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1. GIRIS VE AMAC

CD 36 (Cluster of Differentiation 36) adipositler, monositler/makrofajlar,
plateletler, mikrovaskiiler endotel hiicreler gibi ¢esitli hiicre ve dokularda sentezlenen sinif
B ¢Opgii reseptdr ailesinin bir tiyesidir. CD 36 hiicreler tarafindan Okside LDL
(OxLDL)’nin alinmasi ve azaltilmasinda hayati bir dneme sahiptir. Adipositlerde bol
miktarda bulunan CD 36, yag asitlerinin ve OxLDL’nin bu dokuya girisini saglar (1,2).

OxLDL aterosklerozlu, tip 2 diyabetli ve obez bireylerin plazmalarinda tespit
edilmistir. 3T3-L1 preadipositlerde, OxLDL, hiicre ¢ogalmasini, apoptozu ve
farklilagsmasini, etkileyen biiyiime ve transkripsiyon faktorleri ile sitokin iiretimini diizenler
(3).

CD 36, fagositlerde OxLDL’nin endositozuyla iligkilidir. OxLDL’nin yiiksek
afiniteli bir reseptoriidiir. CD 36’nin OxLDL’ yi baglama ve iceri alma kapasitesinin
makrofajlarin kopiikk hiicrelerine donilistimiinii diizenledigi diistiniilmektedir. CD 36’nin
adipositlerde oldukca fazla sentezlendigi goriilmils, ancak adipositlerce OxLDL’nin
alinimi ve yikimi tam olarak aydinlatilamamaigtir (1).

Homosistein(Hcy), metiyonin metabolizmasi sirasinda olusan, protein yapisina
katilmayan, yapisinda kiikiirt bulunduran bir aminoasittir. Hiperhomosisteineminin
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Kopiik
hiicre olusumuna ve ateroskleroz gelismesine Hcy’nin katkida bulundugu ¢esitli
caligmalarda gosterilmis, ancak mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir(4).

Bu calismada kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, inme ve obezite gibi
hastaliklarin patolojisinde rol oynayan Hcy’nin yine bu hastaliklarda miktar1 artan OxLDL
‘nin yag hiicrelerince alinimini diizenleyen CD 36’nin gen ekspresyonuna olan etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. Bu amacla, yag dokusunda yapilan in vitro ¢aligmalarda en ¢ok

tercih edilen 3T3-L1 hiicreleri kullanilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Yag Dokusu

2.1.1. Yag Dokusu ve Metabolik Ozellikleri

Yag dokusu, etrafi kan damarlari, fibroblastlar, immun hiicreler ve kollajen
lifleriyle ¢evrilmis, igleri lipidlerle dolu hiicrelerin olusturdugu bir tiir gevsek bag
dokusudur. Yag dokusunun esas hiicreleri adipositlerdir. Adipositler yag dokusunda tek
basina bulunabildikleri gibi kii¢lik gruplar halinde de bulunabilirler (5). Yag dokusu hiicre
yapisi, yerlesimi, rengi, damarlanmas1 ve fonksiyonuna bagli olarak unilokiiler (beyaz) ve
multilokiiler (kahverengi) yag dokusu olarak ikiye ayrilir. Beyaz yag dokusundaki
adipositlerde ¢ekirdek kenara itilmistir ve ¢ekirdegin yakininda organelleri de igeren ince
bir sitoplazmik boélim bulunur. Bu hiicreler tek ve biiyiikk bir lipid damlacigt
tasidiklarindan “’tagh yiiziilk” manzarasi olustururlar. Lipid damlacigi herhangi bir hiicre i¢i
organel icermez (6). Beyaz yag dokusu enerjinin trigliserid(TG) seklinde depolandigi
yerdir. Kahverengi yag dokusunu olusturan multilokiiler hiicreler ise tipik olarak birgok
kiigtik lipid damlacigt igerir. Bu dokunun hiicreleri mikroskobik olarak kiiresel, oval ya da
ipliksi formda goriiliir ve bol miktarda mitokondri tasidigindan, ¢iplak gozle bakildiginda
kahverengi olarak gorliniir. Kahverengi yag dokusu 1s1 iiretimi dolayisiyla enerji
sarfiyatiyla spesifiklesmistir. Insanlarda yeni doganlarda kahverengi yag dokusu 1s1
dengesinin diizenlemesinde etkilidir (6).

Beyaz yag dokusu viicuttaki en biiyiilk enerji deposudur. Enerjiyi
depolayan(glikojen halinde) diger organlar ise karaciger ve kastir. Beslenmenin aralikli ve
glukoz temininin de sinirli olmasi yemekler arasinda serbest hale getirilecek biiyiik bir
kalori deposuna ihtiyac goOstermektedir. Bu kalori deposu da yag dokusudur.
Triagilgliserol(TAG) miktar1 devamli degisim i¢inde olan yag dokusu besinsel, hormonal
ve sinirsel olarak diizenlenir (7). Enerji deposu olmasinin yani1 sira viicutta bagka gorevleri
de vardir. Ozellikle deri alt1 yag dokusu viicut yiizeyinin sekillenmesinde rol oynar. Ellerde
avug icine ve ayaklarda taban altina yastik gibi yayilarak travmalar1 emer. Is1 gecirgenligi

az oldugu i¢in viicudun 1s1 yalittmini saglar. Dokular arasinda bosluklar1 doldurarak bobrek
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gibi baz1 organlarin yerinin korumasmi saglar. Yag dokusu bir endokrin doku gibi
davranarak enerji dengesinin ayarlanmasinda, ndéroendokrin ve immun fonksiyonlarin

diizenlenmesinde aktif rol alan proteinleri salgilar (8).

2.1.2. Yag Hiicresi

Yag hiicreleri embriyogenezin 15. haftasindan sonra fibroblastlarin preadipositlere
farklilasmasiyla olusur (Sekil 1). Yasamin ilk 2 yilinda preadipositlerden yag hiicreleri
olusur, biiyiiklilk ve sayr olarak encok bu yillarda degisime ugrarlar (9-11). Puberteye
kadar yag hiicre sayisi ¢ogalarak artmaya devam eder. Ergenlikten itibaren yag hiicresinde
mitoz goriilmez, hiicreler sayica artmaz, sabit kalir. Sadece hiicre biiytikliigii degisir (11,
12). Yag hiicrelerinin ¢ap1 20-200 um aras1 biiylikliikte olabilmektedir. Boylece hiicre ¢ap
olarak 20 kat kadar biiylime gosterebilirken, hacim olarak biliyime 1000 kata kadar
ulasabilmektedir (9, 11, 13).

Fibrablast

l Cozalma l
Adipoblast i v
Preadipaosit S = )

Farkblazma l

I -

Adiposit (Yag Hilcresd)

Sekil 1. Yag hiicrelerinin olusum agamalari(9)
2.1.2.1. Yag Hiicresi Arastirma Yontemleri

Ozellikle son 20 yil igerisinde yag dokusunun diyabet, kanser ve Kardiyo Vaskiiler
Hastaliklar(KVH)’da oynadig1 roliin 6neminin belirlenmesiyle bu alanda bir ¢cok calisma
yapilmustir. in vivo modellerin yani sira in vitro olarak primer yag hiicresi kiiltiirii ve yag
hiicresine farklilagabilen cesitli hiicre serileri(hatlar1) hem olgun yag hiicresinin, hem de
yag hiicresine farklilagma siirecinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda yogun

olarak kullanilmistir(tablo 1). Bilinen birgok preadiposit hiicre dizileri mevcut olmasina
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ragmen en iyi sekilde karakterize edilen ve molekiiler calismalarda en ¢ok kullanilan 3T3-

L1 hiicre serileridir(14).

Tablo 1. Adiposit farklilagsmasinin in vitro modelleri (14).

Farkhilasma i¢in kullanilan uyarici

Hiicre Serileri Kokeni/Gelisim asamasi .
ajan
ES hiicreleri Fare blastositi Retinoik asit
CH3 10 T1/2 Fare embriyosu Demetilasyon ajani 5’-azasitidin
TA1 5"—aza51t.1d1n ile muamele edilmis 10 T1/2 %10 FBS. insilin ve DEX
hiicreleri
. . %10 FBS, DEX, MIX ve
3T3-L1 17-19 giinliik fare embriyosu insiilin(yiiksek konsantrasyon)
3T3-F442A 17-19 giinliik fare embriyosu %10 FBS, insiilin
Obl7 Yetigkin ob/ob farenin epididimal yag dokusu %8 FBS, insiilin ve T3
Primer Kiiltiirler Kaynak/Yas Farkhlagsma 1g:1n‘kullanllan uyarici
ajan
: . N R .
Subkutan, epididimal, retroperitoneal Insulin( %10 FBS’de  disilk
Rat /yenidogan (48h), 4hf, veya yetiskin konsantrasyonda, serumsuz ortamda
y & il veya yets yiiksek konsantrasyon)
Fare Subkutan /8-12 giinliik FBS yok, insiilin, HDL,DEX
Tavsan Perirenal/4haftalik FBS yok, insiilin, DEX
Perirenal, Subkutan/fetal, yenidogan (1-7 FBS yok, insiilin, glukokortikoidli
Domuz . o
giinliik) veya glukokortikoidsiz
Insan Subkutan(abdominal)/degisen yaslarda FBS yok, insiilin ve glukokortikoid

2.1.2.2. 3T3-L1 Fibroblast

3T3-L1 hiicreleri Green ve Kehinde tarafindan 3T3-Swiss albino faresinden izole
edilmistir. Bu hiicreler ¢ogalirken(sayica artarken) parental Swiss /3T3 hiicrelerinden ayirt
edilememektedir. Hiicreler konflue olduklarinda kontak inhibisyona ugrarlar ve
adipositlere farklilagmaya baslarlar(15). 3T3-L1 hiicreleri adipositlere faklilagmalari
esnasinda bir takim morfolojik, biyokimyasal ve genetik degisikliklere ugrarlar. L1
hiicreleri stoplazmalarinda TG biriktirmeye baslarlar ve ¢ubugumsu fibroblastik hiicre
gorliiniimiinden kiiresel hiicre gorliniimiine doniistirler(Sekil 2). Olusan yag damlaciklar

boyanarak mikroskop altinda goriilebilmektedir (16).



15

Sekil 2. 3T3-L1’in adipositlere doniismeden (A) ve adipositlere doniistiiklerinde (B) faz
kontrast mikroskobu goriintiisii (15)

2.1.2.3. 3T3-L1 Preadipositlerde Farkhlasma Siireci

3T3-L1 preadipositleri adipogenik bir karisim ile senkronize bir sekilde
farklilasabilir. Bu karisimin i¢inde glukokortikoid, intraselliiler cAMP diizeylerini artirici
bir ajan, insiilin ve fetal bovin serum bulunmaktadir(17). insulin etkisini IGF-1 reseptdrii
tizerinden gosterir. IGF-1, adipogenik karisimda insiilinin yerine kullanilabilmektedir (18).
Dexametazon(DEX) sentetik bir glukokortikoid agonistidir ve glukokortikoid reseptor
yolagimi  uyarict  olarak  kullanilmaktadir.  Fosfodiesteraz ~ inhibitérii ~ olan
metilizobiitilksantin ~ (MIX), cAMP bagmli proteinkinaz yolagin1t uyarmada
kullanilmaktadir. Adipogenik karisim (MDI: Metilizobiitilksantin, Dexametazon,
Insulin) ile uyarimdan yaklasik olarak 24 saat sonra farklilasan preadipositler
postkonfluent bir mitoza ugrarlar ve ardindan biiyiime gerceklesir (19). Hiicreler en az bir
kez DNA replikasyonu ve hiicre dongiisii gergeklestirirler. Farklilagsmanin 2. gilinlinden
itibaren hiicreler mitozlarn1 tamamlar ve Gp denilen olagan dis1 biiylimeyi
sonlandirirlar(20). Biiyiimenin durmasindan sonra hiicreler adiposit olmaya yonelirler.
Biiylimeleri durmus hiicreler 3. giinde farklilasma belirteclerini salgilamaya baslarlar. Bu
belirtecler lipogenik veya lipolitik enzimler olabilecegi gibi olgun adiposit fenotipini
diizenleyici bagka proteinlerde olabilir. Hiicreler toplanirlar, yag damlaciklarini biriktirirler

ve son olarak ta 5-7. giinde farklilagsmis adipositler haline gelirler (21).

2.1.2.4. 3T3-L1 Preadipositlerin Farklilagsmasi Esnasinda Gen Expresyonu
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Konfulue haldeki 3T3-L1 hiicreleri adiposit farklilagsmasinin erken belirteglerini
salgilarlar. Hiicre hiicre temast lipoprotein lipaz ve tip VI kollagen genlerinin
ekspresyonunu indiikler. MDI’in eklenmesiyle beraber hiicreyi mitoz boliinmeye gotiiren
faktorlerin sentezi artar. CCAAT/enhancer baglayict protein (C/EBP) B ve & ‘nin
farklilasma karigiminin eklenmesinden sonra sentezlenen ilk hedef transkripsiyon
faktorleridir. Bu faktorlerin uyarilmasiyla peroksizom proliferator-aktive edici reseptor
(PPAR vy) gama C/EBP o ekpresyonlar1 uyarilir ve bu iki faktdr adiposit fenotipinin
olusturulmasinmi ve siirdiiriilmesini diizenleyen protein ve enzimlerin transkripsiyonunu
uyarir. PPAR y ve C/EBP o daha ¢ok farklilasmanin ileri diizeylerinde kritik olmalarina
ragmen preadipositlerde eksprese olmazlar ve erken donem gelisiminde etkili degildirler

(21).

cok erken erken | orta | ged
!

LPL cbs |

el 4 adiposit spesifik gen
= ekspresyonu
eJun C/EBPS
: T 1 L 1 T 1
} 7
konfulie MK Farkllagmanin =1d
DEX baglama am
Insulin

Sekil 3. 3T3-L1 preadiposit farklilasma asamalar1 (¢ok erken, erken, orta ve geg
donemde). LPL, lipoprotein lipaz; C/EBP, CCAAT/ enhancer binding
protein; PPAR, peroksizom proliferatorlerince aktiflestirilen protein; MIX,
metilizobutilksantin; DEX, dekzametazon (21).

2.1.3. Yag Dokusunun Endokrin Fonksiyonlar:
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Yag dokusu viicutta enerji deposu olmasinin yani sira, enerji metabolizmasi, immiin
sistem ve lireme sistemi iizerine etkisi olan faktorleri de salgilar. Bunlarin bir kism1 yag
dokusu miktar1 ile orantili olarak salgilanir. Bu faktorlerin dolagima gegisi hormonal
sinyallerle kontrol edilir. Yag hiicrelerine insiilin, adrenalin, noradrenalin ve kortizon gibi

maddeler etki ederek fonksiyonunu diizenlerler (11).

{T)y 'yvecek Alimimimin Diizenlenmesi
Enerji Dengesi
Viteut Eilo Kontrolii
Leptin, IT.-6
(6) Adiposit Farkhlagmasi IL-1LTL-1E.a (2} insiilin Duyarhhi
II-1TL-1FE.a TNF-o, IL-6
-6 IL-1TL.-1Ea
TINF-o Auddiponelctin
MCP-1 Leptin
_ Resistin
MIetabolizana '}
Inflamnasyon E’wf:]l D'?I__'os',‘_
P =
/ {_‘l} - \
(9) Kardivovaskiiler Koruma (4) Vaskiiler inflamasyon? (3 Inflamasvonun Kontrolii
Adiponelstn IT-8 IL-11L-1Ra, TNF-o
T 1Ra MCP-1 IL-6, IL-8
T-10 RANTES MCP-1
IP-10 BRANTES
Resistin IP-10

Sekil 4. Yag hiicresinin salgi iiriinleri. Adipoz doku oldukga aktiftir. Beyaz yag dokusu
(WAD) inflamasyonu ve metabolizmay diizenleyen bir¢ok protein salgilar(22).

2.1.4. Yag Hiicresi Reseptorleri

Yag hiicresine disardan hormonlar ve sitokinler araciligi ile endokrin, parakrin ve
otokrin sinyaller gelir. Yag hiicresi membraninda ve sitoplazmasinda ¢ok degisik hormon
ve sitokinlere ait reseptorler bulunur. Yag hiicresi membraninda bulunan reseptdrler;
hormon sitokin reseptdrler (rnegin: leptin, insiilin, TSH, anjiyotensin II gibi), adrenerjik
reseptorler (al, a2, Bl ve B2 reseptor gibi), lipoprotein reseptdrler (6rnegin; VLDL, LDL,
HDL gibi), okside LDL ¢opgcii reseptoric CD 36 gibi ve sitoplazmada bulunan niikleer
reseptOrler olmak iizere siniflandirilabilir. Bu reseptorlerin uyarilmasi ile olusan sinyaller
hiicre fonksiyonlarini uyararak veya inhibe ederek diizenlerler (11).

2.2. CD 36 Reseptorii
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2.2.1. CD 36 Reseptoriiniin Protein ve Gen Yapisi

CD 36 omurgali hayvanlarda bir¢ok hiicrenin yiizeyinde bulunan transmebran
glikoproteindir. CD 36, 10 adet N bagl glikozilasyon bolgesi igermektedir. Bu
glikozillenme sonucu gercek molekiil agirligr olan 88 kDa agirligina ulagmaktadir(23). CD
36 geni, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda ql1.2 boélgesinde, sicanlarda 4.
kromozom ve farelerde 5. kromozomda yerlesmistir(sekil 5). CD 36, 471 aminoasitlik,
membrani kat eden, 52 kD agirliginda bir proteindir. CD 36 sinif B ¢Opgii reseptor ailesinin

bir tiyesidir (24).

ATG

Ic la If Ible n i v _ v Vil Xl XIvV
A Vil X X1 X XV
5-UTR 3-UTR
NH2-teminal sitoplazmik \
ve transmembran bodlgeler Ekstraselliiler
bdélgeler

COOH-terminal sitoplazmik
ve transmembran bdlgeler

Kodlanmayan ekson
% Kodlanan ekson

Sekil 5. CD 36 geninin sematik gdsterimi(25)

CD 36’nin primer yapist oldukca iyi korunmustur ve memeli tiirleri arasinda dizi
homolojileri birbirine ¢ok benzemektedir. CD 36’nin, iki transmembran ve iki sitoplazmik
bolgenin birlesmesi sonucu bir ekstraselliiler bolgeden olusan bir protein oldugu
diistintilmektedir( Sekil 6). CD 36 reseptoriiniin intraseliiler bolgeleri ¢ok kisa sitoplazmik
kuyruga sahiptir ve N terminali kuyrugunda bir sinyal peptidi bulunmaktadir. Tek zincirli
olan proteinin karboksil ucunun hemen yakininda 27 aminoasitlik hidrofobik
transmembran bolge yer almaktadir. Calismalar her iki sitoplazmik kuyruk tarafinda
amino- ve karboksil-uglarinin her ikisinin de palmitoilatlanmis sistein kalintilar igerdigini
gostermistir. Bu durum CD 36 reseptoriiniin kaveol ve lipit tabakasi igerisinde

yerlesmesinde 6nemli rol oynamaktadir(26).
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A
NHZ[ h 4 ¥ ¥ ¥ % ¢ I I $ :|c00H
=t ‘ + ¥ H+ rT =
Transmembran bdlge ¥ Glikozilasyon bdlgesi
| Hidrofobik bodlge + Sisteinler
Il Prolince zengin bélge Q OKGLSL
. GHRP

" 2 "
Baglama bélgesi X “MoAbs

(155-183 aa) 0 Herakselin

Apoptotik
notrofiller

B P. Falciparum
PfEMP-1 baglama bodlgesi
(146-164 veya 145-171 aa)

TSP-1
Tor2
CLESH baglama bblgesi/

(93-120 aa)

R —

N-terminal C-terminal
sitoplazmik kuyruk sitoplazmik kuyruk

Sekil 6. CD 36 proteininin sematik yapisi. (A) CD 36 proteininin primer yapisi. (B) CD 36
reseptoriiniin hiicre zarindaki gésterimi(25).

Ekstraselliiler bolge, N-bagli glikozilasyon boélgelerince zengindir ve 184-204
amino asitleri arasinda lokalize olan hidrofobik bir bolge tagimaktadir. OxLDL, ilerlemis
glikozilasyon son friinleri (“Advanced Glycation End Products”, AGE) ve biiylime
hormonu salgilayic1 peptitler olan heksarelin ve EP80317’nin 155-183 aminoasitleri
arasinda lokalize olan bir bdlgeye baglandigr saptanmistir. CD 36 {izerinde bulunan diger
OxLDL baglanma boélgeleri olarak, 23-93 ve 120-155 arasindaki aminoasitleri igeren
bolgelerinde olabilecegi rapor edilmistir (25, 27).

2.2.2. CD 36 Reseptoriiniin Biyolojik Onemi

CD 36 reseptorii, baslangigta bir trombosit zar proteini ve trombospondin (TSP-1)
reseptorii olarak tanimlanmistir (28). Daha sonra, makrofajlarda OxLDL ve apoptotik
hiicrelerin alinmasinda, gram pozitif bakteri hiicrelerinin komponentlerine karsi immiin

cevabin baglamasinda gorevli oldugu, mikroglialarda fibriler amiloid proteinlerin
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taninmas1 ve adipositlerde uzun zincirli yag asitlerinin tagmmmasinda gorev aldigi
gosterilmistir (29, 30, 31, 32, 33).

CD 36 reseptorli, monositler/makrofajlar, plateletler, mikrovaskiiler endotel
hiicreler, adipositler, keratinositler, kardiyak ve iskelet kasi hiicreleri, retikiilositler,
mikroglia, dendritik hiicreler, meme, bagirsak ve retinal pigment endotel hiicreleri, bobrek
epiteli, cok az miktarlarda karaciger ve diiz kas hiicrelerinde olmak lizere olduke¢a cesitli
hiicre ve doku tarafindan sentezlenmektedir. CD 36, kardiyovaskiiler fonksiyon ve
hastaliklar, kanser biyolojisi, parazitoloji, Alzheimer hastalig1, inme, lipit metabolizmasi ve
yag asiti taginmasi, adezyon, anjiyogenez, platelet biyolojisi, kas fonksiyonu ve
metabolizmasi, inflamasyonun modiilasyonu, “Transforming Growth Factor Beta”, TGF-
B’nin aktivasyonu, diyabet ve kronik bobrek hastaligi ve ayrica yiyecek se¢imi gibi bir cok
normal ve patolojik siiregte gbze carpan 6nemli bir role sahiptir (25, 26, 34).

CD 36 araciligiyla makrofajlar tarafindan OxLDL’nin alinmasi, insanlarda
ateroskleroza yol agan kopiik hiicre farklilasmasinin baslangict ve gelisiminin énemli bir
basamagidir. CD 36 geni aktarilmis insan epiteliyal bobrek hiicreleri ile yapilan bir
calismada, CD 36’nin 6zgiil olarak OxLDL baglama kapasitesi ilk defa ortaya koyularak
CD 36’nin bir okside lipoprotein reseptorii oldugu gosterilmistir (29). CD 36 gen
polimorfizmi bulunan hastalardan izole edilmis monosit/makrofajlarda OxLDL
baglanmasinin ve birikiminin kontrol hiicrelerine gore %40 oraninda azaldig1 saptanmistir
(35). OxLDL’nin CD 36’ya baglanmas1 ve hiicre i¢ine alinmasini bloke eden 6zgiil bir
monoklonal antikor olan OKMS5 kullanilarak yapilan ¢alismada, OxLDL’nin makrofajlara
baglanmasinin %50 oraninda azaldig gosterilmistir (36). Maloud ve arkadaslari, CD
36’nin C-terminalinde yer alan 6 amino asidin OXLDL nin reseptdore baglanmasini ve
metabolizmasini diizenledigini gdstermislerdir (37). CD 36’dan yoksun sican peritoneal
makrofajlarinda, OxLDL’nin baglanmasinda ve endositozunda bir zayiflama oldugu
gozlenmistir (36).

CD 36’nin iki kisa sitoplazmik bdlgesi olmasina ragmen bir sinyal molekiilii oldugu
acikca goriilmektedir. Makrofajlarda CD 36 reseptoriine OxLDL baglanmast ile Src
protein tirozin kinaz ailesinin bir iiyesi olan Lyn kinaz aktiflesir. Lyn kinaz aktivasyonu
MEKK?2 ve ardindan JNK (Jun aminoterminal kinaz “c-Jun aminoterminal kinase™)
aktivasyonuna neden olarak proaterojenik OxLDL’nin fagositozuna yol agmaktadir(sekil

7)(38). Miirin modellerinde yapilan bir ¢alismada JNK’nin farmakolojik inhibisyonunda
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veya makrofajlarda JNK’ya spesifik olan bir delesyonda OxLDL alinimmin ve
aterosklerozun azaldig: belirtilmistir (39, 40).

sitoplazma

'Kolesterol atihmi

PPARY/RXR

am|

CD36 promotor

CD36 mRNA

Sekil 7. CD 36 reseptorii aracilifiyla OxLDL sinyal mekanizmasi (25).

Monosit ve makrofajlarda CD 36 ekspresyonu adhezyon, farklilagma, niikleer
hormon reseptorleri ve sitokinler tarafindan diizenlenmektedir. CD 36 ekspresyonunun M-
CSF(Monocyte Colony-Stimulating Factor), GM-CSF (Granulocyte/Macrophage Colony
Stimulating Factor), dogal ve modifiye LDL’ler, hiicresel kolesterol ve IL-4 tarafindan
transkripsiyonel seviyede diizenlendigi gosterilmistir. CD 36 ekspresyonu ayni zamanda
kortikosteroidler, TGF-B[], HDL ve LPS tarafindan da baskilanmaktadir (41, 42, 43,
44).3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilagsmasi esnasinda CD 36 araciliiyla
OxLDL’nin hiicre i¢ine alinimi ve yikiminda énemli bir artis oldugu gosterilmistir. Ayrica
CD 36 ligand1 olan OxLDL’nin ayn1 zamanda 3T3-L1 hiicrelerinde CD 36 ekpresyonunu
artirdig1 gosterilmistir(45,46).
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CD 36’nm bir sitokin olan IL-4’e¢ ve OxLDL’ye cevap olarak ortak sinyal olan
Protein Kinaz C (PKC) ve PPARY yolu ile upregiile oldugu gosterilmistir (Sekil 7), (47).
CD 36 ekspresyonunun Onemli bir diizenleyicisi, niikleer hormon reseptorii olan
PPARy’dir (48, 49). OxLDL’ nin CD 36 tarafindan hiicre i¢cine alinmasi sonucunda PPARYy
ligandlar1 olan lipit yan {riinleri (9- ve 13-hidroksioktadekadionik asit (HODE),
prostaglandinJ2 (PGJ2)) olusan bu ligandlar PPARy’y1 aktive ederek CD 36
ekspresyonunu arttirirlar. TGF-a tarafindan PPARy’nin fosforilasyonu ve transkripsiyonel
aktivitesinin inhibisyonu sonucunda CD 36 mRNA ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir
(42, 50).Bir caligmada fare makrofaj hiicrelerinde CD 36 mRNA ekspresyonunun, PKC
araciligityla uyarilan transkripsiyon faktorii PPARy araciligiyla diizenlendigini
gostermislerdir. Makrofaj hiicrelerinde PKC aktivatorleri olan diagilgliserol ve ingenol
aracilifiyla CD 36 mRNA ekspresyonunun diizenledigi gosterilmistir. PKC inhibitorleri
PPARy mRNA ve protein ekspresyonunu azaltirken ayni zamanda CD 36 protein
ekspresyonunu bloke etmektedir (47). Bir PPAR vy agonisti olan rosiglitazone ile
makrofajlarda yapilan ¢alismada CD 36 ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (51).

Makrofajlar/monositler tarafindan OxLDL’lerin biriktirilmesindeki roliine ek olarak
CD 36, uzun zincirli yag asitleri i¢in bir zar reseptorii/tasiyicist fonksiyonuna sahiptir. Yag
asit tasinmasini kolaylastiric1 bir bilesenin varligi ve bu siiregte CD 36’nin 6nemli bir
rolliniin oldugunu destekleyen gii¢lii kanitlar bulunmaktadir. Adipositlerin farklilagmasi
sirasinda yag asitlerine maruz kalmasiyla, CD 36 diizeylerinde ve yag asit taginmasinda
artislarin olustugu rapor edilmistir(34). Adipoz doku, iskelet ve kalp kasi gibi CD 36’nin
bol miktarda bulundugu periferik dokularda yag asitlerinin dokulara aliniminda ve
metabolizmasinda CD 36’nin yiiksek afiniteye sahip oldugunu gosterilmistir. CD 36’dan
yoksun farelerin kalp ve adipoz dokusunda yapilan bir ¢alismada yag asit aliniminin
onemli Olgliide azaldigi gosterilmistir(52). CD 36’dan yoksun farelerde yapilan bir
calismada yag asit alinimimin azalmasi sonucunda kalpte farkli enerji substratlarinin
kullanildig1 gosterilmistir (53).

Tip 2 diyabet ve insiilin direncinde koroner arteriyel hastalik gelisim riskinin ti¢ kat
arttigr bilinmektedir. Transgenik hipertansif si¢ganlarda CD 36’nin ekspresyonunundaki
artisin kan trigliserit ve yag asiti diizeylerini azalttigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak,
hipertansif si¢anlarda insiilin direncinin, defektif yag asit metabolizmasinin ve
hipertrigliserideminin altinda CD 36 eksikliginin oldugu one siiriilmektedir (54). CD

36’'nin delesyonlu bir varyantina sahiptir hipertansif sicanlar, defektif yag asit
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metabolizmasi, insiilin direnci ve hipertansiyon ile karakterizedirler. CD 36 ’nin transgenik
olarak ekspresyonunun saglandigi hipertansif siganlarda insiilin direnci iyilestigi ve
dislipidemi gelistigi ama hipertansiyona etkisi olmadig1 gosterilmistir (55, 56). Glukozun
CD 36 cekspresyonuna etkisi konusunda farkli veriler bulunmaktadir. Hiperglisemi
gecmisine sahip hastalarda yapilan bir ¢alismada, makrofajlarda CD 36 ekspresyonunun
artmis oldugu rapor edilmistir. CD 36’nin ekspresyonu, hiperglisemi ge¢misine sahip
hastalarda damar lezyonlarin1 da artirmistir (57).Tip 2 diyabetli hastalarin monositlerinde
CD 36 ekspresyonunun arttigi bulunmustur. Monosit CD 36 ekspresyon ortalamasinin,
diyabetik hastalarda % 34 daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, CD 36
ekspresyonu ile plazma glukoz diizeyleri arasinda bir iliski saptanamamistir (58). Defektif
insiilin sinyalinin bir sonucu olarak makrofajlarin CD 36 proteininde bir artis oldugu
gosterilmis ve sigan makrofajlarinda veya monositlerinde CD 36 ekspresyonunun artiginin,
glukozun direkt etkisi sonucu olamayacagi agiklanmistir(59). Deney hayvanlarindan elde
edilen bulgular farkli calismalarla desteklenmis ve insanda insiilin etkisinde, lipit
metabolizmasinda ve hipertansiyonda CD 36’nin 6nemli bir role sahip oldugu one
stiriilmiistiir. Ayn1 ¢alismalarda CD 36 eksikligi olan 26 kisinin yiiksek plazma TG ve
glukoz diizeyleri, diisiik plazma HDL-K diizeyleri ve kontrollerden ¢ok daha yiiksek kan
basincina sahip olduklar1 sonucu elde edilmistir. Insiilin etkisi, CD 36 eksik kisilerin
besinde, glukoz tolerans testi ile Ol¢im yapilarak gosterilmistir. Bes kisinin tamaminda
insiilin direncine ve ayn1 zamanda bu bes kisiden dordiiniin azalmis glukoz toleransina
sahip olduklarini saptamislardir. Bu bilgilerle, CD 36 eksik fenotipteki kisilerle, genel
insiilin direnci bulunan metabolik ve kardiyovaskiiler anormallikler arasinda ¢ok siki bir
iliski oldugunu iddia etmislerdir (60, 61, 62).

CD 36 aymi zamanda, lipidce zengin besinlerin se¢iminde uzun zincirli yag
asitlerinin algilayicist gibi 6nemli bir rol oynamaktadir (63). Bir ¢aligmada, tat tomurcuk
hiicrelerinde CD 36 ’nin apikal ekspresyonu bildirilmistir (64).

CD 36 bir¢cok fonksiyona sahip bir membran proteinidir. Bu ¢Opgii reseptoriin,
OxLDL’leri toplamasi ateroskleroz siirecinde ve plak olusumunda 6nemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda yag asit reseptorii olan CD 36’nin, tip 2 diyabet
ve besin se¢imine bagli olarak gelistigi diisliniilen obezite ile de baglantili oldugu
diisiiniilmektedir. Greenbeg ve arkadaglari, CD 36 nin makrofajlarda apoptotik hiicrelerin

temizlenmesinde basrol oynadigini ve apoptotik hiicrelerin membraninda ortaya cikan
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okside fosfatidilserinin CD 36 ile etkilesim yaptigini in vivo calismada gostermislerdir
(65).

CD 36 reseptorii, P. falciparum-enfekte olmus eritrositlere karsi sitoadezyon
reseptorii gibi davranmaktadir. CD 36 reseptoriinde olusacak bir eksiklikte eritrositlerin
Plasmodium falciparum ile enfeksiyonunda koruyucu etkinin ortadan kalkti1 ve malaria
hastaliginin daha agir seyrettigi bulunmustur. Bu durum makrofajlardaki CD 36
ekspresyonunun parazitli eritrositler ve enfeksiyonlarin Onlenmesinde Onemli bir

temizleme mekanizmasi oldugunu gostermektedir (66).

2.3. Okside LDL (OxLDL)

LDL, yogunlugu 1.019-1.063 g/mL olan, kolesterol, kolesterol esteri,trigliserit ve
fosfolipit ihtiva eden bir lipoproteindir. Dis tabakasinda B-100 apolipoproteini yer
almaktadir. In vitro LDL, bakir ve demir gibi gegis metallerinin varliginda oksidatif olarak
modifiye olabilmektedir. LDL’nin yapisinda bulunan poliansatiire yag asitleri serbest
radikal hasar1 ve oksidasyona kars1 cesitli antioksidanlarla korunmaktadir. Bu
antioksidanlar baslica a-tokoferol olmak {izere az miktarda da karotenoidler, kriptoksantin,
ubiquinol-10 ve gamma-tokoferoldiir (67, 68).

OxLDL olusumunun en erken safhasi igerigindeki uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonudur (69) LDL nin yapisinda bulunan uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu malondialdehit (MDA) gibi reaktif iiriinleri olusturmaktadir. Bu
uriinler daha sonra proteinlerin lizin kalintilartyla etkilesmektedir (70).

Lipoproteinlerin modifikasyonlara ugramasinin ateroskleroz patogenezinde 6nemli
bir rol oynadigi, 6zellikle aterosklerotik lezyon gelisimini hizlandirdigi, proinflamatuar
sitokinlerin saliimini indiikledigi, vazodilatasyonu azalttifi ve endotelyal hiicrelerde
toksisiteye neden oldugu bildirilmektedir. LDL’ nin oksidasyonu monositler, makrofajlar,
nétrofiller, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve diiz kas hiicrelerinde olusabilmektedir (71,
72,73).

LDL’nin oksidasyonu arterial intimanin ekstraseliiler matriksinde meydana
gelmektedir. Daha sonra makrofajlarda bulunan “scavenger” reseptorleri ile iceri alinirlar
(74). Makrofajlar, diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) i¢in de reseptor tasirlar. Dogal
LDL'ler makrofajlara genellikle baglanamazken, 6zellikle OXLDL makrofaj i¢ine alinarak
kopiik hiicrelerini olusturur (75). Bundan dolayr sadece modifiye LDL’ler makrofajlar
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tarafindan dogal LDL’den 8-10 kat daha hizli alinabilmektedir (76). Bu modifiye LDL’ler

makrofajlarda LDL reseptorlerinden farkli olarak basta CD 36 olmak iizere ‘scavenger’
reseptor Al, AIl, AII (SR-AI, SR-AII, SR-AIII), SR-BI, macrophage receptor with
collagenous structure (MARCO), lektin benzeri OxLDL reseptorii (LOX 1) ve asetil LDL
reseptorleri gibi farkli reseptorler tarafindan alinirlar (77). OxLDL dogal LDL’den bir¢ok
yonden farklilik gostermektedir. Soyle ki:

- OxLDL immiinojenik ve aterojeniktir.

- Sitotoksisiteyi indiikler, tiimor nekroz faktér salimimimi inhibe eder,
monosit/makrofajlardan interlokin-1f salinimini stimiile eder.

- OxLDL, monosit ve T lenfositler i¢in kemoattraktandir.

- Arter duvarlarinda makrofajlarin retansiyonunu artirarak makrofaj motilitesini
inhibe eder.

- llerlemis lezyonlarda yag cizgilerinin gelisimini ve endotelyal disfonksiyonu
arttirir.

- Arter duvarinda interlokin-1‘in salintmini uyararak aterogenezi artirabilmektedir.

- Dolasimdaki monositler i¢in kemotaktikdir.

- Endotel hiicreleri ve makrofajlari uyararak monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1)
ve makrofaj koloni-stimiile edici faktor (MCSF) sentezini indiikler.

- Endotel hiicrelerde adezyon molekiillerinin ekspresyonuna yol agar.

- NO’nun endotelyal iiretimini azaltarak, prostasiklin iretimini artirarak,
prostaglandin ve prostaglandin prokiirsorlerini sitimiile ederek platelet adezyonunu ve
agregasyonunu stimiile eder.

- Metalloproteinazlarin olusumunu ve ROS olusumunu arttirirken eNOS gen

ekspresyonunu azaltmaktadir (78).

2.4. Homosistein Ve Yapisi

Homosistein (Hcy)(2-amino-4-merkaptobiitirik asit), proteinlerin yapisina katilan
20 aminoasit arasinda bulunmayan, esansiyel bir aminoasit olan metiyoninin hiicre i¢i
demetilasyonu sirasinda olusan ve yapisinda kiikiirt bulunduran esansiyel olmayan bir
aminoasittir. Insan plazmasinda Hcy, %70-80’i basta albumin olmak iizere proteinlere

disiilfid baglar ile bagli sekilde, % 1 lik bir kismi1 serbest Hcy olarak, geri kalan
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homosistein ise oksitlenerek dimerler (homosistin) veya sisteinle birleserek karisik

disiilfidler seklinde bulunur (Sekil 8).

HS5-C I-|2-llI:I-|2 H 2H @ é/CH E'CHZ'%
O0H __L- | O0H
HS—CHy—CH, -Ql: "2 3\CHE —CH, -éHZ

H
COOoH O0H

Homosistein Homosistin

Sekil 8. Homosisteinden homosistin olusumu(79).

Total plazma homosistein bilesenleri ve oranlar1 asagidaki sekilde gosterilmistir

(79).
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Sekil 9. Total plazma homosistein bilesenleri ve oranlari(78).
2.4.1. Homosisteinin Hiicre icine Alinmas1 ve Metabolizmasi

Homosisteinin hiicre i¢ine alinmasi ile ilgili mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamakla beraber sisteinin de transportunda goérev alan tasima sistemleri
tizerinde durulmaktadir. Na* bagimli glutamat ve aspartat tasiyicisi (Xag), alanin,serin ve

sistein tastyicist (ASC) ve alanin tasiyicisi(A) sistemleri ile Na* bagimsiz L (biiyiik dall
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zincirli amino asit) transport sisteminin homosisteinin hiicre igine alinmasinda rol oynadigi
yapilan hiicre kiiltiirli caligmalarinda gosterilmistir(80).

Homosistein remetilasyon yoluyla tekrar metiyonine doniiserek ya da
transsiilfiirasyon yoluyla sistein, metilmalonik ve 2-metilsitrik aside doniiserek metabolize
edilir (81).Tim hiicrelerde bulunan metiyonin, hem protein sentezi hem de S-
Adonozilmetiyoninin (SAM) olugmasini saglayan bir molekiildiir. Metiyoninin ihtiva ettigi
metil grubu, SAM’e doOniisiimii sirasinda aktive olur. Metiyoninin kiikiirt atomuna
ATP’den bir adenozil grubunun baglanmasiyla SAM molekiili meydana gelir. SAM
bicimlenmesi, adenozin 3-fosfat (ATP) ve metiyonin adenozil tranferaz enzimleri (MAT 1,
II, III) aracihigiyla gerceklesir. Bu reaksiyonlarla hiicre ici SAM miktar1 diizenlenir.
Adenozil grubunun aktarilmasiyla kiikiirt atomu pozitif yiik ile yiiklenir. Bu durum
sonucunda kiikiirt oldukca reaktif bir duruma gegerek icerdigi metil grubu akseptor,
substratlarca kolayca transfer edilir. Metil grubu fosfatidil etanolamin (sefalin) akseptor
olarak ig gordiiglinde alinir ve S-Adenozil homosistein (SAH) olusur. Bu molekiil de daha
sonra adenozin ve homosisteine hidrolizlenir (82).Remetilasyon yolunda homosistein
kofaktor olarak vitamin B12 (kobalamin)’nin substrat olarak da N°-metiltetrahidrofolatin
(5-MTHF) kullanildig1 ve metiyonin sentaz enziminin gorev yaptigi bir reaksiyonla
metillenir ve tekrar metiyonine doniisiir. Bu metabolik yolun substrati olan N°>-MTHF
termolabil MTHFR enziminin katalizledigi bir reaksiyonla N°-N'"-metilentetrahidrofolat
(MTHF)’tan sentezlenir (83). Karaciger ve bdbreklerde remetilasyon i¢in metil verici
olarak betain de kullanilabilir. Betain/Hcy metiltransferaz enziminin katalizledigi
reaksiyonla homosistein remetillenerek de metiyonine donistiiriilebilir  (84).
Transsiilflirasyon yolunda ise homosistein, kofaktdr olarak vitamin B6'y1 (pridoksin)
kullanan sistationin beta sentaz (CBS) enzimi araciligiyla sistationine ¢evrilir. Sistationin
ise vitamin B6'min kofaktorliigiinde sistationinaz enzimi ile sistein ve a- ketobutirata
cevrilir, o-ketobutirat ise 2-metilsitrik asit ve metilmalonik asite pargalanir (85).
Homosisteinden metiyonin doniisiimiiniin ve  SAM miktarinin azalmasi, metilasyon
reaksiyonlarinin isleyisini bozabilir. Nitrik oksit geri doniisiimsiiz olarak metiyonin sentaz
(MS)’1 metilkobalamin (aktif koenzim)’in icerdigi kobalt1 okside ederek inaktive eder.
Boylece SAM’in biyosentezi engellenir (86). Sekil 10’da homosistein metabolizmasi

sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 10. Homosistein metabolizmasi (78).

Homosistein metabolizmasi, karigik goriinmesine ragmen olduk¢a diizenli bir feed
back mekanizmasina sahiptir. Eger metiyonin dengesi bozulmugsa ve SAM diisiik
konsantrasyonda bulunuyorsa, homosistein Oncelikle metiyonin olusumu i¢in MS’nin
gorev aldig1 remetilasyon yoluna yonelir. Homosistein diizeyi yiikseldiginde S-Adenozil
homosistein miktar1 artar. Cok sayida metabolik etkilere sahip olan SAH, farkli baglanma
bolgelerinde SAM ile rekabet icindedir ve bu 6zelligi ile metilasyonu engelleyebilir. Bu
nedenle arastirmacilar, SAM/SAH orani metilasyon dongiisiinde indikator olarak gorev
alabilecegini diistinmiislerdir (87). MTHFR enziminin katalizledigi bir reaksiyon sonucu
olusan metiltetrahidrofolat, metiyoninin homosisteine doniisiimiinde MS icin substrat
olmasi nedeniyle 6nemli bir isleve sahiptir. Bu yilizden MTHFR’nin, homosistein
remetilasyonu iizerinde kuvvetli bir etkisi vardir (88). Plazmadaki homosistein hiicreler
tarafindan  salinmaktadir. Farkli  hiicre tipleri degisik oranlarda homosistein
salgilamaktadir. Hepatositler yliksek oranda homosistein salgilarken, fibroblastlar ve
lenfositlerin katkis1 daha azdir (89). Homosisteinin katabolizmasi, sistatiyonin sentezi dahil
primer olarak ince barsak, karaciger, bobrek ve pankreasta meydana gelen doniisiimsiiz bir

yoldur (4).
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2.4.2. Plazma Homosistein Diizeyleri ve Hiperhomosisteinemi

Plazmada, total homosisteinin %70’1 proteinlere baglanarak, %251 disiilfid bag: ile
birbirlerine baglanarak (disiilfid homosistein) ve %5’ de homosistein tiolacton halinde
bulunur. Plazma homosistein diizeyi standardize edilememis olmakla birlikte, genellikle 5-
15 pumol/L diizeyi normal olarak kabul edilmekte ve 16 umol/L iizerindeki degerler
hiperhomosisteinemi olarak kabul edilmektedir (90).

Homosistein metabolizmasinda gorev alan enzimlerden 6zellikle CBS, MTHFR ve
MS enzimlerinin hatali veya eksik sentezlenmesi homosisteinemi ve homosisteiniiriye
neden olmaktadir (91, 92). Kronik bobrek yetersizligi olan hastalarda kreatinin
yiikselmesine bagli olarak plazma homosistein konsantrasyonu ortalamanin 4 kat {istline
cikabilir (93, 94). Homosistein metabolizmasi i¢in gerekli olan koenzim gorevi yapan ve
besinle alinan vitamin B12, vitamin B6 ve folat eksikligide hiperhomosisteinemiye neden
olabilir. Normal kisilerde serum vitamin B12, folat, vitamin B6 konsantrasyonlari ile
plazma homosistein konsantrasyonu arasinda negatif bir iligki vardir(93, 95, 96). Plazma
homosistein konsantrasyonu ile yas ve cinsiyetin yakindan iligkili oldugu bilinmektedir
(97, 98). Saglikli kisilerde homosistein diizeyi yasamin ilk 40 yil1 siiresince sabittir. Ancak
bu yastan sonra (6zellikle 70 yaslarinda) hizlica yiikselir. Erkeklerde homosistein diizeyi
bayanlara gore az da olsa yiiksektir. Postmenopozal donemdeki kadinlarda ostrojen destek
tedavisinde homosistein diizeyi 6nemli oranda diiser (99, 100, 101). Metotreksat 6-
azauridin, tamoksifen, antikonvulsanlar gibi ilaglarda plazma  homosistein
konsantrasyonunu arttirict etkiye sahiptir. Ayrica, sigara kullanimi piridoksal fosfat
(vitamin B6) kullanimini antogonize ederek hiperhomosisteinemiye yol agmaktadir (99,

102, 103, 104).

2.4.3. Hiperhomosisteineminin Etkileri ve Hastaliklarla Tliskisi

Homosisteik asit gibi homosistein metabolitleri, glutamaterjik N-metil-D-aspartat
reseptorleri lizerinde ekzototoksik etki gdsterir. Bu etki, glutamatin etkisinden daha fazla
olup, hiicre i¢ci Ca*’nin artmasina ve proapopitotik proteinlerin aktivasyonu ile de
apopitoza neden olur. Homosistein ayrica SAH metabolize olur. SAH’da, metilasyon
reaksiyonlarinin inhibisyonu ile norotoksik bir etki olusturur. Bu nedenle homosistein

diizeyinin artmasi, ndrodejeneratif etkiler i¢in potansiyel bir kaynak olmaktadir (105).
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Hiperhomosisteineminin etkiledigi bir¢ok aterojenik mekanizmalar vardir. Bunlara;
damar duvarinin intima tabakasinin kalinlagmasi, damar intima tabakasindaki diiz kas
hiicre proliferasyonunun uyarilmasi, damar duvarindaki lipid birikiminin artmasi,
endoteliyal hiicrelerin kopmasinin zorlasmasi, trombosit ve l6kositlerin aktivasyonu, diisiik
dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunun artigi, platelet trombaksan sentezinin
aktivasyonu, homosistein oksidasyonu sirasinda olusan oksidatif hasarin artmasi 6rnek
olarak verilebilir (106).

Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber, homosisteinin ¢esitli diizeylerde
damar endotel fonksiyon bozukluguna neden oldugu kabul edilmektedir. Homosistein,
faktor V, X ve XII'nin aktivitelerini hizlandirip, protein C’nin aktivasyonunu baskilayarak,
endotelin normal antitrombotik 6zelligini degistirir. Ayn1 zamanda, endotelde
trombomodulin ve heparin siilfat salinimini baskilarken, doku plazminojen aktivatorleri
salinimini uyarir. Boylece protrombotik bir ortam yaratarak trombin olusumunu hizlandirir
(87).

Bunlara ilaveten homosisteinin etkilerini oksidatif hasar yaratarak gdsterdigini
ortaya koyan kanitlar da giderek artmaktadir(107). Homosistein plazmaya katilinca hizlica
disiilfid homosistein veya homosistein tiolactona okside olur. Bu reaksiyon sirasinda
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikali gibi reaktif oksijen tiriinleri olusur. Olusan hidrojen
peroksit (hidroksil radikali ile), damar endotelinde hasara neden olurken siiperoksit
radikalleri de, hem endotel hem de LDL partikiillerini etkileyerek lipid peroksidasyonunu
baglatir (93, 107, 108). Normal endotel hiicreleri, homosisteinin toksik etkilerini ortadan
kaldirmak i¢in homosisteini baglayan NO salgilar. NO’nun bu koruyucu etkisi, endotelin
uzun donemli hiperhomosisteinemiye maruz kalmasi sonucunda bozulur. Ciinkii Hey, lipid
peroksidasyonuna neden olarak endoteliyal NO salinimini azaltir. Sonugta, NO’nun
endoteliyal liretimindeki bozulma, endoteli, homosistein kokenli oksidatif hasara maruz
birakir ve endotel fonksiyon bozuklugu ortaya ¢ikar (93, 108, 109).

Hcy’nin, endoteliyal hasar olusturarak aterosklerozu hizlandirmasma ek olarak,
damar diiz kas hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasina neden oldugu da aciklanmistir (93, 110, 111).

Yapilan calismalarda plazma homosisteinin orta derecede artiginin, serebral,
koroner ve periferal damar hastaliklarn ile iligkisi oldugu aciklanmistir (112).
Serebrovaskiiler hastaliklar yaninda, homosistein, norodejeneratif hastaliklarda da énemli
rol oynamaktadir (103). Ciddi hiperhomosisteinemi (100 pumol/L’den daha yliksek

diizeyler), inme olusumuna neden olan tromboembolik ve aterosklerotik olaylarin erken
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ortaya ¢ikmasma neden olur (113, 114). Inmeli hastalarda plazma homosistein
konsantrasyonu ile yas, kreatinin ve folat konsantrasyonlari arasinda bir iligki vardir.
Yapilan ¢aligmalarda plazma homosistein degeri, total anterior sirkiilasyon infarktli hasta
grubunda, diger gruplara gore daha yiiksek bulunmustur (115, 116).

Bir ¢alismada artan Hcy konsantrasyonunun psikoz, ataksi, noropati ve demansli
hastalarda gii¢ farkedilen vitamin B12 eksikliginin 6nemli bir gostergesi oldugu ileri
siirtilmistiir (103).

Hcy’nin kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktoérii oldugu ve her 5
pmol/L’lik artigin kardiyovaskiiler hastalik riskini erkeklerde 1.35, kadinlarda ise 1.42 kat
arttirdig1 bildirilmistir. Ayrica bu degerler, sigara igen ve hipertansif hastalarda daha
yiiksek bulundugundan, 6zellikle bu hastalarda hiperhomosisteinemi tedavisinin gerektigi

vurgulanmistir (87).

2.4.4. Homosisteinin Etki Mekanizmalari

Hiperhomosisteinemi aterosklerotik damar hastaligt ve aterotrombozis igin
bagimsiz bir risk faktoridiir. Hcy endotelyal fonksiyon bozuklugu, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonu, lipoprotein oksidasyonunun artisi, platelet aktivasyonu,
monosit kemoatraktant protein-1 ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ekpresyonu,
protein kinaz C (PKC)/c-fos sinyal yolunun uyarilmasina sebep oldugu gosterilmistir.

In vitro galismalar Hey’nin reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini ve LDL’nin bakir
aracilikli oksidasyonunu artirdigini géstermektedir. Thampi ve arkadaslar1 Hey ile beslenen
fareleri normal diyetle beslenen farelerle karsilastirdiklarinda Hcy ile beslenen apoE -/-
farelerde plazma OxLDL seviyelerinde artiga bagli olarak aterosklerotik lezyonlarda ve CD
36 ekspresyonunda bir artis oldugunu gordiiler. In vitro analizler makrofajlarda Hey’ nin
25-50 uM konsatrasyon araliginda LDL oksidasyonunu artirdigini gostermistir. Diyetle
alman Hcy dolasimdaki OxLDL seviyesini artirarak aterosklerotik lezyonlarin olusumunu
tetikler ve artan OxLDL, CD 36 ekperesyonunu diizenler. Ustelik Hcy’nin intraselliiler
antioksidan bir enzim olan gulutatyon peroksidazi inhibe ettigi ve gulutatyon gibi
antioksidanlarin miktarin1 azalttig1 rapor edilmistir. Bu in vitro raporlar Hcy ile beslenen
apoE -/- farelerde reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde anahtar bir rol oynayan NADPH
oksidazin arttigin1 gosteren raporlar1 desteklemektedir. Bu bulgular in vivo olarak NADPH

oksidaz araciligiyla {retilen reaktif oksijen tiirlerinin, OXxLDL iretimine katkida
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bulunabilecegini desteklemektedir. Ayrica Hcy ile aktiflesmis endotel hiicreleri ile
monositlerin etkilesimi monositlerde CD 36 upregiilasyonuna sebep olmaktadir(89).

Hcy giiglii bir proinflamatuvar faktordiir ve inflamasyonu hem in vivo hem de in
vitro olarak tetikler. Li ve arkadaslar1 insan monositlerinde Hcy’nin oksidatif stres
araciligiyla proinflamatuvar faktorler olan MCP-1 ve IL-8’in ekpresyonunu ve salinimini
uyardigin1 gostermislerdir. Epidemiyolojik litaretiirler saglikli ve normal agirlikli bireyler
ile diyabetik ve obez bireyler karsilagtirildiginda plazma Hcy ve insulin seviyeleri arasinda
onemli bir iliski oldugunu bildirmektedir. In vitro calismalar Hcy aracilifiyla uyarilan
oksidatif stresin rat hepatoma hiicre line’ninda insiilin sinyallerini bozdugunu gostermistir.
Li ve arkadaslarn ilk kez hem in vivo hem de in vitro Hcy’nin adipositlerden resistin
ekspresyonunu ve salinimini ROS-PKC-NF-kB yolu araciligiyla artirdigini ve insiilin
direncini gii¢clendirdigini bulmuslar. Aynm1 calismada farklilasmis adipositlerde Hey’nin
insiilin direncini uyardigini gostermisler. Hcy ile muamele edilen adipositlerden elde
edilen hiicre vasati farkli adiposit ortamina ilave edilmis ve insiilin uyarimli glukoz
alimiminda 6nemli bir azalma goriilmiis. Bu da Hecy’nin uyardig: adipokinler araciligiyla
insiilin direncini ilerlettigini gostermektedir. Cesitli calismalarda Hey’nin endotel hiicreler,
vaskiiler diiz kas hiicreleri ve monosit hiicre line lar1 gibi ¢ogu hiicre tiplerinde kemokin
olusumunu uyardigr gosterilmistir. Li ve arkadaslar1 adipoz dokuda plazma
konsantrasyonunun 3,1 kat1 kadar yiiksek Hcy biriktigini gostermislerdir. Ayni1 zamanda
Hiper homosisteinemik farelerde oksidatif stresin bir gdstergesi olarak hem plazma hem de
adipoz doku MDA seviyelerinde bir artis goriilmiis. Adipositlerde Hey’nin intraselliiler
ROS’ni artirdigi ve antioksidanlar araciligiyla inhibe edilen resistin ekspresyonunu
uyardi@i goriilmiis. Primer kiiltiirlenmis rat adipositleri PKC-y hari¢ biitiin PKC
izoformlarim1 ekprese ederler. Li ve arkadaslar1 adipositlerde hem in vivo hem de in vitro
sartlarda Hcy’nin PKC’lerin aktivasyonunu onemli bir sekilde uyardigini1 gostermislerdir.
Stiperoksit radikalleri redoks duyarli proinflamatuar transkripsiyon faktori NF-kB’yi
aktiflestirir. NF-kB cogu proinflamatuar genlerin transkripsiyonunu artirir. Hey endotel
hiicrelerinde oksidatif stres araciligiyla NF-xkB’yi aktiflestirir. 3T3-L1 hiicrelerinde Hcy
rezistin ekpresyonunu artirir. Bu hiicrelerde rezistinin asir1 ekpresyonu TNF-a, MCP-1 ve
IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini artirir (4).

Wang ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada Hcy’nin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
MCP-1 ekspresyonunu uyardigini, oksidatif stres aracilifiyla NF-xB’yi aktiflestirdigini

gostermislerdir. Ayrica,hlicre membraninda bulunan kalsiyum (Ca) kanali aracilifiyla
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hiicre i¢ine Ca** girigini uyararak PKC’nin aktiflesmesine katki saglandigini ve aktiflesen

PKC nin IkBa ekpresyonunda bir azalmaya sebep oldugunu belirtmiglerdir (117).

Homocysteine

n \'\ ca*™
= <4

Monocyte ’migration

Sekil 11. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde homosistein uyarimli MCP-1
ekspresyonunun mekanizmast

Yapilan c¢aligmalarda PPAR’nin proantioksidant oldugu bildirilmis. PPAR
stiperoksid dismutaz(SOD), katalaz ve plazminojen aktivator inhibitdriiniin mRNA’sin1
artirir. NADH/NADPH oksidazi azaltir. PPAR agonistleri oksidatif stres, metaloproteinaz
aktivitesi ve plazminojen aktivitesini artirir. Yiksek homosistein seviyesiyle PPAR

ekpresyonu arasinda negatif bir korelasyon oldugu gostermistir (118).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve malzemeleri iiretici

firmalari ile birlikte Tablo 2’de listelenmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanmilan Cihaz, Alet ve Malzemeler Marka / Model

Derin dondurucu, -20°C Vestel

Derin dondurucu, -80°C Thermo Electron Corporation
Dalga boyu ayarlanabilir ELISA okuyucusu VERS Amax Molecular Devices
Etiiv Heraeus

Calkalayici Eppendorf Thermo Mixer Comfort
Hassas analitik terazi Metler Toledo AB204-S

Manyetik karistirict Termal

Cesitli hacimlerde otomatik pipet kullanildi Eppendorf

Aspiratdrlii pipet JetPip Pipette Aid

pH-metre Hanna Instruments, HI 9321
Mikro santrifiij Thermo EC Micromax Eppendorf 5810
Spektrofotometre Shimadzu, UV — 1601

Vorteks (Karistirici) IKA Genius 3

Membran filtreleri Agilent Econofilter 0.2um

Hiicre kiiltiirii kabini Heraeus KS-12 Air Flow

Invert mikroskop Nikon Eclipse TS100
COsinkiibator Thermo Forma 381

Mikro dalga firin Altus ALMD 171

Standart T-25 ve T-75 hiicre kiiltiir flasklar: Greiner Cellstar

Hiicre kiiltiir pleyti( 6 kuyucuklu) Nulcolone

15 mL’ lik ve 50 mL” lik steril falkon tiipler TPP, Greiner

10 mL’ lik steril disposible pipetler Grenierbio-one, 607 180

Steril DNAaz, RNAaz free pipet uclari Greiner (0,5-10, 1-200, 100-1000 pL )

Neubauer lami ve lameli

0.5 ve 1.5 mL’ lik eppendorf tiipler Greiner
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Tablo 2’nin devami

Thermo EC320
Thermo EC250-90

Elektroforez tanki
Elektroforez gii¢c kaynagi

Thermocycle Aplied Biosystems GeneAmp PCR System 9700
Real Time PCR Cihaz1 Roche Light cycler 480 11

Eppendorf Marka mikro kiivet okuyucu Eppendorf Biophotometer

Otoklav Tuttnauer 3150 ELV

Gel Goriintiileme Sistemi Gel Logic 200 Imaging System Carestream Health

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 3’te bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalar, iiriin

kodlar1 ve bazilarinin saflik diizeyleri verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Safligi

Oil Red O

Formaldehit
[3-(4,5-dimetiltiazol-2-y1)]-2,5-
difeniltetrazolyum bromid(MTT)
Etanol

Hidroklorik asit

Metanol

Dimetil siilfoksit (DMSO)
Penisilin+Streptomisin

Fetal Bovine Serum

Tripsin/ EDTA ¢ozeltisi

Tripan Blue

DMEM

Agaroz

Etidyum Bromiir

PBS Tablet

2-Propanol

Kloroform

DPEC

Insulin, from bovine pancreas
Deksametazon(DEX)
3-Izobiitil-1-metilksantin(IBMX)
Biotin

DL-Homosistein, minimum 95% titration(Hcy)
Tripure RNA Isolation Reagent

Reverse Transcription System

Sigma, 00625
Labkim, F.13.93300.21, % 35-40

Sigma, M2128-1G

Merck, 1.00986, absolute

Carlo Erba, , 7647-01-0, % 37
J.T.Barker

ATCC, Cat. No. 4-X-5

Gibco 15140

Biochrom S0113

ATCC 30-2101

Sigma, T8154

ATCC, 30-2003

Serva, 11404-250G

Sigma, E7637-1G

Medicago, 09-2051-100
J.T.Baker, casno: 67-63-0, %99,5
Merck, 1.02431. 2500, ekstra saf
Sigma, D5758

Sigma, 16634-50MG

Sigma, D4902-25MG

Sigma, 15879-250MG

Sigma, B4501

Sigma, H4628-1G

Roche, Cat. No.: 11 667 165 001(200mL)
Promega, Cat: A3500
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3.3. 3T3-L1 Hiicre Kiiltiiri

Biitiin hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 hiicre kiiltiirii kabininde (air flow kabin) steril
ortamda gerceklestirildi. Hiicre kiiltiirli caligmalarina baslamadan 6nce kabin % 70’lik etil
alkol ile silindi. UV 1siktan etkilenmeyen ve kabin icerisinde kullanilacak olan malzemeler
kabin igerisine birakilarak 15 dakika UV 1s18a maruz birakildi. Calisma sonunda kabin %
70’1k etil alkol ile tekrar silindi. Kabinin kapag1 kapatildi. Kabin ve hiicre kiiltiirii odas1 1
saat UV 1s18a maruz birakildi.

3.3.1. 3T3-L1 Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Cogaltilmasi

3T3-L1 hiicrelerinin elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi deneyinde kullanilan ¢ozeltiler
sOyle hazirlandu.

PBS (Phosphate Buffer Solution), 0.01 M, pH 7,4: Beher igerisine 900 mL kadar
saf su dolduruldu ve 10 tane PBS tableti behere konularak c¢oziildii. pH metre ile
¢ozeltininin pH’ s1 7,4 e ayarlandi. Cozelti balon jojeye aktarilarak, saf su ile son hacim 1
L’ ye tamamlandi. Otoklavlandiktan sonra hiicre kiiltiirtinde kullanildi.

Kullanima Hazir DMEM: 445 mL DMEM (glukoz igeren) lizerine 50 mL FBS ve
5 mL penisilin eklendi. 50 mL’lik falkon tiiplere boliindii. +4 °C’de saklandi.

Calismada ATCC (American Type culture collection)’den temin edilen 3T3-L1
embriyonik fibroblast hiicreleri (LOT: 58078556) kullanild:.

1. Kriyovial i¢inde bulunan 1 mL 3T3-L1 hiicreleri azot tankindan c¢ikarildiktan
sonra 37 °C su banyosunda tamamen ¢6ziildii.

2. 3T3-L1 hiicreleri (1 mL) 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve hacmi L-Glutaminli,
% 10 FBS, % 1 penisilin + streptomisin igeren yiiksek oranda (4,5 g/dL) glukoz iceren
DMEM besiyeri ile 10 mL'ye tamamlandi.

3. Hiicre siispansiyonu 400 g de 5 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij sonunda silipernatant kismi1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi ve hiicre
¢okelegi tiipiin ucuna parmak ucuyla vurularak hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde sulandirildi.

S. Sulandirilan hiicrenin {izerine istenilen miktarda taze DMEM besiyeri eklendi ve

% 5 CO, ortaminda, 37 °C” de, T-25 ve T-75’ lik flasklarda, inkiibatorde ¢ogaltildi.
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3.3.2. 3T3-L1 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Cogalan hiicreler flask yiizeyinin % 70-80° lik kismin1 kapladiktan sonra hiicre
pasajlamasi yapildi.

1. Pasajlama i¢in Oncelikle hiicrelerin tizerindeki besiyeri uzaklastirildi.

2. 5 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra 25cm? lik flasklara, 1 mL tripsin-EDTA
coOzeltisi eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika hiicreler iizerinde gezdirildi ve flasklar
inkiibatorde 2 dakika bekletildi(PBS ile hiicrelerin yikanma amaci ortamdan tripsinin
inhibitdrii olan FBS’yi uzaklastirmaktir).

3. Inkiibasyon sonras1 5’er mL % 10 FBS iceren DMEM ile hiicreler falkon tiip
icerisinde topland1 ve hiicre siispansiyonu 400 g’ de 5 dakika santrifiijlendi.

4. Santrifiij sonunda siipernatant kism1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi. Hiicreler
1 mL besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayimi yapildiktan sonra T-25 flasklara

uygun sayida (2 x 10°) hiicre aktarildi ve toplam besiyeri hacmi de 5 mL’ ye tamamlandi.

3.3.3. 3T3-L1 Hiicrelerinin Sayllmasi ve Canlilik Testi

1. Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL’ si 10 pL tripan
blue ile karigtirilarak karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

2. Karisim pipet ile tekrar karigtirilarak 10 uL alinarak neubauer hematositometre
camina aktarildi.

3. Isik mikroskobu altinda 10x objektif kullanarak canl1 ve 6lii hiicreler sayildi. Olii
hiicrelerde islev gérmeyen Na'™-K" ATPaz pompasi nedeniyle boya membran tarafindan
absorblanmakta ve disar1 atilamamakta, dolayistyla hiicreler mavi renkte goriilmektedir.
Tripan blue ile boyanan hiicrelerden canli olanlar sari-yesil renkte, 6lii olanlar mavi renkte
gortldi.

4. Mikroskopla bakildiginda hematositometrede 16 kiiclik karenin dort kosede
bulundugu goriiliir. Capraz koselerde bulunan hiicreler sayilir ve mililitredeki canli ve 6li
hiicre sayis1 sayilan hiicre sayis1 X seyreltme orani X 10* bagintis1 kullanilarak hesapland:

(119).



38

I
e
s
e
]
]
]
]

s
s
s
P
L]
L]
L]
L]

I
e
s
e
]
]
]
]

s
s
s
P
L]
L]
L]
L]

Sekil 12. Mikroskopla bakildiginda hematositometrenin goriiniimii

3.3.4. 3T3-L1 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

1. Hiicreleri dondurmak i¢in oncelikle hiicrelerin lizerindeki besiyeri uzaklastirildi.

2. 5 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA ¢6zeltisi
eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika hiicreler {lizerinde gezdirildi ve flasklar inkiibatorde 2
dakika bekletildi.

3. Inkiibasyon sonras1 5° er mL % 10 FBS igeren DMEM ile hiicreler falkon tiip
igerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonu 400 g’ de 5 dakika santrifiijlendi.

4. Santrifiij sonunda siipernatant kism1 1 mL kalacak sekilde uzaklastirildi. Hiicreler
1 mL besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi.

5. Hiicre sayis1 mililitrede 1.10° olacak sekilde %20 FBS igeren DMEM ile
seyreltildi ve kriyoviallere 900 pL bolistiirtildii.

6. Buz iizerine alind1 ve son hacminin %10’u olacak sekilde DMSO damla damla
eklendi. DMSO eklenirken parmak ucuyla kriyovialler karigtirildi.

7. Kriyoviallerin kapaklar1 kapatildiktan sonra 1 saat + 4 °C buzdolabinin
buzlugunda daha sonra 1 gece — 80 °C de bekletildi. Kisa siire i¢inde kullanilacak hiicreler
— 80 °C de saklanmaya devam edildi. Uzun siire kullanilmayacak hiicreler azot tankinin

buharinda saklanda.
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3.3.5. 3T3-L1 Hiicrelerinin Adiposit Farklilagsmasi

3.3.5.1. Cozeltiler

3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilagmasi deneyinde kulanilan ¢ozeltiler
sOyle hazirlandu.

DEX Stok Cozeltisi (0,25 M): 49 mg DEX tartildi, bir miktar DMSO’da ¢oziildii.
Son hacmi DMSO ile 0,5 mL’ye tamamlandi ve ependorflara bolimerek -20 °C’de
saklandi.

IBMX Stok Cozeltisi (0,5M): 111,12 mg IBMX tartildi, bir miktar DMSO’da
¢oziildii. Son hacmi DMSO ile 1 mL’ye tamamlandi ve ependorflara béliinerek -20 °C’de
saklandi.

Insiilin (1 mg/mL): 10 mg insiilin bir miktar HCI (pH 2-3 ) ¢bzeltisinde ¢oziildii.
Son hacmi HCI (pH 2-3 ) ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamland1 ve ependorflara bdliinerek -20
9C’de saklandi.

Biotin Stok Cozeltisi ( 1 mg/mL):20 mg biotin tartildi, bir miktar 0,1M NaOH
¢ozeltisinde ¢oziildii. Son hacmi 0,1M NaOH c¢ozeltisi ile 20 mL’ye tamamlandi. Ardindan
Img/mL konsantrasyondaki biotin ¢ozeltisinden 200uL alindi ve hacmi 0,1M NaOH
cozeltisi ile 20 mL’ye tamamlanarak 100 kat seyreltildi. Boylece 10 pg/mL konsantrasyonda
ara stok hazirlandi. Hazirlanan her iki biotin stok c¢ozeltileri ependorflara bdliinerek -
20°C’de saklandt.

Farkhlastirma DMEM’i (2X): 20 pL stok DEX ¢6zeltisi(0,25M) az miktarda %10
FBS igeren DMEM’e eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Uzerine 20 pL
stok IBMX ¢ozeltisi(0,5M) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Karigimin
tizerine 200 pL stok insiilin ¢ozeltisi(Img/mL) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla
vortekslendi. Son olarak 200 pL ara stok biotin c¢ozeltisi(10ug/mL) eklendi ve zaman
kaybetmeden hizla vortekslendi. Son hacim %10 FBS iceren DMEM ile 10 mL’ye
tamamlandi. Elde edilen farklilasgtirma DMEM’i (2X) 0,5 uM DEX, 1 mM IBMX, 20
pg/mL insiilin ve 200 ng/mL biotin ihtiva etmektedir.

Konfulie Sonrasi DMEM’i (2X): az miktarda %10 FBS iceren DMEM f{izerine
200 pL stok insiilin ¢ozeltisi(Img/mL) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi.

Elde edilen Konfulie Sonrast DMEM’1 (2X) 20 pg/mL insiilin ihtiva etmektedir.
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Olgunlastirma DMEM’i (2X): 200 pL stok insiilin ¢ozeltisi(1mg/mL) 10mL %10

FBS igeren DMEM’e eklendi ve zaman kaybetmeden hizla vortekslendi. Karisimin iizerine
200 uL ara stok biotin ¢ozeltisi(10ug/mL) eklendi ve zaman kaybetmeden hizla
vortekslendi. Elde edilen Olgunlastirma DMEM’i (2X) 20 ug/mL insiilin ve 200 ng/mL

biotin ihtiva etmektedir.

3.3.5.2. Farkhlastirma islemi

1. Hiicreler sayildiktan sonra 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna 4
mL besiyeri iginde 1.10” hiicre ekildi.

2. Kuyucuklarda ¢ogalan hiicreler kuyucuk yiizeyinin % 100’ iinii kaplayana kadar
besiyeri 2 giinde bir degistirildi. Besiyerlerinin degisimi esnasinda kuyucuklardan 2 mL
eski besiyeri uzaklastirildi( besiyerinin tamamini uzaklastirmak kuyucuk ylizeyine yapisan
hiicrelerin kopmasina neden olabildiginden kuyucuk yiizeyine degmeden besiyerinin
yarisinin  uzaklastirilmasi tercih edildi. Buna bagli olarak besiyeri igeriginin son
konsantrasyonu ayarland: ). Uzerine 2 mL yeni besiyeri eklendi. Bu siire yaklagik 6 giin
stirdii.

3. Altinci giiniin sonunda kuyucuklardan 2 mL eski besiyeri uzaklastirildi.
Farklilastirma yapilacak kuyucuklara son konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde insulin
iceren konfulie sonras1t DMEM’i, farklilagtirma yapilmayacak olan kuyucuklara sadece
%10 FBS iceren DMEM eklenerek 48 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonunda (48 saat) 2 mL eski besiyeri uzaklastirildi. Yag hiicrelerine
farklilagtirilacak hiicreleri iceren kuyucuklara 2 mL farklilastitma DMEM’1, yag
hiicrelerine farklilagtirllmayacak hiicreleri iceren kuyucuklara 2 mL %10 FBS iceren
DMEM eklendi. 48 saat 37 °C’ de inkiibe edildi. (Not: Farklilasirma DMEM’i son
konsantrasyonlar1 0,25 uM Dexamethasone, 0,5 mM IBMX, 10 pg/mL insulin ve 100
ng/mL biotin olacak sekilde hazirlandi. 2 mL taze DMEM 2 mL eski DMEM’in {izerine
ekleneceginden konfulie sonrasi, farklilagtirma ve olgunlastirma DMEM’leri hazirlanirken
icerikleri 2 kat konsantre hazirlandi.)

5. Inkiibasyonunun sonunda (48 saat) 2 mL eski besiyeri uzaklastirildi. Yag
hiicrelerine farklilastirilacak hiicreleri iceren kuyucuklara 2 mL olgunlastirma DMEM’1

(20 pg/mL insulin ve 200 ng/mL biotin iceren) yag hiicrelerine farklilastirilmayacak
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hiicreleri igeren kuyucuklara da 2 mL %10 FBS ihtiva eden DMEM eklendi. Yag

hiicrelerinin olgunlagsmasi islemi yaklasik 6 giin siirdii.

3.3.6. Adiposit Boyanmasi

Olgun adipositlerin boyanmasi deneyinde kullanilan ¢ozeltiler sdyle hazirlandi:

Oil Red-O Stok Cozeltisi: 0,7 g oil red-o az miktarda 2-propanolde ¢oziildii.
Hacmi 2-propanolle 200 mL’ye tamamland1 ve 1 gece magnetik karistiricida bekletildi.
0,22 um membran filtreden siiziildii ve + 4 °C de saklandi.

Oil Red-O Cahisma Cozeltisi: 6 mL oil red-o stok ¢ozeltisi 4 mL steril destile su
ile karistir1ldi. 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. 0,22 pm membran filtreden siiziildii.

% 10 Formaldehit ¢ozeltisi: 27 mL %37°lik formaldehit + 73 mL PBS ile toplam
hacim 100 mL’ye tamamland1

% 60 2-propanol Cozeltisi: 60 mL 2-propanol + 40 mL steril saf su ile toplam
hacim 100 mL’ye tamamland.

Cozeltiler hazirlandiktan sonra farklilasma islemi uygulanmis hiicrelerde TG
birikimini gérmek i¢in asagidaki islemler sirast ile yapildi.

1.0lgun  adipositlerin ~ bulundugu  kuyucuklardaki  besiyerleri  ortamdan
uzaklagtirildi.

2. % 10 luk 2,4 mL formaldehit ile 5 dakika muamele edildi. Eski formaldehit
ortamdan uzaklastirildi. Yeni % 10 luk 2,4 mL formaldehit ortama eklendi ve 1 saat oda
sicakliginda bekletildi( bu miktarlar 6 kuyucuklu pleyt i¢in gecerlidir).

3. Inkiibasyon sonunda formaldehit uzaklastirildi, kuyucuklar % 60’lik 2,4 mL 2-
propanol ile yikandi.

4. Pleytler 37 °C etiivde kuruyana kadar bekletildi.

5. kuyucuklara 1 mL oil red-o g¢alisma c¢ozeltisi eklendi ve 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

6. Oil red-O ortamdan uzaklastirildi ve kuyucuklar dort kez saf su ile yikandi.

7. Pleytler 37 °C etiivde kurutuldu.

8. 3,6 mL %100 liik 2-propanol kuyucuklara eklendi ve pipetaj yapilarak hiicreler
tarafindan tutulan oil red-o nun 2-propanol fazina gegmesi saglandi.

9. 1 mL ¢ozelti kiivete alind1 ve spektrofotometrede 520 nm dalga boyunda

absorbans okundu.
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3.3.7. MTT Testi

Homosistein Stok Cozeltisi(10 mM): 67,595 mg Hcy tartildi, FBS ihtiva etmeyen 5
mL DMEM’de ¢oziildii ve lizeri DMEM ile 50 mL’ye tamamlandi ve -20°C saklandi. Hcy
stok c¢ozeltisi kullanilarak 0, 10, 50, 100, 500, 750 ve 1000 uM konsantrasyonda Hcy
cozeltileri DMEM ile seyreltilerek hazirlandi.
MTT([3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Cozeltisi (5
mg/mL): Hcy’nin hiicreler iizerine toksik etkisi MTT testi ile degerlendirildi(120). Bu
yontemde canli hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu olan MTT boyasinin indirgenmesi
Ozelliginden yararlanilir. Canli hiicreler mitokondriyal enzimleriyle MTT boyasinin
tetrazolyum halkasini parcalayarak sar1 renkli MTT boyasi mor renkli formazan iirliniine
dontstiiriliir (Sekil 13). Hiicre igerisinde tutulan formazan kristalleri dimetil stilfoksit
(DMSO) ile ¢oziindiirtildiigiinde olusan renk yogunlugu 570 nm de spektrofotometrik
olarak 6l¢iildii. Renk yogunlugu ortamdaki canli hiicre sayisi ile orantilidir. MTT testi igin
asagidaki islemler sirasi ile yapildi.
1. Hiicreler sayildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her kuyucuguna
200 pL besiyeri icinde 1.10* hiicre ekildi.
2. Baslangictan 24 saat sonra pleyt inkiibatorden alindi, igerigi uzaklastirildi ve
homosisteinin her konsantrasyonu i¢in (0, 10, 25, 50, 100, 500, 750 ve 1000
uM) ayrilmis olan ti¢ welle 200 pL farkli konsantrasyonlarda Hcy eklendi. 72
saat 37 °C” de inkiibe edildi.
3. inkiibasyondan sonra sonra pleyt igerigi uzaklastirildi ve kagit pegete lizerine
ters gevrilerek vuruldu ve kalan besiyerinin uzaklastirilmasi saglandi.
4. Her kuyucuga 200 pL DMEM eklendi ve lizerine son konsantrasyonu 0.25
mg/mL olacak sekilde her kuyucuga 10 pL MTT boyas1 eklendi.
5. 2saat 37 °C’ de inkiibe edildi.
6. Pleyt icerigi uzaklastirildi ve kagit pegete lizerine ters ¢evrilerek vuruldu ve
kalan icerik uzaklastirildi.
7. Her kuyucuga 200 pL. DMSO eklendi ve pleyt 20 dakika calkalayicida
bekletildi.
8. Invert mikroskop altinda kristallerin tamamen ¢dziiniip ¢oziinmedigi kontrol

edildi.
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9. Mor renk siddetinin absorbansi ELISA okuyucusunda 570 nm dalga boyunda
620 nm referans dalga boyuna kars1 okundu. Her homosistein konsantrasyonu
icin elde edilen absorbans degerinin kontrol absorbans degerine oranm1 100 ile

carpilarak % hiicre canlilig1 hesaplandi.

3.4. Hey’nin 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farkhlasmasi Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

3.3.4.2. farklilastirma islemi bashigi altindaki ilk dort madde aynen tekrarlandi.
Daha sonra asagidaki islemler uygulandi.

5. Hey’nin 0, 10, 50 ve 100 uM konsantrasyonlarinda g¢ozeltileri olgunlastirma
¢Ozeltisi i¢erisinde hazirlandi.

6. Hcy her konsantrasyonu icin farklilastirma baglatilan tger kuyucuk,
farklilastirma baglatilan ancak ilag uygulanmayan {i¢ kuyucuk ve farklilastirma DMEM’i
kullanilmayan yani farklilagtirllmayan ii¢ kuyucuk kullanildi.  Farklilagtirma
Inkiibasyonunun sonunda (48 saat) 2 mL besiyeri uzaklastirildiHcy icin ayrilan
kuyucuklara farklt konsantrasyonda 2 mL Hcy igeren olgunlastirma DMEM’i, Hcy
uygulamast yapilmayan ii¢ kuyucuga 2mL olgunlastirma DMEM’i ve farklilagtirma
yapilmayan (kontrol) kuyucuga 2mL % 10 FBS iceren DMEM eklendi.

7. 48 saat sonra 2 mL besiyeri uzaklastirildi. Farklilastirma baslatilan kuyucuklara
olgunlastirma DMEM’1, kontrol kuyucuguna 2 mL % 10 FBS igeren DMEM eklendi. Yag
hiicrelerinin olgunlagmasi islemi yaklagik 6 giin siirdii. Olgunlastirma islemi siiresince
hesiyerleri iki glinde bir degistirildi.

8. Inkiibasyon sonunda wellere adiposit boyama protokolii uygulandi ve

absorbanslar ol¢iildii.

3.5. Hey’nin 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farklilastirilmasi1 Esnasinda

CD 36 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisinin Incelenmesi

3.4. Hey’nin 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilasmasi iizerine etkisinin
incelenmesi baslig1 altindaki ilk yedi madde aynen tekrarlandi. Inkiibasyon sonunda RNA

izolasyonu yapildu.
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3.6. RNA izolasyonu

Olgun adipositlerden RNA izolasyonu TriPure Isolation Reagent (Roche)kullanilarak

yapildi. Bu islemlerde kullanilan malzemeler sterildi ve DPEC’Ii su ile yikandi.

l.
2.

10.
11.
12.
13.

Kuyucuklardan besiyerleri uzaklastirildi.
Kuyucuklara 1mL TriPure Isolation Reagent eklendi ve pipetajla iyice karigmasi

saglandi.

. Elde edilen igerik hacminin iki kati hacme sahip polipropilen santrifiij tiipiine

alindu.
Homojenize Ornekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek niikleoproteinlerin

ayrilmasi saglandi.

. Her 0Ornegin tiizerine 0,2 mL kloroform eklendi, agz1 kapatildi. 15 saniye

karistirildi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

Cozelti 12000 g’de +4 °C°de 15 dakika santrifiij edildi. Ug faza ayrildi.

En iistteki faz ayr1 polipropilen tiipe alindi ve iizerine 0,5 mL izopropil alkol
eklendi, agz1 kapatildi ve 10-20 s vortekslendi.

Oda sicakliginda 7 dakika bekletilerek RNA ¢okelegi olusmasi saglandi.
Cokelegin ayrilmasi i¢in 12000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi ve
ardindan siipernatant atildi.

I mL %75’1ik etanol tiipe eklendi ve vortekslendi.

7500 g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atild1.

Tamamen kurumasina miisade edilmeden fazla etanol uzaklagstirildi.

RNA pelleti Dietil piro karbonatli (DPEC) su ile pipetaj yapilarak tekrar ¢6ziildii
ve 55°C’da 10-15 dakika bekletildi.

14.Elde edilen RNA ornekleri 1/25 oraminda (2uL RNA + 48 pL DPEC’l

su)DPEC’li su ile seyreltilerek 260/280 nm’de konsantrasyonlar1 ve absorbans
oranlar1 belirlendi. (Elde edilen RNA’nin safli§1260/280 absorbans oranina
baghdir ve iyi bir RNA izolasyonu i¢in bu oranin 1.6-1.9 arasinda olmasi

gerekir.)

15. RNA ornekleri % 0,8’lik agaroz jelde yiiriitiildi.

16. RNA orneklerinden Reverse Transkripsiyon ile cDNA elde edildi.
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3.7. RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

RNA izolasyonu sonunda elde edilen RNA ornekleri % 0,8’lik agaroz jelde
yiiriitiildii ve elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar
ortamina aktarildi ve goriintii kaydedildi. Jel hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler soyle
hazirlandi:

IN NaOH cozeltisi: 4g¢ NaOH 70-80 mL deiyonize suda c¢oziildii ve hacim
deiyonize su ile 100 mL’ye tamamlandi. TAE elektroforez tamponunun pH
ayarlanmasinda kullanildi.

Stok TAE (Tris-asetikasit-EDTA) elektroforez tamponu: 242 g Tris, 37,2 g
Na,EDTA.2H,0; bir miktar deiyonize suda ¢6ziildii ve lizerine 57,1 asetik asit ilave edildi.
IN NaOH ile pH 8,5’a ayarland1 ve son hacim 1L’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 50 kat
seyreltilerek, hem elektroforez tamponu olarak, hem de agaroz jelin hazirlanmasinda
kullanildi.

Etidium Bromiir Cozeltisi: 100 mg etidium bromiir 10 mL deiyonize suda
¢oziindii (10mg/mL). Isiktan korunarak buzdolabinda saklanda.

% 0,8’lik agaroz jel hazirlanmasi: 0,4 g agaroz 50 mL TAE (tris-asetikasit-
EDTA) tamponunda kaynatilarak ¢6ziindii. Elde edilen jel biraz sogutulduktan sonra 10 pL
etidium bromdiir eklendi ve tarak yerlestirilmis jel kabina dokiildii. Jel tamamen donduktan
sonra jel elektroforez tankina yerlestirildi.

% 2’lik agaroz jel hazirlanmasi: 0,8 g agaroz 40 mL TAE (tris-asetikasit-EDTA)
tamponunda kaynatilarak ¢oziildi. Elde edilen jel biraz sogutulduktan sonra 10 uL etidium
bromiir eklendi ve tarak yerlestirilmis jel kabina dokiildii. Jel tamamen donduktan sonra jel
elektroforez tankina yerlestirildi.

RNA numunelerinin Jele Yiiklenmesi: Her bir 6rnege ait 5 pL RNA numunesi
2,5 pL yiikleme tamponu ile karistirildi ve elektroforez tankindaki jele kuyucuklara zarar
vermeden yiiklendi ve 80 voltta 1 saat jelde yiiriitiildii. Yiiriitme isleminin sonunda elde
edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildi

ve kaydedildi (sekil 15).
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3.8. Reverse Transcriptase-PCR ile RNA dan ¢cDNA Elde Edilmesi

cDNA elde etmek i¢cin Promega (catalog no: A3500, promega corporation, Madison,
WILUSA) ticari RT-PCR kiti kullanild1 ve asagidaki islemler siras1 ile uygulandi. Oligo (dT)
15 primer kullanildi.

1. Asagida listelenen reaktifler belirtilen miktarlarda eklenerek 20 puL’lik reaksiyon

ortami hazirland.

Tablo 4. RNA 6rneklerinin reverse transcriptase-PCR islemine hazirlanmasi

Reaktifler Hacim 50 6rnek icin hacim
25 mM MgCl, 4 uL 200 puL
RT 10x tampon 2 uL 100 pL
dNTP karisimi 10mM 2 uL 100 uL
Recombinant RNAaz inh. 0,5 uL 25 uL
Enzim(AMV) Rev.Tr. 0,7 uL 35ulL
Oligo(dT);s primer 1 uL 50 uL

Son konsantrasyonu 1 pg/uL toplam RNA 2 uL
Niikleaz free su 7,8 uL 380 uL

2. Hazirlanan reaksiyon ortamina asagidaki protokol uygulandi. Elde edilen cDNA
ornekleri -80 °C Real-Time PCR yapilana kadar saklandi.

Tablo 5. Reverse transcriptase-PCR protokolii

Sicaklik °C  Dakika Amaci
42 15
95 5
4 5 Alfalfa mozaik alfavirus(AMV) Rev.Tr. inaktive etmek ve

cDNA’ya baglanmasini engellemek
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3.9. Real Time PCR

PCR iirlinlerinin iiretimi SYBR Green fluoresans sinyalinin 6lgiilmesi ile tayin
edildi. SYBR Green DNA cift sarmalindaki kiigiik ve biiylik oyuklara girer. Cozeltideki
baglanmamis boya c¢ok diisiik flouresans 1s1ma yapar. Ancak SYBR Green’in DNA’ya
baglanmasi arttikca 530 nm dalga boyunda flouresans i1sima yiikselmektedir. PCR
siiresince SYBR Green fluoresans 1simasindaki artis direkt olarak iiretilen ¢ift zincirli
DNA oranina bagli olarak artmaktadir(121). Real Time PCR islemi Roche LightCycler 480
I marka cihazda katalog no: 11782-200/01K olan invitrogen Universal EXPRESS SYBR
GreenER qPCR SuperMixes and Two-Step qRT-PCR kiti kullanilarak {iretici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda yapildi. Bu kit yliksek performans, giivenilir, verimlilik ve diisiik
kontaminasyon riskine sahiptir. Bu kit kullanilirken ek olarak cDNA ve PCR primerlerine

ihtiyag¢ vardir. Tablo 6 da Real Time PCR’da kullanilan primer dizileri verildi.

Tablo 6. Real Time PCR’da kullanilan primer dizileri(122).

Primer ad1 Primer sirasi Uriin

B-aktin forward 5’-GAG ACC TTC AAC ACC CC- 3’ 199 bp
reverse 5’-GTG GTG GTG AAG CTG TAG CC- 3’

CD 36 forward 5’- GAT GTG GAA CCC ATA ACT GGA TTC AC-3" 98 bp

reverse  5’- GGT CCC AGT CTC ATT TAG CCA CAG TA- 3’

3.9.1. Real Time PCR Protokolii

1- Amplifikasyonun(Biiyilitme) baslangicinda, reaksiyon karisimi denatiire DNA’y1,
primerleri ve SYBR Green boyasini igerir.

2- Primerlerin annealingi(PCR'da DNA'larin ¢ogaltilmast asamasinda kullanilan
termo cycle'daki birinci asama). Bu asamada primerlerin ortamda bulunan hedef DNA
kompenenti ile birlesmesi ve tekrar ayrigsmasi olay1 sonrasinda, ¢ok az boya molekiilii ¢ift
zincire baglanabilir. DNA’ya baglanma sonucunda uyarima bagli olarak SYBR Green

molekiillerinin 15181 yaymasinda 6nemli bir artis olur.
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3- Elongasyon (Uzama) siirecinde, daha ¢ok boya yeni sentezlenen DNA’ya
baglanir. Gelecek 1sitma dongiisii icin DNA denatiirasyonuna bagli olarak boya
molekiilleri salinirlar ve flouresans 1s1ma sinyali diiser.

4- Her PCR dongiisiiniin elongasyon basamaginin sonunda flouresans 1s1k siddeti
Olctimii amplifiye olmus DNA’nin miktarindaki artis1t monitérden izleyebilmek igin yapilir.
Sadece istenen PCR iiriinliniin amplifiye oldugundan emin olmak i¢in erime egrisi analizi
PCR’dan sonra yapilabilir. Erime egrisi analizinde reaksiyon karisimi yavasca 95 C”ye
kadar 1sitarak cift zincirli DNA eritilir ve SYBR Green I flouresansindaki siirekli azalis
tespit edilir. Flouresans 1sik siddetindeki bu azalis erime piki olarak monitérden
goriilebilir. Her bir erime piki DNA {irlin partikiiliiniin karakteristik erime sicakligini(Tm)
gosterir. Tm sicakliginda DNA’nin %50°si ¢ift zincirli %50’si tek zincirlidir.

cDNA’lar1 olusturulan her bir 6rnek i¢cin Tablo 7’deki gibi pipetlemeler 96
kuyucuklu LightCycler pleyte yapildi. 5 s’lik spindown islemi gerceklestirildikten sonra
LightCycler 480 II (Roche, Germany) cihazinda Tablo 8‘deki program esliginde Real Time
PCR yapild1 (121).

Tablo 7. Orneklerin Real Time PCR igin hazirlanmasi

1 6rnek 40 ornek
Eklenecek Reaktifler
icin hacim icin hacim

SYBR GreenER qPCR SuperMix Universal 10 uLL 400 pL

10 uM forward primer (500 nM final) 1 uL 40 pL
10 uM reverse primer (500 nM final) 1 uL 40 uL
Niikleaz free su 3ul 120 pL
cDNA (her 6rnek i¢in) SuL

Tablo 7°de verilen miktarlar kullanilarak beta aktin, CD 36 i¢in ayr1 ayr1 reaksiyon
karisimi hazirlandi. Roche LightCycler 480 II marka qPCR cihazinin 6zel pleytine her bir
ornek i¢in beta aktin, CD 36 PCR karisimu ii¢ farkli kuyucuga 15 pL pipetlendi. Beta aktin,
CD 36 kuyucuklarina her 6rnege ait cDNA 6rneklerinden 5 pL ilave edilerek toplam hacim
20 pL’ye tamamlandi. Her 6rnege ait cDNA yiiklendikten sonra pleytin iizeri 6zel cover ile

lyice kaplandi. Pleyt kisa siireli santrifiijlendikten sonra Roche LightCycler 480 II marka
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qPCR cihazina yerlestirildi. Asagidaki tabloda wverilen iiretici firmanin tavsiyesi

dogrultusunda qPCR programi cihaza programlandi ve PCR iglemi gergeklestirildi.

Tablo 8. Real Time PCR protokolii

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 50 Kantifikasyon
Erime Egrisi 1 Erime
Egrileri
Sogutma 1 -
Sicakhik
Hedef Sicakhik (°C) Elde Etme Modu Siire(hh:mm:ss)  Artis Hizx
(°Cl/s)
On inkiibasyon
95 - 00:05:00 4.4
Amplifikasyon
95 - 00:00:10 4.4
Primer Tm - 00:00:10 22
dakikada 5 °C
72 Tek 00:00:10 4.4
Erime Egrisi
95 - 00:00:05 2.0
65 - 00:01:00 2.0
97 Devamli (5-10 acquisitions
per °C)
Soguma
40 - 00:00:10 2.0

3.9.2. Orneklerin Real Time PCR Sonuclarinin Hesaplanmasi

Real-Time PCR islemi esnasinda pozitif kontrol Ornegine ait bes farkli

konsantrasyonda (1.10°%, 1.10°, 1.10%, 1.10%, 1.10%) cDNA &6rnegi beta aktin primeri ile PCR



50

islemine tabi tutuldu. Bir standart grafigi olusturuldu. Her kuyucuktaki Ornegin
konsantrasyonlari standart grafiginden faydalanilarak hesaplandi. Her 6rnegin CD 36 gen
expresyonu konsantrasyonu degeri ayni orne8in beta aktin konsantrasyonuna oranlandi.
Elde edilen degerler 100 ile carpilarak her ornek i¢in CD 36 gen expresyonu yiizdesi

hesaplandi ve elde edilen sonuglar karsilastirildi.

3.10. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Real-Time PCR sonunda elde edilen PCR firiinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiildii
ve elde edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina
atildi ve goriintii kaydedildi. Jel ve kullanilan ¢ozeltiler 3.7.’de verildigi gibi hazirlandi.

Real Time PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi: Her bir 6rnege ait 5 uL PCR {iriinii
2,5 uL yiikkleme tamponu ile karistirild1 ve elektroforez tankindaki jele kuyucuklara zarar
vermeden yiiklendi ve 80 voltta 1 saat jelde yiiriitiildii. Yiriitme isleminin sonunda elde
edilen jel goriintiisii dijital goriintiileme sistemi kullanilarak bilgisayar ortamina aktarildi

ve goriintii kaydedildi.
3.11. istatistiksel Analizler
Elde edilen veriler ortalama + SD cinsinden verildi. Gruplar arasindaki farklilik

eslestirilmis ornekler t testi kullanilarak tespit edildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Hey’nin 3T3-L1 Hiicreleri Uzerine Toksik EtKisi

Hiicre kiltiiri deneyinde kullanilacak Hcey i¢in en uygun dozlarin belirlenmesi igin

MTT testi yapild: (Sekil 13).

0 10 50 100 500 750 1000
Homosistein { phfd)

Sekil 13. MTT testi pleyt goriintiisii

MTT testi sonunda farkli homosistein konsantrasyonlarina karsilik elde edilen %
canlilik sonuglar1 tablo 9°da verildi. Elde edilen bu sonuglara gore deneylerde 0, 10, 50,

100 uM konsantrasyonlarda homosistein kullanilmasina karar verildi.

Tablo 9. Homosisteinin 3T3-L1 hiicreleri iizerine toksik etkisi( % canlilik testi)
n 3 3 3 3 3 3 3

Hcey(uM) 0 10 50 100 500 750 1000
% canlilik 100 97 116 84 54 40 53
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4.2. 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farklilasmasi

Deneylere baslamadan once standart protokol uygulanarak 3T3-L1 hiicre serisinin
yag hiicrelerine doniisiimiiniin belirlenmesi i¢in yaptigimiz deneylerde, farklilagsmanin
%80 civarinda gergeklestigi tespit edildi. Hiicrenin ekiminden 24 saat sonra, konflue
oldugunda, yag hiicrelerine doniistiiginde ve yag hiicrelerinin Oil Red O ile boyandigi

zamanlara ait mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 14’de verildi.

¥ag Damlariklan Toplanas

Hiicre

Sekil 14. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma siirecinde elde edilen mikroskop goriintiileri
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Sekil 15. RNA 6rneklerinin Jel goriintiisii

4.3. 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farkhlasmasi Uzerine Hcy’nin

Etkisinin Incelenmesi

Homosisteinin 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilagmasi iizerine etkisini
degerlendirmek amaciyla deney sonunda her kuyucukta bulunan yag hiicresine
farklilasmamais hiicreler ve farklilagsmis olgun yag hiicreleri Oil Red O boyasi ile boyandi
ve 520nm dalga boyunda absorbanslari Olgiildii. Elde edilen absorbans degerleri
ortalamatstandart sapma (ort£SD) seklinde tablo 10’de verildi. Ort+SD degerleri aym
zamanda sekil 16°da bar grafigi seklinde gosterildi.

Tablo 10. 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilagmasi {iizerine homosisteinin

etkileri.

n 4 4 4 4 4
Farklilasma - + + + +
Hcy(uM) - - 10 50 100
Absorbans

0,344+0,031  0,500+0,047 0,428+£0,026 0,429+0,026 0,438+0,043
(Ort£SD)
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Yag hiicrelerine farklilasmamis hiicreler ile farklilasmis olgun yag hiicreleri Oil
Red O boyasi ile boyandiktan sonra elde edilen ortalama absorbans degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P<0,05). Farkli konsatrasyonlarda Hcy
uygulanan hiicreler Hcy uygulanmayan hiicrelerle karsilastirildiginda Hcy’nin
farklilagmayn istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 bulunmustur (P<0,05). Ortalama

absorbans degerlerine ait bar grafigi sekil 16’de verilmistir.

=
o
1

o o
"= n
1
HAH

Absorbans{520 nmk
o o
W
1 1

=}
-_'l.
1

o
Farkhlasma - + + + +
Hey (nlh) - - 10 S0 100

Sekil 16. 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilagmasi tizerine homosisteinin
etkileri

4.4. 3T3-L.1 Hiicrelerinden Yag Hiicrelerine Farklilasmis Olgun Adipositlerde

Hcy’nin CD 36 Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisinin incelenmesi

Homosistein ile muamele edilen 3T3-L1 hiicre serisinde olgun adipositlerde her
ornegin CD 36 gen ekspresyonu ayni 0rnegin beta aktin ekspresyonu ile oranlandi. Elde
edilen degerler 100 ile garpilarak her 6rnek i¢in CD 36 gen expresyonu ylizdesi hesaplandi

ve CD 36 gen expresyonu % cinsinden ifade edildi.
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Tablo 11. Yag hiicrelerine farklilasmis olgun adipositlerde homosisteinin CD 36 gen

eksperesyonu iizerine etkileri

n 3 3 3 3 3
Farklilasma - + + + +
Hey(uM) - - 10 50 100
Artis Orani 0 11 6 14 16
Alt degerler 83,60 106,43 85,73 94,43 112,37
Ustdegerler 123,70 116,77 126,29 139,25 121,79

-aletin

- — - — e
£ - M S = —"":un:ll:
160 - l
?E: k40 5 T CD 36
120 -
% 100 T = T L =
£ [ |
2 80
L
$ 601
0}
- 40 4
=
S 20
0
Faikhlasma - + + + +
Hey (uM) & i 10 50 100

Sekil 17. Deney gruplarindaki B-aktin ve CD 36 PCR firiinlerinin jel elektroforezi
gorlintiisii ve CD 36 gen eksperesyonun % cinsinden ortalama degerlerinin bar
grafigi

Yag hiicrelerine farklilasmamig 3T3-L1 hiicreleri ile Hcy uygulanan farklilagsmis
olgun yag hiicreleri real-time PCR sonrasi % CD 36 gen ekpresyonu acisindan
karsilastirildi. % CD 36 gen ekpresyonunda az miktarda bir artis goriilmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). Farkli konsatrasyonlarda Hey
uygulanan yag hiicrelerine farklilagmis olgun yag hiicreleri kendi i¢inde karsilastirildiginda
da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). CD 36 gen ekpresyonu
degerleri %+SD cinsinden tablo 10°’da verilmistir. Ayrica deney gruplarindaki PCR
tirtinlerinin jel elektroforezi goriintiisii ve CD 36 gen eksperesyonun % cinsinden ortalama

degerlerinin bar grafigi sekil 17°de verilmistir.
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Sekil 18. Orneklere ait Beta Aktin melting egrisi
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Sekil 19. Orneklere ait CD 36 melting egrisi
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Sekil 20. PCR Standart grafigi
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5. TARTISMA

Adipoz doku adipokinler olarak adlandirilan biyoaktif peptidlerin sentezlendigi ve
salgilandi1g1, fazla enerjinin trigliseridler seklinde depolandigi viicudun en biiyiik enerji
deposudur. Enerji metabolizmasin1 diizenleyen fizyolojik ve patolojik proseslerin bir
kisminda aktif bir rol oynar. Bu nedenle adipositler obezite, tip 2 diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel terapatik hedef gosterilmektedir(123).

In vivo modellerin yan1 sira in vitro olarak primer yag hiicresi kiiltiirii ve yag
hiicresine farklilagsabilen cesitli hiicre serileri hem olgun yag hiicresinin, hem de yag
hiicresine farklilagma siirecinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda yogun olarak
kullanilmistir. Bilinen bir¢cok preadiposit hiicre dizileri mevcut olmasina ragmen en iyi
sekilde karakterize edilen ve molekiiler ¢alismalarda en ¢ok kullanilan 3T3-L1 hiicre
serisidir (11).

Smif B ¢opeii reseptorii olan CD 36, 88 kDa agirliginda bir glikoproteindir. CD 36
plateletlerde, monositlerde, makrofajlarda, kapiller endotel hiicrelerinde ve adipositlerde
sentezlenir. CD 36 aktarilmis insan epiteliyal bobrek hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda, CD
36’nin 6zgiil olarak OxLDL baglama kapasitesini ilk defa ortaya koyarak CD 36’nin bir
okside lipoprotein reseptorii oldugunu gostermislerdir (29).

Adipositler hiperkolesterolemik kosullar altinda CD 36 aracilifiyla dolasimdan
OxLDL’leri alir ve azaltirlar. Bu 6zelliginden dolayr adipoz doku dolasimdaki kolesterol
icin bir ‘tampon havuzu (buffering pool)’ olarak diisliniilmektedir. Bu durum ¢ogu
arastirmaci tarafindan adipositlerin aterosklerozun tedaviside potansiyel bir hedef olarak
goriilmesine neden olmustur (124).

Homosistein kardiyovaskiiler hastaliklar icin bagimsiz bir risk faktoriidiir.
Homosisteinin  endotelyal fonksiyon bozuklugu, wvaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu, lipoprotein oksidasyonunun artisi, platelet aktivasyonu gibi olaylarda rol
oynadigr gosterilmigtir. Obez insanlarda serum Hyc seviyelerinin arttigr cesitli

caligmalarda gosterilmistir (125). Ancak Hcy ile yag dokusundaki CD 36 arasindaki
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iliskiyi inceleyen ¢alisma heniiz yapilmamistir. Yaptigimiz bu ¢alismada bir¢ok patolojik
olayla iliskisi olan Hcy’nin yag dokusuna OxLDL alimimini diizenleyen CD 36
ekspresyonuna etkisi hiicre kiiltiirlerinde incelenmistir. Bir c¢alismada human
monocytes/macrophages (THP-1) hiicrelerinin 200 uM Hcy ile 72 saat inkiibasyonu
sonucu CD 36 expresyonunun kontrol grubuna gore % 141.2 arttifi bulunmustur(88).
Baska bir c¢alismada Hcy ile beslenen fareleri normal diyetle beslenen farelerle
karsilastirdiklarinda Hcy ile beslenen apoE -/- farelerde plazma OxLDL seviyesinin
arttigini1 buna bagh olarak da aterosklerotik lezyonlarda ve CD 36 ekspresyonunda bir artis
oldugu goriilmiistiir. in vitro analizler makrofajlarda Hcy’nin 25-50 pM konsatrasyon
araliginda LDL oksidasyonunu artirdigin1 gostermistir. Diyetle alinan Hcy dolasimdaki
OxLDL seviyesini artirarak aterosklerotik lezyonlarin olusumunu tetikler ve artan OxLDL,
CD 36 ekpresyonunu diizenler. Ayrica Hcy ile aktiflesmis endotel hiicreleri ile
monositlerin etkilesimi monositlerde CD 36 upregiilasyonuna sebep olmaktadir(89).

Calismamizda ATCC’den temin edilen 3T3-L1 hiicreleri (LOT: 58078556)
kullanildi. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicrelerin uygun sayida ekilmesi 6nemli bir
noktadir. Ornegin 25cm? lik bir flaska ATCC tarafindan 70.10° 3T3-L1 hiicre ekilmesi
tavsiye edilmektedir. Eger bu saynin iki ii¢ kat1 hiicre ekersek hiicrelerin beklenenden
daha kisa bir zamanda konfuliye oldugu goriiliir. Konfuliye olan 3T3-L1 hiicreleri ¢ogalma
ozelligini kaybederler. Bu hiicreler bir sonraki pasajlanmalarinda bulunduklar1 ortamin
zeminine tutunamaz ve ayrilirlar. Dolayisiyla 3T3-L1 hiicreleri ekimi esnasinda hiicrelerin
dogru sayilmasina ve hiicrelerin temin edildigi firmanin tavsiyesi dogrultusunda uygun
sayida hiicre ekilmesine 6zen gdsterilmelidir.

Hiicre kiiltiirti calismalarinda kullanilan malzemelerin miimkiin mertebe ¢alismanin
biitlin agamalarinda ayni lot numarali ve ayn1 firmaya ait olmasina dikkat edilmeli. Bu
durum caligmanin standardizasyonu ic¢in ¢ok Onemlidir. Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda
kullanilan su steril, deiyonize ve 17.800-18.100 MQ-cm arasinda Ozdirence sahip
olmalidir. Besiyerinin degistirilmesi esnasinda hiicrelere rahatsizlik verilmemeli. Ornegin
kullandigimiz pipetin ucunu hiicrelere dokundurmamaliyiz. Besiyerini pipetlerken
kuyucuklarin yan cidarindan yavas yavas eklemeli ve hiicrelerin zeminden ayrilmasina
miisade etmemeliyiz. Farklilasmis yag hiicrelerinin boyanmasi esnasinda boya ¢6zeltisinin
hiicre yiizeyini kaplamasi ve pleytin yan cidarinin boya maddesi ile temas etmemesine
0zen gosterilmelidir. Daha 6nce yapilan bir ¢calismada 100 ng/mL konsantrasyonda biotinin

adiposit farklilagmasi siiresini kisalttigi gosterilmis (126). Bizde yaptigimiz bu ¢alimada



60

farklilagsma siiresini  kisaltmak amaciyla ortama katalizér olarak 100 ng/mL
konsantrasyonda biotin ekledik. Bunlarin yani sira ortama farklilagtirma ajani olarak
IBMX, DEX ve insiilin ilave ettik. Ortama ilave edilen bu farklilastirma kokteyli
farklilasmanin daha kisa siire igerisinde ger¢eklesmesini saglar.

Hiicre kiiltiirii deneyinde kullanilacak homosistein i¢in en uygun dozlarin
belirlenmesi amactyla MTT testi yapildi (Sekil 11). MTT testi sonunda farkli homosistein
konsantrasyonlarina karsilik elde edilen % canlilik sonuglar1 tablo 9°da verildi. MTT testi
sonucu 0, 10, 50, 100 uM konsantrasyondaki homosisteinin 3T3-L1 hiicreleri i¢in toksik
etki gostermedigini ancak 100 uM’mn iizerindeki Hcy dozlarmin 3T3-L1 hiicrelerinde
toksik etki yaptig1 bulundu. Elde edilen bu sonuglara gore deneylerde 0, 10, 50, 100 uM
konsantrasyonlarda homosistein kullanilmasina karar verildi.

Farklilasmanin gergeklesip gergeklesmedigini belirlemek icin Oil Red O boyasi ile
boyamak, Gliserol-3-fosfat dehidrogenaz aktivitesini 6lgmek ve insiilin baglama metodu
gibi cesitli yontemler mevcuttur(126). Biz bu yontemlerden literatiirde en fazla kullanilan
Oil Red O boyasi ile boyama yontemini tercih ettik. Giivenilir, ucuz, kolay olmasinin yan
sira mikroskop altinda lipit damlaciklarini kolayca gorebildigimiz i¢in bu yontemi tercih
ettik. 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilasmasi iizerine homosisteinin etkisini
degerlendirmek icin deney sonunda her kuyucukta bulunan (yag hiicresine farklilasmamais
hiicreler ve farklilagsmis olgun yag hiicreleri) hiicreler Oil Red O boyasi ile boyandi ve
520nm dalga boyunda absorbanslar1 dl¢iildii. Boyama sonrasi mikroskop goriintiileri ve
elde edilen absorbans degerleri farkalilagmanin basarili bir sekilde gerceklestirildigini
gosterdi. Elde edilen absorbans degerleri ortalama+standart sapma (ort+=SD) seklinde Tablo
11°de verildi. Ort+=SD degerleri ayn1 zamanda sekil 14’de bar grafigi seklinde gosterildi.
Yag hiicrelerine farklilasmamis 3T3-L1 hiicreleri ile farklilasmis olgun yag hiicreleri Oil
Red O boyasi ile boyandiktan sonra elde edilen ortalama absorbans degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii (P<0,05). Bu sonug 3T3-L1 hiicrelerinin
yag hiicrelerine basariyla farklilastirildigini géstermektedir. Farkli konsatrasyonlarda Hey
uygulanan hiicreler Hcy wuygulanmayan hiicrelerle karsilagtirildiginda Hcy’nin
farklilagsmayn istatistiksel olarak anlaml diizeyde azalttig1 bulunmustur (P<0,05). Adiposit
farklilasmasi incelendiginde, PPAR y ve C/EBP o’nin farklilagmanin erken evrelerinde
sentezlendigi bilinmektedir (21). PPAR vy adiposit farklilagmasi i¢in gereklidir ve
adipogenezin temel transkripsiyonel diizenleyicisidir. Aym1 zamanda adiposit lipid

depolamasiyla iligkili birgok geni direkt aktiflestirir. Beyaz yag dokusunda yiiksek
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seviyede sentezlenmektedir (127). Yiiksek homosistein seviyeleriyle PPAR 7y ekpresyonu
arasinda negatif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (118). Yaptigimiz ¢aligmada,Hcy ile
muamele edilen 3T3-L1 hiicrelerinde artan Hcy konsantrasyonunun farklilagmay1
azalttigin1 gordiik. Bu sonuca bagli olarak Hyc’in PPAR y ekpresyonu azaltarak adiposit
farklilagsmasini azaltmis olabilecegi kanaatine vardik.

PCR firiinlerinin tiretimi SYBR Green fluoresans sinyalinin Ol¢iilmesi ile tayin
edildi. Real Time PCR islemimi Roche LightCycler 480 II marka cihazda katalog no:
11782-200/01K olan invitrogen Universal EXPRESS SYBR GreenER qPCR SuperMixes
and Two-Step gRT-PCR kiti kullanilarak iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda
yapildi. Bu kit yiiksek performans, giivenilir, verimlilik ve diisitk kontaminasyon riskine
sahiptir. Homosistein ile muamele edilen 3T3-L1 hiicre serisinde olgun adipositlerde her
ornegin CD 36 gen ekspresyonu konsantrasyonu ayni drnegin B-aktin konsantrasyonuna
oranlandi. Elde edilen degerler 100 ile c¢arpilarak her ornek igin yiizde CD 36 gen
expresyonu hesaplandi. CD 36 gen expresyonu % cinsinden ifade edildi. CD 36 gen
ekpresyonu degerleri %+SD cinsinden Tablo 11°de verilmistir. Ayrica Deney
gruplarindaki PCR firiinlerinin jel elektroforezi goriintlisii sekil 14 ve sekil 15°de
verilmigtir. Yag hiicrelerine farklilasmamis 3T3-L1 hiicreleri ile Hcy wuygulanan
farklilasmis olgun yag hiicreleri real-time PCR sonras1 CD 36 gen ekpresyonu acgisindan
karsilastirildi. Farklilastirma islemi uygulanan hiicrelerin CD 36 gen ekpresyonunda
farklilagtirma uygulanmayan hiicrelere oranla % 11°lik bir artis goriilmesine ragmen bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05). Farklilagtirma islemi uygulanan
ve farkli konsatrasyonlarda Hcy ile muamele edilen olgun yag hiicreleri kendi iginde CD
36 gen ekpresyonu agisindan karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05). Adipositler kolesterol dengesinde ¢ok ©nemli fonksiyona
sahiptir. Adipoz doku viicudun en genis serbest kolesterol havuzuna sahiptir. Normal
bireylerde viicut kolesteroliiniin % 25 1 yag dokusunda bulunurken bu oran obez hastalarda
% 50 ye artmaktadir. Adipositlerde kolesterol sentez yolunun diisiik aktivitesinden dolayi
adipositlerin temel kolesterol kaynagi dolasimdaki serbest lipoproteinlerdir. Ayrica
hiperkolesterolemik sartlarda yag dokusunda bulunan CD 36, OxLDL’leri alir ve
dolagimdaki miktarmi azaltir (4). CD 36 ekpresyonu PPAR vy yolu araciligiyla
diizenlenmektedir. Monositlerde Phorbol 12-Myristate 13-Acetate(PMA), IL-4, makrofaj
koloni uyarici faktor, PPAR y’nin aktivasyonu araciligryla CD 36 ekpresyonunu uyarirlar.

PMA gibi PKC agonistleri mitogen aktivated protein (MAP) kinaz sinyal yolunu
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aktiflestirirler. Hcy makrofajlarda PKC’nin aktiflesmesini diizenler. Hcy serbest
radikallerin tiretimini uyarir. Boylece reaktif oksijen tiirlerinin agir1 liretilmesine ve PPAR
v aktivasyonu araciligryla PKC-MAP kinaz yolunun aktiflesmesine sebep olan oksidatif
stres, Hcy’nin CD 36 aktivasyonunu ve OxLDL alimimini artirdigi anlagilir (118). Bir
calismada Hey’in PKC’yi artirdigi ve PPAR y’y1 azalttigi gosterilmistir (4). Baska bir
calismada makrofajlarda OxLDL ‘nin CD 36 gen ekspresyonunu PKC ve PPAR vy
araciligiyla artirdigini gostermislerdir(88). Biz calismamizda Hcy’nin adipositlerde CD 36
gen ekspresyonu {izerine etkisinin olmadigin1 bulduk. Bunun sebebi Hcy’nin PKC
aktivitesini artirirken PPAR vy aktivitesini azaltmasi sonucu her iki mediatoriin sinyal
yolaginda birbirinin etkisini dengelemesi olabilir. Dolayisiyla ortamda Hcy bulundugu
durumlarda CD 36 gen ekspresyonuna PKC’nin ve PPAR y’nin etki etmedigi sonucu
cikmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda makrofajlarda CD 36 gen ekperesyonunu Hecy’den
ziyade OxLDL’nin artirmis olabilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

CD 36 gen polimorfizmi bulunan hastalardan izole edilmis monosit/makrofajlarda
OxLDL baglanmasinin ve birikiminin kontrol hiicrelerine gére %40 oraninda azaldigi
saptanmistir. Erken aterosklerotik lezyonlarin olusumu siiresince, CD 36 ekpresyonu
makrofajlarda OxLDL aliniminda ve kdpiik hiicre olusumunda hayati bir 6neme sahiptir.
Bir calismada 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicrelerine farklilagmasi esnasinda CD 36
araciligryla OxLDL’nin hiicre i¢ine alinmast ve yikilmasinda 6nemli bir artis oldugu
gosterilmistir. Ayrica baska bir ¢alismada 3T3-L1 hiicrelerinde CD 36 ligandi1 olan
OxLDL’nin ayn1 zamanda CD36 ekpresyonunu artirdigi gosterilmistir (45, 46).

Bu  bilgiler adipositlerin makrofajlar gibi fagositler olarak fonksiyon
gosterebilecegini gostermektedir. Kandaki OxLDL diizeyleri ile akut koroner sendromlarin
ciddiyeti arasinda pozitif korelasyon olduguna dair oldukga fazla kanit mevcuttur. Hepatik
kulpfer hiicreleri OxLDL’nin kandan temizlendigi temel bir yer olarak bilinmektedir. CD
36 monositlerde, adipositlerde, dendritik hiicrelerde ve retinal pigment epitelyumunda
apopitotik hiicrelerin fagositozuna aracilik eder. Adipoz doku viicutta bol miktarda
bulundugu i¢in OxLDL’nin CD 36 araciligiyla adipositik fagositozu, aterogenez riskini ve
ciddiyetini azaltan muhtemel fizyolojik bir mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir.
Obezite koroner kalp hastaliklar1 i¢in bagimsiz bir risk faktér oldugu goriisii oldukca fazla
kabul gormektedir. Ancak obezite ve ateroskleroz arasindaki baglanti tam olarak
aciklanamamistir. Adipositler tarafindan OxLDL’nin bol miktarda alinimi asir1 lipid

birikimine yol agar. Buna bagl olarak adipoz doku ateroskleroz ve insulin direnci ile
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iligkili olan TNF-a, resistin ve PAI-1 gibi sitokinleri bol miktarda salgilar. Sonug olarak bu
durum obeziteye, insiilin direncine ve ateroskleroza yol agabilir. Ilging bir hipotez olarak
adipositlerde CD 36’ nin hasarlanmaya yaklasmis, yaslanmis ya da apapitotik adipositlerin
taninmasina ve temizlenmesine de istirak ettigi diisiiniilmektedir. Lezyon gelisiminin erken
evrelerinde OxLDL monosit ve makrofajlar tarafindan bol miktarda alinmaktadir. Bu
durum makrofajlarda CD 36 expresyonunun aterosklerozun patogenezindeki Onemini
gostermektedir (45).

Sonug¢ olarak, 3T3-L1 hiicrelerinde yapilan c¢alismada Hcy’nin adiposit
farklilagmasini azalttigt ancak CD 36 gen ekspresyonu iizerine etkisi olmadigi
goriilmustiir. Ancak hiicre kiiltiirii ¢aligmalart in vivo ortamlardan farkli oldugu igin
OxLDL’nin yag dokusu tarafindan uzaklastirilmasina Hey’nin etkinligi in vivo olarakta

incelenmelidir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

. MTT testi sonucu 0, 10, 50, 100 uM konsantrasyondaki homosisteinin 3T3-L1

hiicreleri i¢in toksik etki gostermedigi bulunmustur

. Yag hiicrelerine farklilasmamis 3T3-L1 hiicreleri ile farklilagmis olgun yag

hiicreleri Oil Red O boyasi ile boyandiktan sonra elde edilen ortalama absorbans
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0,05).

. Farkli konsatrasyonlarda Hcy uygulanan hiicreler Hcy uygulanmayan hiicrelerle
karsilastirildiginda Hey’nin farklilasmay1 istatistiksel olarak anlamli diizeyde
azalttig1 bulunmustur (p<0,05).

. Yag hiicrelerine farklilasmamig 3T3-L1 hiicreleri ile Hcy uygulanan farklilagmis
olgun yag hiicreleri real-time PCR sonrast % CD 36 gen ekpresyonu agisindan
karsilagtirildi. % CD 36 gen ekpresyonunda az miktarda bir artis goriilmesine

ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

. Farkli konsatrasyonlarda Hcy uygulanan yag hiicrelerine farklilasmis olgun yag

hiicreleri kendi i¢inde karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamastir (p>0,05).
. In vitro olarak elde edilen bu sonuglarm in vivo olarak da desteklenmesi

gerekmektedir.

. Diger OxLDL reseptorleri lizerine Hcy’nin etkileri inceleyen farkli ¢alismalar

yapilabilir.
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7. OZET

CD 36 (Cluster of Differentiation 36) adipositler, monositler/makrofajlar,
plateletler, mikrovaskiiler endotel hiicreler gibi ¢esitli hiicre ve dokularda sentezlenen sinif
B ¢Opgii reseptor ailesinin bir iiyesidir. CD 36 yag hiicreleri tarafindan Okside LDL
(OxLDL)’ nin alinmasi ve azaltilmasinda énemli bir rol oynar.

Homosistein kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir.
Homosisteinin  endotelyal fonksiyon bozuklugu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu, lipoprotein oksidasyonunun artisi, platelet aktivasyonu gibi olaylarda rol
oynadig1 ifade edilmistir. Ayrica obez insanlarda serum Hyc seviyelerinin arttig1 cesitli
caligmalarda gosterilmistir. Ancak Hcy ile yag dokusundaki CD 36 arasindaki iliskiyi
aragtiran bir calisma yapilmamistir. Yaptigimiz bu caligmada bir¢ok patolojik olayla
iliskisi olan Hcy’nin 3T3-L1 hiicre serisinde adiposit farklilasmasi ve yag dokusuna
OxLDL alinimin diizenleyen CD 36 ekspresyonuna etkisi hiicre kiiltiirlerinde incelenmesi
amagclanmustir.

Hcy’nin 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilagmasina ve CD 36 ekspresyonuna
etkisinin icelendigi ¢alismamizda,Hcy uygulan hiicrelerde farklilagmanin istatistiksel
olarak anlamli seviyede azaldigi tespit edildi (p<0,05).CD 36 gen ekpresyonunda az
miktarda bir artig goriilmesine ragmen bu artigin istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig tespit edildi (p>0,05).

Sonug olarak Hey’nin 3T3-L1 hiicrelerinde adiposit farklilasmasini azalttigi ancak

yag dokusunda CD 36 ekspresyonuna etkisinin olmadig1 kanaatine varildi.
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8. SUMMARY

Effect of Homocysteine on Oxidized LDL Receptor Gene Expression

in Adipose Tissue

CD 36 (Cluster of Differentiation 36) is a member of class B scavenger receptor
family, expressed in cells and tissues including monocytes/macrophages, platelets,
microvascular endothelial cells. CD 36 also functions as uptake and in degradation of
oxidized low density lipoprotein (OXxLDL) in adipocytes.

Homocystein is an independent risk factor for cardiovascular diseases. It was
reported that homocystein plays important role in endothelial dysfunction, vascular smooth
muscle proliferation, increased lipoprotein oxidation and platelet activation. High serum
homocystein levels were also noticed in obese subjects by several studies. Relationship
between Hcy and CD 36 in adipose tissue has not been studied. In this study investigation
of the effect of Hcy, involved in many pathological cases, on adipocyte differentation and
CD 36 expression in 3T3-L1 cell lines was aimed.

It was determined that adipocyte differentation was decrease significantly in cells
treated with homocysteine (p<0,05). Gene expression of CD 36 increased but this was not
statistically significant (p>0.05).

It was concluded that Hcy reduces adipocyte diffentation in 3T3-L1 cell lines but

has no significant effect on CD 36 gene expression in adipose tissue.
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