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TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez projemin gergeklestirilmesi siirecinde gostermis, olduklari tiim
maddi ve manevi destek i¢in Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki tiim hocalarima ve

caligsma arkadaglarima,

Son olarak, bana her zaman sonsuz anlayis, ve sabirla destek olan, egitim yasamim
boyunca hep arkamda hissettigim sevgili aileme en ig¢ten saygi, sevgi ve tesekkiirlerimi

sunarim.



OZET

Konu ve Amag¢: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) insiilin sekresyonu veya
aktivitesinden kaynakli hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. n-3
poliunsature yag asitleri (PUFASs), 6zellikle eikosapentaenoik asid (EPA, 20:5n-3)’in
diyabetik hayvan modellerinde insilin duyarliligini arttirdigi belirtilmesine ragmen,
altinda yatan molekiiller mekanizma net degildir. Bu c¢alisma, etil-ester EPA’nin
karacigerde adiponektin reseptorlerinin ekspresyonunu arttirarak T2DM olusum riskini

azaltti1 hipotezini savunmaktadir.

Yontem: Bu calismamizda, normal diyet (ND), yiiksek yagli beslenme (HFD) ve
HFD/STZ-indiikli Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) gruplarinda EPA’nin anti-diyabetik
etkisinin  adiponektin  reseptorleri  (T-cadherin, AdipoR1) iizerindeki etkisi

degerlendirildi.

Bulgular: EPA takviyesinin, ND ve T2DM gruplarinda AdipoR1 mRNA seviyesini
arttirdig1 gozlendi. Buna ek olarak, EPA ile tedavi sonrasinda HFD ile beslenmis ratlarin

karacigerinde T-cadherin protein seviyesinin arttigi gézlendi.

Sonu¢: Bu sonuglar, EPA’nin, T2DM’de AdipoR1 ekspresyonunu artirarak, insiilin
duyarhigini gelistirebilecegini ve T2DM riskini diisiirebilecegini gostermektedir. Anti-
diyabetik etkilerine ek olarak, EPA ayn1 zamanda HFD ile beslenmis ratlarda T-cadherin

protein ekspresyonunu arttirarak HFD ile iliskili bozukluklar1 ortadan kaldirabilir.

Anahtar Kelimeler: AdipoR1, Eikosapentaenoik asid, Omega-3, T-cadherin, Type 2
diabetes mellitus



ABSTRACT

Background and Aims: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disease
characterized by hyperglycemia that results from a defect in insulin secretion or activity.
n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAS), especially eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 n-
3) is known to increase insulin sensitivity in the diabetic animal model. However, the
underlying molecular mechanism of EPA in improving insulin sensitivity has not yet
been fully elucidated. We hypothesise that n-3 PUFASs such as ethyl-ester EPA could

reduce the risk of T2DM by regulating adiponectin receptors expression in the liver.

Methods: We examined the anti-diabetic effect of EPA supplementation on adiponectin
receptors, T-cadherin and AdipoR1, in normal diet (ND)-fed, high-fat diet (HFD)-fed,
and T2DM rats.

Results: We found that EPA supplementation was significantly increased the mRNA
level of AdipoR1 in T2DM and ND-fed rats. We also found that T-cadherin levels were

increased in response to EPA treatment in HFD-fed rats liver.

Conclusions: Taken together, these observations suggested that EPA supplementation
may improve insulin sensitivity and reduce the risk of T2DM, at least partly, by
increasing adipoR1 expression. In addition to its anti-diabetic effects, EPA may also

ameliorate high fat diet-related disorders by increasing T-cadherin levels in the liver.

Key Words: AdipoR1, Eicosapentaenoic acid, Omega-3, T-cadherin, Type 2 diabetes
mellitus
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Diyetle tlikettigimiz besinler insiilin duyarliligini arttirmada ve diyabet riskinin ve
diyabet komplikasyonlarinin azalmasinda 6nemli rol oynar (Mann, 2006). Diyetteki
yagin T2DM’deki rolii yillardir klinik olarak ilgi ¢ekici olmustur. Kinsell ve dig.
muhtemelen tiiketilen yag tiirliniin insanlarda insiilin etkisini etkileyebilecegini
bildiren ilk kisidir (Kinsell ve ark., 1959). Diyetle alinan yag, farkli FA'lerin bir
karisimidir, higbir kaynak saf degildir. Tiketilen yag tiirleri doymus yag asitleri
(SFA), tekli doymamis yag asitleri (MUFA), ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)
(Galgani ve ark., 2008)’dir. PUFA’lar ¢ift baglarin pozisyonlarina gére n-6 veya n-3
PUFA seklinde isimlendirilir. Temel n-3 PUFA'lar a-linolenik (ALA, C18:3),
Eikozapentaenoik Asit (EPA, C20:5, n-3) ve Dokozahekzaenoik Asit (DHA, C22:6,
n-3)’dir (Galgani ve ark., 2008).

HFD ile indiiklenmis insiilin direncli farelere n-3 PUFA verildiginde, n-3 PUFA’nin
inflamasyonu azaltarak ve adipoz dokuda glukoz alimimi artirarak genel insiilin
duyarliligini  gelistirdigi gosterilmistir. n-3 PUFA’ ya yanit olarak insiilin
duyarliliginin ~ iylesmesinin  olast mekanizmasi, insiilin  sinyalizasyonunun
onarilmasidir (Gingras ve ark., 2007; Agrawal ve Gomez-Pinilla, 2012). Insiilin
iskelet kasina glukoz alimini uyarirken, hepatik glukoz tiretimi ve yag doku lipolizini
inhibe eder (Pinel ve ark., 2014). Insiilin direnci durumunda, insiilinin bu
fonksiyonlar1 bozulur, aglikta veya toklukta hiperglisemiye neden olan kisir bir
dongili devreye girer, nihai olarak artmis serbest yag asitleri, hiperinsiilinemi ve

pankreas [-hiicre disfonksiyonu goriiliir (Reaven, 1988).

Beyaz yag dokusundan (WAT) salinan adipokinler insiilin duyarliligina aracilik eder.
Ozellikle, adiponektin karaciger ve iskelet kas1 gibi insiilininin hedefi olan dokularda
insiilin duyarliligin arttiriran, obezite ve T2DM’de seviyesi azalan bir adipokindir
(Takeuchi ve ark., 2007; Thundyil ve ark., 2012; Combs ve Marliss, 2014).
Adiponektin dolagima trimer, hegzamer ve yiiksek molekiiler agirliktaki (HMW)
multimerler seklinde salinir. Globular adiponektin (gAD) olarak adlandirilan formu
ise adiponektin monomerinin proteolitik yikimindan olusur (Thundyil ve ark., 2012;

Combs ve Marliss, 2014). Saglikli bireylerde yiiksek molekiiler agirliktaki



adiponektinin dolasimdaki konsantrasyonu 5 pg/ml, disik molekiiler agirliktaki
adiponektinin konsantrasyonu ise yaklagik olarak 3 nM’dir (Combs ve Marliss,
2014). Adiponektin serumda genellikle yiiksek seviyede mevcut olmasina ragmen,
obezite veya diyabetli kisilerde seviyeleri anlamli bir sekilde azalir (Thundyil ve
ark., 2012). Intraperitonal olarak yiiksek molekiiler agirlikli ve diisiikk molekiiler
agirlikli adiponektin enjeksiyonu saglikli, TIDM ve T2DM farelerde plazma glukoz
seviyesini disiirmiis (Berg ve ark., 2001b). Adiponektin bu etkilerini adipoR1 ve
adipoR2 olarak isimlendirilen reseptorlerine ve T-cadherin molekiiliine baglanip

hiicre i¢ine sinyal gondererek gergeklestirmektedir.

EPA’nin insiilin sekresyonu ve insiilin duyarliligini iyilestirdigi bilinmektedir, fakat
sinirli sayida ¢aligma mevcut oldugu i¢in molekiiler mekanizmasi heniiz net degildir.
Bu ¢alisma, EPA’nin anti-diabetik etkilerini kismende olsa adiponektin sinyalinde
rol olan adipoR1 ve T-cadherin reseptorleri Tlizerinden gerceklestirdigini
savunmaktadir. Ayrica, adiponektinin T-cadherin i¢in reseptdr olarak gorev yaptigi
bilinse de diyabet ile iliskisini gosteren sinirli sayida ¢alisma mevcut. Bu nedenle, bu
proje hem bu iki reseptoriin diyabetik kosullardaki rollerinin aydinlatilmasi hemde
bu rolle EPA’nin anti-diabetik ve anti-obesite etkisinin olup olmadigini arastirilmasi
icin yazilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, ND, HFD ve T2DM gruplari EPA
takviyesinin degerlendirilmesi i¢in randomize sekilde iki alt gruba ayrildi, grubun
birine EPA verilirken digerine, esit miktarda ¢esme suyu gavaj teknigi ile verildi.
Deney stireci tamamlanip dokular alindiktan sonra, EPA alan ve almayanlardaki T-
cadherin ve AdipoR1 ekspresyonlarindaki artis ve azallislar 6lgiiliip degrlendirildi.
Boylece, kismende olsa, EPA takviyesinin T2DM ve HFD kosullarindaki olasi

faydali etkileri ve bu etkilerin adiponektin sinyali ile ilgli baglantis1 ortaya kondu.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1.  Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya her ikisinde meydana
gelen defekten kaynakli hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Altinda
yatan nedene gore, genelde T1DM veya T2DM olarak tanimlanir (American
Diabetes, 2014).

T1DM B-hiicre hasarina neden olan oto-timmin bir hastaliktir. Genellikle ¢ocuklukta
goriiliir ve total diyabetin %5-10’unu olusturur. Ummin sistemin Pankreas j-
hiicrelerini tahrip etmesi sonrasinda, pankreasin [-hiicreleri insiilin {iretemez.

Hastalar 6miir boyu insiiline ihtiya¢ duyar (Ashcroft ve Rorsman, 2012).

T2DM kompleks bir etiyolojiye sahip ve giderek artan major hastaliklardan biridir.
Total diyabetin %90’nin1 T2DM olusturmaktadir (American Diabetes, 2009;
Ashcroft ve Rorsman, 2012). Hem genetik hem ¢evresel faktorlerin bu hastaligin
olusmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Scheen, 2003; Murea ve ark., 2012).
T2DM, insiilin direnci ve insiilin sekresyonundaki degisim ile karakterize bir
hastaliktir. Insiilin duyarlihgindaki azalma periferik dokulari, dzellikle iskelet kas1 ve
yag dokusunu etkiler. Tiim bu tablo glukoz kullaniminda azalma ve metabolik
degisim ile sonuglanan hiperglisemiye neden olur (Bonadonna, 1993; Prentki ve
Nolan, 2006). Obezite ve T2DM insiilin direnci ile yakindan iliskilidir. Baz1 obez ve
insiilin direncine sahip bireyler hiperglisemi gelistirmez (Srinivasan ve Ramarao,
2007). Fakat aymi durumdaki T2DM’li bireyler yeterli insiilin sekresyonu
yapamadig1 i¢in hiperglisemi gelisir (Perley ve Kipnis, 1966; Kahn, 2001).

2.2. Glukoz ve Lipid Metabolizmasimin Regiilasyonu

2.2.1. Glikojen Sentezinin Regiilasyonu

Insiilin glukoz transportu ve glikojen sentezini arttirarak glikojen birikimini stimiile
eder. Fosfatil inositol 3 kinaz (PI3K) aktivasyonu, Akt fosforilasyonu ve GSK-3
inaktivasyonu glikojen sentaz fosforilasyonunu azaltarak aktif hale getirir (Cross ve
ark., 1995). Insiilin, protein kinaz A (PKA) veya glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3)
gibi kinazlar1 inhibe ederek (Cross ve ark., 1995) ve protein fosfataz 1 (PP1)’i
(Brady ve ark., 1997) aktive ederek glikojen sentazi aktive eder. Insiilin, global

olarak PPl'yi aktive etmez, fakat spesifik olarak, ozellikle glikojen partikiiliinde
3



lokalize edilmis PPI aktivitesini artiran ayr1 ayr1 fosfataz havuzlarini hedef alir.

2.2.2. Glukoneogenezisin Diizenlenmesi
Insiilin, glikoneogenezis ve glikojenolizi inhibe ederek karaciger tarafindan glukoz

tiretimi ve salinmasini inhibe eder (sekil 2.2.) (Michael ve ark., 2000).

insiilin

Glukoz reseptor

' 34 ¢

E““U”“R ‘i“’ EEiitiils
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/ \ sitrat
Insilin tarafindan +
Glikojen Stimile edilen  inhibe edilen Asetil-KoA
Malanoil-KoA
Asetil-KoA

Sekil 2.2. Karacigerde glukoz metabolizmasinin regiilasyonu (Saltiel ve Kahn, 2001).

Insiilin glukoneogeneziste hiz kisitlayici basamakta gérev alan fosfoenol piriivat karboksilazi
(PEPCK) kodlayan genin transkripsiyonunu inhibe eder. Bu hormon ayni zamanda friiktoz-1,6-
bisfosfataz1 (F-1,6-Paz) ve glukoz-6-fosfatazi (G-6-Paz) kodlayan genin transkripsiyonunu diisiiriir ve
glukokinaz, piriivat kinaz gibi glikolitik enzimlerin ve yag asidi sentaz, asetil-coA karboksilaz gibi
lipojenik enzimlerin transkripsiyonunu arttirir.

Insiilin aym zamanda plazmadaki serbest yag asidi miktarindaki degisim ile glukoz
metabolizmasini in direkt yoldan etkileyebilir, bu durum 'tek gecit yolu' hipotezi
olarak adlandirilir (Bergman, 1997). Visseral yag insiiline subkutan yagdan daha az
duyarhdir. Bu yagdan tiiretilen yag asitleri portal ven ile karacigere gelir ve glukoz
iretimini stimiile eder, boylece karacigerde insiilin etkisi ve insiilin direnci i¢in bir
sinyal saglar. Insiilin, fosforilasyon ve defosforilasyon yoluyla bir dizi metabolik
enzimin aktivitesini dogrudan kontrol eder. Ayrica, glukoneogenez ve glikoliz'in
enzimlerini kodlayan genlerin ekspresyonunu diizenler (S J Pilkis ve Granner, 1992)
(sekil 2.2).



2.2.3. Lipid Sentezi ve Yikiminin Diizenlenmesi

Artmig plazma FFA konsantrasyonu obezite ve T2DM ile iligkilidir. FFA glukoz
alimini, glikojen sentezini ve glikolizi inhibe ederek hepatik glukoz {iretimini
artirarak insiilin direncine katkida bulunmaktadir. Karbonhidrat metabolizmasinda
oldugu gibi, insiilin anabolik fonksiyon gdstererek lipid yapimini indiikler ve
yikiminit inhibe eder. Glukoz aliminin artmasi ve pirlivat dehidrojenaz, yag asidi
sentaz ve asetil-CoA Kkarboksilaz dahil olmak tizere lipid sentezinde rol alan
enzimlerin aktivasyonu nedeniyle, adipositlerde glukoz esasen lipid olarak depolanir.
Insiilin ayrica adipositlerdeki lipolizi, 6zellikle de hormona duyarli lipaz enziminin

inhibisyonu yoluyla inhibe eder (Saltiel ve Kahn, 2001).

Son caligmalar, bu degisikliklerin cogunun, transkripsiyon faktorii steroid
diizenleyici element baglayici protein (SREBP)-1c'deki artisa bagli oldugunu
gostermektedir (lichiro Shimomura, Bashmakov, ve ark., 1999). SREBP-1c'in
dominant negatif formlari, bu glukojenik ve lipojenik genlerin ekspresyonunu
engelleyebilir (Brown ve Goldstein, 1998; Foretz ve ark., 1999). Yapilan bir
calismada, SREBP-1c artisinin, diyabetik rodentlerin karacigerinde insiilin direncine

katkida bulundugu tespit edilmistir (Saltiel ve Kahn, 2001).

2.3. Obezite ve T2DM

Obezite, insiilin direnci ve hiper-insiilinemi ile karakterize (Weyer ve ark., 1999),
T2DM gelisimi i¢in risk olusturan metabolik bir hastaliktir (sekil 2.8) (“Clinical
guidelines on the identification, evaluation, and treatment of overweight and obesity
in adults--the evidence report. National institutes of health,” 1998). Bundan dolay1
adipoz doku T2DM patojeninizde 6nemli rol oynar. Sinirsel ve endokrin sistemin
tahribi, sedenter yasam sekli, fizyolojik stres, yiiksek yagl beslenme, sigara ve alkol
alimi1 obeziteye yol agarak diyabete neden olur. T2DM hastalarinin ¢ogu asir1 kilolu
veya obez oldugundan, yag asidinin diyabet gelisimindeki rolii gz ardi edilemez
(Martinez de Morentin ve ark., 2010). Obezite ve insiilin direnci arasindaki
korelasyonun “sebep-sonug” iligkisi oldugu varsayilabilir ¢iinkii klinik ve pre-klinik
caligmalar kilo kaybi/kazaniminin, artan/azalan insiilin duyarlilig: ile yakindan

iliskili oldugunu gostermektedir (Vigneri ve ark., 2009).

Obezitede inflamasyonun nedeni gesitli metabolik ve immiin yolaklarla yakindan

iligkilidir. Obezite baslangicta metabolik hiicrelerden (adiposit, hepatosit veya

5



miyosit) baslayarak pro-inflamasyon gelistirir ve sonunda tiimor nekrozis-o. (TNF-o)
ve interlokin (IL)-6 gibi enflamatuar sitokinlerin salinmasiyla immiin hiicreleri i¢ine
alir. Leptin, TNF-a, resistin, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) salgilanmasi
ve plazma esmerlesmemis yag asidi (NEFA, serbest yag asidi) seviyesinin
yiikselmesi yavas yavas obeziteye bagli inflamasyona neden olur, bu durum glukoz
metabolizmasini ve insiilin duyarliligini etkileyerek T2DM olusumuna neden olabilir

(sekil 2.3) (Rabe ve ark., 2008).

| Cevresel ve sosyal faktérler |
Sinir ve endokrin sistem
bozuklugu
I Sedenter yasam sekli H - . \ Fizyolojik stres |
&
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[ Asiri beslenme ’ - g o —
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Do |
iNOS ¢
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Insiilin sekresyonu ve fonksiyonunun I > | insiilin direnci |
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Sekil 2.3. Obezite ve T2DM birbiri ile yakindan iliskilidir.
Cevresel, sosyal ve genetik faktorler obezite indiiklii inflamasyonu uyararak insiilin direnci ve T2DM
gelisimine neden olur (Mukherjee ve ark., 2013).

2.4. Diyetle Alinan Yaglar ve T2DM

Insiilin reseptdrlerinin aktivasyonundan, molekiiler ve biyokimyasal regiilasyona
kadar bircok molekiiler olay insiilin sinyalinin regiilasyonunda, dolayisiyla T2DM’de
rol alir. Insiilin sinyali, dzellikle besin duyarli sinyal yolaklar1 ve pro-inflamatuar

sinyaller ile kontrol edilir (Pinel ve ark., 2014).

Diyette alinan yag insiilin direncinin belirleyicisidir. Diyetle alinan yag asitleri {i¢
grupta siniflandirilir: SFA, MUFA ve PUFA. PUFA’larda kendi i¢inde n-6 PUFA ve
n-3 PUFA olarak iki alt gruplara ayrilir. n-3 PUFA, metil grubundan itibaren 3.



Karbonda ¢ift bag icerir (Galgani ve ark., 2008). ALA, EPA ve DHA temel n-3
PUFA’lardir. Doymus yag asitleri insiilin direnci ve hiperglisemiye neden olurken,

PUFA’lar insiilin duyarliligini gelistirir.

2.4.1. Serbest Yag Asitleri ve Insiilin Direnci

Patolojik olmayan durumlarda, insiilin hepatik glukoz iiretimini inhibe eder, iskelet
kas1 glukoz alimini uyarir ve yag dokusunda lipolizi inhibe eder (Pinel ve ark.,
2014). Bu durum insiiline direngli deneklerde bozulmakta ve plazmada glukoz ve
FFA artmasina ve Ozellikle karaciger ve iskelet kasinda ektopik yag depolanmasina

neden olur.

Seramidler, a¢il-CoA, diagilgliserol (DAG) gibi FFA metabolitleri, insiilin reseptor
substrat (IRS) ve PKB/AKkt'yi inhibe eden serin/treonin kinazlar1 (protein kinaz C
(PKC), niikleer faktor-kB (NFKB), inhibe edici kB kinaz B (IKK[)) aktive ederek
insiilin sinyalini inhibe eder ve GLUT-4 translokasyonunu inhibe eder. Bu durum,
glukozun hiicre i¢ine alinip metabolize olmasina engel olarak diyabetik durumun
daha da kotiiye gitmesini saglar (sekil 2.4.) (Mukherjee ve ark., 2013). Dolayisiyla,

artmis FFA’leri hiperglisemiye neden olur.
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Sekil 2.4. FFA tarafindan GLUT4 translokasyonunun inhibisyonu (Mukherjee ve ark., 2013).
Insiilinin reseptériine baglanmasi IRS fosforilasyonunu saglar, bu fosforilasyon sirasiyla PI3K’n
aktivasyonuna neden olur, ardindan protein kinaz B (PKB)/Akt fosforilasyonuna neden olarak
GLUT4’in hiicre membranina transferine neden olur. FFA metabolitleri PKC ve NFkB’yi aktive
ederek, IRS ve PKB/Akt’y1 inhibe ederek, insiilin sinyalini ve GLUT4 translokasyonunu inhibe eder.

2.4.2. Omega-3ve T2DM

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, obezite-indiiklii diisik dereceli kronik
inflamasyonun, T2DM patogenezinde onemli bir faktér oldugunu gostermektedir
(Hotamisligil ve ark., 1996; Shoelson ve ark., 2006). inflamatuar duruma ek olarak,
obezite iligkili hiperlipidemi ve hiperglisemi periferal dokularda insiilin direncine
neden olur. Hipergliseminin iistesinden gelmek i¢in pankreas B-hiicreleri daha fazla
instilin sekrete eder. Bu adaptif yanit, insiiline direncli bireylerin iskelet kasina
glukoz alimini artirarak ve hepatik glukoz iiretimini inhibe ederek normoglisemiyi
stirdiirmelerini saglar (Pinel ve ark., 2014). Kronik insiilin direnci, pankreas f-
hiicresi fonksiyon bozukluguna neden olarak T2DM’ye yol acar (Kwon ve Pessin,
2013).

Yiiksek yagli beslenme insiilin sekresyonunu olumsuz etkileyerek diyabetik durumu
kotiilestirmektedir. Insiilin reseptdrii mutant (InsrP1195L/+) ve yiiksek yagh diyet ile
beslenmis farelerde (InsrP1195L/+/HFD), adipoz dokuda lipoliz ve karacigerde
glukoneogenezis artmaktadir (E. Y. Lee ve ark., 2015). T2DM diyet, fiziksel aktivite
ve farmakolojik olarak tedavi edilir. T2DM’in farmakolojik tedavisi, temelde

glukozun periferik dokular tarafindan alimini destekleyerek, dolasimdaki glukozu
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azaltan anti-diyabetojenik ajanlarin uygulanmasina dayanir (Kendall ve Bergenstal,
2001). Besinsel olarak alinan omega-3’iin, diyabetik hayvan modellerinde insiilin
duyarliligini arttirdign bilinmektedir (Storlien ve ark., 1987). Yine de omega-3’iin
insiilin  direncini  diistirmedeki molekiiler mekanizmas: heniiz tam olarak
aciklanmamistir. Kilo kaybi, obezite ile iligkili metabolik bozukluklari tersine
gevirmek i¢in yaygin bir stratejidir (Pinel ve ark., 2014). Diger taraftan, spesifik
beslenme stratejileride metabolik doku disfonksiyonun ve inflamatuar durumu
degistirmeye yardimci olabilir. Lipid beslenme alaninda yapilan arastirmalar, kilo ile
iliskili metabolik parametrelerin iyilestirilmesinde omega-3’iin potansiyel yararlarini
vurgulamistir (Mori ve ark., 1999; Marik ve Varon, 2009; Pinel ve ark., 2014).
Insiilin sinyalizasyonu primer olarak besin duyarli sinyal yollar1 ve pro-inflamatuar
sinyaller ile kontrol edilir (Pinel ve ark., 2014). Bagirsak liimenindeki glukoz ve
omega-3 gibi besin maddelerine yanit olarak L-hiicrelerinden glukagon-benzeri
peptid-1 (GLP-1) salinir. GLP-1, B-hiicrelerinde cAMP’yi stimiile ederek PKA
bagimli veya bagimsiz yollarla insiilin sekresyonunu saglar (Ashcroft ve Rorsman,
2012). Bu nedenle, diyette alinan yag insiilin direncinin belirleyicisidir (Riserus ve
ark., 2009). Doymus ve trans yag asitleri insiilin sekresyonunu diigiiriir ve instilin
duyarliligini kétiilestirir (Galgani ve ark., 2008; Riserus ve ark., 2009; Thompson ve
ark., 2011; Martins ve ark., 2012). Bunun aksine, doymamis yag asitleri, 6zellikle n-
3 PUFA insiilin sekresyonu ve duyarliligini iyilestirir (Poudyal ve ark., 2011;
Poudyal ve ark., 2012; Jafari ve ark., 2013; Juarez-Lopez ve ark., 2013; Poudyal ve
ark., 2013). Asir1 kilolu T2DM’li hastalara 3 ay boyunca EPA (2 g/giin) verilmesi
aclik plazma glukoz, insiilin, HbAlc ve HOMA-IR konsantrasyonunu diistirmiistiir
(Sarbolouki ve ark., 2013). Bu sonuglar, ratlarla yapilan ¢alismalarla da
desteklenmektedir. n-3 PUFA’lara yanmit olarak Insiilin duyarhiliginin iyilesmesi
insiilin sinyalinin artmasindan kaynaklaniyor olabilir (Gingras ve ark., 2007;
Agrawal ve Gomez-Pinilla, 2012; Kamolrat ve ark., 2013). Ratlarda, n-3 PUFA-
eksik diyet verilmesi insiilin reseptorleri ve sinyal yolagindaki Akt’nin
fosforilasyonunu diistirerek, glukoz intoleransina ve insiilin direncine neden
olmaktadir (Cancelas ve ark., 2007; Agrawal ve Gomez-Pinilla, 2012). Ayrica,
diyetle EPA+DHA alinmasi PPARy, GLUT2, GLUT4 ve IRS-1/IRS-2
ekspresyonunu ve adenozin monofosfat (AMP) kinaz fosforilasyonunu artirarak
adipoz doku ve ob/ob farelerin karacigerinde insiilin duyarlastirici etkiler gosterdigi
tespit edilmistir (Gonzalez-Periz ve ark., 2009). Ayrica, n-3 PUFA eksik diyet, diisiik
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Ca+2 Na'/K*-ATPaz aktivitesinin azalmasina neden olarak normal insiilin sekresyon
yolagina zarar vermektedir (Louchami ve ark., 2006; Sener ve ark., 2006; Y. Zhang
ve ark., 2006).

Yapilan c¢alismalar, EPA tiirevli eikosonoidlerin anti-inflamatuar etkileri
bulundugunu gostermektedir (Poudyal ve ark., 2011; Poudyal ve Brown, 2013). Bu
durum, EPA’nin insiilin duyarlilig1 ve sekresyonunu iyilestirmesindeki etkilerinden
birinin EPA’nin anti-inflamatuar 6zelliginden kaynaklandigini diistindiirmektedir.
Yiiksek yagli beslenmis ratlara bes hafta boyunca EPA (1 g/kg) takviyesi yapilmasi
TNF-o ve IL-6 gibi sitokinlerin azalmasina neden olmustur (Perez-Matute ve ark.,
2007; Kubota ve ark., 2013).

Yiksek yagli ve yiiksek friiktoz diyeti ile beslenmis C57BL/6J farelere EPA
verilmesi viseral adipoz dokuda ve plazma leptin, TG ve FFA seviyesinde azalmaya
neden oldugu tespit edilmis (lyer ve ark., 2010). Bu farelerde ayni zamanda, glukoz
oksidasyonunda yer alan sitrat sentaz, fosfofruktokinaz gibi enzimlerin, lipogenezde
yer alan asetil-coA karboksilaz, yag asidi sentaz gibi enzimlerin mRNA
ekspresyonlar1 azalmis, hidroksia¢il-COA ve SREBP-1 dehidrojenaz aktivitesi
azalmis (Sato ve ark., 2010) (Poudyal ve ark., 2013).

Yapilan galigmalarin ¢ogunda, ALA, EPA ve DHA’nin birbirinden bagimsiz etkisi
calistimamistir. Siirli sayida ¢alisma, EPA’nin anti-diyabetik etkisini gostermistir.
Bu etkilerin EPA mi, DHA m1 yoksa ALA’dan m1 kaynaklandig§i ve molekiiler
mekanizmasinin ne oldugu heniiz belirsizdir. EPA’nin anti-diyabetik etkisinin
belirlenmesi i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tezde, yiiksek
yagli/friikktoz igeren yem ile beslenmis ratlarda, EPA’nin anti-diyabetik fonksiyonun
adiponektin reseptorleri iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Adiponektin, glikoz

metabolizmasinda 6nemli rol oynayan adipoz kaynakli bir adipokindir.

2.5. Adipoz Dokunun Endokrin Fonksiyonu

Lipid depolama roliine ek olarak, yag hiicreleri metabolizmay1 ve enerji tiikketimini
diizenleyen adipokin ve sitokinler salgilayarak parakrin ve endokrin fonksiyonu
gostermektedir. Leptin, TNF-a, IL-6, ve adiponektin adipoz dokudan sekrete edilen
molekiillerdir. Obez rodent ve insanlarda artmis olan tiimor nekrosis faktor-oo (TNF-

a), IRS-1’in serin fosforilasyonunu artirarak insiilin reseptor kinaz ve insiilin
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direncinin azalmasma neden olur (Hotamisligil ve ark., 1996). Leptin adipoz
dokudan sekrete edilen sitokin ailesine ait bir hormon ve merkezi sinir sistemindeki
reseptorii tizerine etki ederek besin alimi ve enerji tilketimini regiile eder. ob/ob ya da
db/db gibi farelerde ya da lipoatrofik diyabetik modellerde Insiilin direnci, leptin
eksikligi ya da direnci ile karakterizedir. Bunlardan bazilarinda, eksojen leptinin
uygulanmasi, muhtemelen karacigerde insiilin etkisini modiile eden néroendokrin
yolaklarii etkileyerek, glukoz toleransini ve insiilin duyarliligini arttirir (Halaas ve
ark., 1995; 1. Shimomura, Hammer, ve ark., 1999; Y. Lee ve ark., 2001).
Adiponektin (Acrp30 veya adipoQ olarak da bilinir) adipoz dokudan iiretilen anti-
diyabetik bir adipokindir. Son ¢alismalar, adiponektinin mRNA'nin ekspresyonunun
obez farelerde, insanlarda ve lipoatrofik diyabetik modellerde azaldigini

gostermektedir.

2.5.1. Adiponektin

Adiponektin, lipid ve glukoz metabolizmasini diizenleyen, insiilin direnci ve obezite
ile giiglii bir negatif korelasyon gésteren, adiposit kdkenli bir hormondur (Y. Arita ve
ark., 1999; Weyer ve ark., 2001; Ahima, 2006). Adiponektin kollogen N-terminal
domain ve bir globiiler C-terminal domainden olusan 248 amino asid igeren bir
peptitdir (Berg ve ark., 2002).

Dolasimda farkli formlarda bulunur, 3 tane adiponektin molekiilii igeren trimer (90
kDa), 6 tane adiponektin igeren diisitk molekiiler agirlikli oligomer (LMW, 180 kDa)
ve 12 yada 18 adiponektin i¢eren yiiksek molekiiler agirlikli oligomer (HMW, 360—
540 kDa) (Kadowaki ve ark., 2006). HMW adiponektinin dolasimdaki
konsantrasyonun 5 pg/ml iken LMW adiponektinin dolasimdaki konsantrasyonu
yaklasik olarak 3 nM’dir (Haugen ve Drevon, 2007). Full-length adiponektin olarak

isimlendirilen trimer formu ise dolasimdaki adiponektinin %90’nin1 igermektedir.

2.5.2. Adiponektin Reseptorleri
Adiponektin sinyalizasyonu, AdipoR1, AdipoR2 ve T-cadherin olarak isimlendirilen

3 major reseptor araciligi ile gergeklesmektedir (sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Adiponektin reseptorlerinin membranda lokalizasyonu.
Farkli adiponektin formlar1 farkli adiponektin reseptoriine afinite duymaktadir (Combs ve Marliss,
2014).

AdipoR1, AMP-protein kinase (AMPK) aktivasyonunda, AdipoR2, PPAR-a
yolaginin aktivasyonunda rol alarak insiilin duyarliligini arttirmaktadir (Yamauchi ve
Kadowaki, 2013). AdipoR1 ve R2’nin adiponektin sinyalizasyonundaki roliiyle ilgili
bir¢ok caligma mevcut. Ancak, T-cadherinin adiponektin sinyalizasyonundaki rolii
heniiz tam olarak aydimlatilamamistir. Ozellikle, T-cadherinin, diyabetik kosullarda
adiponektin ile iligskisi hakkinda smirli sayida calisma mevcuttur. T-cadherin
reseptorii major olarak endoteliyal hiicrelerde anjiogenik aktivitenin regiilasyonunda
rol alir (Rubina ve ark., 2007; Philippova ve ark., 2012; Parker-Duffen ve ark., 2013)
ancak elde edilen sonuglar tutarsizdir. Genom diizeyinde yapilan ¢alismalar, T-
cadherinin, kanser (Yang ve ark., 2016) metabolik sendrom, metabolik fenotip (Teng
ve ark., 2015) ve T2DM (Nicolas ve ark., 2017) ile iliskili oldugunu géstermektedir.

Fakat, etki mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ vardir.

2.5.3. Adiponektin ve Anti-diyabetik Etkileri

Yapilan genom taramalari, T2DM ve metabolik sendroma duyarli olan lokusun
adiponektin genine yakin bir bolgede bulundugunu gostermistir (Vionnet ve ark.,
2000). T2DM hastalarinda adiponektin seviyesi diisiik bulunmustur. T2DM’li

hastalarda disiik adiponektin seviyesi periferal insiilin direncine katkida bulunur.

Intraperitonal HMW ve LMW adiponektin enjeksiyonu T1DM ve T2DM’li ve
saglikli farelerde plazma glukoz seviyesini diisirdigi gozlenmis (Berg ve ark.,
2001c). Intravenoz olarak HMW ve LMW adiponektin infiizyonu dolasimdaki

adiponektin seviyesini 3-kat arttirmisg, bu artisin glukoz tiretimini %65 azalttig1 tespit
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edilmistir (Combs ve ark., 2001). Kiiltiirii yapilmis karaciger hiicreleri hiicre
ortamina glukoz salar, bu hiicrelerin kisa silireli HMW ve LMW adiponektin ile
muamele edilmesi glukoz liretimini %20-40 oraninda azaltmaktadir (Berg ve ark.,
2001c; Wang ve ark., 2002). Benzer sekilde full-leght adiponektin trimer ile

muamele sonrasi, glukoz tiretimini %90 azaltmis (Pajvani ve ark., 2003).

2.5.4. T-cadherin Yapisi

Cadherin embiryonik gelisim ve doku homeostazinda merkezi rol oynayan kalsiyum
bagimli hiicre adhezyon molekiiliidiir (Cowin ve ark., 2005; Halbleib ve Nelson,
2006; Takeichi, 2007). T-cadherin (T-cad, H-cadherin, cadherin-13), sinir sisteminde
kesfedildi, ancak karaciger de dahil olmak iizere yaygin bir doku dagilimina sahiptir
(Chan ve ark., 2008). T-cadherin sadece hiicre adezyonunda degil ayn1 zamanda
hiicre sinyalizasyonunda da gorev alir. T-cadherin, cadherin ailesine aittir. T-
cadherin hiicre membraninda bulunur, transmembran yada sitozolik domain igermez
glikosilfosfatidilinositol (GPI) ile membrana baglanir (sekil 2.5.) (Vestal ve Ranscht,
1992; Angst ve ark., 2001).

Adiponektin
Prodomain Trimer
(adiponektin hegzamer ve
multimerlerine W
/ yuksek afinite gosteren domain)
© ©
(ala] Hegzamer
=< XX
i OO 4 .
T-cadherin 2 2
=] Cadherin tekrari
g S ( (klasik cadherin -
=il yapisi) O@
\ \~ HMW multimer
./ GPlgapasi
(benzersiz cadherin
Plazma yapisi)
membrani
Sitozol

Sekil 2.5. T-cadherin’nin yapisi
T-cadherin transmembran veya sitozolik domain igermez, GPI ¢apasi ile membrana baglanir.
Serumdaki HMW adiponektine yiiksek afinite ile baglanir (Kita ve ark., 2019).

T-cadherin, full-length adiponektin trimers ya da globiiler adiponektin trimerine

baglanmaz. T-cadherin, o6zellikle HMW ve hegzamerik adiponektin molekiiliine
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baglanarak adiponektin sinyalizasyonunda gorev alir (Hug ve ark., 2004; Hartge ve
ark., 2006; Parker-Duffen ve ark., 2013; Kostopoulos ve ark., 2014).

Hem plazma Adiponektin konsantrasyonu hem de doku Adiponektin ekspresyonu, T-
cadherin ile yakindan iligkilidir (Matsuda ve ark., 2015). Adiponektin ile bu
etkilesimi, T-cadherinin metabolik regiilasyondaki olas1 roliine dikkat cekmektedir.
T-cadherinin, T2DM'nin patogenezi ile iliskili oldugu bilinse de altinda yatan
molekiiler mekanizma heniiz belirsizdir (Tyrberg ve ark., 2011; Nicolas ve ark.,
2017). T-cadherin ve B-hiicrelerinin insiilin i¢eren dense-core graniilleri arasindaki
etkilesim degerlendirildiginde, T-cadherinin insiilin sekresyonu i¢in gerekli oldugu
tespit edilmis (Tyrberg ve ark., 2011). Yapilan klinik c¢alismalar, metabolik
hastaliklarda T-cadherin ve hipo-adiponektin arasindaki baglantiyr ortaya
koymaktadir (Matsuda ve ark., 2015; Pfaff ve ark., 2015). T-cadherinin adiponektin
icin reseptor fonksiyonu gosterdigi bilinse de diyabetik hastalarda T-cadherin ve
adiponektin arasindaki iliskiyi direkt olarak gdsteren bir calisma heniiz mevcut
degildir.

Bundan dolay1 bu ¢aligmanin amact: (1) T-cadherin’in T2DM de rol alip almadigini
belirlemek, (2) T-cadherin ve AdipoR1 arasindaki etkilesimi ortaya koymak (3) anti-
inflamatuar ve anti-diyabetik etki gdsteren omega-3’iin bu molekiiller iizerindeki
etkisini degerlendirmek (5) EPA/T-cadherin reseptorii ve EPA/AdipoR1 reseptorii
dengesinin olast fizyolojik sonuglarini ortaya ¢ikarmak (6) diyabetin farmakolojik

tedavisine destek olarak EPA kullaniminin olas1 faydasini gostermektir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.  Gruplarm Olusturulmasi ve Doku Temini

Bu arastirmada Akdeniz Universitesi ‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde yetistirilen 6-8
haftalik, daha once hi¢ deneye girmemis ve ortalama agirliklart 250-300 g olan
Spargue Dawly 1rk1 68 adet disi ergin sican kullanildi. Deneyde kullanilan sicanlar,
Deney Hayvanlart Etik Kurulu’ndan onay alinarak (19.12.2016, karar no:89)
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edildi. Bu c¢alismamiz
yiiksek yagh diyet ile beslenmis (HFD, %48 yag, %21 karbonhidrat %10 protein),
normal diyet ile beslenmis (ND, %10 yag, %16 karbonhidrat, %24 protein) ve
T2DM olmak iizere ii¢ gruptan olusacaktir. HFD diyette kullanilan yemin yag
icerigini ve kalori miktarmni arttirmak icin yiiksek oranda doymus yag (hayvansal i¢
yag) ve saf frikktoz (fruktofin ¢) kullamld: (Tasyurek ve ark., 2018). iki-karbon
birimleri in vivo yag asidi sentezi i¢in substrat olusturduklari i¢in friiktoz lipojenik
sekerlerdendir (Bhaswant ve ark., 2015). Ayrica, yiiksek friiktoz icerikli yem ile
beslemenin hayvanlarda insiilin direncine (IR) ve glukoz toleransina neden oldugu

tespit edilmistir (Dornas ve ark., 2015).

Klinik olarak, diisiik-doz STZ T2DM ’nin ileriki evresindeki 1liml1 insiilin sekresyonu
bozuklugunu stimiile etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Diisiik doz-STZ ve
HFD kombinasyonu ideal deneysel T2DM modeli olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle, bu calismada T2DM, vyiiksek yagli beslenme (1 ay) ve tek doz
streptozotocin (STZ) (i.p, 0.1 M pH 4.5 sitrat tamponunda ¢6ziinmiis 35 mg/kg viicut
agirhigi) enjeksiyonu ile olusturuldu (Liang ve ark., 2020; W. Zhang ve ark., 2020).
STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra kuyruk kanlarindan kan glukozu olgiilerek
>300 mg/dl olanlar diyabetik olarak kabul edildi (Ghorbanzadeh ve ark., 2016).
Diyabetik Rat’lar daha sonra 2 alt gruba ayrilip grubunun birine 1g/kg EPA (%99
saflikta, etil-ester formunda) gavaj ile verilirken diger gruba esit miktarda su 2 ay

boyunca verildi (sekil 3.1).
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STz-enjeksiyonu
@ mg/kg, ip) Karaciger dokularinin alinmasi
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Sekil 3.1. T2DM modelinin olusturulmasi ve deneysel siireci.

T2DM modeli yiiksek yagli diyet ve diisiik doz STZ enjeksiyonu ile indiiklendi.

Benzer sekilde diger gruplarda, EPA takviyesinin degerlendirilmesi i¢in 1. Ayimn
sonunda randomize sekilde 2 alt gruba ayrilip grubunun birine EPA verilirken diger
gruba gavaj ile sadece su verildi. Deney gruplari, sayist ve deney siireci kisaca tablo
3.1’de ozetlenmistir. Deneyde kullanilan %99 safliktaki EPA’lar KD Pharma’dan

temin edildi.

Tablo 3.1. Projede kullanilan gruplarin dizayni ve deneysel siireci

GRUPLAR 1. AY 2.ve3. AY
TiP 2 DIABET GRUP Yiiksek yagl (HFD) beslenme n=24 | (HFD+STZ, diyabetik grup) + n=12
(HFD ve STZ ile indiiklenmis) (HFD+STZ, diyabetik grup) n=12
HFD iLE BESLENMIS GRUP | Yiiksek yagli (HFD) beslenme n=24 | HFD+EPA n=12

HFD n=12
ND ILE BESLENMIS GRUP Normal (ND) beslenme n=20 ND+EPA n=10

ND n=10

Deney siiresi tamamlandiginda tiim gruplardaki ratlar eter anestezisi altinda bayiltilip
disekte edildikten sonra KC dokular1 alindi. Alinan doku ornekleri western-blot ve
PCR teknikleri ile analiz edilene kadar -80° C’de saklandi.

3.2.  Western Blot

3.2.1. Western-blot Lizatlarinin Olusturulmasi

0,2 g doku basma 800 pL lizis tamponu ve 10 uL proteaz inhibitor kokteyli olacak
sekilde hesaplama yapilarak tiiplere lizis tamponu ve proteaz inhibitdr kokteyli
konuldu ve dokular homojenize edildi. Daha sonra 15.000 rpm’de 15 dakika +4°C’de
santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip pelet kismi atilarak lizatlar hazirlandi. Elde
edilen siipernatantlarin protein konsantrasyonlari, standart olarak sigir serum

albiimin (BSA) kullanilarak Bradford yontemi ile 6lgiildii (Harlow ve Lane, 2006).
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3.2.2. SDS-PAGE ve Protein Bantlarinin Goriintiilenmesi

Esit miktarlarda (40 pg) doku lizati yiikleme tamponu ile karigtirllip 95°C’de 5
dakika kaynatildi ve c¢alisilacak proteininin  molekiill agirhgina uygun
konsantrasyondaki SDS-poliakrilamid jellere yiiklenip elektroforeze tabi tutularak
aynistirildi. Elektroforez sonrasi jel, plakalardan uzaklastirildi ve transfer sistemine
alinarak PVDF membrana transfer edildi. Transferden sonra membran, bloklama
soliisyonu (%S5 lik yagsiz siit tozu) icerisinde 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Bloklama
asamasini takiben membran, 1:500 diliisyonda primer antikor (T-Cadherin) ile gece
boyu +4 °C’de inkiibe edildi. Primer antikor asamasimi takiben membran ii¢ defa 20
dakika TBS-T ile oda 1sisinda yikandi. Boylece ortamdaki zayif baglanan veya
baglanmamis antikorlar uzaklastirildi. Yikama asamalarindan sonra membran,
bloklama soliisyonu igerisinde hazirlanan primer antikor tiirline gore belirlenmis
sekonder antikor ile oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi. TBS-T ile li¢ defa 20 dakika
yikandi. Yikama isleminden sonra, membran kemiluminesans reaktifi (Thermo) ile
gortintiilendi. PVDF membran strip soliisyonu ile muamele edildikten sonra B—aktin

antikoru ile muamele edilip, benzer sekilde goriintiilendi.

3.3.  RNA lizolasyonu ve Revers Transkriptaz—Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(RT-PCR)
Karaciger dokularindan total RNA trizol (TRIzol®Reagent, Thermo Scientific)

kullanilarak izole edildi. 1pug total RNA’dan cDNA sentez kiti (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific) kullanilarak CDNA
sentez edildi. AdipoR 1’e spesifik primerler, DNA polimeraz kiti (Platinum Tag DNA
Polymerase Kit, Invitrogen) kullanilarak ¢ogaltildi. Kisaca, PCR igin 2uL ¢cDNA, 1.5
mM MgCI2, 200uM deoksi niikleotid trifosfat (ddNTPs), 1 unit Platinum Taq
polimeraz ve her iki primer’den 0.2uM igeren 1xPCR buffer kullanildi. Kullanilan
primer sekansi tablo 3.3.’te gosterilmistir. cDNA ornekleri, denatiirasyon ve enzim
aktivasyonu i¢in 94 °C (2 dk) inkiibe edildi. Bu adimi, 35 dongii PCR
amplifikasyonu takip etti (her bir dongiide, 6rnekler 30 ° C'de ve 94 ° C'de 30 saniye
boyunca, 72 ° C'de 60 saniye boyunca inkiibe edildi), ayrica 72 ° C'de ilave bir
dongiile 5 dakika boyunca amplifikasyon gerceklestirildi. Amplifikasyon iirtinleri
etidyum bromid iceren %1,2 agaroz jelde analiz edildi. GAPDH internal kontrol

olarak kullanildi.
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Tablo 3.3. RT-PCR deneyi i¢in kullanilan AdipoR1 primerleri.

Gen Forward primer Reverse primer Uriin
(bp)

AdipoR1 5'-CTT CTAC TGCT CCC CAC AGC-3’ | 5'-TCC CAG GAACAC TCC TGCT C-3' | 139 bp

(GI:

326633221)
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4. BULGULAR

4.1. Kilo Degisimleri
HFD ve ND ile beslenmis ratlarin viicut agirliklar arasinda istatiksel olarak anlamali

bir fark bulunmamustir (tablo 4.1, sekil 4.1).

Tablo 4.1. Gruplarin ilk bir aylik viicut agirliklarinin haftalara goére degigimi.

HFD ve ND diyet ile beslenmis ratlarin haftalara gére viicut agirliklarindaki artig istatiksel olarak
anlamli bulunmamigtir (p>0.05). Viicut agirliklari her hafta ayni giin 6lgiildii. Degerler mean+SEM
(Std. Error of Mean) olarak verilmistir. Kullanilan denek sayilari: (n=10-12 rat/grup).

GRUP 1. HAFTA 2. HAFTA 3. HAFTA 4. HAFTA
HFD ‘ 187,89+5.7 193,78+6.2 198,78+6,6 203,44+6.4

ND ‘ 186,78+4.7 194,33+4.4 201,11+5,1 206,44+4.6

Vicut Agirliklar
210
205
200
195

HFD
190 ND

Agirhk (g)

185
180

175
1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta

Sekil 4.1. HFD ve ND ratlarin ilk bir aylik viicut agirliklarinin haftalara goére degisimi.

Viicut agirliklari her hafta ayni gilin 6l¢iildii. Viicut agirliklari (g) mean £ SEM olarak verildi, (n=10-
12 rat/grup). Gruplar arasindaki farklar Mann-Whitney U Test ile belirlendi, ve p<0,05 istatiksel
olarak anlamli kabul edildi.
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4.2. T2DM Grubun Kan Glukoz Degerleri

T2DM grubuna dahil edilen ratlarin kan glukoz degerleri tablo 4.2.”de gosterilmistir.

Tablo 4.2. T2DM ratlarm kan glukoz degerleri.
T2DM modeli, HFD diyet ve tek doz STZ (i.p., 0.1 M pH 4.5 sitrat tamponunda ¢dziinmiis 35 mg/kg
viicut agirligi) enjeksiyonu ile indiiklendi. Enjeksiyondan 72 saat sonra lateral kuyruk veninden alinan

kanlarindan glukometre ile kan glukoz degeri olgiildii. Kan glukoz degeri >300 mg/dL olanlar
diyabetik olarak kabul edildi.

Denekler 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.
Kan glukoz 429 445 400 568 400 500 500 500 500 443 402 495
degerleri (mg/dL)

4.3.  Western-Blot Sonuclari
EPA takviyesi, T2DM grubunda T-cadherin seviyesinde istatiksel olarak anlamli
diisiise neden olurken, HFD grubunda, T-cadherin seviyesinde artisa neden olmus,

fakat bu artig istatiksel olarak anlamli bulunamamustir (sekil 4.3).

A
ND+EPA HFD+EPA T2DM T2DM+EPA
T-Cadherin (78 kDa) _
B_aktin (45 kDa) _
1,20
B
1,00
*

= T 1
€ 0,80
4]
3
£ 0,60 m EPA(-)
Q
§ } EPA(+)
Q 0,40 -
'_

0,20

0,00

ND HFD T2DM

Sekil 4.3. EPA ile tedavi sonrasinda T-cadherin protein ekspresyonu.

ND, HFD ve T2DM gruplarinda EPA’nin T-cadherin protein ekspresyonu iizerindeki etkisi western-
blot ile analiz edildi. (A) T-cadherin ve B-aktin (internal kontrol) proteinlerinin western-blot sonucuna
ait bantlar gosterilmektedir. (B) RT-PCR sonucu elde edilen bantlarin yogunluklar1 taranarak stitun
grafik sekline donistiriildii. (*p<0,05, n=3 rat/grup, 3 tekrar).

NOT: Yapilan tekrarli western-blot dl¢iimleri sonrasinda Adiponektin ekspresyonlarindan sinyal
alinamamugtir. Doktora Projeleri igin ayrilan biitge imkanlar1 dogrultusunda yeniden antikor ve azalan
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diger kimyasallarin alinmasi miimkiin olmadig1 i¢in deneylere Adiponektin protein ekspresyonu
sonucu eklenememistir.

4.4. PCR Sonuc¢lar
EPA takviyesi, ND ve T2DM grubunda AdipoR1 ekspresyonunda istatiksel olarak
anlamli bir artisa neden olurken, HFD grubunda Adiporl seviyesinde istatiksel

olarak anlamli bir azalisa neden olmustur (sekil 4.4).

A

ND ND+EPA HFD HFD+EPA T2DM T2DM+EPA

GADPH (496 bp)

1,80 -
1,60 —————
1,40

1,20
1,00 ! |
0,80

0,60 I

0,40

0,20

0,00

EPA(-)
EPA(+)

AdipoR1/GADPH

ND HFD T2DM

Sekil 4.4. EPA ile tedavi sonrasinda AdipoR1 mRNA ekspresyonu.

ND, HFD ve T2DM gruplarima EPA verildikten sonra AdipoR1 mRNA ekspresyonu RT-PCR ile
belirlendi. (A) AdipoR1 ve GADPH (internal kontrol)’in RT-PCR sonucuna ait bantlar
gosterilmektedir. (B) RT-PCR sonucu elde edilen bantlarin yogunluklari taranarak siitun grafik
sekline dondistiirildii. (*p<0,05, n=3 rat/grup, 2 tekrar).

NOT: VYapilan tekrarh RT-PCR olgiimleri sonrasinda, Adiponektin ve T-cadherin mRNA
ekspresyonlarindan sinyal alinamamistir. Doktora Projeleri igin ayrilan biitge imkanlar1 dogrultusunda
yeniden kimyasallarin alinmast miimkiin olmadig1 i¢in deney sonucuna, Adiponektin ve T-cadherin
MRNA sonucu eklenememistir. Adiponektin yerine, adiponektin sinyaline aracilik eden, adiponektin
reseptorli, AdipoR1’in mRNA ekspresyonlari degerlendirilerek, EPA’nin anti-diabetik etkisinin
adiponektin sinyali tizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
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5. TARTISMA

Obezite, T2DM ve kardiovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklar diinya genelinde
artig gosteren ve Olime neden olan hastaliklardandir. Bir¢ok epidemiyolojik ve
deneysel calismadan elde edilen veriler EPA’nin kardiovaskiiler hastaliklar {izerinde
inhibe edici etkiye sahip oldugunu gostermistir (Gonzalez-Becerra ve ark., 2019;
Konishi ve ark., 2019; Nelson ve Raskin, 2019; L. Y. Zhang ve ark., 2019). Fakat,
EPA’nin anti-diyabetik etkisini gosteren sinirli sayida ¢alisma mevcut ve molekiiler
mekanizmasi heniiz tartigmalidir. Ayrica yapilan calismalarin ¢ogunda, omega-3
direkt verilmis, EPA’nin, DHA’nin ve ALA’nin tek basina etkisi sinirli sayida
calistlmistir (Cancelas ve ark., 2007; Gonzalez-Periz ve ark., 2009; Agrawal ve
Gomez-Pinilla, 2012; Poudyal ve ark., 2013).

Adiponektin anti-diyabetik, anti-inflamatuar ve anti-atherojenik etkilere sahip bir
proteindir. Bu nedenle, diyabet ve metabolik sendrom igin yeni bir terap6tik hedeftir
(Yamauchi ve ark., 2001a; Okamoto ve ark., 2002). InsrP1195L/+/HFD (insiilin
reseptor fonksiyonu olamayan) farelere EPA verilmesi hiperglisemiyi onemli
derecede iyilestirmis ve adiponektin seviyesini yiikseltmistir. EPA’nin hepatositlerde
direkt olarak glukogenezisi inhibe ederek ve adipositlerdeki indirekt yoldan
adiponektin seviyesini ylikselterek insiilin sinyalini gelistirdigi gdsterilmistir
(Morimoto ve ark., 2016). Bu ¢alismamizda, farkli olarak karaciger dokusunda ND,
HFD ve T2DM gruplarinda EPA’nin adiponektin reseptorlerinin, AdipoR1 ve T-
cadherin ekspresyonlari iizerindeki etkisi ve adiponektin sinyalindeki olasi roli

degerlendirilmistir.

Bu calismamizda, EPA ile tedavi sonrasi, ND ve T2DM olan gruplarinin karaciger
dokusunda AdipoR1 seviyesinde artis gozlenirken, T-cadherin seviyesinde azalis
gozlenmis. Bu durum bu reseptorlerin farkli adiponektin formlarina affinete
duymasindan ve farkli sinyal yollarina aracilik ettiginden kaynakl olabilir. Globiiler
adiponektin AdipoR1 i¢in ligand fonksiyonu gosteritken HMW ve LMW
adiponektin T-cadherin i¢in ligand olarak fonksiyon gostermektedir. Buna ek olarak,
EPA ile tedavi sonrasinda adipoR1 gen ekspresyonu artisinin nedeni, PPARYy

aktivasyonundaki artistan kaynaklaniyor olabilir. EPA, transkripsiyon faktorii olan
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PPARYy ile etkili bir sekilde etkilesime gegen endojen bir ligand olarak fonksiyon
gostermektedir (H. Eric, 1999). EPA’nin PPARyile ligasyonu adipoR1 gen

ekspresyonunun artisi ile sonuglanmus olabilir.

AdipoR1, AMPK/PPARSs yolag: iizerinden lipid ve glukoz metabolizmasini regiile
eder. AMPK enerji sensorii olarak kullanilan bir serine/threonine kinazdir.
AMPKT™72 hiicre i¢ci AMP/ATP oraninin artisina yanit olarak fosforillenerek aktif
hale getirilir. AMPK-aktive edilince ATP-tiiketen yolaklar1 (glikojen sentezi) inbibe
edip, ATP-iireten yolaklar1 (glikolizis ve P—oksidasyon) aktive ederek enerji
seviyelerini yeniden yeniler (Jeon, 2016). Bu kinaz T2DM gibi birgok metabolik
hastalik ve kanser i¢in hedef molekiil olarak kullanilmaktadir. Diyabette kullanilan
metformin AMPK’nin bir aktivatoridir (Jian ve ark., 2019). Artmis olan AdipoR1
ekspresyonu AMPK ve PPARs yolagi lizerinden EPA’nin anti-diyabetik etkilerine
aracilik etmis olabilir. Bu nedenle, hiicre i¢ci AdipoR1/EPA dengesi T2DM

tedavisinde onemli bir etken olabilir.

Obez bireylerdeki diisiik adiponektin seviyesi insiilin direnci ve T2DM riski ile
iligkili bulunmustur. Bu ¢alismada kullandigimiz HFD diyet, yiiksek oranda doymus
yag asidi ve frilktoz igermektedir. Doymamis yag asitleri yag dokusunda kronik
inflamasyonu indiikler ve insiilin direncine neden olur (Olefsky ve Glass, 2010).
Bunun aksine, EPA ve dokosaheksaenoik asit gibi n-3 PUFA'larin, Toll-like reseptor
4 (TLR4), GRP120 araciligr ile kronik inflamasyonu baskiladig: bildirilmistir (J. Y.
Lee ve ark., 2003; M. Arita ve ark., 2005; Oh ve ark., 2010). Sadece EPA degil, ayn1
zamanda EPA’dan tiireyen resolvin E1 gibi metabolitler de anti-inflamatuar etkiler

gostererek diyabetik durumu iyilestirmektedir.

Yapilan ¢aligmalar, T-cadherinin 6zellikle kardiovaskiiler hastaliklarda 6nemli rol
oynadigimi gostermektedir (Kostopoulos ve ark., 2014). Fakat, diyabetik kosullarda
T-cadherinin rolii ¢ok kisith g¢alisilmis (Li ve ark., 2017; Nicolas ve ark., 2017;
Goddeke ve ark., 2018). Bu ¢alismada, T-cadherinin EPA’nin anti-diabetik etkilerine
aracilik edip etmedigi degerlendirildi. Tlging olarak, EPA takviyesi HFD grubunda T-
cadherin seviyesinde 1limli bir artisa neden olurken, T2DM grubunda T-Cadherin
seviyesinde istatiksel olarak anlamli bir azalisa sebep oldu. Yapilan calismalar,
EPA’nin yag asidi oksidasyonunu arttirarak ve lipogenezi azaltarak obezite ve

inslilin direnci riskini disiirdiigiint, dolayisiyla diyabet riskini diistirdiiglini
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gostermektedir (Siriwardhana ve ark., 2013). Calismamizla tutarli olarak, obez fare
modellerinde, viseral adipoz doku T-cadherinin protein ve mRNA diizeyinin diistigi
gozlenmis. Temelde, T-cadherin olgun adiposit asamasinda degil, ozellikle
adipogenezis asamasinda rol alir. T-cadherin inhibisyonu PPARy ve C/EBPa
expresyonunun azalmasina neden olur (Goddeke ve ark., 2018). PPARy ligand ile
aktive olan, ozellikle lipid metabolizmasimin regiilasyonundan sorumlu genlerin
ekspresyonunu regiile eden bir transkripsiyon faktoridir (Vargas-Bello-Perez ve
ark., 2019). Bu nedenle, HFD grubunda, EPA/T-cadherin dengesinin yiiksek yagli
beslenme kaynakli abdominal obezite ve obezite iliskili kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisme riskinde onemli bir belirleyici olabilecegini gostermektedir. Bu ¢alisma, ilk
defa, EPA ile tedavi sonrasinda, karaciger dokusunda T-cadherin ekspresyonundaki
degisimi gostermistir. EPA/T-cadherin dengesinin yiiksek yagli beslenme ve lipid
metabolizmasindaki roliiniin daha detayli anlasilabilmesi i¢in ileriki caligmalara
ihtiyag vardir. Ayrica, Adiponektin sinyalinde rol alan T-cadherin ve AdipoR1
arasindaki iliskiyi gosteren siirli sayida ¢alisma mevcuttur. AdipoR1 ve T-cadherin
ayni molekiil icin reseptor fonksiyonu gosteriyor olsa da farkli sinyal yollar
tizerinden farkl roller listlenmektedir. Hem iki molekiiliin adiponektin sinyalindeki
rollerinin ve bu rollerin birbiri ile baglantili olup olmadiginin anlasilabilmesi igin

ileriki caligmalara ihtiyag vardir.

T2DM’nin altinda sedenter yasam sekli, beslenme gibi bircok ¢evresel ve genetik
faktorler yatmaktadir. ilaglar basarili bir sekilde kan glukoz diizeyeni regiile
etmesine ragmen, uzun siire kullanilmasinin ardindan yasanan yan etkilerinden
dolay1 endise yaratmaktadir, bu nedenle, omega-3, o6zellikle EPA formu ilaglara
kiyasla daha tolere edilebilecegi i¢in T2DM tedavisinde faydali olabilir. Son
zamanlarda yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalarda EPA’nin klinik olarak
kullanimin1 desteklemektedir. Sonug olarak, bulgularimiz, etil ester EPA’nin en
azindan yiiksek yagli beslenmenin neden oldugu T2DM hastalarinda tedavi amacl
kullanilabilecegini desteklemektedir. EPA’nin diyabetteki roliiniin, 06zellikle
adiponektin sinyalindeki roliiniin daha net anlagilmasi i¢in ileriki ¢calismalara ihtiyag

vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, diyetle aliman EPA’nin anti-diyabetik etkilerini adiponektin
reseptorleri lizerinden gergeklestirip gerceklestirmedigi degerlendirildi. Elde dilen
sonuglar, Adiponektin/AdipoR1 sinyalinin kismen de olsa EPA’nin anti-diyabetik
etkilerine aracilik ettigini, Adiponektin/T-cadherinin sinyalinin ise obezite ile iligkili

kardiovaskiiler hastaliklarda rol alabilecegini gostermektedir.

Adiponektin sinyalinde bu iki reseptoriin birbiri ile iligkisi sinirli sayida galigiimus.
Bu ¢alismada, her iki reseptoriin birbiri ile baglantisinin olmadigini, farkli beslenme

gruplarinda etkili olduklarini gostermistir.

Sonug olarak, diyetle aliman EPA’nin anti-diyabetik etki mekanizmasmin daha
detayli aciklanabilmesi ve adiponektin sinyalinin bu olaydaki roliiniin daha detayli

anlasilabilmesi i¢in ileriki ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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