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Resim 1. Kardiyak kan eldesi

RESIMLER LiSTESI



1. GIRIS

Insiilin direnci, insiilin direnci sendromu olarak da bilinen “metabolik
sendrom” i¢in temel bir mekanizmadir. Metabolik sendrom (MetS), obezite,
hiperglisemi, hiperlipidemi ve hipertansiyon gibi birbiriyle iliskili bir grup
bozuklukla temsil edilir. Ayn1 zamanda kardiyovaskiiler hastalik ve artmis
morbidite ve mortalite i¢in dnemli bir risk faktoriidiir. Metabolik sendromun 6nemli
bir Ozelligi olan hiperinsiilinemi, pankreatik [-hiicrelerinden asir1 insiilin
salgilanmasindan kaynaklanarak tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler disfonksiyon
gelisimine birincil katkida bulunan bir etken olarak kabul edilir[1, 2]. Hayvanlar
izerinde yapilan ¢alismalar, insiilinin ve onun sinyalleme kaskadinin normal olarak
hiicre biiyiimesini, metabolizmasini ve hayatta kalmasini, mitojenle aktive olan
protein kinazlarin (MAPK!'ler) ve fosfotidilinositid-3-kinazin (PI3K) aktivasyonu
yoluyla kontrol ettigini ve bunlarin aktivasyonunun insiilin reseptorii ile iligkili Pl-
3K oldugunu gostermektedir. Insiilin reseptor substrat-1 ve -2 (IRS1, 2) ve ardindan
gelen protein kinaz B (Akt)— Forkhead kutusu O1 (Foxol) fosforilasyon kaskadi,
besin homeostazinin ve organ sag kaliminin kontroliinde merkezi bir role sahiptir.
Hiperinsiilinemi, metabolik inflamasyon ve asir1 beslenmenin ardindan farklh
organlarda IRS1 ve IRS2'nin baskilanmasi yoluyla Akt'nin inaktivasyonu ve
Foxol'in aktivasyonu, insanlarda metabolik sendromun altinda yatan
mekanizmalart  agiklayabilmektedir. IRS—Akt—Foxol sinyal kaskadim
hedeflemek, muhtemelen tip 2 diyabet ve komplikasyonlarinin tedavisinde

terapotik miidahale icin bir strateji saglayacaktir.

Curcuma longa L.'nin rizomu, bir¢ok Asya iilkesinde uzun siiredir beslenme
ve bitkisel ilaglarda kullanilmaktadir. Tibbi o&zellikleri bir ana bilesen olan
kurkumin'den gelir (9). Kurkuminin aktif bileseni, karakteristik sar1 renge sahip
hidrofobik bir polifenol olan diferuloilmetandir. Kurkumin, % 77 ile en bol bulunan
dogal analogdur, ardindan bir metoksi grubunun olmadig1 demetoksikurkumin (%
17), ardindan metoksi grubunun her iki aril halkasinda bulunmadigi bis-
demetoksikurkumin (% 3) izler [3]. Kurkumin, gii¢lii bir kanser kemopreventif ajan
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olarak kabul edilir ve ayrica oksidatif hasara karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir [4]. Kurkuminin metabolik sendrom [5], dislipidemi [6], ateroskleroz
[7], azlheimer, parkinson [8] gibi hastaliklardaki diizeltici rolii ortaya konulmaya
calisgtlmigtir. Kurkuminin ayrica plazma LDL-K (diisiik yogunluklu lipoprotein
kolesterol) ve trigliserid (TG) diizeylerini diisiirmesi, HDL-K (yliksek yogunluklu
lipoprotein kolesterol) arttirmasi [9], insiilin duyarliligini gelistirmesi [10] gibi
metabolik sendromun bir¢cok parametresi tizerindeki etkileri hakkinda ¢alismalar
mevcuttur. Bu Ozelliklerin yanisira hem hayvan hem de insan calismalari,
kurkuminin antiinflamatuar, antioksidan, kardiyoprotektif, anti-enfeksiyoz,

antiaging aktivitelere sahip oldugunu belirtmistir [11-14].

Bu ¢aligmamizin amaci, insiilin direnci olusturdugumuz rat modellerinde
farkli dozlardaki kurkumin tedavisinin insiilin direnci iizerindeki etkilerini
metabolik yolaklar iizerinden goéstermek ve gruplar arasindaki farkliliklar:
karsilagtirmaktir. Bu ¢alismanin kapsamini, kontrol (misir yagi) (Grup 1), fruktoz
+ misir yag1 (Grup 2), fruktoz + misir yaginda ¢oziinmiis kurkumin 100 mg/kg
(Grup 3), fruktoz + musir yaginda ¢oziinmiis kurkumin 200 mg/kg (Grup 4)
uyguladigimiz 4 ayr1 wistar albino tiirii rat gruplari olusturmaktadir. Insiilin
direncini; glukozu, insiilin ve insulin direncinin degerlendirildigi homeostatik
model (HOMA-IR) degerlerini g6z oniinde bulundurarak ortaya koyacagiz. Ayrica
farkli dozlarda uyguladigimiz kurkumin tedavisinin, kas ve yag dokudaki
Akt/PI3K, AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) yolaklarindaki Glukoz
tastyicist 4 (GLUT4) translokasyonu iizerindeki olasi etkilerini ve Peroksizom
Proliferator Aktive Receptor Gamma Koaktivator-1 alfa (PGCl-a) diizeylerini
degerlendirecegiz, Akt yolagindaki IRS serin/tirozin fosforilasyonu dengesine
bakacagiz. Boylelikle kurkumin tedavisinin insiilin sinyal yolaginin
tyilesmesindeki etkisini ortaya ¢ikarmis olacagiz. Bu ¢alisma sonugclari, litaretiire
Ozgiin katki saglayarak, metabolik sendrom tedavisinde kurkuminin olas1 roliinii
ortaya cikarmis olarak, toplum sagligi korunmasi agisindan Onemli veri

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Insiilin direnci nedir?

Insiilin, besin mevcudiyetine entegre bir anabolik yamti diizenlemek igin
hedef hiicrelerdeki plazma zarina bagli reseptdrlere baglanan; uygun doku gelisimi,
bliylimesi ve glukoz homeostazinin korunmasi i¢in gerekli olan 51 amino asit
uzunlugunda bir endokrin peptit hormonudur. Preproinsiilin biyosentezi sitozolde
baslatilir. Preproinsiilin, sinyal peptidi, insiilin B zinciri, C-peptidi ve insiilin A
zincirinden olusan tek zincirli bir molekiildiir. N-terminal sinyal peptidi, yeni
sentezlenmis preproinsiilini endoplazmik retikulum (ER) membranindan gegirir;
burada sinyal peptidi, sinyal peptidaz tarafindan ¢ikarilarak proinsiilin olusturur
[15]. ER liimeninin oksitleyici ortaminda, proinsiilin hizla katlanir, iki zincirler
arasi disiilfid bag1 B7-A7 ve B19-A20 ve bir zincir igi disiilfid bagi A6-All dahil
olmak iizere ti¢ disiilfid bagi olusturur [16]. Uygun sekilde katlanmis proinsiilin
dimerlesir ve golgi aparatina iletilmek iizere ER'den ¢ikar. Trans-golgi aginda Zn?*
konsantrasyonu yiikselmeye basladiginda, proinsiilinin merkezi koordinatér Zn?*
iyonlari etrafinda heksamerler olusturdugu diistiniilmektedir [17]. Proinsiilin, Golgi
aygiti i¢inde insiilin, C-peptid ve iki ¢ift bazik amino asit olusturmak {izere
prohormon doniistiiriiciiler tarafindan pargalanir. Ceviriden sonra, preproinsiilinin
olgun insiiline tam déniisiimii 30 ila 150 dakika siirer. Insiilin daha sonra uygun
uyaranlara yanit olarak salinmay1 bekleyen pankreas adaciklari i¢indeki salgi

graniillerinde depolanir [18].

Insiilin, ¢esitli bolgelerde glukoz homeostazini diizenler, hepatik glukoz
iiretimini azaltir (azalmis glukoneogenez ve glikojenoliz yoluyla) ve iskelet kas1 ve
yag dokusuna glukoz alimimi arttirir. Insiilin ayrica lipid metabolizmasini etkiler,
karaciger ve yag hiicrelerinde lipid sentezini arttirir ve yag dokusundan yag asidi

salinimini azaltir.



Insiilin direnci klasik olarak, hedef dokularin normal dolasimdaki insiilin
seviyelerine kars1 duyarliliginin azalmasi durumu olarak tanimlanir; tip 2 diabetes

mellitus gelisiminde 6nemli bir rol oynar.

Insiilin direnci ayn1 zamanda obezite, glukoz intoleransi, dislipidemi ve
metabolik sendrom olarak adlandirilan (genellikle X sendromu olarak da anilir)

hipertansiyon kiimelenmesi gibi bir dizi baska saglik bozuklugunun bir 6zelligidir.

Insiilin direncinin &l¢iimii icin altin standart, hiperinsiilinemik-dglisemik
glukoz klemp teknigidir. Bu, ag, diyabetik olmayan bir hastanin, hepatik glukoz
tiretimini baskilamak i¢in yiiksek hizda sabit bir insiilin inflizyonuna yerlestirildigi
bir arastirma teknigidir; kan sekeri siklikla izlenirken, kan sekerini 6glisemik
aralikta tutmak i¢in degisen oranlarda bir %20 dekstroz soliisyonu verilir. Kararl
bir duruma ulagmak i¢in gereken glukoz miktari, hiperinsiilinemiyi telafi etmek i¢in
gereken eksojen glukoz atilimini yansitir. Glukoz kelepge yonteminin karmasikligi,
klinik yararliligini siirlar. Sonug olarak, insiilin direnci i¢in ¢oklu belirtecler
gelistirilmis ve test edilmistir. A¢lik glukozu ve aclik insiilin seviyelerine dayanan
HOMA-IR ve HOMAZ2, klinik aragtirmalarda yaygin olarak kullanilan insiilin
direnci Olgiimleridir. Aglik insiilinine dayali diger onlemler arasinda Glukoz-
Insiilin Oran1 ve Kantitatif Insiilin Duyarllik indeksi (QUICKI) bulunur. Ek olarak,
cesitli olglimler, serum glukozu ve/veya bir glukoz yiiklemesine verilen insiilin

yanitina dayali olarak insiilin direncini degerlendirir.

Insiilin direncinin baskin sonucu tip 2 diabetes mellitustur (tip 2 DM).
Insiilin direncinin tip 2 DM gelisiminden 10 ila 15 yil &6nce oldugu
diisiiniilmektedir. Insiilin direncinin gelismesi tipik olarak endojen insiilin
tiretiminde telafi edici bir artigla sonuglanir. Bir anabolik hormon olan yiiksek

endojen insiilin seviyeleri, insiilin direnci ile iligkilidir ve kilo alimi ile sonuglanir



ve bu da insiilin direncini siddetlendirir. Bu kisir dongii, pankreas beta-hiicresi
aktivitesi, insiilin direncinin yarattig1 insiilin talebini artik yeterince karsilayamaz
hale gelene ve hiperglisemiye neden olana kadar devam eder. Insiilin talebi ve
insiilin iiretimi arasindaki uyumsuzluk devam ederken, glisemik seviyeler tip 2 DM

ile uyumlu seviyelere yiikselir.

Tip 2 DM'ye ek olarak, insiilin direnci ile iliskili hastalik spektrumu obezite,
kardiyovaskiiler hastalik, alkolsiiz yagli karaciger hastaligi, metabolik sendrom ve
polikistik ~ over sendromunu igerir. Ayrica diyabetin  mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 (ndropati, retinopati ve nefropati) ve iliskili makrovaskiiler
komplikasyonlar1 (koroner arter hastaligi, serebral-vaskiiler hastalik ve periferik
arter hastaligl) bulunmaktadir. Bunlarin hepsi, tim diinyada, insiilin direnciyle
iligkili dogrudan ve dolayli durumlar1 tedavi etmek icin saglik sistemine muazzam

yiik bindirerek biiyiik sonug¢lar dogurmaktadir.

2.1.1. Ulkemizde ve diinyada insiilin direnci prevalansi

Diabetes mellitus prevalansi, biiyiik 6l¢lide modern insan yasam tarzindaki
onemli degisiklikler nedeniyle diinya c¢apinda hizla artmaktadir [19]. DM,
insanlarda en yaygin metabolik bozukluktur ve iki ana hiicresel substrat olan
karbonhidratlarin ve lipidlerin metabolizmasimi etkiler, metabolik yollarin
bozulmasima neden olur ve zararli metabolitlerin olusmasina neden olur [20].
Kontrolsiiz diyabette doku ve organlarda diyabetik komplikasyonlar gelisir,
fonksiyona miidahale eder ve muhtemelen total organ yetmezligi ile sonuglanir
[21]. DM'nin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatmay1 amaglayan
bircok in vitro ve in vivo c¢alismaya ragmen, kesin patofizyoloji tam olarak
anlasilmamistir. Bununla birlikte, insiilin direnci, beta hiicre islev bozuklugu,
oksidatif stres, mitokondriyal islev bozuklugu ve iltihaplanma dahil olmak {izere

bir dizi mekanizmanin tiimii su¢lanmistir.



Insiilin direncinin epidemiyolojik degerlendirmesi tipik olarak metabolik
sendrom veya insililin direnci sendromu prevalansi ile iliskili olarak Ol¢tliir.
Metabolik sendrom, insiilin direnciyle baslayan abdominal obezite, glukoz
intolerans1 veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter
hastaligi (KAH) gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi 6limciil bir
endokrinopatidir. MetS diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik geligim riskini arttiran,
birden fazla risk faktoriiniin bir arada bulundugu metabolik bir disfonksiyondur
[22]. Tanimlama igin en stk Amerikan Ulusal Kolesterol Egitim Programi Ugiincii
Erigkin Tedavi Paneli (NCEP-ATP Ill, National Cholesterol Education Program
Adult Treatment Panel 111) uzlas1 kriterleri kullanilir (Tablo 1). Buna goére tanm
kriterleri i¢inde bel cevresi Olciisiinde artis, kan basinct yiiksekligi ya da
hipertansiyon tedavisi almak, aglik kan sekeri (AKS) ve TG yiiksekligi ve HDL-K
diisiikligii diizeyi bulunur. Bir olguda MetS var demek igin, sayilan bu kriterlerden
en az ii¢ tanesinin varlig1 sarttir. Bagka calisma gruplarinda farklt MetS kriterleri
vardir (Tablo 2) [23]. Var olan Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Uluslararas1 Diyabet
Federasyonu (IDF) ve NCEP-ATP III kriterlerinin kardiyovaskiiler riski ve

prognozu belirleme agisindan benzer olduklari belirlenmistir.

Tablo 1. NCEP-ATP Il Metabolik sendrom tan1 kriterleri.

Parametre Kriterler

Abdominal obezite Bel ¢evresinin erkeklerde >102 cm, kadinlarda >88 cm olmasi*

TG > 150 mg/dl ya da TG ytiksekligi i¢in farmakolojik tedavi altyor
olmasi

HDL kolesterol Kadinda <50 mg/dl, erkekte <40 mg/dl ya da diisiik HDL-K
nedeniyle farmakolojik tedavi aliyor olmasi

Kan basinci >130/85 mmHg olmasi ya da anti-hipertansif tedavi altyor olmasi

Aglik kan sekeri >100 mg/dl ya da kan sekeri yiiksekligi i¢in tedavi aliyor olmas1



Tablo 2. MetS'in tarihsel ve giincel tanimlari
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MetS, insiilin direncinin sendromda oynadig1 nedensel rol nedeniyle yaygin
olarak insiilin direnci sendromu [24] olarak da bilinir. MetS, 1999 yilinda Avrupa
Insiilin Direnci Calisma Grubu (EGIR) ve 2003 yilinda Amerikan Klinik
Endokrinologlar Birligi (AACE) tarafindan “Insiilin Direnci Sendromu” olarak
yeniden adlandirilmistir. Hem kalitsal hem de ¢evresel faktorler metabolik
sendromun gelisimine katkida bulunur. En ¢ok kabul géren ve birlestirici hipotez,
insiilin direncinin, metabolik sendromu tanimlayan ve onu kardiyovaskiiler hastalik
gelisimiyle iligskilendiren, altta yatan en yaygin anormallik oldugunu one siirer.
'Insiilin direnci' terimi, bir hedef hiicrenin insiiline kars1 metabolik tepkisindeki bir
azalmay1 veya tlim organizma diizeyinde, dolasimdaki veya enjekte edilen instilinin

kan sekeri tizerinde bozulmus bir diisiirticii etkisi anlamina gelir [25].

2003'ten 2012'ye kadar, Amerika Birlesik Devletleri'nde metabolik
sendromun genel prevalanst %33 iken, kadinlarda (%35,6) metabolik sendrom
prevalansi erkeklere (%30,3) kiyasla anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur

[26]. Ulusal Kolesterol Egitim Programi Yetiskin Tedavi Paneli III tarafindan



Onerilen kriterler ulusal anket verileri, insiilin direnci sendromunun ¢ok yaygin
oldugunu ve 20 yasindan biiyiik Amerika Birlesik Devletleri (ABD) yetiskinlerinin
yaklagik %24'inii etkiledigini gostermektedir [27].

Avrupa MetS prevalansi, Uluslararasi Diyabet Federasyonu tani Kriterleri
kullanilarak erkeklerde %41 ve kadinlarda %38 olarak tahmin edilmistir [23].

Insiilin direnci, metabolik sendrom olarak adlandirilan tip 2 diyabet / glukoz
intoleransi, obezite, dislipidemi ve hipertansiyon kiimelenmesi dahil olmak tizere
bir dizi klinik bozuklugun bir 6zelligidir[28]. insiilin direnci ile karakterize tip 2
diyabet, prevalansi son yillarda belirgin sekilde artan karmasik bir kronik
hastaliktir. 2015 yilinda diinya ¢apinda 415 milyon kisinin diyabetli oldugu tahmin
edilmekle birlikte, bunlarin %90'1ndan fazlasi tip 2 diyabetli oldugu belirtilmistir
[29]. Ulusal Diyabet Istatistikleri Raporu, 2020°de ABD niifusunun %10,5'i olan
34,2 milyon kisi diyabet hastasi oldugunu belirlemistir. Ayrica ayni raporda
yetiskin ABD niifusunun %34,5'1 olarak 18 yas ve {lizeri 88 milyon kisinin
prediyabet hastasi oldugu gosterilmistir [30]. Diabetes Mellitus Dernegi, 2030'da
diinya ¢apinda 578 milyon kisinin diyabetli olacagini ve 2045'te bu saymin %51
(700 milyon) olacagmi ongormiistiir [31]. Kozan ve arkadaslar1 [32] yaptiklar
calismada, Eriskin Tedavi Paneli III kriterleri kullanilarak iilkemizdeki metabolik
sendrom prevalansint %33.9 bulmustur. Ayrica yazarlar, metabolik sendrom
sikliginin tilkemizde yasla birlikte arttigini, erkeklerde (%28) ve kadinlarda

(%39.6) prevalansin 6nemli ol¢iide farkliliklar gésterdigini belirtmistir.



2.2. Fruktoz

Diyet karbonhidratlari monosakkaritler, disakkaritler, oligosakkaritler
(zincir uzunlugu 3-9 molekiil), polisakkaritler ve lifi igerir. Monosakkaritler glukoz,
fruktoz ve galaktozdur ve baslica disakkaritler sakkaroz (glukoz art1 fruktoz), laktoz
(glukoz ve galaktoz) ve maltozdur (2 glukoz molekiilii). Polisakkarit kategorisi,
farkli nigasta alt kategorileri lireten molekiiller arasindaki ¢apraz baglarin yeri ve
sayist bakimindan ¢esitlilik gosteren glukoz polimerlerinden olusan nisastalari
temsil eder. Karbonhidrat metabolizmasinin kontrolii, uygun seviyelerde insiilin

sekresyonuna ve insiilin etkisine baglhdir.

Fruktoz, bircok meyve ve sebzede bulunan bir monosakkarittir. Fruktoz,
glukoz ile ayn1 kimyasal formiile (C6 H12 O6) sahip olmasina ragmen, kimyasal
yapist farklidir. Fruktoz, ikinci karbona bagli bir keton fonksiyonel grubu olan bes
tiyeli bir halka iken, glukoz, birinci karbonda bir aldehit grubu bulunan alt1 tiyeli
bir halkadir. Fruktoz ayrica gidalarda, 1-4 glukozit bagiyla bir fruktoz molekiiliine
baglanan bir glukoz molekiiliinden olusan sakkaroz formunda bir disakkarit olarak

bulunur.

Serbest sekerler ve ozellikle fruktoz agisindan zengin diyetlerin saglik
tizerindeki potansiyel etkisi biiylik endise kaynagidir. Endiselerin cogu, karacigerde
ve iskelet kasinda artan yag birikimine, ardindan insiilin direncine ve artan diyabet
riskine yol ag¢tig1 iddia edilen fruktozun spesifik metabolik etkilerine

odaklanmaktadir.

Insan diyetindeki baslica ilave seker kaynaklar1 sakkaroz (%50 fruktoz ve
%50 glukoz), yiiksek fruktozlu misir surubudur (HFCS; ya %55 fruktoz ve %45
olan HFCS-55'tir). Son yillarda gida sektoriinde HFSC kullanim1 dramatik bir artis

9



gostermektedir. Yiiksek fruktozlu misir suruplar alkolsiiz igeceklerde ve meyve
suyu iceceklerinde olduke¢a yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica HFCS, kahvaltilik
gevrekler ve unlu mamuller gibi 6nceden paketlenmis bir¢ok gidaya dahil edilir.
Fruktoz tiikketimi, %55-90 arasinda fruktoz iceren HFCS’nin artan kullaniminin bir
sonucu olarak son birkag on yilda biiyiik 6l¢iide artmistir. HFCS, seker kamigindan
daha ucuzdur ve lreticilerin gida fiyatlarindaki artis1 tamponlamak i¢in iiretimden
tasarruf elde etmelerine olanak tanir. Son yillarda, sekerle tatlandirilmis igeceklerin
(sugar sweetened beverages) (SSB) (alkolsiiz igecekler, meyve sular1 ve enerji
icecekleri) tiiketimi diinya genelinde cesitli derecelerde istikrarli bir sekilde
artmaktadir. SSB'ler, viseral yaglanmaya neden olarak, kardiyometabolik riski
arttirabilir. Yakin tarihli bir ileriye doniik caligma, giinlik SSB tiiketenlerin,
tilketmeyenlere kiyasla 6 yil i¢cinde viseral yag dokusu hacminde %29 daha fazla
artis oldugunu gostermistir [33]. Artmis viseral yaglanma Onemli bir
kardiyometabolik risk faktorii iken, SSB'ler riski yaglanmadan bagimsiz olarak da
arttirabilir. Ornegin, giinliik artmis SSB tiiketiminin, sagliksiz bir metabolik profil
olusumu ve obeziteden bagimsiz olarak tip 2 diyabet riskinin artmasiyla iliskili
oldugu gosterilmistir [34]. Eklenen sekerler ve c¢esitli hastaliklar arasindaki
potansiyel baglantilarin yalnizca halk sagligi acisindan sonuglari degil, ayni
zamanda kamu politikasi iizerinde de etkisi vardir. Diinya Saghk Orgiitii, ilave
sekerlerin toplam kalori tiiketiminin %5'inden fazlasin1 olusturmamasini tavsiye
eden kilavuzlar yaymlamistir [35]. Ingiltere'de Beslenme Bilimsel Danisma
Komitesi (SACN) [36] ayrica iist sinirin %5'i gegmemesini tavsiye ederken,
ABD'deki 2015 Diyet Yonergeleri Danisma Komitesi (2015 DGAC) {ist sinirin

%10'u gegmemesini tavsiye etmistir [37].

Eklenen seker orani yliksek diyetlerin hem dogrudan hem de dolayli olarak
metabolik hastalik gelisimini destekledigini gosteren kanitlar vardir (Sekil 1).
Sekerdeki fruktoz bileseni dogrudan lipid ve karbohidrat metabolizmasinin
diizensizligine neden olur. Dolayli olarak fruktoz, pozitif enerji dengesini,

dolayistyla viicut agirligini ve yag kazanimini tesvik eder, bu da lipid ve karbohidrat
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metabolizmasinin diizensizligine neden olur. Dogrudan ve dolayli yollar ile, viicut
agirhig1 ve yag doku artisina neden olan, artmis fruktoz i¢eren diyetlerle metabolik

hastalik riskinin arttigini1 6ne siiriilmiistiir.

T *

Metabolik Hastalk Riski
Metabolik Hastalik Riski Metabolik Hastalk Riski

4 e

Karbonhidrat ve lipid metabolizmas disregiilasyonu

14

a t Viicut agirhg / yag

1.

Direkt

indirekt
Yol '

Yol

Fruktoz iceren
seker tilketimi

Sekil 1. Sekerin metabolik riski arttirdigr iki yol.

Dogrudan yol: Seker tiiketimi, lipid ve karbonhidrat metabolizmasinin (a)
diizensizligine yol acar ve bu da metabolik hastalik riskini arttirir (b). Dolayli yol:
Seker tiiketimi viicut agwrligim ve yag kazammini arttirir (c¢) bu da lipid ve
karbonhidrat metabolizmasimin diizensizligine yol acar (d) ve metabolik hastalik
riski artar (e). Bu nedenle, viicut agirligi ve yag doku artisina neden olan artmuis
fruktoz iceren diyetler, metabolik hastalik riskini arttirmaktadir[38].
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2.2.1. Fruktoz metabolizmasi

Fruktoz metabolizmasi1 glukoz metabolizmasindan farklidir ve insiilinden
bagimsiz bir mekanizma ile gerceklesir. Yutmayi takiben, fruktoz, fruktoza 6zgii
glukoz tastyicist GLUT 5 yoluyla bagirsaktan hizla emilir. GLUT 5, ince bagirsagin
epitel hiicrelerinde, renal proksimal tiiblilde ve ayrica testiste onemli Olglide
eksprese edilir. GLUT 5'in silinmesi, bagirsak fruktoz emilimini engeller ve serum
fruktoz konsantrasyonunu azaltir [39]. Fruktozun enterositten kana bazolateral
taginmasima GLUT 2 aracilik eder. Karacigerde fruktoz, yiiksek oranda eksprese
edilen fruktoza 6zgii bir enzim olan fruktokinaz tarafindan fosforile edilerek fruktoz
1-fosfat (fruktoz 1-P) olusturulur, bu da ayrica ii¢ karbonlu fosfat ara tirlinleri
gliseraldehit, dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit 3-fosfata doniistiiriiliir. Bu ara
tirtinlerin bir kismi, glukoza doniistiiriilmek, laktat veya trigliserit olusturmak tizere
metabolize olmak i¢in glukoneojenik yola girebilir. Glukoz metabolizmasinin hiz
sinirlayici agamasi, fosfofruktokinaz tarafindan katalize edilen fruktoz 1,6-bifosfat
(fruktoz 1,6-bisP) olusturmak i¢in fruktoz 6-fosfatin (fruktoz 6-P) fosforilasyonunu
icerir. Bu reaksiyon, fosfofruktokinazi allosterik olarak inhibe eden sitrat ve
adenozin trifosfat (ATP) tarafindan negatif olarak diizenlenir ve bdylece karacigere
daha fazla glukoz alimin1 6nler. Glukoz ve fruktoza ait hepatik metabolizma, ii¢
karbonlu fosfat ara tiriinlerinin olustugu yerde kesisir. Fruktoz, fosfofruktokinazin
hiz sinirlayicr reaksiyonunu atlayabildiginden, fruktozdan tiiretilen ara iiriinler, bu
enzimin akis asagisindaki glikolitik yola girebilir. Bu ara maddeler biriktikge,
trigliseritlerin ~ gliserol ~ pargasina,  gliserol ~ 3-fosfata  (gliserol  3-P)
doniistiiriilebilirler. Piruvat metabolizmasinin ardindan piruvat dehidrojenaz
yoluyla asetil koenzim A'ya (asetil KoA) doniisiim, de novo lipogenez ve
trigliseritler olusturmak {izere esterlestirilebilen uzun zincirli yag asitlerinin
olusumuna izin verir. Bu nedenle, yliksek diizeyde fruktoz tiiketimi, trigliserit
tiretimi i¢in diizensiz bir kaynak olarak islev goriir. Splanknik perfiizyon
caligmalari, trigliseritlerin hepatik iiretiminin, esmolar glukoz konsantrasyonlarina
kiyasla fruktoz ile ¢ok daha fazla oldugunu gostermistir. Fruktoz uygulamasi,

izokalorik glukoz ile gézlemlenenden daha fazla tokluk hipertrigliseridemisi ve
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ayrica daha yiiksek apolipoprotein B seviyeleri ile sonuglanabilir [40, 41]. Diyette
yiiksek miktarlarda rafine karbonhidrat tiiketimi, duyarl kisilerde dislipidemi [42],

obezite, insiilin direnci ve kalp hastalig1 riskini arttirir [43] (Sekil 2)

Fruktoz metabolizmasi, fruktoliz, glikoliz, lipogenez ve glukoz iiretimine
katkida bulunan metabolik enzimlerin gen ekspresyonunu koordineli olarak
diizenlemek i¢in Karbonhidrat yanit1 elemani1 baglayici protein (ChREBP) ve Sterol
diizenleyici element baglayici protein 1c (SREBPI1cC) ve bunlarin koaktivatorii
peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptor-y koaktivatorii 1- f (PGC1) dahil
olmak iizere transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bu metabolik yollar, steatoz,
¢ok disik yogunluklu lipoprotein kolesterol (VLDL-K) paketleme ve
salgilanmasinin yani sira glukoz iiretimine ve hepatik insiilin duyarliligini ve diger

biyolojik siiregleri etkileyebilecek lipid ara tiriinlerinin olusumuna katkida bulunur.

Fruktozun, insiilin sekresyonunu uyaran gastrik inhibitor peptit salinimin
uyarmamasi ve pankreasin fruktoz tastyicist GLUT 5'ten yoksun olmasi nedeniyle

fruktoz alimini takiben insiilin seviyelerinde bir artig olmaz.

Tat merkezi uyarimi

Dopaminerjik ve opioid
& reseptdr aktivasyonu
Leptin direnci

Nérostimiilan

A Beyin
Yagh karaciger
T Artmug trigliserit Metabolik Sendrom
- ¥ ATP tiketimi
/ Karaciser Inflamasyon insiilin direnci
seker s Urik asit dretimi Artris kan basinel
! ; Abdominal ohezite Tip 2
HECS Erukt i > .'\‘U Inflamasyon . e . —
ruktoz " Endotel disfonksiyonu Dislipidemi Diyabet
Damarlar Yagh karaciger
Bal, Y inflamasyon
meyveler Mg Renal vazokonstriksiyon Oksidatif stres
. Glomeriiler hipertansiyon Endotel disfonksiyonu
Bibrek Renal hasar Hiperiirisemi

h

“ Oksidatif stres
inflamasyon

S Azalmis adiponektin
Adiposit

Sekil 2. Fruktozun gesitli organ sistemleri tizerindeki etkisi
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2.2.2. Fruktoz alim1 ve gut- hiperiirisemi riski

Urik asit (UA) veya iirat, piirin veya piirin iceren bilesiklerin bir
metabolitidir ve baslica endojen antioksidanlardan biri olarak kabul edilir.
Insanlarda iirat son iiriin olarak atilirken diger tiirlerde allantoine metabolize olur.
Fruktoz metabolizmasinin benzersiz bir 6zelligi, yan iirlin olarak trik asidin
sentezidir. Bu metabolik yol, fruktozun ilk olarak fruktokinaz tarafindan fruktoz 1-
fosfata fosforile edilmesiyle baslar. Bu enzim, hiicre i¢i negatif geri besleme
mekanizmalar1 tarafindan diizenlenmediginden, biiyiilk miktarda fruktoz
alindiginda, bu reaksiyonu gerceklestirmek icin gerekli ATP hizla tiikkenir. Hizli
hepatik fruktoz fosforilasyonu nedeniyle hiicre i¢i serbest fosfattaki azalmalar,
adenozin monofosfat (AMP) deaminazin aktivasyonu yoluyla iirik asit Giretimini
arttirabilir, bu da AMP'nin iirik aside katabolizmasina yol agar (Sekil 3). Fruktozla
beslenme ayni zamanda piirin sentezini uyararak iirik asit {iretimine katkida
bulunabilir. Artan dolasimdaki {iirik asit seviyeleri, eklemlerde {irik asit
kristallerinin birikmesi, agril1 iltihaplanma ile karakterize bir durum olan gut riskini
arttirir. Artmis seker tiiketimini gut i¢in bir risk faktorii olarak gosteren artan sayida
kanit vardir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar, yiiksek serum {irik asit
konsantrasyonunun, diyabet, hipertansiyon, metabolik sendrom ve kalp hastalig
icin etyolojik bir faktdr olabilecegini gdstermistir [40-42]. Ornegin, bir ksantin
oksidaz inhibitorii (febuxostat veya allopurinol) veya bir irikosiirik ilag
(benzodiaron) ile iirik asit seviyelerinin diisiiriilmesi, sicanlarda metabolik
sendromun farkli 6zelliklerini iyilestirebildigi farkli ¢alismalarda gosterilmistir [44,
45].

Urik asidin neden oldugu doku hasarinda yer alan olasi bir zararl
mekanizma, artan oksidatif strestir. UA'nin yalnizca hidrofilik ortamlarda bir
antioksidan olarak hareket ettigi, oysa hiicrelerin icinde UA'nin kendisinin ve/veya
asag1 akis radikallerinin oksidan {iretimine ve asir1 oksidatif strese neden

olabilecegi One siiriilmistlir. Artan oksidatif stres, diger etkilerin yani sira
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proinflamatuar ~ mediatorlerin  indiiksiyonu, renin-anjiyotensin  sisteminin
aktivasyonu [46], endotelinin asir1 ekspresyonu [47] ve niikleer faktor-kB
kaskadinin aktivasyonu dahil olmak tizere gesitli sonuglar dogurur [48]. Sonug
olarak, siikroz veya HFCS gibi ilave sekerlerden asir1 fruktoz alimi metabolik
sendrom, karaciger yaglanmasi ve bobrek hasarinin 6zelliklerini indiikleyebilir.
Fruktozun bu degisiklikleri indiikleme konusundaki benzersiz yetenegi, gegici ATP
tilkkenmesi ve hiicre i¢i UA olusumu ile sonuglanan metabolizmasina 6zgii gibi

goriinmektedir.
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Sekil 3. Fruktoz metabolizmasi
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2.2.3. Fruktozun lipid homeostazi iizerindeki etkileri

Hepatik lipid birikimi, artan hepatik de novo lipogenez (DNL), diyet veya
yag depolarindan tiiretilen 6nceden olusturulmus yag asitlerinin esterifikasyonu,
azalmig VLDL-K sekresyonu ve azalmis hepatik yag asidi oksidasyonunun bir

kombinasyonundan kaynaklanir.

10 haftalik fruktoz tiiketiminin yash eriskinlerde dolasimdaki tokluk
trigliserit konsantrasyonlarini belirgin sekilde arttirdigi daha onceki ¢aligmalarda
gosterilmistir [49]. Daha geng yetiskinlerde yapilan kisa siireli ¢alismalarda, fruktoz
tiketiminin 24 saat icinde tokluk trigliserit konsantrasyonlarini arttirdigini

belirtilmistir [50].

Tokluk hipertrigliseridemisinin fruktoz tiiketimi ile iliskili en erken
metabolik bozulma oldugu 6ne striilmiistiir. Asir1 fruktoz tiikketimi, hem hepatik
lipid birkimine hem de VLDL formunda dolasimdaki trigliserit diizeylerinin
artmasina katkida bulunur (Sekil 4). Fruktoz ayrica hepatik yag asidi
oksidasyonunu da akut olarak baskilar [51]. Bu nedenle fruktoz, hem yag asidi ve
trigliserit sentezi i¢in substrat saglayarak hem de lipid iiretimini arttirmak igin
sinyal sistemlerini aktive ederek hepatik trigliserit iiretimine katkida bulunur.
Postprandiyal hipertrigliseridemi i¢in en olast mekanizma, artan hepatik de-novo
lipogenezdir, bu da VLDL iiretimini ve sekresyonunu yukari regiile eder. Fruktoz
tiiketimi hepatik lipogenezi tesvik edebilir [52]. Fruktozun fruktoz-1-fosfat yoluyla
glikolize girisi, fosfofruktokinaz tarafindan katalize edilen glikolizin ana hiz
kontrol basamagini atlar, boylece diizensiz miktarlarda lipojenik substratlar asetil-

CoA ve gliserol-3-fosfat saglar.
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0 Artmis intestinal lipogenez

9 Artmis hepatik lipogenez
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9 Azalmis yag oksidasyonu (kas)

Sekil 4. Fruktoz kaynakli dislipidemide yer alan olas1 mekanizmalar:

Oral olarak alinan fruktozun bir kismi yag asitlerine déniistiiriiliir, kantitatif olarak
kiiciik olmasina ragmen, bu yol fruktoza baglh hepatik steatoz ve dislipideminin

gelismesinde onemli rol oynamaktadir[53].

SREPBlc, DNL yolundaki genler i¢in baska bir anahtar transkripsiyon
faktoriidiir ve alkolsiiz yagli karaciger hastaliginin (NAFLD) gelisiminde rol oynar.
Yiiksek fruktozlu diyetler genellikle sistemik insiilin direncini ve acglik
hiperinsiilinemisini indiikler, bdylece insiilin aracilit SREBP1c aktivasyonunu ve
hepatik lipid sentezini tesvik eder. Ayrica fruktoz, insiilinden bagimsiz olarak
SREBP-1c’yi aktive edebilir ve bu daha sonra DNL'de yer alan genleri aktive
edebilir [54].
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ChREBP, fruktoliz, glikoliz, glukoneogenez ve DNL yollarindaki enzimler
icin anahtar bir transkripsiyon faktoriidiir. ChREBPo/f mekanizmasi hiicre ici
karbonhidrat sinyallerini algilar ve artan karbonhidrat mevcudiyetine yanit olarak
metabolik gen programlariin ekspresyonunu diizenler [55]. ChREBP'nin fruktoz
metabolizmas1 ve metabolik hastalikta 6nemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir.
Sicanlarda, glukozla karsilagtirildiginda yiiksek fruktozla beslenme, artan ChREBP
aktivitesi ve hedef genlerinin ekspresyonu ile iliskilendirildi. Buna gore, farelere
yiiksek fruktozla beslenme, hepatoseliiler karbonhidrat metabolitlerini, ChREBP
hedef genlerinin ekspresyonunu ve hepatik steatozu arttirdi ve yiiksek fruktozlu
diyetin bu olumsuz metabolik etkileri, hepatik ChREBP aktivasyonuna bagh
oldugu gosterildi [56].

2.2.4. Fruktoz ve insiilin direnci

Fruktoz, pankreatik B hiicre insiilin sekresyonunu dogrudan uyarmaz.
Bununla birlikte, yiliksek fruktozlu beslenme, hayvan modellerinde birgok organ

sistemini etkileyerek kolaylikla hiperinsiilinemiye ve insiilin direncine neden olur.

Insan caligmalari, artmis fruktoz tiiketiminin zamanla hepatik insiilin
duyarhiliginin azalmasina yol agabilecegini gostermektedir. Stanhope ve arkdaslari
[57] on hafta boyunca fruktozla tatlandirilmis igeceklerden giinliik enerji ihtiyacinin
%25'inin tliketilmesinin, oral glukoz tolerans testini (OGTT) takiben kan
glukozunu, aclik insiilinini arttirdigini bildirmistir. Bir baska ¢alismada, on iki hafta
boyunca iceceklere eklenen ¢ok daha diisiik miktarda hiperkalorik fruktoz (75
g/giin) bile, obez erkeklerde insiilin seviyelerini ve HOMA-IR'yi arttirdig:
bulunmustur [58]. Bununla birlikte, bazi ¢alismalar, kisa siireli hiperkalorik fruktoz
beslenmesi ile artan insiilin direnci arasinda bir iliski bulamamuislardir. Johnston ve
arkadaslar1 [59], otuz iki kilolu erkekte on dort giin boyunca, hiperkalorik fruktoz

takviyesini takiben, glukoz takviyesine kiyasla, HOMA-IR ve insiilin seviyelerinde
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hicbir degisiklik bulamamislardir. Buna karsilik, epidemiyolojik kanitlar, genis
denek popiilasyonlar1 hakkinda bilgi saglar. 18 yil boyunca takip edilen 70.000
kadin tizerinde yapilan bir ¢alismada, giinde 2-3 SSB tiikettigini bildirenlerin, viicut
kitle indeksi (VKI) ve fiziksel aktiviteyi kontrol ettikten sonra bile ayda bir
icecekten daha az tiiketen kisilere kiyasla tip 2 DM gelistirme riskinin %31 daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir [60]. Benzer sekilde, yaklasik 2.000 saglikli kadinla
yapilan bir kesitsel ¢alismada, kendi bildirdigi enerjiye gore ayarlanmis fruktoz
aliminin en yiiksek beste birlik diliminde yer alanlarin, en diisiik beste birlik
dilimdeki kadinlara kiyasla, insiilin sekresyonunun bir gostergesi olan plazma C-
peptid konsantrasyonlarinin %13.9 daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [61]. 1005
katiimcinin bir baska meta-analizi, hem hiperkalorik hem de izokalorik fruktoz
aliminin, periferik veya kas insiilin duyarliligini etkilemeden diyabetik olmayan
eriskinlerde hepatik insiilin direncinin gelisimini destekledigini gdézlemlemistir
[62]. Bu ¢alismalar, SSB'nin ve 6zellikle fruktoz tiiketiminin artan insiilin direnci

riski ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Fruktozun hepatik insiilin direnci iizerindeki bu etkilerinin genellikle
hepatik DNL'deki artisa, yag asidi oksidasyonundaki (FAQO) azalmaya, ER stresinin
artmasma ve inflamasyonun giiclenmesine ikincil oldugu diisiiniilmektedir.
Fruktoz, hepatik DNL'yi, yaygin olarak karsilastirilan muadili glukozdan daha
biiyiik 6l¢iide uyaran oldukga lipojenik bir makro besindir [63]. 10 hafta boyunca
%30 (W/V) fruktoz takviyesi alan farelerde esit miktarda glukoz alan farelere
kiyasla, adenosin trifosfat, sitrat liyaz (ACLY), asetil-CoA karboksilaz 1 (ACC1),
yag asidi sentaz (FASN) ve stearoil-CoA desatiiraz 1 (SCD1) gibi yag asidi

sentezini diizenleyen enzimler biiyiik bir artig gostermistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Fruktoza bagli de novo lipogenez mekanizmalart:

Fruktoz akut ve kronik olarak intrahepatik de novo lipogenezi arttirir. Yag asidi
sentezinin uyarilmasi sekonder trioz-P ve asetil-Cod 'nin diizensiz saglanmasi ve kronik
olarak yiiksek fruktoz alimlar: tarafindan indiiklenen anahtar lipojenik genlerin
indiiksiyonu tarafindan aciklanabilir. ACC: asetil koa karboksilaz, FASN: yag asidi

sentaz SCD1: stearoil koa desatiiraz 1

Molekiiler seviyede, fruktozun DNL 1 arttirma etkisi 2 major transkripsiyon
faktodriine baglidir: SREBP1c ve ChREBP. Insiilin , DNL'yi giiclii bir sekilde arttirir
[64] ve SREBPIc ekspresyonunu, translasyon sonrasi islemeyi ve niikleer
lokalizasyonu uyarir. Fruktoz insiilin direncini arttirir ve bu nedenle serum insiilin
seviyelerini kronik olarak arttirarak SREBPIc i uyarir. Fruktozun SREBPIc
tizerindeki etkileri, tamamen insiiline bagli degildir. Fruktoz, hepatik insiilin sinyali
olmayan insiilin reseptorii nakavt farelerin karacigerlerinde SREBPI1c'yi yukari
regiile edebilir [65]. Ayrica fruktozun SREBP1c'ye benzer sekilde ACLY, ACCI1,
FASN ve SCD1 dahil olmak iizere DNL'yi diizenleyen enzimlerin ekspresyonunu
arttiran ChREBP in hepatik ekspresyonunu arttirdig1 gosterilmistir.

20



Fruktoz, insiilin direncinin bilinen aracilari olan serbest yag asidi (FFA),
diagilgliserol (DAG), seramidler ve agil-karnitinlerin hepatik sentezinin artmasiyla
iliskilendirilmistir. Saglikli deneklerde fruktoz, hepatik yag asidi sentezini
glukozun en az iki kati kadar uyarir [66] ve bircok calisma, artan hepatik FFA
sentezinin hepatik insiilin direncinin gelisimine giiclii bir sekilde katkida

bulundugunu géstermeye calismistir.

DNL'yi desteklemeye ek olarak, fruktoz FAO'yu azaltir [58, 67] ve bu,
hepatik steatoz ve insiilin direncinin gelisimine katkida bulunabilir. Azalmis
FAO'un artan DNL'ye ikincil oldugu diistiniilmiistiir. Bunun nedeni, lipogenezde
bir ara {irlin olan malonil-KoA'nin, FAO'un hiz smirlayici enzimi olan karnitin
palmitoil transferaz 1 ‘i inhibe etmesidir. Bu, ATP'de daha fazla azalmaya,
mitokondri boyutunun azalmasina ve zayiflatilmis mitokondriyal proteomun
artmasina neden olurken, mitokondriyal fiisyon, protein asetilasyonu ve reaktif
oksijen tiirleri artar. Azalan FAO, ChREBP'nin yukari regiilasyonu ve peroksizom
cogaltic1 aktive reseptor alfada (PPARa) bir azalma ile bildirilir. Mitokondriyal
disfonksiyon ve azalmig FAO, hepatik insiilin direncinin gelisimi ile gii¢lii bir
sekilde baglantilidir. Ayrica, kronik fruktoz alimi, FAQO'yu da azaltan
hiperinsiilinemiye yol agar (Sekil 6).

Fruktoz metabolizmast hepatik ATP seviyelerini tiiketir. Akut fruktoz
metabolizmasi glukozunkinden 10 kat daha hizlidir [68] ve ATP diizeylerinin
azalmasina yol agarken, es zamanli olarak inorganik fosfat ve ADP'yi arttirir. Bu
durumun da iirik asit artisma yol agtign diisiiniilmektedir. Urik asit iiretiminde
fruktoza bagl artig, fruktozun artan reaktif oksijen tiirleri seviyelerine yol agtig

mekanizmalardan biridir.
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Protein katlanmasi ve lipid sentezinin énemli bir bdlgesi olan ER'de artan
metabolik talep, ER stresine ve katlanmamis protein yanitina yol acar, bu da insiilin
direncinin gelisimi ile giicli bir sekilde iligkilidir. ER stresi, karaciger
enflamasyonunu hizlandirir, azalmis FAO ile mitokondriyal islev bozuklugunu

indiikler ve bu durum fruktoz-iliskili metabolik etkileri 6nemli pargasidir.

Yiiksek fruktozlu misir surubu ile tatlandirilmis iceceklerin diyetle
alinmasinin karaciger iltihabinin artmasina neden oldugu bildirilmistir [69].
Diizensiz immiin yanit, biiyiikk 6l¢iide insiilin reseptorii ve insiilin reseptorii
substratlarinin (IRS) artan serin fosforilasyonunun aracilik ettigi diisiiniilen hepatik

insiilin direncinin patogenezinde 6énemlidir [70].

Lipogenez 1 viicut yag Hiperirisemi
Dislipidemi t Viseral yag
Ektopik yag birikimi ER Stresi Kusurlu

vazodilatasyon

Lipid ee—)p  Bozulmus insiilin sinyali

Metabolitleri

insiilin Direnci

Sekil 6. Fruktoza bagli insiilin direnci i¢in potansiyel mekanizmalarin 6zeti.
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2.2.5. Fruktozun insiilin sinyalizasyonu iizerindeki dogrudan etkisi

Fruktoz metabolitleri veya fruktoz metabolizmasinda yer alan enzimler
insiilin direncine dogrudan katkida bulunabilir. Bazi raporlar, fruktozla
beslenmenin proksimal insiilin sinyallesmesinde bir azalma ile iliskili oldugunu
gostermektedir. Fruktozla beslenen sicanlarin karaciger ve kaslarinda daha diisiik

insiilin reseptor seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir [71].

Protein tirozin fosfataz tip 1b (PTP1b), insiilin reseptdrii ve insiilin reseptori
substratlar lizerindeki tirozin fosforilasyonunu kaldirarak insiilin sinyal iletimini
negatif olarak diizenler. Bu nedenle, PTP1b'deki bir azalma, diyabetik farelerde
insiillin duyarliligini arttirrr [72]. Yapilan bir ¢alismada, fruktozla beslenen
hemstirlardan izole edilmis hepatositlerde artan PTP1b proteini ve enzimatik
aktivite bildirilmistir [73]. Bu durum, insiilin reseptoriiniin ve IRS1/IRS2'nin
azalmis tirozin fosforilasyonu ve azalmis proksimal insiilin sinyalinin gostergesi
kabul edilmistir. Ayrica, Ser473 ve Thr308 iizerinde Akt'nin fosfatidilinositol 3-
kinaz aktivitesinin azaldig1 ve insiilin ile uyarilan fosforilasyonunun azaldigi
bildirilmistir. Hemstirdaki bulgulara benzer sekilde, sicanlarda fruktozla
beslenmenin, insiilin reseptoriiniin hepatik tirozin-fosforilasyonunu azalttigi ve
insiilin stimiilasyonundan sonra IRS1'in seviyelerinin yaklasik %70'ine distiigii
bulunmustur [74]. Fruktozla beslenen siganlarda artan hepatik PTP1b seviyelerinin,
kurkumin ile tersine cevrilebildigi, ayn1 zamanda kurkumin uygulamasinin artan
insiilin reseptorii, IRS1/IRS2 ve Akt fosforilasyonu ile iligkili olabilecegi
gosterilmigtir [75].
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2.3. Kurkumin

Curcuma longa Zingiberaceae (zencefil) familyasindan olup Asya
iilkelerinde yaygin olarak yetistirilen bir bitkidir. Kurutularak toz haline getirilen
zerdecal koklerinin 6zii, kurkumin bilegenlerinden olusan kurkuminoidleri de igerir.
Zerdecalin Asya llkelerinde en az 2500 yildir ¢esitli hastaliklarin  tibbi
tedavilerinde yaygin olarak kullanildigi [76] ve geleneksel Cin tibbinda birgok
hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde pek ¢ok faydasi oldugu belirtilmektedir
[77]. Zerdecalin tibbi tedavideki 6nemi Oncelikle en aktif bilesen olan turuncu-sari
renkli kurkuminden [1,7-bis (4-hidroksi-3-methoksifenil) -1,6-heptadien-3,5-dion]
gelir. Kurkuminin aktif bileseni, karakteristik sar1 renge sahip hidrofobik bir
polifenol olan diferuloilmetandir. Kurkumin %77 ile en bol bulunan dogal
analogdur, ardindan bir metoksi grubunun bulunmadigi demetoksikurkumin (%17),
ardindan da her iki aril halkasinda da metoksi grubunun bulunmadigi bis-
demetoksikurkumin ~ (%3) gelir  [78].  Kurkuminin  dihidrokurkumin,
tetrahidrokurkumin (THC), oktahidrokurkumin (OHC), heksahidrokurkumin
(HHC), kurkumin glukuronid ve kurkumin siilfat gibi birgok metaboliti vardir [79]
(Sekil 7). Demetoksikurkumin ve bidemetoksikurkumin gibi kurkuminin dogal
analoglarinin, kurkumin ile benzer biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir
[80]. Kurkumin asidik ve notr pH'da suda ¢oziinmez. Ancak aseton, metanol ve
etanolde ¢oziiniir. Kurkuminin 1518a duyarli oldugu belirtilmekte ve bu nedenle

kurkumin igeren biyolojik numunelerin 1s1ktan korunmasi onerilmektedir.
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Sekil 7. Kurkumin dogal analoglar1 ve metabolitleri

Kurkuminin, polifenol yapisi ile bir¢ok hastaligin patogenezinde rol
oynayan molekiiler hedefleri etkin bir sekilde modiile edebildigi gosterilmistir.
Kurkuminin antioksidan, anti-inflamatuar, anti-proliferatif, pro-apoptotik, anti-
bakteriyel ve anti-kanser aktiviteleri dahil olmak tizere c¢ok ¢esitli hiicresel
ozellikleri gosterilmistir. Kurkumin'in birgok hastaligin gelisiminin neredeyse tiim
asamalarinda sitokinleri, kinazlari, enzimleri, transkripsiyon faktorlerini, biiylime
faktorlerini, reseptorleri, metastatik ve apoptotik molekiilleri diizenleyerek onemli

roller oynadig1 belirlenmistir.

Kurkumin, bir¢cok farkli hayvan (biiylik 6l¢iide kemirgen) karsinojenez
modelinde hem kemoterapotik hem de kemopreventif ajan olarak arastirilmistir.
Kolon kanseri i¢in kemopreventif etkinligi 6zellikle iyi bilinmektedir. Kurkuminin,
serviks, kolon, bas boyun, pankreas ve bir¢ok kanser tiiriinde etkinligi yapilan

caligmalarla gosterilmeye ¢alisilmistir [81-85]. Ayrica kurkuminin radyoterapinin
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etkinligini arttirdig1 ve boylece tedavi siirecini hizlandirabilecegi belirtilmektedir

[86].

Enflamasyon ve oksidatif hasar ile karakterize edilen Alzheimer gibi
norodejeneratif hastaliklarda, kurkuminin antioksidan, antiinflamatuar 6zellikleri
ile bilissel fonksiyonlar1 iyilestirebildigi, B-amiloid plaklar1 ve mikroglia

olusumunu azaltarak gesitli terapotik faydalar sagladigi belirtilmistir [87].

Sahebkar ve arkadaslari [88], kurkuminoidlerin, kardiyovaskiiler hastaligin
habercisi ve bagimsiz risk faktorii olan dolagimdaki C-reaktif protein diizeylerini
azaltabilecegini bildirmistir. Kurkuminin ayrica miyokard enfarktiisii ve
ateroskleroza karsi da etkili oldugu, trigliserit diizeylerini, LDL-K'yi ve total
kolesterolii azalttigi gosterilmistir [79, 89, 90] Siganlar iizerinde yapilan bir
calismada, tuz duyarliligi ve hipertansif kalp hastaligi olan siganlara 50 mg/kg
kurkumin uygulanmasinin sistolik fonksiyonu gelistirdigi ve koroner yetmezligi

onledigi yoniinde veriler elde edilmistir [91].

Suskind ve arkadaglar1 [92] tarafindan Crohn ve iilseratif kolitli hastalarla
yapilan bir ¢alismada kurkuminin ii¢ hafta boyunca giinde iki kez 500 mg kapsiil
olarak kullanilmasi sonucunda hastalik semptomlarinda iyilesme saglandigi

belirtilmistir.

Diabetes mellitus, karaciger, kalp, beyin ve bobrekleri etkileyen bir saglik
sorunudur. Tip II diyabet gelisiminin birincil nedeninin inflamasyon oldugu ve
diyabetin baglangicinda ve ilerlemesinde ¢esitli inflamatuar sitokinlerin,
transkripsiyon faktorlerinin ve enzimlerin onemli rol oynadigi belirlenmistir.

Ghorbani ve arkadaglart [93], kurkuminin, hepatik glukoz iiretimini azaltma,
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hiperglisemiden kaynaklanan inflamatuar yaniti baskilama, GLUT 2, GLUT 3 ve
GLUT 4 gen ekspresyonunu arttirma, hiicrelerin glukoz alimimi arttirma ve
AMPK'yi aktive etme gibi 6zelliklere sahip olduguna dikkat ¢ekmis; ve boylece
insiilin direncini azaltarak kan sekerini diislirebilecegini ortaya koymustur . Ayrica
bu nedenlerle kurkuminin antihiperglisemik ve insiilin duyarlilig1 lizerinde arttirici

bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Ancak caligmamizda belirledigimiz PI3K/Akt ve AMPK yolaklarina ait
enzim ve proteinlerin detayl1 olarak bir arada incelendigi bir calismaya literatiirde
rastlanmamistir. Biz bu nedenle fruktoz ile indiikledigimiz insiilin direncinde rat
modellerinde belirtilen yolaklara ait IRSser, IRStotal, PI3K, fosfatidilininozitol
3,4,5- trifosfat (PIP3), Akt ve AMPK gibi parametreleri detayli incelemeyi
planladik.

2.4. Proksimal Insiilin Sinyali: Insiilin Reseptérii ve Dogrudan Substratlari

Insiilin, pankreasin ekzokrin kisminda bulunan Langerhans adaciklarmin
beta hiicreleri tarafindan iiretilen bir hormondur. Insiilin, bilinen tiim fizyolojik
etkilerini, hedef hiicrelerin plazma membran iizerindeki insiilin reseptoriine (IR)
baglanarak gosterir [94]. Insiilin reseptdrii, hiicre dis1 bir a-alt birimi (135 kDa) ve
bir transmembran f-alt biriminden (95 kDa) olusan bir glikoproteindir, a-alt
biriminin B-alt birimlerinin tirozin kinaz aktivitesini inhibe ettigi bir allosterik
enzimdir [95]. A ve B olmak {izere iki IR izoformu vardir, ancak B izoformu insiilin
icin ¢ok daha spesifiktir; farklilasmis karaciger, kas ve beyaz yag dokuda (WAT)
ifade edilen birincil izoformdur; ve bu nedenle insiilinin ¢ogu metabolik etkisine
aracilik ettigi diisiiniilmektedir. Insiilin hiicre zarindaki insiilin reseptoriine
baglandiginda insiilin reseptdr tirozin kinazi aktive eder. Insiilin reseptor substrat
proteinleri IRS1 ve IRS2, insiilin reseptor tirozin kinazin anahtar hedefleridir ve

metabolizmanin hormonal kontrolii i¢in gereklidir [96]. Sonrasinda, insiilin
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reseptOr substrat-1 ve insiilin reseptor substrat-2 tirozinin fosfatlanmasiyla aktif
hale gelir. Fosfotidilinozitol-3 kinaz (PI3K) ve guanintrifosfataz insiilin araciligiyla
aktive olan iki ana yolak enzimleridir. Aktif IRS1 ve IRS2 ile bu enzimler de
fosfatlanarak uyarilir. Fosforile PI3K, fosfatidilininozitol 4,5-difosfatin (PIP2) ve
fosfatidilininozitol 3,4,5- trifosfatin (PIP3) doniisiimiinii katalizler. Sonrasinda ise
fosfoinozit bagimli protein kinazi (PDK1/PDK?2) aktifler ve bdylelikle Akt de
fosfatlanmis olur. Aktive edilmis AKT, ¢esitli fonksiyonel yollarda bir¢ok asagi
akig substratini fosforile eder, bu da onu insiilin sinyallemesinde kilit bir diigiim
haline getirir (Sekil 8). Akt’nin fosfatlanmast GLUT4 translokasyonunun
yiikselmesi, glikojen sentezi, protein sentezi, yag asitlerinin sentezi ve bunun yani
sira apoptozis ve hepatik glukoneogenezisin inhibe olmasina aracilik eder (Sekil 9).
Bu metabolik etkilerin bazilari, Foxol'in Akt fosforilasyonu yoluyla ¢aligir. Foxol,
bazi glukoneojenik ve lipojenik genlerin transkripsiyonu i¢in ¢ekirdekte gereklidir.
Akt tarafindan fosforilasyon iizerine, Foxol cekirdekten sitozole yer degistirir,
karacigerde glukoz tiretimini baskilar ve kalpte hiicre sagkalimini destekler [97].
Bu fosforilasyon olaylarinin ¢ogu, insiilin duyarlilifinin gostergeleri olarak
kullanilir [98]. Pankreasta, Foxol, beta hiicre farklilasmasin1 ve insiilin
salgilanmasini tesvik eder [99]. Ayrica Ras—MAP kinazlarinin aktivasyonu,

insiilinin mitogenez ve hiicresel biiyiime iizerindeki etkisine aracilik eder.
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Sekil 9. Insiilin sinyali etkisinde Akt fosfatlanmas1 ve etkileri [101]



2.5. Hepatik Insiilin Sinyali: Etkileyenler ve Etkiler

Karaciger; karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi, ksenobiyotik
metabolizmasi ve detoksifikasyon dahil olmak iizere tiim viicut metabolizmasinin
koordinasyonunda merkezi bir rol oynayan bir organdir. Glukoneogenez,
glikojenoliz, glikojenez, lipogenez, kolesterol sentezi, fibrinojen gibi pihtilastirict
faktor sentezi, amonyagin iireye donistiiriilmesi, safra iiretimi ve atilimi, plazma
protein sentezi ve C-reaktif protein gibi inflamatuar proteinlerin iiretimi karacigerin
temel islevlerinden bazilaridir [102]. Bu karaciger fonksiyonlarinin ¢ogu, insiilin

gibi hormonlar tarafindan siki metabolik kontrol altindadir.

2.5.1. Hepatik insiilin direnci ve artan glukoz tiretimi

Tip 2 DM ve MetS hastalarinda yaygin olarak gozlenen aglik hiperglisemisi,
periferik dokular tarafindan azalan glukoz alimindan ve insiilin etkisine direngli
hepatositler tarafindan artan glukoz iiretiminden kaynaklanir. A¢lik durumunda ve
insiiline duyarli kosullar altinda karaciger, beyin igin gerekli olan glukozu
glikojenoliz veya glukoneogenez yoluyla saglar. Tersine, tok haldeyken, pankreas
B hiicrelerinden salgilanan insiilin, glikojenoliz ve glukoneogenezin inhibisyonu
yoluyla karaciger hiicrelerinde glukoz iiretimini baskilayabilir. Hepatik insiilin
direnci, hepatositlerde insiilin tarafindan glukoz iiretiminin bozulmus baskilanmasi
anlamina gelir. Insiilin, iki anahtar glukoneojenik enzimi, fosfoenolpiruvat
karboksikinazi (PEPCK) ve glukoz-6 fosfatazi (G6Pase) inhibe ederek glukoz
iretimini azaltir. Genel olarak, normal kisilerde glukagon seviyeleri glukoz ve gida
alim ile asag regiile edilirken, diyabetik hastalar glukoz veya gida alimina yanit
olarak glukagonu uygun sekilde azaltamazlar. Hiperglisemi ile glukagon
sekresyonunun baskilanmamasi, hem glukoneogenez hem de glikojenolizi uyararak

hepatik glukoz ¢ikisini etkiler.
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2.5.2. Hepatik insiilin direnci ve dislipidemi

Insiilin direncinin, diyabetik olmayan insiiline direncli kisilerde bile,
dislipidemi gelisiminde merkezi bir rol oynadigini gosterilmistir [103]. Bu
dislipidemi, artmis plazma trigliserit ve LDL-K seviyeleri ve diisik HDL-K
seviyeleri ile karakterizedir [104]. Hepatik insiilin direncinin 6nemli ve erken bir
komplikasyonu hepatik VLDL-K iretiminin indiiklenmesidir. VLDL'nin
metabolizmasi, ¢ogunlukla insiilin tarafindan diizenlenen c¢esitli proteinlerin
koordineli islevleri ile diizenlenir. VLDL'nin olusumu, hepatositlerin kaba
endoplazmik retikulumunda mikrozomal trigliserit transfer proteini (MTP)
tarafindan apolipoprotein B100'in (apoB100) lipidasyonu ile baslatilir ve bu da
trigliseritten fakir VLDL partikiillerinin (VLDL2) olusumuna yol agar [105].
Trigliseritten fakir VLDL, olgun ve trigliseritten zengin VLDLI olusturmak i¢in
ayrica lipide edilebilir [106]. Karacigerden salgilanan VLDL, periferik dokularda
lipoprotein lipaz tarafindan ara yogunluklu lipoproteine (IDL) donistiiriiliir. IDL,
LDL reseptor aracili alimla uzaklastirilabilen kolesterolden zengin LDL'yi

olusturmak i¢in hepatik lipaz tarafindan daha da hidrolize edilebilir.

2.5.3. Lipoprotein metabolizmasinin insiilin ile regiilasyonu

Insiilin, lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde merkezi rol oynayan anabolik bir
hormondur. Lipid sentezini uyarir ve lipolizi inhibe eder. Yag dokusunda insiilin,
hormona duyarl: lipoprotein lipaz aktivitesini azaltir, bu da yag asidinin dolagima
salgilanmasinin azalmasina neden olur. Insiilinin ayrica yag dokusundan karacigere
FFA akisini azaltarak dolayli olarak ve hepatositlerde apoB'nin translasyon sonrasi
bozunmasini arttirarak ve karacigerde MTP ekspresyonunu azaltarak VLDL'nin
tiretimini inhibe ettigi gosterilmistir. [107]. Bununla birlikte, insiilin, baslica
lipojenik transkripsiyon faktorii olan sterol yanit elemani baglayici proteinlerin

artan transkripsiyon, olgunlasma ve aktivitesi yoluyla de novo lipogenezi uyarir.
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SREBP1-c, yag asitleri, trigliseritler, kolesterol ve fosfolipidlerin sentezi ve

aliminda yer alan birka¢ genin ekspresyonunu aktive eder [108].

2.5.4. Insiilin direncinde lipoprotein metabolizmasi

Kismen yag dokusundan karacigere artan serbest yag asidi akisina baglh
olarak insiilin direncinde hepatik lipid icerigi artar. Silomikron kalintilarinin
karaciger tarafindan aliminin artmasi ve silomikronlar yoluyla taginan diyet serbest
yag asitleri, hepatik lipid igeriginin artmasma neden olur. Insiiline direngli
durumlarda, insiilinin, adipoz doku trigliserit mobilizasyonu i¢in hiz sinirlayici
enzim olan hormona duyarli lipazi baskilayamamasi, lipolizin artmasina ve
karaciger dahil diger dokulara serbest yag asidi akisinin artmasina neden olur.
Insiilin direnci ve tip 2 DM hastalarinda gozlendigi gibi artan dolasimdaki serbest
yag asidi diizeylerinin ve karacigere artan serbest yag asidi akisinin bu kisilerde
VLDL agir1 iiretimine yol actig1 bilinmektedir. Insiilin direnci durumlarinda VLDL
asirt  dretiminin mekanizmast Sekil 10°da gosterilmektedir. Ayrica, FFA
seviyelerindeki artis, insiilin sinyalini azaltabilir ve insiilin direncini
siddetlendirebilir. Seramidler ve diasilgliserol gibi FFA'larin birka¢ hiicre ici

metabolitinin, insiilin sinyal yolunu zayiflatabildigi de gosterilmistir [109].

32



v Adiposit Hepatik insilin direnci ve hiperinsilinemi

(- k. "/
| i ~—
X |l l|
WA
FFA s 1@ @ s
T HSL -1
n-6 Artmus INK
¢ LPL TNF Artnus 1KK- Artnus SREBP-1c
Resistin Artmus PKC
PIris l | Hepatosit

Artmus DNL |

VLDL kalmulan VLDL
silomikron kalintular:

Sekil 10. Insiilin direnci durumlarinda VLDL asir1 {iretiminin mekanizmas1[102].

2.6. Yag Dokuda Insiilin Sinyali: Etkileyenler ve Etkiler

Yag dokusu, obezite ile iliskili insiilin direncinin patogenezinde merkezi bir
rol oynar. Yag dokusunun ana rolii, enerjiyi triagilgliseroller seklinde depolamaktir.
Ayn1 zamanda enerji ve glukoz homeostazini siirdiirmek i¢in anahtar 6neme sahip
metabolik, parakrin ve endokrin aracilari salgilar [110]. Yag dokusu, aglik sirasinda
lipoliz yoluyla dolasimdaki FFA'nin birincil kaynagidir, boylece B-oksidasyon
yoluyla enerji metabolizmas: ic¢in substratlar iiretir. Ayrica, subkutan depo ile
karsilastirildiginda, WAT metabolik olarak ¢ok aktif bir dokudur ve dolasimdaki
yag asitlerinin kaynagi olarak 6nemli bir rol iistlenir. Serbest yag asitleri, subkutan
yagdan ¢ok viseral yagdan ¢ok daha kolay serbest birakilir [37]. Fizyolojik kosullar
altinda, insiilin hormona duyarli lipazin (HSL) aktivitesini inhibe eder, bu nedenle
yiiksek glukoz konsantrasyonunun varliginda FA'lerin salinimi sinirhdir. Yag

dokusunda insiilin direnci, esas olarak, yiiksek glukoz seviyelerine ragmen plazma
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FFA konsantrasyonunun artmastyla sonuglanan, insiilinin HSL'yi inhibe etme
yeteneginin bozulmasi ile kendini gosterir. FA'ler serbest birakildiktan sonra, B-
oksidasyon siirecinde bir enerji kaynagi olarak veya diger lipidlerin de novo sentezi
icin bir substrat olarak kullanildiklar1 diger periferik dokular (6rnegin iskelet kasi)

tarafindan alinirlar.

Obeziteye, artan plazma FFA konsantrasyonlar1 eslik eder, bu da glukoz
homeostazinin diizenlenmesinde yer alan dokular (iskelet kaslari, karaciger ve
pankreas) tarafindan yogun bir sekilde alinmasina yol agar. FFA'nin kaynagi hem
subkutan hem de viseral yag dokusu olabilir [111]. Viseral adipositlerin daha
yiiksek lipolitik aktivitesi nedeniyle, hem obez hem de zayif hastalarda gozlenen
subkutan yaga kiyasla WAT'tan FFA salinimi1 daha hizlidir. Artan yag asidi alimi,
hiicrenin onlar1 mitokondride okside etme yetenegini asan, hiicre i¢i lipid birikimine
yol acar. Bu, insiilin duyarliliginin azalmasin1 ve pankreastaki [ hiicrelerinin
kademeli atrofisini destekleyen lipotoksisite ad1 verilen bir fenomenin gelismesine
neden olabilir. Gec¢miste, insiilin direncinin triagilgliseroller tarafindan
indiiklendigi varsayilirdi. Bununla birlikte, su anda dikkatler, esas olarak, insiilin
yolunu dogrudan etkileyen enzimleri inhibe edebilen veya aktive edebilen biyolojik
olarak aktif lipitlere odaklanmistir. Bu lipidler arasinda uzun zincirli agil-CoA
(LCACO0A) [112] seramidler (Cer) [113, 114] ve DAG [115] bulunur. Bununla
birlikte, daha yakin zamanlarda, dikkatler yag dokusunun endokrin islevine
odaklanmistir. Yag dokusu tarafindan salgilanan adipositokinlerin , iskelet kaslari
ve karaciger gibi diger periferik dokularin insilin duyarliligini etkiledigi
gosterilmistir [116, 117]. Bu faktorler arasinda leptin, adiponektin, timor nekroz
faktorii (TNF)-a, IL-6 ve plazminojen aktivator inhibitorii (PAI)-1 bulunur [118].
Hem deri alti yag dokusu (SAT) hem de viseral yag (WAT), benzersiz bir
adipositokin profilinin iiretimi ve salgilanmasi ile karakterize edilir [119]. WAT'da
daha yiiksek interlokin 6 (IL-6) ve PAI-1 konsantrasyonlar1 gézlenirken, SAT'de

daha yiiksek leptin ve adiponektin seviyesi gozlenmistir [120].
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Leptin esas olarak adiposit hormonu olarak bilinen adipositlerden salgilanan
adipokindir ve enerji homeostazin1 diizenlemede 6nemli bir rol oynar [121].
Obezite geni tarafindan kodlanan 16-kilodalton (kDa) peptid bir tokluk hormonu
olan leptin, aglig1 engelleyerek enerji dengesini diizenler. Leptinin tokluk etkisi,
kan-beyin bariyerini gegip, birincil aglik merkezi olan hipotalamusu hedefleyerek
elde edilir [122]. Leptin ayrica mide, kas ve bagirsak gibi yag olmayan diger
organlarda da tiretilir veya bulunur [123]. Leptin istah1 engelledigi ve kilo kaybin
destekledigi i¢in, obezite ve buna bagli bozukluklarin tedavisi i¢in yaygin olarak
terapotik bir hedef olarak kabul edilmistir. Rekombinant leptin, klinik tedavide
gelistirilmis ve uygulanmistir. Ancak obez hastalarin ¢ogu leptin direnci gdsterir.
Bu nedenle, klasik leptin ile tedavi, genel popiilasyonda terap6tik potansiyele sahip

olmayabilir [124].

Adiponektin, 30 kDa'lik bir adipokindir ve insiilin duyarlilastiric1 etki,
kardiyovaskiiler koruma ve anti-inflamasyon dahil olmak iizere bir¢cok faydal etki
gosterir [125]. Adiponektin baslica ii¢ tiirde bulunur: yaklasik 67 kDa'lik diisiik
molekiiler agirlikli bir trimer, ~120 kDa'lik bir heksamer ve >300 kDa'lik yiiksek
molekiiler agirlikli bir multimer. Yiiksek molekiiler agirlikli adiponektinin en giiglii
insiilin duyarlilastirict aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [126]. Dolasimdaki
adiponektin, birden fazla dokuyu hedefleyebilir ve enerji homeostazinin yani sira
instilin  duyarliligin1 diizenleyebilir. Karaciger, adiponektinin birincil hedef
dokusudur ve adiponektinin karacigerdeki etkisi, agirlikli olarak insiilin
duyarlilastiric1 etkisine katkida bulunur. Adiponektinin AMPK’y1 aktive ettigi ve
fosfoenolpiruvat karboksilaz ve glukoz-6-fosfataz gibi glukoneojenik enzimlerin
ekspresyonunu azaltarak glukoneogenezin baskilanmasina yol actig1 gosterilmistir.
Ek olarak, adiponektin, AMPK'den bagimsiz olarak hepatik ve tiim viicut insiilin
duyarhiligmi gelistirerek seramidaz aktivitesini arttirabilir ve hepatik seramid
icerigini baskilayabilir [127]. Adiponektinin insiilin duyarlilastirmasinin yani sira,
termojenezi ve enerji homeostazini diizenlemekteki diger bir islevsel rolii de vardir

[128]. Adiponektinin, AMPK, Ca?*, PPARa ve seramid gibi adiponektin
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reseptorlerinin  akis asagisindaki ¢oklu sinyal yollar1 araciligiyla insiilin

duyarhlastirici etki gosterdigini belirten ¢alismalar vardir [129].

Obez insanlarin yag dokusu, progresif immiin hiicre infiltrasyonu ile diisiik
dereceli inflamasyon ile karakterizedir. Bagisiklik hiicreleri, tiimoér nekroz faktorii
o (TNF a) ve interlokin-1 (IL-1P) gibi proinflamatuar sitokinleri serbest birakmak
icin FA tarafindan uyarilir ve bu da adipositlerde lipolizi aktive eder [130]. Yag
dokusunda artan lipoliz, uzak dokularda insiilin direncine neden olan lipidlerin
sistemik kullanilabilirligini arttirrr [131]. insiiline direngli insanlarda, yag
dokusundaki asiri1 lipoliz, sadece gliserol ve FA salinimini uyarmakla kalmaz, ayni
zamanda sitokin sekresyonunu da degistirir. Bu sinyaller, ektopik lipid birikimini
ve karaciger ve iskelet kasinda insiilin direnci ile sonuglanan diisiik dereceli

inflamasyonu tesvik eder.

Insan beyaz yag dokusundaki anormal mitokondriyal fonksiyon, iskelet kas1
ve karacigerde insiilin duyarhiligini etkileyen otokrin, parakrin ve endokrin
aracilarinin  salgilanmasin1  bozar. Bozulmus mitokondriyal fonksiyon,
mitokondride azalmis piruvat doniisiimiinii telafi etmek i¢in beyaz yag dokusunda
anaerobik enerji metabolizmasii arttirir. Plazmada artan aclik laktat seviyesi
hepatik glukoneogenezi indiikleyebilir ve iskelet kasinda glukoz alimini bozabilir.
Insiiline direngli obez insanlar, beyaz yag dokusunda iltihaplanma gosterir, bu da
ayrica beyaz yag dokusunda artan lipoliz ile artan sitokin salinimina yol agar.
Enflamasyon ve adiposit hipertrofisi ayrica beyaz yag dokusunda hipoksiye yol
acabilir, hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1 a'nin (HIF1a) aktivasyonuna ve ardindan
sirtuin 2'nin (SIRT2) inhibisyonuna yol agar, ardindan peroksizom proliferatori ile
aktive olan reseptor-y koaktivatorii 1-a'nin azalmig deasetilasyonu, bozulmus
mitokondriyal fonksiyona yol agar. Anormal mitokondriyal fonksiyon, azalmig
lipogenez ve beyaz yag dokusunda artan lipoliz, lipid metabolitlerinin (gliserol ve

yag asitleri) ve sitokinlerin (TNFa ve IL-1f) salinimini arttirir, bu da ektopik lipid
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birikimini tesvik eder ve karaciger ve iskelet kasinda glukoz alimini azaltir. (Sekil

11)
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Sekil 11. Insan beyaz yag dokusunda bozulmus mitokondriyal fonksiyonun ve
insiilin direncinin sistemik sonuglari. [132]

2.7. AMPK

AMP ile aktive olan protein kinaz, hem hiicresel hem de tim viicut
seviyelerinde enerji dengesinin dilizenlenmesinde merkezi rolii olan bir
serin/treonin protein kinazdir [133]. AMPK, katalitik bir a alt birimi ve diizenleyici
B ve y alt birimlerinden olusan heterotrimerler olarak bulunur [134]. Insanlarda
bunlarin her biri, farkli genler tarafindan kodlanir ve en az on iki olasi
heterotrimerik kombinasyon olacak sekilde ¢oklu izoformlar olarak bulunur [135].

AMPK 'nin aktivitesi, hiicresel adenin niikleotidlerindeki degisikliklere yanit olarak
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artar. Spesifik olarak, y izoformu igindeki spesifik kalintilara baglanmak igin
rekabet eden ATP'de bir azalma ve AMP ve ADP'de yiikselmeler, yukari akis kinaz
serin-treonin karaciger kinazi (LKB1) tarafindan a katalitik alt birimi i¢indeki
Thr172'de AMPK'nin arttirilmig aktiflestirici fosforilasyonuna yol acar [136].
Hiicre i¢i AMP/ATP oraninda (6rn. hipoksi , glukoz yoksunlugu) ve kalsiyum
konsantrasyonunda degisikliklere yol acan kosullar ve ayrica cesitli hormonlarin,
sitokinlerin ve adipokinlerin etkisi de dahil olmak iizere bir dizi fizyolojik siirecin
AMPK'yi uyardig gosterilmistir [137]. Adenin niikleotidlerindeki degisikliklere ek
olarak, baz1 dokularda kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz kinaz 2'min
(CAMKK?2) aktivasyonu yoluyla kalsiyum da AMPK Thr172 fosforilasyonunu
arttirabilir (Sekil 12). AMPK ayrica karbonhidrat mevcudiyetindeki degisikliklere
de yanit verir. Glikojen, B-izoformunu baglayarak AMPK aktivitesini bastirir.
Disiik glukoz, aldolaz ve fruktoz-1,6 bifosfat yoluyla AMPK'yi arttirir [138-140].
AMPK aktive oldugunda, ATPnin {iretilmesinde yer alan katabolik enzimlerin
aktivitesini arttirirken, ATP tliketen makromolekiillerin sentez ve depolama
stireclerinde yer alan anabolik enzimlerin aktivitesini azaltir. Bdylece, hiicre
biiylimesini yavaslatirken ayn1 zamanda AMPK, enerji durumunun tehlikeye

girdigi hiicrelerde enerji dengesinin yeniden saglanmasina yardimci olur.

(CaMKK LKB1

\’ $ [AMP)[ATP)
T172

enerji iiretimi enerji harcamas:

l !

enerji dengesininin geri yiklenmesi

Sekil 12. AMPK'nin yapis1 ve diizenlenmesi.
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2.7.1. AMPK aktivasyonunun fizyolojik etkileri

AMPK, makromolekiillerin parcalanmasi yoluyla ATP'yi yeniden iireten
yollar1 eszamanli olarak aktive ederken, ATP tiiketen biyosentetik yolaklar1 akut

olarak inhibe ederek metabolik stres sirasinda ATP seviyelerini eski haline getirir.

AMPK aktivasyonunun ¢ok sayida doku iizerinde etkileri vardir (Sekil 13).
Iskelet kaslarinda AMPK aktivasyonu, protein ve glikojen sentezini inhibe ederken,
glukoz almimi, yag asidi oksidasyonunu, GLUT4 translokasyonunu ve
mitokondriyal biyojenezi uyarir [141]. Benzer sekilde kalp kasinda AMPK
aktivasyonu glukoz alimini, FA oksidasyonunu ve glikolizi uyarir [142]. AMPK,
karacigerde glukoz alimim1i ve FA oksidasyonunu uyarir, ayni zamanda
glukoneogenezi, ayrica kolesterol, FA ve protein sentezini inhibe eder [143]. Yag
dokusunda FA oksidasyonunu uyarir ve FA sentezini ve lipolizi azaltir. AMPK,
pankreas B-hiicrelerinden insiilin salgilanmasini engeller, ve hipotalamusta besin
alimin1 arttirma sinyali verir [144]. Periferik AMPK aktivasyonunun neredeyse tiim
fizyolojik etkileri, tip 2 DM 'li bir hasta i¢in faydali olacaktir. Bu nedenle,
AMPK'nin farmakolojik aktivasyonu, son 20 yilda ila¢ kesfi ve gelistirme i¢in

goriliniiste umut verici bir hedef olmustur.
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Sekil 13. AMPK aktivasyonunun etkileri

Karaciger, kalp, iskelet kasi ve yag dokusunda AMPK aktivasyonunun neden
oldugu karbonhidrat ve lipid metabolizmasindaki akut ve wuzun vadeli
degisikliklerin ozeti. AMPK aktivasyonu tarafindan uyarilan iglemler kalin oklarla
gosterilmistir, AMPK aktivasyonu tarafindan inhibe edilenler ise ¢ubuklu ince
oklarla gosterilmistir[145].

Glukoz ve lipidler, hiicrelerde enerjinin saglanmasi ve depolanmasi i¢in ana
kaynaklardir. AMPK, parcalanmalarin1 tesvik ederek ve sentezlerini,
depolanmalarin1 engelleyerek ATP seviyelerini arttirir. AMPK, sirasiyla GLUT4
ve GLUT1 glukoz tastyicilarinin translokasyonunu ve hiicre yiizeyi seviyelerini
kontrol eden TBCIDI1'i (TBC alan ailesi, iiye 1) ve TXNIP'yi (tioredoksin
etkilesimli protein) fosforile ederek glukoz alimini destekler [135]. AMPK ayrica
6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bifosfataz 3’1t fosforile ederek bazt doku

tiplerinde glikolizi akut olarak diizenlerken, glikojen sentaz’1 inhibe ederek bazi
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dokularda glukoz depolanmasini engeller [135]. AMPK ayrica, ACC1 ve ACC2
tizerindeki etkileriyle birlikte hiicrede lipid ve sterol sentezinin Onceden
programlanmasina yol agan HMGCR'yi (3-hidroksi-3-metil-glutaril-coA rediiktaz)
fosforile eder ve inhibe eder. AMPK ayrica HSL ve ATGL (adiposit-trigliserit
lipaz) gibi lipazlar1 fosforile ederek lipid emilimini ve salinimini destekler [56].
AMPK, ACC'yi Ser79'da (inhibitor bolge) fosforile ederek, asetil-KoA'nin malonil-
KoA'ya doniisiimiinii onler, bu da uzun zincirli FA'lerin oksidasyon ig¢in

mitokondriye girmesine izin verir (Sekil 14).

Sirtuinler, hiicresel redoks durumundaki degisiklikler (NAD + /NADH
orani) ve NAD sentezi i¢in hiz sinirlayicti enzim olan nikotinamid
fosforibosiltransferazdaki artislarla diizenlenen bir histon/protein deasetilaz
grubudur [146]. Bu ailenin en ¢ok ¢alisilan iiyesi olan Sirtuin 1 (SIRT1), asir1
beslenmeye, agliga, enerji harcamasindaki degisikliklere ve egzersize yanit verir
[147]. SIRT1, LKB1'in ¢ekirdekten sitozole translokasyonunu tesvik eden yukari
akis kinaz LKBI1'1 deasetilleyerek AMPK'yi aktive edebilir. Benzer sekilde,
AMPK, NAD/NADH oranin1 arttirarak SIRTL'i aktive edebilir. Bu bulgular
hiicrenin enerji ve redoks durumlarini birbirine baglayan bir AMPK-SIRT1
dongiisiiniin varhigin1 ortaya koymaktadir [148]. SIRT1 ve AMPK, hiicre igine
glukoz girisinde insiilinden bagimsiz rol oynayabilmektedirler [149].

Otofaji, proteinlerin, organellerin ve diger makromolekiillerin pargalanmak
tizere lizozomlara iletildigi hiicresel bir siiregtir. Hiicreler tarafindan hem normal
devir i¢cin hem de enerji kithigma tepki olarak besin iiretimi i¢in kullanilan bir
stirectir. AMPK, unc-51 benzeri otofajiyi aktive eden kinaz 1 (ULK1)'in dogrudan
aktivasyonu yolu ile, ayn1 zamanda Rapamisin kompleksi I (nTORCL1)'i negatif
olarak diizenleyerek ve ULKI {izerindeki inhibitor etkisini bloke ederek otofajiyi
tesvik eder [150, 151].
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Hiicre biiylimesi ve protein translasyonu, hiicrelerde ATP'nin ana
tiikketicileridir. mTOR, bircok biyosentetik yolu, 6zellikle protein translasyonunu
aktive eden ve hiicresel biiyiimeyi uyaran besin ve biliyiime faktorii sinyallerinin
merkezi bir entegratoriidiir [152]. Birgok diizeyde, AMPK ve mTORCI, hiicresel
metabolizmanin diizenlenmesinde antitetik olarak islev goriir [153]. AMPK,
mTORC1'in bir negatif diizenleyicisi olan TSC2'nin (tliberoskleroz kompleksi 2)
aktivasyonu ve mTORC1 kompleksinin bir alt birimi olan Raptor'un (mTOR'un
diizenleyici ile iliskili proteini) inhibisyonu yoluyla olmak iizere iki yonlii bir

mekanizma ile mMTORC1 aktivitesini inhibe eder [154].

AMPK aktivasyonu ile iligkili terapotik olarak faydali etkiler gbz Oniine
alindiginda, birgok AMPK aktive edici bilesik tanimlanmistir [135]. Bu bilesiklerin
AMPK'yi aktive ettigi mekanizmalar genel olarak ii¢ sinifa ayrilabilir: (1) hiicre i¢i
AMP ve ADP'yi arttirarak, dolayli olarak AMPK'yi aktive eden ajanlar; (2) AMP'yi
taklit eden ve boylece y alt biriminde AMPK'yi baglayabilen bilesikler; ve (3)
karbonhidrat baglama modiilii ve KD arasindaki arayiizii se¢ici olarak baglayarak

AMPK'yi aktive eden bilesikler.

Metformin, ortacag Avrupa'da bitkisel ilaglarda kullanilan Galega
officinalis bitkisinden elde edilen dogal bir iiriin olan galeginden tiiretilmistir [155].
Molekiiler diizeyde, metformin karacigerdeki mitokondriyal solunum zincirini
inhibe ederek AMPK'nin aktivasyonuna yol acar, insiilin duyarliligini arttirir (yag
metabolizmast iizerindeki etkiler yoluyla) ve cAMP'yi disiiriir, boylece
glukoneojenik enzimlerin ekspresyonunu azaltir. Metformin ayrica karaciger
tizerinde, AMP tarafindan fruktoz-1,6-bisfosfatazin inhibisyonunu igerebilen

AMPK'den bagimsiz etkilere sahiptir [156, 157].
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AMPK aktivatorleri arasinda pek c¢ok bilesik de bulunmaktadir. Dogal bir
fitokimyasal olan resveratrol, pAkt fosforilasyonunu ve asagi akis AMPK
aktivasyonunu arttirarak insiiline direngli adipositlerinde glukoz alimini arttirir
[158]. Berberin, AMPK'yi dolayli olarak aktive edebilen, dogal olarak olusan bitki
tirevli bir bilesiktir. Berberin, yag asidi oksidasyonunu uyararak ve lipojenik
genleri inhibe ederek obez farelerde enerji tiiketimini arttirabilir ve karaciger
fonksiyonunu iyilestirebilir [159]. Ayrica berberinin artan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimi yoluyla AMPK fosforilasyonunu uyararak inflamatuar siklo-
oksijenaz 2 yolunu azalttig1 ve kanser lizerinde olumlu etkilere sahip olabilecegi
gosterilmistir [160]. Kurkumin, dogal olarak olusan bir polifenoldiir ve zerdegalin
aktif bilesenidir. Shehzad ve meslektaglar1 [161], 10 yillik bir siire boyunca
kurkumin c¢alismalarini detaylandirdiklart bir incelemede, bu polifenoliin, anti-
inflamatuar transkripsiyon faktorlerinin baskilanmasini, adiponektinin yukari
regiilasyonunu ve glukoz ile etkilesimleri iceren ¢oklu anti-inflamatuar ve insiilin

duyarlilastirici etkilere sahip oldugu bulmustur.
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Sekil 14. AMP ile aktive olan protein kinazin (AMPK) fizyolojik rollerinin bir 6zeti.

2.8. Insiilin ve IGF-1 reseptorleri

Insiilin ve insiilin growth faktér (IGF-1) biyolojik etkilerine insiilin ve

IGF-1 reseptorleri (IR ve IGF-1R) araciligiyla aracilik eder.

IRS

o alt birimlerine ligand baglanmasi sirasinda, IR ve IGF-1R, B alt

birimlerinde kinaz aktivitesinin konformasyonel degisiklik ile aktivasyonuna ugrar.

Bu, B alt birimleri arasinda transfosforilasyon ile sonuglanir, kinaz1 daha da aktive

eder ve insiilin reseptor substratlarinin alinmasina izin verir. IRS ailesi, IRS1, IRS2,

IRS3, IRS4, IRS5/DOK4 ve IRS6/DOKS olarak adlandirilan alt1 iiyeden olusur.

Aile lyeleri doku dagilimlari, biyolojik islevleri ve dizi homolojileri bakimindan

farklilik gosterir [145]. IRS proteinleri, amino terminallerinde hem plekstrin

homoloji (PH) hem de fosfotirozin baglanma (PTB) alanlar1 yoluyla membrana ve

aktive edilmis reseptorlere alinir. Daha sonra, Src-homoloji 2 (SH2) alanlari igeren
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hiicre i¢i molekiiller i¢in baglanma bolgeleri olusturan ¢oklu tirozin kalintilari
tizerindeki aktive edilmis reseptorler tarafindan fosforile edilirler. IRS1 ve IRS2,
yasamdaki temel siiregleri diizenleyen farkli sinyallesme aglarinda oOnemli
bilesenlerdir. Bu siiregler, anabolik ve katabolik yollarin diizenlenmesinin yani sira
mitojenezi kontrol eden biiylime faktoriine bagl yollari icerir. Ayrica, IRS1 / 2,
anti-apoptotik hayatta kalma yollarinin bir pargasidir. Tirozin fosforilasyonu, IR ve
IRS aktivasyonu i¢in gereklidir. IRS1/2'nin insiilin reseptorii (IR) tarafindan tirozin
fosforilasyonu, fosfatidilinositol 3-kinazin (PI 3K) baglanmasina ve aktivasyonuna
ve ardindan PKB'nin, atipik protein kinaz C’lerin (PKC) ve rapamisinin memeli
hedefinin (MTOR) aktivasyonuna izin verir. Tirozin kalintilarinin yani sira IRS1 ve
IRS2,  post-translasyonel = modifikasyonlarla,  6zellikle  fosforilasyonla
degistirilebilen >200’den fazla serin/treonin kalintisi igerir. IRS proteinlerinin serin
ve treonin (Ser/Thr) fosforilasyonu, birincil olarak insiilin sinyalinin azaltilmasinda
rol oynar. Ser/Thr kinazlarin aktivasyonu, insiilin sinyal molekiilleri iizerinde
inhibitor fosforilasyona neden olur. Lipotoksisite, inflamasyon, hiperglisemi ve
ardindan oksidatif stresin yani sira mitokondriyal disfonksiyon ve ER stresi, hepsi
Ser/Thr kinazlarin aktivasyonunda birlesir, IR, IRS proteinleri ve Akt'nin birden
fazla kalinti lizerinde inhibitér Ser/Thr fosforilasyonunu indiikler ve insiilin
direncine neden olur. Inhibitér IRS-1 serin fosforilasyonu birgok farkli bélgede
meydana gelmesine ragmen [162], bu modifikasyonlar {izerinde en iyi ¢aligilani
Ser-307'de meydana gelir [163]. Obez ve diyabetik farelerde IRS-1 Ser-307
fosforilasyonu artmigtir [70]. IRS proteinlerinin serin/treonin fosforilasyonu,
tirozin fosforilasyonlarinin derecesini diizenler ve bu da insiilin/IGF1 reseptorii ile
etkilesimi  diizenleyebilir. Onceki calismalarin  ¢ogu, IRS serin/treonin
fosforilasyonunun sinyalleme iizerinde olumsuz bir etkisi oldugunu bildirmistir

[164, 165].

IRS1 ve IRS2 benzer tirozin fosforilasyon motiflerine sahip olsalar da in
vivo olarak agikga farkli fonksiyonlara sahiptirler. IRS1 ve IRS2’nin normal glukoz

ve insiilin metabolizmasi i¢in 6nemi, Kido ve arkadaslari tarafindan [166], IR, IRS1
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ve/veya IRS2 igin heterozigot fareler ile gosterilmeye calisilmistir. IR/IRS1+/-
farelerde kompansatuar B-hiicre hiperplazisi ile birlikte iskelet kas1 ve karacigerde
siddetli insiilin direnci gozlemlenmistir. IR/IRS2+/- fareler ayrica yogun karaciger
insiilin direnci gelistirmis, ancak yalnizca hafif iskelet kas1 instilin direnci ve orta
diizeyde B-hiicre hiperplazisi gelistirmistir . Previs ve arkadaslar1 [167], 5-6 haftalik
IRS1-/- ve IRS2-/- farelerinde spesifik olarak bazal ve insiilin ile uyarilan
karbonhidrat ve lipid metabolizmasini aragtirmistir. Her iki fare modeli de instilin
direnci ve bozulmus glukoz kullanimi1 gosterilmis, ancak dokular gézlemlenen
komplikasyonlara farkli sekilde katkida bulundugu gézlenmistir. IRS1-/- fareler,
esas olarak, iskelet kasina atfedilebilecek periferik insiilin direncine sahipti ve
IRS2-/- veya vahsi tip farelere kiyasla hiperinsiilinemik-6glisemik bir kelepge
sirasinda iskelet kasinda onemli Ol¢iide daha az glikojen sentezledigi ortaya
konulmustur [165]. Iskelet kas1 hiicrelerinde, IRS-1’in, miyoblast farklilasmas1 ve
glukoz metabolizmasi i¢in gerekli oldugu, oysa IRS-2’nin, lipid metabolizmasi ve
ERK aktivasyonu i¢in 6nemli oldugu daha oOnceki calismalarda gdsterilmeye
calistlmistir [168]. Yazarlar, IRS1'in iskelet kasinda 6nemli bir rol oynadigi

sonucuna varmiglardir.

IRS-3 ve IRS-4, daha kisith bir doku dagilim paterni gosterir.
Kemirgenlerde, IRS-3 en ¢ok adipositlerde, karacigerde ve akcigerde bulunur
[169], oysa insanlarda IRS-3 geni bir psédojendir, bu nedenle hig protein iiretilmez
[170]. Farelerde, tek bagina IRS-3 geninin bozulmasi anormalliklerle sonuglanmaz,
ancak IRS-1'in silinmesiyle birlestiginde adipogenezde ciddi bir kusura yol agar
[169]. IRS-4 mRNA, iskelet kasi, karaciger, kalp, beyin ve bobrekte bulunur [171]
ve IRS-4 -/- fareleri sadece ¢ok minimal biiyiime geriligi ve glukoz intoleransi
gosterir [172]. IRS-5 (DOK4 olarak da adlandirilir) ve IRS-6 (DOKS) sinirli doku
ekspresyonuna sahiptir [173] ve nispeten zayif IR substratlaridir [174].
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2.10. PI3K/AKT yolu

IRS proteinlerini insiilinin metabolik etkilerine baglayan kritik yol, PI3-
kinaz (P13K) ve Akt yoludur. PI3K / Akt sinyal yolagi, glukoz homeostazi, lipid
metabolizmasi, protein sentezi ve hiicre proliferasyonu gibi kritik hiicresel siiregleri
sirasinda biiyiime faktorii sinyallerine aracilik ederek hiicre fizyolojisinde 6nemli
bir rol oynar [175]. PI3K'ler, ti¢ sinifa ayrilir (sinif I, II ve III). Bu siniflar arasinda
PI3K smif I, ¢esitli etkinlikleri nedeniyle en kapsamli sekilde arastirilan smiftir
[175]. Sinif I PI3K bir heterodimerdir, sinif [A ve sinif IB olarak gruplandirilmistir
[176]. PI3K, serin/treonin (Ser/Thr) kinaz aktivitesine sahip bir hiicre i¢i fosfatidil
inositol kinazdir. PI3K, katalitik alt birim p110 ve diizenleyici alt birim p85'ten
olusur [177]. Smuf I fosfoinositid 3-kinazlar (PI3K'ler), bir dizi hiicresel sinyali
ileten ve biiyiime, cogalma ve go¢ dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli temel islevleri
diizenleyen lipid kinazlardir. Bu nedenle, PI3K'ler kanser, diyabet, birincil
bagisiklik bozukluklar1 ve iltihaplanma gibi hastaliklarda ¢ok ©nemli rollere
sahiptir. PI3K; reseptor tirozin kinazlar, G protein-bagl reseptorler ve kiigik G
proteinlerinin Ras siiper ailesi dahil olmak {izere ¢ok sayida uyaran tarafindan
aktive edilir [178, 179]. PI3K'nin aktivasyonu, diizenleyici alt birimlerdeki iki SH2
alanmin tirozin-fosforile edilmis IRS proteinlerine baglanmasina baglidir [145].
PI3K, fosfoinositidlerin inositol halkasinin ii¢ pozisyonuna bir fosfat molekiiliiniin
eklenmesini  katalize ederek membran fosfatidilinositoliiniic  PIP, PIP2 ve
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata (PIP3) doniistiiriir. PI3K'min  ana negatif
diizenleyicisi olan fosfataz ve tensin homologu (PTEN), PIP2'yi olusturmak i¢in
PIP3"i defosforile eder. PIP3 daha sonra Akt't PDK1'e bagh bir sekilde fosforile
eder ve aktive eder [180]. PI3K, sinyal aginin birincil hedeflerinden biri, ayni
zamanda bir serin/treonin kinaz olan PKB (protein kinaz B) olarak da kabul edilen
Akt'dir [101]. Akt/PKB'nin ii¢ izoformu bulunur. Her biri farkli ana fonksiyonlara
sahiptir (Aktl/PKBa, Akt2/PKBB ve Akt3/PKBy). Protein ve lipid kinazlar,
transkripsiyon faktorleri, kiigiik G proteinlerinin diizenleyiciler, metabolik
enzimler, E3 ubikuitin ligazlari, hiicre dongiisii diizenleyicileri ve diger bircok

efektor dahil olmak iizere asagi akis efektorleri, AKT tarafindan serin ve/veya

47



treonin fosforilasyonu yoluyla diizenlenir (Sekil 15) [181]. Akt sinyallemesinin en
onemli asag1 akis efektorii, 289 kDa'lik bir serin/treonin kinaz olan mTOR'dur.
Memeli hiicrelerinde mTORC1 ve mTORC2 olmak iizere iki multiprotein
kompleksi halinde bulunur. mTORCI, bir¢ok kanserin karsinojenezinde kritik bir
rol oynar [182]. Akt, Tscl/Tsc2 heterodimerlerinin inhibisyonuna yol agan bir
timor baskilayic1 olan tuberoskleroz kompleksi (Tsc) 2'yi fosforile ederek
mTORCI1 aktivitesinde bir artisa neden olur. Aktive edilmis mTORCI, protein
translasyonuna ve hiicre dongiisii ilerlemesine yol agar. Ek olarak, mTORC2,
Akt'nin bir aktivatorii olarak gorev yapar, bdylece hiicre proliferasyonunu ve
hayatta kalmasini daha da kolaylastirmak i¢in Akt ve mTOR arasinda pozitif bir
geri besleme dongiisii saglar [183, 184].
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Sekil 15, PI3K/AKT yolu.
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PI3K, AKT'yi aktive eder ve AKT, apoptotik, metabolizma ve hiicre dongiisii ilerlemesi
dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde yer alan alt tabakalart

fosforile eder.[181]

AKT, glukoz ve lipid metabolizmasimi diizenler. Oncelikle insiiline duyarl
dokularda eksprese edilen aktive AKT2, GLUT4’lin translasyonunu destekler.
Genetigi degistirilmis farelerin kullanildig1 bir dizi ¢alisma, Akt2'nin insiiline
bagimli glukoz aliminda ¢ok onemli bir rol oynadigini gostermistir. Diisiik
konsantrasyonda insiilin tarafindan indiiklenen glukoz aliminin, vahsi tip farelere
kiyasla Akt2 eksikligi olan farelerde soleus ve ekstansor digitorum longus
kaslarinda azaldigr gosterilmistir [185]. Ayrica, Akt2 eksikligi olan fareler
hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve glukoz intoleransi sergilemistir [185]. AKT'nin
dogrudan hedefi, TBC1D4 olarak da bilinen 160 kDa'lik bir substrattir (AS160).
Aktif formlarinda, TBC1D1 ve TBCID4, Rab proteinleri iizerinde gaunozin-
S'trifosfatin (GTP) gaunozin difosfata (GDP) hidrolizini destekler ve boylece
GLUT4 translokasyonunu sinirlar. Insiilin ile uyarilan Akt kinaz aktivasyonu, hem
TBC1D4 hem de TBCI1D1'in fosforilasyonuna ve inaktivasyonuna ve ardindan
GLUT4'lin plazma membranina translokasyonunun artmasina yol agar [186].
GLUTH4, her biri belirli heksozlar i¢in ayr1 bir afiniteye ve ozgiilliige sahip olan
GLUT transmembran heksoz tastyici ailesinin 14 iiyesinden biridir [187]. GLUT4,
kas ve yag dokularinda eksprese edilen ve ATP'den bagimsiz, kolaylastirici bir
difiizyon mekanizmasi yoluyla glukoz un plazma zar1 (PM) boyunca taginmasini
katalize eden bir proteindir. Dinlenme kosullari altinda, GLUT4 esas olarak hiicre
i¢1 bir dagilima sahiptir, ancak insiilin ve diger uyaranlara yanit olarak PM'ye alinir.
Uyarilmamig hiicrelerde, GLUT4, GLUT4 saklama vezikiilleri (GSV'ler) olarak
adlandirilan 6zel bir hiicre i¢i bdlmeye sekestre edilir [188]. Uyarilmamis
hiicrelerde AS160, GLUT4 vezikiilleri ile iligkilidir ve insiilin, AS160'in GLUT4

vezikiillerinden ayrilmasina neden olur [189].

GLUTH4, iskelet kasinda en bol bulunan glukoz tasiyicisidir [190] ve kasin

dinlenme durumundayken, glukoz alim1 ve metabolizmasi i¢in hiz sinirlayict olarak
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kabul edilmistir [191]. Insiiline yanit olarak, plazma zarina GLUT4 translokasyonu,
AKT aktivasyonunu igeren insiilin reseptoriiniin asag1 akisindaki bir fosforilasyon
selalesi yoluyla hizlandirilir. Benzer sekilde, GLUT4 translokasyonu, kalsiyum
aracilt siiregler, nitrik oksit, reaktif oksijen tiirleri ve kas kasilmasi gibi ¢oklu
uyaranlarin/mekanizmalarin bir sonucu olarak artar, ikincisi AMP ile aktive olan

kinazin aktivasyonu ile iligkilidir (Sekil 16) [192].

v

insiilin

Sekil 16. GLUT4 aktivasyonu

AKT, heksokinazi uyararak glukozu glukoz 6-fosfata donistiriir. AKT,
glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)’1 inhibe ederek glikojen tiretimini destekler. FoxO
proteinleri, oOzellikle FoxO1l, AKT'nin ana hedefidir ve viicuttaki enerji
homeostazini etkiler [193]. FoxO1 ve peroksizom proliferator ile aktive olan
reseptor-koaktivator 1a, glukoneogenezi ve yag asidi oksidasyonunu arttirmak i¢in
gen ekspresyonunu koordineli olarak diizenler. Ote yandan, FoxOl,
fosfoenolpiruvat  karboksikinaz (PEPCK) ve glukoz-6-fosfataz  geninin

ekspresyonunu indiikler, glukoneogenezi arttirir [194]. AKT dogrudan FoxOl1'i
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inhibe eder, glukoz seviyelerini azaltir, FoxO1 ayn1 anda AKT'yi aktive ederek
enerji liretimini arttirir ve lipid ve protein liretimini azaltmak icin mTOR kompleksi
1'i (mTORC1) inhibe eder. AKT, SREBP-1c, SREBP-1a ve SREBP-2 18, dahil
olmak iizere kolesterol ve yag asidi birikimini arttiran sterol diizenleyici element
baglayic1 proteinler araciligiyla lipid metabolizmasin1 diizenler. Bu nedenle,
PI3K/AKT, FoxO1 ve GSK-3 araciligiyla glukoz metabolizmasini ve mTORCI1 ve

SREBP araciligiyla lipid metabolizmasini diizenler.

2.10.1. iskelet kasinda PI3K/AKT yolu

Insiilinle uyarilan glukoz kullaniminm yaklasik %901 iskelet kasinda
meydana gelir, iskelet kasi glukoz metabolizmasimin ve enerji homeostazinin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Insiilin, PI3K/AKT sinyal yolu araciligiyla
glukoz tasinmasini, glikojen sentezini ve protein sentezini tesvik ederek iskelet kasi
metabolizmasini diizenler. Fiziksel egzersiz, kas insiilin duyarliligini arttirir ve hem
insiilin hem de egzersiz, iskelet kasinda glukoz atilimini arttirmak igin sinerjik
olarak hareket eder. Hem aerobik hem de direng egzersizinin, artan glukoz tagima
aktivitesi ve iskelet kasindaki glukoz metabolizmasi nedeniyle kan glukoz

seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir [195].

Normal kosullar altinda, FFA'lar iskelet kasina yag asidi translokaz/CD36
ve yag asidi baglayici protein yoluyla girer. Daha sonra uzun zincirli yag asidi
CoA'lar olusturur. Bunlar daha sonra lipidlerin sentezine (TAG) veya oksidasyon
i¢cin mitokondriye yonlenir. Asirt lipid iiretimi ve bozulmus atilim, iskelet kasinda
insiilin direnci ve diyabetin gelismesine neden olabilir. Insiilin direncinin varliginda
viicutta serbest yag asitlerinin seviyesi artar ve bu da DAG ve seramidler gibi
intramiyoseliiler lipidlerin birikmesine neden olur. DAG, serin kinaz fosforillerini
aktive eder ve IRS-1 sinyal iletim kapasitesini inhibe eder [196]. Seramidler,
AKT'nin insiilin sinyalini bozarak glukoz kullaniminin azalmasina neden olur

[197].
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Mitokondriye bagimli mekanizmalar da insiilin direncine neden olur.
Trikarboksilik asit (TCA) dongiisii ve elektron tagima zinciri yoluyla mitokondride
asir1 yag asidi oksidasyonu, yag asidi metabolitlerinin ve reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimini arttirir. Bu durum, insiilin-AKT yolunu bozarak iskelet kasinda insiilin

direncine yol agar ve sonugta obezite ve tip 2 DM gelisimini etkiler [183].

2.10.2. Yag dokusunda PI3K/AKT yolu

Yag dokusu, degisen beslenme kosullarinin taleplerini karsilamak igin
yeniden sekillenme kapasitesi yiiksek, olduk¢a dinamik bir organdir. Ayrica yag
dokusu, temel hormonlar1 ve tiim viicut metabolizmasini, sistemik insilin
duyarliligin1 ve enerji homeostazin1 kontrol eden faktorleri saglayan 6nemli bir
endokrin organi temsil eder. Yag dokusunun hem yoklugu hem de fazlaligi, glukoz
homeostazinda ve diyabette ciddi bozulmalara yol agabilir. Adipoz hiicrelerinin

glukoz atilmasina katkisi, iskelet kasina kiyasla ¢ok daha kiigiiktiir.

Insiilin-Akt sinyali, glukoz kullanimini, protein sentezini ve lipogenezi
tesvik ederek yag dokularinin metabolizmasimi diizenler [198]. Insiilin, yag
dokusunda glukozun yaklagik %10'unun kullanimini uyarir, yag dokusundaki
glukoz metabolizmasi, diger dokular: etkiler [199]. Insiilin, glukozun adipositlere
alimin1 uyarir ve burada daha verimli bir enerji depolama bi¢imi (adipogenez)
olarak lipitlere doniisiir. Yag dokusu, triacilgliserol depolanmasi icin birincil
bolgedir, buna karsin glukoz aliminin artmasi, yag dokularinda triagilgliserol ve FA

sentezini arttirir ve obeziteye yol agabilir [198].

Yag dokularinda depolanan lipidin ¢ogu diyetten tiiretilmis olsa da,
adipositler, de novo lipogenez (DNL) yoluyla asir1 substratlardan yeni yag asitlerini
tamamen sentezleme yetenegine sahiptir. DNL'nin iki ana enzimi, yag asidi sentaz
ve asetil CoA karboksilaz, SREBP-1c'nin kontrolii altinda yag dokularinda bol
miktarda eksprese edilir. Normal fizyolojide beslenme, insiiline bagimli yol
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(mTORC1) veya insiilinden bagimsiz yol (karbonhidrat yanit eleman1 baglayict
protein (ChREBP) yoluyla SREBP-1c sentezini aktive edebilir [200].

IRS1'in tirozin fosforilasyonu ve PI3K'nin aktivasyonu gibi insiilin sinyal

yolundaki kilit adimlar, tip 2 diyabetik hastalarda kas dokusuna gore yag dokusunda
biiyiik 6l¢iide azalir [201].

2.11. Peroksizom Proliferator Aktive Receptor Gamma Koaktivator-1 alfa
(PGC1l-m)

Metabolik yollar, ¢evresel veya hormonal uyaranlara yanit olarak farkl
seviyelerde kontrol edilir. Bu kontrol, gen ekspresyonunun transkripsiyonel
seviyesinde saglanir. Gen ekspresyonunun diizenlenmesi, spesifik transkripsiyon
faktorleri tarafindan yiritiiliir, ancak bu faktorleri modiile eden bir dizi
transkripsiyonel koaktivatorler olarak adlandirilan baska bir diizenleme seviyesi
vardir. Memelilerde, transkripsiyonel koaktivatorler tarafindan metabolik yollarin
diizenlenmesinin en belirgin orneklerinden biri, peroksizom proliferatorle aktive

olan reseptorler gamma (PPAR y) koaktivator-1 alfa (PGC-1a)'dir.

PGC-1a, bir dizi transkripsiyon faktoriine baglanan ve bunlarin hedef gen
ekspresyonunu indiikleme yeteneklerini arttiran bir koaktivator proteindir. PGC-1a,
transkripsiyon faktorleri (TF) ve niikleer reseptorlere baglanma ve bunlari aktive
etme yoluyla bir pleiotropik transkripsiyonel yaniti harekete gecirerek gelismis
lipid, glukoz ve enerji homeostazina yol agar. Baslangicta, ayrilmayan protein 1'in
(UCP1) ekspresyonunu ve kahverengi yag dokuda termojenezi modiile eden bir
PPAR-y ortak aktivatorii olarak tanimlanan bu maddenin, birgok hiicre tipinde
mitokondriyal biyogenezi ve oksidatif metabolizmay1 kontrol ettigi de

gosterilmistir [202]. Bir koaktivator olarak, PGC-la proteini DNA'ya dogrudan
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baglanmaz, ancak hiicresel enerji metabolizmasinda yer alan c¢ok cesitli
transkripsiyon faktorleri ile etkilesimler yoluyla sablona alinir. Bu transkripsiyon
faktorlerinin aktivitelerini diizenleyerek, PGC-1a mitokondriyal biyogenez ve
solunum, glukoneogenez ve glukoz taginmasi, glikojenoliz, yag asidi oksidasyonu,
peroksizomal yeniden sekillenme, kas lifi tipi geg¢is dahil olmak iizere coklu

hiicresel siiregler i¢in molekiiler bir anahtar gorevi goriir (Sekil 17) [203].
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Sekil 17. PGC-1 Transkripsiyonel Koaktivatorlerin Coklu Sistem Fonksiyonu.

Mitokondriyal disfonksiyon, sistemik inflamasyon, anormal adipokin
sinyali, intramiyoseliiler lipid birikimi ve ektopik lipid birikimi, obezite ve tip 2
DM dahil olmak {iizere metabolik bozukluklarin gelisimine ve ilerlemesine ve
bunlarin komplikasyonlaria katkida bulunabilecek altta yatan mekanizmalardan
bazilaridir [204, 205]. Ornegin, yag asidi oksidasyonu, karnitin palmitoiltransferaz

1 ve sitrat sentaz gibi mitokondriyal yag asidi tasinmasi ve oksidasyonunda yer
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alan enzimlerin aktivitesi, obezite sirasinda iskelet kasinda daha diisiiktiir ve
insiiline direngli kisilerde daha yiiksek intramiyoseliiler lipid (IMCL) igerigi
gozlenir [206]. Niikleer kodlanmis mitokondriyal genler (NEMG'ler) hem
mitokondriyal biyogenezi hem de islevi diizenler ve obezite ve tip 2 DM sirasinda

insiilin direncinin gelismesinde rol oynayabilmektedirler [207].

Calismalar, HFD ile beslenmenin, azalmis NEMG ekspresyonu, bozulmus
mitokondriyal fonksiyon ve iskelet kasi dahil olmak iizere cesitli dokularda
gbzlenen azalmig mitokondriyal say1 ile obezite ve insiilin direncine yol agtigi
sonucunu desteklemektedir. Ornegin, C57BL/6] farelerinde ii¢ haftalik HFD (%45
kcal) beslemesinin, oksidatif fosforilasyon gen ekspresyonunun yani sira PGC-
lo’nin ekspresyonunu da asagi regiile ettigi gosterilmistir [208]. Bir baska
calismada ise 10 hafta boyunca HFD (%65 kcal) beslemesi , C57BL/6J farelerinin
iskelet kasinda peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptor y ( Ppar-y ) ve
PGC-1la ekspresyonu dahil olmak iizere bircok NEMG'nin asagi regiilasyonu ile
sonuglanmistir [209]. Benzer sekilde, C57BL/6J farelerinde sekiz haftalik HFD
(%45 kcal) beslemesi, iskelet kasindaki yag asitlerinin eksik beta oksidasyonuna
yol agmis olup, arastirmacilar mitokondriyal islev bozuklugunu gézlemlediklerini

raporlamistir [210].

Bir NEMG olan PGC-la, cevresel uyaranlara yanit veren ve diger
NEMG'leri aktive eden transkripsiyonel bir ortak aktivatordiir [211]. Egzersiz,
kalori kisitlamas1 ve soguga maruz kalma ile diizenlenirken, yiiksek yagh diyetle

beslenme ile azaltilir [209].

PGC-1a aktivasyonu, cesitli dokularda mitokondriyal sayida artis ve
mitokondriyal islevin gelisimi ile sonuglanir. Ornegin, insiiline direngli obez

sicanlarda PGC-la’nin asirt ekspresyonu, mtDNA igerigini, Sitrat sentaz
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aktivitesini ve palmitat oksidasyonunu arttirdig1 ve intramiyoseliiler lipid igerigini

azalttig1 gosterilmistir [212].

PGC-1a tarafindan aktif hale getirilen Ppar-a , Ppar-y ve ostrojenle iligkili
reseptor- o ( Err- o ) obezite ve insiilin direnci agisindan en dikkat ¢eken niikleer
kodlanmis mitokondriyal genlerdendir. Niikleer reseptor PPAR-a, prostaglandin
tiirevleri, eikosanoidler ve uzun zincirli yag asitleri tarafindan aktive edilir ve lipid
metabolizmasi ile ilgili genlerin transkripsiyonel diizenlenmesinden sorumludur ve
hiicresel lipid kullanimini diizenler [213]. PPAR-y'nin periferik dokularda insiilin
duyarliligimi arttirdig1 bilinmektedir ve pioglitazon ve rosiglitazon gibi sentetik
PPAR-y agonistleri, tip 2 DM tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmigtir [214].
Farelerde kas spesifik Ppar-y delesyonunun insiilin direncine yol agtigi, Ppar-y'nin
asir1 ekspresyonunun ise iskelet kasi sitokrom c ve sitokrom oksidazi yukar regiile
ederek ve diyete bagl insiilin direncini 6nledigi gosterilmeye caligilmistir [215].
PGC-1a ile uyum igindeki Err-a ifadesi iskelet kasinda glukoz oksidasyonu yerine
FAOQO'yu tesvik etmek i¢in substrat kullanimini diizenler [216], bunun da ektopik
lipid birikimini 6nleme ve obezite sirasinda insiilin direncini azaltma veya dnleme

islevi gorebilecegi ongoriilmektedir.

Ek olarak, PGC-1a, oksidatif kas lifleri ile iliskili artmis miyofibriler gen
ekspresyonu gibi in vivo belirli dokuya 6zgii gen programlarini diizenler. PGC-1a,
PGC-1p ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda (OXPHOS) yer alan proteinleri
kodlayan genlerin mRNA seviyeleri, tip 2 diyabetli insan iskelet kasinda azaldigi
gosterilmistir [217]. Tip 2 diyabetik hastalarda diizensiz olan OXPHOS genleri,
PGC-1la'nin transkripsiyonel kontrolii altindadir ve PGC-1a'nin iskelet kasindaki
OXPHOS gen ekspresyonunu kontrol ettigi sinyal yollar1 aydinlatilmaya
calisilmistir. Ozellikle, diyabet 6ncesi bireylerde PGC-1a diizensizligi de gdzlenir,
bu da PGC-la diizeylerinin azalmasinin hastaligin gelisiminde erken bir olay

oldugunu diisiindiirmektedir [218]. Mitokondriyal disfonksiyon, ¢esitli
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caligmalarda iskelet kasi insiilin direnci ile yakindan iliskilendirilmistir [219].
Azalan PGC-1a seviyeleri, azalmis OXPHOS gen ekspresyonu, azalan yag asidi
oksidasyonu ve ardindan iskelet kasinda lipid birikimi ile baslayan ve insiilin
direnci ve tip 2 diyabet ile sonuglanan patolojik bir yolu tetikleyebilir [220].
PGCla, substrat oksidasyonu, elektron tasinmasi ve ATP sentezi icin gerekli
enzimlerin transkripsiyonunu arttirir. Morfolojik ve fonksiyonel caligmalar son
mikrodizi verileriyle birlikte PGC1'in tip 2 diyabet gelisiminde énemli oldugunu
gostermektedir [221].

PGC-1a 'nin ekspresyonu, kemirgenlerde ve insanlarda egzersiz egitimi ile
indiiklenebilir. Miyotiiplerde PGC-la 'nin  ektopik ekspresyonu, GLUT4

ekspresyonunu ve mitokondriyal oksidatif metabolizmay1 uyarir [222].

Ayrica PGC-1a gen polimorfizmleri, bircok popiilasyonda degismis lipid
oksidasyonu ve tip 2 DM gelisimi ile iligkilendirilmistir [223, 224]. Ornegin, PGC-
la genindeki en yaygin polimorfizm olan Gly482Ser, Cinliler de dahil olmak {izere
farkli popiilasyonlarda tip 2 DM ile pozitif olarak iliskilidir [225]. Bu ¢alismalar,

PGC-1a'nin obezite ve tip 2 DM gelisiminde rol oynadigina isaret etmektedir.

Insiiline direngli deneklerin yag dokusunda, PGC-lo. mRNA ve protein
ekspresyonu belirgin sekilde asagi regiile edilmistir [226]. Ayrica, adipoz PGC-
la'nin  obezite ile iligkili azalmasi, obezite ile iligkili inflamasyon ile
iliskilendirilmistir [227]. Bu nedenle, obezite ile iligkili inflamasyon ve sistemik
insiilin direncinin gelisimi, adipoz PGC-1a 'nin asag: regiilasyonu ile baglantili
olabilecegi diisliniilmiistiir. Ayrica morbid obez deneklerin beyaz yag
dokusunda ve insiiline direngli bireylerin subkutan yag dokusunda PGC-la
ekspresyonunun azaldigir gosterilmistir [227]. Obez farelerde rosiglitazon

tedavisinin, mitokondriyal fonksiyonu arttirdigi, insiilin duyarliliginin gelistirdigi
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ve beyaz yag dokusunda PGC-1a transkripsiyonunu arttirdigi gozlenmistir [228].
Bu nedenle iskelet kas1t ve WAT'taki PGC-1a seviyelerinin arttirilmasinin, tip 2

diyabet tedavisinde potansiyel olarak faydali olacagi goriisii hakimdir.

PGC-1a'nin FAO tizerindeki etkileri, SIRT-1'e bagl bir mekanizma yoluyla
meydana gelir [229]. SIRT-1 aktivasyonunun, HFD'nin neden oldugu insiilin
direncinin gelismesini  Onledigi ve PGC-la 'nin deasetilasyonu yoluyla
mitokondriyal fonksiyonu arttirarak tip 2 DM hayvan modellerinde insiilin
duyarliligin1 gelistirdigi gosterilmistir [230]. SIRT-1, deasetilasyon yoluyla PGC-
la 'y1 post-translasyonel olarak modifiye eder, bu aktivasyon mitokondriyal FAO
ile ilgili hedef genlerin ekspresyonu ile sonuglanir. Benzer sekilde, AMP ile aktive
olan protein kinaz (AMPK) veya p38 mitojen ile aktive olan protein kinazlar (p38-
MAPK) tarafindan PGC-1la protein fosforilasyonunun, PGC-1la stabilitesini ve
aktivitesini arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir [231]. AMPK ayrica artan
NAD + seviyelerine ve egzersiz veya orug sirasinda olusturulan diisiik enerji
durumuna yanit olarak SIRT-1 yoluyla PGC-1a aktivitesini arttirarak dolayli olarak
da hareket eder [232]. Ote yandan, PGC-1a, transkripsiyon faktérii MEF2C ile
isbirligi icinde, GLUT4’{in ekspresyonunu diizenler [233, 234]. Fiziksel egzersiz
sirasinda kastaki insiilin duyarliligi artarken, PGC-la ve GLUT4 ekspresyon
seviyeleri de artar [233]. Ayrica PGC-1a ile iliskili koaktivatoriin (PRC) asiri
ekspresyonun da GLUT4 iizerinde benzer bir etkisi oldugu da gosterilmistir [235,
236]. Wenz ve arkadagslar1 [224], PGC-la'nin artan kas ekspresyonunun, yaslh
farelerde insiilin duyarlilig1 ve insiilin sinyalini gelistirdigini, metabolik tepkilerde
iyilesmelere sebep oldugunu gostermistir. Bu bulgular, kasta GLUT4
ekspresyonunun ve translokasyonunun diizenlenmesinde PGC-la'nin 6nemini

vurgulamaktadir.

PGC-1a, kalp, iskelet kas1 ve kahverengi yag dokusu gibi yiiksek enerji

gereksinimi olan dokularda bol miktarda eksprese edilir [237]. Ayrica, subkutan ve
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viseral yag dokusundaki ekspresyonunun, iskelet kasindakinden 6nemli olgiide
daha diistik oldugu gosterilmistir [238]. PGC-1 o, kahverengi yagda mitokondriyal
yag asidi oksidasyonunun aktivasyonunu, yakit alimimi ve UCP1 ekspresyonunu
uyararak 1s1 tretimini iceren temel adaptif termojenik program bilesenlerini
indiikleyen molekiiler bir anahtardir [239]. Dikkat ¢ekici bir sekilde, PGC-1 a -/-
olan fareler, muhtemelen azalmis UCP1 indiiksiyonunun eslik ettigi bozulmus yag
asidi B -oksidasyonu ve elektron taginmasinin neden oldugu verimsiz termojenez
nedeniyle soguga duyarhidir [240]. Adipoz mitokondri, PGC-la tarafindan
diizenlenen yag asidi oksidasyonu ve adaptif termojenezde onemli bir 6nemli bir
rol oynar. Bu yollar, lipitleri oksitler ve UCPI tarafindan ATP {iretiminden
mitokondriyal elektron tagima zincirinin ayrilmasi nedeniyle enerjiyi 1s1 seklinde
dagitir. Termojenez, mitokondri agisindan zengin klasik kahverengi yag dokusunda
biiylik dlgiide yiikselir, ancak siklikla kahverengi benzeri hiicreler igeren deri alti

yag dokusunda da gozlenir.

Calismamizin amaci, insiilin direnci olusturdugumuz rat modellerinde farkl
dozlardaki kurkumin tedavisinin insiilin direnci iizerindeki etkilerini metabolik
yolaklar iizerinden gostermek ve gruplar arasindaki farkliliklart karsilastirmaktir.
Biz fruktoz ile olusturdugumuz insulin direncinde rat modellerine uyguladigimiz 8
haftalik 100 mg/kg ve 200 mg/kg doz kurkumin tedavisinin; kan glukozu, insiilin
ve HOMA-IR degerlerini géz 6niinde bulundurarak hem Akt/PI3K hem de AMPK
yolagindaki GLUT4 translokasyonu iizerindeki olas1 etkilerini degerlendirmeyi,
bununla birlikte kurkumin tedavisinin PGCla iizerindeki etkilerine bakarak olasi
insulin direncini iyilestirmesinde olasi roliinii ortaya ¢ikarmay1 hedefledik. Alt grup
analizlerinde ozellikle fruktoz alip kurkumin tedavisi uygulamadigimiz grubun
parametrelerindeki degisimi kurkumini farkli dozlarda uyguladigimiz gruplarla
karsilastirmak istiyoruz. Literatiir taramasi yaptigimizda, kurkumin uygulamasinin,
yiiksek fruktozla beslenen ratlarin kas dokusunda IRS-1 serin fosforilasyonunu
azaltip, tirozin fosforilasyonunu arttirarak insiilin direncini azalttigina yonelik

aragtirmalara rastlanmasina ragmen, insiilin sinyal yolagini ayrintili arastiran bir
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arastirmaya rastlanmamistir. Elde edilen bulgularin, yaygin olarak gézlenen insulin
direnci mekanizmalarindaki bir¢ok yolak ve proteine kurkuminin olasi iyilestirici
etkilerini ortaya koyarak daha kapsamli c¢alismalar igin 1s1k tutabilecegini

diisiiniiyoruz.

3. GEREC VE YONTEM

Bu proje, 26.02.2021 tarihinde Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu tarafindan G.U.ET-21.012 kod numarast ile kabul edilmis olup, TTU-
2021-7153 proje koduyla Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

desteklenmistir.

Calismalar, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1. Deney Hayvanlar ve Diyet

Calisma i¢in kullanilacak olan ratlar, GUDAM 'dan toplam 24 adet yetiskin
erkek Wistar tiirii olarak temin edilmistir. Deney siiresince ratlara 12 saat aydinlik-
12 saat karanlik periyoduna uyularak, sicaklig1 22-24 °C’ye ayarlanmis bir ortamda
bakilmistir. Deney hayvanlari rastgele her grupta 6 hayvan olacak sekilde 4 gruba
ayrilmigtir. Her gruba, 8 hafta boyunca %88 kuru madde, %23 protein, %7 seliiloz,
%8 ham kiil, %2 HCIl’de ¢oziinmeyen kiil, %1,5 kalsiyum, %0,9 fosfor, %0,7
sodyum, %1 tuz, %0,3 metiyonin ve %] lizin igeren standart rat yemi ve ¢esme

suyu ad libitum olarak verilmistir. Su ve yem tiiketimine kisitlama getirilmemistir.
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3.2. Kullanilan cihazlar

1- Elisa Analizator (BioTek)

2- Elisa Yikayici (BioTek)

3- Santrifiij cihaz1 (Medifriger-Bl)

4- Otomotik pipetler (Micropipette, HT Lab, Microlit)
5- Hassas terazi (Adam AFA-210LC, Precisa BJ 2100D)
6- Vorteks (Velp Scientifica-ZX3)

7- Homojenizator (Schiitt, Homgen plus)

3.3. Kullanilan kimyasallar

Calismada D-fruktoz (<%99) Merck (Darmstadt, Germany) marka olarak

kullanilmis ve kurkumin Sigma’dan temin edilmistir.

3.4. Insulin direnci modelinin olusturulmasi

3.4.1. Deney gruplarinin olusturulmasi

Deney hayvanlar1 her grupta 6 rat olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir.
Calismamizda, kontrol (misir yagi) (Grup 1), fruktoz + musir yagi (Grup 2), fruktoz
+ misir yaginda ¢ozlinmiis kurkumin 100 mg/kg (Grup 3), fruktoz + musir yaginda
¢ozlinmiis kurkumin 200 mg/kg (Grup 4) uyguladigimiz 4 ayr1 wistar albino tiirii

rat gruplar1 bulunmaktadir.
1.Grup: Kontrol Grubu (n=6)

Viicut agirliklarina uygun hacimde gavajla misir yagi ve i¢cmeleri igin

normal ¢esme suyu verilmistir.
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2.Grup: Fruktoz Grubu (n=6)

Viicut agirligina uygun hacimde gavajla misir yagi ve D-fruktozun ¢esme

suyu igerisinde ¢oziilmesiyle elde edilen %20’lik fruktoz ¢ozeltisi verilmistir.
3.Grup: Kurkumin 100 mg/kg (n=6)

100 mg/kg Kurkumin misir yagi iginde c¢oziilerek oral gavaj yoluyla
verilimis olup, igmeleri i¢in ¢esme suyu ile hazirlanmis %20°1lik D-fruktoz ¢ozeltisi

verilmistir.
4.Grup: Kurkumin 200 mg/kg (n=6)

200 mg/kg Kurkumin misir yagi ig¢inde c¢oziilerek oral gavaj yoluyla
verilimis olup, igmeleri i¢in ¢esme suyu ile hazirlanmis %20°’lik D-fruktoz ¢ozeltisi

verilmigtir.

3.4.2. Rat serum ve doku o6rneklerinin alinmasi

Hayvanlar 8. hafta sonunda ketamin-ksilazin anestezisi altinda feda edilerek
kan ve kas, yag dokular alinmistir. Intrakardiyak kanlari separatérlii jelli tiiplere
alinarak kan 6rnekleri 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis, elde edilen serumlar
eppendorflara ayrilarak analizi yapilana kadar — 80 °C derin dondurucuda muhafaza
edilmistir. Kas ve abdominal yag doku da alinarak fizyolojik ¢6zeltide yikandiktan

sonra s1v1 azotta dondurulmus ve ¢alismaya kadar -80°C’de saklanmustir.
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Resim 1. Kardiyak kan eldesi

3.5. Serum Parametreleri

Serum glukoz diizeyleri Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez
Biyokimya Laboratuvari’nda otoanalizér (Beckmann AU480) kullanilarak
enzimatik olarak ol¢iilmiistiir.

Serum insiilin diizeyleri USCN marka (Katalog No: CEA448Ra) ELISA kit
kullanilarak G.U.T.F. Tibbi Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda tayin
edilmistir.

Insiilin direncini 6lgmek i¢in “homeostatic model assessment” (HOMA-IR)
formiilii kullanilmistir.
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HOMA —IR= Aclik insiilin (uIU/mL) x aclik glukoz (mg/dl)/405 formiilii
kullanilmistir [241]. Bu deger;

Normal bireylerde < 2,7

Insiilin direncinde > 2,7

12000
y = 15106x - 89,12
10000 RI=0,9712 .
8000

&000

4000

Absorbans

2000

0 0,1 02 0.3 0,4 0.5 0.6 07 0,8
2000

insiilin (pg/ml)

Sekil 18. Insiilin standart egri grafigi

3.6. Doku érneklerinin homojenizasyonu

-80°C derin dondurucuda saklanan kas ve yag dokular1 ¢oziinmesine izin
verilmeden hizla hassas terazide 150 mg tartilmigtir. 150 mg doku, 1/10 oraninda
(150mg kas doku + 1350 ul) PBS (pH=7.4) tamponunda, buz i¢inde homojenize
edilmistir. Elde edilen homojenatlar vortekslendikten sonra eppendorf tiiplerine
aktarilmistir. Homojenatlarin 30 dakika siireyle 3500 rpm’de 4°C‘de sogutmali

santrifiijde santrifiij edilmesi ile siipernatanlar elde edilmistir.
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3.7. Metotlarin uygulanmasi

3.7.1. Doku homojenatlarinda protein tayini

Kas ve yag dokuda protein tayini, kolorimetrik yontem ile hazir kit (BCA
Protein Kolorimetric Assay Kit) (katalog no: E-BC-K318-M) kullanilarak analiz
edilmistir (Tablo 3). Bu yéntemde Cu?*, alkali durumda protein tarafindan Cu*'ya
indirgenir. Cu* BCA reaktifi ile birlesir ve 562 nm'de maksimum absorpsiyon
zirvesine sahip olan mor kompleks olusturur. Absorbans degeri protein
konsantrasyonu ile orantilidir. Bu nedenle protein konsantrasyonu OD degerine
gore hesaplanir.

Tablo 3. BCA Protein Kolorimetrik Kit igerigi

Icerik

Reaktif 1 BCA reagent 25 ml x 1 sise

Reaktif 2 Bakir tuzu ¢ozeltisi 0,5ml x 1 sise

Reaktif 3 Protein BSA standart 1 mg x1 sise

Reaktif 4 Standart Diluent 15 ml x 1 sise
Mikroplate 96 kuyucuk

Kullanilan reaktiflerin hazirlanmasi

1. BCA calisma soliisyonunun hazirlanmasi: Reaktif 1 ve reaktif 2 50:1
oraninda tamamen karigtirildi.
2. 1 mg/mL standart soliisyonun hazirlanmasi: Bir sise reaktif 3, 1 mL reaktif

4 ile kullanmadan 6nce ¢6ziildii ve tamamen karistirildi.

Deneyin vapilist:

Kas doku homojenatlar1 PBS (pH: 7.4) ile 1/10 oraninda, yag doku
homojenatlari PBS (pH: 7.4) ile 1/2 oraninda diliie edildi.
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Standart egrisinin hazirlanmasi:

1 mg/ml BSA standart salinle seyreltilerek 0, 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.7, 0.9, 1

mg/ml konsantrasyonlarda 8 ayr1 standart elde edildi.

Uygulama basamaklari:

1. Standartlar i¢in ayrilan kuyucuklara 20 pL olacak sekilde farkl
konsatrasyonlardaki 8 standart eklendi.

2. Ornekler igin ayrilan kuyucuklara 20 pL numune eklendi.

3. Tim kuyucuklara 200 pL. BCA ¢alisma soliisyonu eklendi.

4. 20 saniye salinim hareketiyle karigmasi saglandiktan sonra, 30 dakika 37 °C
de inkiibe edildi.

5. Absorbanslar 562 nm’de okundu.

6. Protein miktarlart olusturulan standart kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak hesapland1 (Sekil 19).

1,2

; y = 7,865 - 6,1219x + 4,9333x - 0,664

R?=0,9984
w 08
=
_E 06 # Seril
= Polinom. (Seril)
ﬁ 0,4
0,2
D T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Protein (mg/ml)

Sekil 19. BCA protein standart egri grafigi
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3.7.2. Yag ve Kas dokusu PI3K analizi

Yag ve kas doku stipernatan PI3K diizeyi 6l¢iimii BT Lab marka E0438Ra
katalog numaral rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo 4). Kit rat
serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlar1 ve diger biyolojik sivilarinda
PI3K’nin in vitro kantitatif 6l¢limii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal antikor
iceren sandvi¢ ELISA metodu ile dl¢iim yapmaktadir. Rat PI3K epitoplarina karsi
yiiksek Ozgiillikk gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara standartlar ve serum
numuneleri eklendiginde PI3K’nin antikorla baglanmasi sonucu antikor-antijen
kompleksi olusmaktadir. Ardindan biotinle isaretli monoklonal PI3K antikorlar
eklenerek antikor-antijen-antikor kompleksi olugsmaktadir. Daha sonra
Streptavidin-HRP  eklenir ve biyotinlenmis PI3K antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonlari eklenir ve Rat PI3K
miktartyla orantili olarak mavi renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma
soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Cozeltinin renginin sariya dondiigii
goriiliir. Olusan rengin absorbans1 PI3K diizeyi ile dogru orantilidir. Microplate
okuyucuda 450 nm'de absorbans oOlgiiliir. Standartlarin konsantrasyonu ve
absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen formiil kullanilarak
PI3K konsantrasyonlar1 ng/ml olarak hesaplanmistir (Sekil 20). Kitin analiz i¢in
6l¢tim araligi 0,2-60 ng/mL, sensitivitesi 0,09 ng/mL, ¢alisma i¢i CV degeri %8 ve

calismalar aras1 CV degeri %10’ un alt1 olarak verilmistir.

Deneyin vapilisi

Tablo 4. Yag ve kas dokusu PI3K analizi

Numune Standart Kor
Standart - 50 ul -
Numune 40 pl - -
P13K antikoru 10 pl - -
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Streptavidin-HRP

50 ul

50 ul

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A

50 ul

50 ul

50 ul

Substrat soliisyonu B

50 ul

50 ul

50 ul

Soliisyonlar eklendikten

sonra plate lizerine

dakika 37°C’de inkiibe edildi.

membran kagidi kapatilarak karanlikta 10

Stop soliisyonu

50 ul

50 ul

50 ul

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniigmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar dl¢iilmiistiir.

Hesaplama

Deney sekildeki gibi gergeklestirildi. Standart ve numunelerde okunan

absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin

konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak PI3K konsantrasyonlart ng/mL olarak hesaplanmustir.

Absorbans

PI3K (ng/ml)

Sekil 20. PI3K standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/mg protein cinsinden verilmistir.
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3.7.3. Yag ve Kas dokusu PDK-1 analizi

Yag ve kas doku siipernatan PDK-1 diizeyi 6l¢timii BT Lab marka E2888Ra
katalog numaral rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo 5). Kit rat
serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlar1 ve diger biyolojik sivilarinda PDK-
I’in in vitro kantitatif 6l¢iimii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal antikor igeren
sandvi¢ ELISA metodu ile dl¢iim yapmaktadir. Rat PDK-1 epitoplarina karsi
yiiksek 0Ozgiilliikk gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara standartlar ve serum
numuneleri eklendiginde PDK-1’in antikorla baglanmasi sonucu antikor-antijen
kompleksi olugmaktadir. Ardindan biotinle isaretli monoklonal PDK-1 antikorlar1
eklenerek antikor-antijen-antikor kompleksi olusmaktadir. Daha sonra
Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis PDK-1 antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonlar1 eklenir ve Rat PDK-1
miktartyla orantili olarak mavi renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma
sollisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Cozeltinin renginin sartya dondigi
goriiliir. Olusan rengin absorbanst PDK-1 diizeyi ile dogru orantilidir. Microplate
okuyucuda 450 nm'de absorbans Olciiliir. Standartlarin konsantrasyonu ve
absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen formiil kullanilarak
PDK-1 konsantrasyonlar1 ng/ml olarak hesaplanmistir. (Sekil 21). Kitin analiz i¢in
Olctim aralig1 0,5-150 ng/mL, sensitivitesi 0,29 ng/mL, ¢alisma i¢ci CV degeri %8

ve caligsmalar aras1 CV degeri %10’ un alt1 olarak verilmistir.

Deneyin vapilisi

Tablo 5. Yag ve kas dokusu PDK-1 analizi

Numune Standart Blank
Standart - 50 pl -
Numune 40 pl - -
PDK-1 antikoru 10 pul - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 ul -
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Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A | 50 pl 50 pl 50 pl

Substrat soliisyonu B | 50 pl 50 pl 50 pl

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karanlikta 10
dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 50 ul 50 pul 50 ul

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniigmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar dl¢iilmiistiir.

Hesaplama

Deney sekildeki gibi gergeklestirildi. Standart ve numunelerde okunan
absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak PDK-1 konsantrasyonlar1 ng/mL olarak hesaplanmistir.

y=13693+21 853x+0,446]
I 09924

Absorbans

PDK1 (ng/ml)

Sekil 21. PDK-1’¢ ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/mg protein cinsinden verilmistir.
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3.7.4. Yag ve Kas dokusu IRS-1 analizi

Yag ve kas doku siipernatan IRS-1 diizeyi 6l¢iimii BT Lab marka E0919Ra
katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo 6). Kit rat
serumu, plazmasi, idrar1, doku homojenatlari ve diger biyolojik s1vilarinda IRS-1’in
in vitro kantitatif 6l¢iimii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal antikor igeren sandvig
ELISA metodu ile ol¢iim yapmaktadir. Rat IRS-1 epitoplarima karsi yiiksek
ozgilliik gosteren antikorlarla kapl kuyucuklara standartlar ve serum numuneleri
eklendiginde IRS-1’in antikorla baglanmasi sonucu antikor-antijen kompleksi
olusmaktadir. Ardindan biotinle isaretli monoklonal IRS-1 antikorlar1 eklenerek
antikor-antijen-antikor kompleksi olugsmaktadir. Daha sonra Streptavidin-HRP
eklenir ve biyotinlenmis IRS-1 antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra
baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda yikanarak uzaklastirilir.
Daha sonra substrat soliisyonlar1 eklenir ve Rat IRS-1 miktariyla orantili olarak
mavi renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle
sonlandirilir. Cozeltinin renginin sartya dondiigii goriiliir. Olusan rengin absorbansi
IRS-1 diizeyi ile dogru orantilidir. Microplate okuyucuda 450 nm'de absorbans
Olctliir. Standartlarin konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart
egrisinden elde edilen formiil kullanilarak IRS-1 konsantrasyonlari ng/ml olarak
hesaplanmustir. (Sekil 22). Kitin analiz i¢in 6lgtim aralig1 3-60 ng/mL, sensitivitesi
2,13 ng/mL, calisma i¢ci CV degeri %8 ve calismalar aras1t CV degeri %10’ un alt1

olarak verilmistir.
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Deneyin yapilisi

Tablo 6. Yag ve kas dokusu IRS-1 analizi

Numune Standart Blank
Standart - 50 pl -
Numune 40 pl - -
IRS-1 antikoru 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 pl -

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi c¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A

50 ul

50 ul

50 pul

Substrat soliisyonu B

50 ul

50 ul

50 pul

Soliisyonlar eklendikten

sonra plate {izerine

dakika 37°C’de inkiibe edildi.

membran kagidi kapatilarak karanlikta 10

Stop soliisyonu

50 ul

50 ul

50 pul

absorbanslar dl¢iilmiistiir.

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniigsmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda

Hesaplama

Deney cizelgedeki gibi gergeklestirildi. Standart ve numunelerde okunan

absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin

konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak IRS-1 konsantrasyonlar1 ng/mL olarak hesaplanmaistir.
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Absorbans

IRS-1 (ng/ml)

Sekil 22. IRS-1’e ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/mg protein cinsinden verilmistir.

3.7.5. Yag ve Kas dokusu fosfo-IRS1 analizi

Yag ve kas doku siipernatan fosfo-IRS1 diizeyi 6l¢iimii BT Lab E2466Ra
katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmustir (Tablo 7). Kit rat
serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlar1 ve diger biyolojik sivilarinda fosfo-
IRS1’in in vitro kantitatif 6l¢iimii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal antikor i¢eren
sandvi¢ ELISA metodu ile dl¢lim yapmaktadir. Rat fosfo-IRS1 epitoplarina kars:
yiiksek Ozgiilliik gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara standartlar ve serum
numuneleri eklendiginde fosfo-IRS1’in antikorla baglanmasit sonucu antikor-
antijen kompleksi olugmaktadir. Ardindan biotinle isaretli monoklonal fosfo-IRS1
antikorlar1 eklenerek antikor-antijen-antikor kompleksi olusmaktadir. Daha sonra
Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis fosfo-IRS1 antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi1 sirasinda

yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonlar1 eklenir ve Rat fosfo-IRS1
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miktariyla orantili olarak mavi renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma
soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Cozeltinin renginin sariya dondigi
goriiliir. Olusan rengin absorbansi fosfo-IRS1 diizeyi ile dogru orantilidir.
Microplate okuyucuda 450 nm'de absorbans dl¢iiliir. Standartlarin konsantrasyonu
ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen formiil kullanilarak
fosfo-IRS1 konsantrasyonlart ng/ml olarak hesaplanmustir. (Sekil 23). Kitin analiz
igin 6lgtim aralig1 0,19-12 ng/mL, sensitivitesi 0,09 ng/mL, ¢alisma i¢i CV degeri

%8 ve calismalar aras1 CV degeri %10’ un alt1 olarak verilmistir.

Deneyin vapilisi

Tablo 7. Yag ve kas dokusu fosfo-IRS1 analizi

Numune Standart Blank
Standart - 50 ul -
Numune 40 pul - -
Fosfo-IRS-1 antikoru | 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 pl -

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi cikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A | 50 pl 50 ul 50 pl

Substrat soliisyonu B | 50 pl 50 ul 50 pl

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karanlikta 10
dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 50 ul 50 ul 50 pl

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniigmistiir. Sollisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda

absorbanslar dl¢iilmiistiir.
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Hesaplama

Deney cizelgedeki gibi gerceklestirildi. Standart ve numunelerde okunan
absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak fosfo-IRS1 konsantrasyonlar1 ng/mL olarak hesaplanmustir.

y=-0,2794x"+2,0812x*+1,1439x + 00,0254
R*=0,9963

Absorbans

p-IRS (ng/ml)

Sekil 23. fosfo-IRS1 e ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/mg protein cinsinden verilmistir.

3.7.6. Yag ve Kas dokusu fosfo-AKT analizi

Yag ve kas doku siipernatan fosfo-AKT diizeyi dl¢ciimii BT Lab marka
E2452Ra katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo
8). Kit rat serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlari ve diger biyolojik
sivilarinda fosfo- AKT ’nin in vitro kantitatif 6l¢limii i¢in biotinle isaretli 2.
monoklonal antikor iceren sandvi¢ ELISA metodu ile dl¢lim yapmaktadir. Rat

fosfo- AKT epitoplarina karst yiiksek oOzgiilliik gosteren antikorlarla kapli

75



kuyucuklara standartlar ve serum numuneleri eklendiginde fosfo-AKT nin
antikorla baglanmasi sonucu antikor-antijen kompleksi olusmaktadir. Ardindan
biotinle isaretli monoklonal fosfo- AKT antikorlar1 eklenerck antikor-antijen-
antikor kompleksi olugmaktadir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve
biyotinlenmis fosfo-AKT antikoruna baglanir. inkiibasyondan sonra baglanmamus
Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra
substrat soliisyonlar1 eklenir ve Rat fosfo- AKT miktartyla orantili olarak mavi renk
geligir. Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir.
Cozeltinin renginin sartya dondiigii goriiliir. Olusan rengin absorbansi fosfo-AKT
diizeyi ile dogru orantilidir. Microplate okuyucuda 450 nm'de absorbans 6l¢iiliir.
Standartlarin konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden
elde edilen formiil kullanilarak fosfo- AKT konsantrasyonlar1 ng/L olarak
hesaplanmustir. (Sekil 24). Kitin analiz i¢in 6l¢tim aralig1 7-1500 ng/L, sensitivitesi
6,06 ng/L, ¢alisma ici CV degeri %8 ve calismalar aras1 CV degeri %10’ un alt1

olarak verilmistir.

Deneyin vapilisi

Tablo 8. Yag ve kas dokusu fosfo-AKT analizi

Numune Standart Blank
Standart - 50 ul -
Numune 40 pl - -
Fosfo-AKT antikoru | 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 ul -

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A

50 ul

50 ul

50 ul

Substrat soliisyonu B

50 ul

50 ul

50 ul

Soliisyonlar eklendikten

sonra plate {izerine

dakika 37°C’de inkiibe edildi.

membran kagidi kapatilarak karanlikta 10

Stop soliisyonu

50 ul

50 pl

50 pul

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniismiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar dl¢iilmiistiir.
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Hesaplama

Deney ¢izelgedeki gibi gerceklestirildi. Standart ve numunelerde okunan
absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak fosfo-AKT konsantrasyonlar1 ng/L olarak hesaplanmuistir.

23,8427 -39 269"+ 473 53x-42,522

R? = 0,9994

1600 ¥

Absorbans

- £ q 5 ¢
[0 05 1 1,5 F. 2.5

p-AKT (ng/L)

Sekil 24. fosfo-AKT’ye ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/g protein cinsinden verilmistir.

3.7.7. Yag ve Kas dokusu AS160 analizi

Yag ve kas doku siipernatan AS160 diizeyi 6l¢timii BT Lab marka E2887Ra
katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo 9). Kit rat
serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlar1 ve diger biyolojik sivilarinda

AS160’1n in vitro kantitatif 6l¢iimii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal antikor
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iceren sandvi¢ ELISA metodu ile 6l¢iim yapmaktadir. Rat AS160 epitoplarina kars1
yuksek 0Ozgiillik gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara standartlar ve serum
numuneleri eklendiginde AS160’in antikorla baglanmasi sonucu antikor-antijen
kompleksi olugsmaktadir. Ardindan biotinle isaretli monoklonal AS160 antikorlari
eklenerek antikor-antijen-antikor kompleksi olusmaktadir. Daha sonra
Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis AS160 antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonlar1 eklenir ve Rat AS160
miktartyla orantili olarak mavi renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma
solisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Cozeltinin renginin sariya dondiigii
goriiliir. Olusan rengin absorbans1 AS160 diizeyi ile dogru orantilidir. Microplate
okuyucuda 450 nm'de absorbans Olgiilir. Standartlarin konsantrasyonu ve
absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen formiil kullanilarak
AS160 konsantrasyonlar1 ng/L olarak hesaplanmistir. (Sekil 25). Kitin analiz igin
Ol¢tim aralig1 5-1000 ng/L, sensitivitesi 2,41 ng/L, calisma i¢i CV degeri %8 ve

calismalar aras1t CV degeri %10’ un alt1 olarak verilmistir.

Deneyin vapilisi

Tablo 9. Yag ve kas dokusu AS160 analizi

Numune Standart Blank
Standart - 50 ul -
Numune 40 pl - -
AS160 antikoru 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 ul -

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A | 50 pl 50 ul 50 ul

Substrat soliisyonu B | 50 pl 50 ul 50 ul

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karanlikta 10
dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 50 ul 50 ul 50 pul
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Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniigmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar dl¢iilmiistiir.

Hesaplama

Deney ¢izelgedeki gibi gerceklestirildi. Standart ve numunelerde okunan
absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak AS160 konsantrasyonlari ng/L olarak hesaplanmustir.

Absorbans

n
el

AS160 (ng/L)

Sekil 25. AS160’a ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/g protein cinsinden verilmistir.

3.7.8. Yag ve Kas dokusu AMPK analizi

Yag ve kas doku stipernatan AMPK diizeyi 6l¢iimii BT Lab marka EO436Ra
katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo 10). Kit

rat serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlar1 ve diger biyolojik sivilarinda
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AMPK’nin in vitro kantitatif 6l¢iimii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal antikor
igeren sandvi¢ ELISA metodu ile 61¢tim yapmaktadir. Rat AMPK epitoplarina kars1
yuksek 0Ozgiillik gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara standartlar ve serum
numuneleri eklendiginde AMPK’nin antikorla baglanmasi sonucu antikor-antijen
kompleksi olusmaktadir. Ardindan biotinle isaretli monoklonal AMPK antikorlari
eklenerek antikor-antijen-antikor kompleksi olusmaktadir. Daha sonra
Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis AMPK antikoruna baglanir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimi sirasinda
yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonlar1 eklenir ve Rat AMPK
miktartyla orantili olarak mavi renk gelisir. Reaksiyon, asidik durdurma
solisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Cozeltinin renginin sariya dondiigii
goriiliir. Olusan rengin absorbanst AMPK diizeyi ile dogru orantilidir. Microplate
okuyucuda 450 nm'de absorbans Olgiilir. Standartlarin konsantrasyonu ve
absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen formiil kullanilarak
AMPK konsantrasyonlar1 U/L olarak hesaplanmistir. (Sekil 26). Kitin analiz igin
Ol¢tim araligr 0,5-200 U/L, sensitivitesi 0,25 U/L, calisma i¢ci CV degeri %8 ve

caligmalar aras1 CV degeri %10’ un alt1 olarak verilmistir.

Deneyin vapilisi

Tablo 10. Yag ve kas dokusu AMPK analizi

Numune Standart Blank
Standart - 50 ul -
Numune 40 ul - -
AMPK antikoru 10 ul - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 pl -

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A | 50 pl 50 ul 50 ul

Substrat soliisyonu B | 50 pl 50 pl 50 ul
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Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karanlikta 10
dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 50 ul 50 ul 50 ul

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniligsmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar 6l¢lilmiistiir.

Hesaplama

Deney ¢izelgedeki gibi gergeklestirildi. Standart ve numunelerde okunan
absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak AMPK konsantrasyonlar1 U/L olarak hesaplanmustir.
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Sekil 26. AMPK ’ya ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak U/g protein cinsinden verilmistir.
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3.7.9. Yag ve Kas dokusu GLUT4 analizi

Yag ve kas doku siipernatan GLUT4 diizeyi olgiimii BT Lab marka
E0499Ra katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo
11). Kit rat serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlart ve diger biyolojik
stvilarinda GLUT41in in vitro kantitatif 6l¢timii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal
antikor igeren sandvi¢ ELISA metodu ile 6l¢lim yapmaktadir. Rat GLUT4
epitoplarina kars1 yiiksek 0Ozgiilliikk gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara
standartlar ve serum numuneleri eklendiginde GLUT4’iin antikorla baglanmasi
sonucu antikor-antijen kompleksi olusmaktadir. Ardindan biotinle isaretli
monoklonal GLUT4 antikorlar1 eklenerek antikor-antijen-antikor kompleksi
olugmaktadir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis GLUT4
antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir
yikama adimi sirasinda yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonlari
eklenir ve Rat GLUT4miktartyla orantili olarak mavi renk gelisir. Reaksiyon, asidik
durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Cozeltinin renginin sariya
dondiigii goriiliir. Olusan rengin absorbanst GLUT4 diizeyi ile dogru orantilidir.
Microplate okuyucuda 450 nm'de absorbans 6l¢iiliir. Standartlarin konsantrasyonu
ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen formiil kullanilarak
GLUT4 konsantrasyonlari ng/ml olarak hesaplanmustir. (Sekil 27). Kitin analiz i¢in
Ol¢tim aralig1 0,2-60 ng/ml, sensitivitesi 0,11 ng/ml, ¢alisma i¢i CV degeri %8 ve

caligmalar aras1 CV degeri %10’ un alt1 olarak verilmistir.

Deneyin yapilisi

Tablo 11. Yag ve kas dokusu GLUT4 analizi

Numune Standart Kor
Standart - 50 ul -
Numune 40 pl - -
GLUT4 antikoru 10 ul - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 ul -
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Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A | 50 pl 50 pl 50 pl

Substrat soliisyonu B | 50 pl 50 pl 50 pl

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karanlikta 10
dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 50 ul 50 pul 50 ul

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniigmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar dl¢iilmiistiir.

Hesaplama

Deney cizelgedeki gibi gergeklestirildi. Standart ve numunelerde okunan
absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak GLUT4 konsantrasyonlar1 ng/ml olarak hesaplanmaistir.

Absorbans
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Sekil 27. GLUT4 e ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/mg protein cinsinden verilmistir.
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3.7.10. Yag ve Kas dokusu PIP3 analizi

Yag ve kas doku siipernatan PIP3 diizeyi 6l¢timii USCN marka CEG856Ge
katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo 12). Kit
rat serumu, plazmasi, doku homojenatlar1 ve diger biyolojik sivilarinda PIP3’iin in
vitro kantitatif §l¢iimiinii yarismali ELISA metodu ile yapmaktadir. PIP3'e dzgii bir
monoklonal antikor, mikroplaka {izerine 6nceden kaplanmistir. Biyotin etiketli
PIP3 ve etiketlenmemis PIP3 (Standartlar veya numuneler) arasinda, PIP3'e 6zel
onceden kaplanmis antikor ile rekabetci bir inhibisyon reaksiyonu baslatilir.
Inkiibasyondan sonra baglanmamis konjugat yikanir. Daha sonra HRP her
mikroplaka kuyusuna eklenir ve inkiibe edilir. Bagli HRP konjugatinin miktari,
numunedeki PIP3 konsantrasyonuyla ters orantilidir. Substrat soliisyonunun
eklenmesinden sonra gelisen rengin yogunlugu numunedeki PIP3 konsantrasyonu
ile ters orantilidir. Standartlarin log. konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile
cizilen standart egrisinden elde edilen formiil kullanilarak PIP3 konsantrasyonlari
ng/mL olarak hesaplanmistir (Sekil 28). Kitin alt 6l¢iim limiti 2,94 ng/mL; 6l¢iim
araligi ise 6,17-500 ng/mL; kite ait calisma i¢i CV degeri %10 calismalar aras1 CV

degeri ise %12’°nin altinda verilmistir.

Deneyin vapilisi

Tablo 12. Yag ve kas dokusu PIP3 analizi

Numune Standart Kor
Standart - 50 ul -
Numune 50 ul - -
Reaktif A 50 pl 50 pl 50 pl

Soliisyonlar eklendikten sonra plate lizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 3 kez yikandi.

Reaktif B

50 ul

50 ul

50 ul

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karanlikta 30
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi ¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.
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Substrat soliisyonu A | 90 pul 90 pul 90 pl

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karanlikta 10
dakika 37°C’de inkiibe edildi.
Stop soliisyonu 50 ul 50 ul 50 ul

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sartya doniligmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar dlgiilmiistiir.

Hesaplama

Deney ¢izelgedeki gibi gergeklestirildi. Standart ve numunelerde okunan
absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak PIP3 konsantrasyonlar1 ng/ml olarak hesaplanmstir.
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Sekil 28. PIP3’¢ ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/mg protein cinsinden verilmistir.

85



3.7.11. Yag ve Kas dokusu PGC-1a analizi

Yag ve kas doku silipernatan PGC-la diizeyi ol¢timii BT Lab marka
E0499Ra katalog numarali rat kantitatif ELISA kiti kullanilarak yapilmistir (Tablo
13). Kit rat serumu, plazmasi, idrari, doku homojenatlar1 ve diger biyolojik
stvilarinda GLUT41in in vitro kantitatif 6l¢imii i¢in biotinle isaretli 2. monoklonal
antikor igeren sandvi¢ ELISA metodu ile 6l¢iim yapmaktadir. Rat PGC-la
epitoplarina kars1 yiiksek 0Ozgiilliikk gosteren antikorlarla kapli kuyucuklara
standartlar ve serum numuneleri eklendiginde PGC-1a ’nin antikorla baglanmasi
sonucu antikor-antijen kompleksi olusmaktadir. Ardindan biotinle isaretli
monoklonal PGC-la antikorlari eklenerek antikor-antijen-antikor kompleksi
olugmaktadir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biyotinlenmis PGC-1a
antikoruna baglanir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir
yikama adimi sirasinda yikanarak uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonlari
eklenir ve Rat PGC-1a miktariyla orantili olarak mavi renk gelisir. Reaksiyon,
asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Cozeltinin renginin
sartya dondigii goriiliir. Olusan rengin absorbanst PGC-la diizeyi ile dogru
orantilidir. Microplate okuyucuda 450 nm'de absorbans Olgiiliir. Standartlarin
konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen
formiil kullanilarak PGC-1a konsantrasyonlari ng/ml olarak hesaplanmistir. (Sekil
29). Kitin analiz i¢in 6l¢lim araligi 0,2-60 ng/ml, sensitivitesi 0,11 ng/ml, ¢aligma

ici CV degeri %8 ve ¢alismalar aras1 CV degeri %10’ un alt1 olarak verilmistir.
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Deneyin yapilisi

Tablo 13. Yag ve kas dokusu PGC-1a analizi

Numune Standart Blank
Standart - 50 pl -
Numune 40 pl - -
PGC-1a antikoru 10 pl - -
Streptavidin-HRP 50 ul 50 pl -

Soliisyonlar eklendikten sonra plate iizerine membran kagidi kapatilarak karistirildi. 60
dakika 37°C’de inkiibe edildi. Membran kagidi c¢ikarildi ve her bir kuyucuk yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi.

Substrat soliisyonu A

50 ul

50 ul

50 pul

Substrat soliisyonu B

50 ul

50 ul

50 pul

Soliisyonlar eklendikten
dakika 37°C’de inkiibe edildi.

sonra plate iizerine

membran kagidi kapatilarak karanlikta 10

Stop soliisyonu

50 ul

50 ul

50 pul

Stop soliisyonu eklendikten sonra mavi renk hizlica sariya doniigsmiistiir. Soliisyon
eklendikten sonra 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda microplate okuyucuda
absorbanslar dl¢iilmiistiir.

Hesaplama

Deney cizelgedeki gibi gergeklestirildi. Standart ve numunelerde okunan

absorbans degerinden Blank’te okunan absorbans degeri ¢ikarildi. Standartlarin

konsantrasyonu ve absorbans degerleri ile ¢izilen standart egrisinden elde edilen

formiil kullanilarak PGC-1a konsantrasyonlar1 ng/ml olarak hesaplanmistir.
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Sekil 29. PGC-1a’ya ait standart egri grafigi

Sonuglar total protein miktarina oranlanarak ng/mg protein cinsinden verilmistir.

Verilerin Analizi

Gruplar arasinda anlamli farkliliklarin belirlenmesi i¢cin IBM SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) siiriim 25 kullanilmistir. Elde edilen
verilerin gosteriminde medyan ve c¢eyreklik aralik degerleri kullanilmistir.
Parametrik olmayan test kosullar1 altinda gruplar arasindaki farkin anlamlilik
diizeyini belirlemek i¢in Kruskal Wallis Testi se¢ilmistir. Anlamli farkliliklar
belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi ve Bonferroni Diizeltmesi kullanilmistir. Bu
amagla 4 grup i¢in 6 karsilastirma yapilmis, p degeri (p<0.05) Bonferroni
diizeltmesine (0.05/6=0.0083) gore 6'ya boliinmiistiir. ki grup arasindaki
anlamlhilik diizeyi i¢in 0,008'e esit ve altindaki p degerleri anlamli olarak kabul
edilmistir. Parametreler arasindaki korelasyonu incelemek igin gruplar arasinda
Spearman Korelasyon Analizi yapilmistir. Korelasyon analizinde p-degerine esit ve
0,05'in altindaki degerler anlamli, 0,01'e esit ve altindaki degerler gii¢lii anlaml1

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
Calismada bulgular degerlendirilirken ¢alisma grubu 4’e ayrilmistir.
Grup 1: Kontrol Grubu
Grup 2: %20’lik Fruktoz
Grup 3: %20’lik Fruktoz + 100 mg/kg Kurkumin
Grup 4: %20’lik Fruktoz + 200 mg/kg Kurkumin

4.1. Serum Insiilin, Glukoz, Insiilin Direnci Testi (HOMA-IR) bulgulari

Tim gruplarin serum insiilin, glukoz, HOMA-IR parametrelerinin medyan

ve ¢eyrekler araligi Tablo 14°te gosterilmistir.

Tablo 14. Serum Glukoz, insiilin ve HOMA-IR medyan ve ¢eyrekler araligi degerleri

Parametreler Grup 1 n=6 Grup 2 n=6 Grup 3 n=6 Grup 4 n=6
Glukoz (mg/dl) 144 (139-146,3) | 213,5 (180,3- 249,5 (222,8- 159 (140-214,5)
264)2 270)°
Insiilin (nU/ml) 6,48 (5,89-6,74) | 8,26 (7,9-8,79)* | 5,28 (5,01- 4,48 (3,47-
5,54)¢ 5,06)°¢
HOMA-IR 2,25 (2,09-2,36) | 4,16 (3,77- 3,13 (2,89- 1,83 (1,37-
5,38)2 3,54)bd 1,98)cef

a : p<0,008 (Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasi), b: p<0,008 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi), ¢ : p<0,008 (Grup
1 ile Grup 4’in karsilastirilmasi), d: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi), e: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 4’iin
karsilastirilmast), f: p<0,008 (Grup 3 ile Grup 4’iin karsilastirilmasi).

Serum glukoz, insiilin ve HOMA-IR seviyeleri gruplar kendi aralarinda
istatiksel olarak karsilastirildig farkin anlamlilig1 bulunmustur (Sirasiyla; p=0,004,
p=0,001, p=0,001).

Grup 1’e gore Grup 2 ve Grup 3’iin glukoz seviyelerinin anlamli olarak
yukseldigi gozlenmistir (Sirasiyla; p=0,004, p=0,004). Grup 2’ye gore Grup 4’iin
glukoz seviyesi bir azalma goriilmesine karsin istatiksel olarak anlamlhi

bulunamamistir (p=0,180) (Sekil 30).
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(a:p<0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin karsilastinlmasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n kar$|la$t\r|lma8|) Cop<
0,008 (Grup 1 ile Grup 4'0n karsilastinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilastinlmasi), e: p< 0,008 (Grup
2ile Grup 4'0n karsllastmlmasn f p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un karsilagtinimasi))

Sekil 30. Gruplarin serum glukoz seviyeleri

Gruplarin insiilin diizeylerine bakildiginda, Grup 2’nin insiilin seviyesi
Grup 1’e gore anlamli olarak artarken, Grup 4’tin Grup 1’e gore insiilin seviyesinin
anlaml olarak azalmistir (Sirasiyla; p=0,004, p=0,008). Grup 3 ve Grup 4’lin
instilin seviyesinin Grup 2’ye gore anlaml olarak azaldig1 gézlenmistir (Sirasiyla
p=0,004, p=0,004). Grup 3 ve Grup 4’iin insiilin seviyeleri karsilastirildiginda
istatiksel olarak farkin anlamliligi bulunamamistir (p=0,016) (Sekil 31).
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(a: p=< 0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilastinimasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n kargilagtinimasi), c: p< 0,008
(Grup 1 ile Grup 4'Un karsilastinlmasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'Un karsilastnimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile
Grup 4'0n karsilastinimasi), £ p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un karsilastinlmasi))

Sekil 31. Gruplarin serum insiilin seviyeleri

Gruplarin HOMA-IR degeri arasindaki farkin anlamliligi bulunmustur
(p=0,001). Grup 1’e kiyasla Grup 2 ve Grup 3’iin HOMA-IR degeri anlamli olarak
artmistir (Sirasiyla; p=0,004, p=0,004), buna karsin Grup 1’e goére Grup 4’iin
HOMA-IR degerinin anlamli olarak azaldigi gdzlenmistir (p=0,008). Bununla
birlikte Grup 2’ye karsilastirildiginda Grup 3 ve Grup 4’tin HOMA-IR degerlerinin
Grup 2’ye gore anlamli olarak azalmistir (Sirasiyla p=0,004, p=0,004). Ayni
zamanda, Grup 3’e gore Grup 4’tin HOMA-IR degerinin de anlamli olarak azaldig:
gozlenmistir (p=0,004) (Sekil 32).
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a: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilagtnimasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'On kargillastinlmasi), ¢ : p< 0,008
(Grup 1 ile Grup 4'Un karsilastinlmasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'Un karsilastinimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile
Grup 4'Un karsilastinimasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n kargilastinimasi))

Sekil 32. Gruplarin HOMA-IR degerleri

4.2. Kas Dokusu Insiilin Sinyal (IRS/Akt/GLUT4) Yolu Parametreleri
Bulgular

Tim gruplarin kas dokusu insiilin yolu parametrelerinin medyan ve
ceyrekler araligi Tablo 15°te gosterilmistir.

Tablo 15. Kas dokusu insiilin sinyal yolu parametrelerinin medyan ve ¢eyrekler araligi
degerleri

Parametreler Grup 1 n=6 Grup 2 n=6 Grup 3 n=6 Grup 4 n=6

p-IRS1 (ng/g pro.) | 630,3 (540,2- 355,5 (246,7- 609,8 (457,3- 785,4 (727,3-
1057,8) 430,3)? 807,7)¢ 943,4)¢

IRS1 (ng/mg pro.) | 4,39 (4,05- 2,73 (2,31- 4,18 (3,99- 5,54 (5,14-
6,19) 3,44)2 4,45)¢ 8,36)°

PI3K (ng/mg pro.) | 4,12 (2,91- 1,22 (0,74- 2,99 (1,36- 4,42 (3,93-
6,95) 2,29)2 4,04) 6,83)¢

PIP3 (ng/mg pro.) 1,61 (1,22- 0,7 (0,56-0,87)2 | 1,65 (1,62- 2,53 (1,5-3,37)¢
4,64) 1,85)¢

PDK1 (ng/mg pro.) | 4 (3,54-8,98) 1,91 (0,86- 4,33 (3,12- 7,05 (6,35-

3,08)2 5,8)4 10,7)%f
p-AKT (U/mg pro.) | 24,2 (49-70,4) | 7,4 (3,1-14)* 31,3(23,7-50)¢ | 49,1(29,8-86,1)
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AS160 (ng/g pro.) | 34,5 (27,5- 32,3 (19,9-55) | 40,2 (33,1- 53,2 (34-74,2)
73,9) 47,3)

GLUT4 (ng/mg 4,36 (3,72- 2,31 (1,6-2,77)% | 2,59 (2,32- 4,61 (3,46-

pro.) 8,35) 3,43) 6,89)°

a: p<0,008 (Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasi), b: p<0,008 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi), ¢ : p<0,008 (Grup
1 ile Grup 4’in karsilastirilmasi), d: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi), e: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 4’iin
karsilastirilmast), f: p<0,008 (Grup 3 ile Grup 4’iin karsilastirilmast).

Dort grubun kas dokusu p-IRS1 seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek igin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligi bulunmustur
(p=0,004). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla p-IRS1
seviyesi Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,002). Buna karsin, Grup 2’e
kiyasla Grup 3 ve Grup 4’tin p-IRS1 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla;
p=0,008, p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin
anlamlilig1 bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 33).
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a: p=0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilagtnimas!), b: p=0,008 (Grup 1 ile Grup 3'Un kargilastinimasi), c: p=0,008
(Grup 1 ile Grup 4'0n karsilagtinimasi), d: p=0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilastirimas), e p<0,008 (Grup 2 ile Grup
4'tn karsilastinimasi), f: p=<0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un karsilastinimasi

Sekil 33. Gruplarin kas p-IRS1 seviyeleri

Dort grubun kas dokusu IRS1 seviyeleri farkin anlamliligi belirlemek i¢in
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligt bulunmustur
(p=0,001). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla IRS1 seviyesi
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Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,006). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla Grup
3 ve Grup 4’tin p-IRS1 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,004,
p=0,004). Bununla birlikte, Grup 3’e kiyasla Grup 4’tin IRS1 seviyesi anlamli
olarak artmistir (p=0,006). Diger gruplar arasindaki ikili karsilagtirmalarda farkin
anlamliligi bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 34).
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GRUP
a: p=0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin kargilagtinlmasi), b: p=<0,008 (Grup 1 ile Grup 3'in karsilastnlmasi), c: p=<0,008 (Grup
1 ile Grup 4'0n kargilastinimasi), d: p=0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilagtinlmas), e: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 4'tn
kargilagtinimasi), f: p=0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n karsilagtinimasi

Sekil 34. Gruplarin kas IRS1 seviyeleri

Dort grubun kas dokusu PI3K seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek icin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligt bulunmustur
(p=0,004). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla PI3K seviyesi
Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla Grup
4’1in PI3K seviyesi anlamli olarak artmistir (p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili
karsilagtirmalarda farkin anlamlilig1 bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 35).
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a: p=0008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilasbrimasi), b: p=0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n karsilastnlmasi), ¢ p=0,008 ({Grup
1 ile Grup 4'0n kargilagtinlmasi), d: p=<0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n kargilagtinlmasi), e: p=0,008 {Grup 2 ile Grup 4'in
karsilastinlmasi), f: p<0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un karsilasbnimasi

Sekil 35. Gruplarin kas PI3K seviyeleri

Dort grubun kas dokusu PIP3 seviyeleri farkin anlamliligi belirlemek i¢in
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamlili§i bulunmustur
(p=0,004). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla PIP3 seviyesi
Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla Grup
3 ve Grup 4’iin PIP3 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,004,
p=0,006). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamliligi
bulunamamustir (p>0,008) (Sekil 36).
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a: p=0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin kargilastinimasi), b: p=<0 008 (Grup 1 ile Grup 3'0n karsilagtinimasi), c: p=0,008 (Grup 1
ile Grup 4'On kargilastnimasi), d: p=<0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilastinlmasi), e: p=0,008 (Grup 2 ile Grup 4'Un
karsilagtinimasi), f: p=0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n karsilaghnimasi

Sekil 36. Gruplarin kas PIP3 seviyeleri

Dort grubun kas dokusu PDK1 seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek i¢in
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligt bulunmustur
(p=0,002). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’°e kiyasla PDK1 seviyesi
Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,008). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla Grup
3 ve Grup 4’tin PDK1 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,008,
p=0,004). Bununla birlikte, Grup 3’e kiyasla Grup 4’tin PDKI1 seviyesi anlaml
olarak artmistir (p=0,008). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin
anlamlilig1 bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 37).
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a: p=0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilastnimas), b: p=<0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n kargllagtinimasi), c: p<0,008 (Grup 1 ile
Grup 4'0n kargilagtinimasi), d: p=<0,008 (Grup 2 ile Grup 3'Un karsilagtinlmasi), e: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 4'0n
kargilagtirimasi), f: p=0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n kargsilagtinimasi

Sekil 37. Gruplarin kas PDK1 seviyeleri

Dort grubun kas dokusu p-AKT seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek i¢in
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligit bulunmustur
(p=0,003). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla p-AKT
seviyesi Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e
kiyasla Grup 3 ve Grup 4’lin p-AKT seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla;
p=0,004, p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin
anlamlilig1 bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 38).
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a:p< 0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin kargllastinlmasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'Un karsilagtinimas), c: p< 0,008 (Grup
1 ile Grup 4'0n karsilastnimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilagtinimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'0n
kargilagtinimasi), f. p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'On karsilagtinimasi

Sekil 38. Gruplarin kas p-AKT seviyeleri

Dort grubun kas dokusu AS160 seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek igin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligi bulunamamistir

(p=0,453) (Sekil 39).
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Sekil 39. Gruplarm kas AS160 seviyeleri
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Dort grubun kas dokusu GLUT4 seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek
i¢in istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligi bulunmustur
(p=0,002). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e¢ kiyasla GLUT4
seviyesi Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e
kiyasla Grup 4’tin GLUT4 seviyesi anlamli olarak artmistir (p=0,004). Diger
gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamliligit bulunamamistir

(p>0,008) (Sekil 40).
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a:p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilastinimasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n karsilastinimasi), ¢ p< 0,008
(Grup 1 ile Grup 4'0n karsilastinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilastinlmasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile
Grup 4'tn kargilastrimasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n karsilastinlmasi

Sekil 40. Gruplarin kas GLUT4 seviyeleri
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4.3. Kas Dokusu AMP Aktive Edilmis Protein Kinase (AMPK) ve
Peroksizom Proliferator Aktive edilmis Reseptor Gama Koaktivator

Alfa (PGC-1a) Bulgular

Tiim gruplarin kas dokusu AMPK ve PGC-1a medyan ve ¢eyrekler araligi

Tablo 16’da gosterilmistir.

Tablo 16. Kas Dokusu AMPK ve PGC-1a medyan ve ¢eyrekler araligi degerleri

Parametreler Grup 1 n=6 Grup 2 n=6 Grup 3 n=6 Grup 4 n=6
AMPK (U/g pro.) 119,1 (97,2- 73,9 (60,1- 95,9 (80,7- 136,1 (98,4-

163,2) 86,9)2 131,5) 184,6)¢
PGC-1a (U/mg 1,98 (1,26- 0,82 (0,71-1)2 1,81 (1,39- 2,31 (1,59-
pro.) 2,55) 2,93)¢ 3,34)¢

a : p<0,008 (Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasi), b: p<0,008 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilagtirilmasi), ¢ : p<0,008 (Grup

1 ile Grup 4’iin karsilastirilmast), d: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmasti), e: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 4’iin

karsilastirilmast), f: p<0,008 (Grup 3 ile Grup 4’iin karsilastirilmast).

Dort grubun kas dokusu AMPK seviyeleri farkin anlamliligi belirlemek i¢in

istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligt bulunmustur

(p=0,008). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla AMPK

seviyesi Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,006). Buna karsin, Grup 2’e

kiyasla Grup 4’iin AMPK seviyesi anlamli olarak artmistir (p=0,006). Diger gruplar

arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamliligi bulunamamistir (p>0,008)

(Sekil 41).
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a: p<0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin karsilastinlmasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n karsilagtinimasi), c: p< 0,008 (Grup 1
ile Grup 4'0n kargilastinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilagtirimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'n
karsilastinimasi), f. p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un karsilagtinimasi

Sekil 41. Gruplarin kas AMPK seviyeleri

Dort grubun kas dokusu PGC-1a seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek
icin istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamlhiligi bulunmustur
(p=0,003). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla PGC-la
seviyesi Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e
kiyasla Grup 3 ve Grup 4’tin PGC-1a seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla;
p=0,004, p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin
anlamlilig1 bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 42).
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a:p< 0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin kargilagtinlmasi), b: p= 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n karsilastinimasi), c: p< 0,008 (Grup 1
ile Grup 4'0n karsilagtinlmasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'Un kargllagtirimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'0n
kargllagtinimasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'un karsilagtinimasi

Sekil 42. Gruplarin kas PGC-1a seviyeleri

4.4. Kas Dokusu Korelasyon Analiz Sonuclari

Korelasyon analiz sonuglarmma gore HOMA-IR degeri ve kas doku
parametreleri (AS160 hari¢) ikiserli olarak iliskilendirildiginde giiclii anlamli
negatif korelasyon gostermistir (p<0,01). Bununla birlikte kas doku parametreleri
her iki parametre kendi arasinda iligkilendirildiginde gii¢lii anlamli pozitif

korelasyon gostermistir (p<0,01) (Tablo 17).
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Tablo 17. Kas doku korelasyon analiz sonuglari

r: korelasyon katsayisi, p: anlamlilik degeri, * Cift yonlii zayif anlamli korelasyon (p<0,05) ,

Kas doku parametreler | HOMA-IR | p-IRS1 | IRS1 PI3K PIP3 PDK1 p-AKT GLUT4 AMPK PGC-1a
HOMA-IR |r 1,000 -,621" -,834" -,662™ -,655™ -, 763" -,666" - 775" -,695™ -,633"
p . ,001 ,000 ,000 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001
p-IRS1 r -,621" 1,000 762" ,695™ 781" 807" ,790™ ,643™ 6117 ,718™
p ,001 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,001 ,002 ,000
IRS1 r -,834" 762" 1,000 ,760™ 827 ,920™ ,810™ ,863™ ,846™ 737
p ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
PI3K r -,662™ ,695™ ,760™ 1,000 ,729™ 662" ,840™ ,750™ 573" ,578™
p ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,003 ,003
PIP3 r -,655” 781" 827" ,729™ 1,000 ,790™ ,835™ ,699™ 687" ,781™
p ,001 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
PDK1 r -, 763" 807 ,920™ ,662™ ,790™ 1,000 ,718™ ,728™ ,799™ ,710™
p ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000
p-AKT r -,666" ,790™ ,810™ ,840™ ,835™ ,718™ 1,000 ,785™ ,605™ 727
p ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,002 ,000
GLUT4 r - 775" ,643™ ,863™ ,750™ ,699™ ,728™ ,785™ 1,000 723" ,566""
p ,000 ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,004
AMPK r -,695™ 611" ,846™ 573" 687" ,799™ ,605™ 723" 1,000 7317
p ,000 ,002 ,000 ,003 ,000 ,000 ,002 ,000 . ,000
PGC-1a r -,633" ,718™ 737 578" 781" ,710™ 7727 ,566™ 7317 1,000
p ,001 ,000 ,000 ,003 ,000 ,000 ,000 ,004 ,000

** Cift yonli gligli anlamli korelasyonun (p<0,01).
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4.5. Yag Dokusu Insiilin Sinyal (IRS/Akt/GLUT4) Yolu Parametreleri

Bulgular

Tim gruplarin yag dokusu insiilin yolu parametrelerinin medyan ve

ceyrekler aralig1 Tablo 18’de gosterilmistir.

Tablo 18. Yag dokusu insiilin sinyal yolu parametrelerinin medyan ve g¢eyrekler aralig

degerleri

Parametreler Grup 1 n=6 Grup 2 n=6 Grup 3 n=6 Grup 4 n=6

p-IRS1 (ng/g pro.) | 2254 (1871- 1377 (1323- 2473 (2185- 4945 (2967-
2468) 1530) 2910)¢ 7501)¢

IRS1 (ng/mg pro.) | 13,1 (11,98- 10,27 (8,78- 14,81 (12,64- | 24,4 (15,96-
15,47) 10,9) 18,51)¢ 35,33)°

PI3K (ng/mg pro.) | 17,67 (13,58- | 11,78 (10,52- | 19,98 (17,15- | 33,02 (24,27-
20,77) 12,76) 22,44)4 64,8

PIP3 (ng/mg pro.) | 4,53 (3,8-5,33) | 2,35 (1,75- 4(3,67-4,66)" | 5,08 (4,28-7,4)

2,56)?

PDK1 (ng/mg pro.) | 16,57 (12,56- 9,8 (2,34- 19,39 (16,11- 50,68 (26,76-
19,41) 11,55) a 33,62)¢ 79,73)¢

p-AKT (U/mg pro.) | 1349 (118,3- | 101,6 (88,4- 233,3 (143- 219,2 (136,1-
189,2) 106,7) 363) 493,1)°

AS160 (ng/ g pro.) | 130,7 (110,6- | 107,4 (96,7- 159,4 (131,3- | 234 (155-
148,5) 130,9) 165,8) 292,6)

GLUT4 (ng/mg 14,1 (12,4- 11,3 (9,8- 18,7 (18,6- 36,8 (21,7-

pro.) 16,8) 12,03)? 23,3)°d 50,7)°

a : p<0,008 (Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasi), b: p<0,008 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilastirilmasi), ¢ : p<0,008 (Grup

1 ile Grup 4’iin karsilastiriimast), d: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmast), e: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 4’iin

karsilastirilmast), f: p<0,008 (Grup 3 ile Grup 4’{in karsilastirilmasi).

Dort grubun yag dokusu p-IRS1 seviyeleri farkin anlamliligi belirlemek i¢in

istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamlili§i bulunmustur

(p=0,001). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla p-IRS1

seviyesi Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e

kiyasla Grup 3 ve Grup 4’lin p-IRS1 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla;

p=0,004, p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin

anlamliligi bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 43).
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a: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilastinlmasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n karsilastinimasi), ¢ p=< 0,008
(Grup 1 ile Grup 4'tn karsilagtinimas), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'Un kargilagtinlmasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile
Grup 4'0n karsilastinlmasi), f. p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'On karsilastinimas

Sekil 43. Gruplarin yag doku p-IRS1 seviyeleri

Dort grubun yag dokusu IRS1 seviyeleri farkin anlamliligr belirlemek i¢in
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligi bulunmustur
(p=0,001). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla IRS1 seviyesi
Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla Grup
3 ve Grup 4’ln IRS1 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirastyla; p=0,004,
p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamliligi
bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 44).
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a: p< 0008 (Grup 1ile Grup 2'nin kargilagtinimasi), b: p< 0,008 {Grup 1 ile Grup 3'0n kargilastinimasi), c: p< 0,008
(Grup 1 ile Grup 4'0n karsilagtinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'Un kargilagtinimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup
4'0n kargilagtinimasi), - p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un kargilagtinimasi

Sekil 44. Gruplarin yag doku IRS1 seviyeleri

Dort grubun yag dokusu PI3K seviyeleri farkin anlamliligi belirlemek icin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligt bulunmustur
(p=0,001). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla Grup 2’nin
PI3K seviyesi anlamli olarak azalmistir (p=0,008). Grup 1’e kiyasla Grup 4’iin
PI3K seviyesi ise anlamli olarak artmistir (p=0,006). Grup 2’e kiyasla Grup 3 ve
Grup 4’tin PI3K seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,004, p=0,004).
Bununla birlikte, Grup 3’e kiyasla Grup 4’iin PI3K seviyesi anlamli olarak artmistir
(p=0,008). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamlilig
bulunamamustir (p>0,008) (Sekil 45).
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a: p< 0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin kargllagtinimasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'Un kargilagtnimasi), c: p< 0,008 (Grup 1
ile Grup 4'0n karsilagtinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilagtinlmasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'0n
karsilagtinimasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un kargilagtinimasi

Sekil 45. Gruplarin yag doku PI3K seviyeleri

Dort grubun yag dokusu PIP3 seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek igin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligt bulunmustur
(p=0,003). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla Grup 2’nin
PIP3 seviyesi anlamli olarak azalmistir (p=0,008). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla
Grup 3 ve Grup 4’iin PIP3 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,004,
p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamlilig
bulunamamustir (p>0,008) (Sekil 46).
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a: p=< 0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin karsilagtinlmasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n karsilastinimas), ¢ : p< 0008 (Grup
1ile Grup 4'0On kargilagtnimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n kargilagtinlmasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'Un

kargilagtinimasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'Un kargilagtinimasi

Sekil 46. Gruplarm yag doku PIP3 seviyeleri

Dort grubun yag dokusu PDK1 seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek i¢in

istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamlili§i bulunmustur

(p=0,001). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla Grup 2’nin

PDK1 seviyesi anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla

Grup 3 ve Grup 4’iin PDK1 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,004,

p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamliligi
bulunamamustir (p>0,008) (Sekil 47).
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1 ile Grup 4'tn kargilastinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n kargilastinimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'0n
kargillastinimasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n karsilagtinimasi

PDK1 {(ng/mg protein)

Sekil 47. Gruplarin yag doku PDK1 seviyeleri

Dort grubun yag dokusu p-AKT seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek igin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligt bulunmustur
(p=0,002). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla Grup 2’nin p-
AKT seviyesi anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla
Grup 3 ve Grup 4’lin p-AKT seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,004,
p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamlilig
bulunamamustir (p>0,008) (Sekil 48).
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a: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 2'nin karsilagtinimas), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'Un karsilagtinimasi), c: p< 0,008 (Grup
1 ile Grup 4'0n karsilastinlmasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilastinimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'an
kargilagtinlmasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n karsilagtinimasi

Sekil 48. Gruplarin yag doku p-AKT seviyeleri

Dort grubun yag dokusu AS160 seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek igin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligi bulunmamistir

(p=0,059) (Sekil 49).
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Sekil 49. Gruplarin yag doku AS160 seviyeleri
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Dort grubun yag dokusu GLUT4 seviyeleri farkin anlamliligi belirlemek
i¢in istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamliligi bulunmustur
(p=0,001). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla Grup 2’nin
GLUT4 seviyeleri anlamli olarak azalmistir (p=0,006). Grup 1’¢ kiyasla Grup 3’iin
GLUTH4 seviyesi ise anlamli olarak artmistir (p=0,006). Grup 2’e kiyasla Grup 3 ve
Grup 4’tin GLUT4 seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirasiyla; p=0,004,
p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamliligi
bulunamamustir (p>0,008) (Sekil 50).
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a: p< 0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin karsilagtnimasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'Un karsilagtinimasi), ©: p< 0,008 (Grup
1 ile Grup 4'0n kargilastinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilagtinimasi), e: p=< 0,008 (Grup 2 ile Grup 4'0n
kargilastirimas), f. p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n kargilagtinimasi

Sekil 50. Gruplarin yag doku GLUT4 seviyeleri
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4.6. Yag Dokusu AMP Aktive Edilmis Protein Kinase (AMPK) ve
Peroksizom Proliferator Aktive edilmis Reseptor Gama Koaktivator
Alfa (PGC-1a) Bulgular

Tiim gruplarin yag doku AMPK ve PGC-1la medyan ve ¢eyrekler araligi
Tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19. Yag Dokusu AMPK ve PGC-1a medyan ve geyrekler araligi degerleri

Parametreler Grup 1 n=6 Grup 2 n=6 Grup 3 n=6 Grup 4 n=6
AMPK (U/g pro.) 266 (230-392) | 181 (144-200)2 | 407 (362-463)¢ | 617 (336-

1184)°
PGC-1a (U/mg 5,9 (3,61-7,1) 4,62 (0,66- 6,64 (5,82- 13,17 (10,18-
pro.) 5,65) 8,46) 14,95)¢

a : p<0,008 (Grup 1 ile Grup 2’nin karsilastirilmasi), b: p<0,008 (Grup 1 ile Grup 3’iin karsilagtirilmasi), ¢ : p<0,008 (Grup
1 ile Grup 4’iin karsilastirilmast), d: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 3’iin karsilastirilmasti), e: p<0,008 (Grup 2 ile Grup 4’iin
karsilastirilmast), f: p<0,008 (Grup 3 ile Grup 4’iin karsilastirilmast).

Dort grubun yag dokusu AMPK seviyeleri farkin anlamliligi belirlemek igin
istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamlili§i bulunmustur
(p=0,001). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 1’e kiyasla Grup 2’in
AMPK seviyesi anlamli olarak azalmistir (p=0,004). Buna karsin, Grup 2’e kiyasla
Grup 3 ve Grup 4’tin AMPK seviyeleri anlamli olarak artmistir (Sirastyla; p=0,004,
p=0,004). Diger gruplar arasindaki ikili karsilastirmalarda farkin anlamliligi
bulunamamustir (p>0,008) (Sekil 51).
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a: p< 0008 (Grup 1ile Grup 2'nin karsilagtinlmasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'0n kargilagtinimasi), ¢ p< 0,008 (Grup
1ile Grup 4'Un karsilastinimasi), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilastinimas), e: p< 0,

karsilastinlmasi), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'tn karsilastinimasi)

Sekil 51. Gruplarin yag doku AMPK seviyeleri

008 (Grup 2 ile Grup 4'tn

Dort grubun yag dokusu PGC-1la seviyeleri farkin anlamlilig1 belirlemek

icin istatiksel olarak analiz edildiginde gruplarin farkin anlamlhiligi bulunmustur

(p=0,007). Gruplar ikiserli olarak kiyaslandiginda, Grup 2’e kiyasla Grup 4’iin

PGC-1a seviyesi anlamli olarak artmistir (p=0,006). Diger gruplar arasindaki ikili

karsilastirmalarda farkin anlamliligi bulunamamistir (p>0,008) (Sekil 52).
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a:p< 0,008 (Grup 1ile Grup 2'nin karsilastinimasi), b: p< 0,008 (Grup 1 ile Grup 3'Un karsilastnimasi), ¢ p< 0,008
(Grup 1 ile Grup 4'0n karsilastinimas), d: p< 0,008 (Grup 2 ile Grup 3'0n karsilastinimasi), e: p< 0,008 (Grup 2 ile
Grup 4'0n kargilastinlmas), f: p< 0,008 (Grup 3 ile Grup 4'0n karsilastinimas))

Sekil 52. Gruplarin yag doku PGC-1a seviyeleri

4.7. Yag Dokusu Korelasyon Analiz Sonug¢lari

Korelasyon analiz sonuglarmma gére HOMA-IR degeri ve yag doku
parametreleri (AS160 harig) ikiserli olarak iligskilendirildiginde giiclii anlaml
negatif korelasyon gostermistir (p<0,01). Bununla birlikte yag doku parametreleri
her iki parametre kendi arasinda iliskilendirildiginde gii¢lii anlamli pozitif

korelasyon gostermistir (p<0,01) (Tablo 20).
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Tablo 20. Yag doku korelasyon analiz sonuglari

Yag doku parametreler | HOMA-IR p-IRS1 IRS1 PI3K PIP3 PDK1 p-AKT GLUT4 AMPK PGC-1a
HOMA-IR |r 1,000 -, 725 -,681" -,664™ -,755™ - 712" -,541" -,618™ -,630™ -,548™
p . ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,006 ,001 ,001 ,006
p-IRS1 r -, 725 1,000 871" 872" ,816™ ,892"™ 817 ,881™ ,878™ ,750™
p ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
IRS1 r -,681" 871" 1,000 857" 757 ,883™ ,903™ ,930™ 867" 778™
p ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
PI3K r -,664™ 872" 857" 1,000 ,763™ ,861" 794" ,834™ 871 723
p ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000
PIP3 r -,755™ ,816™ 757 763" 1,000 ,856"" , 753" ,700™ 697 ,585™
p ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000 ,003
PDK1 r -,712™ ,892™ ,883™ 861" ,856™ 1,000 ,822™ ,889™ ,843™ ,809™
p ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,000 ,000
p-AKT r -,541™ 817 ,903™ 794 ,753™ ,822™ 1,000 ,825™ ,794™ ,640™
p ,006 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000 ,001
GLUT4 r -,618™ 881" ,930™ ,834™ ,700™ ,889™ ,825™ 1,000 ,920™ ,783™
p ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000 ,000
AMPK r -,630™ ,878™ 867 871 697 ,843™ ,794™ ,920™ 1,000 807"
p ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 ,000 . ,000
PGC-1a r -,548"™ ,750™ 778™ 723" ,585™ ,809™ ,640™ ,783™ 807" 1,000
p ,006 ,000 ,000 ,000 ,003 ,000 ,001 ,000 ,000

r: korelasyon katsayisi, p: anlamlilik degeri, * Cift yonli zayif anlamli korelasyon (p<0,05) ,

** Cift yonlii giigli anlamli korelasyonun (p<0,0)
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5. TARTISMA

Insiilin direnci, basta karaciger, kas ve yag dokusu olmak iizere hedef
dokularin insiilin stimiilasyonuna karsi bozulmus biyolojik yanit olarak
tanimlanir. Insiilin direnci, glukoz atilimini bozar, bu da beta hiicrelerinde insiilin
iiretiminde artis ve hiperinsiilinemiye neden olur. Insiilin direnci; hiperglisemi,
hipertansiyon, dislipidemi, viseral yaglanma, hiperiirisemi, yiiksek inflamatuar
belirtecler, endotel disfonksiyonu ve protrombik durum gibi bir¢ok metabolik
sonug¢ dogurabilir. Klinik olarak, insiilin direnci, insiilin direnci ile iligkili metabolik
sonuglar araciligiyla taninir [226]. Insiilin direnci, genetik nedenler de tanimlanmis

olsa da, 6ncelikle asir1 viicut yagiyla ilgili edinilmis bir durumdur [27].

Insiilin direncinin 6l¢iimiinde altin standart yéntem, hiperinsiilinemik-
oglisemik glukoz klemp teknigidir. Bu, smirli klinik uygulanabilirligi olan bir
arastirma teknigidir; bununla birlikte, HOMA-IR, HOMAZ2, QUICKI, serum
trigliserit ve trigliserit/HDL orani1 dahil olmak tizere, insiilin direncinin klinik olarak
yararlt 6l¢lim metodlart vardir [242]. Ek olarak, gesitli 6lgiimler, serum glukozu
ve/veya bir glukoz yiiklemesine verilen insiilin yanitina dayali olarak insiilin

direncini degerlendirir.

Insiilin direncinin baskin sonucu tip 2 diyabet olup, insiilin direncinin tip 2
DM gelisiminden 10 ila 15 yil nce basladigi diisiiniilmektedir. Insiilin direncinin
gelismesi tipik olarak endojen insiilin iiretiminde telafi edici bir artis ve
hiperinsiilinemi ile sonuglanir. Bir anabolik hormon olan yiiksek endojen insiilin
seviyeleri, kilo alimina sebep olur ve bu da insiilin direncini daha da siddetlendirir
[243]. Bu kisir dongii, pankreatik beta-hiicre aktivitesi insiilin direncinin yarattig
insiilin talebini artik yeterince karsilayamaz hale gelene ve hiperglisemiye neden
olana kadar devam eder [244]. insiilin talebi ve insiilin iiretimi arasindaki
uyumsuzluk devam ederken, glisemik seviyeler tip 2 DM ile uyumlu seviyelere
yukselir. Diinya ¢apinda 18 yas lstii yaklasik 451 milyon yetiskinin diyabetli
oldugu tahmin edilmektedir ve bunlarin %901 Tip 2 diyabetlidir [245].

116



Metabolik sendrom ve diyabet prevalansi, modern yasam tarzi ve yiiksek sekerli
diyetlerin 6zellikle fruktoz tiiketiminin artmasi nedeniyle diinya ¢apinda garpici bir
sekilde artmistir. Fruktoz orami yiiksek diyetler, insiilin direnci, bozulmus glukoz
toleransi, hiperinsiilinemi, hipertansiyon ve hipertrigliseridemi gibi c¢oklu
metabolik sendrom semptomlarina neden olur. Bu nedenle, esas olarak sakkaroz
ve yiiksek fruktozlu misir surubundan elde edilen yiiksek diyet fruktoz tiiketimi,
obezitenin gelisimine ve insiilin direnci ve hipertrigliseridemi gibi metabolik
anormalliklere eslik eden bir faktor olarak gosterilmistir [246]. Taskinen ve
arkadaglar1 [58], on iki hafta boyunca igeceklere eklenen hiperkalorik fruktozun (75
g/giin), miidahaleden 6nceki baslangic degerlerine kiyasla obez erkeklerde insiilin
diizeylerini ve HOMA-IR'yi arttirdigin1 gostermislerdir. Benzer sekilde, ii¢ hafta
boyunca tatlandirilmis igeceklerde 80 g/giin fruktoz saglayan bir c¢alismada,
fruktozun, esit miktarda glukoza kiyasla, baslangigtaki endojen glukoz tiretimini
arttirdig1 ve oglisemik-hiperinsiilinemik klemp ¢alismasi sirasinda hepatik glukoz
iretiminin baskilanmasini azalttigi ortaya konmustur [247]. Toplu olarak ele
alindiginda, bu caligmalar, alisilmis SSB tiikketimini yansitan fruktoz tiiketiminin

zamanla insiilin duyarliliginin azalmasina yol acabilecegini gostermektedir.

Diyetle indiiklenen metabolik sendrom modellerinin ¢ogu kemirgenlerde
gelistirilmistir, ¢linkii kemirgenler bu anormallikleri birka¢ hafta icinde gosterirler,
insanlarla karsilastirildiginda bu stire yillarca siirebilir. Ayrica MS'in gelisimi
kemirgenlerde erken dénemde izlenebilir ve farkli organlar tek tek incelenebilir,
farkli MS belirteglerinin serum konsantrasyonlart kolayca belirlenebilir [248].
Yapilan c¢alismalar, 8 haftalik fruktoz takviyesinin rat modellerinde
hiperinsiilinemi, insiilin direnci ve metabolik sendrom modellerinin

olusturulmasindaki etkisini ortaya koymaktadir [249, 250].

Kurkuminin LD50 dozu 2000 mg/kg olarak belirtilmistir [251]. Birgok
caligmada, deney hayvan modellerinde 100 mg/kg ve 200 mg/kg kurkuminin
antiinflamatuar ve antioksidan cevaba katki saglayarak karbonhidrat ve lipit

metabolizmasinda iyilestirici etki gosterdigi belirtilmistir [252-256]. Kelany ve
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arkadaslar1 [257], 8 hafta yiiksek fruktoz ile beslenen rat modellerinde 200 mg/kg
kurkumin uygulamasiyla kan insiilin, glukoz ve HOMA IR diizeylerini
degerlendirmis olup, sonugta insiilin sinyalinin gelistigini ve kan glukozunun
diistiglinii gostermistir. Yazarlar bu calismalariyla, kurkuminin insiilin direnci ve

metabolik sendrom tedavisinde faydali olabilecegini belirtmislerdir.

Calismamiz, daha 6nce rat modelleriyle yapilan ¢aligmalara uygun olacak
sekilde tasarlanmistir. Gruplar, kontrol grubu (fruktoz ve kurkimin tedavisi
almayan) (Grup 1), insiilin direnci grubu (8 hafta %20’lik fruktoz) (Grup 2), 100
mg/kg kurkumin ile tedavi grubu (8 hafta %20’lik fruktoz+ 100 mg/kg kurkumin)
(Grup 3), 200 mg/kg kurkumin tedavi grubu (8 hafta %20’lik fruktoz+ 200 mg/kg
kurkumin) (Grup 4) olacak sekilde belirlendi.

Serum aglik glukoz seviyesi Grup 1 ile kiyaslandiginda Grup 2°de ve Grup
3’te anlamli olarak artmistir (p<0,008). Grup 4’te ise Grup 2 ve Grup 3’e gore
anlamli olmayan diisiis gézlenmistir (p>0,008). Plazma instilin seviyesi ve HOMA -
IR degeri Grup1’e kiyasla Grup 2’de anlamli olarak artmistir (p<0,008). Grup 3 ve
Grup 4’te Grup 2’ye gore anlamli olarak azalmistir (p<0,008). Bununla birlikte,
insiilin seviyesi ve HOMA-IR degeri Grup 4’te Grup 1’e gore azalmistir (p<0,008).
Calismamizda yiiksek fruktoz diyeti ile beslenen ratlarda insiilin direnci gelistigini

ve kurkumin tedavisi ile insiilin direncinin azaldig1 gosterilmistir.

Insiilin, basta yag ve kas olmak iizere periferik dokulara glukoz alimini
uyarir. Insiilin ile uyarilan glukoz kullanimmin yaklasik %90' iskelet kasmnda
meydana gelir ve glukoz metabolizmasmnin ve enerji homeostazinin
diizenlenmesinde énemli bir rol oynar [181]. Insiilin, yag dokusunda glukozun
yaklasik %10'unun kullanimini uyarir, yag dokusundaki glukoz metabolizmasi,
ekstra yag etkileri yoluyla diger dokular etkiler. Bu nedenle, adipositlerde insiilin
ile uyarilan glukoz taginmasindaki azalma, ikincil olarak diger insiilin hedef
dokularinda insiilin direncini indiikler [258]. Insiilin, PI3K/AKT sinyal yolu

aracilifiyla glukoz taginmasini, glikojen sentezini ve protein sentezini tesvik ederek
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iskelet kas1 ve adipoz doku metabolizmasini diizenler [259]. Insiilin hiicre zarindaki
insiilin reseptoriine (IR) baglandiginda insiilin reseptor tirozin kinazi aktive eder.
Insiilin reseptdr substrat proteinleri IRS1 ve IRS2, insiilin reseptdr tirozin kinazin
anahtar hedefleridir ve metabolizmanin hormonal kontrolii i¢in gereklidir.
Sonrasinda, insiilin reseptor substrat-1 (IRS1) ve insiilin reseptor substrat-2 (IRS2)
tirozinin fosfatlanmasiyla aktif hale gelir. Fosfotidilinozitol-3 kinaz (PI3K) ve
guanintrifosfataz (RAS) insiilin araciligiyla aktive olan iki ana yolak enzimleridir.
Aktif IRS1 ve IRS2 ile bu enzimler de fosfatlanarak uyarilir. Fosforile PI3K,
fosfatidilininozitol 4,5-difosfatin (PIP2) ve fosfatidilininozitol 3,4,5-trifosfatin
(PIP3) doniisiimiinii katalizler. Sonrasinda ise fosfoinozit bagimli protein kinazi
(PDK1/PDK?2) aktifler ve boylelikle Akt de fosfatlanmis olur. Fosfatidilinositol 3-
kinaz ve serine threonin protein kinaz Akt'nin aktivasyonu, insiilin etkisindeki
onemli adimlardir [260]. Insiilin ile uyarilan kas ve yag hiicrelerinde aktive olan
Akt, AS160’1n fosforilasyonuna ve inaktivasyonuna, ardindan GLUT4'lin plazma
membranina translokasyonunun artmasina yol agar. Adipositlerde ve kas
hiicrelerinde, insiilin ile uyarilan glukoz kullanimi biiyiik Slgiide kolaylastirict
glukoz tastyicis1t GLUT4'e baghidir. Insiilin ile uyarilan glukoz aliminda, GLUT4
yiiklii vezikiillerin hiicre i¢i bolmelerden PM'ye yer degistirmesi hiz sinirlayici
basamaktir. GLUT4 proteinleri PM'ye entegre edildiginde, kas veya adiposit i¢ine
glukoz akis1 gergeklesir [261].

AMPK, yag asidi sentezi, glukoz alimi ve yag asidi oksidasyonu gibi ¢oklu
metabolik yollari etkilemek i¢in bir baglanti noktasi gorevi goren bir hiicresel enerji
sensOriidiir. Ayrica insiilin direncine karst koruma saglayan ve diisiik hiicresel
enerji durumu ve glukoz agligi ile aktive olan bir protein kinazdir. AMPK, AMPK-
a, -B ve -y alt birimlerinden olusan bir heterotrimerdir, a katalitik bir alt birimdir ve
B ve y diizenleyici alt birimlerdir. Hiicrede ADP:ATP oranindaki bir artis (yani
disiik enerji  durumu) AMPK'nin aktivasyonuna yol acar. AMPK
etkinlestirildiginde, ATP {lireten katabolik yollar1 tetikler ve ATP tiiketen anabolik
yollart inhibe eder. AMPK, glukoz ve yag asidi katabolizmasinin ana

diizenleyicisidir. AMPK'nin aktivasyonu, yag asidi oksidasyonunu arttirir, lipid
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sentezini inhibe eder ve insiilin etkisini iyilestirir [262]. Iskelet kasinda, AMPK
aktivasyonunun, GLUT4'lin translokasyonunu insiilinden bagimsiz bir sekilde
arttirarak glukoz aliminda bir artigi tesvik ettigi gosterilmistir [263]. Yakin tarihli
bir ¢alisma, insiilin ile uyarilan glukoz aliminin diizenlenmesinde AMPK'nin bir
rolii oldugunu 6ne siirmiistiir[264]. Calismalar, yiiksek dozda fruktoz tiikketiminin
iskelet kasi, adipoz doku ve karaciger basta olmak iizere bir ¢ok dokuda insiilin
direncini indiikleyerek AMPK sinyalini zayiflattigin1 gostermistir [265, 266].
Glukoz homeostazi ve lipid metabolizmasinin temel diizenleyicisi olarak AMPK,
tip 2 diyabet ve obezitede onemli bir terapotik hedef haline gelmistir. Bu,
metformin ve tiazolidindion tlirevleri (TZD'ler) ile 6rneklendirilir; bu ilaglar tip 2

diyabette terapdtik miidahale i¢in kullanilir ve AMPK'nin aktivasyonuna yol acar.

PGC-1a, kahverengi yag dokusu , karaciger, pankreas, bobrek, iskelet ve
kalp kaslar1 ve beyinde eksprese edilen bir transkripsiyonel koaktivatordiir [267].
Egzersiz, kalori kisitlamas1 ve soguga maruz kalma ile diizenlenirken, yiiksek yagl
diyetle beslenme ile azaltilir [208]. Kas lifi tipi gegcis, hepatik glukoneogenez,
mitokondriyal biyogenez ve insiilin salgilanmas1 dahil olmak tizere ¢oklu hiicresel
stirecleri modiile etmek icin ¢ok cesitli transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girer.
PGC-1a'nin indiiksiyonu, peroksizom proliferatdrii ile aktive olan reseptdr a'nin (
Ppar-a ) artan ekspresyonu ile iliskilidir ve bu da beta oksidasyon yolu enzimlerinin
ekspresyonunu indiikler [268]. Iskelet kasinda, mitokondriyal biyogenezi ve islevi
arttirarak  lipid metabolizmasim1 ~ diizenler. PGC-la, lipid ve glukoz
metabolizmasindaki rolii nedeniyle diyabetik tedaviler i¢in ¢ekici bir hedef olarak
poplilerlik kazanmistir. Arastirmacilar, iskelet kasindaki PGC-1a diizensizligi ile
anormal enerji homeostazinin yani sira IR ve tip 2 DM arasinda nedensel bir iligki
kurmuslardir [269, 270]. PGC-1a'nin diizensizligi, insiilin direnci ve tip 2 DM'nin

patogenezinde yer almistir.

Viicuttaki biiytik kiitlesi nedeniyle, iskelet kasi insiilin kaynakli kan sekeri
aliminin ana hedefidir, fonksiyonel bozuklugu ise tip 2 diyabette insiilin direncinin

gelisimine Onemli oOl¢iide katkida bulunur. Herhangi bir asamada FAO'nun
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bozulmasi, yag asitlerinin eksik oksidasyonuna ve bu yag asitlerinin belirli zincir
uzunluklarinin hiicre iginde olas1 birikmesine yol acgar, bu da ektopik lipid
birikimine ve insiilin direncine katkida bulunur. Obezite ve insiilin direnci sirasinda
iskelet kasinda orta ve uzun zincirli yag asitlerinin birikimi kaydedilmistir. Obezite
ve insiilin direnci ile sonuglanan HFD beslemesi, kismen yag asitlerinin eksik beta
oksidasyonu ve ektopik lipid birikimi ile kanitlanan mitokondriyal disfonksiyona
yol agar [209, 271]. Spesifik olarak iskelet kasinda, HFD'nin neden oldugu obezite,
eksik beta oksidasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan, iskelet kasinda uzun ve
orta zincirli agilkarnitinler seklinde FAO ara iriinlerinin birikmesiyle iliskilidir
[208, 250]. Yapilan ¢alismalarda, diyabetik hastalarin iskelet kasinda ve diyabetli
hayvan modellerinde PGC-1a ekspresyonunun biiyiik 6l¢iide azaldigi ve plazmada
yiiksek konsantrasyonda bulunan serbest yag asitlerinin kaslarda insiilin direncine
yol agtig1 gosterilmistir [272, 273]. Bu nedenle insanlarda, iskelet kasinda PGC-1a
ekspresyonunun azaltilmasi, B-oksidasyon genlerinin ekspresyonunu azaltir ve
dolayisiyla FAO'yu azaltir. Bu azalmis metabolizma, kas hiicrelerinde yag asidi
birikimine neden olarak insiilin direncine yol agar. Kisaca, PGC-la seviyesi,
hiicrelerin FA'y1 tamamen oksitleme yetenegi ile pozitif olarak iliskilidir, bu,
intramiiskiiler lipid birikimini azaltabilen ve doku insiilin duyarliligim
tyilestirebilen bir etkidir. Yapilan bir calismada %15 fruktoz verilen hayvanlarin
iskelet kasindaki PGC-1a yanit1 degerlendirilmistir. Fruktoz aliminin sigan iskelet
kasindaki PGC-1a diizeylerini diisiirdiigii gozlenmistir [274]. Obez ve tip 2 DM
hastalarinda yaygin olarak goriilen disiik PGC-la seviyeleri, muhtemelen
bozulmus mitokondriyal metabolizmanin bir sonucu olarak insiilin direncinin

ilerlemesine yol agabilecegi diigiiniilmektedir.

Deri alt1 beyaz yag dokusundaki kahverengi benzeri hiicrelerin miktarindaki
artis ile gelismis glukoz metabolizmasi arasinda giiclii bir iliski vardir [275, 276].
Birka¢ obez fare modelinde yag dokuda, mitokondriyal fonksiyonun azaldigi
gosterilmistir [277, 278]. Insan beyaz adipoz dokusunda genellikle diisiik
ekspresyona ragmen, PGC-lo MRNA ekspresyonunun, insiiline direngli ve morbid

obez deneklerin beyaz adipoz dokusunda asagi regiile edildigi gosterilmistir [279].
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Cok sayida ¢alisma, kasta PGC-1a kayb1 ve/veya azalmis mitokondriyal fonksiyon
ile insiilin direnci gelisimi arasindaki olast bir nedensel iliskiyi incelemis olsa da
adipoz PGC-1a kaybinin insiilin direnci gelisimi tlizerindeki etkileri hakkindaki

calismalar ¢ok daha azdir.

Li ve arkadaslar1 [75], 8 hafta boyunca %10 fruktozla beslenen siganlarda,
15, 30 ve 60 mg/kg dozlarinda uygulanan kurkuminin, insiilin duyarliliginm
gelistirdigini serum glukoz tolerans testi ve insiilin tolerans testi ile gostermistir.
Ayrica ayni ¢alismada kurkuminin, hepatik p-Akt ve p-IRS1 protein seviyelerinde
fruktoz kaynakli azalmay1 tersine ¢evirdigi goriilmiistiir. Shen ve arkadaglari [280],
kronik hafif strese 12 haftalik maruz kalma ile insiilin direnci olusturulan bir sigan
depresyon modelinde, kurkuminin terapotik etkilerini arastirmistir. Bu ¢aligsma,
insiilin direnci gosteren rat modellerinde, 15, 30 ve 60 mg/kg dozlarinda kurkumin
tedavisiyle karaciger IRS-1 ve protein kinaz B’nin diizenlendigini ve insiilin
duyarliliginin geliserek kurkuminin metabolik anormallikleri tersine ¢evirdigini
bildirmistir. Bagka bir ¢alismada Niu ve arkadaslar1 [281], kurkuminin intrauterin
biiylime kisitlamasinda insiilin direnci ve hepatik lipid birikimi tizerindeki etkisini
arastirmistir. Yapilan ¢alismada insiilin direnci gosteren ratlarda, diyet kurkumin
takviyesine yanit olarak, karacigerdeki serum insiilin, glukoz ve HOMA-IR,
piruvat, TAG ve toplam kolesterol konsantrasyonlarinin azaldigi ve insiilin
duyarhiliginin gelistigi gosterilmistir. Zaheri ve arkadaslar1 [282], yiiksek yagl
diyet ve streptozotosin ile olusturduklar1 tip 2 diyabetli rat modellerine, 4 hafta
boyunca 100 mg/kg kurkumin ile tedavi vererek kurkuminin insiilin direnci
tizerindeki anti-diyabetik etkisini incelemistir. 4 hafta boyunca kurkumin ile tedavi
edilen grupta, kurkumin almayan grupla karsilastirildiginda serum glukoz ve
HOMA-IR degerlerinde 6nemli bir azalma gézlenmistir. Ayrica kurkumin alan
grupta IRS-1 protein miktarinin arttig1r gosterilmistir. Bu ¢alisma ile kurkuminin
normal glukoz toleransimi ve insiilin duyarlilifint korudugu gosterilmeye
calistlmistir. Chauhan ve arkadaslar1 [283], palmitat ile uyarilan instiline direngli
Lémyc miyotiiplerinin, kurkumin ytkli kitosan nanoparcaciklart ile 16 saat

boyunca tedavisinin, plazma zarina artan GLUT4 translokasyonu ve artmis p-Akt
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protein seviyeleri ile sonuglandigini bulmustur. Maithilikarpagaselvi ve arkadaslar
[284], %60 fruktoz ile insiilin direnci olusturdugu diyabetik rat modellerinde 200
mg/kg kurkumin tedavisi ile hiperinsiilinemi, glukoz intolerans1 ve HOMA-IR
degerlerinin azaldigini gézlemlemistir. Bununla birlikte arastirmacilar, kurkuminin
IRS-1 proteininin serin ve tirozin fosforilasyonunun modiilasyonu yoluyla insiilin
sinyallesmesi tizerinde olumlu etkiler ortaya ¢ikardigini gostermislerdir. Al-Saud
ve arkadaslar1 [285], yiiksek yaglh diyet ve streptozotosin ile diyabet olusturduklari
rat modellerinde 80 mg/kg kurkumin tedavisiyle kas dokusu GLUT-4 gen
ekpresyonunun artarak insiilin direncinin iyilestigini gozlemlemistir. Song ve
arkadaslar1 [285], yiiksek glikozun neden oldugu insiilin direncine sahip INS-1
hiicrelerinde kurkuminin etkilerini arastirmistir. Bu ¢alisma, kurkuminin INS1 rat
insulinoma hiicre hattinda IRS-1/PI3K/Akt/GLUT2 yolagin1 gelistirdigi
gostermistir. Genel olarak, bu caligmalar, iskelet kasi hiicrelerinin kurkumin ile
tedavisinin, gelismis insiilin duyarliligt ve artan glikoz alimi, GLUT4
translokasyonu ile sonucglandigini gostermektedir. Buna karsin literatlirde kas
dokusu IRS-1/PI3K/Akt/GLUT4 sinyal yolagini inceleyen bir arastirmaya

rastlanilmamustir.

Calismamizda kas insiilin sinyal yolagi detayli olarak arastirilmigtir.
Calismamizin sonuglarina gore kas p-IRS1, PI3K, IRS1, PIP3, PDK1, p-AKT ve
GLUT4 seviyeleri Grup 1°e kiyasla Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p<0,008).
Buna karsin; p-IRS1, IRS1, PIP3, PDK1, p-AKT seviyeleri Grup 2’ye kiyasla Grup
3’te anlamli olarak artmistir. Bununla birlikte; p-IRS1, PI3K, IRS1, PIP3, PDK1,
p-AKT ve GLUT4 seviyeleri Grup 2’ye kiyasla Grup 4’de anlamli olarak artmistir.
Korelasyon analiz sonuglarina gore, kas doku parametreleri her iki parametre kendi
arasinda iliskilendirildiginde giiclii anlamli pozitif korelasyon bulunmustur
(p<0,01). HOMA-IR degeri ve kas doku parametreleri arasinda giiclii anlamli
negatif korelasyon goriilmiistiir. (p<0,01). Calismamizin sonuglaria gore, yiiksek
fruktoz diyeti ile beslenen rat gruplarinda, kas insiilin sinyal yolag1 parametreleri
ve membran GLUT4 protein miktar1 azalarak insiilin direncine katki saglamistir.

100 mg/kg kurkumin uygulanan grupta GLUT4 proteinindeki anlamli olmayan
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artisin, kan glukozunun diisiiriilmesinde etkin olmadigi durumuyla agiklanabilir.
Buna karsin ¢alismamizda, kurkuminin 100 ve 200 mg/kg doz uygulamasinin kas
insiilin sinyalini gelistirdigi, 200 mg/kg doz grubunda ise belirgin olarak membran
GLUT 4 protein miktarini arttirarak insiilin direncinin azalmasina katki sagladigi

gorilmiistiir.

Na ve arkadaslar1 [286], yiiksek yagli diyet ve streptozotosin ile diyabet
olusturduklart rat modellerine, 7 hafta boyunca 150 mg/kg kurkumin tedavisi
vermistir.  Arastirmacilar, ratlarin iskelet kasinda, kurkuminin AMPK
fosforilasyonunu uyararak AMPK’y1 aktive ettigini ve GLUT4 protein miktarin
stimiile ettigini bulmustur. Bu ¢alisma, LKB1-AMPK yolu araciligiyla, kurkuminin
lipid ve glukoz oksidasyonu iizerindeki diizenleyici etkisine ve iskelet kasinda
insiilin duyarliliginin ve glukoz kontroliiniin iyilestirilmesine yonelik etkilerine
dikkat ¢ekmistir. Zhang ve arkadaslar1 [287], kronik obstriiktif akciger hastaligi
olan ratlarda kurkuminin kas PGC-1a regiilasyonunu arttirdigini belirtmistir. Ray
Hamidie ve arkadaglar1 [288] Wistar si¢anlariyla yapmis olduklari ¢alismada
dayaniklilik antreman: ve kurkumin tedavisinin kombinasyonunun etkilerini
incelemistir. Yapilan ¢aligma, 50 ve 100 mg/kg kurkumin alan gruplarda, her iki
kurkumin dozunun da iskelet kasinda AMPK fosforilasyonunu arttirdigini ortaya
koymustur. Arastirmacilar, kurkuminin AMPK fosforilasyonu ve PGC-la
deasetilasyonu arttirdigin1 ve kurkumin tedavisinin, dayaniklilik antrenmani ile
kombinasyon tedavisine benzer sekilde iskelet kasindaki mitokondriyal biyogenez
belirteclerinin diizeylerini arttirdigi sonucuna varmislardir. Kim ve arkadaslar
[289], fetal sigan miyositlerinden tiiretilen bir hiicre dizisi olan L6 miyotiiplerinde
kurkumin uygulamasinin, iskelet kasi hiicrelerinde AMPK fosforilasyonunda doza
ve zamana bagli bir artisa neden oldugunu ve glukoz alimim arttirdiginm

gostermislerdir.

Calismamizin sonuglarina gore kas AMPK ve PGC-1a seviyeleri Grup 1°e
kiyasla Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p<0,008). Buna karsin, kas PGC-1a
seviyesi Grup 2’ye kiyasla Grup 3’de anlamli olarak artarken, AMPK seviyesinde
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anlamli olmayan bir artis gozlenmistir. Kas AMPK ve PGC-1a seviyeleri, Grup
2’ye kiyasla Grup 4’te anlamli olarak artmistir. Korelasyon analiz sonuglarina gore,
kas AMPK ve PGC-1a parametreleri aralarinda gii¢lii anlamli pozitif korelasyon
gostermistir (p<0,01). Ayn1 zamanda AMPK ve GLUT4 parametreleri giiglii
anlamli pozitif korelasyon gdstermistir (p<0,01). Buna karsin, HOMA-IR degeri ve
kas AMPK, PGC-1a parametreleri gii¢lii anlamli negatif korelasyon gostermistir
(p<0,01). Calismamizin sonuglari, 100 ve 200 mg/kg kurkumin uygulamasinin
PGC-1a seviyelerinde artis sagladigi, 200 mg/kg kurkumin uygulamasinin ise
AMPK  seviyesini arttirdigint  gostermektedir. AMPK’nin membran GLUT4
miktarinin arttirilmasinda IRS-1/PI3K/Akt yolu kadar katki sagladig: diistinebilir.

Ding ve arkadaglar1 [290], yiiksek fruktoz diyeti ile indiiklenen obez faralere
12 giin boyunca 40 ve 80 mg/kg kurkumin tedavisi uygulamistir. Arastirmacilar,
kurkuminin sterol diizenleyici element baglayici proteinlerin diizenlemesi yoluyla
fare karaciger ve yag dokularinda lipit birikiminin azalttigini ve insiilin duyarliligini
gelistirdigini gostermistir. Shao ve arkadaslar1 [291], 28 hafta boyunca yiiksek
yagl diyetle beslenen ratlara, haftada 2 giin 4g/kg kurkumin tedavisi uygulamstir.
Rat yag dokusunda, kurkumin tedavisiyle fosforile protein kinaz B/Akt Ser473
protein miktarinin arttigi gosterilmistir. Arastirmacilar, bulgulart dogrultusunda
kurkuminin insiilin sinyalini, glikoz atilmini iyilestirdigini ve HFD tiiketimi
sirasinda obeziteyi engelledigini belirtmislerdir. Yapilan baska bir c¢alismada,
hipoksi altinda indiiklenen insiilin direncinde, 3T3-L1 adipositlerin kurkumin (20
uM) ile 24 saat tedavisinin, IRS-1'in serin fosforilasyonunu azalttigi ve GLUT4
mRNA ve protein seviyelerini arttirdigi gézlenmistir [292]. Boylece kurkuminin
anti-inflamatuar potansiyeli ve insiilin sensitizor 6zelligi gosterilmistir. Buna kargin
literatiirde yag dokusu IRS-1/PI3K/Akt/GLUT4 sinyal yolaginin inceleyen bir

arastirmaya rastlanilmamastir.

Calismamizda yag doku insiilin sinyal yolagi detayl olarak arastirilmustir.
Calismamizin sonuglarina gore yag doku p-IRS1, PI3K, IRS1, PIP3, PDK1, p-AKT
ve GLUT4 seviyeleri Grup 1’e kiyasla Grup 2’de anlamli olarak azalmistir
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(p<0,008). Buna karsin, p-IRS1, PI3K, IRS1, PIP3, PDK1, p-AKT ve GLUT4
seviyelerinde Grup 2’ye kiyasla Grup 3 ve Grup 4’te anlamli bir artis gézlenmistir
(p<0,008). Korelasyon analiz sonuglarina gore, yag doku parametreleri her iki
parametre kendi arasinda iliskilendirildiginde giicli anlamli pozitif korelasyon
gostermistir (p<0,01). HOMA-IR degeri ve yag doku parametreleri gii¢lii anlaml
negatif korelasyon gostermistir (p<0,01). Calismamizin sonuglarina gore, yiiksek
fruktoz diyeti ile beslenen rat gruplarinda yag doku insiilin sinyal yolagi
parametreleri ve membran GLUT4 protein miktari azalarak insiilin direncine katk1
saglamigtir. Bununla birlikte ¢alismamiz; kurkuminin 100 ve 200 mg/kg doz
uygulamasinin yag doku insiilin sinyalini gelistirdigini, membran GLUT4 protein
belirgin olarak arttirarak insiilin direncininin azalmasina katki sagladigini

gostermistir.

Whang ve arkadaslar1 [293], 10 giin boyunca yiiksek yaglh diyet ile insiilin
direnci olusturduklar1 farelerde, kurkumin tedavisiyle AMPK aktivasyonunun
arttigini gostermis ve bu yolla yag dokusundan FFA saliniminin baskilandigini ve
karacigerde lipid aliminin azalmasi sonucunda PKC/Akt yolu araciligiyla hepatik
insiilin direnci 6nlendigini gostermistir. Benzer ¢alismalar Kim ve arkadaslar1 [294]
tarafindan yapilmis olup, yiiksek yagli diyet ile indiiklenen obez ratlarda kurkumin
tedavisiyle yag doku adipogenesiz ve lipoliz diizenlemesi ile AMPK aktivasyonun
arttigi belirtilmistir. Lone ve arkadaslari [295], kahverengi yag doku hiicre hattinda
kurkumin uygulamasinin AMPK, PGC-1a ve PPARy aktivasyonunu arttirdigini
gostermistir. Arastirmacilar, kurkuminin, lipogenezin inhibisyonunda ve beyaz
adipositlerde kahverengi yag fenotipinin indiiklemedesinde ikili modiilator bir rol
oynadigin1 ve bdylece obezite ve insiilin tedavisi i¢in potansiyel terapotik etkiler
gosterdigini belirtmistir. Yapilan baska bir ¢alismada Ejaz ve arkadaslar1 [296],
yiiksek yagli diyet ile besledikleri farelerin yag dokusunda, kurkuminin AMPK
aktivasyonunu arttirdigint ve fosforilasyon yoluyla asetil CoA karboksilaz
ekspresyonunu bastirdigini, adipositlerde lipid birikimini azalttigin1 ve boylece

insiilin direncini iyilestirdigini ortaya koymustur.
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Calismamizin sonuglarina gore yag doku AMPK seviyesi Grup 1’e kiyasla
Grup 2’de anlamli olarak azalmistir (p<0,008). Buna karsin, yag doku AMPK
seviyesi Grup 2’ye kiyasla Grup 3 ve Grup 4’te anlamli olarak artmistir (p<0,008).
PGC-1a seviyesinde Grup 2’de Grup 1’e kiyasla anlamli olmayan kismi bir azalma
olmustur (p>0,008). PGC-1a seviyesi Grup 4’te Grup 2’ye gore anlamli olarak
artmistir (p<0,008). Korelasyon analiz sonuglarina gore, her iki parametre kendi
arasinda iligkilendirildiginde giicli anlamli pozitif korelasyon gostermistir
(p<0,01). Ayn1 zamanda AMPK ve GLUT4 parametreleri arasinda gii¢lii anlaml
pozitif korelasyon gozlenmistir (p<0,01). HOMA-IR degeri ve yag doku AMPK,
PGC-la parametreleri giiclii anlamli negatif korelasyon gdstermistir (p<0,01).
Calismamizin sonuglar, 100 ve 200 mg/kg kurkumin uygulamasinin yag doku
AMPK seviyesini arttirdigint gostermektedir. Yag doku PGC-1a’da ise kismi bir

diizenleme goziikmektedir.

Calismamizin sonuclarina gore; fruktoz uygulamasi ile insiilin direnci
olusturulan rat modellerinin kas ve yag dokularinda kurkumin 100 mg/kg ve 200
mg/kg uygulamasi ile, IRS-1/PI3K/Akt/GLUT4 insiilin sinyal yolunun gelistigi,
AMPK aktivasyonu artis1 ile birlikte membran GLUT4 miktarinin arttigi ve
bununla birlikte PGC-1a miktarinin da artarak insiilin direncinin azalmasinin
saglandig1 belirgin olarak gosterilmistir. Calismamizin bu sonuglar1 hem literatiire
hem de toplumun insiilin direncine karst 6nlem alinmasinda 6nemli ve yeni veriler

saglayacaktir.
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6. SONUC

Calismamizda %?20’lik fruktoz uygulamasiyla (Grup 2) plazma glukozu ve
insiilini ylikselerek insiilin direnci olusturulmustur. 100 mg/kg kurkumin uygulanan
grupta (Grup 3) plazma instilin seviyesi azalmasina ragmen kan glukozu diismedigi
icin insiilin direnci giderilmesi saglanamamistir. Ancak, Grup 2’ye gore insiilin
direnci anlamli disiis gostermistir. 200 mg/kg kurkumin uygulanan grupta (Grup

4) kan glukozu ve insiilin seviyesi azalarak insiilin direnci distiriilmiistiir.

Kas doku parametrelerine bakildiginda, %20’lik fruktoz uygulamasiyla
(Grup 2) ile insiilin direnci olusturulan grupta kas doku IRS-1/PI3K/Akt insiilin
sinyali yolagindaki parametreler ve AMPK aktivasyonu anlamli olarak azalarak
GLUT4 miktar1 azalmis, bununla birlikte PGC-1a da azalarak insiilin direncinin
gelismesine katki saglamistir. 100 mg/kg kurkumin uygulanan grupta (Grup 3) kas
doku IRS-1/PI3K/Akt insiilin sinyali parametreleri ve PGC-1a belirgin olarak
artmistir. Buna ragmen AMPK aktivasyonu ve GLUT4 miktar1 artis1 kismi oldugu
i¢in insililin direncinin giderilmesi saglanamamistir. 200 mg kurkumin uygulanan
grupta (Grup 4) kas doku IRS-1/P13K/Akt insiilin sinyali yolagindaki parametreler
ve AMPK aktivasyonu anlamli olarak artarak GLUT4 miktar1 artmis olup, bununla
birlikte PGC-1a seviyesi de artarak insiilin direncinin diisiiriilmesine katki

saglamistir.

Yag doku parametrelerine bakildiginda, %20’lik fruktoz uygulamasiyla
(Grup 2) ile insiilin direnci olusturulan grupta yag doku IRS-1/PI3K/Akt insiilin
sinyali yolagindaki parametreler ve AMPK aktivasyonu anlamli olarak azalarak
GLUT4 miktar1 azalmis ve insiilin direncinin gelismesine katki saglamistir. Ancak
yag doku PGC-1a seviyesinde kismi bir diisme goriilmistiir. 100 mg/kg kurkumin
uygulanan grupta (Grup 3) yag doku IRS-1/PI3K/Akt/GLUT4 insiilin sinyali
parametreleri ve AMPK aktivasyonu belirgin olarak artmistir. Buna ragmen PGC-

la seviyesi kismi olarak artmistir. 200 mg kurkumin uygulanan grupta (Grup 4) yag
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doku IRS-1/PI3K/Akt insiilin sinyali yolagindaki parametreler ve AMPK
aktivasyonu anlamli olarak artarak GLUT4 miktar1 artmis olup, bununla birlikte

PGC-1a seviyesi de artarak insiilin direncinin diistirilmesine katki saglamistir.

Calismamizin sonucunda %20°lik fruktoz uygulamasiyla insiilin direnci
olusturulan ratlarda, kurkumin uygulamasinin insiilin sinyali, AMPK aktivasyonu
ve PGC-1 a seviyesini arttirarak insiilin direnci {izerine iyilestirici etkiler
gosterdigini bulduk. Ayrica ¢alismamizda, 200 mg/kg kurkumin uygulamasinin
100 mg/kg uygulamasina kiyasla insiilin direncinin giderilmesinde daha etkili
oldugunu gosteren bulgular elde edilmistir. Calismamiz, toplum sagliginin insiilin
direncine kars1 korunmasi konusundaki ¢alismalara ve bilimsel literatiire 6nemli

katk1 saglayacaktir.
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8. OZET

FRUKTOZ ILE OLUSTURULAN INSULIN DIRENCINDE KURKUMININ
PI3K/Akt VE AMPK SINYAL YOLAKLARINA ETKISININ INCELENMESI

Insiilin direnci, metabolik sendrom olarak adlandirilan tip 2 diyabet / glukoz
intoleransi, obezite, dislipidemi ve hipertansiyon kiimelenmesi dahil olmak tiizere
bir dizi klinik bozuklugun bir 6zelligidir. Kronik asir1 fruktoz tiikketiminin
hayvanlarda ve insanlarda artan insulin direnci, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi,
dislipidemi ve obezite riski ile iliskili oldugu bilinmektedir. Kurkuminin plazma
LDL ve trigliserid diizeylerini diisiirmesi, HDL kolesterolii arttirmasi, insiilin
duyarliligini gelistirmesi gibi metabolik sendromun bir¢ok parametresi tizerindeki
etkileri hakkinda ¢aligmalar mevcuttur. Calismamizin amaci, fruktoz ile
olusturdugumuz insulin direncinde rat modellerine uyguladigimiz 8 haftalik 100
mg/kg ve 200 mg/kg doz kurkumin tedavisinin; kan glukozu, insiilin ve HOMA-IR
degerlerini géz onilinde bulundurarak hem Akt/PI3K hem de AMPK yolagindaki
GLUTA4 translokasyonu tizerindeki olasi etkilerini degerlendirmek, bununla birlikte
kurkumin tedavisinin Akt yolagindaki IRS serin/tirozin fosforilasyonu dengesine

bakarak olas1 insulin direncini iyilestirmesinde olasi roliinii ortaya ¢ikarmaktir.

Bu caligsmada, kontrol (misir yag1) (Grup 1), fruktoz + misir yagi (Grup 2),
fruktoz + misir yaginda ¢oziinmiis kurkumin 100 mg/kg (Grup 3), fruktoz + misir
yaginda ¢6ziinmiis kurkumin 200 mg/kg (Grup 4) uyguladigimiz 4 ayr1 Wistar
albino tiirli rat gruplar1 bulunmaktadir. 8 haftanin sonunda, kan kas ve yag dokusu
ornekleri alinmistir. Elde edilen serumlarda, insiilin, glukoz parametreleri 6l¢iiliip
HOMA-IR degerleri hesaplanmistir. Calismamizda Grup 2’de Grup 1’e gore artan
serum glukoz ve insiilin seviyeleri gézlenmis olup, insiilin direnci modeli basaril

bir sekilde olusturulmustur.
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Calismamizin sonucunda %?20’lik fruktoz uygulamasiyla insiilin direnci
olusturulan ratlarda, kurkumin uygulamasinin, yag ve kas dokularinda insiilin
sinyalinin gelistirilmesi, Akt/PI3K yolagi parametrelerinin diizenlenmesi, AMPK
aktivasyonu, PGC-1 a ve GLUT 4 seviyelerinin arttirtlmasi yollariyla insiilin
direnci iizerine iyilestirici etkiler gosterdigi bulunmustur. Ayrica ¢alismamizda,
200 mg/kg kurkumin uygulamasinin 100 mg/kg uygulamasia kiyasla insiilin
direncinin giderilmesinde daha etkili oldugunu gdsteren bulgular elde edilmistir.
Bu ¢alisma, kurkumin uygulamasinin insiilin direnci tedavisi iizerinde umut vaat
edici sonuglarini ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgular; kurkuminin, insulin
direnci mekanizmalarindaki bir¢ok yolak ve protein ilizerinde olasi iyilestirici

etkilerini ortaya koyarak daha kapsamli ¢alismalara 151k tutabilir.

Anahtar Kelimeler: insiilin direnci, kurkumin, AMPK, IRS1, IRS1Ser, PIP3,
PI3K, P-Akt, AS160, GLUT-4, PGC-1la
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THE EFFECT OF CURCUMIN ON PI3K/Akt and AMPK PATHWAYS IN
INSULIN RESISTANCE INDUCED BY FRUCTOSE

Insulin resistance is a feature of numerous clinical disorders, including the
so-called metabolic syndrome, type 2 diabetes/glucose intolerance, obesity,
dyslipidemia, and hypertension. It is known that chronic excessive fructose
consumption is associated with an increased risk of insulin resistance, non-
alcoholic fatty liver disease, dyslipidemia and obesity in animals and humans.
There are studies on the effects of curcumin on many parameters of the metabolic
syndrome, such as lowering plasma LDL and triglyceride levels, increasing HDL

cholesterol, and improving insulin sensitivity.

In our study we aimed to evaluate the possible effects of curcumin on
GLUT4 translocation in both the Akt/PI3K and AMPK pathways. We also
intended to reveal the possible role of curcumin treatment in improving insulin
resistance by looking at the balance of IRS serine/tyrosine phosphorylation in the

Akt pathway.

In this study, 4 different Wistar albino type rat groups were designed:
Control group/Group 1, Group 2, Group 3 and Group 4. These groups were
treated everyday for 8 weeks with corn oil, 20% fructose + corn oil, 20% fructose
+ curcumin dissolved in corn oil 100 mg/kg and 20% fructose + curcumin
dissolved in corn oil 200 mg/kg, respectively. At the end of this period, blood,
muscle and adipose tissue samples were taken. In the obtained sera, insulin and
glucose parameters were measured and HOMA-IR values were calculated. In our
study, increased serum glucose and insulin levels were observed in Group 2

compared to Group 1, and the insulin resistance model was successfully created.
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As a result of our study, it has been shown that curcumin administration
has ameliorative effects on insulin resistance by improving insulin signal in fat
and muscle tissues, regulation of Akt/PI3K pathway parameters, AMPK
activation and increasing PGC-1 a and GLUT 4 levels in insulin resistant rats. In
addition, the findings of our study demonstrated that 200 mg/kg curcumin
administration is more effective in relieving insulin resistance compared to 100

mg/kg administration.

This study reveals promising results of curcumin administration on the
treatment of insulin resistance. The findings may pave the way for more
comprehensive studies by revealing the possible ameliorative effects of curcumin

on many pathways and proteins in the mechanisms of insulin resistance.

Keywords: insulin resistance, curcumin, AMPK, IRS1, IRS1Ser, PIP3, PI3K, P-
Akt, AS160, GLUT-4, PGC-1a
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