direnci, hiperglisemi ve dislipidemi gibi zararli fizyolojik etkilere
karst koruyucudur. Resveratrol yiiksek yag diyetinin neden oldugu 153 ifade
degisikliginden 144’tini geriletir. Bu degisiklikleri epigenetik etkilerle yapar.
Resveratrolle beslenme ayrica insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1)’in azalmasi,
AMPK ve PGCa aktivitesinin artmasi, mitokondri sayisinin artmasi, motor
fonksiyonun gelismesi gibi saglikli yaslanmayla iligkili yolaklarda degisikliklere
neden olur (Baur vd., 2006). Kalp, iskelet kas1 ve beyni i¢eren bir¢ok dokuda uzun
stireli kalori kisitlamasini taklit ederek kalori kisitlamasinin uyardigi genlerin ifade
edilmesini saglar (Barger vd., 2008). Resveratroliin bu etkileri, “Fransiz Paradoksu”
olarak bilinen yiiksek yagh diyetle beslenmeye ragmen, resveratrol igeren kirmizi
sarap tliketiminin kronik kalp hastaliginin neden oldugu o6liim oranlarini nasil

diistirdiigiinii agiklamaktadir (Renaud ve de Lorgeril, 1992).

1.5 Anjiogenez

Kan damarlar1 ve aktif akis modeli, ilk olarak 17. yiizyilda Harvey ve
Malphighi tarafindan tanimlanmistir. Judah Folkman ise 1971°de anjiogenezi
aciklamistir (Costa vd., 2004). Anjiogenez terimi gogunlukla damar biiyiime siirecini
belirtmek i¢in kullanilir. Fakat anjiogenez Onceden var olan damarlardan yeni
damarlarin olusumudur (Zygmunt vd., 2003). Bu yolla hiicrelere oksijen ve besin
saglanir, atik {irlinler uzaklastirilir (Carmeliet, 2003). Anjiogenez sadece fizyolojik
durumlarda 6nemli olan bir siire¢ degildir. Ayn1 zamanda kanser, diyabetik retinopati
ve romatoit artrit gibi g¢esitli hastaliklarda da 6nemlidir (Risau, 1997). Yeni kan
damarlarinin olusumunda zorunlu bir siiregtir (Folkman, 1992). Gelisim, iireme ve
yara iyilesmesinde ¢ok énemlidir. Anjiogenez, biiyiik 6l¢iide diizenlenen bir siiregtir;
kisa donemlerde aktive edilir ve sonra tamamen engellenir (Folkman, 2006).

Anjiogenik anahtar; anjiogenik ve anjiostatik faktorler arasindaki dengeyi ifade
eden bir terimdir. Bu dengenin bozulmasi, kan damarlarinin asir1 ¢ogalmasi ile

karakterize olan ¢ok sayidaki hastaliga neden olur (Ferrara vd., 2003). Bu hastaliklar
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arasinda hipertansiyon (Zarei vd., 2011), kanserler, sedef hastaligi, artrit, diyabet
(Amjadi vd., 2011), obezite, astim ve aterosikleroz bulunmaktadir. Ek olarak,
anjiogenezdeki herhangi bir sorun kalp ve beyinde iskemi, norodejenerasyon,
hipertansiyon, osteoporoz, solunum gii¢liigli, preeklampsi, endometriyozis,
postpartum kardiyomiyopati ve ovarian hiperstimulasyon sendromuna neden olabilir
(Carmeliet, 2003).

1.5.1 Endotelyum

Kan damarlarinin en 6nemli bileseni endotel hiicrelerdir. Aortadan en kiigiik
kapillerlere kadar her damar endotelyum adi verilen tek tabakali endotel hiicrelerden
olusur. Bu hiicreler kan akis1 boyunca merkezi limeni saran mozaik bir yap1
olustururlar (Sekil 1.16a). En kii¢iik damarlar, limeni olusturan tek tabakali endotel
hiicreden olusabilir (Sekil 1.16b). Endotelyum besin, beyaz kan hiicreleri ve diger
maddelerin kan akisi ve dokular arasindaki gegisini kontrol eder. Endotelyumun
disinda taban membrani adi verilen ekstraseliiler bir astar bulunur. Bu membran,
endotel hiicreleri etraftaki baglayici dokudan ayirir (Plank ve Sleeman, 2003).
Ozellikle laminin ve kollajen protein fibrillerinden olusur (Reynolds vd., 2000) ve
periendotelyal destek hiicrelerini igerebilir. Bunlar kapillerdeki perisitler ve daha
bliylik damarlardaki diiz kas hiicreleridir. Taban membrani, iizerinde endotel
hiicrelerin bulundugu bir iskelet yap1 olarak gorev yapar ve endotelyumun kararh
durumunun devam etmesini saglar (Paweletz ve Knierim, 1989). Kadherinler ve
integrinler gibi adhezyon molekiilleri tarafindan diizenlenen hiicre-hiicre ve hiicre-
taban membran baglantilari, son derece 6nemlidir. Birinin veya her ikisinin kaybi
endotelyum ve endotel hiicre apoptozunun kararsiz hale gelmesine yol acabilir
(Lobov vd., 2002). Periendotelyal hiicreler kan damarlarinin kararli durumunun
stirdiiriilmesinde 6zellikle 6nemli bir rol oynarlar ve kan akisinin diizenlenmesine
karisabilirler (Hirschi ve D’ Amore, 1996).

Bir organin fonksiyonel dokusundan, yani parenkiminden, damari ayiran
tabaka, bir konnektif doku olan stromadir. Stroma; stromal hiicrelerden, ozellikle
kollajen ve fibronektin gibi ekstraseluler protein fibrilleri i¢eren matriksi salgilayan

fibroblastlardan olusur (Alberts vd., 1994).
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Sekil 1.16. Endotelyum, a) Genis damar, b) Kapiller (Plank ve Sleeman, 2003)
1.5.2 Biyolojik anjiogenez siireci

Embriyoda ilk damarlar vaskiilogenez denen asamayla de novo olusur (Sekil
1.17a). Anjiogenez ii¢ asamadan meydana gelir: ilk asama anjiogenik genislemeyi
baslatan kapiller i¢indeki ug hiicreleri adin1 alan bazi endotel hiicrelerin se¢imidir.
Bu hiicreler anjiogenik faktor VEGF-A ile reaksiyona girerler. Bu nedenle VEGF-A,
uc hiicrelerinin invazyon ve gogiinii tetikler. Ug¢ hiicrelerinin se¢cimi Notch ailesi
reseptorleri (heterodimerik proteinler) ve transmembran ligandlari tarafindan kontrol
edilir (Sainson vd., 2005). Endotel hiicrelerin u¢ ve govde hiicrelerine farklilagmasi
Notch yolag: tarafindan kontrol edilir (Eilken ve Adams, 2010). Notch aktivitesi,
govde hiicrelerinde yiiksek, ug¢ hiicrelerinde disiiktiir (Thurston vd., 2007). VEGF-
A’nin sonraki islevi, VEGF-A-VEGFR-2 etkilesimi tarafindan diizenlenen VEGF-A
gradienti meydana getirerek ug¢ hiicrelerinin yonelimini saglamaktir (Gerhardt vd.,
2003).

Proanjiogenik sinyaller tarafindan ¢ekilen endotel hiicreler hareketli ve invaziv
hale gelirler ve filopod ¢ikinti olustururlar (Sekil 1.17b) (Potente vd., 2011).
Filopodlar, siki demetler halinde diizenlenmis, uzun ve paralel aktin flamentlerini
iceren membran ¢ikintilaridir. Bu 6zel yapilar hareketli uyarinin sensorleri olarak
davranirlar (Lamalice vd., 2007). Ikinci asama gog, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi
ve tlip olusumudur. Bu durum VEGF-A ve VEGFR-2 etkilesimi ile diizenlenir
(Gerhardt vd., 2003). Ug hiicreleri yeni tomurcuklarin olusmasinda onciiliik ederler
ve rehber sinyaller dogrultusunda ortami pargalarlar. Ug hiicrelerini izleyen gévde
hiicreler daha az filopod uzatirlar. Govde hiicreler bir liimen olustururlar ve
tomurcuk uzamasimi desteklemek lizere c¢ogalirlar. Ug¢ hiicreleri, komsu
tomurcuklardaki hiicrelerle anastomoz yaparak damar loplarini olustururlar (Potente

vd., 2011).
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Ucgiincii asama endotel ¢ogalmasi ve yeni kapillerlerin gdgiiniin engellenmesi,
yeni olusan vaskiiler tiiplerin stabilitesi (yeni olusan damarlarin digerleriyle
birlesmesi), duvar hiicrelerinin (perisitler ve vaskiiler diiz kas hiicreleri) gorevlerini
yapan yeni olusmus damarlarin olgunlagsmasidir (Cleaver ve Melton, 2003). Kan
akisinin  baslamasi, taban membraninin olusumu ve duvar hiicrelerinin
giiclendirilmesi yeni baglantilari saglamlastirir. Tomurcuklanma siireci proanjiogenik
sinyaller azalana kadar yinelenir ve stabilite yeniden olusturulur (Sekil 1.17c)
(Potente vd., 2011). Perisitler kapiller duvarlar1 olusturmak {izere endotel hiicrelerle
dogrudan temas halindedir (Baluk vd., 2005). Yeni olusan damarlarin duvarlarinin
olusumunda perisitlerin islevi, ¢ogunlukla trombosit kokenli biiyiime faktor-p
(PDGF-B) ve reseptorii trombosit kokenli biiylime faktor-f reseptor (PDGFR- )
araciligiyla diizenlenir (Betsholtz, 2004). VEGEFR reseptorleri gibi PDGFR’ler de
hiicre i¢i bolgelerinde tirozin kinaz domeyni iceren transmembran proteinleridir
(Fredriksson vd., 2004).

Endotel ve duvar hiicreleri, endotel tiiblillerin etrafindaki ekstraseliiler matriks
proteinlerinden olusan bir taban membranini1 paylasirlar (Eble ve Niland, 2009). Bu
taban membran1 ve duvar hiicrelerinin ortiisii, endotel hiicrelerin yerlerini korumasini
saglarlar. Tomurcuklanmanin baslangicinda, bu nedenle endotel hiicreler serbest hale
getirilmeli ve taban membraninin proteolitik yikimi ve duvar hiicrelerinden
ayrilmalidir. Taban membrani yikimi, u¢ hiicrelerinde bolca bulunan MMP’ler
tarafindan saglanir (Blasi ve Carmeliet, 2002).

Hiicrenin hareketi, taksis adi verilen i¢ uyarana cevap olarak gerceklesir.
Endotel hiicre gogii iic ana mekanizmayi igerir: kemotaksis, ¢Oziliniir kemoatraktant
gradientine dogru ydnelmis gog; haptotaksis, hareketsiz ligand gradientine dogru
yonelmis go¢; mekanotaksis, mekanik kuvvetler tarafindan tiretilen yonelmis gog (Li
vd., 2005). Anjiogenez esnasinda endotel hiicre gogii, bu li¢ mekanizmanin birlesmis
bir sonucudur. Tipik olarak endotel hiicrelerin kemotaksisi VEGF ve bazal fibroblast
biiyiime faktorii (bFGF) gibi biliylime faktorleri tarafindan yonlendirilir. Kan
damarlarinin i¢ yliziinde bulunmalarindan dolay1 endotel hiicreler siirekli olarak gog
yollariin aktivasyonunda pay1 olan kesme stresi ile temas halindedirler. Bu nedenle,
akiskan kesme stresinin mekanotaksisi baglattifi ve on ugta genisleme, matrikse
adhezyon, arkadaki adhezyonlarin salinimini igeren g¢esitli gd¢ basamaklarin

ayarladigina dair kanitlar bulunmaktadir (Li vd., 2005).
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Sekil 1.17. Damar olusumunun asamalari, &) Anjioblastlarin endotel hiicrelere
farklilagsmasi, b) Damar tomurcuklanma basamaklari, ¢) Bir onciilden damar
olusumunun sirali basamaklar1 (Potente vd., 2011)

1.5.3 Anjiogenik faktorler

Anjiogenik faktorler ve inhibitorler son on yilda kesfedilmistir. Ozgiil
anjiogenik molekiiller anjiogenezi baslatir ve 0zgiil inhibitér molekiiller ise
durdururlar (Cizelge 1.2). Sayisiz anjiogenez uyarani bulunur. Bunlarin arasinda
VEGEF ailesi, anjiopoietinler, transform edici biiyiime faktorleri (TGF), PDGF, TNF-
a, interlokinler ve fibroblast bitylime faktorii (FGF) ailesi bulur (Papetti ve Herman,
2002; Presta vd., 2005). Ek olarak, ¢Oziiniir biiylime faktorleri, membrana bagl
proteinler, hiicre-matriks, hiicre-hiicre etkilesimleri ve bir¢ok etkilesim sistemleri
faktorleri anjiogenezi kontrol eder ve etkiler (Papetti ve Herman, 2002; Plank ve
Sleeman, 2003).
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Cizelge 1.2. Anjiogenik aktivitor ve inhibitorler (Plank ve Sleeman, 2003)

Faktor Ifade Aktive edici etkileri | Inhibe edici etkileri
Anjiopoietin-1 Biiyiik dl¢iide normal Endotel hiicre tiip Pasif endotelyumun
(Ang-1) dokuda (perisitler olusumunun uyarilmas; stirdiirtilmesi

tarafindan) ve timor
dokusunda (timor
hiicreleri tarafindan)
ifade edilir

endotel hiicre apoptozunun
engellenmesi; endotel
hiicre kemoatraktanti

Anjiopoietin-2
(Ang-2)

Endotel hiicreleri
tarafindan salgilanir

Hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks kontaginin kayb1

Ang-1 yolu sinyalinin
engellenmesi

Anjiostatin

Plazminojen
proteolizizinin iirtinleri
yoluyla salgilanir

Endotel hiicre gogii,
cogalmasi, proteolizizi ve tiip
olusumunun engellenmesi

Bazal fibroblast
biliyiime faktorii
(bFGF)

Biiyiik dl¢iide normal
doku ve tiimor
dokusunda ifade edilir

Endotel hiicre kemotaksisi,
¢ogalmasi ve PA
ifadesinin uyarilmasi

Endostatin

Kollajen proteolizizinin
iriinleri yoluyla
salgilanir

Endotel hiicre gégii,
¢ogalmasi ve tlip olusumunun
engellenmesi

Interferon-o/p,

Immiin hiicreler

Endotel hiicre gogii ve

Interlokinler tarafindan sentezlenir cogalmasinin engellenmesi;

(IF-0/B, IL) VEGF ve bFGF’nin
azaltilmasi

Matriks Timoér hiicreleri ve Taban membrani ve Anjiostatin/endostatin

metalloproteinazlar aktive edilmis endotel endotel hiicre tretilmesi

(MMP)

hiicreler tarafindan
salgilanir

membraninin yikilmas,
hiicre go¢iiniin
kolaylagtirilmast

Plazminojen
aktivatorler
(PA)

Aktive edilmis endotel
hiicre tarafindan
salgilanir

Plazmin igindeki
plazminojenin aktivasyonu

Anjiostatin/endostatin
iretilmesi

Plazminojen aktivator
inhibitor
(PAID)

Fibroblastlar ve aktive
edilmis endotel hiicreler
tarafindan salgilanir

Anjiostatin liretiminin
engellenmesi; asir1
proteolize kars1 koruma

PA’nin olusturdugu proteoliz
ve endotel hiicre go¢iiniin
engellenmesi

Trombosit kokenli
biiyiime faktorii

Trombosit, aktive
edilmis endotel hiicre ve

Endotel hiicre ipligi
olusumunun uyarilmast;

(PDGF) makrofajlar tarafindan diiz kas hiicresi ve
salgilanir perisitlerin giiclendirilmesi
Plazmin Plazminojenin PA Taban membrani ve Anjiostatin/endostatin

tarafindan
aktivasyonuyla olusur

endotel hiicre
membraninin yikilmas,
hiicre gé¢iiniin
kolaylastirilmasi

tretilmesi

Transform edici
biiyiime faktor-3
(TGF-B)

Biiylik 6l¢iide normal
doku ve tiimor
dokusunda ifade edilir;
plazmin tarafindan aktive
edilir

Endotel hiicre kordonu,
PA ifadesi ve endotel
hiicre sentezinin
uyarilmasi

Endotel hiicre gocii ve
cogalmasinin engellenmesi;
PAI ifadesinin uyarilmasi

Metalloproteinaz

Normal dokuda bulunur

Anjiostatin iiretiminin

MMP’ler ve endotel hiicre

doku inhibitorleri engellenmesi gbgliniin olusturdugu

(TIMP) proteolizin engellenmesi

Timor nekroz faktor | Aktive edilmis Endotel hiicre ipligi Endotel hiicre gogii ve

o (TNF-a) makrofajlar tarafindan olugumunun uyarilmast ¢ogalmasinin engellenmesi
salgilanir

Trombospondin-1
(TSP-1)

Fibroblastlar, endotel
hiicreler, diiz kas
hiicreleri, makrofajlar ve
tiimor hiicreleri
tarafindan salgilanir

Endotel hiicre gocti,
cogalmast, tiip olusumu ve
endotel hiicre membrani
sentezinin engellenmesi

Vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii
(VEGF)

Hipoksik tiimor hiicreleri
ve makrofajlar tarafindan
salgilanir

Endotel hiicre kemotaksisi,
¢ogalmasi, proteaz ifadesi,
devamliligy, farklilagmasi
ve gegirgenliginin
uyarilmasi
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1.6 Adipoz Doku

Adipoz doku enerji metabolizmasi, glikoz ve lipid metabolizmasi, hiicre
canliligi, beslenme kontrolii, termogenez, noroendokrin islev, tireme, immiinite ve
kardiyovaskiiler islevde 6nemli gorevleri olan adipokinler, serbest yag asitleri ve
steroid hormonlar gibi molekiilleri sentezleyen en biiyiik endokrin organdir (Miao ve
Li, 2012). Bu nedenle adiposit biyolojisini anlamak, obezite ve tip 2 diyabet gibi
metabolik hastaliklarin patofizyolojisini anlamada ¢ok Onemlidir. Viicuttaki yagin
neredeyse %95’1 adipoz dokudadir, geri kalan kismi kas, karaciger ve pankreasta
bulunur (Jocken ve Blaak, 2008). Adipoz doku bol miktarda sempatik sinir lifleriyle
donatilmistir. Bu sinirlerin aktive edilmesi lipolizi artirir (Rosen ve Spiegelman,
2006).

Viicutta morfolojik ve fonksiyonel olarak farkli iki tip adipoz doku bulunur.
Beyaz yag doku (white adipose tissue, WAT, BYD) fazla enerjinin depolanmasinda;
kahverengi yag doku (brown adipose tissue, BAT, KYD) ise titremesiz
termogenezde rol oynar (Sekil 1.18) (Miao ve Li, 2012).

Kilonun
korumasi
Kilo alma Kilo verme
ISI
Fazla
WAT enerji
&
&)
LS 1L \ -

Alinan ‘ . Harcanan

Sekil 1.18. Yag dokusu cesitleri ve gorevleri (Seale ve Lazar, 2009)

1.6.1 Beyaz yag doku

BYD viicutta enerji deposu olarak gorev yapar (Langin, 2006). Ek olarak aglik
ve toklugu diizenleyen hormonlari iireten biiyiik bir endokrin organdir (Rosen ve
Spiegelman, 2006). Triagilgliseroller adipositlerde depolanirlar. Viicut enerjiye

ihtiya¢ duydugunda hidroliz edilirler ve yag asitleri olarak dolasima verilirler
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(Langin, 2006). BYD once Onemsiz bir organ olarak goriilmiistiir. Fakat sonra
oldukc¢a aktif ve birgok fonksiyona sahip oldugu, diger dokularla iletisim halinde
bulundugu, biliyiik plastisiteye sahip, i¢ wuyaranlara ve enerji dengesindeki
degisikliklere adapte oldugu bulunmustur (Frithbeck vd., 2009).

Beyaz yag hiicreleri genellikle biiyiik, yuvarlak hiicrelerdir. Hiicrenin biiyiik
bir kisminit unilokiiler lipid damlacig1 kapladigindan, nukleus diiz veya yarim ay
seklinde kenara itilmistir. Sitoplazma ise kenarda ince uzamis haldedir (Sekil 1.19,
1.20, Cizelge 1.3) (Friithbeck vd., 2009). Beyaz yag dokusu 1s1 yalitimi ve mekanik
destek saglar (Frithbeck vd., 2009; Rosen ve Spiegelman, 2006).

Beyaz adiposit Kahverengi adiposit

Sekil 1.19. Beyaz ve kahverengi adiposit morfolojisi arasindaki farkin sematik ve
transmisyon mikroskop goriintiisii. L, lipid; M, mitokondri; N, niikleus (Villarroya
vd., 2005)

Kesfedilen ilk adipokin leptindir. Leptin besin alimini azaltip enerji tiiketimini
artirarak bir yag doku dengeleyicisi olarak gorev yapar. Bir diger adipokin olan
adinopektinin dolagimdaki seviyeleri, diger adipokinlerin tersine, viicut kiitlesiyle

ters orantilidir (Rosen ve Spiegelman, 2006).

1.6.2 Kahverengi yag doku

KYD soguk ve asir1 beslenmeye karsi korunmada kimyasal enerjiyi 1s1
enerjisine doniistiiren oldukga oOzellesmis bir dokudur. Memelileri hipotermiden
korumak iizere 1s1 {iretmek amaciyla evrimlesmistir. Ozellikle kis uykusu esnasinda,
kiiglik memeli hayvanlarda ve yeni doganlarda yiizey/hacim orani biiyiik oldugu igin
titremesiz termogenez ¢ok onemlidir (Kajimura ve Saito, 2014). KYD’yi BYD’den
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ayrran en Onemli fark eslesmeme protein 1 (UCP1) ifade etmesidir (Rosen ve
Spiegelman, 2006). KYD kemirgenlerde oncelikle interskapular bolge ve aksillada,
daha az miktarlarda timusun yaninda, toraks ve abdomenin dorsal orta hattinda
bulunur ve émiir boyu aktiftir. insan yeni doganinda ise boyun, mediastinum, biiyiik
damarlarmm ve bobreklerin etrafinda bulur. (Frilhbeck vd., 2009). Insanlarda
dogumdan sonra kiiclilmeye basladigi ve dogumdan bir yil sonra kayboldugu
distintilmustiir. Fakat pozitron emisyon tomografi (PET) araciligiyla soguga maruz
kalma ve sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile uyarilabilecegi kanitlanmistir
(Nedergaard vd., 2007). Feokromasitoma, adrenal medulladan koken alan ve
noradrenalin salgilayan bir timdordir. Hibernoma ise KYD’nin iyi huylu tiimoriidiir.
Bu tiimorlerin bulundugu insanlarda da KYD’nin aktif oldugu goriilmiistiir
(Nedergaard vd., 2007).

KYD’nin yag hiicrelerinde multilokiiler lipid damlaciklart bulunur ve enerji
elde edilmesinde yakit deposu olarak gorev yapar. Cok miktardaki mitokondriler,
KYD’ye karakteristik kahverengini verir (Sekil 1.19, 1.20) (Cannon ve Nedergaard,
2004). Kahverengi yag hiicreleri, beyaz hiicrelerine nazaran daha kiigiik ¢apl ve
hacimlidir. Daha biiyiik oval veya yuvarlak nukleuslar1 ve bol miktarda sitoplazmasi
bulunur (Frithbeck vd., 2009). KYD, BYD’den daha fazla damar ve noradrenerjik
sinirler icerir. BYD kronik soguga maruz kaldiginda KYD’ye doniisebilir, obeziteye
yol agan diyet ise KYD’nin BYD’ye doniismesine neden olabilir (Miao ve Li, 2012).

Kahverengi Yag Doku Beyaz Yag Doku
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Sekil 1.20. Kahverengi ve beyaz yag dokular (van Marken Lichtenbelt vd., 2009)

Mitokondri i¢ zarinda gerceklesen oksidatif fosforilasyonda, protonlar ig
membran bolgesine aktarilir. Boylece bir elektrokimyasal gradient meydana getirilir.
Protonlarin mitokondriyal matrikse geri doniisleri esnasinda ATP sentaz araciligiyla

ATP sentezi gergeklesir. Gida yikimi ile ATP yapimui arasindaki bu iliskiye coupling
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(eslesme) ve bu reaksiyona da eslesmeli oksidatif fosforilasyon adi verilmektedir.
Kahverengi adipositlerin ATP sentez kapasiteleri oldukca diistiktiir (Kajimura ve
Saito, 2014; Krauss vd., 2005). KYD mitokondrilerinin i¢ zarinda bulunan
eslesmeme protein-1 (uncoupling protein-1, UCP1) bu gradienti bozar ve protonlar
bu kanal aracilig: ile tekrar matrikse gegerler. Boylece yag asitlerinin oksidasyonu
sonucunda ATP yerine 1s1 meydana gelir (Sekil 1.21) (Frithbeck vd., 2009; Krauss
vd., 2005; Rosen ve Spiegelman, 2006).

Fatty acids
Glucose

Mitochondnal
outer membrane

Intermembrane
space

\ Mitochondrial

b1 inner membrane

Mitochondrion

B @ Work
(anabolic processes,
-  transport, cell mobility,

maintenance of ion
@ gradients, and so on)

Sekil 1.21. Memeli hiicrelerinde termogenez ve oksidatif fosforilasyon, yesil oklar
elektron (e") kaynaklar1 glukoz ve serbest yag asitlerini gostermektedir (Krauss vd.,

2005)

Diger UCP iiyeleri olan UCP2 ve UCP3, UCP1 ile aym1 yapisal homolojiyi
paylasirlar. Fakat adaptif termogenezde herhangi bir rolleri yoktur (Golozoubova vd.,
2001). Soguga maruz kalma ve sempatik sinir sistemi aktivasyonuyla Ucpl ifadesi
ve protein seviyeleri hizla artar (Frithbeck vd., 2009). KYD gelisimi ve fonksiyonlari
B-adrenoreseptor (B-AR) sinyal yolu tarafindan kontrol edilir. B-AR’lerden (B1-, B2-,
B3-AR) B1-AR kahverengi adiposit nciillerinin proliferasyonu i¢in dnemlidir. f3-AR
ise olgun kahverengi adipositlerin termojenik islevinde onemli bir rol oynar

(Bronnikov vd., 1992). UCP1’in aktivitesi piirin di- ve trifosfat niikleotitler, 6zellikle
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de ATP tarafindan baskilanir. ATP, UCPI’in sitozolik tarafina baglanarak proton
transportunu engeller. Buna karsilik asir1 beslenme ve soguga maruz kalmanin son
irlinli olan serbest yag asitleri UCP1’in bilinen aktivatorleridir. Ciinkii UCP1 bir yag

asidi anyon/H" simporterdir (Sekil 1.22) (Kajimura ve Saito, 2014).

()
LCFAR )

Sekil 1.22. UCP1-bagimli termogenezin teorik gosterimi, LCFA, uzun zincir yag
asiti (Kajimura ve Saito, 2014)

Havalandirma ve kalorifer sistemleri termoregiilator mekanizmalara olan
ihtiyact azalttigindan dolayr KYD’nin miktarinda azalmalara neden oldu. Fakat
soguga maruz kalma, KYD"yi tekrar aktive eder. Ornegin Kuzey Avrupa’da disarida
caligan ig¢ilerde KYD aktiftir (Huttunen vd., 1981) Yapilan ¢alismalar fazla kilolu ve
obez kisilerin KYD aktivitesinin, zayif kisilere gére daha diisiik oldugunu gosterdi
(van Marken Lichtenbelt vd., 2009). Yiiksek oranlardaki KYD’nin ilerleyen yaslarda
ortaya ¢ikan obeziteye karsi koruyucu oldugu goézlemlendi (Cypess vd., 2009).
KYD’nin fonksiyonunun arttirilmasi veya BYD’de kahverengi adiposit benzeri
genlerin uyarilmasi, obeziteye karsi direngle uyum gostermektedir (Cannon ve

Nedergaard, 2004).
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Cizelge 1.3. BYD ve KYD arasindaki farklar (Frithbeck vd., 2009)

Ozellik

BYD

KYD

islevsel ozellikler
Enerji homeostazisi ile
ilgili fizyolojik siirecteki
gorevi

Triagilgliserol formunda 6nemli
enerji depolama kapasitesi;

Termogenez, mitokondriyal
biyogenez ve oksidatif
fosforilasyonda gorev alma;

Yag asiti ve gliserol salimi;

Daha diistik yag depolama
kapasitesi;

Lipoliz ve lipogenez;

Daha diisiik adipokin ve diger
adipoz kaynakl faktor salgilama;

Adipogenez;

Asirt miktarda adipokin ve biiylime
faktorii salgilama;

Makroskopik 6zellikler
Ana depo yerlesimi

Subkutan abdominal, perirenal,
inguinal, gonadal ve retroperitonal

Interskapular, paravertebral,
aksillar ve perineal

Renk Beyaz (biiyiik oranda degisken, Kahverengi (parlak pembeden
parlak fildisinden koyu sar1 renk koyu kirmizi tonlarma degisken)
araliginda)

Damarlanma Yeterli damarlanma (++) Hem kan akisi, hem de damar
sayisi olarak asir1 bol
damarlanma (++++)

Innervasyon Agirhikli olarak sempatik (++) fakat ~ Sempatik sinir sistemi (++++)

parasempatik (+) kanitlar da mevcut

Doku organizasyonu

Yogun bi¢cimde paketlenmis
hiicrelerin kiigiik loblar1

Bez benzeri yapiyla lobuler
organizasyon

Mikroskopik ozellikler

Adiposit

Sekil Cok diizlemliden kiiresele degisken ~ Agirlikli olarak ¢okgen

Boyut Oldukea degisken, ~25 pum’den 200  Nispeten daha kii¢iik (15-60 pm
pm’ye kadar (hacmini 1000 kat arasi)
arttirma olasilig1)

Nukleus Hiicre hacminin %2-3’iini Merkezde yerlesik agirlikli
kaplayan periferal yarimay, diiz olarak yuvarlak veya oval sekilli
veya fincan seklinde

Lipid damlaciklart Hiicre hacminin %90’1n1 kaplayan Bol kiigiik lipid damlacig1 igeren
biiyiik bir gogunlukla tek biiyiik tipik multilokiiler
lipid damlacig igeren iinilokiiler

Sitoplazma Dar periferal kenar iginde ince Hiicre etrafinda diizensiz bir
uzamis sekilde uzamig fazla hacim

Mitokondri Az, kii¢iik, uzun Bol, biiyiik, yuvarlak

Endoplazmik retikulum
(ER)

Graniilli ER’de aralikli sisternalar

Az gelismis ER

Cok hiicrelilik

Cok miktarda diger hiicre tipleri
(++++), 6rnegin fibroblastlar,
immiin hiicreler

Cok az miktarda diger hiicre
tipleri (+/-)

Ana molekiiler ozellikler

UCP

UCP1 (-), UCP2 (++)

UCP1 (+++4+), UCP2 (+), UCP3

o/p Adrenoreseptdr

Bs-AR (+), B1-AR (++), a1/2-AR (+)

Ba-AR (+++), B1-AR (+), a12-AR
(+)

PGC-1 Diigiik (+) Yiiksek (+++)

PRDM16 Diisiik (+) Yiiksek (+++)

CIDEA Diisiik (-) Yiiksek (+++)

Sitokrom ¢ Diigiik (+) Yiiksek (+++)

RIP140 Yiiksek (+++) Diisiik (-)

Hox genleri Al (), C4(-) A4 (+++), C4 (+++)

Deiodinaz tip 1l Diisiik (+) Yiiksek (+++)

Leptin Yiiksek (+++) Dogumda var, yetiskinlikte yok
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1.6.3 Adipogenez

Embriyoda beyaz ve kahverengi adipositler mezensimal onciillerden koken
alirlar (Frithbeck vd., 2009). Adipogenezi baslatan faktor fibroblastlarda veya
mezensimal hiicrelerde ifade edilen PPARy’dir (Kajimura ve Saito, 2014; Rosen ve
Spiegelman, 2006). Miyojenik faktor 5 (Myf5) ifade eden onciiller miyositler ve
kahverengi adipositlere, ifade etmeyen hiicreler ise beyaz adipositleri olusturacak
olan adipoblastlara farklilasirlar. Her iki tlir adipositin olusumunda birgok faktor etki
eder (Frithbeck vd., 2009). CCAAT/enhensir baglanma proteini (C/EBP), onciillerin
beyaz adipositlere farklilagsmasini saglayan en onemli molekiil olarak kabul edilir
(Rosen ve MacDougald, 2006) Kemik morfojenik protein 2 (BMP2) ve BMP4
mezensimal onciil hiicrelerin beyaz adipositlere farklilagmasini saglarken, BMP7 ise
kahverengi adipositlere farklilagmasini saglar. BMP7, kahverengi preadipositleri
baskilayan preadiposit faktor 1 (Pref-1) ve embriyolojik gelisimde gorev yapan
WNT’ler gibi erken adipogenik inhibitorleri baskilar. Ayn1 zamanda kahverengi
adipogenezini aktive eden anahtar molekiil PR domain iceren 16 (PRDM16)’y1
uyarir ve Onciillerin iskelet kasina farklilagmasini saglayan Myf5 ve miyogenik
farklilagma (MyoD) gibi miyotiipe 6zgii genlerin ifadesini engeller. PRDM16
kahverengi adipogenizdeki diger 6nemli molekiil olan PPARYy’ya baglanarak aktive
eder (Frithbeck vd., 2009). PPARYy; mitokondriyal biyogenezin artmasi, PGC-/o/f ve
Ucpl’nin ifade edilmesi gibi kahverengi adipositlere 6zgii anahtar 6zellikleri uyarir.
(Frithbeck vd., 2009; Rosen ve Spiegelman, 2006). PRDM16 farklilasmanin sonraki
asamasinda miyogenezin diger genlerini [MyoD, miyogenin, miyosit enhansir faktor
2 (MEF2) ve miyojenik iligkili faktor 4 (MRF4)] baskilar. Ucpl, PGC-1, ¢ok uzun
yag asitlerinin uzama proteini 3 (Elovl3) ve hiicre 6liimii aktivatér-A (Cidea) gibi
kahverengi adipositlere 6zgii genlerin ifade edilmesi icin PPARy ve PRDM16’nin
ayni anda aktive edilmesi gereklidir (Sekil 1.23, Sekil 1.24a) (Friihbeck vd., 2009;
Seale vd., 2008).
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Sekil 1.23. Mezensimal oOnciil hiicrelerin beyaz ve kahverengi adipositlere
farklilagsmasi. (Frithbeck vd., 2009)

Calismalar kemirgenler ve sicanlarda iki tip UCP1-pozitif hiicre oldugunu
gostermistir. Bunlardan bir1t KYD’de bulunan klasik kahverengi adipositlerdir. Digeri
ise belirli araliklarla BYD’de yer alan bej veya brite hiicrelerdir. Bu iki hiicre tipi
ayr1 gelisimsel kokenlerden farklilagirlar. Bej hiicreler multilokiiler lipid
damlaciklari, fazla mitokondri ve Ucpl ifade etmeleriyle kahverengi adipositlere
benzerler (Kajimura ve Saito, 2014). Bs-AR bej hiicre gelisimi i¢in ¢ok Onemlidir
(Himms-Hagen vd., 2000). Fakat Myf5-negatif hiicre soyundan kdken alirlar. Bej
hiicrelerinin uyaranlar1 kronik soguk, P-adrenerjik uyari, PPARy veya direng
egzersizidir (Kajimura ve Saito, 2014).

PDGFa ifade eden adiposit onciilleri, ¢esitli cevresel uyaranlar sonucu,
genellikle subkutan BYD’den farklilagirlar (Lee vd., 2012). Bej hiicreler bej
onciillerden (Sekil 1.24b, i), bipotent preadipositlerden (Sekil 1.24b, ii) veya olgun

beyaz adipositlerden farklilagirlar (Sekil 1.24b, iii) (Kajimura ve Saito, 2014).
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Sekil 1.24. Kahverengi ve beyaz adipositler arasindaki gelisimsel hiyerarsi, a) KYD
ve iskelet kas1 gelisimi, b) BYD ve bej hiicre gelisimi. Mor kesik ¢izgiler teorik
iliskileri gostermektedir (Kajimura ve Saito, 2014)

Obeziteyle miicadelede adipogenezde yer alan molekiiller ve beyaz yag
hiicrelerinin kahverengi yag hiicrelerine doniismesini uyaran olas1 ajanlar biiyiik ilgi
gormektedir. KYD’nin miktarin1 ve aktivitesini artirarak enerji dengesini negatife

cevirmek fazla kilo ve obezitede kilo kaybini saglayabilir.

1.7 Obezite

Obezite viicutta asir1 yag birikimi olarak tanimlanir. Genetik ve cevresel
faktorlerin etkilesimine bagli, kompleks, kronik, multifaktoriyel bir hastaliktir
(Comuzzie vd., 2001). Onde gelen halk saghigi problemlerinden biridir ve bazi
tilkelerde yaygin bir hastaliktir (Jocken ve Blaak, 2008). Kardiyovaskiiler hastalik,
tip 2 diyabet ve bazi kanserlerde risk oranini artirir (Wisse vd., 2007). Obezitede
enerji alimi ve harcanmasi arasindaki denge bozulur ve fazla kalori organizmada

depolanir. Dengenin bozulmasinin nedeni, daha ¢ok yiiksek kalorili diyet ve hareket
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azhigidir. Obezite genetik yapt ve c¢evre arasindaki degisken ve karmagik

etkilesimlerin bir sonucudur (Frithbeck vd., 2009).

1.7.1 Adrenomedullin ve obezite

AdM birgok dokuda sentezlenen ¢ok islevli bir peptiddir. Adipositler (Li vd.,
2003) ve adipoz dokunun da (Nambu vd., 2005) AdM firettigi ve salgiladigi
gosterilmistir. TNF-a gibi inflamator sitokinler ve lipopolisakkarit, adipoz dokuda
AdM ifadesini uyarirlar (Allaker vd., 1999; Sugo vd., 1995). Ek olarak obezite,
adipoz dokuda AdM ifadesinin artmasina neden olur. Yiiksek yag diyetiyle beslenen
siganlarin yag dokusunda AdM ifadesi, normal diyetle beslenenlere gore daha
fazladir (Fukai vd., 2004). Obez bireylerin plazmalarinda AdM konsantrasyonu artar
ve bu artisin kaynaginin adipoz doku oldugu ileri siiriillmektedir (Kato vd., 2002).
Viicut agirh@r artikga AdM ifadesi de artig gosterir (Nambu vd., 2005). Obezitede
AdM ifadesinin artisi, AAM’in obezite ve obeziteyle iliskili hastaliklarin patojenezine
dahil oldugunu gostermektedir.

Metabolik sendrom; aterojenik dislipidemi, kan basincinda artig, insiilin
direnciyle beraber glikoz seviyesinde artig, protrombolik ve proinflamatér durumlar
obeziteyle birliktedir. Omental yag dokusu obeziteyle iliskili hastaliklarda ve
metabolik sendromda Onemli bir rol oynar. Omental dokuda ifade edilen AdM,
metabolik sendromla yakindan iligkilidir (Paulmyer-Lacroix vd., 2006). Omental
dokudan salgilanan AdM’in metabolik sendroma karsi bir gorev yaptigi ileri
stiriilmektedir. Ayrica AdM’in adipoz dokuda ifade edildigini kanitlayan caligmalar,
AdM’in adipokin ailesini bir liyesi oldugunu gostermektedir (Li vd., 2007).

1.7.2 SIRT1 ve obezite

SIRT1 insan adipoz dokusunda metabolik olarak diizenlenir (Pedersen vd.,
2008) ve SIRT1 aktivitesi yag dokusunu harekete gegirir. SIRT1 aktivatorleri yiiksek
yag diyetiyle beslenen farede obezite ve insulin direncine kars1 koruyucudur (Clark
vd., 2012). SIRT1 geninde bulunan tek niikleotit polimorfizm (SNP)’leriyle obezite
arasinda bir iligki bulunur (Peeters vd., 2008). Obez ve zayif insanlarin subkutan yag
dokularindaki SIRT1 mRNA ifadeleri karsilagtirildiginda, zayif insanlarda SIRT1
ifadesinin iki kat daha fazla oldugu goriiliir (Pedersen vd., 2008).

Kalori kisitlamasindan en ¢ok etkilenen genler sirtuinlerdir. Farelerde kalori

kisitlamas1 ile yiiksek kalorili diyetin meydana getirdigi gen ifadesindeki
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degisiklikler karsilastirildiginda, aralarinda Sirtuinlerin de bulundugu 3,000’den fazla
genin ifadesinin 10 ve 50 Kkat arasinda degistigi bulunmustur (Estep vd., 2009).
Insanlarda SIRT1 gen ifadesi kalori alimma duyarlidir. Kalori kisitlamas1 SIRT1 gen
ifadesini artirir (Allard vd., 2008). Obez farelerin adipoz dokularinda SIRT1 ifadesi
azalir (Qiao ve Shao, 2006). SIRT!1’in adipoz dokuda fazla ifade edilmesi ise
adipogenezin gecikmesi ve lipolizin artmasina neden olur (Picard vd., 2004). Obez
bireylerde sekiz haftalik diisiik kalorili diyet, SIRT1 ve SIRT2 ifadelerini artirir
(Crujeiras vd., 2008). Sirtuindeki degisiklikler BYD’de lipolizin ve yag asit
mobilizasyonun artmasiyla iliskilidir (Picard vd., 2004).

1.7.3 Anjiogenez ve obezite

Anjiogenez biitiin dokularin biiylimesi, gelismesi ve tamirinde ¢ok Onemlidir
(Folkman, 1995). Adipoz doku ve ozellikle KYD, her yag hiicresi kapillerlerle
kusatildigindan dolay1, olasilikla viicutta en ¢ok damarlanan dokudur. Aslinda
anjiogenezin adipogenez ve obezitenin diizenlenmesinde Snemli bir rolii oldugu
gosterilmistir.  Diyabetik  komplikasyonlar, kardiyovaskiiler bozukluklar ve
malignanslar gibi obezite bagintili bozukluklar patolojik anjiogenez ile birliktedir
(Cao, 2007).

Biiyliyen adipoz dokuda anjiogenik damarlar, sayisiz mekanizmalarla
adipogeneze katkida bulunurlar. Viicudun diger dokularinda oldugu gibi, kan
damarlar1 adipositlerin biiylimesi ve stirekliligi i¢in gerekli olan besin ve oksijeni
saglarlar. Ozellikle KYD’deki vaskiiler perfiizyonun artirilmasi, yakitlari yakmak
icin gereken oksijen molekiillerini saglayarak metabolik hiz1 daha da artirabilir (Cao,
2007).

Yetiskin adipoz doku olasilikla viicuttaki en plastik dokudur ve yetiskin hayati
boyunca genisler ve kiigiilir (Cao, 2007). Damarlanma; mikrodamar sayisinin
kontrol edilmesi ve varolan damarlarin yeniden sekillendirilmesi araciligiyla adiposit
biiyiimesi, gerilemesi ve fizyolojik fonksiyonlarmin saptanmasinda rastgele bir
gdreve sahip olabilir. Ornegin damarlarin yeniden sekillenmesi, adipoz dokularin
genislemesi ve kiiciilmesini saglayan adipositlerin sayisini ve seklini kontrol eden
kan perfiizyonunu degistirebilir (Cao, 2010).

Endotel hiicreler ve adipositler arasindaki karsilikli etkilesim, bu hiicrelerin
herhangi bir boliimiindeki fonksiyon bozuklugunun diger bir sistem iizerinde dnemli

etkilere sahip olacagini akla getirir. Ornegin obez bireylerdeki endotelyal bozukluk,
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tip 2 diyabetin gelisimi ve ilerlemesinde Onemli bir katkida bulunur. Adipoz
dokulardaki bozulmus vaskiiler fonksiyonlar, lipid metabolizmasinda degisikliklere
ve insilin direncinin gelismesine yol agabilir (Jansson, 2007). Bdylece obez
bireylerdeki endotelyal islevin normallestirilmesi birgok hastaligin tedavisi ve
hastaliktan korunmada 6nemli bir yaklagimdir (Cao, 2010).

Anjiogenezin obezite tedavisi i¢in hedef olabilecegini ileri siiren ilk hipotez,
BYD biiylimesi ve genislemesinin anjiogeneze bagli olabildigi bilgisine dayanir
(Brakenhielm vd., 2004; Rupnick vd., 2002). Tiimor biiyiimesinde denendigi gibi,
adipoz dokuda anjiogenezin engellenmesi, BYD biiyiimesi ve obezite gelisimini
engelleyebilir. Anjiostatin (O’Reilly vd., 1994) ve endostatin (O’Reilly vd., 1997)
gibi endojen anjiogenez inhibitorlerinin obez farenin viicut agirh@ini azalttigi
gosterilmistir (Rupnick vd., 2002).

Obezite i¢in ilk tedavi yolu olarak adipoz doku anjiogenezinin engellenmesi
Onerilmesine ragmen, bu kavram son zamanlarda enerji tilketiminin de anjiogenezi
gerektirebildigi paradoksuyla ¢elismektedir (Cao, 2007; Xue vd., 2009). Obeziteden
korunmada KYD’nin gelistirilmesi son derece dogrudur. Bu nedenle obezite
tedavisinde negatif veya pozitif anjiogenez diizenleyicilerden hangisinin
kullanilabilecegi belirsizdir. Bu durum anjiogenez diizenleyici uygulanan kisinin
adipoz dokusunun metabolik durumuna bagli olmalidir. Metabolik olarak aktif olan
adipoz dokusunun (KYD) anjiogenik damarlari arttirilirsa daha fazla enerji
tiketecektir. Fakat tersine metabolik olarak pasif olan biiyiik miktardaki BYD
dokusuna sahip olan obez bireylerde anjiogenezin engellenmesi daha yararl olabilir
(Cao, 2007).

1.7.4 Resveratrol ve obezite

Diyetleri resveratrol ile desteklenen obez fareler uzun yasar, daha aktif olur ve
yiikksek kalori diyetinin neden oldugu negatif etkiler daha az gorilir (Baur vd.,
2006). Resveratrol viicut depo dokularindaki adipositler ve kemik iligi iizerinde
obezite Karsit1 etkilere sahiptir. Resveratrol adipogenezi ve olgunlasan
preadipositlerin yasayabilirligini azaltir. Ayrica olgun adipositlerde lipolizi artirir,
lipogenezi azaltir. Bu islevi adipositlere 6zgii transkripsiyon faktorlerini, enzimlerini
azaltarak ve mitokondriyal islevi diizenleyen genler araciligiyla saglar (Rayalam vd.,
2008). Resveratroliin diyetle aliminin yiiksek yag diyetiyle beslenen farelerde

obeziteye karst koruyucu oldugu gosterilmistir. Bu farelerde insiilin direnci
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gelismemistir ve KYD’de UCP1 seviyesinin artmast sonucu soguga karsi daha
direnglidirler. Sonug olarak enerji tiiketimi besin alim1 artmadan azalir (Lagouge vd.,
2006). Resveratrol insan preadipositlerinde SIRT1 bagimli bir yolla ¢ogalma ve
adipojenik farklilasmay1 engeller (Fischer-Posovszky vd., 2010). Resveratrol kalori

tiikketiminin anahtar enzimleri olan sirtuinlerin aktivitesini artirir (Zhang, 2006).

1.7.5 Adipoz doku ve obezite

Canlilarda enerji dengesi Termodinamigin ilk Kanunu’na uyar: alinan enerji =
harcanan enerji + depolanan enerji. Alinan kalori 6l¢iilebilir fakat zor olan viicudun
alinan veya harcanan enerjideki degisikliklere karsi cevabinin 6l¢iilmesidir (Rosen ve
Spiegelman, 2006). Enerji homeostazi genellikle kilo almaktan korunmak {izere
diizenlenir (Schwartz vd., 2003). Bu nedenle asir1 alinan enerji termogenezi aktive
eder. Fakat alinan enerjideki istemli kisitlamalar, viicutta kilo vermeyi zorlastiran
istemsiz az enerji harcanmasina neden olur. Enerji dengesi hormonlar, néral girdiler,
fizyolojik ve kiiltiirel faktorler gibi birgok faktorden etkilenir (Abizaid vd., 2006). Bu
nedenle antiobezik stratejiler gelistirmek oldukg¢a zordur.

Obeziteyle savagta KYD ile ilgili iki kavram {izerinden strateji gelistirilebilir:

1. Mevcut olan KYD’nin aktive edilmesi;
2. Kahverengi adipositlere 6zgii genleri aktive ederek KYD’yi olusturmak
(Friihbeck vd., 2009).

Tamamen uyarildiginda 50 g KYD giinliik enerji tiiketiminin %20’sini karsilar
(Gesta vd., 2007). KYD dokusunu aktive etmek giinliik enerji tiikketimini artirir ve
obezitenin geriletilmesinde kullanilabilecek bir yoldur. KYD sempatik sinir
sisteminin kontrolii altinda oldugundan, ilk akla gelen sempatomimetik ilaglardir.
Fakat bu ajanlar uzun siireli tedavi i¢in uygun degillerdir (Carey ve Kingwell, 2013).
Obez bireylerde Ucpl mRNA seviyelerinin zayif insanlara gore daha diisiik oldugu
bulundu (Oberkofler vd., 1997). Bu nedenle Ucpl ifadesini artirmaya yonelik pek
cok calisma yapildi. Fakat asir1 UCP1 adipositler i¢in sitotoksik olabilir ve KYD’de
atrofiye neden olabilir (Stefl vd., 1998). Ek olarak 2,4-dinitrofenol gibi kimyasal
proton gradienti bozucular obezitenin geriletilmesinde basarili olamamistir
(Grundlingh vd., 2011).

UCP1 iizerine yapilan g¢alismalardan onemli bilgiler elde edilmistir. Ancak
UCP1 tek basina KYD’nin termogenik aktivitesi hakkinda bilgi vermez. Ek olarak

UCP1 oksidatif fosforolasyon, yag asiti alim1 ve metabolizmasi gibi bir¢ok faktdrden

42



etkilenir (Kajimura ve Saito, 2014). Termogenez ve UCP1 yolaklarinda birgok
molekiil bulunur. Bu molekiillerle ilgili birgok ¢alisma yapilmaistir.

PGCla mitokondriyal biyogenez, adaptif termogenez ve Ucpl ifadesini uyarir
(Rosen ve MacDougald, 2006). Beyaz adipositlerin in vitro PGClo ifade etmesi
saglandiginda kahverengi adiposit 6zelligi gosterirler (Tiraby vd., 2003).

Transgenik farelerin adipositlerinde bazi dokularin erken gelisimi ve
farklilasmasinda islev yapan forkhead box protein C2 (FOXC2)’nin fazla ifade
edilmesi ile Ucpl ifadesi artar ve BYD’nin KYD’ye doniisiimiine neden olur
(Cederberg vd., 2001).

Reseptor etkilesim proteini 140 (RIP140), Ucpl’in kopyalanmasini engelleyen
niikleer bir reseptdr korepresordiir. Bu protein uzaklastirildiginda yag asidi
oksidasyonu, glikoz toleransi ve insiilin duyarhiligi artar, fareler zayif fenotip
gosterirler. Ayrica, Ucpl gibi bir¢ok metabolik genin ifadesi artar (Parker vd., 2006)
RIP140-null kahverengi veya beyaz adipositlerde Ucpl mRNA artar (Costford vd.,
2007).

KYD’de yiiksek miktarda Cidea ifade edilir. Cidea’nin UCP1 proteiniyle
etkilesime girerek onu inhibe ettigi ileri siirilmektedir. Cidea-null farelerin
metabolik hizlart daha yiiksektir ve KYD’de lipoliz mevcuttur. Soguga maruz
kaldiklarinda ise viicut 1silar1 daha fazla yiikselir. Bu hayvanlar zayiftir ve diyetin
olusturdugu obezite ve diyabete kars1 daha dayaniklidirlar (Zhou vd., 2003).

Retinoik asit adipositlerde Ucpl ifadesini artirir (Costford vd., 2007). Fakat
retinoidlerin  birgok etkiye sahip olmalarindan dolayr obezite tedavisinde
kullanilmalar1 pek olas1 degildir (Frithbeck vd., 2009).

Bir adipokin olan apelin fareye uygulandiginda viicut 1sis1, oksijen tiiketimi ve
KYD’de Ucpl ifadesi artar (Higuchi vd., 2007).

Daha sonralart KYD iizerine yapilan c¢aligmalar genellikle Ucpl’in ifadesini
artiran dogal molekiiller lizerine olmustur. EK olarak obeziteyle savasta BYD ile
ilgili stratejiler de gelistirilmistir. Bu stratejilerin ¢ogu BYD’nin KYD o&zellikleri
kazanmasiyla, yani BYD’nin kahverengilestirilmesiyle ilgilidir. Transdiferansiyon
farklilasmis somatik hiicrelerin, bir onciil hiicre basamagi veya ara pluripotent asama
gecirmeden baska bir hiicre tipine doniismesidir (Kajimura ve Saito, 2014). Kronik
olarak soguga maruz kalmak ve uzun B-adrenerjik uyar1 sonucunda BYD, kahverengi
adipositlere benzer hiicrelere doniisebilir (Granneman vd., 2005; Watanabe vd.,
2008). PGCla beyaz adipositlere uygulandiginda KYD’deki mitokondriyal
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biyogenez ve UCPI1 aktivitesi gibi birgok Ozelligin ortaya ¢ikmasina neden olur
(Puigserver vd., 1998).

Calismalar bej hiicrelerin viicudun ihtiyacina goére hem kahverengi hem de
beyaz adipositlere doniisme kapasitesinde oldugunu ve obeziteyle miicadelede hedef
hiicreler olabileceklerini gostermektedir. Subkutan BYD’deki bej hiicreler adrenerjik
uyar1 sonucu, onciil mitotik proliferasyona gerek duymadan kahverengilesirler (Lee
vd., 2012). BYD’de bej hiicrelerin sayisi artirildiginda farelerin diyetle olusturulan
obeziteye karst direngli olduklar1 goriiliir (Cederberg vd., 2001). Ayn1 sekilde soguk
uygulanmis bej hiicreler, sicak adaptasyonundan 5 hafta sonra tekrar beyaz
adipositlere doniisiirler (Rosenwald vd., 2013).

Ucpl kopyalama seviyeleriyle ilgili pek ¢ok gen lokusu BYD’de bulunur fakat
KYD’de bulunmaz. Bu BYD ile KYD arasinda Ucpl gen kontroliinii saglayan
mekanizmalar oldugunu gosterir (Xue vd., 2005). PRDM16 protein stabilitesi,
PPARYy agonistleri tarafindan kontrol edilir (Kajimura ve Saito, 2014). Antidiyabetik
ilaglar olan sentetik PPARy agonist thiazolidinedion (TZD)’larin BYD’ye
uygulanmas1 sonucu, dokuda Ucpl mRNA’lari ve bej hiicre farklilasmasi
gozlenmistir (Digby vd., 1998). Fakat TDZ kullanimi kardiyak ve kemik dokularinda
hasara, ayrica BYD’nin hacminin artmasina neden olmaktadir (Frithbeck vd., 2009).
PPARy agonisti rosiglitazone PRDM16’nin yar1 dmriinii uzatarak BYD’nin KYD’ye
farklilasmasini saglar (Kajimura ve Saito, 2014).

Obezite onemli bir saglik sorunudur. Pek cok arastirmaci bu sorunla ilgili
caligmalar yapmaktadir. Bu calismanin amaci, obez organizmanin obeziteye nasil
reaksiyon verdigini ve bu reaksiyonda AdM, resveratrol ve SIRT1’in etkisini ortaya
koymaktir. Bunlardan yola ¢ikarak obeziteyi ve neden oldugu hastaliklarin verdigi
hasarlar1 engellemek ve ise karisan mekanizmalar1 agiklamaya calismaktir. Birgok
hastalikta oldugu gibi, obezite durumuda organizmanin dogal koruma
mekanizmasinda AdM’in rolii arastirilmastir.

BYD’de viicuttaki kahverengi yag dokularindan ayr1 ve farkli embriyonik
kokene sahip kahverengi benzeri hiicreler bulunur. Bu hiicrelere “akill’” veya “bej”
hiicreler adi1 verilir ve kahverengi adipositlere donlisme potansiyelleri vardir
(Barbatelli vd., 2010). Bu kanitlardan yola ¢ikarak kahverengi adipositlerin
farklilagmasini ve sayisini artirarak obeziteyle miicadele etme yontemi, son derece
etkili olacaktir. Bu farklilasma resveratroliin aktive ettigi SIRT geni ifadesiyle

saglanmak amaclar arasindadir.
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2 KAYNAK OZETLERI

Asano vd. siganlarda soguk etkisinin kahverengi yag dokusundaki iki
anjiyogenik faktor iizerine etkisini incelemislerdir. Sicanlar1 4 °C soguga maruz
biraktiklarinda VEGF mRNA seviyelerinin 1-4 saatte 2.7 katina ¢iktigin1 ve 24 saat
icinde bazal seviyesine indigini gormiislerdir. Fakat soguga maruz kalma esnasinda
VEGF-B mRNA seviyelerinde bir degisme gormemislerdir. Bazal fibroblast biiyiime
faktorli (bFGF) mRNA seviyelerinde ise mRNA ifadesinin 4 saatte 2.3 kat arttig1 ve
24 saatte bazal seviyesine geldigi bulunmustur. Sonug¢ olarak KYD’nin aktive
edilmesinde anjiogenez etkilidir (Asano vd., 1999).

Minami ve ark. esansiyel hipertansiyonlu 12 obez hastada [48-81 yaslarinda,
viicut kitle indeksi (VKI) 26-34 kg/m?] AdM, atriyal natriiiretik peptid (ANP) ve
beyin natritiretik peptid (BNP) tizerine diisiik kalorili diyetin etkisini incelemislerdir.
Hastalara ilk hafta 2000 kcal/giin standart diyet, sonraki {i¢ hafta sabit sodyum
alimiyla birlikte 850 kcal/giin diisiik kalorili diyet uygulanmistir. Diisiik kalorili diyet
slireci esnasinda hastalarin 3.7 +/- 0.2 kg zayifladiklart goriilmistiir. Plazma AdM,
ANP ve BNP konsantrasyonlar1 diisiik kalorili diyetle dnemli derecede azalmustir.
Sonuglar bu vazodilatér peptidlerin esansiyel hipertansiyonlu obez hastalarda kan
basmcinin daha fazla yiikselmesine karsi etki yapabildigini géstermistir (Minami vd.,
2000).

PAMP, AdM prekiirsoriinden elde edilen hipotensif bir peptiddir. Ohinata ve
ark. ekzojen uygulamadan sonra PAMP’nin kan glikoz, besin alimi ve gastrik
bosalma tizerine etkisini arastirmiglardir. PAMP merkezi enjeksiyondan sonra kan
glikoz seviyelerini artirmis ve a¢ farede besin alimi ve gastrik bosalmayi
engellemistir. Calismalar beslenme ve gastrik bosalmanin PAMP’ye 6zgiil reseptor
araciligryla diizenlendigini gostermistir (Ohinata vd., 2001).

Shinomiya ve ark. kronik iskemik felgli hastalarda plazma AdM seviyeleri ile
aterosklerozu arastirmiglardir. Yiiksek sistolik kan basinci olan hastalarda agir
karotid arter aterosklerozda degisen degerlerle artan AdM seviyelerinin birlikte
oldugu bulunmustur (Shinomiya vd., 2001).

PGCla KYD’de soguk etkisiyle indiiklenebilir. PGCla ile transfekte edilen
insan beyaz adipositleri, UCP1 ifade ederek kahverengi yag hiicresi fenotipi

gostermislerdir (Tiraby vd., 2003).
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Fukai ve ark. AdM ve reseptoriiniin adipoz dokudaki gen ifadesini, obezite
gelisimindeki degisimlerini ve preadiposit farklilasma siirecini incelemislerdir.
Adipoz dokuyu olusturan olgun adipositler ve stromal vaskiiler hiicreler AdM ifade
ederler. AdM ve reseptor bilesenleri (CRLR/RAMP2) mRNA’larinin epididimal,
mezenterik, retroperitonal ve subkutan adipoz dokular gibi cesitli sican adipoz
dokularinda ifade edildigi bulunmustur. Fare preadiposit hiicre dizisinde (3T3-L1)
ifade edilen ADM mRNA’s1 {igiincii giinde gegici olarak azalmis, altinci giinde bazal
seviyesine geri donmiistiir ve sonra hiicrelerden salgilanan AdM’e paralel olan
preadiposit farklilasmasi sirasinda dokuzuncu giinde artig gostermistir. Ancak
endojen AdM’i bloke etmek icin eklenen ekzojen AdM veya AdM reseptor
antagonisti CGRP-(8-37) preadiposit farklilagsmasi sirasinda lipid damlacigi
birikimini etkilememistir. Bu bilgiler AdM’in adipokinlerin yeni bir {iiyesi
olabildigini ortaya koymaktadir (Fukai vd., 2004).

Nambu ve ark., adipoz dokuda AdM’in ekspresyonunu ve sekresyonunu
incelemislerdir. Northern blot analizleri sonucu fare adipoz dokusunda belirgin bir
AdM mRNA ifadesi oldugunu gostermislerdir. Adipoz dokusunda ifade seviyelerini
bobrekten 2.5-3.2 kat, olgun adipositlerde AdM mRNA seviyelerini ise stroma-
vaskiiler adipoz dokusundan 7.3 kat fazla bulmuslardir. Sonug¢ olarak adipoz
dokunun viicuttaki ana AdM kaynagi oldugu ve adiposit kaynakli AdM’in obezitede
patolojik bir rol oynadigi ileri siiriilmiistir (Nambu vd., 2005).

Harmancey ve ark. calismalarinda insan beyaz adipositleri ve 3T3-F442A
kokenli adipositlerin AdM iirettigini ve bu AdM’in lipid metabolizmasi iizerine
otokrin/parakrin bir rol oynadigin1 gostermislerdir. ADM, NO bagimli mekanizma ile
B-adrenerjik olarak uyarilan lipolizi engellemistir. ilk kez AdM’in adipositlerdeki
lipolizi azalttig1 gosterilmistir (Harmancey vd., 2005).

Adipokinler merkezi sinir sistemine veya dogrudan vaskiiler damarlar tizerine
etki ederek hipertansiyona neden olabilirler. Takahashi ve ark. vaskiiler endotel
hiicrelerde ii¢ adipokin; leptin, resistin ve TNF-a’nin AdM ve endotelin-1 ifadesini
etkileyip etkilemedigini arastirmuslardir. insan umbilikal veni endotel hiicrelerini
leptin, AdM ve TNF-a ile 24 saat kiiltire etmislerdir. Calisma sonunda obez
deneklerde TNF-o’nin AdM ifadesini azalttigi, bunun hipertansiyon riskini artirdigi
ve kardiyovaskiiler hastaliklarla baglantili olabildigi bulunmustur (Takahashi vd.,
2005).
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Knerr ve ark. ¢ocuk ve yetiskin adipoz dokularinda vazoaktif sistemlerin AdM
ve endotelin-1’in sentezlenip sentezlenmedigini arastirmiglar ve NOS’nin dagilim
modelini saptamiglardir. 15 ¢ocuk (0.5-16 yas, ortalama 6 yas) ve 13 yetiskinden (43-
79 yas, ortalama 60 yas) subkutan, mezenteryal ve omental adipoz doku 6rnekleri
toplamuglardir. Bu deneklerde VKI normal sinirlardadir. Tansiyonlar1 normaldir ve
infeksiyon hastaliklari, metabolik veya endokrin hastaliklari bulunmamaktadir.
Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (rtPZR) ile AdM, endotelin-1,
endotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS), indiiklenebilir NOS (iNOS) mRNA
seviyelerini arastirmiglardir. Biitiin dokularda AdM gen ifadesi bulunmustur ve
yetiskinlerde ¢ocuklara gore onemli derecede yiiksektir. Endotelin-1 mRNA’s1 da
benzer dagilim gostermis ve yetiskin subkutan ve mezenteryal adipoz dokusunda
cocuklara gére 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. eNOS de yetiskin subkutan ve
mezenteryal adipoz dokusunda cocuklara gore daha yiiksek bulunmustur. iINOS
mRNA’s1 subkutan, mezenteryal ve omental adipoz dokusunda yetiskin grubunda
cocuklara gore daha fazla bulunmustur. Insan adipoz dokusunun bu vazoaktif
maddeleri, eNOS ve iNOS mRNA’larin1 ifade ettigini ve bunlarin yasla beraber artigi
bulunmustur (Knerr vd., 2005).

Li ve ark. AdM geninin 36-bp bolgesini baskilayarak adiposit farklilasmasinda
bu elementin islevini arastirmiglardir. 3T3-L1 hiicrelerinin insiilin, deksametazon ve
3-izobiitil-1-metilksantin kullanilarak adipositlere farklilagmalarini saglamiglardir.
Farklilasmanin glinci  giininde AdM geninin  promotor analizleri sonucu,
adipositlerdeki promotor aktivitenin %20 azaldig1 goriilmiistiir. Calisma sonucunda
preadipositlerde AdM gen ifadesinin Onemli olabilecegi ve adipositlerde
baskilanabilecegi sonucuna varilmigtir (Li vd., 2006).

Paulmyer-Lacroix ve ark. insan adipoz dokusunda AdM’in kesin yerini
arastirmak ve obezitede AdM regiilasyonunu incelemek {izere bir ¢alisma
yapmuglardir. AdM ifade degisiklikleri i¢in 9 zayif ve 13 obez kadiin subkutan ve
omental adipoz dokularinmn profili arastirilmistir. Insan adipoz dokusundan
preadipositler izole edilmis ve adipogenik kosullar altinda farklilagtirilmistir.
Analizler sonucunda damar duvarlarinda, stromal hiicre kiimelerinde ve izole stromal
hiicrelerde giiglii bir AdM ifadesi gozlenmistir. Erken farklilagma asamasindaki
preadipositler kendiliginden AdM salgilamislardir. Subkutan ve omental adipoz
dokular1 arasinda AdM yerlesiminde higbir fark goriilmemistir. Zayif ve obez

denekler arasinda subkutan dokudaki AdM seviyelerinde de bir farklilik
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goriilmemistir. Fakat zayiflarla karsilastirildiginda, obezlerde omental doku AdM
seviyeleri onemli derecede yiiksek bulunmustur. EK olarak omental AdM ile TNF-a
mRNA seviyeleri arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. AdM’in sentezinin omental
bolgede obezite esnasinda arttigi ve metabolik sendrom 6zellikleriyle paralel oldugu
gosterilmigtir. Bu nedenle AdM adipokin ailesinin yeni bir iiyesi olarak
degerlendirilmelidir (Paulmyer-Lacroix vd., 2006).

Go ve ark. erkek Sprague-Dawley sigan gruplarina subkutan 2.5 mg/kg
fenilefrin, 2.5 mg/kg izoproterenol ve her iki ilagtan 2.5 mg/kg olmak tiizere giinde
iki kere dort giin siireyle enjekte etmislerdir. Skapular KYD ve epididimal BYD
ornekleri toplanarak AdM seviyeleri, preproAdM ifadesi, CRLR ve RAMP’ler
radyoimmiinoassay ve rtPZR ile Ol¢iilmistir. KYD’de AdM ve AdM reseptor
bilesenleri gen ifadesi epididimal BYD’den daha az bulunmustur. KYD’ye a3 ve f
adrenoreseptor  agonistlerinin  beraber uygulamasindan sonra AdM peptid
seviyelerinde ve a3 ve P adrenoreseptdr agonistlerinin tek basma veya beraber
uygulamalarindan sonra preproAdM mMRNA seviyelerinde artis gortilmistiir. of3
grubunun hem CRLR hem de RAMP mRNA seviyeleri 6nemli derecede artmistir.
BYD’de AdM peptid seviyesi, RAMP1 ve RAMP2 mRNA ifade seviyeleri o
grubunda; CRLR mRNA seviyesi ise B grubunda artmistir. AdM seviyeleri, reseptorii
ve RAMP’ler KYD’de BYD’dekinden daha azdir. Fakat adrenerjik stimiilasyonun
AdM fizerine biiyiik etkileri bulunmaktadir. AdM lipolizi uyarir ve KYD’de UCP1
seviyesini artirir. Bu ylizden serbest yag asiti substratlarinin mevcudiyetini ve
mitokondriyal membranda UCP1 seviyesini artirarak termogenezi artirabildigi ileri
stirtilmiisttir (Go vd., 2007).

Harmancey ve ark. AdM iretimi bozulan hiicre dizileri tretmiglerdir. AdM
sentezinin azalmast yogun bir sekilde adipoz farklilagmasini hizlandirmigtir. Bu
nedenle AdM’in bir antiadipogenik faktér oldugunu ileri siirmislerdir. Bunun
tizerine bir proadipogenik faktér olan insiilinin AdM ifadesini kontrol edip
etmedigini aragtirmiglardir. Analizler sonucunda izole edilmis insan adiposit
hiicrelerinde  insiilinin  AdM  ifadesi iizerine inhibitér etkisi oldugunu
gozlemlenmistir. Saglikli obez hastalarda dolasimdaki AdM’in zayif hastalarinkinin
ti¢ kat1 oldugunu bulmuslardir. Bu obez hastalarda AdM plazma seviyelerinin negatif
olarak insiilin seviyelerine bagli oldugu goriilmiistiir (Harmancey vd., 2007).

Guidolin ve ark. vena saphena’dan izole edilen normal yetiskin vaskiiler

endotel hiicrelerini kullanarak AdM’in in vitro erken (artmis hiicre proliferasyonu)
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ve ge¢ (farklilasma ve kapiller benzeri yapilara kendini Orgiitleme) anjionik
olaylardaki roliinii ve VEGF sinyal basamagi ile iliskisini aragtirmislardir. Sonuglar
vaskiiler endotel hiicrelerde AdM’in AdM; reseptoriine baglanmasinin hiicrelerde
anjiogenez gibi sinyal basamaklarma yol agan VEGFR-2 reseptoriiniin
transaktivasyonunu tetikleyebildigini gostermistir (Guidolin vd., 2008).

Nomura ve ark. obez ve obez olmayan deneklerde biyolojik olarak aktif AdM-
NH; ve AdM-glisinin ara formunu 6lgmiislerdir. Obez deneklerde hem AdM-NH,
hem de AdM-glisin seviyelerini obez olmayanlardan daha yiiksek bulmuslardir.
AdM’in bu iki molekiil formu plazma seviyeleri ve VKI ile arasinda 6nemli bir iliski
goriilmistiir. Sonuglar metabolik hastaliklarda bu iki molekiiliin aktif gorevlerinin
belli kardiyovaskiiler hastaligi olmayan deneklerde obeziteyle ilgili oldugunu
gostermistir (Nomura vd., 2009).

Martinez-Alvarez ve ark. CGRP, AdM ve AdM-2’nin akvaryum baliginda
(Carassius auratus) besin aliminin diizenlenmesi {lizerine etkilerini arastirmiglardir.
Bu amagla bu hormonlari intraserebroventrikiiler olarak uygulamuslardir. 10 ng/g
CGRP, 10 ve 50 ng/g AdM-2 uygulamasinin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
besin alimin1 6nemli derecede azalttigi goriilmiistiir. Fakat AdM uygulamasi
sonrasinda herhangi 6nemli bir farklilik gozlenmemistir (Martinez-Alvarez vd.,
2009).

C/EBPB ve PRDM16 giiclii kahverengi yag hiicresi fenotipi indiikleyicileridir.
Multipotent Onciillerin kahverengi yag hiicresine farklilasmasinda onemli bir
molekiiler kompleksi olustururlar. Bu komplekler deri fibroblastlarinda ifade
ettirilerek hiicrenin tam fonksiyonel kahverengi adiposit gibi davranmasi
saglanmigtir (Kajimura vd., 2009).

PPARYy, adipositlerin gelisiminde ve gen ifadelerinin diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynayan transkripsiyon faktoriidiir. Tiazolidinedionlar glisemiyi kontrol etmek
icin kullanilan sentetik ligantlardir ve PPARy agonistidir. Fareler, sicanlar ve
kopeklerde BYD’nin KYD benzeri dokulara doniistiirme yetenegine sahip olduklari
gosterilmistir (Koh vd., 2009; Toseland vd., 2001; Wilson-Fritch vd., 2004) .

Shibasaki ve ark., koroner arter hastaligi olan ve olmayan hastalarin
epikardiyal adipoz dokularinda ifade edilen adipokinler, adipositokinler ve vazoaktif
peptidler arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Hastalardan kan ornekleri, epikardiyal
ve subkutan adipoz dokular toplayarak serum sitokin seviyelerini ve rtPZR ile

epikardiyal ve subkutan adipoz dokudaki gesitli molekiillerin mMRNA seviyelerini
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olgmiislerdir. Epikardiyal adipoz dokusunda IL-6, IL-1 S, monosit kemoatraktan
protein 1 (MCP-1) ve TNF-a mRNA seviyelerinin subkutan adipoz dokudan énemli
derecede yiiksek oldugu bulunmustur. ilging olarak IL-6, IL-7 f, MCP-1, natriiiretik
peptid reseptér-C (NPR-C), AdM ve leptin mRNA seviyeleri koroner arter hastaligi
olan hastalarda, hasta olmayanlardan daha yiiksek seviyede bulunmustur (Shibasaki
vd., 2010).

Kahverengi yag hiicresi olusumunu veya beyaz yag hiicresinin kahverengi yag
hiicresine doniisiimiinii uyaran veya baskilayan genler bilinmemektedir. Fakat
PPARY, koaktivatorii PGClo, C/EBPB ve PRDM16 bu diizenlemede anahtar rolii
oynadig ileri stiriilmistiir (Kajimura vd., 2010).

Adipoz dokusu genel olarak BYD ve KYD olarak siniflandirilir. BYD ve KYD
farkli embriyonik kokenlere sahiptir. Fakat BYD’de {igiincii bir adipoz hiicresinin
daha bulunabilecegi ileri stiriilmiistiir. Calismada soguk etkisi sonucu kahverengi
adipositlerin sayisindaki artisin beyaz adiposit sayisindaki azalmadan c¢ok daha
yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu veriye gore daha dnceden var olan preadipositlerin
cogaldigi ileri siiriilmistiir (Barbatelli vd., 2010; Cousin vd., 1996).

Evans ve ark. endometriyal kanseri olan ve olmayan kadinlardan
endometriyum Ornekleri toplayarak AM mRNA regiilasyonu, peptid ekspresyonu,
AdM sekresyonu ve AdM’in VEGF sekresyonu iizerine etkilerini incelemislerdir.
Saglikli post menopozal endometriyumla karsilagtirildiginda AdM mRNA ifadesi
endometriyal kanserde artis gostermistir. AdM ve VEGF arasindaki sinerjizmin in
Vivo tiimor biiylimesinde Oonemli bir etkiyle sonuglanabildigi gosterilmistir (Evans
vd., 2012).

KYD’yi artirmak tizere ¢esitli ajanlar denenmistir. Gebe olmayan memelilerde
arjininin diyetle alimi siganlar, insanlar ve domuzlar1 i¢eren birka¢ tiirde BYD’nin
azalmasina ve KYD’nin artmasina yol agmstir. Insanlarda ve koyunlarda fetal KYD
gebeligin ortasindan sonra goriilmeye baslar. Satterfield vd. obez koyun modeli
olusturarak maternal obezite ve arjinin desteginin maternal, plasental ve fetal
biiyiime, gelisme ve saglik parametreleri {izerine etkilerini incelemislerdir.
Yumurtalar1 ¢ogaltilan normal viicut agirligina sahip koyunlarin embriyolarini obez
koyunlara transfer etmislerdir. Bu koyunlara gebeligin 100. giiniinden 125. giiniine
kadar L-arjinin-HCl uygulamislardir. L-arjinin uygulamasi, obez koyunlarda fetal
KYD’de %60 artigsa, maternal lipit hacmi ve dolagimdaki lipit seviyelerinde diisiise

neden olmustur. Bu uygulama sonucunda annede gebelik siiresince daha az kilo artis1
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goriilmiistiir. KYD’leri artan bebekleri ise yasamlart boyunca obeziteye karsi daha
direngli hale gelmislerdir (Satterfield vd., 2012).

Clark vd. SIRT1 SNP’leri, SIRT1 gen ifadesi ve obezite arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. VKI 40 kg/m?den yiiksek olan yetiskin ve VKI %97°den yiiksek
olan obez Kafkas Fransiz ¢ocuklarda iki SNP’yi incelemiglerdir. Rs33957861 ve
rs11599176 SNP’lerin yetigskin obezitesiyle 6nemli bir iliskisi oldugu bulunmustur.
Isvecli kardeslerde ise SIRT mRNA ifadesini arastirmislar ve diisiik SIRT1 ifadesinin
obeziteyle beraber oldugunu bulmuslardir (Clark vd., 2012).

Sempatomimetik ilaglarin kullanim simirlarindan 6Gtiirii bagka ajanlarin
obezitenin geriletilmesinde kullanimi denenmistir. Calismada obez farelerde 21
°C’de BMP7 KYD farklilagsmasi saglanmistir. Ayrica BMP7°nin KYD aktivitesini
artirirken BYD kiitlesini azalttigi gosterilmistir. Fakat 28 ©°C’de bu etkiler
goriilmemistir. Calisma gen¢ farelerde yapilmistir. BMP7 uygulamasi yiyecek
alimin1 6nemli derecede artirmistir. BMP7 kemigin mineral igerigini artirdigindan

kiloda artis, fakat yag dokusunda azalma goriilmiistiir (Boon vd., 2013).
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Deneylerde Kullanilan Sicanlar

Deneylerde Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi tarafindan iiretilen 2 aylik 16 adet Sprague dawley (Rattus norvegicus) irki
disi sicanlar kullanilmistir. Siganlar deney giinline kadar 12 saat aydinlik/karanlik,
havalandirmali, 24 °C’de, 6zel kafeslerde barinmislardir. Deneyde agirliklart 130-
170 g arasinda degisen siganlar kullanilmistir. Siganlar rastgele sekiz gruba
ayrilmistir (Cizelge 3.1). Siganlara igebildikleri kadar su yiyebildikleri kadar yem
verilmistir. Obez gruplardaki siganlar %60 yag iceren yiiksek yagli diyet ve obez

olmayan gruplardaki siganlar ise %12 yag igeren standart sigan yem ile beslenmistir.

Cizelge 3.1. Deney gruplari

Deney ve kontrol gruplari

Grup 1: Kontrol (standart diyet)

Grup 2: Kontrol + AdM (standart diyet)

Grup 3: Kontrol + Resveratrol (standart diyet)

Grup 4: Kontrol + AdM + Resveratrol (standart diyet)
Grup 5: Kontrol obez (yiiksek yag diyeti)

Grup 6: Obez + AdM (yiiksek yag diyeti)

Grup 7: Obez + Resveratrol (yiiksek yag diyeti)

Grup 8: Obez + AdM + Resveratrol (yiiksek yag diyeti)

Sicanlar deneyin basinda, sonunda, haftada bir kez tartilmis ve agirliklari

kaydedilmistir.

3.2 Obezite Olusturulmasi

Obez gruplardaki si¢anlar i¢in %60 yiiksek yag diyeti yemleri hazir olarak
almmustir (TestDiet DIO Rodent Purified Diet w/60% Energy From Fat-Blue, St.
Louis USA, Cizelge 3.2, 3.3). Sicanlar 4 ay boyunca bu yemle beslenerek obezitenin
olugsmast saglanmigtir. Obezite saglandiktan sonra deney gruplarina AdM ve

resveratrol uygulanmis ve uygulama sonuna kadar bu yemle beslenmistir.
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Cizelge 3.2. Hazir yem igerigi

Hazir Yem icerigi

Domuz Yag:

Kazein — Test Edilmis Vitamin
Maltodekstrin

Siikroz

Toz Seliiloz

Soya Yagi

Potasyum Sitrat, Tribazik
Monohidrat

Kalsiyum Fosfat

Diyetle Olusturulan Obezite Mineral Karisimi
AIN-76A Vitamin Karisimi
Kalsiyum Karbonat

L-Sistin

Kolin Bitartrat

FD&C Blue 1-5516 Lake

Cizelge 3.3. Yiiksek yag diyeti besinsel profili

Protein %23.1 Mineraller

Arjinin %0.90 Kalsiyum %0.79
Histidin %0.67 Fosfor %0.59
Izoldsin %1.24 Fosfor (mevcut) %0.59
Losin %2.24 Potasyum %0.77
Lizin %1.88 Magnezyum %0.07
Methionin %0.67 Sodyum %0.15
Sistin %1.24 Klortir %0.25
Tirozin %1.31 Florin 1.2 ppm
Threonin %1.00 Demir 64 ppm
Triptofan %0.29 Cinko 46 ppm
Valin %1.47 Manganez 76 ppm
Alanin %0.71 Bakir 7.8 ppm
Aspartik Asit %1.66 Kobalt 0.0 ppm
Glutamik Asit %5.28 Iyot 0.27 ppm
Glisin %0.50 Krom (eklenen) 2.6 ppm
Prolin %3.04 Molibden 2.11 ppm
Serin %1.43 Selenyum 0.29 ppm
Taurin %0.00 Vitaminler

Yag %34.9 Vitamin A 5.2 1U/g
Kolesterol 301 ppm Vitamin D3 1.3 1U/g
Linoleik Asit %4.07 Vitamin E 67.3 1U/g
Linolenik Asit %0.39 Vitamin K 0.65 ppm
Arakidonik Asit %0.06 Tiyamin Hidroklorit 7.8 ppm
Omega-3 Yag Asitleri  %0.39 Riboflavin 8.7 ppm
Toplam Monosature %14.00 Niasin 39 ppm
Yag Asitleri

Lif (maksimum) %6.5 Pantotenik Asit 21 ppm
Karbonhidrat %25.9 Folik Asit 2.8 ppm
Enerji (kcal/g)® %5.10 Piridoksin 7.5 ppm
Katnak Kcal % Biotin 0.3 ppm
Protein 0.924 8.1 Vitamin B12 18 meg/kg
Yag (eter oziitii) 3.140 61.6 Kolin Kloriir 1.290 ppm
Karbonhidratlar 1.035 20.3 Askorbik Asit 0.0 ppm
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3.3 Adrenomedullin ve Resveratrol Uygulamasi

Adrenomedullin (Alfa Aesar Adrenomedullin 1-50 Rat, Karlsruhe Germany,
molekiiler agirlik: 5729.40) distile deiyonize su igerisinde c¢oziilerek uygulama
gruplarina giin asir1 bir kez, 4 hafta siireyle 2.5 nmol/kg intraperitonal (i.p.) olarak
enjekte edilmistir.

Resveratrol (Sigma) distile deiyonize su igerisinde ¢oziilerek uygulama
gruplarina giin asir1 bir kez, 4 hafta siireyle 10 mg/kg i.p. olarak enjekte edilmistir.

Son uygulamalardan bir giin sonra si¢anlardan dokular alinmistir.

3.4 Dokularin Toplanmasi

Anestezi islemi igin anestezik madde olarak 1500 plL/kg ketamin ve 500 ulL/kg
ksilazin intramiiskiiler (i.m.) olarak uygulanmistir. Siganlarin bayilmalari, arka
ayaklar1 pensetle sikistirilarak ve biyiklarinin diismesi gozlenerek kontrol edilmistir.
Anesteziye giren siganlarin abdomenlerinden bir kesik agilarak gogiis kafesine kadar
kesilmistir. Gogiis kafesleri de agilarak vena kava kesilmistir. Kalbin sag ve sol
karinciklarina 5’er mL serum fizyolojik enjekte edilerek perfiizyon islemi
tamamlanmastir.

Perfiizyon isleminden sonra sicanin kalbi c¢ikarilarak Otenazi yapilmistir.
Barsaklar kaldirilarak retroperitonal beyaz yag dokusu toplanmistir. Doku serum
fizyolojikle yikanarak etiketli aliminyum folyolara sarilmistir. Siganin dorsal kismi
trag edilmis, kesik agilarak interskapiiler kahverengi yag dokusu toplanmistir. Doku
serum fizyolojikle yikanarak etiketli aliminyum folyolara sarilmistir. Dokular
toplandiktan hemen sonra s1vi azot icerisine atilmistir. Diseksiyon islemleri bittikten
sonra dokular sivi azottan cikarilarak sonraki basamaklar i¢in -40 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.5 Dokularin Homojenizasyonu

Homojenizasyon iglemi i¢in 100 mg doku taras1 alinmis 1.5 mL mikrosantrifiij
tiiplerine konularak tartilmistir. Tiplerin icine 5 adet 3.2 mm capinda paslanmaz
celik boncuk ilave edilerek vorteksle dokularin pargalanmasi saglanmistir. QIAzol
Lysis Reagent (Qiagen)’dan once 200 pL eklenerek vortekslenmis, dokular iyice
homojenize olduktan sonra ise 1 mL’ye tamamlanmistir. Homojenat RNA ve protein

izolasyonu i¢in temiz 2 mL mikrosantrifiij tiiplere konmustur.
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3.6 RNA izolasyonu

Deneyde kullanilacak olan biitlin tiipler otoklavlanmis ve kullanmadan 6nce

dietil polikarbonatli su ile yikanmistir. Homojenattan RNA izolasyonu Qiagen

RNeasy Lipid Tissue Mini Kit ile iireticinin talimatlarina gore yapilmistir:

1.
2.

10.

11.

12.

Homojenat oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.

200 pL kloroform eklenmistir. Tiipiin kapagi iyice kapatilarak 15
saniye kuvvetlice calkalanmistir.

Oda sicakliginda 3 dakika bekletilmistir.

12,000 xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra 6rnek ii¢
faza ayrilmistir: en {st renksiz RNA iceren akdz faz, beyaz ara faz ve
en alt kirmizi organik faz.

Akoz faz yeni 1.5 mL mikrosantrifiij tiipe alinmistir. Geri kalan fazlar
protein izolasyonu i¢in +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bir hacim
(yaklasik 600 pl) %70 etanol eklenerek vortekslenmistir.

700 ul 6rnek 2 mL toplama tiipiindeki RNeasy mini spin kolona
uygulanmistir. Kolonun kapagi yavasga kapatilmistir. 8500 xg’de oda
sicakliginda 15 saniye santrifiij edilmistir. Kolondan gecenler atilmistir.
Kalan akoz faz da RNeasy Mini spin kolona uygulanarak 6. basamak
tekrar edilmistir. Kolondan gecenler atilmistir.

700 uL Buffer RW1 RNeasy spin kolona eklenmistir. Kapagi yavasga
kapatilmigtir. 8500 Xxg’de 15 saniye santrifiij edilerek membran
yikanmistir. Kolondan gegenler atilmistir.

RNeasy spin kolona 500 uL Buffer RPE eklenmistir. Kapag1 yavasca
kapatilmigtir. 8500 xg’de 15 saniye santrifiij edilerek membran
yikanmistir. Kolondan gegenler atilmistir.

RNeasy spin kolona 500 pL Buffer RPE eklenmistir. Kapagi yavasca
kapatilmigtir. 8500 xg’de 2 dakika santrifiij edilerek membran
yikanmistir. Kolondan gegenler atilmistir.

Kolon 14,000 xg’de 1 dakika santrifiij edilerek Buffer RPE ve diger
kalintilar kolondan uzaklastirilmistir.

Kolon yeni 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir. 40 pL

RNase-free su dogrudan kolon membranina eklenmistir. Kolon kapagi
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yavase¢a kapatilmistir. 8500 xg’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA eliie
edilmistir.

13. Kolon yeni 1.5 mL mikrosantrifiij tiipline yerlestirilmistir. 40 pL
RNase-free su dogrudan kolon membranina eklenmistir. Kolon kapagi
yavasca kapatilmigtir. 8500 xg’de 1 dakika santrifiij edilerek ikinci
RNA eliit elde edilmistir.

Orneklerin 260 nm dalga boyunda RNA konsantrasyonlari; 260/280 nm
oraniyla RNA saflig1 6l¢iilmiistiir (BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer,
USA). RNA 6rnekleri diger basamaklara kadar -40 °C’de saklanmustir.

3.7 Protein izolasyonu

Protein izolasyonu Qiagen RNeasy Lipid Tissue Mini Kit kullanicilarinin

gelistirdigi bir protein izolasyon yontemle izole edilmistir.

3.7.1 Seoliisyonlar

Guanidin-etanol soliisyonu

%95 etanolde 0.3 M guanidin hidrokloriir ¢6ziilmiistiir.

Ure/DTT soliisyonu

10 M iire ve 50 mM ditiyotreitol (DTT) hazirlanmistir. Bir miktar suda iire
vortekslenerek ¢oziilmiistiir. DTT kullanmadan hemen Once tartilmis, az miktar suda
¢oziilmiis ve vortekslenirken tireye eklenmistir. Su ile son konsantrasyona

tamamlanmuistir.

3.7.2 Prosediir

RNA izolasyonunun 5. basamaginda ayrilan 6rneklerden protein izolasyonu
yapilmistir:
1. Fazlara 0.3 mL %100 etanol eklenmistir. Dikkatlice alt iist edilerek
karigtirilmastir.
Oda sicakliginda (20-25 °C) 3 dakika inkiibe edilmistir.
2000 xg’de 4 °C’de 2 dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriilmiistiir.

Protein iceren slipernatan 2 mL mikrosantrifiij tiipline aktarilmistir.

o b~ N

1.5 mL izopropanol eklenmistir. 15 saniye alt iist edilerek protein
coktiiriilmiistiir.

6. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

12,000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatan atilmistir.
Protein igeren pelete 2 mL guanidin-etanol soliisyonu eklenmistir. Oda
sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir.

7500 xg’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan
atilmistir.

8. ve 9. basamaklar iki kere tekrarlanmistir.

2 mL %100 etanol eklenerek vortekslenmistir. Oda sicakliginda 20
dakika inkiibe edilmistir.

7500 xg’de oda sicakliginda 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan
atilmstir.

Pelet 10 dakika havada kurutulmustur.

50 pL iire/DTT soliisyonu eklenerek pipet ucuyla pelet ¢coziilmiistiir.
450 pL ire/DTT soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir.

95 °C’de 3 dakika inkiibe edildikten sonra buza konmustur. Buzda
inkiibasyon esnasinda kisa araliklarla 30 kere sonifiye edilmistir.

10,000 xg’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan

yeni 1.5 mL mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

Bradford ydntemiyle protein konsantrasyonlari; 260/280 nm oraniyla protein

safligr Ol¢tilmiistir (BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer, USA). Protein

ornekleri diger basamaklara kadar -40 °C’de saklanmustir.

3.8 cDNA

1.

Sentezi

[lk cDNA zincir sentezi hazirlik asamasi igin asagidaki karigim
(Cizelge 3.4) (PrimeScript™ 1st Strand cDNA Synthesis Kit, Takara

Bio Inc.) hazirlanmustir.

Cizelge 3.4. cDNA hazirlik karigimi

Bilesenler Stok konsantrasyon 1 tiip (uL) Son konsantrasyon
RNazsiz dH,0 2

Oligo (dT) Primer 50 uM 1 5uM

dNTP 10 mM (her biri) 1 1 mM

Total RNA 6 <5pug

Toplam hacim 10
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2. Karisim 65 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir (Veriti Thermal Cycler,
Applied Biosystems) ve sonra hemen buza konulmustur.

3. Inkiibasyondan sonra sentezlenen ilk cDNA zincirine cDNA sentezi
karisimi (Cizelge 3.5) (PrimeScript™ 1st Strand cDNA Synthesis Kit,

Takara Bio Inc.) eklenmistir.

Cizelge 3.5. cDNA sentezi karigimi

Bilesenler Stok konsantrasyon 1 tiip (uL) Son konsantrasyon

Kalip RNA Primer Karigimi

(2. asamadan) 10

PrimeScript Tamponu 5X 4 1X
RNaz inhibit6r 40 U/ uL 0.5 20U
Prime Script Revers transkriptaz 200 U/uL 1 200U
RNazsiz dH,0 45

Toplam hacim 20

4. Yavasea karigtirilmigtir.

5. Reaksiyon karigimi 30 °C’de 10 dakika, 42 °C’de 60 dakika inkiibe
edilmistir.

6. Daha sonra 95 °C’de 5 dakika inkiibe edilerek enzim inaktive edilmistir
(Sekil 3.1) (Veriti Thermal Cycler, Applied Biosystems) ve buzda

sogutulmustur.

95 °C

30 °C
10 dk

Sekil 3.1. cDNA sentezi basamaklari

3.9 Semi-kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Beta aktin (Hwang vd., 2007), AdM (Li vd. 2006), SIRT1 (Thakran vd., 2013)
ve VEGF-A (Chen vd., 2012) primer dizileri onceki ¢alismalardan elde edilmistir
(Cizelge 3.6) ve Primer 3 (Untergasser vd., 2012) programiyla kontrol edilmistir.
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Primerler Sentromer DNA  Teknolojileri  (istanbul, Tiirkiye) tarafindan

sentezlenmistir.

Cizelge 3.6. Primerler

Gen Primerler Uzunluk Tm Uriin

Beta fleri Primer 5’>-GGAAATCGTGCGTGACATTA-3’ 20 bp 56.54°C 183 bp

aktin Ters Primer 5’-AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG-3’ 20 bp 58.72°C

AdM Ileri Primer 5’-TTCAGCAGGGTATCGGAGC-3’ 19 bp 59.18°C  615bp
Ters Primer 5’-CCGACTGTTCAATGCTGCC-3’ 19 bp 57.50°C

SIRTI Ileri Primer 5’-CAGTGTCATGGTTCCTTTGC-3’ 20 bp 57.29°C 104 bp
Ters Primer 5’-CACCGAGGAACTACCTGAT-3’ 19 bp 55.85°C

VEGF-A  ileri Primer 5'-CCATGAACTTTCTGCTCTCTTG-3' 22 bp 45.45°C 448 bp
Ters Primer 5-GGTGAGAGGTCTAGTTCCCGAA-3' 22 bp 54.55°C

Primerlerin  optimum sicakliklarin1  belirlemek amaciyla gradient PZR

gerceklestirilmistir. PZR karisimi (Cizelge 3.7) hazirlandiktan sonra 1s1 diizenleyici
(T100™ Thermal Cycler, Bio Rad)’deki kuyucuklar Beta aktin i¢in 61-50 °C’ye;
AdM, VEGF-A ve SIRT1 i¢in 52-62 °C’ler arasi ayarlanmistir (Sekil 3.2).

Cizelge 3.7. PZR karisimi

Bilesenler Stok konsantrasyon 1 tiip (uL) Son konsantrasyon
dH,0 6.1

Tampon 10X 1 1X

dNTP 10 mM 0.8 0.8 mM

MgCl, 25 mM 0.7 1.75 mM

Forward Primer 200 nmol 0.1 20 nmol

Reverse Primer 200 nmol 0.1 20 nmol

Taq Polymerase 5U/uL 0.1 05U

cDNA 1

Toplam hacim 10
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94 °C 94°C

5dk 45sn

A

72°C 72°C

45 sn

35 dongii

[ 62.0°c | 61.2°Cc | 60.0°C | 58.1°C | 55.8 °C | 53.9 °C | 52.7 °c | 52.0 °C |

Sekil 3.2. AdM, VEGF-A ve SIRT1 igin gradient PZR basamaklar1

PZR reaksiyonlari i¢in 94 °C’de 5 dakika 6n denatiirasyon basamagindan sonra
asagidaki basamaklar gergeklestirilmistir:

DNA denatiirasyonu: 94 °C’de 45 saniye;

Primer baglanmasi: Beta aktin i¢in 52 °C’de; AdM ve VEGF-A igin 62 °C’de;
SIRT1 i¢in 58.8 °C’de 45 saniye;

Uzama: 72 °C’de 45 saniye.

Bu basamaklar 35 dongiide tekrarlanmigtir. Uzamas1 tamamlanmayan ve eksik
kalan zincirler igin 72 °C’de 5 dakika son uzama basamagi ger¢eklestirilmistir.
Amplikonlar 4 °C’ye kadar sogutulmustur. Etidyum bromiir iceren %1.5 agaroz jelde
yuriitiilerek gorintiilenmistir (Quantum ST4, Vilber Lourmat). Image J (NIH)
programiyla bant kalinliklar1 6l¢iilmiistiir. Beta aktin geni internal kontrol olarak

kullanilmistir. Diger genler bu genle oranlanmustir.

3.10 Western Blot

3.10.1 Soliisyonlar ve reaktifler

Yiikleme tamponu: 6x Laemmli tampon

%12 SDS

%20 gliserol

%0.01 bromfenol mavi

0.375 M Tris-HCI

pH 6.8’¢ ayarlanmistir. Kullanmadan 6nce 1:8 oraninda 2-merkaptoetanol

eklenmistir.
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Yiiriitme tamponu: Tris/Glisin/SDS

25 mM Tris
190 mM glisin
%0.1 SDS

%12’lik Ayirma Jeli
dH,0

%30 akrilamid/bisakrilamid
1.5 M tris-Cl (pH 8.8)

%10 SDS

%10 APS

TEMED

%5 Yapistirma Jeli

dH,0

%30 akrilamid/bisakrilamid
1 M tris-Cl (pH 6.8)

%10 SDS

%10 APS

TEMED

Transfer tamponu
25 mM Tris
190 mM glisin

%20 metanol

Coomassie Blue Boyasi

900.1 Coomassie Briliant Blue

%10 asetik asit
%50 metanol
%40 dH-,0

4.9 mL
6.0 mL
3.8 mL
150 uLL
150 uL
6 uL

3.4 mL
830 uL
630 uL
50 L
50 uL
10 uL
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Ponceau S boyama tamponu
%0.2 (w/v) Ponceau S
%5 glasiyal asetik asit

Tween 20 tamponu ile Tris-tamponlu tuz (TBST)
20 mM Tris, pH 7.5

150 mM NaCl

%0.1 Tween 20

Bloklama tamponu
TBST’de %5 yagsiz siit tozu

3.10.2 Prosediir

Ornek hazirlama

Jel elektroforeziyle proteinleri ayirma

1.

3.
4.

30 pg protein 6rnekleri 6X Laemmli tamponla karistirildi ve 95 °C’de
20 dakika denatiirasyon yapilmaistir.

Hedef proteinlerin molekiil biiyiikliiklerine uygun %12’lik SDS-PAGE
jelin kuyucuklarina molekiiler agirlik markirtyla birlikte protein
ornekleri yiikklenmistir (Bio Rad Mini Protean I1).

Jel 50 V’de 5 dakika yiiriitiilmiistiir.

Voltaj 100 V’a ¢ikarilarak yiiriitme 2 saat icerisinde tamamlanmustir.

Jeldeki proteinlerin membrana transferi

1.
2.

Jel 1x transfer tamponunda 15 dakika calkalayicida bekletilmistir.
Poliviniliden difloriir (PVDF) membran 5 dakika metanolde aktive
edilmistir.

Transfer sandvigi (katot-siinger-filtre kagidi-membran-jel-filtre kagidi-
stinger-anot) arasinda hi¢ hava kalmayacak sekilde hazirlanmistir. Blot
katoda, jel ise anota yerlestirilmistir.

4 °C’de 10 mA’de gece boyu 1slak sistem transfer saglanmistir (Bio
Rad Mini Trans-Blot® Cell).
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Antikor inkiibasyonu

1. Blot transfer kalitesini kontrol etmek i¢in Ponceau S soliisyonuyla
boyanmustir. Jel ise Coomassie Blue boyasi ile ¢alkalayicida 1 saat
boyanmustir.

2. Ponceau S boyasi TBST ile 5 kez 5’er dakika yikanmustir.

3. Bloklama soliisyonu ile oda kosullarinda ¢alkalayicida 1 saat
bloklanmuistir.

4. Beta aktin primer antikoru 1:3000, AdM primer antikor 1:1000, SIRT1
primer antikoru 1:500, VEGF-A primer antikoru 1:500 oraninda
bloklama tamponuyla diliie edilmistir (Cizelge 3.8). Hedef proteinin
primer antikoruyla ¢alkalayicida 4 °C’de gece boyu inkiibe edilmistir.

5. Blot TBST ile 7 kere 5’er dakika yikanmustir.

6. 1:10000 oraninda HRP-konjuge sekonder antikor TBST ile diliie
edilmis ve blot sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir.

7. Blot TBST ile 7 defa 5’er dakika yikanmuistir.

Cizelge 3.8. Antikorlar

Protein Primer Ab  Diliisyon Marka Sekonder Ab Diliisyon Marka

Beta aktin Poliklonal 1:3000 Santa Cruz Kegi anti-tavsan  1:10000  Santa Cruz
tavsan 1gG sc-130656  1gG sc-2004

AdM Poliklonal 1:1000 Abcam Kegi anti-tavsan  1:10000  Santa Cruz
tavsan IgG ab190819 IgG sc-2004

SIRT1 Monoklonal  1:500 Santa Cruz Kegi anti-fare 1:10000  Santa Cruz
fare 1gG Sc-74465 IgG sc-2005

VEGF-A Monoklonal ~ 1:500 Santa Cruz Kegi anti-fare 1:10000  Santa Cruz
fare 1gG Sc-7269 [o]€ sc-2005

Goriintiileme ve veri analizi

1.
2.

Kemoluminesans substrat blota uygulanmastir.
CCD kamerali goriintiileme cihazi (ChemiDoc™ MP Imaging System,

BioRad) ile sinyaller goriintiilenmistir.

Bant yogunluklar1 Image J (NIH) programiyla 6l¢iilmiistiir. Beta aktin internal

kontrol olarak kullanilmigtir. Diger proteinler bu proteinle oranlanmustir.
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Siyirma (stripping) ve tekrar proplama

1.
2.

Styirma tamponu 50 °C’ye kadar 1sitilmistir.

Membrana eklenmistir. Hafif¢e calkalayarak 50 °C’de 45 dakikaya
kadar inkiibe edilmistir.

Blot akan su altinda 1 saat yikanmuistir.

Membran temiz bir kaba aktarilmis ve TBST ile 5’er dakika 5 kez
yikanmistir.

TBST’de %3’liik yagsiz siit tozu ile oda sicaklifinda 1 saat
bloklanmustir.

Primer antikor soliisyonuyla 4 °C’de gece boyunca inkiibe edilmistir.
Blot TBST ile 3-5 kere 5’er dakika yikanmustir.

HRP-konjuge sekonder antikor soliisyonuyla oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir.

Blot TBST ile 3-5 kere 5’er dakika yikanmustir.

3.11 istatistiksel Analizler

Gruplar arasi farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc LCD
testi (IBM SPSS Statistics Version 24) ile hesaplanmistir (p<0.05).
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4  ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Obezitenin Saglanmasi

Yiksek yag diyeti ile beslenen gruplar, standart yemle beslenen normal
gruplara gore %21 oraninda fazla agirhik kazanmuslardir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Boylece obezite i¢in amaglanan kilo artis1 saglanmustir.

Cizelge 4.1. Kilo artig1 (N, sayi; X, ortalama; SS, standart sapma)

Grup N X SS %
Normal 8 225.50 17.08 100.00
Obez 8 274.13 24.05 121.56

65



Normal Grup

350
300
e Sican |
) — 2
S 250 / Sican
S0 =Si1¢an 3
% === Sican 4
)én 200 ===S1can 5
=== S1can 6
150 - === S1can 7
====Si¢an §
100
123456 7 8 91011121314151617 18192021
Hafta
Obez Grup
350
300
==Si¢an 1
g 250 o= Sican 2
K ====QSi¢an 3
% ==Sican 4
fﬁn 200 === Sican 5
=== S1¢an 6
150 - Sigan 7
====Sican 8
100

1 23 456 7 8 9101112131415161718192021
Hafta

Sekil 4.1. Normal ve obez gruplarda kilo artist
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4.2  Semi-kantitatif PZR Bulgular:

Semi- kantitatif PZR yontemiyle gen ifadesi tayini i¢in 6nce drneklerden RNA
izole edilmis ve konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir. Degerler asagidaki gibidir (Cizelge

4.2).

Cizelge 4.2. RNA konsantrasyonlari

Grup Sican RNA konsantrasyonu (ng/mL)
BYD KYD
Kontrol 1 410.562 2456.485
2 336.638 1077.52
Kontrol + AdM 3 652.194 1849.065
4 710.669 1047.925
Kontrol + Resveratrol 5 652.737 1608.961
6 523.721 973.412
Kontrol + AdM + Resveratrol 7 203.707 941.939
8 337.689 1833.333
Kontrol obez 9 248.244 2305.778
10 208.389 2038.105
Obez + AdM 11 203.650 1240.528
12 288.783 1420.260
Obez + Resveratrol 13 276.408 2309.427
14 147.089 1289.537
Obez + AdM + Resveratrol 15 216.187 2035.156
16 256.981 2207.776
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Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezlenerek PZR yapilmistir. Beta aktin
amplikonlar1 183 bp; AdM amplikonlar1 615 bp; SIRT1 amplikonlart 104 bp ve
VEGF-A amplikonlar1 448 bp uzunlugundadir. VEGF-A primeri genin bazi
transkriptlerini de ¢ogaltma yetenegindedir. Bundan dolayr BYD kontrol, kontrol
obez, obez + resveratrol ve obez + resveratrol + AdM gruplarinda VEGF-A transkript
varyant 1 (701 bp, VEGF-A;gs mMRNA), VEGF-A transkript varyant 2 (629 bp,
VEGF-Ai64s MRNA) ve VEGF-A transkript varyant 3 (497 bp, VEGF-A1;0 MRNA)
elde edilmistir (Sekil 4.2). KYD dokusunda AdM ve VEGF-A gen ifadesi
saptanamamigtir.

PZR sonucu elde edilen bantlarin Image J programinda OSlgiilmesiyle elde
edilen degerler, internal kontrol beta aktin ile normallestirilmistir. Genlerin normal
gruplarindaki degerleri %100 kabul edilerek gruplar arasi farklar ANOVA ile
hesaplanmistir (Cizelge 4.3, 4.4, 4.5). Ayrica ¢ikan degerler grafik olarak ifade
edilmistir (Sekil 4.3).
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Cizelge 4.3. BYD AdM, SIRT1 semi- kantitatif PZR ANOVA sonuglar1

N, X, SS Degerleri ANOVA Sonuclar

Parametre Grup N X SS F p Anlamh Fark

AdM BYD Kontrol* 2 100.00 0.00 839.931 0.00 (Kontrol obez) -
Kontrol + AdM* 2 0.00 0.00 (Kontrol) -(Obez +
Kontrol + Resveratrol* 2 0.00 0.00 Resveratrol) - (Obez
Kontrol + AdM + 2 000 0.00 +AdM +
Resveratrol* Resveratrol) - (Obez
Kontrol obez* 2 21682 822 + AdM) - (Kontrol +
Obez + AdM* 2 0.00 0.00 AdM + Resveratrol) -
Obez + Resveratrol* 2 76.90 7.13 (Kontrol + AdM) -
Obez + AdM + 2 0.00 0.00 (Kontrol +
Resveratrol* Resveratrol)

SIRT1BYD  Kontrol* 2 100.00 0.00 65.586 0.00 (Obez + Resveratrol)
Kontrol + AdM* 2 4419 3.48 -(Kontrol obez) -
Kontrol + Resveratrol* 2 114.73 3.38 (Kontrol +
Kontrol + AdM + 2 87.04 6.11 Resveratrol) - (Obez
Resveratrol* + AdM) - (Kontrol) -
Kontrol obez* 2 13701 563 (Obez + AdM +
Obez + AdM* 2 10502 443 Resveratrol) -
Obez + Resveratrol* 2 16659 1339 (Kontrol + AdM +
Obez + AdM + 2 9991 455 Resveratrol) -

Resveratrol*

(Kontrol + AdM)

“*» anlaml fark bulunan gruplar; N, say1; X, ortalama; SS, standart sapma; F, F testi; p<0.05
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Cizelge 4.4. BYD VEGF-A semi- kantitatif PZR ANOVA sonuglari

N, X, SS Degerleri ANOVA Sonuclar
Parametre Grup N X SS F p Anlamh Fark
VEGF-A Kontrol* 2 100.00 0.00 634.387 0.00 (Kontrol obez) -
transkript Kontrol + AdM* 2 0.00 0.00 (Kontrol) - (Obez +
varyant 1 Kontrol + Resveratrol* 2 0.00 0.00 AdM + Resveratrol) -
BYD Kontrol + AdM + 2 0.00 0.00 (Kontrol + AdM) -
Resveratrol* (Kontrol +
Kontrol obez* 2 17313 1050 Resveratrol) - (Obez
Obez + AdM* 2 0.00 0.00 + Resveratrol) -
Obez + Resveratrol* 2 0.0 0.00 (Kontrol + AdM +
Obez + AdM + 2 0.00 0.00 Resveratrol) - (Obez
Resveratrol* + AdM)
VEGF-A Kontrol* 2 100.00 0.00 942.769 0.00 (Kontrol obez) -
transkript Kontrol + AdM* 2 0.00 0.00 (Obez + Resveratrol)
varyant 2 Kontrol + Resveratrol* 2 0.00 0.00 -(Kontrol) - (Obez +
BYD Kontrol + AdM + 2 0.00 0.00 AdM) - (Obez +
Resveratrol* AdM + Resveratrol) -
Kontrol obez* 2 15080 7.23 (Kontrol + AdM) -
Obez + AdM* 2 0.00 0.00 (Kontrol +
Obez + Resveratrol* 2 12986 273 Resveratrol) -
Obez + AdM + 2 4134 328 (Kontrol + AdM +
Resveratrol* Resveratrol)
VEGF-A Kontrol* 2 100.00 0.00 227.016 0.00 (Kontrol obez) -
transkript Kontrol + AdM* 2 0.00 0.00 (Kontrol) - (Obez +
varyant 3 Kontrol + Resveratrol* 2 0.00 0.00 Resveratrol) -
BYD Kontrol + AdM + 2 0.00 0.00 (Kontrol + AdM) -
Resveratrol* (Obez + AdM) -
Kontrol obez* 2 15509  7.19 (Kontrol +
Obez + AdM* 2 0.00 0.00 Resveratrol) -
Obez + Resveratrol* 2 8750 14.85 (Kontrol + AdM +
Obez + AdM + 2 0.00 0.00 Resveratrol) — (Obez

Resveratrol*

+ AdM +
Resveratrol)

«“*» anlaml fark bulunan gruplar; N, say1; X, ortalama; SS, standart sapma; F, F testi; p<0.05
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Cizelge 4.5. KYD semi- kantitatif PZR ANOV A sonuglari

N, X, SS Degerleri ANOVA Sonuclar
Parametre Grup N X SS F p Anlamh Fark
AdM KYD Kontrol 2 00.00 0.00 0.00
Kontrol + AdM 2 00.00 0.00
Kontrol + Resveratrol 2 00.00 0.00
Kontrol + AdM + 2 00.00 0.00
Resveratrol
Kontrol obez 2 00.00 0.00
Obez + AdM 2 00.00 0.00
Obez + Resveratrol 2 00.00 0.00
Obez + AdM + 2 00.00 0.00
Resveratrol
SIRT KYD Kontrol* 2 100.00 0.00 22.01 0.00 (Kontrol + AdM +
Kontrol + AdM* 2 106.80 3.28 Resveratrol) - (Obez
Kontrol + Resveratrol* 2 159.12 9.56 + Resveratrol) -
Kontrol + AdM + 2 24235  39.00 (Kontrol obez) -
Resveratrol* (Kontrol +
Kontrol obez* 2 16027 541 Resveratrol) - (Obez
Obez + AdM* 2 14059 431 + AdM) - (Obez +
Obez + Resveratrol* 2 20257 6.82 AdM + Resveratrol) -
Obez + AdM + 2 12185 162 (Kontrol + AdM) -
Resveratrol* (Kontrol)
VEGF-A Kontrol 2 00.00 0.00 0.00
KYD Kontrol + AdM 2 00.00 0.00
Kontrol + Resveratrol 2 00.00 0.00
Kontrol + AdM + 2 00.00 0.00
Resveratrol
Kontrol obez 2 00.00 0.00
Obez + AdM 2 00.00 0.00
Obez + Resveratrol 2 00.00 0.00
Obez + AdM + 2 00.00 0.00
Resveratrol

«“*» anlaml fark bulunan gruplar; N, say1; X, ortalama; SS, standart sapma; F, F testi; p<0.05

72



250
200
150
S
%k %k k sk k
100 - = AdM BYD
50 ESIRTBYD
"VEGFA 1BYD
0. BVEGFA 2BYD
> = VEGFA 3BYD
N
Q
Q
¢
N
{_90
%90
Gruplar
300 .
250 -[
*
200
*
X 150 * .
mAdM KYD
100 - (bulunmadi)
mS|IRT KYD
50 A
= VEGFA KYD
0 - (bulunmadi)
& t?\ & & & S < &
$ ¥ ol ol °© A ol ol
«E,o X & & 0\ X L N
> & & N v & &
$ < & S S &
%90 \>< X *&* X X
& 2?\ & §\
N N o v
€ > v
& 0
%9&\ Q
Gruplar

Sekil 4.3. BYD ve KYD semi- kantitatif PZR grafikleri. *, p<0.05
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4.3 Western Blot Bulgular:

Yag dokusundan izole edilen proteinlerin  Bradford yontemiyle
konsantrasyonlar1 olgiilmiistiir (Sekil 4.4, Cizelge 4.6). Proteinler SDS-PAGE ile
molekiil agirliklarina gore ayrildiktan sonra membrana transfer edilmistir.
Membranda beta aktin 43 kDa, AdM 20 kDa ve SIRT1 120 kDa seviyesindedir.
VEGF-A monomeri 21 kDa, dimeri ise 42 kDa’dadir. Membranda VEGF-A
monomeri seviyesinde bantlar goriilmiistiir (Sekil 4.5). Membranlarin goriintiileri
Image J programiyla analiz edilmistir. Elde edilen degerler, internal kontrol beta
aktin ile normallestirilmistir. Proteinlerin normal gruplarindaki degerler %100 kabul
edilerek gruplar aras1 farklar ANOVA ile hesaplanmistir (Cizelge 4.7, 4.8). Ayrica
¢ikan degerler grafik olarak ifade edilmistir (Sekil 4.6).
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Cizelge 4.6. Protein konsantrasyonlari

Grup Sigan Protein konsantrasyonu (mg/mL)
BYD KYD
Kontrol 1 0.684 2.372
2 0.639 1.970
Kontrol + AdM 3 0.790 2472
4 0.990 2.250
Kontrol + Resveratrol 5 0.647 2.140
6 0.713 2.152
Kontrol + AdM + Resveratrol 7 0.624 2.168
8 0.635 1.747
Kontrol obez grubu 9 0.562 2.635
10 0.909 2.304
Obez + AdM 11 0.365 2.279
12 0.532 2415
Obez + Resveratrol 13 0.606 2.317
14 0.869 2.043
Obez + AdM + Resveratrol 15 0.570 2.029
16 0.646 2.051
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Cizelge 4.7. BYD Western ANOVA sonuglar1

N, X, SS Degerleri ANOVA Sonuclar

Parametre Grup N X SS F P Anlamh Fark

AdM BYD Kontrol* 2 100.00 0.00 67.133 0.00 (Obez + AdM +
Kontrol + AdM* 2 180.93 19.12 Resveratrol) - (Obez
Kontrol + Resveratrol* 2 80.66 10.38 + AdM) - (Kontrol +
Kontrol + AdM + 2 21164  18.14 AdM + Resveratrol) -
Resveratrol* (Kontrol + AdM) -
Kontrol obez* 2 16775 8.63 (Kontrol obez) -
Obez + AdM* 2 44806  100.44 (Obez + Resveratrol)
Obez + Resveratrol* 2 14107 200 - (Kontrol) - (Kontrol
Obez + AdM + 2 104229 117.21 + Resveratrol)
Resveratrol*

SIRT BYD Kontrol* 2 100.00 0.00 105.997 0.00 (Obez + AdM) -
Kontrol + AdM* 2 22092 6.61 (Obez + AdM +
Kontrol + Resveratrol* 2 164.25 11.67 Resveratrol) - (Obez
Kontrol + AdM + 2 211.82 18.71 + Resveratrol) -
Resveratrol* (Kontrol + AdM) -
Kontrol obez* 2 16194 1554 (Kontrol + AdM +
Obez + AdM* 2 35002 1138 Resveratrol) -
Obez + Resveratrol* 2 24211 1328 (Kontrol +
Obez + AdM + 2 34585 936 Resveratrol) -
Resveratrol* (Kontrol obez) -

(Kontrol)

VEGF-A Kontrol* 2 100.00 0.00 67.133 0.00 (Obez + AdM +

BYD Kontrol + AdM* 2 17532 6.90 Resveratrol) - (Obez
Kontrol + Resveratrol* 2 102.52 2.62 + Resveratrol) -
Kontrol + AdM + 2 13231  0.69 (Kontrol + AdM) -
Resveratrol* (Kontrol + AdM +
Kontrol obez* 2 54.02 1.66 Resveratrol) -
Obez + AdM* 2 4412 11.32 (Kontrol +
Obez + Resveratrol* 2 29627 6.11 Resveratrol) -
Obez + AdM + 2 73095 8626 (Kontrol) - (Kontrol

Resveratrol*

obez) - (Obez +
AdM)

«“*» anlaml fark bulunan gruplar; N, say1; X, ortalama; SS, standart sapma; F, F testi; p<0.05
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Cizelge 4.8. KYD Western ANOVA sonuglari

N, X, SS Degerleri ANOVA Sonuclar

Parametre Grup N X SS F P Anlamh Fark

AdM KYD Kontrol* 2 100.00 0.00 243127 0.00 (Obez + AdM +
Kontrol + AdM* 2 133.07 6.92 Resveratrol) -
Kontrol + Resveratrol* 2 76.25 5.04 (Kontrol + AdM) -
Kontrol + AdM + 2 59.12 5.18 (Kontrol grubu) -
Resveratrol™ (Kontrol +
Kontrol obez* 2 72.36 0.80 Resveratrol) - (Obez
Obez + AdM* 2 4747 1.48 + Resveratrol) -
Obez + Resveratrol* 2 7484 2.00 (Kontrol obez grubu)
Obez + AdM + 2 17365 314 - (Kontrol + AdM +
Resveratrol* Resveratrol) - (Obez

+ AdM)

SIRT KYD Kontrol* 2 100.00 0.00 150.182 0.00 (Obez + Resveratrol)
Kontrol + AdM* 2 109.37 1.54 - (Obez + AdM) -
Kontrol + Resveratrol* 2 92.00 9.90 (Kontrol obez grubu)
Kontrol + AdM + 2 6850 3.54 - (Obez + AdM +
Resveratrol* Resveratrol) -
Kontrol obez* 2 157.02 1212 (Kontrol + AdM) -
Obez + AdM* 2 17630  13.30 (Kontrol grubu) -
Obez + Resveratrol* 2 27735 3.19 (Kontrol +
Obez + AdM + 2 14529  4.09 Resveratrol) -
Resveratrol* (Kontrol + AdM +

Resveratrol)

VEGF-A Kontrol* 2 100.00 0.00 29.580 0.00 (Kontrol + AdM) -

KYD Kontrol + AdM* 2 102.00 14.55 (Kontrol grubu) -
Kontrol + Resveratrol* 2 43.88 1.09 (Obez + Resveratrol)
Kontrol + AdM + 2 2855 1.34 - (Obez + AdM) -
Resveratrol* (Kontrol +
Kontrol obez* 2 2146 16.11 Resveratrol) -
Obez + AdM* 2 4590 0.13 (Kontrol + AdM +
Obez + Resveratrol* 2 69.22 8.91 Resveratrol) — (Obez
Obez + AdM + 2 2769 195 +AdM +

Resveratrol*

Resveratrol) -

(Kontrol obez grubu)

«“*» anlaml fark bulunan gruplar; N, say1; X, ortalama; SS, standart sapma; F, F testi; p<0.05
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5 TARTISMA VE SONUC

51 BYD AdM Sonugclar

Kontrol grubu AdM gen ifadesi bakimindan diger gruplarla karsilastirildiginda
AdM gen ifadesi olan biitiin gruplarda fark vardir (p<0.05). Kontrol + AdM, kontrol
+ resveratrol, kontrol + AdM + resveratrol, obez + AdM ve obez + AdM + resverarol
gruplarinda AdM ifadesi goriillmemistir. AdM geninin promotorunda baglanma
bolgeleri bulunur (Ishimitsu vd., 1994). Ek olarak ilk intron transkripsiyonel
regiilasyonu saglayan ¢esitli elementleri igerir. Bu yolla AdM iiretimi biiyiik ol¢iide
diizenlenir (Cheyuo vd., 2012). Obez + resveratrol grubu disinda AdM enjekte edilen
siganlarda AdM gen ifadesinin olmadigi gorilmiistir. Bir geri besleme
mekanizmasiyla ortamda bulunan AdM’in kendi gen ifadesini diizenleyerek
baskiladigr ileri siirtilebilir. Kontrol grubu %100 alindiginda kontrol obez grubunda
ifade %217 degeriyle artarken obez + resveratrol grubu %77 degeriyle azalmustir.
Obezite, adipoz dokuda AdM ifadesinin artmasina neden olur. Yiiksek yag diyetiyle
beslenen siganlarin yag dokusunda AdM ifadesi, normal diyetle beslenenlere gore
daha fazladir (Fukai vd., 2004). Deney sonuglar1 yiiksek yag diyetiyle beslenen
kontrol obez grubunda AdM ifadesinin arttig1 gostererek literatiirii destekmektedir.
Obez + resveratrol grubu AdM ifadesinin kontrol obez grubuna gore azalmis olmasi
resveratroliin viicut depo dokularindaki adipositler ve kemik iligi iizerinde obezite
karsiti etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Resveratrol adipogenezi ve
olgunlasan preadipositlerin yasayabilirligini azaltir. Ayrica olgun adipositlerde
lipolizi artirir, lipogenezi azaltir (Rayalam vd., 2008). Resveratroliin diyetle aliminin
yiiksek yag diyetiyle beslenen farelerde obeziteye karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (Lagouge vd., 2006). Deney sonuglari resveratroliin bu etkisini
desteklemektedir.

Kontrol grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda obez + AdM ve obez +
AdM + resveratrol gruplar1 arasinda AdM protein miktarlarinda fark bulunmustur
(p<0.05). Obez + AdM grubunda AdM protein miktar1 %448, obez + AdM +
resveratrol grubunda ise %1042 degeriyle artmistir. AdM enjekte edilen gruplarda
AdM protein seviyelerinin arttigi gorilmistiir. Buna ilave olarak obez bireylerin
plazmalarinda AdM konsantrasyonu artmakta ve bu artisin kaynaginin adipoz doku
oldugu ileri siiriilmektedir (Kato vd., 2002). Obez ve AdM enjekte edilen gruplarda

AdM protein miktarinin daha fazla artmasinin nedeni AdM’in obeziteye karsi

80



koruyucu etkisi sonucu olabilir. Viicut agirhigi artikga AdM ifadesi de artis gosterir
(Nambu vd., 2005).

Kontrol + AdM, kontrol + resveratrol, kontrol + AdM + resveratrol, obez +
AdM ve obez + AdM + resverarol gruplarinda AdM ifadesi goriilmediginden bu
gruplarla kontrol, kontrol obez ve obez + resveratrol gruplart arasinda fark
bulunmustur (p<0.05). AdM protein ifadesi bakimindan ise kontrol + AdM grubu ile
obez + AdM ve obez + AdM + resveratrol gruplar1 arasinda fark gorilmistiir
(p<0.05). Kontrol + AdM grubu degeri %100 alindiginda obez + AdM grubu %248,
obez + AdM + resveratrol grubu ise %576 degerlerini almaktadir. Bu degerler
obezitede AdM miktarmin artisiz1  desteklemektedir. Obezitede AdM ve
resveratroliin beraber uygulanmasinin AdM miktarinda yaklasik 6 kata kadar artisa
neden olmasi, resveratroliin de AdM miktarindaki artisa katkida bulunabilecegini
akla getirmektedir. Oysa resveratrol vazoaktif peptidlerin sentezini azaltir (Bertelli,
2007). Resveratroliin AdM {izerine nasil bir etki gosterdigine dair literatiirde yeterli
bilgi yoktur. Resveratrol AdM gibi yiiksek yag diyetinin meydana getirdigi insiilin
direnci, hiperglisemi ve dislipidemi gibi zararli fizyolojik etkilere kars1 koruyucudur.
Resveratrol yiiksek yag diyetinin neden oldugu 153 ifade degisikliginden 144’iinii
geriletir (Baur vd., 2006). Bu iki molekiil ortak etkileri nedeniyle AdM protein
miktarinin artisgina katkida bulunmus olabilirler. Resveratrol MAPK’lar, NF-x<B ve
MMP’leri igceren UV aracili fotoyaslanma ile iliskili hiicresel sinyal mekanizmalari
tizerine etki eder (Baxter, 2008). AdM geninin promotorunda ise NF-xB bolgeleri de
bulunmustur (Ishimitsu vd., 1994). Ayrica AdM dolayli etkisini MAPK’lar
araciligiyla gosterir (Samson, 1999). Resveratrol AdM miktarlarint bu ortak
molekiiller araciligiyla diizenleyebilir.

Kontrol + resveratrol grubu ile AdM protein miktar1 bakimindan kontrol +
AdM + resveratrol, obez + AdM ve obez + AdM + resverarol gruplari arasinda fark
bulunmustur (p<0.05). Kontrol + AdM + resveratrol grubu %262, obez + AdM grubu
%553, obez + AdM + resveratrol grubu %1286 degeriyle artis gozlenmistir. Bu
degerlere gore de AdM miktarinin obezitede arttig1 ve resveratroliin bu artisa katkida
bulundugu goriilmiistiir.

Kontrol + AdM + resveratrol grubu AdM protein miktar1 bakimindan diger
gruplarla karsilastirildiginda kontrol + resveratrol, obez + AdM ve obez + AdM +
resveratrol gruplari arasinda fark vardir (p<0.05). Kontrol + resveratrol grubu %38

degeriyle azalma, obez + AdM grubu %211, obez + AdM + resveratrol grubu %492
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degerleriyle artis gostermistir. Kontrol + resveratrol grubunda goriilen azalma
kontrol + AdM + resveratrol grubuna enjekte edilen AdM nedeniyle olabilir.

Kontrol obez grubu AdM gen ifadesi bakimindan diger gruplarla
karsilastirildiginda AdM gen ifadesi bulunan biitiin gruplarda farklilik gortilmiistiir
(p<0.05). AdM ifadesinin kontrol grubunda %46 ve obez + resveratrol grubunda %36
degerleriyle azaldigi goriilmiistiir. Bu degerlere gore obez + resveratrol grubunda
resveratrolin AdM ifadesinde artisa neden oldugu goriilmektedir. Fakat bu artig
kontrol obez grubundaki kadar yliksek degildir. Bunun nedeni resveratroliin
vazoaktif peptidlerin sentezini azaltma etkisinden kaynaklanabilir. Buradan yola
cikarak resveratroliin AdM geninin regiilasyonunda rol oynadigi ileri siiriilebilir. Bu
regiilasyon normal yemle beslenen sicanlarda negatifken yiiksek yag diyetiyle
beslenen siganlarda pozitif yonde olabilir. Ciinkii farelerde resveratroliin Omiir
uzunluguna olan etkisi diyet igerigine baglidir. Resveratrol yiiksek yag diyetiyle
beslenen sicanlarda omriin uzamasini saglamistir (Baur vd., 2006). Fakat normal
yemle beslenen farelerde aynmi etki goriilmemistir (Barger vd., 2008). Protein
miktarina bakildiginda obez + AdM ve obez + AdM + resvratrol gruplariyla farklilik
gorilmiistiir (p<0.05). Obez + AdM grubunda %267, obez + AdM + resveratrol
grubunda %620 degerleriyle artig goriilmiistiir.

Obez + AdM grubu AdM protein miktar1 diger biitlin gruplarla farklilik
gostermistir (p<0.05). Kontrol grubunda %22, kontrol + AdM grubunda %4, kontrol
+ resveratrol grubunda %12, kontrol obez grubunda %38, obez + resveratrol
grubunda %32 degerleriyle azalma ve obez + AdM + resveratrol grubunda %233 ile
artis gorilmiistiir.

Obez + resveratrol grubuyla obez + AdM ve obez + AdM + resveratrol gruplari
arasinda AdM protein miktarlar1 agisindan fark goriilmiistiir (p<0.05). Obez + AdM
grubunda %318 ve obez + AdM + resveratrol grubunda %739 degerleriyle artis
olmustur.

Obez + AdM + resveratrol grubuyla diger biitiin gruplar arasinda AdM protein
miktarinda fark vardir (p<0.05). Kontrol grubunda %210, kontrol + AdM grubuda
%17, kontrol + resveratrol grubunda %0.8, kontrol + AdM + resveratrol grubunda
%20, kontrol obez grubunda %16, obez + AdM grubunda %43 ve son olarak obez +

resveratrol grubunda %14 degerleriyle azalma vardir.
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5.2 KYD AdM Sonugclari

Kontrol ve obez gruplarin AdM ve resveratrol uygulamalaria farkli yanitlar
vermeleri gibi KYD’nin de BYD’den farkli yanitlar verdigi goriilmiistiir. Yap1 ve
islev bakimindan farkli olan bu iki doku, uygulamalara da farkli yanitlar verdigi
gorilmiistiir. AAM ve resveratroliin ayr1 ayr1 ve beraber uygulanmasi, KYD ve BYD
dokularinda farkli yolaklar1 etkiledigini akla getirmektedir. Bu yolaklarin
aydinlatilmasi bu iki dokunun mekanizmalarinin aydinlatilmasini saglayacaktir.

KYD’de hicbir grupta AdM ifadesi goriilmemistir. Kontrol grubunda AdM
protein miktarina bakildiginda diger biitiin gruplar arasinda fark vardir (p<0.05).
Kontrol + AdM grubunda %133, obez + AdM + resveratrol grubunda ise %174
degerleri ile artis goriiliirken, kontrol + resveratrol grubunda %76, kontrol + AdM +
resveratrol grubunda %59, kontrol obez grubunda %72, obez + AdM grubunda %48
ve obez + resveratrol grubunda %75 ile azalma goriilmiistir. AdM uygulamasi
sonucu kontrol + AdM ve obez + AdM + resveratrol gruplarinda AdM protein
miktarlarin arttig1 goriilmektedir. Obez + AdM grubunda AdM miktarindaki diisiis
sasirticidir. Yag dokular1 viicuttaki yerlesim yerlerine gore farkl islevler goriirler.
Ornegin omental yag dokusu obeziteyle iliskili hastaliklarda ve metabolik sendromda
onemli bir rol oynar. (Paulmyer-Lacroix vd., 2006). Bej hiicre onciilleri, gesitli
cevresel uyaranlar sonucu, genellikle subkutan BYD’den farklilasirlar (Lee vd.,
2012). KYD ise soguk ve asir1 beslenmeye karsi korunmada kimyasal enerjiyi 1s1
enerjisine doniistiiren olduk¢a 6zellesmis bir dokudur (Kajimura ve Saito, 2014).
KYD kemirgenlerde dncelikle interskapular bolge ve aksillada, daha az miktarlarda
timusun yaninda, toraks ve abdomenin dorsal orta hattinda bulunur (Friihbeck vd.,
2009). Bu dokularin protein ifadeleri ve miktarlar1 da farklilik gostermektedir. Dort
haftalik AdM ve resveratrol uygulamasi sirasinda AdM ifade edilip gerekli metabolik
ve fizyolojik degisiklikleri yaptiktan sonra ifadesi baskilanmis, burada gen ifadesi ve
protein miktar1 saptanamamis olabilir. Onceki calismamizda 4 giin siireyle bu
deneyle aymi doz (2.5 nmol/kg) AdM uygulamas: sonucunda obez ve kalori
kisitlamasi yapilan gruplarda AdM protein miktarinin artig1 goriilmistiir (Yurekli ve
Culum, 2016).

Kontrol + AdM grubuyla diger biitin gruplar arasinda AdM protein
miktarlarinda fark bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunda %75, kontrol +
resveratrol grubunda %57, kontrol + AdM + resveratrol grubunda %44, kontrol obez
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grubunda %54, obez + AdM grubunda %36, obez + resveratrol grubunda %56
degerleriyle azalma, obez + AdM + resveratrol grubunda ise %131 degerleriyle artis
gorilmistiir. AdM uygulamasi kontrol + AdM grubunda AdM miktarini artirmistir.
KYD’de AdM protein seviyeleri BYD obez gruplardaki kadar yiiksek miktarlarda
degildir. AdM adipoz dokuda bol miktarda ifade edilir. AdM’nin adipoz dokuda
ifade edildigini kanitlayan ¢alismalar, AdM’ nin adipokin ailesini bir iiyesi oldugunu
gostermektedir (Li vd., 2007). Deney sonuglart AdM miktar1 agisindan BYD’nin
obeziteye karst KYD’den daha duyarli oldugunu gostermektedir. AdM KYD’de
farkli etkilere sahip olabilir.

Kontrol + resveratrol grubu ile kontrol obez ve obez + resveratrol gruplar
(p>0.05) disindaki diger biitiin gruplar arasinda AdM miktar1 arasinda farklilik
goriilmiistiir (p<0.05). Kontrol + resveratrol grubu degeri %100 alindiginda kontrol
grubunda %132, kontrol + AdM grubunda %175, obez + AdM + resveratrol
grubunda %229 ile artis ve kontrol + AdM + resveratrol grubunda %77, obez + AdM
grubunda %59 degerleriyle azalma goriilmiistiir. Bu degerler KYD’de AdM iizerine
resveratrolin BYD’den farkli etkilere sahip oldugunu gostermektedir. BYD’de
oldugu gibi KYD’de de AdM ve resveratroliin beraber uygulanmas: obez sicanlarda
AdM miktarmi artirmistir. Resveratrol BYD’de oldugu gibi KYD’de AdM’in
ifadesini ve protein miktarini diizenleyebilir. iki doku arasindaki AdM miktarindaki
farkliik  bu  dokularin obeziteye karst duyarhiliklarindaki farkliliklardan
kaynaklanabilir. Ek olarak reseptoriine bagli bulunan AdM miktarinin saptanmamasi
diisiik AdM miktarlarini aciklayabilir.

Kontrol + AdM + resveratrol grubu ile biitiin gruplarin AdM protein seviyeleri
arasinda fark vardir (p<0.05). Kontrol grubunda %169, kontrol + AdM grubunda
%225, kontrol + resveratrol grubunda %128, kontrol obez grubunda %122, obez +
resveratrol grubunda %127, obez + AdM + resveratrol grubunda %295 degeriyle
artig goriilirken obez + AdM grubunda %76 ile azalma goriilmistir. Burada
resveratroliin obez ve kontrol gruplarinda farkli etkilere sahip oldugu goriilmektedir.

Kontrol obez grubuyla AdM protein miktar1 agisindan kontrol + resveratrol ve
obez + resveratrol gruplar arasinda fark yoktur (p>0.05). Fakat diger gruplar ile fark
vardir (p<0.05). Normal kontrol grubunda %139, normal + AdM grubunda %185 ve
obez + AdM + resveratrol grubunda %242 degeriyle artis, kontrol + AdM +
resveratrol grubunda %82, obez + AdM grubunda %67 ile azalma vardir.
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AdM protein miktarlar1 bakimindan obez + AdM grubuyla diger gruplar
arasinda fark bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunda %208, kontrol + AdM
grubunda %277, kontrol + resveratrol grubunda %158, kontrol + AdM + resveratrol
grubunda %123, kontrol obez grubunda %150, obez + resveratrol grubunda %156,
obez + AdM + resveratrol grubunda %363 degeriyle artis bulunmustur. BYD’de
obez gruba AdM uygulamasi sonucu AdM miktar1 artarken KYD’de diisiise neden
olmustur. Bu BYD ve KYD’nin AdM uygulamasina farkli yanitlar verdigini
gostermektedir.

Obez + resveratrol grubu AdM miktar1 kontrol + resveratrol ve kontrol obez
gruplar1 (p>0.05) disindaki gruplarin hepsinden farklidir (p<0.05). Kontrol grubunda
%133, kontrol + AdM grubunda %177, obez + AdM + resveratrol grubunda %232
degerleriyle artis ve kontrol + AdM + resveratrol grubunda %79, obez + AdM
grubunda %60 ile azalma goriilmiistiir. Resveratroliin obez grupta AdM miktarindaki
diisiise neden olmasi1 vazoaktif peptidlerin sentezini azaltmasindan kaynaklanabilir
(Bertelli, 2007).

Obez + AdM + resveratrol grubu AdM protein degerleri diger biitlin gruplardan
farklidir (p<0.05). Kontrol grubunda %57, kontrol + AdM grubunda %77, kontrol +
resveratrol grubunda %44, kontrol + AdM + resveratrol grubunda % 34, kontrol obez
grubunda %41, obez + AdM grubunda %28, obez + resveratrol grubunda %43
degerleriyle azalma vardir. Obez + AdM + resveratrol grubunda en yiiksek AdM
protein miktar1 saptanmistir. AdM protein miktar1 ve ifadesiyle ilgili daha kesin
veriler elde etmek igin preproAdM ifadesi, CRLR, RAMP1 RAMP2, AdM reseptor
bilesenleri gen ifadesi ve protein miktarlarina bakilmalidir. Bu veriler AdM’in
ifadesi, sentezi ve reseptdre baglanma durumlari hakkinda daha genis bilgiler

verecektir.

5.3 BYD SIRT1 Sonuglar

SIRT1 gen ifadesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol + AdM +
resveratrol grubu, obez + AdM grubu ve obez + AdM + resveratrol grubuyla ayni
(p>0.05), diger gruplarla farklidir (p<0.05). Kontrol grubuna gore, kontrol + AdM
grubunda ifade %44 degeriyle azalmis ve kontrol + resveratrol grubunda %115,
kontrol obez grubunda %137, obez + resveratrol grubunda %167 degeriyle artmustur.
Bu degerlere gore AdM uygulamasinin SIRT1 gen ifadesi iizerine negatif yonde etki

ettigi goriilmektedir. Kalori kisitlamasinin sirtuin genlerini aktive ederek Omiir
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uzunlugunu artirdigi bilinmektedir. Resveratrol kalori kisitlamasini taklit eden
bilinen tek polifenoldiir (Baxter, 2008). Bu deneyde de resveratrol uygulamasinin
SIRT1 gen ifadesini artirdig1 goriilmiistiir. Resveratrol etkisini yiiksek yag diyetiyle
beslenen siganlarda gostermektedir (Baur vd., 2006). Bu veri obez + resveratrol
grubundaki yiiksek SIRT1 ifadesinin nedenini agiklamaktadir. SIRT1 protein
miktarlaria bakildiginda ise kontrol grubuyla diger gruplar arasinda farklilik
goriilmiistiir (p<0.05). Kontrol + AdM grubunda %221, kontrol + resveratrol
grubunda %165, kontrol + AdM + resveratrol grubunda %?212, kontrol obez
grubunda %162, obez + AdM grubunda %350, obez + AdM + resveratrol grubunda
%346 degerleri goz oniine alindiginda artis oldugu goriilmiistiir. AdM’nin SIRT1 gen
ifadesi ilizerine negatif etkisi oldugu goriiliirken SIRT1 protein miktari {izerine pozitif
etkisi oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni bir aylik uygulamalar sonucunda SIRT1 gen
ifadesindeki artigin saptanamamasi olabilir, ya da AdM’nin, 6rnegin mRNA émriini
ve stabilitesini artirma gibi baska diizenlemelerle SIRT1 protein miktarini artirmasi
olabilir. Sirtuinler kofaktor olarak NAD"’ya gereksinim duyarlar (Michishita vd.,
2005). AdM NAD" araciligryla SIRT1’e etki edebilir.

Kontrol + AdM grubu SIRT1 gen ifadesiyle diger biitiin gruplar arasinda
farklilik bulunmaktadir (p<0.05). Kontrol grubunda %227, kontrol + resveratrol
grubunda %261, kontrol + AdM + resveratrol grubunda %197, kontrol obez
grubunda %311, obez + AdM grubunda %239, obez + resveratrol grubunda %380,
obez + AdM + resveratrol grubunda %227 degeriyle artmistir. Kontrol + AdM
SIRT1 protein seviyelerine bakildiginda ise kontrol + AdM + resveratrol grubu ve
obez + resveratrol grubu ile arasinda fark yoktur (p>0.05), fakat diger gruplarla fark
vardir (p<0.05). Kontrol grubunda %45, kontrol + resveratrol grubunda %74, kontrol
obez grubunda %73 degerleriyle azalma, obez + AdM grubunda %158, obez +
resveratrol grubunda %110, obez + AdM + resveratrol grubunda %157 ile artis
bulunmustur. Bu degerlere bakildiginda en diisiik gen ifadesi kontrol + AdM
grubundadir. Fakat protein seviyelerine bakildiginda AdM’in SIRT1 miktarini
artirdigi  goriilmektedir. AdM birgok fonksiyona sahip, otokrin ve parakrin
diizenleyici  bir proteindir. Giliglii hipotensif aktiviteye sahiptir, ayrica
vazorelaksiyon, diiiretik etki ve aldosteron salgilanmasini engellenmesi gibi bir¢ok
biyolojik aktivitesi bulunmaktadir. Cesitli hiicre soylarinda proliferasyon, farklilagsma
ve gocii diizenledigi gosterilmistir (Hinson vd., 2000; Kitamura vd., 1993). AdM’in

SIRT1 protein miktarin1 hangi mekanizmalarla artirdigin1 anlamak i¢in daha detayh
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calismalar yapilmasi gerekmektedir. Bu c¢aligmalar ¢ok genis islevlere sahip olan
AdM’in yeni 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasini saglayabilir.

Kontrol + resveratrol grubunda SIRT1 gen ifadesi diger gruplarla farklilik
gostermistir (p<0.05). Kontrol grubunda %87, kontrol + AdM grubunda %38,
kontrol + AdM + resveratrol grubunda %76, obez + AdM grubunda %91, obez +
AdM + resveratrol grubunda %87 degeriyle azalma ve kontrol obez grubunda %119,
obez + resveratrol grubunda %145 degeriyle artis bulunmustur. Protein miktarlar
karsilastirildiginda kontrol obez grubu (p>0.05) disindaki gruplar arasinda fark
bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunda %61 degeriyle azalma goriiliirken kontrol
+AdM grubunda %137, kontrol + AdM + resveratrol grubunda %129, obez + AdM
grubunda %213, obez + AdM + resveratrol grubunda %211 degerleriyle artis
goriilmistiir. SIRT1 insan adipoz dokusunda metabolik olarak diizenlenir (Pedersen
vd., 2008) ve SIRT1 aktivitesi yag dokusunu harekete gecirir. SIRT1 aktivatorleri
yiiksek yag diyetiyle beslenen farede obezite ve insulin direncine karsi koruyucudur
(Clark vd., 2012). SIRT1 geninde bulunan SNP’lerle obezite arasinda bir iligki
bulunur (Peeters vd., 2008). Obez ve zayif insanlarin subkutan yag dokularindaki
SIRT1 mRNA ifadeleri karsilastirildiginda, zayif insanlarda SIRT1 ifadesinin iki kat
daha fazla oldugu goriilir (Pedersen vd., 2008). Bu veriler SIRT1’deki bazi
varyantlarin obeziteye neden oldugunu gostermektedir. Bu varyantlar enerji
metabolizmasinin ¢evresel degiskenlere karsi uyum saglamasini engelleyerek
obeziteye neden olabilir. Obez bireylerde SIRT1 ifadesinin diizenlenmesi obeziteyi
ve neden oldugu metabolik bozukluklar: geriletebilir.

SIRT1 gen ifadesi agisindan kontrol + AdM + resveratrol grubuyla kontrol ve
obez + AdM + resveratrol gruplar1 arasinda fark yoktur (p>0.05), diger gruplar
arasinda vardir (p<0.05). Obez ve kontrol gruplarda AdM ve resveratroliin beraber
uygulanmas1 SIRT1 gen ifadesinin kontrol grubuyla ayni degerlerde kalmasini
saglamistir. Obezite bir¢cok genin ise karistigi multifaktoriyel bir hastaliktir. AAM ve
resveratrol SIRT1’de oldugu gibi obezitede rolii olan bir¢ok genin normal ifade
seviyelerinde kalmasini saglamis olabilir. Kontrol + AdM grubunda %51 degeriyle
azalma ve kontrol + resveratrol grubunda %132, kontrol obez grubunda %158, obez
+ AdM grubunda %121, obez + resveratrol grubunda %192 degeriyle artis
bulunmustur. Protein seviyeleri acisindan biitiin gruplar arasinda fark vardir
(p<0.05). Kontrol grubunda %47, kontrol + resveratrol grubunda %77, kontrol obez
grubunda %76 degeriyle azalma ve kontrol + AdM grubunda %104, obez + AdM
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grubunda %165, obez + resveratrol grubunda %114, obez + AdM + resveratrol
grubunda %163 degeriyle artis bulunmustur.

Gen ifadesi agisindan kontrol obez grubuyla diger gruplar arasinda fark
bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunda %73, kontrol + AdM grubunda %32,
kontrol + resveratrol grubunda %84, kontrol + AdM + resveratrol grubunda %64,
obez + AdM grubunda %77, obez + AdM + resveratrol grubunda %73 azalma ve
obez + resveratrol grubunda %122 degerleriyle artis gortlmistiir. Genel olarak
yiiksek yag diyeti SIRT1 kopyalanmasini engellemektedir. Fakat deneyimizde
kontrol obez grubunda ifadenin arttigi goriilmektedir. SIRT1 enerjiye duyarli bir
molekiildiir. Hiicrenin enerji durumuna gore transkripsiyonel diizenlemeler yapar
(Clark vd., 2012). Fazla SIRT1 ifade eden fareler daha uzun Omiirliidiir. Ayrica
diisiik kolesterol, kan sekeri, insiilin seviyeleri goriiliir. Ek olarak néronlarinda
mitokondri sayisini artirir (Vinciguerra vd., 2010). Kontrol obez grubunda SIRT1 gen
ifadesinin artis gostermesi, SIRT1’in obezitede koruyucu olarak gorev yaptigini ve
enerji mekanizmasin1 obeziteye gore yeniden diizenledigini akla getirmektedir.
SIRT1 miktarmin artistyla PGClo deasetile edildiginde glukoneogenez ve yag asiti
beta oksidasyonu artar, glikoliz azalir (Rodgers vd., 2005). Kaslarda ise
mitokondriyal yag asiti oksidasyon genleri aktive olur (Gerhart-Hines vd., 2007).
SIRTI1 tarafindan deasetile olan PPARy metabolizmay:1 lipoliz lehine ¢evirir ve
serbest yag asiti mobilizasyonunu artirir (Picard vd., 2004). SIRT1 protein ifadesi
g6z Oniline alindiginda kontrol + resveratrol grubu (p>0.05) disindaki diger biitiin
gruplar arasinda fark gorilmistir (p<0.05). Kontrol grubunda %62 azalma
goriiliirken, kontrol + AdM grubunda %136, kontrol + AdM + resveratrol grubunda
%131, obez + AdM grubunda %217, obez + resveratrol grubunda %149, obez +
AdM + resveratrol grubunda %214 artis vardir.

Obez + AdM grubunda SIRT1 gen ifadesi kontrol ve obez + AdM + resveratrol
gruplar1 arasinda degismemistir (p>0.05), fakat diger gruplar arasinda fark
bulunmustur (p<0.05). Kontrol + AdM grubunda %42, kontrol + AdM + resveratrol
grubunda %83 degerleriyle azalma goriiliirken kontrol + resveratrol grubunda %110,
kontrol obez grubunda %131, obez + resveratrol grubunda ise %159 degerleriyle
artis vardir. Obez + AdM grubuyla SIRT1 protein seviyeleri agisindan
karsilastirildiginda obez + AdM + resveratrol grubuyla fark bulunmamistir (p>0.05),
diger gruplarla fark bulunmustur (p<0.05). Kontrol grubunda %29, kontrol + AdM

grubunda %63, kontrol + resveratrol grubunda %47, kontrol + AdM + resveratrol

88



grubunda %61, kontrol obez grubunda %46, obez + resveratrol grubunda %69
degerleriyle azalma goriilmiistiir.

Obez + resveratrol grubunda SIRT1 gen ifadesi agisindan diger biitiin gruplarla
fark vardir (p<0.05). Kontrol grubunda %60, kontrol + AdM grubunda %26, kontrol
+ AdM + resveratrol grubunda %52, kontrol obez grubunda %82, obez + AdM
grubunda %63, obez + AdM + resveratrol grubunda %60 degerleriyle diisiis
gorilmistlir. Protein miktarlarinda ise kontrol + AdM grubu (p>0.05) disindaki
biitliin gruplarla fark vardir (p<0.05). Kontrol grubu obez + resveratrol grubunun
%411, kontrol + AdM grubu %91°1, kontrol + AdM + resveratrol grubu %881,
kontrol obez grubu %67’si, obez + AdM + resveratrol grubu %143’ kadardr.

Obez + AdM + resveratrol grubunda SIRT1 gen ifadesi yoniiden kontrol +
AdM, kontrol + resveratrol, kontrol obez ve obez + resveratrol gruplari arasinda
farklilik varken (p<0.05) diger gruplar arasinda bir fark yoktur (p>0.05). Obez +
AdM + resveratrol grubunun %100 oldugu durumda kontrol + AdM grubu %44,
kontrol + resveratrol grubu %114, kontrol obez grubu %137, obez + resveratrol
grubu %167 degerini almaktadir. Protein degeri agisindan ise sadece obez + AdM
grubunun protein miktar1 farkli degildir (p>0.05). Kontrol grubu %29, kontrol +
AdM grubu %64, kontrol + resveratrol grubu %48, kontrol + AdM + resveratrol
grubu %61, kontrol obez grubu %47, obez + resveratrol grubu %70 degerini

almaktadir.

5.4 KYD SIRT1 Sonuclar:

KYD’de SIRT1 gen ifadesi agisindan kontrol grubuyla kontrol + AdM ve obez
+ AdM + resveratrol gruplart (p>0.05) disinda biitiin gruplarla farklilik vardir
(p<0.05). Kontrol + resveratrol grubu %159, kontrol + AdM + resveratrol grubu
%242, kontrol obez grubu %160, obez + AdM grubu %141, obez + resveratrol grubu
%203 degerlerini almaktadir. Bu degerlerin ve cevaplarin BYD’den farkli olduklari
goriilmektedir. Bu farklilik AdM’in bu iki dokuda farkli mekanizmalarla etki ettigini
akla getirmektedir. KYD kontrol + AdM grubunda AdM gen ifadesini
degistirmemistir. Fakat resveratrolle beraber uygulanmasi ile ifadede artis
saglanmigtir. Ayrica KYD mitokondrilerinin i¢ zarinda bulunan UCP1 sayesinde yag
asitlerinin oksidasyonu ile ATP yerine 1s1 meydana gelir (Frithbeck vd., 2009; Krauss
vd.,, 2005; Rosen ve Spiegelman, 2006). Sonu¢ olarak KYD’nin enerji

metabolizmasindaki gorevi BYD’den farklidir. Bu nedenle enerji degisimlerine
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duyarli olan SIRTI1’in KYD’deki rolii daha farkli olacaktir. Protein degerleri
karsilastirildiginda kontrol + AdM ve kontrol + resveratrol gruplartyla kontrol grubu
ayni (p>0.05), diger gruplar farklidir (p<0.05). Kontrol + AdM + resveratrol grubu
%69, kontrol obez grubu %157, obez + AdM grubu %176, obez + resveratrol grubu
%277 ve obez + AdM + resveratrol grubu %145 degerini almaktadir. SIRT1 miktart
obez ve kontrol gruplarda farkli degerlerdedir. Bu deger obez gruplarda daha
fazladir. Kontrol + AdM + resveratrol grubunda SIRT1 miktarindaki diisiis AdM’in
de, resveratroliin AdM f{izerine oldugu gibi, resveratrol lizerinde negatif bir etkiye
sahip olabilecegini akla getirmektedir. Resveratrol kontrol gruplarinda SIRT1
miktarina etki etmezken yiiksek yag diyetiyle beslenen obez grupta SIRT1 miktarinin
artisini saglamistir. Fakat gen ifadesi agisindan resveratrol hem obez hem de kontrol
grubunda SIRT1 gen ifadesini arttirmigtir.

Kontrol +AdM grubunda SIRT1 gen ifadesi kontrol ve obez + AdM +
resveratrol gruplariyla ayni (p>0.05), diger gruplarla farklidir (p<0.05). Bu farkin
degeri kontrol + resveratrol grubunda %150, kontrol + AdM + resveratrol grubunda
%228, kontrol obez grubunda %151, obez + AdM grubunda %133, obez +
resveratrol grubunda %192°dir. Protein seviyeleri acisindan kontrol ve kontrol +
resveratrol gruplari (p>0.05) disindaki gruplar arasinda fark vardir (p<0.05). Kontrol
+ AdM grubuna gére kontrol + AdM + resveratrol grubu %63, kontrol obez grubu
%144, obez + AdM grubu %162, obez + resveratrol grubu %254, obez + AdM +
resveratrol grubu %133 degerini almaktadir.

SIRT1 gen ifadesi agisindan kontrol + resveratrol grubu kontrol obez ve obez +
AdM gruplart (p>0.05) disindaki gruplardan farklidir (p<0.05). Kontrol grubu %63,
kontrol + AdM grubu %67, kontrol + AdM + resveratrol grubu %152, obez +
resveratrol grubu %128, obez + AdM + resveratrol grubu %78 degerini alir. Protein
seviyelerine bakildiginda kontrol ve kontrol + AdM (p>0.05) disindaki gruplarda
farklilik goriilmektedir (p<0.05). Kontrol + AdM + resveratrol grubunda deger %75,
kontrol obez grubunda %171, obez + AdM grubunda %191, obez + resveratrol
grubunda %301, obez + AdM + resveratrol grubunda %158 olmaktadir.

Kontrol + AdM + resveratrol grubunda SIRT1 gen ifadesi biitiin gruplarla
farklilik gostermektedir (p<<0.05). Bu gruba goére kontrol grubu %41, kontrol + AdM
grubu %44, kontrol + resveratrol grubu %66, kontrol obez grubu %66, obez + AdM
grubu %58, obez + resveratrol grubu %84, obez + AdM + resveratrol grubu %50

degerini almaktadir. SIRT1 protein miktarlar1 agisindan da biitiin gruplarla fark
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goriilmektedir (p<0.05). Bu farklilik kontrol grubu %145, kontrol + AdM grubu
%158, kontrol + resveratrol grubu %133, kontrol obez grubu %228, obez + AdM
grubu %255, obez + resveratrol grubu %401, obez + AdM + resveratrol grubu
%210°dur. Kontrol + AdM + resveratrol grubunda gen ifadesi en yiiksek
seviyedeyken protein miktari diger gruplar arasinda en diisiik seviyededir. Bu durum
akla su sorulari getirir: SIRT1 mRNA’s1 kopyalandiktan sonra niikleolusta depolanir
mi1, SIRT1 mRNA’smin transle olmasi i¢in bir uyarici molekiile mi ihtiyaci var, AdM
ve resveratrol beraber uygulandiginda bu uyarici molekiilii engelliyor mu veya sentez
stiresini nasil etkiler, bu meydana gelen durum yiiksek yag diyetinde farkli sekilde mi
gerceklesir... SIRT1 aracili deasetilaz reaksiyonlari ¢ogunlukla niikleerdir. Birgok
dokudaki ¢ogu proteini hedefleyerek bu proteinlerin sonraki biyolojik aktivitelerini
etkilerler (Kelly, 2010b). Literatiirde AdM ve resveratroliin beraber uygulanmasinin
SIRT1 iizerine etkisiyle ilgili bir ¢aligma yoktur. Bu sorularin aydinlanmasi i¢in daha
detayli calismalara ihtiya¢ vardir.

Kontrol obez grubu SIRT1 gen ifadesi agisindan kontrol + resveratrol ve obez +
AdM gruplar1 (p>0.05) disinda biitiin gruplarla farklilik géstermektedir (p<0.05).
Kontrol grubu %63, kontrol + AdM grubu %66, kontrol + AdM + resveratrol grubu
%151, obez + resveratrol grubu %127, obez + AdM + resveratrol grubu %76
degerini almaktadir. Protein miktarlar1 agisindan obez +AdM + resveratrol grubu
(p>0.05) disindaki diger gruplarla farklilik géstermektedir (p<0.05). Kontrol grubu
%64, kontrol + AdM grubu %69, kontrol + resveratrol grubu %59, kontrol + AdM +
resveratrol grubu %44, obez + AdM grubu %112, obez + AdM + resveratrol grubu
%92 degerini almaktadir.

Gen ifadesi yoniinden obez + AdM grubu ile kontrol +resveratrol, kontrol obez
ve obez + AdM + resveratrol gruplar1 arasinda farklilik yoktur (p>0.05). Kontrol
grubu obez + AdM grubuna gore %71, kontrol + AdM grubu %75, obez + AdM +
resveratrol grubu %87 degerini alir. Protein miktarlar1 agisindan biitiin gruplarla
farklilik gorilmistiir (p<0.05). Kontrol grubu %57, kontrol + AdM grubu %62,
kontrol + AdM + resveratrol grubu %40, kontrol obez grubu %89, obez + resveratrol
grubu %157, obez + AdM + resveratrol grubu %82 degerini almaktadir.

SIRT1 gen ifadesi yoniinden obez + resveratrol grubu biitiin gruplarla farklilik
gosterir (p<0.05). Kontrol grubu %49, kontrol + AdM grubu %52, kontrol + AdM +
resveratrol grubu %2119, kontrol obez grubu %79, obez + AdM grubu %70, obez +

AdM + resveratrol grubu %60 degerlerini almaktadir. Obez + resveratrol grubunda
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SIRT1 protein miktar1 diger gruplarla farklilik gostermistir (p<0.05). Kontrol grubu
%36, kontrol + AdM grubu %39, kontrol + AdM + resveratrol grubu %25, kontrol
obez grubu %57, obez + AdM grubu %64, obez + AdM + resveratrol grubu %52
degerlerini almaktadir.

Obez + AdM + resveratrol grubu SIRT1 gen ifadesi kontrol + resveratrol,
kontrol + AdM + resveratrol, kontrol obez ve obez + resveratrol gruplarindan
farklidir (p<0.05). Kontrol + resveratrol grubunda bu deger %130, kontrol + AdM +
resveratrol grubunda %198, kontrol obez grubunda %131, obez + resveratrol grubu
%166’dir. Protein miktar1 bakimindan kontrol obez grubu (p>0.05) disindaki
gruplarda farklilik vardir (p<0.05). Kontrol grubu %69, kontrol + AdM grubu %75,
kontrol + resveratrol grubu %64, kontrol + AdM + resveratrol grubu %48, obez +
AdM grubu %121, obez + resveratrol grubu %191 degerini almaktadir. Ek olarak
SIRTI’in UCPI1 sentezi ve gen ifadesine bakilmalidir. Ayrica KYD ve BYD’de
SIRT1’in hangi proteinler iizerine etki ettigi, AdM ve resveratroliin SIRT1’in etki
ettigi proteinlerde ne gibi degisikliklere yol agtig1 arastirilmalidir.

5.5 BYD VEGF-A Sonuclar:

BYD’de VEGF-A ifadesi kontrol, kontrol obez, obez + resveratrol ve obez +
AdM + resveratrol gruplarinda ve VEGF-A transkript varyant 1, 2 ve 3 olarak
gorilmiistir.

VEGF-A geninden alternatif kesip bigmeyle farkli 6zellik ve fonksiyonlarda
VEGF-A121, VEGF-Auss, VEGF-Auss, VEGF-Asss, VEGF-Aigs, VEGF-Agy ve
VEGF-Ay0s olmak iizere en az 7 izoform meydana gelir (Distler vd., 2003). VEGF-
Aigg Ve VEGF-Agps’nin heparin siilfata affiniteleri vardir. Cogunlukla hiicre yiizeyi
veya ekstraseliiler matriksde bulunurlar. VEGF-Aj;; ve kismen VEGF-Aggs ise
ekstraseliiler sivilarda baglanmadan kalirlar (Houck vd, 1992). VEGF-Ajz; en
yaygin, VEGF-Aggs en etkili ve VEGF-A;gg ise en bol bulunan izoformlardir (Duarte
vd., 2011). Sigan VEGF’leri (VEGF-A120, VEGF-A144, VEGF-Ass4 Ve VEGF-Ajgs)
insan VEGF’leriyle aminoasit dizisi olarak %90 benzerlik gosterirler (Ishii vd.,
2002).

VEGF-A transkript varyant 1 (VEGF-A;gs mMRNA) ifadesi kontrol ve kontrol
obez gruplarinda goriilmiistiir. Bu iki grup arasinda fark vardir ve diger gruplarda
ifade olmamasindan dolay:1 diger gruplar arasinda da fark vardir (p<0.05). Kontrol

grubuna gore kontrol obez grubu %173 degerini alirken kontrol obez grubuna gore
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kontrol grubu %58 degerini almaktadir. BYD biiyiikk plastisiteye sahiptir, ic
uyaranlara ve enerji dengesindeki degisikliklere adapte olur (Frithbeck vd., 2009).
Yetiskin adipoz doku olasilikla viicuttaki en plastik dokudur. Yetiskin hayati
boyunca genisler ve kiigiiliir. Biiyliyen adipoz dokuda anjiogenik damarlar, sayisiz
mekanizmalarla adipogeneze katkida bulunurlar. Kan damarlar1 adipositlerin
biiyiimesi ve siirekliligi i¢in gerekli olan besin ve oksijeni saglarlar. Anjiogenezin
adipogenez ve obezitenin diizenlenmesinde Onemli bir rolii vardir (Cao, 2007).
Kontrol obez grubunda biiyiiyen yag dokunun artan besin ve oksijen ihtiyacindan
dolay1 VEGF-A ifadesinin daha fazla oldugu goriiliir. Sigan VEGF-A;gg insan VEGF-
Aigs homologudur. Bu izoform en fazla bulunan izoformdur. Anjiogenez, biiyiik
Olciide diizenlenen bir siirectir; kisa donemlerde aktive edilir ve sonra tamamen
engellenir (Folkman, 2006). Kontrol ve kontrol obezite gruplari disindaki gruplarda
ifadenin goriilmemesinin nedeni, VEGF-A’nin ifade edildikten sonra anjiogenez
stirecinde gorevini tamamlayarak diger anjiogenik faktorlere yerini birakmasindan
kaynaklanabilir. Neticede AdM ve resveratrol sicanlara bir ay boyunca
uygulanmistir. Bu siirede VEGF-A ifadesi saptanamamis olabilir. Resveratrol ise
vazoaktif peptidlerin sentezini azaltir (Bertelli, 2007). Resveratrol uygulanan
gruplarda bu nedenle ifade saptanamamis olabilir veya AdM ve resveratrol VEGF-A
ifadesini baskilayarak anjiogenezi engellemis olabilir. Damarlarin yeniden
sekillenmesi, adipoz dokularin genislemesi ve kiigiilmesini saglayan adipositlerin
sayisini ve seklini kontrol eden kan perfiizyonunu degistirebilir (Cao, 2010). Timor
biiyiimesinde denendigi gibi, adipoz dokuda anjiogenezinin engellenmesi, BYD
biiylimesi ve obezite gelisimini engelleyebilir. Anjiostatin (O’Reilly vd., 1994) ve
endostatin (O’Reilly vd., 1997) gibi endojen anjiogenez inhibitérlerinin obez farenin
viicut agirligini azalttigr gosterilmistir (Rupnick vd., 2002).

VEGF-A transkript varyant 2 (VEGF-Aiss MRNA) ifadesi kontrol, kontrol
obez, obez + resveratrol ve obez + AdM + resveratrol gruplarinda goriilmiistiir. Bu
gruplar arasinda fark vardir ve diger gruplarda ifade olmamasindan dolay1 diger
gruplar arasinda da fark vardir (p<0.05). Kontrol grubuna gore kontrol obez grubu
%151, obez + resveratrol grubu %2130, obez + AdM + resveratrol grubu %41
degerini almaktadir. Kontrol obez grubuna gore kontrol grubu %66, obez +
resveratrol grubu %86, obez + AdM + resveratrol grubu %27 degerlerini almaktadir.
Obez + resveratrol grubuna gore kontrol grubu %77, kontrol obez grubu %116, obez

+ AdM + resveratrol grubu %32 degerini almaktadir. Obez + AdM + resveratrol
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grubuna gore ise kontrol grubu %244, kontrol obez grubu %369, obez + resveratrol
grubu %317 degerini almaktadir. VEGF-Asgs en etkili izoformdur (Duarte vd.,
2011). Sican VEGF-A164 homologudur. Transkript varyant 1 gibi 2 de kontrol ve
kontrol obez gruplarinda ifade edildigi goriilmiistiir. Transkript varyant 1’e ek olarak,
transkript varyant 2 obez + resveratrol ve obez + AdM + resveratrol gruplarinda
ifade edilmistir. Bu verilerden resveratroliin obez gruplarda transkript varyant 2’nin
ifadesini artirdifi ve AdM’nin resveratroliin bu etkisini baskiladigr sonucu
cikarilabilir. Resveratrol bu etkili izoform mRNA’smin stabilitesini ve Omriinii
uzatarak anjiogeneze katkida bulunmus olabilir.

VEGF-A transkript varyant 3 (VEGF-Ai mRNA) ifadesi kontrol, kontrol
obez, obez + resveratrol gruplarinda goriilmiistiir. Kontrol ve obez + resveratrol
gruplar1 arasinda fark yoktur (p>0.05) fakat bu gruplarla kontrol obez grubu arasinda
fark vardir ve diger gruplarda ifade olmamasindan dolay1 diger gruplar arasinda fark
vardir (p<0.05). Kontrol grubuna gore kontrol obez grubu %155; kontrol obez
grubuna gore kontrol grubu %65, obez + resveratrol grubu %57; obez + resveratrol
grubuna gore ise kontrol obez grubu %176 degerlerini almaktadir. VEGF-Aj21 en
yaygin izoformdur (Duarte vd., 2011). Diger varyantlarda oldugu gibi bu varyantin
ifadesinin de kontrol obez grubunda arttigi gériilmiistiir. Obez ve AdM uygulanan
gruplarda bu varyantin ifadesinin tamamen baskilandigi gérilmektedir. Obez +
resveratrol grubunda ise, obez kontrol grubundaki kadar olmasa da ifade vardir.
Resveratroliin transkript varyant 3’e olan baskis1t AdM kadar giiclii degildir. Belki de
resveratrol obez gruplarda VEGF-A ifadesini sabit tutarak anjiogenez siirecinin
ilerlemesini engellemis olabilir.

BYD’de VEGF-A proteini biitin gruplarda gézlemlenmistir. Kontrol grubu
VEGF-A protein miktar1 kontrol + AdM, obez + resveratrol ve obez + AdM +
resveratrol gruplartyla farklilik gostermektedir (p<0.05). Kontrol grubuna gore
kontrol + AdM grubu %175, obez + resveratrol grubu %44, obez + AdM +
resveratrol grubu %731 degerini almaktadir. Vaskiiler endotel hiicrelerde AdM’in
AdM reseptoriine baglanmasi hiicrelerde anjiogenez gibi sinyal basamaklaria yol
acan VEGFR-2 reseptoriiniin transaktivasyonunu tetikler (Guidolin vd., 2008). AdM
ve VEGF arasinda sinerjizm vardir (Evans vd., 2012). Onceki ¢alismamizda 4 giin
siireyle bu deneyle ayn1 doz (2.5 nmol/kg) AdM uygulamasi sonucunda obez ve
kalori kisitlamas1 yapilan gruplarda BYD’de VEGF-A protein miktarinin

organizmanin ihtiyact dogrultusunda oldugu goriilmistiir. Bir anjiogenik faktor olan
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AdM obez grupta VEGF-A miktarini azaltirken kalori kisitlamasi yapilan grupta
artirmistir (Yurekli ve Culum, 2016). BYD biiyiimesi ve genislemesi anjiogeneze
baghdir (Brakenhielm vd., 2004; Rupnick vd., 2002). AdM uygulamasi obez grupta
BYD’nin genislemesini engellerken kalori kisitlamasi yapilan grupta genislemesine
katkida bulunmustur (Yurekli ve Culum, 2016). Bu deneyde AdM bir ay boyunca
uygulanmistir. Onceki deneyimizde oldugu gibi AdM’in organizmanm ihtiyacina
gore VEGF-A miktarin1 ayarladigi goriilmektedir. Fakat yagli diyetle etkisini
gosteren resveratrol obez + resveratrol ve obez + AdM + resveratrol gruplarinda
VEGF-A miktarini artirmistir. Obez + AdM + resveratrol grubunda goriilen 7.32 kat
artis sasirticidir. Sonuglar resveratroliin anjiogenezde rolii oldugunu ve bu etkisinin
AdM ile arttigin1 gostermektedir. AAM ve resveratroliin beraber anjiogenezdeki etki
mekanizmalar1 daha detayl aragtirilmalidir.

Kontrol + AdM grubu kontrol + AdM + resveratrol grubuyla aynt VEGF-A
protein miktarina sahiptir (p>0.05). Fakat bu deger diger gruplardan farklidir
(p<0.05). Kontrol + AdM grubuna gore kontrol grubu %57, kontrol + resveratrol
grubu %59, kontrol obez grubu %31, obez + AdM grubu %25, obez + resveratrol
grubu %169, obez + AdM + resveratrol grubu %418 degerini almaktadir.

Kontrol + resveratrol grubu; kontrol AdM, obez + resveratrol ve obez + AdM +
resveratrol gruplarindan farkhidir (p<0.05). Kontrol + resveratrol grubuna gore
kontrol AdM grubu %70, obez + resveratrol grubu %287, ve obez + AdM +
resveratrol grubu %710 degerini almaktadir.

Kontrol + AdM + resveratrol grubu ile VEGF-A protein miktar1 agisindan
kontrol, kontrol + AdM ve kontrol + resveratrol gruplar1 arasinda fark yoktur
(p>0.05). Kontrol + AdM + resveratrol grubuna gore fark olan gruplardan kontrol
obez grubu %41, obez + AdM grubu %33, obez + resveratrol grubu %224, obez +
AdM + resveratrol grubu %553 degerlerini almaktadir. Bu sonuglar resveratroliin
yiiksek yag diyetiyle etkisini gosterdigini desteklemektedir.

Kontrol obez grubu VEGF-A protein miktarlar1 agisindan kontrol + AdM,
kontrol + AdM + resveratrol, obez + resveratrol ve obez + AdM + resveratrol
gruplarindan farklidir (p<0.05). Kontrol obez grubuna gore kontrol + AdM grubu
%324, kontrol + AdM + resveratrol grubu %244, obez + resveratrol grubu %548,
obez + AdM + resveratrol grubu %1353 degerlerini almaktadir. BYD viicuttaki
enerji durumuna gore kendini diizenleyen bir dokudur. Bu deneyde bir ay AdM

uygulamasindan sonra kontrol obez ve obez + AdM arasinda fark olmamasi ve
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VEGF-A miktarinin diisilk olmasinin nedeni VEGF-A’nin anjiogenez siirecinde
gorevini tamamlayarak diger anjiogenik faktorlere yerini birakmasindan
kaynaklanabilir veya VEGF-A kontrol obez grubunda anjiogenezde goérevini
tamamlarken AdM anjiogenezi baskilamis olabilir. VEGF-A anjiogenez siirecindeki
ilk anjiogenik faktordiir. Anjiogenik basamakta gorev yapan diger anjiogenik
faktorlere de bakilmalidir.

Obez + AdM grubu diger gruplarla karsilastirildiginda kontrol + AdM, kontrol
+ AdM + resveratrol, obez + resveratrol ve obez + AdM + resveratrol gruplarindan
farklidir (p<0.05). Obez + AdM grubuna gore kontrol + AdM grubu %398, kontrol +
AdM + resveratrol grubu %300, obez + resveratrol grubu %673 ve obez + AdM +
resveratrol grubu %1661 degerlerini almaktadir.

Obez + resveratrol grubu VEGF-A protein miktar1 agisindan diger biitiin
gruplardan farklidir (p<0.05). Obez + resveratrol grubuna gore kontrol grubu %34,
kontrol + AdM grubu %59, kontrol + resveratrol grubu %39, kontrol + AdM +
resveratrol grubu %45, kontrol obez grubu %18, obez + AdM grubu %15, obez +
AdM + resveratrol grubu %247 degerini almaktadir.

Obez + AdM + resveratrol grubu VEGF-A protein miktar1 agisindan diger
biitlin gruplardan farklidir (p<0.05). Obez + AdM + resveratrol grubuna gore kontrol
grubu %14, kontrol + AdM grubu %24, kontrol + resveratrol grubu %14, kontrol +
AdM + resveratrol grubu %18, kontrol obez grubu %7, obez + AdM grubu %6, obez

+ resveratrol grubu %41 degerini almaktadir.

56 KYD VEGF-A Sonuclari

KYD’de VEGF-A ifadesi tespit edilememistir. Adipoz doku ve 6zellikle KYD,
her yag hiicresi kapillerlerle kusatildigindan dolayi, olasilikla viicutta en ¢ok
damarlanan dokudur (Cao, 2007). KYD, BYD’den daha fazla damar ve noradrenerjik
sinirler igerir. BYD kronik soguga maruz kaldiginda KYD’ye doniisebilir, obeziteye
yol acan diyet ise KYD’nin BYD’ye doniismesine neden olabilir (Miao ve Li, 2012).
Damarlanmasi bu kadar fazla olan bu dokuda ya anjiogenez saglanamamis ya da bir
aylik uygulama sonucunda VEGF-A ifadesinin fazla oldugu doénem yakalanamamis
olabilir.

KYD’de VEGF-A protein seviyesi kontrol grubuyla karsilastirildiginda kontrol
+ AdM grubuyla ayni (p>0.05), diger gruplarla farklidir (p<0.05). Kontrol grubuyla

karsilagtirildiginda kontrol + resveratrol grubu %44, kontrol + AdM + resveratrol
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grubu %29, kontrol obez grubu %22, obez + AdM grubu %46, obez + resveratrol
grubu %69, obez + AdM + resveratrol grubu %28 degerlerini almaktadir. BYD ile
karsilastirlldiginda KYD’de degerlerin farkli oldugu goriilmektedir. KYD’nin
fonksiyonunun arttirillmasi veya BYD’de kahverengi adiposit benzeri genlerin
uyarilmasi, obeziteye karsi direngle uyum gostermektedir (Cannon ve Nedergaard,
2004). Onceki ¢alismamizda 4 giin siireyle AdM uygulamas: sonucunda obez ve
kalori kisitlamasi yapilan gruplarda, KYD’de VEGF-A protein miktarinin onemli
miktarda arttifi goriilmiistir. AJM hem obez grupta hem de kalori kisitlamasi
yapilan grupta VEGF-A miktarini arttirmistir. Bu artis obez grupta kalori kisitlamasi
grubunun yaklagik 2.5 katidir. Kontrol ve obezite gruplariyla karsilastirildiginda,
AdM uygulanan obez grupta enerji tiiketiminden sorumlu olan interskapiiler
kahverengi yag dokusunun arttig1 goriilmiistiir. Kontrol ve kalori kisitlamasi yapilan
gruplarla karsilastirildiginda ise AdM uygulanan kalori kisitlamasi grubunda viicutta
enerji depolamaktan sorumlu BYD dokusunun arttigi gorilmiistiir. Bu g¢alismaya
gore AdM, bireyin adipoz dokusunun metabolik durumuna gore hangi adipoz
dokunun damarlanmasinin artirilmast gerektigini ayarlamaktadir. AdM; obez
bireylerde KYD, zayif bireylerde ise BYD dokusunun anjiogenezini artirmistir
(Yurekli ve Culum, 2016). Bu deneyde bdyle bir artis saptanamamustir.
Deneyimizdeki uygulama siiresi nedeniyle VEGF-A miktarindaki artig saptanamamig
olabilir. Dokudaki damarlanmanin saptanmasi i¢in hem deneyden once hem de
deneyden sonra dopler gibi damarlanmay1 goriintiileyen bir yontem uygulanabilir.
Goriintiilerden damarlanmanin durumuyla ilgili detayli veriler elde edilebilir. Ek
olarak diger anjiogenik faktorlerin miktarina ve ifadesine bakilabilir.

Kontrol + AdM grubu VEGF-A protein seviyeleri agisindan kontrol grubu
(p>0.05) disindaki biitiin gruplardan farklidir. Kontrol + resveratrol grubu %43,
kontrol + AdM + resveratrol grubu %28, kontrol obez grubu %22, obez + AdM
grubu %45, obez + resveratrol grubu %68, obez + AdM + resveratrol grubu %28
degerlerini almaktadir.

Kontrol + resveratrol grubu VEGF-A protein seviyesi kontrol + AdM +
resveratrol, obez + AdM ve obez + AdM + resveratrol gruplariyla ayni (p>0.05),
diger gruplarla farklidir (p<0.05). Kontrol + resveratrol grubuna gore kontrol grubu
%227, kontrol + AdM grubu %232, kontrol obez grubu %50, obez + resveratrol
grubu %157 degerlerini almaktadir. Degerlere gore resveratrol KYD kontrol

grubunda vazoaktif peptitlerin sentezini azaltma etkisini géstermektedir.
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Kontrol + AdM + resveratrol grubu protein miktari agisindan kontrol, kontrol +
AdM ve obez + resveratrol gruplarindan farklidir (p<0.05). Bu gruba gore kontrol
grubu %345, kontrol + AdM grubu %352, obez + resveratrol grubu %241 degerini
almaktadir.

Kontrol obez grubu VEGF-A protein seviyesi kontrol + AdM + resveratrol ve
obez + AdM + resveratrol gruplariyla ayni (p>0.05), diger gruplarla farklidir.
Kontrol obez grubuna gore kontrol grubu %455, kontrol + AdM grubu %464, kontrol
+ AdM + resveratrol grubu %200, obez + AdM grubu %210, obez + resveratrol
grubu %314 degerlerini almaktadir. Yapilan ¢aligmalar fazla kilolu ve obez kisilerin
KYD aktivitesinin, zayif kisilere gore daha diisiik oldugunu gostermistir (van
Marken Lichtenbelt vd., 2009).

Obez + AdM grubu VEGF-A protein miktar1 agisindan kontrol, kontrol +
AdM, kontrol obez ve obez + resveratrol gruplarindan farklidir (p<0.05). Bu gruba
gore kontrol grubu 217, kontrol + AdM grubu %222, kontrol obez grubu %48, obez
+ resveratrol grubu %150 degerlerini almaktadir.

VEGF-A protein seviyelerine bakildiginda obez + resveratrol grubu diger
biitiin gruplardan farklilik gostermektedir (p<0.05). Bu gruba gore kontrol grubu
%145, kontrol + AdM grubu %148, kontrol + resveratrol grubu %64, kontrol + AdM
+ resveratrol grubu %42, kontrol obez grubu %32, obez + AdM grubu %67, obez +
AdM + resveratrol grubu %41 degerlerini almaktadir. Yiiksek yag diyeti sonucu obez
gruplarda resveratroliin etkisinin farkli oldugu goriilmiistiir. Kontrol obez grubuna
gore obez + resveratrol grubunda VEGF-A miktarinin arttign goriilmistiir. Fakat
kontrol grubunda bunun tersi bir durum gozlenmistir. Bunun nedeni yiiksek yag
diyeti ya da obezitede degisen metabolizma olabilir. KYD’nin obezitede
fonksiyonunu artirmak igin resveratrol kullanilabilir. KYD’deki vaskiiler
perfiizyonun artirilmasi, yakitlar1 yakmak i¢in gereken oksijen molekiillerini
saglayarak metabolik hizi daha da artirabilir (Cao, 2007). Resveratroliin KYD’de
hangi metabolik yollara karistirildigiyla ilgili daha detayli ¢aligmalar yapilmalidir.
UCP1 oksidatif fosforolasyon, yag asiti alim1 ve metabolizmasi gibi birgok faktdrden
etkilenir (Kajimura ve Saito, 2014). Resveratrol giiglii antioksidan, antiinflamator ve
antikarsinojenik bir polifenoldiir. Antioksidan aktivitesini AMPK’lar aktive ederek,
reaktif oksijen tiirlerini engelleyerek gosterir. Boylece COX-2 ve lipid
peroksidasyonunu baskilar (Szabo, 2009). Resveratrol bu 06zellikleriyle biiyiik

98



olasilikla UCP1’i etkiler. KYD’nin fonksiyondaki artis1 saptamak i¢in muhakkak
UCP1 ve diger KYD’ye 6zgii molekiil seviyelerine ve ifadesine bakilmalidir.

Obez + AdM + resveratrol protein seviyeleri kontrol, kontrol + AdM ve obez +
resveratrol gruplarindan farklhidir (p<0.05). Kontrol grubu %357, kontrol + AdM
grubu %364, obez + resveratrol grubu %246 degerlerini almaktadir. Kontrol ve obez
gruplarda resveratrol ve AdM’in beraber uygulanmasi VEGF-A miktarinda belirgin
bir diisiise neden olmustur. Iki molekiil beraber uygulandiginda kendi 6zelliklerinden
tamamen farkli 6zellikler ortaya ¢ikarmislardir. AAM ve resveratroliin birbirlerine
olan etkileri KYD ve BYD dokularinda detayli olarak incelenmelidir. Iki molekiil bu
zamana kadar calisilan molekiillerden ve yolaklardan farkli molekiil ve yolaklari
etkileyebilirler.

Muhtemelen damarlanmanin fazla oldugu KYD’de AdM ve resveratrol
uygulamasi anjiogeneze bir katki saglamamis, aksine VEGF-A protein miktarlarinda
azalmaya neden olmustur. BYD’deki damarlanmanin artisi dokunun biiyiimesine
neden olurken, KYD’deki damarlanmanin artist bu dokuda daha fazla yakitin
tiketilmesine neden olur. Obezitenin nedenlerinden biri olarak KYD’nin
aktivitesinde diisiis gosterilmektedir. Deney gruplarinda damarlanmanin bir
gostergesi olarak VEGF-A protein miktar1 g6z Oniine alindiginda, KYD
damarlanmasindaki diisiis ve obez gruplardaki artig sicanlarda kilo artistyla dogru
orantilidir.

Adipoz dokusunun genislemesi, damarlanmasinin gelisimine baghdir. Fakat
insanlarda adipoz dokusu anjiogenezinin diizenlenmesi genis bir sekilde
calisgtilmamistir. Obez hastalardan alinan subkutan ve viseral yag dokular
karsilastirildiginda anjiogenik potansiyelleri ve VEGF-A seviyeleri arasinda bir fark
goriilmemistir (Ledoux vd., 2008). Hizli anjiyogenez, hayvan soguga maruz
kaldiginda KYD’nin adaptif hiperplazisi sonucu olugmaktadir. KYD dokusunda
soguk etkisi dolayisiyla anjiyogenezin meydana gelisi, VEGF ve bFGF mRNA
seviyelerinin saptanmasiyla gosterilmistir (Asano vd., 1999). Obezite esnasinda
genisleyen adipoz doku hipoksik hale gelmektedir (Kabon vd., 2004), ve yag
dokularinda farklilagma ve hipoksiya yag hiicrelerinde VEGF ifadesini uyarmaktadir
(Zhang vd., 1997).

Resveratrol dolasimda albumine baglanir. Albuminin resveratrolii tasimada ve
biyoelverigliliginde rolii oldugu diistiniilmektedir (Jannin vd., 2004). Yag asitlerinin

varligi resveratroliin albiimine baglanmasini iki kat artirir (Jannin vd., 2004). Bu
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nedenle biitin deney gruplarinda dolasimdaki alblimin seviyelerine bakmak
resveratroliin biyoverimliligi hakkinda bilgi verebilir.

Obezite, beyaz yag dokusu Kkiitlesinin artisina yol agan enerji dengesinin
bozulmasi ile baglantilidir. Bu nedenle, yag dokusunun gelisimini diizenleyen
adipokinlere 6zel Onem verilmeye baglanmistir. AdM insan ve hayvan yag
dokularindan salgilanan adipokin ailesinin bir {iyesi oldugu gosterilmistir
(Harmancey vd., 2007). AdM ve resveratrol uygulamasmin etkilerinin daha detayli
olarak arastirilmasi i¢in AdM disindaki adipokinlere de bakilmalidir.

Obez bireylerdeki endotelyal islevin normallestirilmesi bir¢gok hastaligin
tedavisi ve hastaliktan korunmada onemli bir yaklasimdir (Cao, 2010). AdM
hipertansiyonun neden oldugu negatif etkileri azaltmakta ve damarlar1 bu etkilere
kars1 korumaktadir. Giinlimiizde AdM, hipertansiyonlu hastalarda regeteli ila¢ olarak
kullanilmaktadir. Obezite ve koroner arter hastaligi gibi durumlarda AdM diizeyinin
arttigl ve organizmayi hastaliklarin meydana getirdigi sendromlara karsi korudugu
gosterilmistir. Deney gruplarinda endotelyal islevlerle ilgili durumlarin incelenmesi
AdM ve resveratroliin obezitenin meydana getirdigi negatif etkilerin
normallestirilmesi hakkinda veri elde edilmesini saglayacaktir.

Calismada  BYD’nin  kahverengilestirilmesiyle  ilgili  parametrelere
bakilmamistir. BYD’de yer alan bej veya brite hiicreleri kahverengi adipositler ile
ayr1 gelisimsel kokenlerden farklilagirlar. Bej hiicreler multilokiiler lipid
damlaciklari, fazla mitokondri ve Ucpl ifade etmeleriyle kahverengi adipositlere
benzerler (Kajimura ve Saito, 2014). AdM lipolizi uyarir ve KYD’de UCP1
seviyesini artirir. Bu yilizden serbest yag asiti substratlarinin mevcudiyetini ve
mitokondriyal membranda UCP1 seviyesini artirarak termogenezi artirabilir (Go vd.,
2007). BYD’deki bej hiicre miktari, Ucpl ifadesi, PRDM16 gibi parametreler
BYD’de saglanan kahverengilesmeyi degerlendirmek igin kullanilabilir. EK olarak
KYD’de Ucpl ifadesini arttiran FOXC2 ve apelin gibi parametrelere bakilabilir.
Mitokondriler enerji metabolizmasinda ¢ok Onemlidir. Resveratrol olgun
adipositlerde lipolizi artirrma ve lipogenezi azaltma etkisini adipositlere 6zgii
transkripsiyon faktorlerini, enzimlerini azaltarak ve mitokondriyal islevi diizenleyen
genler araciligiyla saglar (Rayalam vd., 2008). Mitokondri sayilarina bakmak AdM
ve resveratrol uygulamasinin enerji metabolizmasi iizerine olan etkisini belirlemede

Onemlidir.
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Bu c¢aligma kapsaminda bilimsel arastirma yapilmasinin yani sira obezitenin
tedavisine yonelik yaklagimin da bir farkindalik yaratilmaya ¢alisilmistir. Beslenme,
spor ya da cerrahi bir miidahele ile obzeiteye miidahele edilmesinin yani sira,
anjiogenik faktorlerin proteomik analizinin de dikkate alinmasi, akla getirilmesi,
diistiniilmesi bu ¢alismadan elde edilecek sonuglarla saglanabilecektir.

AdM ve resveratroliin herhangi bir yan etkisi ve doz asiminda toksik etkileri
bulunmamaktadir. Onceki ¢alismamizda sicanlara 2,5 nmol/kg, yiiksek bir dozda,
AdM 4 giin siireyle uygulanmis ve herhangi bir negatif etki gozlenmemistir (Yurekli
ve Culum, 2016).

Yag dokusu, beyin dokusuyla beraber, ¢alismasi en zor olan dokulardan biridir.
Yag miktarinin fazla olmasi, buna karsin diger iceriklerin az olmasi bu dokuyla
calismayr ve yagi uzaklastirarak saf protein ve RNA Ornekleri elde etmeyi
zorlagtirmaktadir. Yag dokusunun %2 gibi diisiik protein igerigi, Western blotlama
gibi yontemlerde keskin olmayan bantlara neden olabilmektedir. Bu igerik SDS-
PAGE’de yiiklenen proteinin konsantrasyonunu artirmayi olanaksiz kilmaktadir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler semi-kantitatiftir. Daha kesin sonuclar elde
edilmek isteniyorsa ELIZA gibi kantitatif teknikler kullanilmalidir.

BYD ve KYD dokusu resveratrol ve AdM uygulamalarina farkli tepkiler
vermektedir. Deney sonuglarna bakilacak olursa bu uygulamalar BYD dokusunda
olumlu etkilere neden olmaktadir. AdM’in BYD dokusunda SIRT1 diizeyine olan
etkisi daha detayli incelenmelidir. Son zamanlarda kisinin kilosunun degil
metabolizmasimnin saghk agisindan O6nemli oldugu ileri siiriilmektedir. BYD
metabolik olarak aktif bir dokudur. Bu ¢aligmada normal ve obez gruplar arasinda
saglik durumuyla ilgili parametrelere bakilmasi, AdM ve resveratrolin bu
parametrelere olan diizeltici etkilerinin ortaya ¢ikarilmasina yardimer olacaktir.

Insan genom projesinin tamamlanmasiyla birlikte insan genleri ile ilgili &nemli
bilgiler elde edilmis ve artik hangi kromozomda hangi proteinlerin sifrelerinin
oldugu saptanmistir. Normal sartlarda herhangi bir gen {irlinli tim insanlarda ayni
protein i¢in sifredir. Ancak bireyler arasinda farklilifi saglayan en Onemli
faktorlerden birisi proteinin islevidir ve buna bagl olarak peptid yapisinda olan
anjiogenik faktorlerin islevleri de farkli olabilir. Obezitenin teshisinde yapilmasi
gerekenlerden birisi de belki bireysel anjiogenik faktdr haritasinin/iglevinin

cikarilmasi olmalidir.
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Tarafimizdan yapilan ancak yaymlanmamis olan verilere gore kalori
kisitlamasi yapilan ve resveratrol verilen siganlarda adrenomedullin diizeylerinin
artt1g1, hatta kardiotoksik ve oksidatif etkisi olan kanser tedavisinde kullanilan
doxorubicine verilen siganlarda da resveratrol uygulamasina bagli olarak
adrenomedullin  diizeylerinin artti§1  gosterilmistir. Enerji metabolizmasinin
diizenlenmesinde rolii olan SIRT1 gen ifadesi lizerine etkili olan resveratrol,
adrenomedullinin etkileri sigcanlarin kahverengi ve beyaz yag dokularindaki
anjiogenik faktorler Olgiilerek degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, laboratuvar
kosullarinda olusturulan obez hayvanlarda, ¢oklu etkiye sahip olan ayni zamanda
anjiogenik faktor olan adrenomedullin ve resveratrolun etkilerinin aragtirilmasi

obezite ile ilgili yapilan ¢aligmalarin farkli bilimsel yaklagimlar saglayacaktir.
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