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1. OZET

Homosisteinin Normal ve Obez Farelerin Yag Dokusunda CD36 Gen

Ekspresyonu Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasindan
kaynaklanan bir hastaliktir. Homosistein (Hcy), esansiyel bir aminoasit olan metiyoninin
hiicre i¢i demetilasyonu sirasinda olusan bir aminoasittir. Cluster of differentiation 36
(CD36), smif B ¢opgii reseptor ailesinin bir iiyesidir. Peroksizom proliferator-aktive
reseptor gama (PPARy) ve CCAAT/Enhancer Baglayici Protein (C/EBPa) adiposit
fonksiyonu ile ilgili birgok geni aktive eden ve CD36’nin ekspresyonunu da diizenleyen
transkripsiyon faktorleridirler. Bu galismada, hem normal hem de yiiksek kalorili diyetle
obezite modeli olusturulan BALB/c farelerden elde edilen epididimal yag dokusunda
birgok patolojik olayla iligkili olan Hcy’nin CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyonu
tizerine etkisinin in Vvivo olarak incelenmesi amaglanmistir. Calismamizda, her birinde 6
adet fare bulunan 4 grup olusturuldu: Grup 1: Standart fare yemi ve igme suyu, Grup 2:
Yiiksek yag igerikli yem ve igme suyu, Grup 3: Standart fare yemi ve homosistein ihtiva
eden i¢gme suyu, Grup 4: Yiiksek yag icerikli yem ve homosistein ihtiva eden i¢gme suyu.
Her grup yukarida belirtilen sekilde iic ay beslendikten sonra epididimal yag dokusu
ornekleri alindi. Yag dokusu orneklerinde CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyon
diizeyleri RT-PCR yontemiyle belirlendi. Obez farelerin yag dokusunda CD36 gen
ekspresyonun anlamli derecede arttigi bulunurken (p=0.003), Hcy’nin hem standart fare
yemi hem de yliksek yagli yem ile beslenen farelerin yag dokusunda CD36 gen
ekspresyonunu Hcy verilmeyen farelerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede azalttigt bulundu (sirasiyla p=0.002 ve p=0.002). PPARy ve C/EBPa gen
ekspresyon diizeylerinin ise standart fare yemi ile beslenen gruba gore diger tiim gruplarda
anlaml derecede azaldig1 gozlendi (p<0.05). Ayrica Hey takviyesi ile hem PPARy hem de
C/EBPa gen ekspresyon seviyelerinin kendi kontrollerine gore diisiik seviyelerde seyrettigi
izlendi. Sonug olarak hiperhomosisteineminin kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir
risk faktorii olusunda olasi etkenlerden birinin de Hcy’nin yag dokusunda CD36 gen

ekspresyonunu azaltmasi olabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Sozciikler: CD36, C/EBPa, Homosistein, Kardiyovaskiiler Hastalik, Obezite,
PPARy



2. SUMMARY

Examination of the Effect of Homocysteine on CD36 Gene Expressions in the

Adipose Tissue of Normal and Obese Mice

Obesity is a disease deriving from energy in the body absorbed with foods
exceeding energy expended. Homocysteine (Hcy) is an amino acid that forms during
intracellular demethylation of the essential amino acid methionine. Cluster of
differentiation 36 (CD36) is a member of the class B scavenger receptor family.
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) and CCAAT/enhancer binding
protein alpha (C/EBPa) are transcription factors that activate several genes associated with
adipocyte function and that also regulate the expression of CD36. The purpose of this
study was to examine, in vivo, the effect of Hcy, associated with several pathological
events, on CD36, PPARy and C/EBPa gene expression in epididymal adipose tissue
obtained from BALB/c mice with an obesity model induced with a high-calorie diet. Four
groups, each containing six mice, were established in our study: Group 1: Standard chow
and drinking water, Group 2: High fat content chow and drinking water, Group 3: Standard
chow and drinking water with added Hcy, Group 4: High fat content chow and drinking
water with added Hcy. Epididymal adipose tissue specimens were collected after mice in
each group had been fed as described above for 3 months. CD36, PPAR-y and C/EBPa
gene expression levels in adipose tissue specimens were determined using the RT-PCR
method. CD36 gene expression increased significantly in adipose tissue from obese mice
(p=0.003), while Hcy statistically significantly reduced CD 36 gene expression in mice
receiving both standard chow and high-fat chow compared to mice that were not given Hcy
(p=0.002 and p=0.002, respectively). PPAR-y and C/EBPa gene expression levels
decreased significantly in all groups compared to the group receiving standard chow
(p<0.05). Additionally, with Hcy supplementation both PPARy and C/EBPa gene
expression levels proceeded at lower levels compared to their own controlsin conclusion,
one of the possible factor for hyperhomocysteinemia to ben an independent risk factor in
cardiovascular diseases can be attributed to reduction of CD36 gene expression by Hcy in

adipose tissue.

Key Words: Cardiovascular Disease, CD36, C/EBPa, Homocysteine, Obesity, PPARy



3. GIRIS ve AMAC

Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasindan
kaynaklanan ve viicut yag kitlesinin artmasi ile karakterize, hem genetik hem de ¢evresel
faktorlerden etkilenen bir hastaliktir (1). Obezitenin diyabet, iireme ve gastrointestinal
sistem bozukluklari, hipertansiyon, artrit, uyku apnesi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve

kanser gibi patolojiler i¢in risk faktorii oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir (2).

Homosistein (2-amino-4-merkaptobiitirik asit) (Hcy) siilfiir igeren esansiyel
olmayan bir aminoasittir ve metiyoninin hiicre i¢i demetilasyonu sirasinda olusmaktadir.
Epidemiyolojik ¢alismalar Hcy’nin yagl karaciger hastaligi, hipertansiyon, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu bildirmektedir (3).

Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL); kolesterol, kolesterol esteri, triagilgliserol ve
fosfolipit igeren bir lipoproteindir. LDL’nin yapisinda bulunan c¢oklu doymamis yag
asitleri serbest radikal hasarina karsi oldukca duyarli olup, artmis oksidatif stress sonucu
okside LDL olusumu da artmaktadir (4). Dolasimdaki okside LDL seviyesinin
ateroskleroz, tip 2 diyabet ve obezite gibi kronik hastaliklarda arttig1 bildirilmektedir (5).

Sinif B ¢dpeii reseptor ailesinin bir iiyesi olan cluster of differentiation 36 (CD36),
omurgali hayvanlarda birgok hiicrenin yiizeyinde bulunan bir transmembran
glikoproteinidir (6, 7). CD36’nin; monositlerde, makrofajlarda, plateletlerde, kapiller
endotel hiicrelerinde ve adipositlerde okside LDL’nin ve uzun zincirli yag asitlerinin
alinmasinda gorev aldif1 gosterilmistir (4, 8). [/n vitro kosullarda, Hcynin LDL
oksidasyonunu artirdig1 gosterilmistir. Diyetle alinan Hcy dolagimdaki okside LDL
seviyesini artirarak aterosklerotik lezyonlarin olusumunu tetikler ve artan okside LDL,

CD36 ekpresyonunu diizenler (9).

Perokizom proliferator aktive reseptor gama (PPARy) tip II niikleer reseptor
ailesinin bir {iyesi olup, adiposit farklilagmasi, lipid metabolizmast ve glukoz
homeostazinda yer alan ¢ok sayida hedef genin ekspresyonunun regiilasyonuna
katilmaktadir (10). Ayrica, CD36 gen ekspresyonunun da onemli bir diizenleyicisidir
(Sekil 14, 11-13).

CCAAT/enhancer baglayici proteinler (C/EBP) C terminallerinde dimerizasyon ve
DNA baglanma boélgesi bulunduran iyi korunmus bir temel 16sin fermuar (bZIP) yapisi

igeren transkripsiyon faktorleri ailesine aittir. C/EBPa. hem adipogenez hem de normal



adiposit farklilagmast icin gereklidir. Cesitli fibroblast hiicre dizilerinde C/EBPa’nin
ektopik ekspresyonu adipogenezi saglamaktadir. Ayrica, C/EBPa; PPARYy ekspresyonuna
sebep olarak adipogenezi uyarmaktadir (Sekil 14) (14). Hiperhomosisteinemi

kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (15).

Adipositler hiperkolesterolemik kosullar altinda CD36 araciligiyla dolasimdan
okside LDL’leri almakta ve okside LDL’lerin kandaki seviyelerini azaltmaktadirlar. Bu
Ozelliginden dolay1 adipoz doku dolasimdaki kolesterol i¢in bir "tampon havuzu (buffering
pool)" olarak diisiiniilmektedir. Bu durum c¢ogu arastirmaci tarafindan adipositlerin
aterosklerozun tedavisinde potansiyel bir hedef olarak goriilmesine neden olmustur (4). Bu
bilgilerden yola ¢ikarak tez ¢alismasinda, bir¢ok patolojik olayla iliskili olan Hecy’nin hem
normal hem de yiiksek kalorili diyetle obezite modeli olusturulan BALB/c farelerden elde
edilen epididimal yag dokularinda CD36 ve CD36 ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyon faktorleri PPARy ve C/EBPa’nin gen ekspresyonu iizerine etkisinin in vivo

olarak incelenmesi amaclandi.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Obezite

Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasindan
kaynaklanan ve viicut yag kitlesinin artmasi ile karakterize, hem genetik hem de ¢evresel
faktorlerden etkilenen bir hastaliktir (1). Obezitenin olusmasinda; yas, cinsiyet, sOSYyo-
kiiltiirel faktorler, hormonal ve metabolik etkenler, sigara kullanimi, asir1 alkol tiiketimi,
bazi ilaglar ve yetersiz uyku gibi faktorlerin etkili oldugu bildirilmektedir. Bazi endokrin
ve psikiyatrik hastaliklarin yani sira giintimiizde fiziksel aktivitenin azalmasi ve kalori
icerigi yiiksek besinlerin asiri tiiketilmesinin obezitenin yayginlagsmasina sebep oldugu
vurgulanmaktadir (16). Obezite, viicut agirhgmin (kg), boy uzunlugunun karesine (m?)
orantyla tanimlanir ve bu deger beden kitle indeksi (BKI) olarak adlandirilmaktadir (17).
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) obezite tamisinda erkekler igin BKi>30, kadinlar igin
BKi>28.6 olarak kullanilmasimni énermektedir ve BKI 25 kg/m? {izeri olan bireyler asir1
kilolu, 30 kg/m?nin iizerinde olan bireyler ise obez olarak standardize edilmistir (18).
Obezitenin  diyabet, {ireme bozukluklari, gastrointestinal sistem bozukluklari,
hipertansiyon, artrit, uyku apnesi, kalp hastaliklar1 ve kanser gibi patolojiler i¢in risk
faktorii oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir (2). Obezite sikligi hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde her gegen yil artis gostermektedir. Obezitenin diinya ¢apinda
yayginligi ise 1980-2014 yillar1 arasinda iki kattan fazla artmistir (18). Son yirmi yilda
obezitenin yayginlhigi yetigkinlerde iki katina; ¢ocuklarda ise ii¢ katina ¢ikmistir (2).

4.2. Yag Dokusu

Yag dokusu, etrafi kan damarlari, immiin hiicreler, kollajen lifleri ve fibroblastlar
ile c¢evrili gevsek bag dokusudur. Yag dokusu adiposit hiicrelerinden olusmaktadir.
Adipositler yag dokusunda ya tek basina ya da kiiciik gruplar halinde bulunabilirler.
Insanlarda yag dokusu farkli fonksiyonlarina gére beyaz (unilokiiler) ve kahverengi
(multilokiiler) yag dokusu olmak {izere ikiye ayrilir. Beyaz yag dokusu tek ve biiyiik bir
lipid damlasi igeren tek damlacikli hiicre tipinden olusmaktadir (19, 20). Lipid
damlaciklar1 kolesterol, fosfolipid, yag asitleri, triagilgliserol (TAG) ve nétral yaglarin
karigimini igerir. Yaklasik olarak depolanan toplam lipid igeriginin % 95’1 genelde
palmitik asit ve oleik asitten olusan TAG’dir. Geriye kalan ise diagilgliserol, fosfolipit,

esterlesmemis yag asidi ve kolesterolii olusturmaktadir (21). Lipid damlacig1 herhangi bir



hiicre i¢i organel icermemektedir. Kahverengi yag dokusu ise ¢cok damlacikli hiicrelerden
olugmaktadir. Beyaz ve kahverengi yag dokusu icerdikleri damar ve mitokondri
miktarindan dolay1 renklerinde farklilik gézlenmektedir. Ayrica, kahverengi yag dokusu
zengin bir damar agma sahiptir (20). Beyaz yag dokusu enerjinin TAG seklinde
depolandig1 yerdir. Enerji deposu olmasinin yani sira viicutta bagka gorevleri de vardir.
Ozellikle deri alt1 yag dokusu viicut yiizeyinin sekillenmesinde rol oynar. Is1 gegirgenligi
az oldugu i¢in viicudun 1s1 yalittmini ve dokular arasindaki bosluklar1 doldurarak bazi
organlarin yerinin korunmasini saglar. Kahverengi yag dokusu ise enerji tiikketiminde
Ozellesmistir ve insanlarda ozellikle yeni doganlarda 1s1 dengesinin diizenlenmesinde

etkilidir (19, 22).

Yag dokusu anatomik yerlesimlerine gore subkutan ve visseral yag dokusu olarak
smiflandirilmaktadir. insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik % 80’1 yiizeysel ve derin
subkutan yag dokusudur. Subkutan yag dokusu boyun, sirt, bel, karin, femoral ve meme
bolgesinde bulunur. Yag dokusunun yaklasik % 20’si visseral yag olarak mide, bagirsak,
pankreas, aort, kalp, bobrek ve i¢ lireme organlari ¢evresinde bulunmaktadir. Ayrica kas
icinde ve cevresinde az miktarda bulunan yag dokusu da visseral yag dokusuna dahil

edilmektedir (21).

Yag dokusu bir endokrin doku gibi davranarak enerji dengesinin ayarlanmasinda,
noroendokrin ve immun fonksiyonlarin diizenlenmesinde aktif rol alan proteinleri salgilar.
Adipoz doku adipokinler olarak adlandirilan biyoaktif peptidlerin sentezlendigi ve
salgilandig1 yerdir. Adipoz doku, enerji metabolizmasini diizenleyen fizyolojik ve patolojik
stireglerin bir kisminda aktif rol oynamaktadir. Ayrica yag dokusu enerji metabolizmasi,
immiin sistem ve ilireme sistemi lizerine etkisi olan faktorleri de salgilar. Bu salgi
maddelerinin bazilari, leptin, adiponektin, rezistin, interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8),
interlokin-10 (IL-10) ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a)’dir. Bu faktorlerin dolagima
gecisi hormonal sinyallerle kontrol edilir. Yag hiicrelerinin fonksiyonu disaridan gelen
insiilin, adrenalin, noradrenalin ve kortizon gibi hormonlar ve sitokinler araciligi ile
endokrin, parakrin ve otokrin sinyaller araciligtyla diizenlenir. Yag hiicresi membraninda
ve sitoplazmasinda farkli hormon ve sitokinlere ait reseptorler bulunur. Yag hiicresi
membraninda bulunan reseptorler; leptin, insiilin, tiroid uyarici hormon, anjiyotensin 1l
gibi hormon sitokin reseptorleri, al, a2, B1 ve B2 reseptor gibi adrenerjik reseptorleri,

lipoprotein reseptdrleri (¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein, diisiik yogunluklu lipoprotein,



yiikksek yogunluklu lipoprotein gibi), okside LDL ¢opgcii reseptorii (CD36 gibi) ve
sitoplazmada bulunan niikleer reseptorleridir. Bu reseptorlerin uyarilmasi ile olusan
sinyaller, hiicre fonksiyonlarini uyararak veya inhibe ederek diizenlerler (23). Bu nedenle
adipositler obezite, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel terapdtik
hedef olarak gosterilmektedir (24).

4.3. Homosistein ve Yapisi

Homosistein siilflir iceren esansiyel olmayan bir aminoasittir ve metiyoninin hiicre
ici demetilasyonu sirasinda olusmaktadir. Insan plazmasinda homosisteinin, yaklasik % 1°i
serbest tiyol, % 70-80°1 ozellikle albiimin gibi plazma proteinlerine disiilfid baglar ile
bagl sekilde, geriye kalan % 20-30’u ise oksitlenerek dimerler veya sisteinle birleserek
kanisik disiilfidler seklinde bulunur. Insan plazmasinda homosistein hem yiikseltgenmis

formda hem de indirgenmis formda serbest veya proteine baglh olarak bulunur (3).

Homosistein miktar1 artinca oksidasyonla homosistine doniistimii Sekil 1° de

verilmigtir.
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Sekil 1. Homosisteinden homosistin olusumu (Mentese’ den, 4)

Total plazma homosistein bilesenleri ve yiizdeleri asagidaki Sekil 2’de

gosterilmistir.



Indirgenmis (redilkte) Homosistein (%41) Yiikseltgenmis (ok=ide) Homosistein (%235-10)
s s
“DOCCHC H,CH,-SH

0 IJCC?I'H:HzﬂHQ-?
“oocC 'I:HC HEC Hz-s
NH3
Nikst disfilfidler: Proteine bagh hoemosiztein(3:30-90) Sistinli Homosistein (%3-10)
li"lHj NH3
-DDCCHCHQCHE—S 'DDCEHEHECHE—S
CProtein - "00CCHCH, S
NH3

Sekil 2. Total plazma homosistein bilesenleri ve oranlar1 (Mentese’den, 4)

Hcy metabolizmasinin hiicre i¢inde siki bir sekilde diizenlenmesi 6nemlidir. Clinkii
Hcy, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerininin agonisti olmasi, oksidatif strese neden
olmasi, metilasyon kapasitesini azaltmasi, ndrotoksik amiloid peptidin hiicre ig¢inde ve
disinda birikimine neden olmasi, endoplazmik retikulum stresine sebep olmasi ve hiicrede
programlanmis hiicre oliimiinii aktive etmesi gibi birgok olaya neden olabilmektedir. Bu
nedenle Hcy olustuktan sonra remelitasyon ve transsiilfiirasyon yollariyla metabolize

edilerek toksik etkisinden korunulmaya ¢alisilir (25-28).
4.3.1. Homosisteinin Hiicre icine Alinmas1 ve Metabolizmasi

Homosisteinin hiicre igine alimmasiyla ilgili mekanizmalar tam agiklanamamakla
beraber sisteinin de tasinmasinda gorev alan tasima sistemleri iizerinde durulmaktadir.
Homosisteinin hiicre i¢ine alinmasinda rol oynayan Na-bagimli glutamat ve aspartat
tasiyicisi (Xag), alanin, serin, sistein tasiyicisi (ASC) ve alanin tastyicist (A) sistemleri ile
Na-bagimsiz biiylik dalli zincirli amino asitler (L) transport sistemleri yapilan hiicre
kiltlirii galismalarinda gosterilmistir. Ayrica nétral amino asitler homosistein transportunu

inhibe etmektedir (29).

Homosistein metabolizmasi baslica karacigerde meydana gelmektedir. Homosistein
metabolizmasi iki yolu igerir: folat ve vitamin B12’nin gerekli oldugu metiyoninin yeniden

metilasyonu ve vitamin B6’nin gerekli oldugu sistationun transsiilfliirasyonudur.



Metiyonin adenoziltransferaz (MAT) metiyonin ve ATP’den S-adenozil metiyonin
(AdoMet) biyosentezini kataliz eder. MAT iki genle kodlanir. MAT1A, MATI/III’i kodlar
ve sadece karacigerde eksprese edilir. MAT2A’y1 eksprese eden MATII neredeyse tiim
dokularda bulunur. AdoMet DNA, RNA, protein ve ndrotransmitterlere bir metil grubu
verir. 100’den fazla metiltransferaz bulunabilir. Bu reaksiyonlarin her biri ¢ogu
metiltransferazlar1 inhibe eden S-adenozilhomosistein (AdoHcy) tiretir. AdoHcy hidrolaz
(SAAH) AdoHcy’ni adenozin ve homosisteine hidroliz eder. SAAH 1in dengesi AdoHcy
olusumunu tercih ettigi i¢cin, hem Hcy hem de adenozin metabolize olmayan veya AdoHcy

birikimini 6nlemek i¢in hiicrelere taginmasina ihtiya¢ duyar.

Homosistein remetilasyonu metiyonin sentaz (MTR) enzim katalizi ile olmakta ve
homosistein metabolizmasi ile folat dongiisii birbirine baglanmaktadir. Metiyonin sentaz
fonksiyonu i¢in kofaktdr olarak kobalamin (Cbl) gerekir ve CbI(I)MTR kompleksi olusur.
MetilCbI(IINMTR olusmas: igin S-metiltetrahidrofolat (N°>-MTHF)’nin metil grubuna
baglanir. Homosisteine metil grubunun transfer edildiginde, CbI(I)MTR yeniden olusur ve
5-metilTHF (tetrahidrofolat)’da diger metil grubunu kabul edebilir. Ch(ll)alamin
CbI(INMTR kompleksini inaktive ederek Cb(ll)alamine okside olabilir. Metiyonin sentaz
rediiktaz (MTRR) bir metil vericisi olan AdoMet’i kullanarak CbI(I)MTR kompleksini
yeniden olusturur. MTR enzimi ayni zamanda eksprese olurken, diger homosistein

remetilasyon sistemi baslica karaciger ve bobreklerde eksprese edilir.

Transstilflirasyon yolunda, Hcy geri doniisiimsiiz olarak sisteine indirgenir.
Transsiilfiirasyon vitamin B6-bagimli iki enzimle islev goriir: sistationin beta sentaz (CBS)
ve sistationin gama liyaz (CTH). CBS, homosistein ve serinin kondensasyonuyla
sistationine kataliz eder ve CTH sirasiyla sistationinin sisteine ve alfa-ketoglutarata
hidrolizini katalizler. CBS, karaciger, bobrek, kas, beyin ve ovaryumda eksprese edilir
(30).

4.3.2. Plazma Homosistein Diizeyleri

Homosistein seviyelerinin 6l¢iimii, ilk defa 1962 yilinda homosistiniirili hastalarin
arastirtlmasinda tani i¢in kullanilmistir (31). Hey’nin vaskiiler hastalik olusturduguna dair
ilk bulgu 1969 yilinda McCully tarafindan homosistiniirili iki ¢ocukta otopsi sonucunu
degerlendirirken yaygin arteriyel tromboz ve ateroskleroz saptanmasi ile gosterilmistir.

Hcy diizeyleri genel olarak total serum homosisteini veya total plazma homosisteini olarak



Ol¢iilmektedir. Bu dl¢lim serbest ve proteine bagli kismi icermektedir. Plazma Hcy diizeyi
genellikle 5-15 upmol/L normal olarak 16 pmol/L iizerindeki diizeyler ises
hiperhomosisteinemi olarak kabul edilmektedir. Plazma Hcy degerleri 16-30 pmol/L
arasinda ise hafif hiperhomosisteinemi, 31-100 pmol/L arasinda ise orta
hiperhomosisteinemi, >100 umol/L ise ciddi hiperhomosisteinemi olarak degerlendirilir
(32).

4.4. CD36 Reseptorii
4.4.1. CD 36 Reseptoriiniin Protein ve Gen Yapisi

CD36, birgok hiicre yiizeyinde bulunan 88 kDa molekiil agirligina sahip bir
transmembran glikoproteindir. CD36 monositler, makrofajlar, trombositler, mikrovaskiiler
endotel hiicreleri, adipositler, bobrek ve kalp miyositlerindeki epitel hiicrelerinden
eksprese edilir. CD36 ¢opgii reseptor Bl ve lizozomal integral membran protein 2’yi igeren
smif B ¢Opcii reseptor ailesine aittir. CD36 geni, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda
ql1.2 bolgesinde, siganlarda 4. kromozom ve farelerde 5. kromozomda yerlesmistir (Sekil
3). CD36 proteini 472 amino asitten olusan tek bir peptid zincirinden ibarettir ve iki tane
cok kisa sitoplazmik domain ve biiyiik glikozillenmis ekstraselliiler domain olmak iizere

iki transmembran domainden olusur (Sekil 4).

ATG
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Sekil 3. CD 36 geninin sematik gosterimi (Mentese’den,4)
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Sekil 4. CD 36 reseptoriiniin hiicre zarindaki gosterimi (Mentese’den,4)

CD36; trombospondin-1, okside fosfolipidler, okside LDL, hekzarelin, fibriler beta
amiloid peptidler ve uzun zincirli yag asitlerini baglar. CD36 ayrica Plasmodium
falciparum enfekte edilmis eritrositleri, Staphylococcus ve Mycobacterium’un bakteriyel
hiicre duvar1 bilesenlerini, hiicre kokenli mikropartiikiilleri ve apoptotik hiicreleri de
baglamaktadir. Her ligandin baglanma bolgesi farklidir. Trombospondin-1; 93-155 amino
asit arasinda yer alan CLESH-1 (CD36 LIMP Il Emp Structural Homology-1) domainine
baglanir. Okside fosfolipidin baglanma bdlgesi 157-171 amino asit arasinda yerlesiktir ve
okside LDL’nin baglanma bdlgeside 155-183 sirasina yakindir. Endotel CD36’ya baglanan
trombospondin-1 apoptoza yol agarak anjiyogenezi inhibe eder. Bir yag asidi tasiyicisi
olarak CD36, uzun zincirli yag asitlerini baglar ve hiicre icerisinde tasinmasini saglar.
CD36’nin bu fonksiyonu miyositlerin beta-oksidasyonu ve adipositler de lipid deposu igin

gereklidir.

Kopiik hiicre olusumu ateroskleroz i¢in baslangic asamasidir. Aterojenik siireg
makrofajlarin  farklilastigi  arteriyel  intimaya kanda  dolasan  monositlerin
transmigrasyonuyla baslar. Makrofajlar CD36 araciligiyla okside LDL’yi baglar. Okside
LDL, niikleer hormon reseptorii PPARY ligandlar1 gibi 6zel okside lipidleri tagir ve CD36
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ekspresyonunu upregiile eder. Boylece okside LDL’nin alinimi kolaylasir. Aktive
makrofajlar LDL oksidasyonunu uyaran miyeloperoksidaz gibi oksidanlari salgilar ve
boylece okside LDL havuzu genisler. CD36 ve okside LDL arasindaki etkilesim
sitokinlerin salgilanmasina sebep olur. CD36 geni ¢ikarilmis farelerde makrofajlarin okside
LDL'yi alim1 yetersizdir ve yliksek yagh diyetle beslenen ApoE eksik veya LDL-reseptorii
eksik farelerde az miktarda aterosklerotik lezyon olustugu goriilmiistiir (33).

CD36’nin ekstraselliiler bolgesi N-bagli glikozilasyon bolgelerince zengindir ve
184-204 amino asitleri arasinda lokalize olan hidrofobik bir bolge tasimaktadir. 242-333
amino asitleri arasinda lokalize olan prolince zengin bdlge igermektedir. 155-183 amino
asitler arasina lokalize olan domaine ilerlemis glikozilasyon son firiinleri (advanced
glycated products, AGE), biiyiime hormonu salgilayici peptidler olan heksarelin ve
EP80317 baglanir (34).

4.4.2. CD36 Reseptoriiniin Biyolojik Onemi

CD36, baslangigta bir trombosit zar proteini ve trombospondin-1 (TSP-1) reseptorii
olarak tanimlanmistir. Daha sonra sirasiyla, makrofajlarda okside LDL ve apoptotik
hiicrelerin alinmasinda, gram pozitif bakteri hiicrelerinin komponentlerine karsi immiin
cevabin baslamasinda gorevli bir makrofaj reseptorii, mikroglialarda fibriler amiloid
proteinlerin taninmasi ve adipositlerde uzun zincirli yag asitlerinin taginmasinda gorev alan

bir reseptor olarak tanimlanmastir.

CD36 reseptorii, monositler/makrofajlar, trombositler, 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 hiicreleri gibi oldukca c¢esitli hiicre ve doku

tarafindan sentez edilmektedir.

CD36 reseptorii, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kronik bobrek hastaligi,
kanser biyolojisi, parazitoloji, Alzheimer hastaligi, inme, lipit metabolizmas1 ve yag asiti
tasinmasi, adezyon, anjiyogenez, trombosit biyolojisi, kas fonksiyonu ve metabolizmasi,
ateroskleroz, inflamasyonun diizenlenmesi, doniistiiriicii bityiime faktori beta (TGF-B)’nin

aktivasyonu gibi bir ¢cok 6nemli role sahiptir.

Endemann ve arkadaglari, CD36 aktarilmis insan epiteliyal bobrek hiicreleri ile

yaptiklar1 ¢alismalarda, CD36’ nin 6zgiil olarak okside LDL baglama kapasitesini ilk defa
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ortaya koyarak CD36’ nin bir okside lipoprotein reseptorii oldugunu gostermislerdir (8).
CD36 araciligtyla makrofajlar tarafindan okside LDL’nin alinmasi, insanlarda
ateroskleroza yol acan kopiik hiicre farklilagmasinin baglangici ve gelisiminin énemli bir
basamagidir. CD36 gen polimorfizmi  bulunan hastalardan izole edilmis
monosit/makrofajlarda okside LDL baglanmasinin ve birikiminin kontrol hiicrelerine gore
% 40 oraninda azaldig1 saptanmistir. Okside LDL’nin CD36’ya baglanmas1 ve hiicre igine
alinmasin1 bloke eden 06zgiil bir monoklonal antikor olan OKMS5 kullanilarak yapilan
calismada, okside LDL’nin makrofajlara baglanmasinin %50 oraninda azaldigi
gosterilmistir. CD36 knockout yapilmis sigan peritonel makrofajlarinda, okside LDL
baglanmasinda bir azalma oldugu gozlenmistir. CD36’nin C-terminalinde yer alan 6 amino
asidin okside LDL nin reseptére baglanmasini ve metabolizmasini diizenlendigi

gosterilmistir.

Monosit ve makrofajlarda CD36 ekspresyonu adezyon, farklilasma, niikleer
hormon reseptorleri ve sitokinler tarafindan diizenlenmektedir. CD36 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. Kortikosteroidler; TGF-B, HDL ve
CD36 ekspresyonunu baskilamaktadir.

CD36’nin iki kisa sitoplazmik bolgesi olmasina ragmen bir sinyal molekiilii oldugu
acikca goriilmektedir. Makrofajlarda CD36 reseptoriine okside LDL baglanmasi 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 okside LDL’nin fagositozuna yol a¢gmaktadir
(Sekil 5). Deneysel modellerde JNK’nin farmakolojik inhibisyonunda veya makrofajlarda
JNK’ya spesifik olan bir delesyonda okside LDL alinimimin ve aterosklerozun azaldig
bildirilmistir.

CD36’nin bir sitokin olan IL-4’e ve okside LDL’ye cevap olarak ortak sinyal olan
Protein Kinaz C (PKC) ve PPARY yolu ile upregiile oldugu gosterilmistir (Sekil 5). CD36
ekspresyonunun o6nemli bir diizenleyicisi, niikleer hormon reseptorii olan PPARy’dir.
Okside LDL’nin CD36 tarafindan hiicre i¢ine alinmasi sonucunda PPARy ligandlar1 olan
lipit yan triinleri (9- ve 13-hidroksioktadekadionik asit (HODE), prostaglandin2 (PGJ2))
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olusan bu ligandlar PPARy’y1 aktive ederek CD36 ekspresyonunu arttirirlar. TGF-a
tarafindan PPARy’nin fosforilasyonu ve transkripsiyonel aktivitesinin inhibisyonu
sonucunda CD36 mMRNA ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Bir galismada fare
makrofaj hiicrelerinde CD36 mMRNA ekspresyonunun, PKC vasitasiyla uyarilan
transkripsiyon faktorii PPARy araciligiyla diizenlendigini gostermislerdir. Makrofaj
hiicrelerinde PKC aktivatorleri olan diagilgliserol ve ingenol sayesinde CD36 mRNA
ekspresyonunun diizenlendigi gosterilmistir. PKC inhibitérleri PPARy mRNA ve protein

ekspresyonunu azaltirken ayn1 zamanda CD36 protein ekspresyonunu bloke etmektedir.

Makrofajlar/monositler tarafindan okside LDL’lerin biriktirilmesindeki roliine ek
olarak CD36, uzun zincirli yag asitleri i¢in bir zar reseptorii/tagiyicist fonksiyonuna
sahiptir. CD36, apoptotik hiicrelerin alinmasinda gorevli bir transmembran reseptoriidiir.
CD36 ayn1 zamanda, lipidce zengin besinlerin se¢iminde uzun zincirli yag asitlerinin
algilayicis1 gibi onemli bir rol oynamaktadir. Bir ¢aligmada, tat tomurcuk hiicrelerinde

CD36’nin apikal ekspresyonu bildirilmistir (4).

Hucre zan §

sitoplazma
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CD36 mRNA

Sekil 5. CD36 reseptorii araciligiyla okside LDL sinyal mekanizmasi (Mentese’den,4)
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4.5. Okside LDL

LDL, kolesterol, kolesterol esteri, TAG ve fosfolipit iceren bir lipoproteindir. Dis
tabakasinda B-100 apolipoproteini bulunmaktadir. LDL, bakir ve demir gibi gegis
metallerinin varhiginda in vitro kosullarda oksidatif olarak modifiye olabilmektedir.
LDL’nin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri serbest radikal hasar1 ve
oksidasyona karsi ¢esitli antioksidanlarla korunmaktadir. Bu antioksidanlar baslica a-

tokoferol, karotenoidler, kritoksantin, ubikinol-10 ve gama-tokoferoldiir.

Okside LDL olusumunun en erken safhasi igerigindeki uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonudur. LDL’nin yapisinda bulunan uzun zincirli doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA) gibi reaktif lipid oksidasyon
iriinleri olusturmaktadir. Bu drlinler daha sonra proteinlerin lizin kalintilariyla

etkilesmektedir.

Lipoproteinlerin  modifikasyonlara ugramasi aterosklerotik lezyon gelisimini
hizlandirdig1, proinflamatuvar sitokinlerin salinimini indiikledigi, vazodilatasyonu azalttigi
ve endotelyal hiicrelerde toksisiteye neden oldugu bilinmektedir. LDL’nin oksidasyonu
monositler, makrofajlar, notrofiller, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve diiz kas hiicrelerinde

olusabilmektedir.

Arterial intimanin ekstraseliiler matriksinde LDL’nin oksidasyonu meydana
gelmektedir. Olusan bu iriinler makrofajlarda bulunan ¢opgii reseptorler ile hiicre igine
alinmaktadirlar. Makrofajlar, LDL i¢in de reseptor tasirlar. Dogal LDL'ler makrofajlara
genellikle baglanamazken, 6zellikle okside LDL makrofaj i¢ine alinarak kopiik hiicrelerini
olusturur. Bundan dolay1 sadece modifiye LDL’ler makrofajlar tarafindan dogal LDL’den
8-10 kat daha hizli alinabilmektedir. Bu modifiye LDL’ler makrofajlarda LDL
reseptorlerinden farkli olarak CD36, ‘¢opgii’ reseptor Al, AIl, AIIl (SR-Al, SR-All, SR-
Alll), SR-BI, macrophage receptor with collagenous structure (MARCO), lektin benzeri
okside LDL reseptorii (LOX-1) ve asetil LDL reseptorleri gibi farkli reseptorler tarafindan

alinirlar.

Okside LDL, sitotoksisiteyi indiikler, TNF  salinimini  inhibe eder,
monosit/makrofajlardan IL-18 salinimin stimiile eder. Arter duvarinda IL-1‘in salinimini

uyararak aterogenezi artirabilmektedir. Endotel hiicreleri ve makrofajlar1 uyararak monosit
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kemotaktik protein-1 (MCP-1) ve makrofaj koloni-stimiile edici faktéor (MCSF) sentezini

indiikler. Endotel hiicrelerde adezyon molekiillerinin ekspresyonuna yol agar (4).
4.6. Peroksizom Proliferator Aktive Reseptor (PPAR)

1990°da Issemann ve Green tarafindan, fare karacigerinde steroid hormon reseptor
ailesinin bir tiyesi olarak PPAR tanimlanmigtir. PPAR’ler, retinoik asit reseptorleri, tiroid
hormon reseptorleri ve steroid reseptorleri gibi niikleer reseptor siiper ailesine ait
transkripsiyon faktorleridir. Bu reseptorler lipid metabolizmasi, glukoz homeostazi, hiicre
¢ogalmasi ve farklilasmasi, inflamatuvar cevabin kontrolinde 6nemli bir role sahiptir.
Steroid reseptorlerine benzemeyen, PPAR’ler, farmasétik ilaglardan ¢oklu doymamis yag
asitleri, baz1 prostaglandin tiirevleri ve eikosanoidleri igeren endojen molekiillere kadar
cesitlilik gosterebilir. Bu yiizden, PPAR’ler lipid metabolizmasini igeren genlerin

ekspresyonunu diizenleyen baslica transkripsiyon faktorlerdir.

Homodimer olusturarak etki gosteren steroid hormon reseptorlerinin aksine,
PPAR’ler retinoid X reseptorii (RXR) ile heterodimer olusturur. RXR’nin 3 izoformu
bulunur ve hepsi de endojen agonist 9-cis retinoik asitle aktive olur. PPAR-RXR
kompleksi niikleus icine gecer ve peroksizom proliferatér response element (PPRE) ile
baglanarak etkisini gosterir. PPRE, tek niikleotid aralikla AGGTCA sekansina sahip 2
hekzantikleotidden olusan bir yapidir. Bu veya buna benzer bir sekans PPAR’lerin uyardigi

bir¢ok gende bulunmustur.

PPAR’ler diger niikleer reseptorler gibi fonksiyonel bolgelerden olusmus yapilara
sahiptir. PPAR’lerin {i¢ boyutlu yapist N-ucunda DNA baglama domaini ve C-ucunda
ligand baglama domainini igerir. Reseptoriin C-terminal bolgesinde bulunan ligand
baglama domaini, 13 tane a-sarmal ve 4 tane B-tabakadan olugmaktadir. Bu da, PPAR’lerin

yapisal olarak farkli dogal ve sentetik ligandlarla etkilesmesine izin vermektedir (Sekil 6).

Lizand bazimsiz aktivasyon bolzast (AF-1) Lizand bazumls aktivasyon bolzasi (AF-2)
v v
| |pBD LBD-Dim.\ |
DNA baglavan Lizand bazlama va
bolze dimerizasyon bolzzleri

Sekil 6. PPAR’lerin genel yapis1 (Tiirker’den, 35)
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PPAR ailesi kendine 6zgli doku dagilimi, ligand ozgiilliigiine ve fizyolojik
fonksiyonlarina gore li¢ izoformdan olusmustur. Bunlar; PPARa, PPARB/6 ve PPARYy’d1r.
Yapilar birbirine ¢ok benzerlik gosterse de farkli biyolojik fonksiyonlara sahiptirler.
PPARa«; karaciger, bobrek, kalp, iskelet kasi ve kahverengi yag dokusunda eksprese
edilmektedir. PPARa, yag asitlerinin f-oksidasyonu ve alinimindan, peroksizom g¢ogalmasi
ve adiposit farklilasmasindan sorumludur ve ayrica ¢esitli hiicre tiplerinde anti-
inflamatuvar etki gosterir. PPARP, beyin, makrofaj, akciger, adipoz doku ve iskelet
kasinda eksprese edilmektedir. PPARB’nin biyolojik fonksiyonlar1 ve ligandlar1 tam olarak
bilinmemesine ragmen son zamanlarda makrofajlarda  kolesterol trafiginin
diizenlenmesinde ve HDL metabolizmasinda rol oynadigi gosterilmistir. PPARY, adipoz
doku, kalin bagirsak ve hematopoetik hiicrelerde fazla miktarda eksprese olurken; bobrek,
karaciger ve ince bagirsakta az miktarda eksprese olmaktadir. Ayrica, PPARy nadiren
kaslarda da bulunabilir. Niikleusta lokalize olan PPARY, proteini 505 amino asitten olusur

ve 57.6 kDa molekiil agirligina sahiptir.

PPARY, niikleer reseptorlere yapisal 6zellikleri bakimindan benzerlik gosterirler ve
ligand bagimsiz transkripsiyon aktivasyon fonksiyonunu (AF-1) tasiyan N-terminal A/B
bolgesi, DNA baglayan bolge, ligand bagimli aktivasyon fonksiyonu (AF-2) gosteren

ligand baglayici ii¢ kisimdan olugmaktadir.

Insanlarda, PPARy’nin PPARy1, PPARY2 ve PPARY3 olmak iizere ii¢ izoformu
bulunmaktadir. PPARyl ve PPARYy3 ayni protein {irlinii olusturmasina ragmen PPARY2
amino ucunda ilaveten 28 amino asit i¢ermektedir. PPAR izoformlar1 arasindaki
fonksiyonel farkliliklar tam olarak agiklanamamistir. PPAR ekspresyonu dokuya gore
degisim gostermektedir. PPARy1 cesitli dokularda bulunmasina ragmen PPARY2 adipoz
dokuda bulunmaktadir. PPARy3 makrofajlarda, kalin bagirsak ve beyaz adipoz dokuda
bolca bulunmaktadir. PPARY2 adiposit farklilagsmasini diizenlemede daha baskin bir role
sahiptir.

Beslenme ve metabolik siiregcler sonucunda ortaya ¢ikan ¢oklu doymamis yag
asitleri ve eikosanoidler PPARy’1n endojen ligandlar iken tiazolidindionlar ve non-steroid

anti-inflamatuvar ilaglar ise sentetik ligandlaridir.

PPARYy, pre-adiposit farklilagsmasinda, adipositlerde lipogenezi olusturma, insiilin

direncini arttirma ve inflamatuvar cevabin baskilanmasinda 6nemli rollere sahiptir. PPARy
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adipoz hiicre farklilasmasi, glukoz homeostazi ile lipid depolanmasinda goérev alir ve bu
olaylarla ilgili bircok genin transkripsiyonunu kontrol eder. Ayrica bu reseptdr insiilin
duyarlilig1 ve lipoprotein metabolizmasina da katilabilir. PPARYy’1n hedef genleri arasinda
acil-CoA oksidaz, agil-CoA sentaz, adiposit tip yag asidi tastyici protein, fosfoenol piruvat
karboksikinaz, malik enzim, CD36, C/EBPa, leptin, resistin, lipoprotein lipaz ve
adiponektin gosterilebilir (36-38).

4.7. CCAAT/Enhancer Baglayan Protein (C/EBP)

CCAAT/enhancer baglayici proteinler C terminallerinde dimerizasyon ve DNA
baglanma bolgesi bulunduran iyi korunmus bir temel 16sin fermuar (bZIP) yapisi iceren
transkripsiyon faktorleri ailesine aittir. Prototipik C/EBP proteini, bir aktivasyon bolgesi,
bir dimerizasyon bZIP bélgesi ve bir DNA baglanma bolgesi icermektedir. DNA

baglanmasi i¢in dimerizasyon bolgesi gereklidir.

[lk C/EBP proteini Steve Mcknight’in laboratuvarinda, sican karacigerinden, 1s1ya
kars1 kararli bir faktor olarak tamimlanmistir. C/EBP transkripsiyon faktorleri DNA’da
bulunan ¢esitli genlerin “promotor” bolgelerinde yer alan CCAAT motifini ve bazi viral

“enhancer” larda bulunan “core homology” bélgesini tanidig1 i¢in bu ismi almigtir.

C/EBP geni 1988’de klonlanmistir (39). C/EBP ailesinin alt1 iiyesinin genleri
bugiine kadar bircok farkli laboratuvar tarafindan bir¢ok tiirde klonlanmis ve farkli isimler
verilmistir. Bunlar; C/EBP a, B, v, 9, €, {’dir. C/EBP a,B,y ve o genleri intronsuz iken € ve
€ iki ve dort adet ekson icermektedir. Tiim C/EBP izoformlar1 C terminallerinde 55-65
aminoasitlik bZIP yapis1 barindiran bir sekans benzerligine sahiptir. bZIP yapisindaki 16sin
fermuar bir alfa helikal yap1 olusturdugu diisiiniilen dort ya da bes 16sin barindiran heptad
tekrarindan olusmaktadir. Bu iki tekrar paralel bir sekilde etkileserek “coiled-coil” yapisini
olusturmaktadir. Bu yapi dimerizasyonun yapilmasini saglamaktadir. Temel yap1 16sin
fermuar yapisiyla siirekli bir baglanti halindedir ve bu yapidaki aminoasitler DNA

baglanmasini saglamaktadir.

C/EBPa mRNA’sindan N-terminallerindeki aminoasit sekanslarinda farkliliklar
bulunan iki 6nemli protein olan C/EBP-42 kD ve C/EBP-30 kD fiiretilmektedir. Hiicre
proliferasyonunu inhibe eden C/EBP-42’nin aksine C/EBP-30 antimitotik degildir.
Dolayistyla C/EBPo’nin 12 kD’luk N-terminalindeki sekansi antimitotik aktivite icin
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gereklidir. Adiposit farklilagsmasinda ve hepatosit gelisiminde hiicresel C/EBP-42 / C/EBP-

30 oran1 degigsmektedir ve bunun diizenleyici bir etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

C/EBPa adipoz doku, karaciger, bagirsak, akciger, adrenal bez, periferal kan

mononiikleer hiicreleri ve plasentada yiiksek diizeyde sentez edilmektedir.

C/EBPa’nin daha ¢ok farklilagsma siirecinde rol aldigi, proliferasyon siirecini inhibe
ettigi diisliniilmektedir. C/EBPa, farklilagsmasini tamamlamis adipositlerde yiiksek
diizeylerde eksprese edilmekte ve proliferasyon sirasinda ekspresyonu azalmaktadir.
C/EBPa’nin ekspresyonu olgun hepatositlerde fazla iken karaciger rejenerasyonu sirasinda
azalmaktadir. C/EBPa hem adipogenez hem de normal adiposit farklilagmasi igin
gereklidir. Cesitli  fibroblast hiicre dizilerinde C/EBPo’nin ektopik ekspresyonu
adipogenezi saglar. Ayrica, C/EBPo. PPARYy ekspresyonuna sebep olarak adipogenezi
saglamaktadir (40).
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4.8. Real-time PCR

Real-time PCR (Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu), DNA
amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis goOsteren floresans sinyalin Olglilmesi ile
kantitatif sonuc¢ verebilen bir PCR yontemidir. Bilim ve tip alanindaki c¢aligsmalarda,
niikleik asit miktar1 belirleme analizleri igerisinde en etkili teknigin real-time PCR oldugu
ortaya konulmustur. Bu teknik 80’li yillarin ortasinda Kary Mullis ve ¢aligma arkadaslar
tarafindan gelistirilen PCR’1n ileri bir versiyonudur. Klasik PCR ile ¢ok karmasik bir
ornekten herhangi bir niikleik asit dizisini, ¢ok sayida dongiisel islemle istenilen miktarda
cogaltmak miimkiindiir. Ancak bu islem tek basina matematiksel olarak iiriin miktari
hakkinda bilgi saglamamakla birlikte, islem sonrasinda da iiriin miktarin1 net olarak
belirlemek oldukga giic hale gelmektedir. Ciinkii klasik PCR baslangicta var olan DNA
miktarindan bagimsiz bir iiriin miktarin1 ortaya ¢ikarmaktadir. Higuchi ve arkadaslar1 1992
yilinda real-time PCR’1 gelistirmiglerdir. Real-time PCR teknigi ile DNA dizileri es
zamanlt olarak c¢ogaltilmig ve belirlenebilmis, reaksiyon siiresi boyunca olusan {iriiniin
miktarini real-time PCR sirasinda gozlemek miimkiin olmustur. Amplifikasyonun her
basamaginin takip edilebilmesi real-time PCR’yi 6zel kilan en ©nemli ozelligidir.
Amplifikasyon egrileri lizerinde tiim amplifikasyon profili gézlenebilmektedir. Bu imkan
reaksiyon icin kullanilan primerler ve hedefe 0zgii floresans isaretli problar ile

saglanmaktadir (41).

Son zamanlarda bilimsel arastirmalar i¢in kullanilan gen ekspresyon caligsmalarinda
kantitatif real-time PCR yOntemi altin standart olarak kabul edilmekte ve gen ekspresyon
seviyeleri hassas bir sekilde belirlenebilmektedir. Real-time PCR ile elde edilen veriler
mutlak kantitasyon (absolute quantification) veya goreceli kantitasyon (relative
quantification) analiz teknikleri 1ile degerlendirilmektedir. mRNA ekspresyon
caligmalarinda ise siklikla goreceli kantitasyon kullanilmaktadir. Bu teknikte ayn1 6rnege
ait iki farkli hedef genin ekspresyon seviyeleri karsilastirilir ve sonu¢ bu hedeflerin oram
olarak ifade edilir. Karsilastirma amaciyla kullanilan ikinci gen ekspresyonu "referans gen"
olarak isimlendirilir ve tiim deney sartlarinda degismez miktarda eksprese oldugu kabul
edilir. Bu referans gen internal kontrol olarak da bilinir ve Ornekten ornege olan
farkliliklarin ~ degisiminin normalizasyonu i¢in kullanilir. TIlgilenilen genin deney
gruplarinin ekspresyon seviyeleri muamelesiz grup (negatif kontrol) ekspresyon seviyeleri

baslangi¢ alinarak rolatif olarak ifade edilir. Boylelikle rolatif kantitasyon kullanicilara, bir
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hedef genin en az iki farkli durumdaki ekspresyon profilini kolayca karsilastirmalarina
olanak saglar. Rolatif kantifikasyon gen ekspresyonunun belirlenmesinde en iyi teknik

olarak kabul edilmektedir (42).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Kullamlan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri
Calismamizda kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemelerinin listesi {iretici

firmalar ile birlikte Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve tretici firmalari

Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Uretici Firma
Malzemeleri

Derin Dondurucu (-80°C) Thermo Electron Corporation
Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S
Real-Time PCR cihazi Roche LightCycler 480 11
Mikrosantrifiij Thermo IEC Micromax
Otomatik pipetler Socorex, Isolab, Ependorf
Saf Su Aritma Cihazi Kros
Santrifii Eppendorf, Centrifuge 5810
Sogutmali santrifiij Beckman-Coulter
PCR cihaz1 Applied Biosystems GeneAmp9700
Vorteks IKA Vortex, Genius 3
Otoklav Tuttnauer 3150 ELV
Mikro hacimli spektrofotometre Thermo Nanodrop 2000
Calkalayicili inkiibator ShelLab/Sheldon S14-2
El homojenizatdrii OMNI-Tissue Master 125

22



5.1.2. Kullanilan Ticari Kitler ve Kimyasallar

Calismada kullanilan kitler ve kimyasallar iiretici firmalar1 ile birlikte Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kitler, kimyasallar ve tiretici firmalar

Kullanilan kitler ve kimyasallar Uretici Firma
TRI pure RNA izolasyon Reaktifi Roche - Cat. No 94006620
Transcriptor First Strand cDNA synthesis Kiti Roche - Cat. No 12055620
Real time ready CD36 Assay, UPL probe Roche Assay I1d. 311921
Real time ready PPARy Assay, UPL probe Roche Assay Id. 310239
Real time ready C/EBPa Assay, UPL probe Roche Assay Id. 313484
Real time ready B-aktin Assay, UPL probe Roche Assay Id. 300236
RT-PCR reaksiyon ortami kiti Roche, 04707494001
Dietil prikarbonat (DEPC) Sigma
Etanol (C2HsOH) Sigma
Izopropil alkol (C3H70OH) Sigma
Kloroform Sigma
Fare Yemi Research Diet (D12492, D12450J)
5.2. Yontem

Calismamizda Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezinden temin edilen 24 adet 20-25 g agirhigindaki BALB/c erkek fareler kullanildi.

5.2.1. Calisma Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda kullamlan fareler, KTU Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezinden temin edilip yine ayn1 yerde deneyler i¢cin 12 saatlik karanlik-aydinlik ortam

saglanarak barindirilip beslendi.
Fareler, ticari olarak Research Diet firmasindan satin alinan yemlerle beslendi.

Farelerin kullanmis oldugu yemlerden saglanan yaklasik kalori miktarlar1 Tablo

3‘te verildi.
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Tablo 3. Fare yemlerinin kalori miktarlari

Protein (% kcal) Karbohidrat (% kcal) Yag (% kcal)
D12492 20 20 (%7 sukroz) 60
D12450J 20 70 (%7 sukroz) 10

Oncelikle farelerin tiimii 15 giin siireyle standart fare yemi (D12450]) ile alinan
kalorinin % 70’ini karbohidrattan, % 20’sini proteinden, % 10’unu yagdan saglayacak
sekilde beslendi. Yem ve su ad libitum olarak verildi. 15 giin sonra fareler rastgele her
grupta 6 adet fare olacak sekilde 4 gruba ayrildi ve farelerin tartim islemleri
gerceklestirildi. Olusturulan bu gruplara 3 ay siireyle Tablo 4°te belirtilen sekilde yem ve
igme suyu verildi. Normal+Hcy ve obez+Hcy gruplarinin igme sularma giinlik 0.9 g/L
olacak sekilde Hcy ilave edildi.

Tablo 4. Deneyde kullanilan yemler ve igme suyu

Gruplar Standart fare Yiiksek yag f¢cme suyuna 0.9 g/L
yemi ile beslendi icerikli yemle homosistein ilave edildi
(D12450J) beslendi
(D12492)
. Grup +
I1. Grup +
1. Grup + +
IV. Grup + +

Fareler ilgili yemlerle ii¢ ay beslendikten sonra tekrar tartilarak kilolar1 kaydedildi.
Deney siiresinin sonunda, tiim farelerin dekapitasyonunun ardindan epididimal yag

dokular1 alindi. Tiim dokular 6l¢iim yapilana kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
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5.2.2. Yag Dokularindan Total RNA izolasyonu
Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

%75°lik Etanol Cozeltisi: % 99.8’lik etanolden 75.15 mL aliarak saf su ile hacmi 100
mL’ye tamamlandi.

Dietilpirokarbonat (DEPC)’li Cozelti: 100mL'lik DEPC’den, % 0.1 (v/v)’lik 500mL
olacak sekilde DEPC’li su hazirlanarak 2 saat boyunca 37°C inkiibe edildi ve
inkiibasyonun ardindan 15-20 dk boyunca otoklavlandi. Isiktan etkilenmesini 6nlemek igin

koyu siselerde saklandi.

RNA izolasyonu TRipure total RNA izolasyon reaktifi kullamilarak yapildi.

[zolasyon prosediirii modifiye edilerek sirasiyla asagidaki islemler yapildi:

1. 50-100 mg arasinda tartilan yag dokulari, RNAaz ve DNAaz’siz polipropilen

ependorflara konulduktan sonra iizerine 1 mL TRIpure izolasyon reaktifi eklendi.
2. Ornekler el homojenizatérii ile 6000 rpm’de 30 saniye homojenize edildi.

3. Homojenize edilen numuneler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
4.12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ii¢ faz olustu.

5. Tiplerin ist kisminda olusan beyaz tabaka atildi. Ardindan aymi tipiin dibine

dokunmadan ortadaki faz yeni bir tiipe alindi.

6. Uzerine 200 uL kloroform ilave edildi ve galkalandu.
7. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

8. 12000 g’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

9. Olusan iki fazin st kismi yeni bir tlipe aktarildi ve iizerine esit miktarda (500 pL)

izopropil alkol ilave edildi (alt faz atild1).

10. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

11. 12000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

12. Siipernatan tamamen atildi.

13. Pellet iizerine 1 mL % 75’lik etanol ilave edildi ve vortekslenerek ¢oziinmesi saglandi.

14. 7500 g’de 5 dk +4 °C’de santrifiij edildi.
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15. Siipernatan tamamen atildu.

16. Etanoliin uzaklastirilmasi i¢in ependorflar kapaklar1 agik tutularak 10 dk siireyle 40-50
°C’de etiivde inkiibe edildi.

17. Elde edilen RNA’larin iizerine 50 pL DEPC’li su eklendi ve 10 dk 55 °C’de inkiibe
edildi.
18. Daha sonra nanodrop kullanilarak RNA konsantrasyonlar1 ve A260/280 orani (RNA
saflig1) ol¢iildi.

Elde edilen RNA’nin safligi 260/280 absorbans orani olarak belirlendikten sonra

cDNA doniistimii yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Daha sonra Reverse Transkriptaz ile
cDNA elde edildi.

5.2.3. RNA Orneklerinden ¢cDNA Elde Edilmesi

izole edilen RNA orneklerinden cDNA eldesi ticari kit kullanilarak iiretici firmanin

yonlendirmeleri dogrultusunda agagidaki gibi gergeklestirildi.

1. -80 °C’de saklanan RNA 0Ornekleri oda sicaklifinda erimeleri igin bekletildi. Eriyen
RNA 6rneklerinin homojenligini saglamak icin bu 6rnekler 1s1 blogu iizerinde 65 °C’de 10

dakika 1s1t1ld.

2. RNA konsantrasyonlar1 olgiilerek kaydedildi. Elde edilen en diisik RNA
konsantrasyonu baz alinarak diger RNA oOrnekleri bu konsantrasyona gelecek sekilde

DEPC’li suyla seyreltildi.

3. 1.5 mL hacimli steril tiip igerisinde gerekli reaksiyon ortami Tablo 5°de verilen hacimler

kullanilarak hazirlandi.

4. Hazirlanan karistm cDNA elde edilecek her bir 6rnek i¢in 6nceden hazirlanmig 250 pL
hacimli tiiplere her birinde 10’ar pL olacak sekilde dagitildi. Dagitilan karisimlar iizerine
de her bir deney grubu i¢in 10’ar pL esitlenmis konsantrasyondaki RNA orneklerinden

ilave edildi.
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Tablo 5. RNA o6rneklerinden cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktifler Her bir 6rnek i¢in gerekli hacim (uL)
Anchored-oligo dT primer 1
Random hexamer primer 2
Transkriptor reaksiyon tamponu 4
RNase inhibitorii 0.5
dNTP karigimi 2
Reverse Transkriptaz 0.5

* PCR cihazi; 10 dakika 25 °C
60 dakika 50 °C

5 dakika 85 °C olacak sekilde ayarlandi ve cDNA sentezi islemi baglatildi.

 Siire sonunda sentezlenen cDNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak o6l¢tildi,

gruplar aras1 farklar1 ortadan kaldirmak adina cDNA konsantrasyonlar1 esitlendi ve RT-

PCR asamasina geg¢ildi.

5.2.4. Real Time PCR Protokolii

Gen ekspresyon c¢alismalari; ekspresyonu Ol¢lilmek istenen hedef gen i¢in spesifik

olarak iiretilen UPL (Universal Probe Library) problar kullanilarak firetici firmanin

yonlendirmeleri dogrultusunda Roche Light Cycler 480 II marka cihaz kullanilarak

gergeklestirildi. Calismamizda kullandigimiz primerler Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. RT-PCR’da kullanilan primer dizileri

Primer Ad1 Primer dizisi

fleri primer 5’- GGATGCAGAAGGAGATTACTGC -3’

B-Aktin
Geri primer 5’- CCACCGATCCACACAGAGTA -3’
fleri primer 5’-GCGACATGATTAATGGCACA -3’
CD36
Geri primer 5’-CAATGTCCGAGACTTTTCAACA -3’
Ileri primer 5’-AAGACAACGGACAAATCACCA -3’
PPARy
Geri primer 5’-GGGGGTGATATGTTTGAACTTG -3°
Ileri primer 5’-CCCAGAGGACCAATGAAATG -3’
C/EBPa

Geri primer 5’-ATACACCCTTGGACAACTAGGG -3’

RT-PCR analizi i¢in asagidaki adimlar takip edildi:

1. 1.5 mL hacimli tiip icerisinde hedef gen ve referans gen icin ayr1 ayr1 olmak {izere

gerekli reaksiyon ortam1 Tablo 7’°de verilen hacimler kullanilarak hazirlandi.

Tablo 7. Real Time PCR analizi igin gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktif Her bir érnek icin gerekli hacim (uL)

LightCycler 480 Probes master 10
Real time ready assay
(CD36, PPARy, C/EBPo ya da [ -Aktin)
PCR safliginda su 4

2. Hazirlanan karisim her bir 6rnek i¢in ii¢ kuyucuk olacak sekilde RT-PCR igin 6zel
olarak tiretilmis beyaz 96 kuyucuklu pleyte her bir kuyucukta 15’er puL olacak sekilde
dagitildi. Dagitilan karigimlar {izerine de her bir deney grubu icin 5’er uL cDNA 06rnegi

ilave edildi.
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3. Cihaz ayarlar1 Tablo 8’de verilen sablona gore diizenlendi ve RT-PCR analizi

gerceklestirildi.

4. Sonuglarin analizi Roche Light Cycler 480-I1 cihazinda bulunan Advance Relative
Quantification programu ile yapildi. Goreceli kantitasyon modunda; ilgilenilen hedef genler
deney gruplariin ekspresyon seviyeleri muamelesiz grup (negatif kontrol) ekspresyon
seviyeleri baslangi¢ alinarak goreceli olarak ifade edildi. Ayrica homosistein verilen obez
grupta ilgilenilen hedef genlerin ekspresyon seviyeleri, obez grubun ekspresyon seviyeleri

baslangi¢ alinarak goéreceli olarak ifade edildi.

Tablo 8. RT-PCR protokolii

Tespit formati: Tek Renkli Hidroliz Prob/ UPL Probe
Pleyt tiirii: 96 kuyucuklu
Reaksiyon hacmi: 20 pL

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 45 Kantifikasyon
Sogutma 1 -
Hedef Sicakhk °C  Elde etme modu  Siire Sicaklik artis hizi (°C/s)
On inkiibasyon
95 - 10 dakika 4.4
Amplifikasyon
95 - 10 saniye 4.4
60 - 30 saniye 2.2
72 Tek 1 saniye 4.4
Sogutma
40 - 30 saniye 2.2
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RT-PCR calismasinda beta-aktin, CD36, PPARy, C/EBPa’a ait amplifikasyon
grafigi Sekil 7°de gosterilmistir.

Fluorescence History
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Sekil 7. Amplifikasyon egrileri

5.3. Kullamilan istatistiksel Yontemler

Her bir gruba ait degerler aritmetik ortalama ve standart sapma (X + SD) olarak
ifade edildi. Denek sayisi her bir grupta (n=6) az oldugu i¢in non-parametrik testler
uygulandi. Bagimsiz gruplarin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi kullanildi. Grup
icindeki posthoc degerlendirmeler i¢in Mann-Whitney U testi uygulandi. Bagimli ikili
testlerin karsilastirilmasinda ise Wilcoxon testi kullanildi. p<0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

30



6. BULGULAR
6.1. Morfolojik Bulgular

Farelerin beslenme programi baslangicindaki ve sonundaki goriintiileri Resim 1 ve

2’de goriilmektedir.

Resim 1. Farelerin beslenme programi baslangicindaki goriintiisii

Resim 2. Farelerin beslenme programi sonundaki goriintiisii
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6.2. Calisma Gruplarinin Kilo Artis1 ve Son Agirhk Ol¢iimii Sonuclar:

Calismamizda uyguladigimiz beslenme periyodu sonucu agirlik degisimleri Tablo

9’da verildi.

Tablo 9. Deney gruplarinin 15. giin sonu ve 3. ay sonu agirlik sonuglari

Gruplar 15. giin sonu agirhg (g) 3. ay sonu agirhik (g) p

Normal 26.8 £1.08 47.0+2.02 0.028
Obez 26.6 £1.25 62.8 +5.51 0.028
Normal + Hcy 27.1£1.05 51.8+3.76 0.028
Obez +Hcy 26.1 £1.21 62.0 £2.37 0.028

p, “Wilcoxon testi” ne gore verilmistir.

Beslenme programi sonunda, 15. giin sonu agirliklarina gére her bir grupta
istatistiksel olarak anlamli artis goriildi (p<0.05). Ayrica deney sonunda, obez ve
obez+Hcy gruplarinin, kilo artisinin normal grup ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark goriildii (sirasiyla p=0.002, p=0.002). Ancak Hcy takviyesi hem normal hem
de obez gruplardaki farelerin kilolarinda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark olusturmadi (p>0.05).

6.3. Deney Gruplarimin Epididimal Yag Dokusundaki CD36, PPARY ve C/EBPa Gen

Ekspresyon Sonug¢lar:

Epididimal yag dokularindaki CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyonu
sonuglari, normal gruba gore kiyaslanarak her bir grubun degerleri Tablo 10 ve Sekil 8,

9,10°da gosterildi.

Tablo 10. Deney gruplarinin CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyon sonuglari

Parametreler ~ Normal Obez Normal + Hcy Obez + Hcy p

CD36 1+£0 1.48+0.336°  0.434+0.107° 0.947+0.068° 0.000
PPARYy 1+0 0.486+£0.194*  0.863+0.064* 0.380+0.164*° 0.000
C/EBPa 140 0.644 £0227%°  0.757+0.235%  0.514+0.176* 0.006

p, “Kruskal Wallis testi” ne gore verilmistir. Grup ig¢indeki posthoc degerlendirmeler Mann-Whitney U testi
ile yapilmistir.
®Normal grup ile karsilastirildiginda p<0.01, ®Normal grup ile karsilastirildiginda p<0.05
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Epididimal yag dokusundaki CD36, PPARy, C/EBPa gen ekspresyon sonuglari
Sekil 8, 9, 10°da verilmistir.

1.8 -
1.6 -
1.4 -
1.2

a
b
0.8 A b
0.6 -
0.4
0.2
0 I T T T 1

Normal Obez Normal + Hcy Obez + Hey

CD36 Ekspresyon Diizeyi (Kat)
=

Sekil 8. Deney gruplarinin CD36 gen ekspresyon analizi sonuglar1 (n=6) [* Normal gruba
gore anlamli artig goriildii (p< 0.01). ® Normal gruba gore anlamli azalma goriildii
(p<0.05).]

Normal grup ile karsilagtirildiginda obez grupta CD36 gen ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli artig gorilirken (p=0.003), normal+Hcy ve obeztHcy

gruplarinda anlamli azalma goriildii (sirasiyla p=0.002, p=0.04).
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1.2 4

1 - a
0.8 - a
a
0.6 -
0.4 -
0.2 -
O n T T 1

Normal Obez Normal + Hcy Obez + Hcy

PPARY Ekspresyon Diizeyi (Kat)

Sekil 9. Deney gruplarinin PPARy gen ekspresyon analizi sonuglar1 (n=6) [* Normal gruba
gore azalma gorildii (p< 0.01).]

PPARy gen ekspresyonunda normal grup ile karsilastirildiginda, diger gruplarda
anlamli azalma goriildii ( sirasiyla p=0.003, p=0.002, p=0.002).

1.2 ~

a
1 a

0.8 A a

0.6 -

0.4 -

0.2 -
0 - T T T )

Normal Obez Normal + Hcy Obez + Hey

C/EBPa Ekspresyon Diizeyi (Kat)

Sekil 10. Deney gruplarinin C/EBPo gen ekspresyon analizi sonuglari (n=6) [* Normal
gruba gore azalma goriildi (p< 0.01).]
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C/EBPa gen ckspresyonu normal grup ile karsilastirildiginda diger gruplarda

anlamli azaldig1 goriildii ( sirastyla p=0.003, p=0.04, p=0.002).

Epididimal yag dokularindaki CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyonu

sonuglari, obez gruba gore kiyaslanarak obez + Hcy grubun degerleri Tablo 11 ve Sekil 11,

12, 13’de gosterildi.

Tablo 11. Obez gruba gore Obez + Hcy grubunun CD36, PPARy ve C/EBPa gen

ekspresyon sonuglari

Parametreler Obez Obez + Hcy p
CD36 1+0 0.597 £0.193 0.002
PPARy 1+0 0.602 +0.217 0.002
C/EBPa 1+0 0.698 + 0.421 0.305
p, “Mann-Whitney U” ne gore verilmistir.
Homosisteinin  epididimal yag dokusundaki CD36, PPARy, C/EBPa gen

ekspresyon sonuglart Sekil.11, 12, 13’de verilmistir.

1.2 -

0.8

0.6 -

0.4 -

CD36 Ekspresyon Diizeyi (Kat)

0.2 -

Obez

Obez + Hey

Sekil 11. Obez gruba gore Obez +Hcy grubunun CD36 gen ekspresyon analiz sonucu
(n=6) [® Obez gruba gére azalma goriildii (p< 0.01).]
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CD36 gen ekspresyonunda, obez + Hcy grubunda obez gruba gore anlamli azalma
gorildii (p=0.002).
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Sekil 12. Obez gruba gore Obez +Hcy grubunun PPARYy gen ekspresyon analiz sonucu
(n=6) [* Obez gruba gore azalma goriildii (p< 0.01).]

PPARY gen ekspresyonunda, obez + Hcy grubunda obez gruba gore anlamli azalma
goriildi (p=0.002).

1.2 -

11

Obez Obez + Hcy
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o
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Sekil 13. Obez gruba gore Obez +Hcy grubunun C/EBPa gen ekspresyon analiz sonucu
(n=6)
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C/EBPa gen ekspresyonunda, obez + Hcy grubunda obez gruba gore bir azalma

goriilmesine ragmen bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.305).
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7. TARTISMA ve SONUC

Obezite giiniimiizde gelismis ve gelismekte olan iilkelerin en Onemli saglik
sorunlar1 arasinda yer almaktadir. Obezite, viicuda besinler ile alinan enerjinin, harcanan
enerjiden fazla olmasindan kaynaklanan ve viicut yag kitlesinin artmasi ile karakterize,
hem genetik hem de gevresel faktorlerden etkilenen bir hastaliktir. Obezitenin diyabet,
iireme bozukluklari, gastrointestinal sistem bozukluklari, hipertansiyon, artrit, uyku apnesi,
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi patolojiler i¢in risk faktorii oldugu bilimsel
olarak kanitlanmistir (2). Diinyadaki obezite sikliginin her gecen yil artmasi, yeni onleyici
ve tedavi edici protokollerin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu protokollerin
irdelenmesinde deneysel obezite modelleri ¢ok énemli bir yer teskil etmektedir. Deneysel
obezite caligmalarinda transgenik hayvan kullanimi, diyet ile ya da cerrahi veya kimyasal
ajanlar ile obezite olusturma gibi farkli protokoller uygulanmaktadir. Bunlardan yiiksek
yag icerigine sahip diyetle olusturulan obezite modeli invaziv olmamasi nedeniyle siklikla
tercih edilmektedir (43). Farelerin ve siganlarin ¢esitli tiirlerinde yag agisindan zengin olan
diyet ile besleme sonucu artan viicut agirlig1 ve diyabet olusumu gosterilmistir (44). Bu
calismada deneysel diyet indiiklii obezite modeli olusturmada literatiirdeki pek ¢ok yayinda
da bu amagla kullanilan Research Diet firmasindan satin alinan D12492 ve D12450J kodlu
yemler kullanildi (45, 46). Bununla birlikte her fare ve rat tiirlinde diyetle indiiklenmis
obezite modeli olusturulamamaktadir. Ornegin Spraque-Dawley cinsi ratlar bu modele
farkli cevaplar verebilirken, A/J ve C57BL/KsJ cinsi fareler C57BL/6J cinsi farelere gore
obeziteye karst direnglidirler. Yapilan literatiir taramalarinda C57BL/6J, 129X1/SvJ,
BALB/c, DBA/2 ve FVB/N cinsi farelerin diyet indiiklii obezite modellerinde siklikla
kullanilan tiirler oldugu gériilmiistiir (47). Ozellikle BALB\c tiiriinde disilerin erkeklere
gore ylksek yagli diyet indiiklii obeziteye direngli olduklar1 da bildirilmektedir (48). Bu
bilgiler 1518inda bu calismada kolay elde edilmesi ve cerrahi arastirma merkezimizde
siklikla tiretilmesi bakimindan deneysel obezite modeli olusturmak iizere BALB/c fare
tirliniin erkek bireyleri tercih edildi. Deneysel obezite modelimizde beslenme programi
sonunda, obez gruplarda normal gruplara gore istatistiksel olarak anlamli artis
goriildiiglinden dolay1 obezite modelimizin basarili bir sekilde gerceklestirildigi kanaatine

varildi.

Obezitenin kardiyovaskiiler hastaliklarla siki bir iligkisinin oldugu ve homosisteinin

bu iliskiye katkida bulunan onemli bir molekiil oldugu vurgulanmaktadir (49). Yiiksek
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homosistein seviyesi aterosklerotik damar hastalig1 ve aterotromboz i¢in bagimsiz bir risk
faktoriidiir. Hiperhomosisteinemi vaskiiler hiicrelerde c¢esitli fonksiyonel degisiklikler,
endotelyal fonksiyon ve aktivasyon bozuklugu, diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunun
uyarilmasi, monositlerin uyarilmasi ve endotel hiicrelerine adezyonu gibi bir¢cok olay1
uyarmaktadir. Homosisteinin aterojenik 6zelliklerini agiklamak tizere pek ¢ok mekanizma
ileri siiriilmiistiir. Ozellikle Hcy’nin protein kinaz C (PKC)/c-fos sinyal yolagmi ve
koagiilasyon kaskadini aktifleyerek, platelet agregasyonu ve LDL oksidasyonunu artirarak
aterojenik Ozellik sergiledigi olasi mekanizmalar arasinda 6n plana ¢ikanlardir (15).
Homosisteinin klinik yansimalarinin ortaya konmasinda deneysel hayvan modelleri siklikla
tercih  edilmektedir. Farelerde deneysel hiperhomosisteinemi  modeli  diyetsel
modifikasyonlar, genetik veya farmakolojik yaklasimlar gibi pek ¢ok sekilde
olusturulabilmektedir. Diyetsel modifikasyonlardan bir tanesi de farelerin igme suyuna
homosistein takviyesidir. Igme suyuna 12 hafta boyunca eklenen 0.9 g/L
konsantrasyondaki Hcy’nin farelerin kan plazma homosistein seviyesini fizyolojik
siirlarin daha st degerlerine ¢ikarabildigi gosterilmistir (9, 50). Buradan hareketle bu
calismada farelerin icme suyuna 12 hafta boyunca 0.9 g/L konsantrasyonda Hcy takviyesi

yapilarak deneysel hiperhomosisteinemi modeli olusturuldu.

Yag dokusu, etrafi kan damarlari, immiin hiicreler, kollajen lifleri ve fibroblastlar
ile ¢evrili gevsek bag dokusudur. Yag dokusu adiposit hiicrelerinden olusmaktadir. Yag
dokusu bir endokrin doku gibi davranarak enerji dengesinin ayarlanmasinda, néroendokrin
ve immun fonksiyonlarin diizenlenmesinde aktif rol alan proteinleri salgilamaktadir.
Adipoz doku adipokinler olarak adlandirilan biyoaktif peptidlerin sentezlendigi ve
salgilandig1 yerdir (4). Yag dokusu anatomik yerlesimine gore subkutan ve viseral yag
dokusu olarak siniflandirilmaktadir. Insan viicudundaki yag dokusunun yaklasik % 80’i
yiizeysel ve derin subkutan yag dokusudur. Subkutan yag dokusu boyun, sirt, bel, karin,
gluteal, femoral ve meme bolgesinde bulunmaktadir. Yag dokusunun yaklasik % 20’si ise
viseral yag olarak mide, bagirsak, pankreas, kalp, bobrek ve i¢ lireme organlari ¢evresinde
bulunmaktadir. Ayrica kas i¢inde ve gevresinde az miktarda bulunan yag dokusu da viseral
yag dokusuna dahil edilmektedir (51). Epididimal (gonadal) yag doku farelerdeki en biiyiik
yag depolarindan birisi olup, viseral yag doku siniflamasina girmektedir. Erkek farelerde
testis, disi farelerde ise over cevresinde yogunlasmaktadir. Epididimal yag dokusunun

biiyiikliigii diyetle indiiklenebilmektedir. Bu yag dokusu tiirii subkutan yag dokusuna gore
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PPARy, SREBPI1c ve C/EBP-a gibi anahtar adipogenik transkripsiyon faktorlerinin daha
fazla eksprese edildigi bir dokudur. Epididimal yag dokusu diger yag dokulariyla
kiyaslandiginda heterojenitesinin daha diisik ve safligimin daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir. Ayrica epididimal yag dokusu diger yag dokularindan daha fazla sayida
mitokondriye sahiptir (52). Bu sebeplerden dolayr bu ¢alismada epididimal yag dokusu

orneklerinin kullanilmasi tercih edildi.

MRNA ekspresyon analizlerinde Northern blot, RT-PCR, makroarray ve
mikroarray gibi pek c¢ok yontem kullanilabilmektedir. Bu ydntemlerden RT-PCR
uygulanmasinin kolayligi, kurulum ve analiz maliyetinin diisiik olmasi, biyoinformatige
gereksinim duymamasi ve ¢ok sayida gen iriiniine uygulanabilmesi gibi avantajlara
sahiptir (53). RT-PCR teknigi ile DNA dizilerinin es zamanli olarak g¢ogaltilmasi ve
reaksiyon siiresi boyunca olusan iriinlerin miktarmin goézlenmesi miimkiindiir.
Amplifikasyonun her basamaginin takip edilebilmesi RT-PCR’yi 6zel kilan en &nemli
ozelligidir. Amplifikasyon egrileri iizerinde tiim amplifikasyon profili gézlenebilmektedir.
Bu imkan reaksiyon i¢in kullanilan primerler ve hedefe 6zgii floresans isaretli problar ile
saglanmaktadir (54, 55). Hem mevcut imkanlarimiz dahilinde olmasi hem de adi gegen
avantajlarindan dolayt bu c¢alismada CD36, PPARy ve C/EBPa gen ekspresyon
seviyelerinin 6l¢iimii hedefe 6zgii floresans isaretli problar kullanilarak RT-PCR yontemi

ile gerceklestirildi.

RT-PCR ile elde edilen veriler mutlak kantitasyon (absolute quantification) veya
goreceli kantitasyon (relative quantification) analiz teknikleri ile degerlendirilmektedir.
mRNA ekspresyon calismalarinda ise siklikla goreceli kantitasyon kullanilmaktadir. Bu
teknikte ayn1 6rnege ait iki farkli hedef genin ekspresyon seviyeleri karsilastirilir ve sonug
bu hedeflerin oram1 olarak ifade edilir. Karsilastirma amaciyla kullanilan ikinci gen
"referans gen" olarak isimlendirilir ve tiim deney sartlarinda degismez miktarda eksprese
oldugu kabul edilir. Bu referans gen internal kontrol olarak da bilinir ve 6rnekten 6rnege
olan farkliliklarin degisiminin normalizasyonu i¢in kullanilir. Tlgilenilen hedef genin deney
gruplarindaki ekspresyon seviyeleri muamelesiz grup (negatif kontrol) ekspresyon
seviyeleri baglangi¢ alinarak rolatif olarak ifade edilir. Boylelikle rolatif kantitasyon,
kullanicilara bir hedef genin en az iki farkli durumdaki ekspresyon profilini kolayca
karsilastirma olanagi saglar. Rolatif kantifikasyon gen ekspresyonunun belirlenmesinde en

iyi teknik olarak kabul edilmektedir (56). Adipoz dokuda gerceklestirilen gen ekspresyonu
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caligmalarinda siklikla (B-aktin referans gen olarak kullanilmaktadir (9, 57). Hem 06n
caligmalarimizda deneysel islemler sonucu negatif kontrol grubuna gore esik degerinin
degismemesi, hem de literatiirde adipoz doku gen ekspresyon ¢alismalarinda
kullanilmasindan dolay1 ¢alismada referans gen olarak B-aktin tercih edildi. Hedef gen
ekspresyon seviyeleri de rolatif kantitasyon modiilii kullanilarak hesaplandi ve muamelesiz

grup ekspresyon seviyeleri baglangic alinarak kat olarak ifade edildi.

CD36, birgok hiicre yiizeyinde bulunan 88 kDa molekiil agirligina sahip bir
transmembran glikoproteindir. CD36; monositler, makrofajlar, trombositler, mikrovaskiiler
endotel hiicreleri, adipositler, bobrek ve kalp miyositlerindeki epitel hiicrelerinden
eksprese edilmektedir. CD36; trombospondin-1, okside fosfolipidler, okside LDL,
hekzarelin, fibriler beta amiloid peptidler ve uzun zincirli yag asitleri gibi molekiilleri
baglama o6zelligine sahiptir. Aterojenik siire¢ makrofajlarin farklilastigi arteriyel intima
alanina kanda dolasan monositlerin transmigrasyonuyla baslamaktadir. Ozellikle
makrofajlar CD36 araciligiyla okside LDL’yi baglayarak hiicre igine alirlar. Zamanla
makrofajlardan kopiik hiicre olusumu ateroskleroz i¢in baslangic asamasi olarak kabul
edilmektedir (19). Adipositler hiperkolesterolemik kosullar altinda CD36 araciligiyla
dolasimdan okside LDL’leri almakta ve okside LDL’lerin kandaki seviyelerini
azaltmaktadirlar. Bu 6zelliginden dolayr adipoz doku dolasimdaki kolesterol igin bir
"tampon havuzu (buffering pool)" olarak disiliniilmektedir. Bu durum ¢ogu arastirmaci
tarafindan adipositlerin aterosklerozun tedavisinde potansiyel bir hedef olarak goriilmesine
neden olmustur (58). Ayrica CD36 adiposit farklilasmasinda ve adipogenezde Onemli

fonksiyonlara sahiptir.

Plazma Hcy seviyesi ile kardiyovaskiiler hastalik riski arasinda pozitif korelasyon
oldugu ileri stirtilmektedir. Bu iliskinin Hcy’nin LDL oksidasyonunu, serbest radikalleri ve
endotel hasarim1 artirmasindan, ayrica nitrik oksit metabolizmasini bozmasindan
kaynaklandigi diistiniilmektedir (59). Bununla birlikte Hcy’nin ateroskleroz olusumunda
cok onemli bir rol oynayan CD36 iizerine etkisini inceleyen ¢alismalar sinirlidir. Mentese
ve arkadaglar1 3T3-L1 hiicrelerinde yaptiklar1 ¢aligmada Hcy’nin adiposit farklilagmasini
azalttigini, ancak CD36 gen ekspresyonu iizerine etkisi olmadigini gostermislerdir (15). Ide
ve arkadaglar1 ise insan makrofaj hiicrelerinde 50 ve 200 uM konsantrasyonlardaki
Hcy’nin CD36 gen ekspresyonunu sirasiyla % 18 ve % 41 oraninda arttirdigini ortaya

koymuslardir (60). In vivo ¢alismalarda ise Hey ile beslenen apoE-/- fareler normal diyetle
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beslenen apoE-/- farelerle karsilastirildiginda, Hcy ile beslenen farelerde plazma okside
LDL seviyelerinin arttig1, buna bagli olarak da aterosklerotik lezyonlarda ve CD36 gen
ekspresyonunda bir artis oldugu gosterilmistir (9). Literatiirde normal fareler {izerinde
Hcy’nin aterosklerotik siiregte dnemli bir rol oynayan CD36 ile iliskisini ortaya koyan bir
calismanin bulunmamasindan hareketle planlanan bu ¢alismada, Hey’ nin normal farelerin
yag dokusundaki CD36 gen ekspresyonunu anlamli sekilde azalttigi bulundu (p=0.002).
Ayrica CD36 gen ekspresyonunun obeziteyle birlikte istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 (p=0.003) bulunurken, Hcy’nin obezlerde de CD36 gen ekspresyonunu istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azalttigi gézlendi (p=0.04).

Adiposit farklilagsmasi incelendiginde, PPARy ve C/EBPo’nin farklilagsmanin erken
evrelerinde sentezlendigi ve obezite gelisimine katkida bulunduklari bilinmektedir (61).
Calisma sonuglarimiza gére hem PPARy hem de C/EBPa gen ekspresyon seviyelerinin
obez grupta normal gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi belirlendi
(p<0.05). Hcy takviyesi ile hem PPARy hem de C/EBPa gen ekspresyon seviyelerinin
kendi kontrollerine gore diisiik seviyelerde seyrettigi izlendi. Literatiir incelendiginde
sonuclarimizla paralel olarak artmis Hcy seviyeleri ile PPARy ekspresyon seviyeleri
arasinda negatif bir korelasyon oldugu bildirilmektedir (Sekil 14) (62, 63). Wang ve
arkadaglar1 3T3-L1 adiposit hiicre serilerinde yaptiklar1 ¢aligmada Hcy’nin PPARY ve onun
hedef genlerinden olan adiposit protein 2 (aP2) ekspresyonunu azaltarak adipogenezi
inhibe ettigini gostermislerdir (63). Hcy’nin IL-8 ve MCP-1 gibi pro-inflamatuvar
sitokinlerin seviyelerini artirdigi ve artan sitokinlerin de adipogenezi azalttig1
bildirilmektedir (Sekil 14) (64, 65). Adipositlerde -adrenerjik uyaranlar, HDL, Hcy ve
eikopentaenoik asit gibi endojen faktorlerin etkisiyle AMP-tarafindan aktiflestirilen protein
kinaz (AMPK)’nin sitimule edildigi bilinmektedir (Sekil 14) (66, 67). Proliferasyon ve
adipogenez anabolik siireclerdir ve AMPK tarafindan inhibe edilmektedirler. AMPK,
adipogenezi Ozellikle C/EBPB, PPARy, C/EBPa, FAS, aP2 ve SREBP-1c gibi
adipogenezin temel transkripsiyon faktorleri ve fonksiyonel proteinlerinin miktarini
azaltarak baskilamaktadir (Sekil 14) (66). Obezite gelisiminde yag doku kitlesinin artigina
katki vermeleri nedeniyle PPARy ve C/EBPa ekspresyon seviyelerinin obez grupta daha
yiiksek seyretmesi beklenebilirdi. Adipositler belirli bir esik biiyiikliigiine ve sayisina
ulasinca adipositlerden salinan cesitli faktorler makrofaj aktivasyonuna ve infiltrasyonuna

sebep olmaktadir. Bu asamada TNF-a sitimiilasyonu altinda preadipositlerden salinan
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kemokinler de makrofaj infiltrasyonuna katkida bulunmaktadir (Sekil 14) (68). Genel stres
cevabinda NF-kB, nukleusta PPARy aktivitesini baskilayarak lipidlerin mobilizasyonunu
saglamaktadir. Ayrica NF-kB; TNF-a, IL-1, IL-6 ve MCP-1gibi pek ¢ok inflamatuvar
sitokinin de transkripsiyonunu arttirmaktadir (Sekil 14) (69). Vidal-Puig ve arkadaslar
yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde TNF-o mRNA ekspresyonunun 6nemli derecede
arttigin1  bildirmiglerdir (70). TNF-o’nin PPARy ve C/EBPo ekspresyonunu azaltarak
adipogenezi inhibe etme potansiyelinden yola c¢ikarak, TNF-o’daki bu artisin yag
depolariin daha fazla biliylimesini Oonlemeye yonelik adaptif bir kontrol mekanizmasi
oldugunu savunmuslardir (70, 71). Obez farelerin adipoz dokularinda TNF-a seviyelerinin
arttig1 bildirilmekte ve bu artisin PAI-1 ve IL-6 gibi aterojenik adipokinlerin miktarini
arttirdi@1 ve adiponektin gibi anti-aterojenik adipokinleri ise azalttigi gosterilmistir (Sekil
14) (72). Dolayisiyla obez grubumuzda zamanla artan inflamatuvar cevap, adipogenezde
gorev alan Onemli diizenleyici transkripsiyon faktdrlerinden PPARy ve C/EBPa
ekspresyon seviyelerinin azalmasina sebep olmus olabilir. Azalan PPARy ve C/EBPa
seviyelerinde bile CD36 ekspresyon seviyelerinin nasil hala yiiksek seyrettigi paradoks
olarak goriilebilir. Her ne kadar PPARa, PPARy, PXR, NR4A (Nu 77) ve Foxa2 (HNF3p)
gibi transkripsiyon faktdrlerinin CD36 gen ekspresyonunu diizenledikleri gosterilmis olsa
da bu transkripsiyon faktorlerinin dogrudan CD36 promotor bolgesine baglandiklarina dair
bir kanit bulunamamistir. Ayrica son arastirmalarda CD36 promotor bolgesinin oldukca
komplike oldugu ve alternatif transkripsiyon baslama bdlgelerini igerdigi de gosterilmistir
(73). Obezite ve tip II diyabet patolojilerinde yag dokuda CD36 gen ekspresyonunun arttig1
bilinmektedir (74). Diyetle indiiklenmis obezite modelinde farelerde CD36’nin 6nemli
diizenleyici proteinlerinden olan Foxa2 (Hepatosit niikleer faktorler-3 (Foxal-3))’nin
ekspresyonunun arttigi  gosterilmistir. Artmus Foxa2 ekspresyonunun da adiposit
farklilagsma ve olgunlagsma faktorlerinden PPARY, aP2 ve yag asidi sentaz gibi proteinleri
inhibe ettigi bildirilmektedir (Sekil 14) (75). PPARy’nin C/EBPa yoklugunda bile
adipogenezi uyarabildigi gosterilmisken, C/EBPa’nin ise PPARy yoklugunda adipogenezi
indiikleyemedigi gOsterilmistir. Dolayisiyla her iki transkripsiyon faktoriiniin de
adipogenez i¢in 6nemli oldugu, fakat esas oncii etkinin PPARy’dan kaynaklandig1 ileri
stiriilmiistiir (76, 77). Literatiirde Foxa ailesi proteinlerinin yag asidi tasiyict proteinleri
tizerinde herhangi bir inhibisyonu gosterilmemekle birlikte (78), 6zellikle Foxa2’nin CD36
gen ekspresyonunu arttirdigi ortaya konmustur (Sekil 14) (79). Ozellikle obez grupta diisiik

43



PPARy ve C/EBPa ekspresyon seviyelerine ragmen, yiiksek seyreden CD36 ekspresyon
seviyesinin aktiflenmis Foxa2 proteininin aktivitesinin bir sonucu olabilecegi

kanaatindeyiz.

Sonug olarak hiperhomosisteineminin kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir
risk faktorii oldugu bilinmekte olup, bu etkinin mekanizmasi heniiz ortaya konmamaigtir.
Calisma sonuglarimiza gore Hey’nin hem obezlerde hem de normal farelerde CD36 gen
ekspresyonunu azaltmasi sonucu yag dokuya okside LDL girisinin azaldig: diisiiniilebilir.
Bu girisin azalmasiyla kandan okside LDL’lerin en énemli toplayicist olarak makrofajlar
on plana cikacaktir. Makrofajlarda biriken okside LDL’lerin zamanla kopiik hiicre
olusumunu indiikledigi ve ateroskleroza zemin hazirlayabildigi disiiniliirse
hiperhomosisteineminin  zararlarinin mekanizmalarinin  agiklanmasi  agisindan bu

calismanin ileride yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz (Sekil 15).

44



(amre erepjeukey| JefewIpueeIEWNU

D[OP[INAS) ISBWZIUBYIW [dWIYNW UIULIB[UOASAISYd udd uru, ndg3/D ‘ AYvdd ‘9cdD epunsmyop Sed [ewrprpido arey zaqQ ‘pI [DRS

MdINV -dOIN
| 9can Nt
ndd4d/0
N Advdd

59 ysodipeaag
89 I
nsodipy
isewseqipaey ysodipy
AN
\\\\\ ~

— 9

oot l b1 81 zde

DAIH/D :
= N
Ravad (ﬁ
\ T EddN ~
Al i SL

99 6L

L exo

9€dD
69

45


1
Text Box
45 

1
Rectangle


(‘M e1epEUARY JR[EWIIPUR[RIBWNY DYOP[IOS) ISBWZIUB oUW

[oWwoIYNW UIUISY}d UIOISISOWOY oulozn nuoAsordsyo uod umu,ndgl/)’ AYvdd ‘9cdD epunsnyop Jed [ewnpipido arej zoqQ ST [DPS

P

tsasony yndoy

vunwR] Y0se|

B _C
1S2190Y Sy Z0(] & e 4

TATPIN0_- s T . 9¢a) sodipeard

i SO
o M 4

a0 ewzelg

| |\

isewseppeg sodipy

usodipe

o |

MdWY 87T I-dOIW (2

9€dD

46


1
Text Box
46 

1
Rectangle


8. KAYNAKLAR

10.

11.

12.

Shamseddeez H, Getty JZ, Hamdallah IN, Ali MR (2011). Epidemiology and
economic impact of obesity and type 2 diabetes. Surg Clin N Am 91: 1163-1172.
Kuzcmarski RJ, Flegal KM (2000). CDC growth charts. United States Adv Data 314:
1-27.

Cook JW, Taylor LM, Orloff GJ, Landry GL, Moneta JM, Porter (2002).
Homocysteine and arterial disease-experimental mechanisms. Vsc Pharmacol 5: 293-
300.

Mentese A (2011). Homosisteinin yag dokusunda okside LDL reseptorii gen
ekspresyonu iizerine etkisi. Doktora tezi, Karadeniz Teknik Universitesi, Saglk
Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Coburn CT, Knapp FF Jr, Febbraio M, Beets AL, Silverstein RL, Abumrad NA
(2000). Defective uptake and utilization of long chain fatty acids in muscle and
adipose tissues of CD36 knockout mice. J Biol Chem 275: 32523-32529.

Oquendo P, Hundt E, Lawler J, Seed B (1989). CD36 directly mediates cytoadherence
of Plasmodium falciparum parasitized erythrocytes. Cell 58 :95-101.

Febbraio M, Hajjar DP, Silverstein RL (2001). CD36: a class B scavenger receptor
involved in angiogenesis, atherosclerosis, inflammation, and lipid metabolism. J Clin
Invest 108: 785-791.

Endemann G, Stanton LW, Madden KS, Bryant CM, White RT, Protter AA (1993).
CD36 is a receptor for oxidized low density lipoprotein. J Biol Chem 268:11811-
11816.

Thampi P, Stewart BW, Joseph L, Melnyk SB, Hennings LJ, Nagarajan S (2008).
Dietary homocysteine promotes atherosclerosis in apoE-deficient mice by inducing
scavenger receptors expression. Atherosclerosis 197(2): 620-629.

Zhang L, Chawla A (2004). Role of PPARgamma in macrophage biology and
atherosclerosis. Trends Endocrinol Metab 15(10):500-505.

Nagy L, Tontonoz P, Alvarez JG, Chen H, Evans RM (1998). OxLDL regulates
macrophage gene expression through ligand activation of PPAR gamma. Cell 93:229-
240.

Nicholson AC (2004). Expression of CD36 in Macrophages and atherosclerosis the
role of lipid regulation of PPARg signaling. Trends Cardiovasc Med 14:8-12.

47



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Rosenson RS (2007). Effects of peroxisome proliferator-activated receptors on
lipoprotein metabolism and glucose control in type 2 diyabetes mellitus. Am J Cardiol
99(4A):96B-104B.

Ramji DP, Foka P (2002). CCAAT/enhancer-binding proteins: Structure, function and
regulation. Biochem J 365(3): 561-575.

Mentese A, Alver A, Sumer A, Demir S (2016). Effects of homocysteine on adipocyte
differentiation and CD36 gene expression in 3T3-L1 adipocytes. J Cell Commun
Signal 10(1): 55-60.

Senel F (2010). Obezite. Bilim ve Teknik Dergisi 497: 86-87.

Ruser CB, Sanders L, Brescia GR, Talbot M, Hartman K, Vivieros K, Bravata DM
(2005). Identification and management of overweight and obesity by internal medicine
residents. JGIM 20; 12: 1139-1141.

Obesity and overweight,http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/ 5 June
2015.

Junqueira LC, Carneiro J, Kelley OR (1993). Temel Histoloji (Cev. Y. Aytekin). Baris
Kitapevi.150-158.

Gimble JM (2003). Adipose tissue-derived therapeutics. Expert Opin Biol Therapy
3(5): 705-713.

Frithbeck G (2001). Adipose Tissue Protocols. Overwiev of adipose tissue and its role
in obesity and metabolic disorders. New jorsey: 1-22.

Ahima RS, Flier JS (2000). Adipose tissue as an endocrine organ. Trends Endocrinol
Metab 11:327-332.

Ergiin A (2005). Adipose tissue and the adipocyte. Tiirkiye Klinikleri J Med Sci 25:
412-420.

Abumrad NA, ElI-Maghrabi MR, Amri EZ, Lopez E, Grimaldi PA (1993). Cloning of
a rat adipocyte membrane protein implicated in binding or transport of long-chain fatty
acids that is included during preadipocyte differentiation. Homology with human
CD36. J Biol Chem 268:17665-17668.

Lipton SA, Kim WK, Choi YB, Kumar S, D'Emilia DM, Rayudu PV (1997).
Neurotoxicity associated with dual actions of homocysteine at the N-methyl- D-
aspartate receptor. Proc Natl Acad Sci U S A. 94(11):5923-5928.

48



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Ho PI, Ashline D, Dhitavat S, Ortiz D, Collins SC, Shea TB (2003). Folate deprivation
induces neurodegeneration: roles of oxidative stress and increased homocysteine.
Neurobiol Dis 14(1):32-42.

Kruman Il, Culmsee C, Chan SL, Kruman Y, Guo Z, Penix L (2000). Homocysteine
elicits a DNA damage response in neurons that promotes apoptosis and
hypersensitivity to excitotoxicity. J Neurosci 20:6920-6926.

Kruman Il, Kumaravel TS, Lohani A, Pedersen WA, Cutler RG, Kruman Y (2002).
Folic acid deficiency and homocysteine impair DNA repair in hippocampal neurons
and sensitize them to amyloid toxicity in experimental models of Alzheimer's disease.
J Neurosci 22:1752-1762.

Jiang X, Yang F, Brailoiu E, Jakubowski H, Dun NJ, Schafer Al, Yang X, Durante W,
Wang H (2007). Differential regulation of homocysteine transport in vascular
endothelial and smooth muscle cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol.1976-1983.

Blom HJ, Smulders Y (2011). Overview of homocysteine and folate metabolism. With
special references to cardiovascular disease and neural tube defects, J Inherit Metab
Dis 34(1):75-81.

McCully KS (1969). Vascular pathology of homocysteinemia: implications fort he
patogenesis of arteriosclerisis. Am J Pathol 56:111-128.

Utku U, Celik Y (2002). Strokta etyoloji, smiflandirma ve risk faktorleri.
Serebrovaskiiler Hastaliklar: Giines Kitabevi Yayinlari, Ankara : 49-61.

Park YM (2014). CD36, a scavenger receptor implicated in atherosclerosis. Exp Mol
Med 46:€99.

Collot-Teixeira S, Martin J, McDermott-Roe C, Poston R, McGregor JL (2007). CD36
and macrophages in atherosclerosis. Cardiovasc Res 75(3):468-477.

Tiirker K (2011). Tip 2 diyabetik hastalar ile diabeti olmayan kardeslerinde TCF7L2
ve PPAR-y genlerindeki genetik polimorfizmin PCR RFLP metodu ile arastiriimasi.
Uzmanlik Tezi, Isparta.

Poulsen L, Siersb&k M, Mandrup S (2012). PPARs: fatty acid sensors controlling
metabolism. Semin Cell Dev Biol 23(6):631-639.

Grygiel-Gorniak B (2014). Peroxisome proliferator-activated receptors and their

ligands: nutritional and clinical implications--a review. Nutr J 13: 17.

49



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Janani C, Ranjitha Kumari BD (2015). PPAR gamma gene--a review. Diabetes Metab
Syndr 9(1):46-50.

Lin Y, Zhao J, Hu X, Wang L, Liang L, Chen W (2016). Transcription factor
CCAAT/enhancer binding protein alpha up-regulates microRNA let-7a-1 in lung
cancer cells by direct binding. Cancer Cell Int 16:17.

Tsukada J, Yoshida Y, Kominato Y, Auron PE (2011). The CCAAT/enhancer
(C/EBP) family of basic-leucine zipper (bZIP) transcription factors is a multifaceted
highly-regulated system for gene regulation. Cytokine 54(1):6-19.

Kubista M, Andrade JM, Bangtsson M, Forootan A (2006). The real-time polymerase
chain reaction. Mol Aspects Med 27 (2-3): 95-125.

Telmann G, Geulen O (2006). Light cycler 480 real-time PCR system: Innovative
solutions for relative quantification. Biochemica 4: 16-18.

Lutz TA, Woods SC (2012). Overview of animal models of obesity. Curr Protoc
Pharmacol 61:58.

Wang CY, Liao JK (2012). A mouse model of diet-induced obesity and insulin
resistance. Methods Mol Biol 821: 421-433.

Liu LF, Purushotham A, Wendel AA, Belury MA (2007). Combined effects of
rosiglitazone and conjugated linoleic acid on adiposity, insulin sensitivity, and hepatic
steatosis in high-fat-fed mice. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 292: 1671-
1682.

Johnson JA, Trasino SE, Ferrante AW, Vasselli JR (2008). Prolonged decrease of
adipocyte size after rosiglitazone treatment in high- and low-fat-fed rats. Obesity
15(11): 2653-2663.

Montgomery MK, Hallahan NL, Brown SH, Liu M, Mitchell TW, Cooney GJ, Turner
N (2013). Mouse strain-dependent variation in obesity and glucose homeostasis in
response to high-fat feeding. Diabetologia 56: 1129-1139.

Nishikawa S, Yasoshima A, Doi K, Nakayama H, Uetsuka K (2007). Involvement of
sex, strain and age factors in high fat diet-induced obesity in C57BL/6J and BALB/cA
mice. Exp Anim 56(4): 263-272.

50



49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

Villela MP, Andrade VL, Eccard B, Jordao AA, Sertorio JT, Tanus-Santos JE, Silva
IF, Silveira JN, Sandrim VC (2014). Homocysteine and nitrite levels are modulated by
MTHFR 677C>T polymorphism in obese women treated with simvastatin.Clin Exp
Pharmacol Physiol. 41(10):744-747.

Dayal S, Lentz SR (2008). Murine models of hyperhomocysteinemia and their
vascular phenotypes. Arterioscler Thromb Vasc Biol 28: 1596-1605.

Kahraman C (2013). Diyetle indiiklenmis obezitede yag dokusundaki oksidan
antioksidan dengenin incelenmesi. Doktora tezi, Karadeniz Teknik Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisti, Trabzon.

Bjorndal B, Burri L, Staalesen V, Skorve J, Berge RK (2011).Different adipose
depots: Their role in the development of metabolic syndrome and mitochondrial
response to hypolipidemic agents. J Obes 490650: 1-15.

Fryer RM, Randall J, Yoshida T, Hsiao LL, Blumenstock J, Jensen KE, Dimofte T,
Jensen RV, Gullans SR (2002). Global analysis of gene expression: Methods,
interpretation, and pitfalls. Experimental Nephrol 10: 64-74.

Kubista M, Andrade JM, Bangtsson M, Forootan A (2006). The real-time polymerase
chain reaction. Mol Aspects Med 27 (2-3): 95-125.

Wilhelm J, Pingoud A (2003). Real-time polymerase chain reaction. Chembiochem
4(11): 1120-1128.

Telmann G, Geulen O (2006). Light cycler 480 real-time PCR system: Innovative
solutions for relative quantification. Biochemica 4: 16-18.

Soronen J, Laurila PP, Naukkarinen J, Surakka I, Ripatti S, Jauhiainen M, Olkkonen
VM, Yki-Jarvinen H (2012). Adipose tissue gene expression analysis reveals changes
in inflammatory, mitochondrial respiratory and lipid metabolic pathways in obese
insulin-resistant subjects. BMC Med Genomics 5: 9.

Wu ZH, Zhao SP (2006). Adipocyte: A potential target for the treatment of
atherosclerosi. Med Hypotheses 67(1): 82—86.

Tzotzas T, Evangelou P, Kiortsis DN (2011). Obesity, weight loss and conditional
cardiovascular risk factors. Obesity Reviews 12: e282-e289.

Ide N, Keller C, Weiss N (2006) Aged garlic extract inhibits homocysteine-induced
CD36 expression and foam cell formation in human macrophages. J Nutr 136(3
Suppl):7555-758S.

51



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Sung SH, Mina Lee M (2015). Anti-adipogenic activity of a new cyclic
diarylheptanoid isolated from Alnus japonica on 3T3-L1 cells via modulation of
PPARc, C/EBPa and SREBP1c signaling. Bioorg Med Chem Lett 25: 4648-4651.
Mujumdar VS, Tummalapalli CM, Aru GM, Tyagi SC (2002). Mechanism of
constrictive vascular remodeling by homocysteine: role of PPAR. Am J Physiol Cell
Physiol 282(5): C1009-C1015.

Wang Z, Dou X, Yao T, Song Z (2011). Homocysteine inhibits adipogenesisin 3T3-L1
preadipocytes. Exp Biol Med 236:1379-1388.

Poddar R, Sivasubramanian N, DiBello PM, Robinson K, Jacobsen DW (2001).
Homocysteine induces expression and secretion of monocyte chemoattractant protein-
1 and interleukin-8 in human aortic endothelial cells. Circulation 103:2717-2723.
Zhou H, Yang X, Zhang YO, Cai GP (2008). Interleukin-8 inhibits clonal expansion
of 3T3-L1 preadipocyte during differentiation. Chin J Appl Physiol 24(2):243-247.
Bijland S, Mancini SJ, Salt IP (2013). Role of AMP-activated protein kinase in
adipose tissue metabolism and inflammation. Clin Sci 124: 491-507.

Wang Z, Pini M, Yao T, Zhou Z, Sun C, Fantuzzi G, Song Z (2011). Homocysteine
suppresses lipolysis in adipocytes by activating the AMPK pathway. Am J Physiol
Endocrinol Metab 30: E703-E712.

Xu H, Barnes GT, Yang Q, Tan G, Yang D, Chou CJ, Sole J, Nichols A, Ross JS,
Tartaglia LA, Chen H (2003). Chronic inflammation in fat plays a crucial role in the
development of obesity-related insulin resistance. J Clin Invest 112: 1821-1830.

Ye J, Keller JN (2010). Regulation of energy metabolism by inflammation: A
feedback response in obesity and calorie restriction. Aging 2(6): 361-368.

Vidal-Puig A, Jimenez-Lifian M, Lowell BB, Hamann A, Hu E, Spiegelman B, Flier
JS, Moller DE (1996). J Clin Invest 97(11): 2553-2561.

Sethi JK, Hotamisligil GS (1999). The role of TNFa in adipocyte metabolism. Cell
Dev Biol 10: 19-29.

Fuentes E, Guzman-Jofre L, Moore-Carrasco R, Palomo | (2013). Role of PPARs in
inflammatory processes associated with metabolic syndrome (Review). Mol Med
Reports 8: 1611-1616.

52



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Cheung L, Andersen M, Gustavsson C, Odeberg J, Fernandez-Pérez L, Norstedt G,
Tollet-Egnell P (2007). Hormonal and nutritional regulation of alternative CD36
transcripts in rat liver-a role for growth hormone in alternative exon usage. BMC Mol
Biol 8: 60.

Bonen A, Tandon NN, Glatz JFC, Luiken JJFP, Heigenhauser GJF (2006). The fatty
acid transporter FAT/CD36 is upregulated in subcutaneous and visceral adipose
tissues in human obesity and type 2 diabetes. Int J Obes 30: 877-883.

Wolfrum C, Shih DQ, Kuwajima S, Norris AW, Kahn CR, Stoffel M (2003). Role of
Foxa-2 in adipocyte metabolism and differentiation. J C | 112: 345-356.

Rosen ED, Hsu CH, Wang X, Sakai S, Freeman MW, Gonzalez FJ, Spiegelman BM
(2002). C/EBPa induces adipogenesis through PPARY: a unified pathway. Genes Dev
16(1): 22-26.

Siersbaek R, Nielsen R, Mandrup S (2010). PPARgamma in adipocyte differentiation
and metabolism--novel insights from genome-wide studies. FEBS Lett 584(15): 3242-
3249,

Moya M, Benet M, Guzman C, Tolosa L, Garcia-Monzon C, Pareja E, Castell JV,
Jover R (2012). Foxa-1 reduces lipid accumulation in human hepatocytes and is down-
regulated in nonalcoholic fatty liver. PLoS One 7(1): e30014.

Wolfrum C, Asilmaz E, Luca E, Friedman JM, Stoffel M (2004). Foxa-2 regulates
lipid metabolism and ketogenesis in the liver during fasting and in diabetes. Nature
432:1027-1032.

53



9. ETiK KURUL ONAYI

T

T.C. KARADENIZ KARADENIZ -

TEKNIK UNIVERSITEST - TECHNICAL UNIVERSITY
HAYVAN DENEVLERI ANIMAL CARE AND ETHICS
YEREL ETiK KURTL COMMITTE

BASKANLIGI

Cal:gmasmm Adl : "Dlyetle Induklcmms Obez Farelerin Yag Dokusunda CD36 Gen .
Ekspresyony Uzerine Homosmeuuu Eikisinin Incelemmesn”

Calhigmacilar : Dog.Dr.Ahmet MENTESE, Dag¢.Dr.Ahmet ALVER, Dr.Aysegil
SUMER, Ary.Gar. Schm DEMIR. Arg.Gar.Diler US ALTAY

Anabilim Dali: Thbbi Bwokunya

Etik Kurul Etik Kurul Etk Kurul
Dosya No Toplant Tarihi Toplant N
2014/ 15 08.04.2014 201407

Karadeniz Teknik Univarsitesi Hayvan Dencyleri Yerel Ftik Kusulu, Eezachk Takiltesi
Dekanlizs Toplant  Salonu'nda  PeefDr.¥avuz OZORAN'In  baskanh@inda:: “Diyetle
(nditklenmig Obez Farelerin Yag Dokusunda CTI36 Gen Ekspiesyonu Uzerine Homosisteinin
Ftkisinin fncelenmesi” bashgm tagryan galwmasiman, Karadeniz Teknik Universitesinde
cytritilmesinin - milnkio  oldufuna;  galismacilann bu gabgmay  viritilebilecek
kalmkmyonda olduklarina; aragtmmann dosyada helirtilen haliyle 6bbi etik agidac uygun
olduguni; Hayvan Deneyleri Yerol Etik Kurul Uyelerinin oy bieligi ile karar verilmiglir,

(18.04.2014) g o )

t“}

Prof. Dr. YavuOZORAN
Hayvan Deneyleri Yertll Etik Kurul Bagkam

At
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10. OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER

Soyadi, Adi: DOGRAMACI Seniz

Uyrugu: T.C

Dogum tarihi ve yeri: 26/08/1990 Altindag/ ANKARA
Medeni hali:Bekar

Telefon: 0462 3777867

E-Posta: seniz_574@hotmail.com

EGITIiM BILGILERIi

Derece Mezun Oldugu Kurumun Adi
Lise Pazar Ataturk Lisesi

Lisans Karadeniz Teknik Universitesi

Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Bolimii

YABANCI DiL
Ingilizce
HOBILER

Kitap okumak, miizik dinlemek, spor yapmak.
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