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Diabetes mellitus (DM) hasta sayısının gün geçtikçe arttığı yaygın metabolik 

bozukluklardan biridir İnsülin dışında oral hipoglisemik ilaçlar hastalığın 

tedavisinde kullanılan önemli ajanlardır. Yine de hastalığın tam bir tedavisi için 

daha etkili bir antidiyabetik maddenin geliştirilmesi için arayışlar 

sürdürülmektedir. Bu amaçla laboratuvarımızda, ticari adı KR-62436 hidrat olan 

bileşiğin olası antidiyabetik özellikleri glikoz metabolizmasının düzenlenmesinde 

rol oynayan bazı mekanizmalara ve ilgili bazı genlerin mRNA ifadesine etkisi ile 

araştırıldı. BTC6 hücre hattında gerçekleştirilen insülin salınım deneyinde KR-

62436 bileğinin SODD ve SOYD uygulamaları ile kontrol ve glibenklamid 

(pozitif kontrol) ortamlarının absorbans değerleri arasında anlamlı bir fark 

bulunmaması ile bileşiğin insülin salınımını tetiklemediği sonucuna ulaşıldı. 

C2C12, Chang ve 3T3L1 hücre hattlarında glikoz kullanımı test edildi. Sonuçlar 

KR-62436 bileşiğinin antidiyabetik etkiye sahip olmadığı yönündeydi. Fakat 

glikoz metabolizması ve insülin yolağı birçok mekanizma taradından kontrol 

edilmektedir. Kontrolü ve düzenlemeyi sağlayan diğer mekanizlar veya enzimatik 

aktiviteler üzerine çalışırsak daha doğru sonuçlara ulaşılabilir. 

ANAHTAR KELİMELER: Diyabet, KR-62436, BTC6, C2C12, 3T3-L1, 

Chang.
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ABSTRACT 

 

 

INVESTIGATION OF THE IN VITRO ANTI-DIABETIC EFFECTS OF 6-

{2-[(5-CYANO-4,5- DIHYDROPYRAZOL-1-YL)-2-OXOETHYLAMINO] 

ETHYLAMINO} NICOTINONITRILE DIHYDROCHLORIDE HYDRATE 

MSC THESIS 

BUKET AYAR 

PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

BIOLOGY 

SUPERVISOR: PROF. DR. ALATTIN SEN 

DENIZLI, JULY, 2016 

 

 Diabetes mellitus (DM) is a common metabolic disorder that increasing the 

number of patients day by day. Although insulin, as well as oral hypoglycemic drugs 

are still the most important agents in treating the DM. Studies searching for a more 

effective antidiabetic agents are being carried out continuously. Based on that we aim 

to investigate the potential anti-diabetic effects of compound what is commercially 

known as KR-62436. We determined non-toxic doses by cytotoxicity assays and we 

used these doses to test some mechanisms involved glucose metabolism. We tested 

insülin secretion in BTC6 cell line. We can not determined a significant differences 

between the absorbance values of SODD-SOYD doses and control-possitive control 

(glibenclamide). It concluded that KR-62436 does not trigger the insulin secretion. 

Glucose utilization is tested in C2C12, 3T3L1 and Chang cell lines. The results show 

that KR-62436 compound has not anti-diabetic effect. But glucose homeostasis and 

insulin pathway are controlled by several mechanisms. Based on this reason, if we 

study other pathways or enzymatic activities, have access to accurate results. 

 

 

 

KEY WORDS: Diabetes, KR-62436, BTC6, C2C12, 3T3-L1, Chang Liver. 
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ÖNSÖZ 
 

 

Dünya çapında yaygın olarak görülen diabetes mellitus metabolik bozukluk 

sonucu ortaya çıkan bir hastalıktır. Hastalık tedavisinde insülin, sülfonilüreler ve 

biguanidler gibi ajanlar kullanılmaktadır. Bunlarla birlikte hastalığın tam bir tedavisi 

için daha etkili bir antidiyabetik maddenin geliştirilmesi için arayışlar durmaksızın 

devam etmektedir. Bu amaçla, daha önceki araştırmaların verdiği umutla KR-62436 

(6-{2-[(5-Siyano-4,5-dihidropirazol-1-il)-2-okzoetilamino] etilamino}nikotinonitril 

dihidroklorit hidrat) bileşiğinin olası antidiyabetik etkileri in vitro ortamda 

araştırılmıştır. Çalışma süresince in vitro modellerde SODD ve SDYD belirleme 

çalışmaları yapılmış ve elde edilen veriler kullanılarak antidiyabetik etki tespiti için 

glikoz emilimi, depolanması ve taşınımı, insülin salınımı ve insülin sinyal yolağı ile 

ilgili analiz ve deneyler yapılmıştır. 
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1. TEZİN AMACI 

 

Tip II diyabet kalıtsal yatkınlığın da rol oynaddığı ama daha çok çevresel 

faktörlere bağlı olarak ortaya çıkan diyabet türüdür. Gerek Dünya Sağlık Örgütü 

gerekse başka bilimadamlarının yaptığı araştırmalar tip II diyabetin görülme 

sıklığının her geçen gün hızla arttığını ortaya koymuştur. Değişen yaşam tarzı, 

fiziksel aktivete yetersizliği, stres, düzensiz beslenme vb tip II diyabetin ortaya 

çıkmasında rol oynayan başlıca etkenlerdendir. Diyabet vakalarının çok büyük bir 

kısmının tip II diyabet olması bu konuda yapılan çalışmaların önem kazanmasına 

yol açmıştır. Oral yoldan alınan birçok ilaç ve ajan, hastalığın tedavisi için 

yıllardan beri kullanılmaktadır. Fakat bu ilaçların yan etkileri ve etkilerinin 

yetersizliği gibi nedenler alternatif ilaç arayışını başlatmıştır. Bu arayışla 

geliştirilen KR-62436 bileşiğinin glikoz mekanizmasını, intestinal sistemde 

salgılanan Glukagon benzeri polipeptid-1 hormonunu enzimatik kesime uğratan 

Dipeptidil peptidaz-4 enziminin inhibisyonuyla etkilediği yapılan çalışmalarla 

ortaya konmuştur. Bu yüksek lisans tezi çalışmasında, KR-62436 bileşiğinin 

glikoz mekanizmasına olan etkisinin, 3T3L1 preadiposit, C2C12 miyoblast, BTC6 

pankreas ve Chang karaciğer hücrelerinde glikoz kullanımı, insülin salınımı ve 

inslin sinyal yolağında önemli roldeki genlerin mRNA düzeylerindeki 

değişikliklerine bağlı olarak belirlenmesi amaçlanmıştır. 
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2. GİRİŞ 

2.1 Diabetes Mellitus 

Diyabet, insülin salgılanmasında, insülinin vücuttaki etkisinde veya her 

ikisinde birden meydana gelen bir bozukluktan kaynaklanan hiperglisemi ile 

karakterize bir metabolik hastalık türüdür (ADA, 2010). Diyabetin kontrol 

edilmediği durumlarda oluşan hiperglisemi veya yüksek kan şekeri, zamanla, 

özellikle sinirler ve kan damarları gibi vücudun birçok sistemlerinde ciddi 

hasarlara yol açar. Diyabet, dünya üzerindeki ülkelerin hepsinde artan grafik 

profili ile seyreden bir hastalıktır. Özellikle, Türkiye gibi, gelişmekte olan 

ülkelerde değişen yaşam şekline bağlı olarak gelişen halk sağlığını tehdit eden en 

büyük sorunlardan biri haline gelmektedir (Guariguata ve diğ. 2013; Satman ve 

diğ. 2013). Dünya çapında 347 milyon kişinin diyabet olduğu bildirilmektedir 

(Danie ve diğ. 2011; WHO, 2014). 2004 yılında, yaklaşık 3,4 milyon kişinin 

yüksek kan şekeri sebebiyle öldüğü bildirilmektedir (WHO, 2009). 2010 yılı için 

de benzer rakamlar tahmin edilmektedir. Yapılan yansıtım ve kestirim çalışmaları, 

diyabetin 2030 yılında dünyadaki ölümlerin 7. büyük nedeni olacağını 

öngörmektedir (Mathers ve Loncar, 2006). 

2.1.1 Tip I Diabetes Mellitus 

‘İnsüline bağımlı diyabet’, ‘juvenil diyabet’ veya ‘çocukluk çağında başlayan 

diyabet’ olarak da bilinir. Yaygın olarak çocukluk veya büyüme çağındaki 

bireylerde görüldüğü için bu şekilde adlandırılmıştır. Diyabetin bu tipinde, 

pankreasın beta hücrelerinde meydana gelen otoimmün veya idiyopatik kaynaklı 

bir yıkım sonucunda insülinin yeterli salgılanamaması söz konusudur. Diyabet 

vakalarının yaklaşık %5-10’u tip I diyabettir. Hastaların genetik açıdan 

yatkınlığının olması dışında, viral enfeksiyonlar gibi çevresel etkenler de 

hastalığın patolojik sürecini tetikleyebilir. Pankreasta oluşan enfeksiyona verilen 

immün cevap beta hücrelerinde yıkıma sebebiyet verebilir. İnsülin salgısı yeterli 



3 

 

olmayan tip I diyabet hastaları günlük düzenli olarak direkt insülin uygulaması 

yapmak zorundadırlar (ADA, 2010; Bikhazi ve diğ. 2011; Babu ve diğ. 2013). 

2.1.2 Tip II Diyabetes Mellitus 

‘İnsüline bağımlı olmayan diyabet’ veya ‘erişkin diyabet’ olarak da bilinir. 

Dünyadaki diyabet vakalarının yaklaşık %90’ı tip II diyabettir. Aslında insülin 

salgılayan hücrelerde bir bozukluk yoktur; fakat genetik olarak hastalığa yatkın 

kişilerin yaşam ve beslenme tarzlarından kaynaklanan insülin direnci, zamanla 

azalan insülin salgılanması, beta hücrelerinin apoptozu ve artan hepatik glikoz 

üretimi söz konusudur. Tip II diyabet hastalarının obez veya bel bölgesinde 

yağlanma olması düşündürücüdür. Yaş, obezite ve fiziksel aktivitenin 

yapılmaması diyabet riskini arttıran başlıca etmenlerdir (ADA, 2010, Babu ve diğ. 

2013). 

2.1.3 Diğer Diyabet Tipleri 

Beta hücrelerindeki veya insülin yapısındaki genetik bozukluklar, 

pankreası etkileyen farklı hastalıklar (pankreas iltihabı, kanser, kistik fibroz), 

kullanılan ilaçlar veya kimyasallar, endokronolojik başka bozukluklar, 

enfeksiyonlar, diğer genetik sendromlar, faklı otoimmün hastalıklar (Stiff-man 

sendromu, Down sendromu) gibi faktörler ve süreçler de diyabeti tetikleyebilir. 

Bunlarla birlikte tip II diyabete benzeyen ve gebelikte ortaya çıkan gestasyonel 

diyabet de vardır. Genelde doğumdan sonra düzelir ama sonraki gebeliklerde de 

tekrarlayabilir (ADA, 2010). 

Mitokondriyel oksidatif metabolizma ve ATP üretimi, yağ asidi 

oksidasyonu, proinflamatuvar sinyal oluşumu ve beta hücrelerinin gelişim ve 

metabolizmasındaki bir değişim insülin salınımını azaltabilir. Bu durum insülin 

sinyal oluşumunu bozacağından insülin direncine sebep olabilir (Zelezniak ve diğ. 

2010). 
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2.1.4 Diyabet Çalışmalarında Kullanılan Modeller 

İn vivo antidiyabetik etkinlik çalışmaları için normoglisemik ya da 

hiperglisemik hayvan modelleri ve zaman zaman da insanlar kullanılmaktadır. İn 

vivo deneyler, yeni hipoglisemik ajanların etkinliğini kanıtlamak için mutlaka 

gerekli ve önemli olmakla birlikte; hayvan testleri, bileşiklerin spesifik etki 

mekanizmalarını ortaya çıkarmakta nispeten daha az etkilidir. Çünkü kan glikoz 

seviyesini düşürebilen pek çok mekanizma vardır ve bunları hayvan modellerinde 

kontrol etmek daha zordur. Bunu yanı sıra, T2DM hayvanları temin etme, model 

oluşturma ve bakımı ile ilgili mali kısıtlamalar ile deney hayvanlarının 

kullanımındaki sosyal ve etik kısıtlamalar birleştiğinde potansiyel antidiyabetik 

ajanların taranması için bir dizi in vitro modeller daha pratik bir yaklaşım olarak 

ortaya çıkmaktadır. Bu modeller, ayrıca, deney hayvanlarının gereksiz yere 

kullanımlarını engellyerek olası etik sorunların aşılmasında da önemli olmaktadır. 

İn vitro modellerde etkinliği kanıtlanan bileşiklerin daha sonra in vivo sistemlerde 

test edilmesi daha doğru bir yaklaşım olarak kabul edilmektedir. Bu amaçla, 

potansiyel antidiyabetik ajanların etkinliklerini ve mekanizmalarını araştırmak 

için bir dizi in vitro modeller geliştirilmiştir (Patel ve Mishra, 2008; Skelin ve diğ. 

2010). 

İn vitro tarama teknikleri, özel hücre hatlarında bileşiklerin/moleküllerin 

farmokinetik etkilerinin çalışılması için olanak sunar (Van de Venter ve diğ. 

2008). Kas kökenli C2C12 miyosit hücreleri ile fibroblast kökenli 3T3L1 adiposit 

hücrelerinin insüline duyarlı olarak GLUT4 translokasyonu artışı ile kültür 

ortamından glikoz alımı yaptıkları gösterilmiştir (Brunetti ve diğ. 1989; Nedachi 

ve Kanzaki, 2006). Bu hücre hatları, memelilerde periferal insülin etkili glikoz 

homeostazında rol oynayan ve glikoz kullanımına katılan temel dokulara 

benzerlik göstermektedir. 3T3L1 adipositler, aynı zamanda yaygın olarak 30 

yıldan fazla metabolik hastalık araştırmalarında kullanılmaktadır. Bu hücreler, 

diyabet ve metabolik bozukluklar ile ilişkili temel hücresel mekanizmalarının 

anlaşılmasında ve ilerleme sağlanmasında çok önemli rol oynamışlardır (ZenBio 

A.Ş. 2010). Kas hücrelerinin aksine karaciğer hücreleri (Chang vb.) insüline 

duyarlı olmayan glikoz taşıyıcıları içerirler ve insülin bağımlı glikoz alımı için 

daha az duyarlıdır. Chang karaciğer hücreleri, insülin reseptörü ifade eden insan 
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normal epitel hücresinden türetilmiştir ve insüline duyarlı olduğu gösterilmiştir 

(Rengarajan ve diğ. 2007; Parthasarathy ve diğ. 2009). Bir diğer model ise BTC6 

(Beta Tümör Hücre) hattıdır. Bu hücreler pankreatik beta hücrelerinde SV40 

(bölge sıçan insülin II geni promotörü tarafından kontrol edilir) ifade eden 

transgenik farelerden elde edilmiştir. Gelişen tümörler çıkarılır ve hücre hattı 

oluşturmak için kültüre edilir. Pankreatik B-hücresi metabolizmasındaki bozukluk 

ve işlevin giderek kaybolması T2DM ile doğrudan ilişkilidir (Fröde ve Medeiros, 

2008). Bu hücreler hem proinsülin I ve hem de proinsülin II sentezlerler, glikozun 

fizyolojik konsantrasyonlarına yanıt oluştururlar ve proliferatif özelliklerini 

korurlar. 

2.1.5 Diyabet Tedavisinde Kullanılan Ajanlar 

Tip I diyabetli hastaların kan glikoz düzeylerinin düzenlenmesi için direkt 

insülin ihtiyaç duymalarına karşılık; tip II diyabetliler oral yoldan alacakları 

antidiyabetik ilaçlar sayesinde glikoz homeostazını sağlayabilmektedirler. Kimisi 

insülin üretimini arttıran, kimisi glikoz üretimini azaltan ve kimisi de insülin 

direncini azaltarak iş gören bu ilaçlar; sülfonilüre türevleri, non-sülfonilüre 

sekretogları, biguanidler, thiazolidinedionlar ve alfa-glikosidaz inhibitörleri olmak 

üzere gruplandırılabilir. Bu ajanların glikoz homeostazını düzenlerken sahip 

oldukları avantajların yanında elbette dezavantajları da vardır. Bu ajanları içeren 

ilaçlar tek kullanılabildiği gibi çoklu kombinasyonlar şeklinde de 

kullanılmaktadır. Tüm bunlar içerisinde tip II diyabette hastanın böbrek 

yetmezliği veya yan etkileri tolere edemeyecek bir bünyesi yoksa bir biguanidin 

olan ve glikofaj alarak da adlandırılan metformin tedavide ilk kullanılan ilaçtır.  

Hepatik glikoz üretimini ve glikozun bağırsakta emilimini azaltır ve böylece 

periferik glikoz alınımını ve kullanımının arttırılmasıyla insülin duyarlılığını 

arttırır (Brunetti ve Kalabalık, 2012; Hazman, 2011). 

Birçok alternatif tedavi varmış gibi görünse de diyabeti tamamen tedavi 

etmek mümkün değildir. Hastalıktan veya tedavide kullanılan ilaçlardan kaynaklı 

ortaya çıkan diğer fizyolojik veya metabolik bozukluklar bilim adamlarını yeni 

ilaçlar geliştirme çabasına düşürmüştür. Neticede yeni nesil antidiyabetik ilaçlar 
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geliştirilmiştir. Bunlar; inkretin hormonlarının analogları (GLP-1 agonistleri), 

inkretinleri yıkıma uğratan dipeptidil peptidaz 4 enziminin inhibisyonu (DPP-4 

inhibitörleri), böbrek sodyum-glukoz co-transporter 2 enzimini selektif olarak 

inhibe eden dapagliflozin (DGZ), endojen amylin molekülünün agonisti 

(pramlintide) gibi değişik mekanizmalar ile diyabette glisemik regülasyonu 

düzelten ilaçlardır (Hazman, 2011). 

2.2 6-{2-[(5-Siyano-4,5-dihidropirazol-1-il)-2-okzoetilamino] 

etilamino} nikotinonitril dihidroklorit hidrat (KR-62436)  Bileşiği 

Diyabet hastalarında, insülin salgılanması veya etkinliği ile ilgili kusurdan 

dolayı kan şekeri düzeyinin düzenlenmesi tam olarak gerçekleştirilemez. Bu 

sebeple hastalarda kan şekerinin düzenlenmesi ağız yoluyla veya kasa enjeksiyon 

yöntemiyle alınan ilaçlarla sağlanmaktadır. Bu ilaç çeşitleri gün geçtikçe 

çeşitlenmekte ve insülinin veya benzer görevli moleküllerin rol oynadığı diğer 

mekanizmaları da hesaba katarak yeni oral ilaçlar geliştirilmektedir. Bu konuda 

bizim de çalışmamızda yer verdiğimiz dipeptidilpeptidaz-4 (DPP-4) inhibitörleri 

öne çıkan antidiyabetik ajanlardır.  

Normal koşullarda glikoz alınımını takip eden süreçte, pankreasın beta 

hücrelerinde daha önceden salgılanıp depolanan insülin devreye girer. Ardından 

yeni salgılanan insülin kullanılır. Ağız yoluyla alınan glikozun arttırdığı kan 

şekerine karşı insülin üretiminin artması inkretin olarak adlandırılır. İnkretin 

hormonlarından glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1) ve gastrik inhibitör polipeptid 

(GIP) öğün sonrası insülin salgılanmasını arttırır ve buna karşılık glukagon 

salgılanmasını inhibe eder ve glikoz homeostazını dengede tutar. Sağlıklı 

bireylerde bu şekilde işleyen süreç, hastalarda aksine bir şekilde gerçekleşir. 

T2DM hastalarında glikoz alınımı sonrası insülin salınımı azalmakta ya da 

gecikmeli olarak gerçekleşmekte, bununla beraber, glukagon salgılanması 

artmaktadır. Bunun sebebi, bir serin proteaz olan, DPP-4 enzimi ile yıkılan 

inkretin hormonların insülin benzeri etkilerinin T2DM hastalarında azalmasıdır. 

İşte bu noktada DPP-4 inhibitörleri kullanılarak ince bağırsak salgısı olan GLP-1 

ve GIP inkretin hormonlarının seviyesi arttılıp kan glikozunun dengelenmesi 



7 

 

sağlanmaktadır (Ulusoy, N.B. ve diğ., 2000; Erkekoğlu, P. ve diğ., 2011; Hazman, 

Ö., 2011). Elde edilen bu veriler DPP-4 enziminin aktivitesini inhibe edici ajanlar 

üzerinde çalışmaları artırmıştır. KR-62436 bileşiği de çalışılan DPP-4 

inhibitörlerindendir. Yapılan çalışmalarda KR-62436 bileşiğinin plazmadaki DPP-

4 enzimini inhibe ettiği in vivo ve in vitro modellerde gösterilmiştir (Kim ve diğ., 

2005). 

 

 

Şekil 2.1: KR-62436 bileşiğinin yapısı (K4264 Sigma-Aldrich). 

2.3 İnsülin 

Amino asit rezidüsü 3-200 kadar olan hormonlar pepdit hormonlar olarak 

adlandırılır. Bu hormonlar, ribozomlar üzerinde salgı granülleri içinde paketlenen 

daha uzun öncül proteinler şeklinde sentezlenir ve aktif peptidleri oluşturmak 

üzere proteolitik olarak kısaltılır. Pankreatik bir hormon olan insülin de iki 

disülfid bağı ile birleşen A ve B polipeptid zincirlerinden oluşan küçük bir peptid 

hormondur. Pankreasta, inaktif tek zincirli preproinsülin şeklinde sentezlenir. 

Preproinsülinin amino ucunda bulunan sinyal dizisi molekülün salgı veziküllerine 

geçişini yönlendirir. Sinyal dizisinin proteolitik olarak uzaklaştırılması ve üç 

disülfid bağının oluşumuyla proinsülin meydana gelir Snustad (1997) (Şekil 2.2) 

ve pankreatik hücrelerdeki salgı granüllerinde depolanır. Artmış kan glikozu 

insülin salgılanmasını tetiklediği zaman, proinsülin özgül proteazlarla aktif 

insüline dönüştürülür (Lehninger, syf. 890). 
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Şekil 2.2: Translasyon sonrası insülin modifikasyonu (Snustad ve diğ.1997). 

 

 İnsülin, pankreasın başka bir adacık hücresinde üretilen glukagon peptid 

hormonuyla birlikte kandaki glikoz seviyesini düzenler. İnsülin kan şekerini 

düşürürken, glukagon ise tam tersi etki yapar. Normalde kandaki glikoz seviyesi 

yaklaşık 5 mM olmasına rağmen beslenmeye bağlı olarak bu seviye artmakta ve 

pankreatik beta hücreleri kana insülin salgılayarak bu yükselişe cevap 

vermektedir. İnsülinin başlıca hedefleri iskelet kası, karaciğer ve adipozit 

dokudur. Başta bu dokular olmak üzere hücre yüzeyinde bulunan insülin 

reseptörlerine bağlanır ve hücre içi sinyal iletimi için ilk adım atılmış olur 

(Gonzalez-Franquesa ve diğ., 2012).   

 Pankreatik beta hücrelerine glikoz girişi GLUT2 glikoz taşıyıcısı 

tarafından yürütülür. Glikozun hücre dışındaki artışı bu proteinde konformasyonel 

değişiklik meydana getirir ve glikozun hücre içine alınması hızlanır. Bu durum 

glikozun pirüvata dönüşmesini hızlandırır ve sonuçta sitozoldeki ATP miktarında 

da artış olur. Artan ATP miktarı ATP-duyarlı K+ kanalına bağlanır ve kanallar 

kapanır. Böylece hücre dışına K+ akışı azalır. Bu durum hücre zarında 

depolarizasyon oluşturur ve bu da voltaj-duyarlı Ca2+ kanallarının açılmasına yol 

açar. Sitozolik Ca2+ iyonlarında artış meydana gelir ve bu da insülin-içeren salgı 

keseciklerinin plazma zarıyla birleşip insülin salgılanmasını tetikler (Lodish, syf. 

765) (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3: Kan glikozunun artışıyla tetiklenen insülin salgılanması 

2.3.1 İnsülinin Etki Mekanizmasına Genel Bir Bakış 

İnsülin, büyüme faktörü reseptör tirozin kinazların bir alt familyasına ait 

bir hücre yüzey reseptörüne bağlanarak etki eder. Bu alt aile üç üyeden oluşur: 

İnsülin reseptör (INSR), tip 1 insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) reseptörü 

(IGF1R) ve INSR ilişkili reseptör (IRR). Reseptörün ekstraselüler domainine 

insülinin bağlanması sırasıyla reseptör otofosforilasyonu ve hücre içi protein 

substratların (IRS) tirozin fosforilasyonu ile sonuçlanan bir dizi yapısal değişikliği 

ortaya çıkmaktadır (Ullrich ve diğ., 1985; Bornfeldt ve Tabas, 2011; Gallagher ve 

LeRoith, 2011; Bayley ve Devilee, 2012). 
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Şekil 2.4: İnsülinin genel etki mekanizması (Nandi vd. 2004’ten revize 

edilmiştir). 

İnsülin çok çeşitli ve değişik yolakları aktive/inaktive etmektedir. Bunlar 

arasında, Akt/PKB (protein kinaz B) ve PKCζ kaskadlar aracılı fosfatidilinositol 

3-kinaz yolağı (PI3K) insülinin işlevinde çok önemli bir rolü vardır (Nakae ve 

diğ. 2001; Cheng ve diğ. 2010). Aktif Akt, GSK-3 (glikojen sentaz kinaz 3) 

inhibisyonu ile glikojen sentezini indükler. mTOR ve alt elemanları yoluyla 

protein sentezini baskılar ve çeşitli pro-apoptotik ajanlar (Bad, Forkhead ailesi 

transkripsiyon faktörleri, GSK-3) aracılığıyla da hücre yaşamını düzenler. İnsülin 

kas ve adipositlerde, plazma zarına GLUT4 veziküllerin translokasyonunu 

sağlayarak glikoz alınımını teşvik eder. GLUT4 translokasyonu da PI3K/Akt yolu 

aracılığıyla oluşur (Rowland ve diğ. 2011). İnsülinin aynı zamanda çoğunlukla 

hem Akt kaskadı ve hem de Ras/MAPK yolağının aktivasyonu ile aracılık ettiği 

büyüme ve mitojenik etkileri vardır (Siddle, 2011). Buna ek olarak, insülin 

CREB/CBP/Torc2 bağlanmasını ketleyici etkisiyle karaciğerde glukoneogenezi 

inhibe eder (Fritsche ve diğ. 2008). İlave olarak, insülin sinyali CREBP-1C, USF1 

ve LXR aktivasyonu ile yağasidi sentezini teşvik eder (Wong ve Sul, 2010; 

Altarejos ve Montminy, 2011). Bu veriler ışığında; T2DM ilişkili yüksek kan 

şekeri, bozulmuş glikoz toleransı ve insülin direnci gibi glikoz metabolizması 
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bozukluklarının tedavisinde klinik kullanımı da olabilecek yeni yapıların 

gelişimine yol açabilecek, insülinin etkisini taklit eden maddelerin tanımlanmasını 

kapsayan çalışmalar yıllardır sürdürülmekte ve halen devam etmektedir (Oshima 

ve diğ. 1987; Larner ve diğ. 1997; Pushparaj ve diğ. 2001; Chang ve diğ. 2007; 

Trapp ve diğ. 2010; Zhou ve diğ. 2012; Kumar ve diğ. 2013; Getel ve diğ. 2014; 

Ramadhan ve Phuwaspraisirian, 2015). 

2.4 İnsülin Yolağında Yer Alan Bazı Genler 

Potansiyel ajanların hipoglisemik etkinliği yukarıda tanımlanan in vitro 

sistemlerde genellikle üç ana başlık altında araştırılmaktadır: İnsülin salınımı, 

glikoz alınımı ve insülin yolağındaki enzimler üzerine etkileri. Hiper- ya da hipo-

glisemik koşullarda insülin salgılanması ve glikozun hücrelere alımı, glikoz 

metabolizmasını incelemek için araştırılan önemli biyolojik süreçlerdir. Glikoz 

alımı dokulara bağlı olarak farklılık gösterir. Glikoz alınımı ya kolaylaştırılmış 

difüzyon yolu (GLUT- glikoz taşıyıcılar) ile ya da ikincil aktif taşıma (SGLT- 

aktif taşıyıcılar) ile gerçekleştirilir (Medina ve Oven, 2002; Leney ve Tavare, 

2009; Bogan, 2012). İnsanlarda 14 GLUT proteini ifade edilmektedir ve glikoz da 

dahil olmak üzere fruktoz, miyoinositol ve ürat gibi başka molekülleri de 

taşımaktadırlar. GLUT ifadesi hücre tipine özeldir ve hormonal ve çevresel 

faktörlerle kontrol edilir (Medina ve Oven, 2002). Diyabet çalışmalarında en 

yaygın GLUT1-5 araştırılmaktadır (Thorens ve Mueckler, 2010; Ernest ve diğ. 

2011). GLUT1 her yerde bulunan birçok memeli dokusunda ifade edilen yüksek 

afiniteli bir glikoz taşıyıcısıdır. Kan-beyin bariyeri, eritrosit ve nöral hücre zarı 

boyunca glikoz taşımasını sağlar. GLUT2 yetişkin karaciğer, böbrek, bağırsak 

epiteli ve pankreas beta hücrelerinde düşük afiniteli glikoz taşıyıcısıdır (Gorovits 

ve Charron, 2003). Karaciğerde olduğu gibi, hekzokinaz glikozun glikolitik 

yolağa girişini düzenler ve GLUT2 ile birlikte beta hücrelerinde glikoz alınımında 

çok önemli bir rol oynar (Medina ve Oven, 2002). GLUT3 beyin nöral 

hücrelerinde bulunur ve bu hücrelere sürekli glikoz alınımını sağlar. Bu taşıyıcı 

glikozun insülin aracılı alınımında ve enerji sağlayan bir bileşik haline 

dönüştürülmesinde rol oynar (Katzung, 1995; Lienhard ve diğ. 1992). Kalp, 

iskelet kası ve yağ dokusu gibi özellikle insüline duyarlı olan dokularda ifade 



12 

 

edilen GLUT4 yüksek afiniteli bir glikoz taşıyıcısıdır. GLUT4 şimdiye kadar 

karakterize edilmiş olan tek insülin duyarlı taşıyıcı olması nedeniyle benzersizdir. 

Fruktoz emiliminde rol oynayan GLUT5 ince bağırsak ve böbrekte ifade edilir 

(Katzung, 1995; Lienhard ve diğ. 1992). Şekerler, anyonlar, vitaminler ve kısa 

zincirli yağ asitleri için ko-taşıyıcılar olan insan SGLT (SLC5) gen ailesinin 12 

üyesi vardır. Sodyum-bağımlı glikoz taşıyıcıları ince bağırsak mukozasında 

(enterositler SGLT1) ve nefron proksimal tübülde (SGLT2) bulunan glikoz 

taşıyıcı ailesidir. 

İnsülin reseptörü, insülin etkisinin membran üzerinden iletilmesinde çok 

önemli rol oynayan bir membran glikoproteindir. Bu nedenle, çeşitli diyabetik 

sendromlarda bu proteinin işlevsel ve ekspresyonel araştırılması anlamlı bir 

yaklaşımdır (Sechi ve diğ. 1992; George ve diğ. 2012). İnsülin reseptörü, alfa alt 

biriminin COOH terminalinde 12 aminoasitten oluşan bir dizinin (Ex11) alternatif 

birleştirme neticesinde varlığı ya da yokluğuna göre farklı iki izoform halinde 

bulunmaktadır. Bu iki izoformun T2DM durumunda ekspresyon düzeylerinde 

farklılıklar olduğu bildirilmiştir (Sesti ve diğ. 2001). İnsülin reseptör substratı-1 

(IRS1) insülin sinyal yollarında önemli bir unsurdur ve IRS1 genindeki 

mutasyonların tip 2 diyabet ile ilişkili özelliklerin belirlenmesinde rol aldığı 

bildirilmiştir (Laakso ve diğ. 1994; Almind ve diğ. 1996; Caruso ve diğ. 2014). 

IRS proteinleri katalitik etkinliğe sahip olmayan, ancak birden fazla etkileşim 

domainleri ve fosforilasyon motiflerinden oluşur. İnsanda en az dört IRS proteini 

ifade edilir. IRS1 ve IRS2 yaygın olarak ifade edilen izoformlardır (Morris 2001). 

İnsüline dirençli bireylerde insülin etkisinin hedef dokularında IRS ifade ve işlev 

kusurları bildirilmiştir. Obez bireylerden elde edilmiş iskelet kas örneklerinde 

IRS1 içeriğinde önemli bir azalma gözlenmiştir (Goodyear ve diğ. 1995; Sesti ve 

diğ. 2001). IRS proteinleri insülin reseptörünü PI3K ve ekstraselüler sinyal aktive 

edilmiş kinaz (ERK) kaskadlarına bağlayan önemli iskele proteinleridir. PI3K 110 

kDa bir katalitik alt birim ile 85 ya da 55 kDa’luk bir düzenleyici alt birimden 

oluşan heterodimerdir (Schultze ve diğ., 2012). IRS’ın periferalinsülin yanıtı yanı 

sıra pankreatik beta hücrelerinin proliferasyonu ve işlevi için de önemli bir rolü 

vardır. Farelerde IRS sinyalizasyon düzensizliğinin periferik insülin direnci 

sırasında telafi edilemeyen hiperinsülinemiye neden olduğu gösterilmiştir (Yong 

ve White, 2004). IRS protein sinyal yolağı, akut yaralanma ve enfeksiyon ile veya 
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yaşlanma ve obezite ile bağlantılı kronik stres sonucu insülin direnci oluşumunda 

önemli bir mekanizma olan serin fosforilasyonu ya da proteazom aracılı yıkım ile 

baskılanmakta ve düzenlenmektedir. Bu nedenle diyabetik çalışmalarda IRS 

protein işlev ve ifadeleri, baskılanmaları ve proteozomal yıkımları da sıklıkla 

araştırılmaktadır (Aguirre ve diğ. 2000). 

Genel olarak, belirli bir metabolik yolun fonksiyonel aktivitesi bu yolu 

düzenleyen enzimlerin seviyeleri tarafından yansıtılır. Bu nedenle glikoliz, 

glukoneogenez ve pentoz fosfat yolağında yer alan ve glikoz homeostazında 

önemli rol oynayan düzenleyici enzimlerin (hekzokinaz, pirüvat kinaz, PEP 

karboksilaz, glikoz-6-fosfataz, fosfofruktokinaz, fruktoz 1,6-bifosfataz, 

gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz, glikoz 6-fosfat dehidrogenaz vb.) ekspresyon 

ve aktivite düzeyleri de genel olarak diyabet çalışmalarında incelenen 

parametreler arasında yer almaktadır (Nehal ve Baquer, 1989; Nandan ve Beale, 

1992; Clore ve diğ. 2000; Jeong ve diğ. 2012; Unakal ve Newman, 2014). Alfa-

glikosidaz (α-D-glikozit glikohidrolaz) substratın indirgeyici olmayan ucundan α-

glikoz salınımını katalizleyen ekzo tip bir karbohidrolazdır (Kimura ve diğ. 2004). 

İnce bağırsak epitelinde bir membran enzimidir ve oligosakkaritlerin absorbe 

edilebilir monosakkaritler haline hidrolitik parçalanmasını katalize ederek ince 

bağırsakta glikoz emilimini sağlar. Bu nedenle α-glikosidaz inhibitörleri 

karbohidrat alınımı sonrasında kan şekerinin yükselmesini yavaşlatır (Kumar ve 

diğ. 2011). 

Aldoz redüktaz (AKR, E.C 1.1.1.21) hiperglisemi patogenezinde önemli 

rol oynayan glikasyon ürünlerinin sentezinde yer alan polyol yolakta ilk hız 

sınırlayıcı basamağı katalizleyen enzimdir (Brownlee ve diğ. 2005). AKR diyabet 

komplikasyonlarında etkilenen gözler, böbrekler ve diğer dokularda ifade 

edilmektedir. Artmış glikoz polyol yolağına gire ve AKR tarafından sorbitole 

indirgenir (Huebschmann ve diğ. 2006). Çeşitli AKR inhibitörlerinin bazı hayvan 

modellerinde ya da hastalarda diyabetik nefropati önlemede önemli olduğu ortaya 

konmuştur. Benzer olarak, doğal ürünlerden elde edilen AKR inhibitörlerinin 

hayvan modellerinde diyabetik komplikasyonların gelişmesini geciktirdiği tespit 

edilmiştir (Obrosova ve diğ. 2003; Kim ve diğ. 2008; Sung ve diğ. 2010). 
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Şekil 2.5: İnsülinin detaylı sinyal iletim yolakları (www.cellsignal.com 

adresinden izinle alınmıştır. Erişim 15 Ekim 2015). 

http://www.cellsignal.com/
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3. GEREÇLER VE YÖNTEM 

3.1  Gereçler 

3.1.1 Sarf Malzemeleri 

1,1-Dimetilbiguanid hidroklorid (D150959), 3-İzobütil-1-metilksantin 

(I7018), 96 kuyucuklu mikroplakalar (Costar), D-(+)-Glikoz (G7021), 

Dekzametazon (D4902), Dimetil sülfoksit (D4540), İnsülin çözeltisi (I0516), 

Kalsiyum klorid (C5670), L-Glutamin (G8540), Maltoz çözeltisi (63423), Sığır 

serum albümin (A4919), Sükroz (S1888), Tripan Mavisi çözeltisi (93595) Sigma-

Aldrich (Chemie GmbH, Export Department, Eschenstrasse 5, 82024 

Taufkirchen, Germany) firmasından; EasyScript™ Plus cDNA Sentez Kiti (G236) 

ve KiloGreen 2X qPCR (MasterMix-KS) ABM (Applied Biological Materials 

Inc., #1-3671 viking Way, Richmond, BC, V6V 2J5 Canada) firmasından; Chang 

Liver (HeLa-CCL-13), 3T3L1 (CL-173), C2C12 (CRL-1772) ve BTC6 (CRL-

11506) hücre hatları LGC (LGS Standards GmbH, Mercatorstr. 51, 46485 Wesel, 

Germany) firmasından; 50 nmol, Oligo-DNA (primerler) Genescript (GenScript, 

860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA) firmasından; Fetal Sığır 

Serumu Gibco (Thermo Fisher Scientific, 81 Wyman Street, Waltham, MA 02451 

USA) firmasından; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 12-741F), 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS, 17-513), Eagle’s Modified 

Essential Medium (EMEM, 12-662F), Penisilin-Streptomisin karışımı (17602) ve 

Tripsin-EDTA çözeltisi (17-161F) Lonza (Lonza Group Ltd., 

Muenchensteinerstrasse 38, CH-4002 Basel, Switzerland) firmasından; İnsülin 

ELISA kiti (EZRMI-13K) Milipore (290 Concord Road, Billerica, Massachusetts 

01821 USA) firmasından; RNeasy Plus Mini Kit (74136) Qiagen (27220 

Turnberry Lane, Suite 200, Valencia, CA 91355, USA) firmasından; UltraFlux 

kapaklı PZR tüpleri (0,2 ml, 3247-40) SSI (Scientific Specialties, Inc., 1310 

Thurman Street Lodi, CA 95240, USA) firmasından temin edilerek kullanıldı. 
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3.1.2 Cihazlar 

Bu tez kapsamında başlıca şu cihazlar kullanılmıştır: Bioneer gerçek 

zamanlı PZR cihazı, Biosa kuru blok ısıtma termostatı, Maestrogen Nanodrop 

cihazı, Sigma 3K30 soğutmalı santrifüj, Sigma 1-14K soğutmalı/soğutmasız 

santrifüjler, Bioneer ExiSpin PZR tüp karıştırıcısı, Thermo agaroz jel elektroforez 

sistemi, DNR jel görüntüleme sistemi, Cisco laminar flow, Nuaire CO2 

inkübatörü, Olympus ters mikroskop, Olympus CX31 mikroskop ve Thermo 

Scientific Multiskan GO mikroplaka okuyucu spektrometre. 

3.2 Yöntemler 

3.2.1 Hücre Hatlarının İdamesi 

3.2.1.1  BTC6 (Pankreatik Beta) Hücre Hattı 

Hücreler %15 inaktive edilmiş FSS (fetal sığır serumu) ve %1 

penisilin/streptomisin içeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

besiyerinde, 37°C’de, %5 CO2 içeren nemli bir ortamda büyütüldü. Yaklaşık 32 

saat sonra %80 yoğunluğa ulaştı. Bu durumda hücreler tripsin-EDTA 

solüsyonuyla kaldırılarak tripan mavisi ile boyandı ve Thoma lamında sayıldı. 

Hücreler petri kabı başına 1x105 hücre olacak şekilde yeni ortamlara bölündü. 

Saklanmak istendiğinde ise %5 DMSO (dimetilsülfoksit) içeren besiyerinde 

dondurma tüplerine alınıp -80°C’de muhafaza edildi. 

3.2.1.2 C2C12 (Kas) Hücre Hattı 

Hücreler %10 inaktive edilmiş FSS ve %1 penisilin/streptomisin içeren 

DMEM besiyerinde, 37°C’de, %5 CO2 içeren nemli bir ortamda büyütüldü. 

Yaklaşık 48 saat sonra %80-90 yoğunluğa ulaştı. Bu durumda hücreler tripsin-

EDTA solüsyonuyla kaldırılarak tripan mavisi ile boyandı ve Thoma lamında 
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sayıldı. Hücreler petri kabı başına 1x105 hücre olacak şekilde yeni ortamlara 

bölündü. Saklanmak istendiğinde ise %5 DMSO içeren besiyerinde besiyerinde 

dondurma tüplerine alınarak -80°C’de muhafaza edildi. 

3.2.1.3 3T3L1 (Preadiposit) Hücre Hattı  

Hücreler %10 inaktive edilmiş FSS ve %1 penisilin/streptomisin içeren 

DMEM besiyerinde, 37°C’de, %5 CO2 içeren nemli bir ortamda büyütüldü. 

Yaklaşık 60 saat sonra %80-90 yoğunluğa ulaştı. Bu durumda hücreler tripsin-

EDTA solüsyonuyla kaldırılarak tripan mavisi ile boyandı ve Thoma lamında 

sayıldı. Hücreler petri kabı başına 1x105 hücre olacak şekilde yeni ortamlara 

bölündü. Saklanmak istendiğinde ise %5 DMSO içeren besiyerinde besiyerinde 

dondurma tüplerine alınarak -80°C’de muhafaza edildi. 

3.2.1.4 Chang Karaciğer (HeLa) Hüre Hattı 

Hücreler %10 inaktive edilmiş FSS ve %1 penisilin/streptomisin içeren 

EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) besiyerinde, 37°C’de, %5 CO2 

içeren nemli bir ortamda büyütüldü. Yaklaşık 36 saat sonra %80-90 yoğunluğa 

ulaştı. Bu durumda hücreler tripsin-EDTA solüsyonuyla kaldırılarak tripan mavisi 

ile boyandı ve Thoma lamında sayıldı. Hücreler petri kabı başına 1x105 hücre 

olacak şekilde yeni ortamlara bölündü. Saklanmak istendiğinde ise %5 DMSO 

içeren besiyerinde besiyerinde dondurma tüplerine alınarak -80°C’de muhafaza 

edildi. 

3.2.2 Sitotoksisite Testleri  

3.2.2.1 Kristal Viyole Çözeltisi Testi 

Bu işlemler için hücreler 96 kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 1x104 

hücre olacak şekilde ekildi ve plakaların üzeri toplamda 200 µl olacak şekilde 
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besiyeri ile tamamlandı. Hücrelerin plakaya yapışması için 24 saat CO2 

inkübatöründe bekletildi. KR-62346 bileşiği 1,35 mM konsantrasyonda olacak 

şekilde dH2O’da çözdürülüp ve 0,2 mikronluk filtreden geçirildi. Sitotoksisite 

uygulaması öncesinde dH2O ile 10 kat seyreltilip ve konsantrasyonu 135 µM olan 

stok çözelti hazırlandı. Daha önce 96 kuyucuklu plakaya (1x104 hücre/kuyucuk) 

ekilen BTC6, C2C12, 3T3L1 ve Chang karaciğer hücre hatları artan 

konsantrasyonlarda uygulanan KR-62436 bileşiği uygulandı. Kontrol grubuna 

sadece besiyeri ortamı eklendi. Tüm kuyucuklar besiyeri ile 200 µl’ye 

tamamlanarak 24 saat CO2 inkübatöründe bekletildi. Süre sonunda 

kuyucuklardaki ortam dökülerek her bir kuyucuğa 100 µl kristal viyole çözeltisi 

(%10 EtOH içinde %0,5’lik) eklendi ve oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. 

Süre sonunda boya döküldü ve plaka çeşme suyunda boyanın fazlası gidene kadar 

yıkandı. Kuyucuklara 100 µl sodyum sitrat çözeltisi (%50 EtOH içinde 

çözdürülmüş, 1M, pH 4,2) eklendi. Oda sıcaklığında 15 dakika çalkalanarak 630 

nm dalgaboyunda ELISA mikroplaka okuyucuda absorbans değeri ölçüldü. Elde 

edilen absorbans değerleri kullanılarak yüzde yaşam verileri saptandı. Bu 

verilerden yaklaşık Sitotoksik Olmayan Düşük Doz (SODD) ve Sitotoksik 

Olmayan Yüksek Doz (SODD) değerleri saptanarak takip eden etki saptama 

deneylerinde kullanılmıştır.  

3.2.3 Glikoz Kullanım Testi 

Glikoz alınımı deneyleri C2C12 ve Chang karaciğer hücre hatları ile 

gerçekleştirildi. Bu deneyler için taze olarak pasajlanmış hücreler 96 kuyucuklu 

mikroplakalara kuyucuk başına 4500 hücre olacak şekilde ekildi ve 48 saat 

boyunca büyütüldü. Bu süre sonunda besiyere 8 mM glikoz + %0,1 BSA + test 

bileşik ve test bileşiğinin etkileriyle karşılaştırmak amacıyla pozitif kontrol olarak 

1 µM metformin ve 1 µM insülin eklendi (Tablo 1). 2 saatlik ilave bir süre daha 

inkübe edildi. Süre sonunda her bir kuyucuktan 10 µl ortam alınarak yeni bir 96 

kuyucuklu mikroplakaya transfer edildi. Üzerine glikoz reaktifi eklenerek son 

hacim 200 µl’ye tamamlandı ve 37°C de 30 dakika inkübe edildikten sonra 

mikroplaka okuyucusu kullanılarak 450 nm dalgaboyunda absorbans değerleri 
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okundu. Glikoz tayini esas olarak BioVision kolorimetrik glikoz tayin kiti (Kat. 

No: K606-100) kullanılarak, üreticinin direktifleri doğrultusunda gerçekleştirildi. 

Tablo 3.1: C2C12 hücre hattı için kuyucuklarda oluşturulan deney ortamı 

Kuyucuk Etiketi Kuyucuk İçeriği 

Kontrol B (Besiyeri Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA 

Kontrol P1 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 µM Metformin 

Kontrol P2 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 µM İnsülin 

Test Bileşiği SODD 8 mM glikoz +%0,1 BSA + 10 µM KR-62436 

 

Tablo 3.2: Chang karaciğer hücre hattı için kuyucuklarda oluşturulan deney 

ortamı 

Kuyucuk Etiketi Kuyucuk İçeriği 

Kontrol B (Besiyeri Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA 

Kontrol P1 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 µM Metformin 

Kontrol P2 (Pozitif Kontrol) 8 mM glikoz + %0,1 BSA + 1 µM İnsülin 

Test Bileşiği SODD 8 mM glikoz +%0,1 BSA + 6 µM KR-62436 

 

Kit bileşenleri ve prosedürü aşağıdaki gibidir: 

 

Tablo 3.3: BioVision glikoz tayin kiti bileşenleri 

Glikoz analiz tamponu 

Glikoz probu 

Liyofilize enzim karışımı 

Glikoz standardı (100 nmol/µl) 

 

Glikoz standardı glikoz analiz tamponu ile 10 kat seyreltildi. Duplike 

olarak kuyucuklara sırasıyla 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 µl eklendi ve üzerlerine son hacim 

50 µl olacak şekilde analiz tamponundan eklendi. Böylece kuyucuklarda 0, 2, 4, 6, 

8 ve 10 nmol glikoz standardı oluşturuldu. Örneklerden 10’ar µl alındı ve 

üzerlerine son hacim 50 µl olacak şekilde analiz tamponundan eklendi. Test ve 
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standart içeren kuyucuklar için reaksiyon karışımı kullanılırken; kontrol grupları 

için artalan kontrol karışımı kullanıldı. Aşağıda karışım içerikleri verilmiştir (bu 

hacimler bir kuyucuk içindir): 

Tablo 3.4: Kuyucuklara eklenen reaksiyon ve kontrol karışımlarının içeriği  

 Reaksiyon karışımı Artalan karışımı 

Glikoz analiz tamponu 46 µl 48 µl 

Glikoz probu 2 µl 2 µl 

Glikoz enzim karışımı 2 µl _ 

      

Reaksiyon ve artalan karışımları ilgili kuyucuklara eklendikten sonra, 

plaka 37°C’de ışıktan korunaklı bir yerde 30 dakika bekletildi ve 570 nm 

dalgaboyunda absorbans değerleri ölçüldü. Standart değerleri kullanılarak 

oluşturulan grafik ve eğri değerleri kullanılarak bilinmeyen test miktarları 

hesaplandı. 

3.2.4 İnsülin Salınım Testi 

Taze pasajlanan BTC6 hücreleri 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 

kuyucuklu mikroplakaya ekildi ve 2 gün boyunca uygun şartlarda inkübe edildi. 

Süre sonunda, her bir kuyucuk 200 µl Krebs-Ringer-Bikarbonat-HEPES tamponu 

(KRBH: 118,4 mM NaCI, 4,75 mm KCI, 1,192 mM MgSO4, 2,54 mm CaCl2, 10 

mM HEPES, 2 mM NaHCO3, % 0,1 BSA) ile iki kez yıkandı. Her bir kuyucuğa 

tekrar 200 µl KRBH tamponu eklendi ve oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. 

Süre sonunda ortam uzaklaştırıldı ve kuyucuklar aşağıda belirtilen şekilde tampon 

ve test bileşiği içeren ortamda oda sıcaklığında 40 dakika bekletildi. 

Kuyucuklarda oluşturulan ortamlar aşağıdaki gibidir: 
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Tablo 3.5: İnsülin salınımı testi için kuyucuklarda oluşturulan deney ortamı 

Kontrol B (Besiyer Kontrol) KRBH 

Kontrol P (Pozitif Kontrol) KRBH + 1 µM Glibenklamid 

Test SODD KRBH + 5 µM KR-62436 

Test SOYD KRBH + 7 µM KR-62436 

Bekleme süresinin ardından her bir kuyucuk ortamında ayrı ayrı 10 µl 

başka bir 96 kuyucuklu plakaya aktarıldı. Ortamdaki insülin miktarı Millipore 

Sıçan/Fare İnsülin ELISA kiti (Kat. No: EZRMI-13K) (kolorimetrik) kullanılarak 

ve üreticinin direktifleri uygulanarak gerçekleştirildi. Kit bileşenleri ve prosedürü 

aşağıdaki gibidir: 

Tablo 3.6: Millipore İnsülin ELISA kit bileşenleri 

Sıçan/fare insülin ELISA plakası 

Yapışkan plaka kaplayıcı 

10X yıkama tamponu 

İnsülin standartları (0,2- 0,5- 1- 2- 5- 10 ng/ml) 

Kalite kontrol 1 ve 2 

Matriks çözeltisi 

Analiz tamponu 

İnsülin belirleme antikoru 

Enzim çözeltisi 

Substrat 

Durdurma çözeltisi 

 

Reaktifler deneye başlamadan önce oda sıcaklığına ısıtıldı. 10X yıkama 

tamponu 10 kat seyreltilerek kullanıldı. Gereken sayıda mikrotitre analiz plaka 

şeritleri çıkarıldı. Her kuyucuk 300 µl seyreltilen yıkama tamponu ile yıkandı (bu 

işlem 3 kez tekrar edildi). Yıkama tamponu dikkatle döküldü. Tamamen 

boşaltmak için temiz kurutma kağıdı üzerine ters çevrilip fazla sıvı uzaklaştırıldı. 

Fakat kuyucukların tamamen kurumamasına dikkat edildi. Her bir kuyucuğa 10 µl 

analiz tamponu eklendi. Blank kuyucuğuna 10 µl daha analiz tamponu eklendi. 10 
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µl sıçan insülin standartları artan konsantrasyonda duplike olarak uygulandı. İlgili 

kuyucuklara kontrol-1 ve kontrol-2 solüsyonlarından 10 µl eklendi. Kalan 

kuyucuklara analiz edilmek istenen örnekten 10 µl eklendi. Bütün kuyucuklara 80 

µl belirleme antikoru eklendi. Şeritler kapatıldı ve 400-500 rpm’de oda 

sıcaklığında 2 saat boyunca çalkalanarak inkübe edildi. Süre sonunda solüsyon 

döküldü. Kuyucuklar 300 µl yıkama tamponu ile yıkandı (bu işlem 3 kez tekrar 

edildi). Her kuyucuğa 100 µl enzim çözeltisi eklendi. Kuyucuklar kapatıldı ve orta 

hızda çalkalanarak oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. Süre sonunda 

kuyucuklardaki sıvı döküldü. Kuyucuklar 300 µl yıkama tamponu ile 6 kez 

yıkandı. Her bir kuyucuğa 100 µl substrat solüsyonu eklendi. Kuyucuklar 

kapatıldı ve 5-20 dakika çalkalanarak inkübe edildi. Standartların bulunduğu 

kuyucuklarda artan insülin konsantrasyonlarına göre mavi renk oluşumu gözlendi. 

Ardından kuyucuklara 100 µl durdurma çözeltisi eklendi ve kuyucuklar çözeltinin 

karıştığına emin oluncaya kadar elde çalkalandı. Mavi renk sarıya döndüğü 

görüldü. 5 dakika içinde 450 ve 590 nm dalgaboylarında absorbans okundu. Elde 

edilen absorbans değerleri kullanılarak standart eğri çizildi ve bilinmeyenler 

hesaplandı. 

3.2.5 İnsülin Sinyal Yolağı Analizleri 

İnsülin sinyal yolağı gen ifade düzeylerinin tespiti uygun hücre hatlarında 

ilgili test bileşiklerinin farklı konsantrasyonlarda uygulamaları neticesinde elde 

edilen hücrelerde aşağıdaki yöntemler uygulanarak saptanmıştır. Test bileşiğinin 

uygulama şekilleri sitotoksisite testlerinde belirtildiği şekilde gerçekleştirildi. 

3.2.5.1  RNA İzolasyonu 

İzolasyon QIAGEN RNeasy Plus Mini kit (Kat. No: 74136-250) 

kullanılarak laboratuvarımızda optimize ettiğimiz şekliyle aşağıdaki prosedüre 

göre gerçekleştirildi. 
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Tablo 3.7: QIAGEN RNeasy Plus mini kit bileşenleri 

RLT plus lizis tamponu 

RW1 yıkama tamponu 

RPE yıkama tamponu 

RNazdan arındılırmış su 

gDNA tutan kolon 

RNeasy kolon 

Besiyeri hücrelerden uzaklaştırıldı ve PBS ile yıkandı. Yıkama işlemi 

ortamın besiyerinden arındığına kanaat getirilene kadar tercihe göre birkaç kez 

yapıldı (genelde 3 kez yeterlidir). Yıkama işleminin ardından hücre yoğunluğuna 

göre 350-600 µl RLT plus tamponu eklendi. Bu işlem neticesinde hücreler 

mukusumsu bir yapı kazandı, yumuşadı ve kolayca kazınır hale geldi. Parçalama 

tamponu hücre kazıyıcı ile iyice hücreler üzerine yayıldı ve toplanıp ependorfa 

alındı. Birkaç kez yavaşça altüst edildi. Süspansiyon gDNA tutan kolona alındı. 

100 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve sıvı kısım kolondan geçmediyse işlem 

daha yüksek hızda veya daha uzun süre tekrarlandı. Kolon atıldı ve alta geçen 

kısmın üzerine 500 µl %70’lik EtOH eklendi. Yavaşça ve nazikçe pipetaj yapıldı 

ve iyice karıştırıldı. Sıvıdan en fazla 600 µl RNeasy spin kolona aktarıldı. Kalan 

sıvı olmaı halinde işlem tekrar edildi. 11.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve 

sıvı kısım kolondan geçmediyse işlem daha yüksek hızda veya daha uzun süre 

tekrar edildi. Alta geçen kısım döküldü ve kolona 700 µl RW1 yıkama tamponu 

eklendi. 11.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve tekrar alta geçen kısım 

döküldü. Kolona 500 µl RPE tamponu eklendi ve 11.000 rpm’de 1 dakika 

santrifüj edildi ve alta geçen kısım döküldü. Bu işlem 2 kez daha tekrar edildi. 

Kolon bir şey eklemeden 11.000 rpm’de 30 saniye santrifüj edildi. Kolon yeni bir 

ependorfa alındı ve üzerine 45 µl RNaz içermeyen su eklenerek 9000 xg’de 1 

dakika 15 saniye santrifüj edildi. Kolon atıldı ve RNA bulunan ependorf 

etiketlenerek ve temsili bölüntülere bölünerek -80°C’ye kaldırıldı. 

İzole edilen RNA’lar %1’lik agaroz jelde Thermo yatay agaroz jel 

elektroforez sisteminde yürütülerek kalite kontrolleri gerçekleştirildi. %1’lik 

agaroz jel, Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu ile hazırlandı. 2 µl RNA 

örneği, 6 µl steril su ve 2 µl yürütme boyası ile muamele edilerek mikropipet ile 
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jelde bulunan kuyucuklara yüklendi. Yürütme bitince jel UV transilluminatörde 

görüntülenip DNR LightBis ProImage Analysis System (DNR BioImage System 

Ltd. Jerusalem, Israel) cihazında fotoğraflandı. Ayrıca nanodrop cihazı ilede 

konsantrasyonları tespit edilerek cDNA sentezi için kullanıldı. 

3.2.5.2  cDNA Sentezi 

Nanodrop cihazında konsantrasyonları belirlenen yüksek kaliteli total 

RNA’lar kullanılarak ABM cDNA sentez kiti ile cDNA sentezi gerçekleştirildi. 

Bir PZR tüpü içerisinde 2,5 µg total RNA kit içerisindeki oligo d(T) primerleri (1 

µl), dNTP çözeltisi (1 µl) ve RNAz içermeyen su (bu aşamada son hacim 14,5 µl 

olacak şekilde eklendi) ile karıştırılarak 65°C’de 5 dakika ön işleme tabi tutuldu. 

Ardından bu karışım yine kit içeriğinde yer alan reaksiyon tamponu (4 µl), RNAz 

inhibitörü (0,5 µl) ve ‘EasyScript RTase’ enzimi (1 µl) ile birleştirildi. Böylece bir 

tüpteki son hacim 20 µl olur ve 50°C’de 50 dakika inkübe edilerek cDNA 

sentezlendi. Süre sonunda, enzim inhibe edilmek üzere 85°C’de 5 dakika 

bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar temsili bölüntülere bölünerek gerçek zamanlı 

nicel PZR (qRT-PCR) yapmak üzere -80°C’de muhafaza edildi. 

3.2.5.3  Gerçek Zamanlı Nicel PZR (qRT-PCR) 

Elde edilen tek zincirli cDNA su ile 5 kat seyreltildi. Floresans boya olarak 

‘ABM-KiloGreen 2X qPCR MasterMix RT2-PCR Master Mix’ kullanıldı. Deney 

ortamı, her tüp için, son hacim 25 µl olacak şekilde aşağıda verildiği gibi 

oluşturuldu. 
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Tablo 3.8: Bir tüp içerisinde bulunan PZR reaksiyon ortamı 

      Reaksiyon Bileşeni Hacim (µl) 

Su 6,1 

İleri primer 0,7 

Geri primer 0,7 

KiloGreen MasterMix 12,5 

cDNA 5 

 

Çalışılan KR-62436 bileşiğinin gen ifadeleri düzeylerine etkilerini 

saptamak için mRNA düzeyleri qRT-PCR (gerçek zamanlı PCR) yöntemi ile 

kantite edildi. Bu amaçla makalelerden dizileri saptanan genler veya “Primer 

Blast” programı ile tasarlanan primerler Pubmed’in nükleotit blast bölümünde 

taranıp erişim numaraları belirlendi. Güvenirliği artırmak için pubmed’in primer 

blast bölümünde erişim numaraları ile uygun organizma seçilip tarandı. Sıcaklık 

genellikle 57-60ºC seçildi. Yanlış eşleşme yapıp yapmadığına, GC oranının %50 

üzerinde olmasına dikkat edildi. Seçilen primerlerin en fazla 300 bp 

büyüklüğünde olmasına özen gösterildi. Yanlış yapmamak için Pubmed’in primer 

blast bölümüne tekrar forward ve revers primerler yazıldı, organizma seçildi ve 

doğru gen bölgesi olup olmadığı kontrol edildi. Çalışma kapsamında kullanılan 

genler ve primerlere ait özellikler Tablo 3.9’da sunulduğu gibidir: 

Tablo 3.9: Çalışılan genler ve primer dizilerinin özellikleri 

Gen Kısa 

Adı/Adı 

PrimerF (5'→3') 

bp, Tm, Lokasyon 

PrimerR(5'→3') 

bp, Tm, Lokasyon 

Amplikon 

(çp) 

hINSR 

insülin reseptör 

AAAACGAGGCCCGAAGATTTC 

21 60.9 199-219 

GAGCCCATAGACCCGGAAG 

19 61.2 288-270 
90 

mINSR 
ATGGGCTTCGGGAGAGGAT 

19 62.1 1-19 

CTTCGGGTCTGGTCTTGAACA 

21 61.7 214-194 
214 

hIRS-1 

insulin reseptör 

substratı-1 

ACAAACGCTTCTTCGTACTGC 

21 61.2 77-97 

AGTCAGCCCGCTTGTTGATG 

20 62.8 232-213 
156 

mIRS-1 
CGATGGCTTCTCAGACGTG 

19 60.2 21-39 

CAGCCCGCTTGTTGATGTTG 

20 62.2 229-210 
209 
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IRS-2 

insulin reseptör 

substratı-1 

CGGTGAGTTCTACGGGTACAT 

21 61.0 1608-1628 

TCAGGGTGTATTCATCCAGCG 

21 61.6 1801-1781 
194 

mIRS-2 
ACCGACTTGGTCAGCGAAG 

19 61.9 418-436 

CACGAGCCCGTAGTTGTCAT 

20 61.9 552-533 
135 

hPI3K 

fosfotidil 

inositol 3-kinaz 

ACCACTACCGGAATGAATCTCT 

22 60.3 1217-1238 

GGGATGTGCGGGTATATTCTTC 

22 60.3 1423-1402 
207 

mPI3K 
ACACCACGGTTTGGACTATGG 

21 62 5-25 

GGCTACAGTAGTGGGCTTGG 

20 62 144-125 
140 

hPKL 

piruvat kinaz 

karaciğer 

TCAAGGCCGGGATGAACATTG 

21 62.7 230-250 

CTGAGTGGGGAACCTGCAAAG 

21 62.9 347-327 
118 

mPKL 
GAACATTGCACGACTCAACTTC 

22 60.0 243-264 

CAGTGCGTATCTCGGGACC 

19 61.9 400-382 
158 

hPKM 

piruvat kinaz 

kas 

ATGTCGAAGCCCCATAGTGAA 

21 60.9 1-21 

TGGGTGGTGAATCAATGTCCA 

21 61.4 118-98 
118 

mPKM 
CGCCTGGACATTGACTCTG 

19 60.2 94-112 

GAAATTCAGCCGAGCCACATT 

21 61.3 228-208 
135 

hG6P 

glikoz 6 

fosfataz 

CGAGGCGCTACAGAACCAG 

19 62.4 36-54 

CACTCGGTGATGAGGCTGAT 

20 61.4 197-178 
162 

mG6P 
CTGAGCGCGGGCATCATAAT 

20 62.8 13-32 

GATTCTTAGGATCGCCCAGAAAG 

23 60.5 112-90 
100 

hPEPCK 

fosfoenolpiruva

t karboksikinaz 

AAAACGGCCTGAACCTCTCG 

20 62.4 17-36 

ACACAGCTCAGCGTTATTCTC 

21 60.1 114-94 
98 

mPEPCK 
CTGCATAACGGTCTGGACTTC 

21 60.4 13-33 

CAGCAACTGCCCGTACTCC 

19 62.7 171-153 
159 

hAKR1B1 

aldo-keto 

redüktaz ailesi 1, 

üye B1 

TTTTCCCATTGGATGAGTCGG 

21 60.0 365-385 

CCTGGAGATGGTTGAAGTTGG 

21 60.3 499-479 
135 

mAKR1B10 
CTAGTGCCAAACCAGAGGACC 

21 62.1 656-676 

TCCTGTATTCGAGAAGGTGTCA 

22 60.2 815-794 
160 

hSLC2A2 

(GLUT2) 

çözünen taşıyıcı 

GCTGCTCAACTAATCACCATGC 

22 61.8 265-286 

TGGTCCCAATTTTGAAAACCCC 

22 61.2 447-426 
183 
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ailesi 2 üye 2 

mSLC2A2 

(GLUT2) 

TCAGAAGACAAGATCACCGGA 

21 60.2 4-24 

GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG 

21 62.6 218-198 
215 

hGLUT4 

çözünen taşıyıcı 

ailesi 2 üye 4 

TGGGCGGCATGATTTCCTC 

19 62.4 269-287 

GCCAGGACATTGTTGACCAG 

20 60.9 356-337 
88 

mGLUT4 
ACACTGGTCCTAGCTGTATTCT 

22 60.0 67-88 

CCAGCCACGTTGCATTGTA 

19 60.7 184-166 
118 

*h (human) – İnsan  * m (mouse) – Fare 

3.2.6 İstatistiksel Analizler 

İstatistiksel analizler, Windows için GraphPad Prism 6.0  istatistiksel 

yazılım paketi kullanılarak, öğrenci t-testi ile yapılmıştır. P<0,05 anlamlılık 

düzeyi seçilerek değerler Ortalama ± Standart Sapma olarak ifade edildi. qRT-

PCR verilerinin analizleri Qiagen firmasının ücretsiz olarak sağlandığı RT2 

Profiller™ PCR Array Data Analysis v3.4 ile web üzerinden çevrimiçi 

gerçekleştirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Tekrarlanan deneyler sonunda elde edilen veriler ortalama ± standart 

sapma değerleri şeklinde verilmiştir. Aksi belirtilmediği sürece tüm veriler her 

birinde triplike yapılan en az üç bağımsız tekrar deneylerin ortalaması şeklindedir. 

4.1  Sitotoksisite Testleri 

4.1.1 Kristal Viyole Çözeltisi Testi 

 

KR-62436 bileşiğinin artan konsantrasyonlarının BTC6, C2C12, 3T3L1 ve 

Chang hücre hatlarındaki canlılığa etkisi, kristal viyole çözeltisi kullanılarak 

ELİSA okuyucuda ölçülen absorbans değerlerine göre belirlenmiştir (Şekil 4.1, 

4.2, 4.3 ve 4.4). 

 

 

Şekil 4.1: KR-62436 bileşiğinin artan konsantrasyonlarına göre BTC6 hücre 

hattındaki canlılığa etkisi. 
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Şekil 4.2:  KR-62436 bileşiğinin artan konsantrasyonlarına göre C2C12 hücre 

hattındaki canlılığa etkisi. 

 

 

 

Şekil 4.3: KR-62436 bileşiğinin artan konsantrasyonlarına göre 3T3L1 hücre 

hattındaki canlılığa etkisi. 
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Şekil 4.4: KR-62436 bileşiğinin artan konsantrasyonlarına göre Chang hücre 

hattındaki canlılığa etkisi. 

 

KR-62436 bileşiğinin artan konsantrasyonlarına göre hücre hatlarında 

canlılığa etkisini gösteren grafiklerden yararlanarak belirlenen SODD ve SODD 

Tablo 4.1’ daki gibidir. 

 

Tablo 4.1: KR-62436 bileşiğinin hücre hatlarında belirlenen sitotoksik 

olmayan konsantrasyonları 

Hücre Hattı SODD SODD 

BTC6 5 µM 7 µM 

C2C12 6 µM 10 µM 

3T3L1 2 µM 4 µM 

Chang 4 µM 6 µM 

 

4.2 Glikoz KullanımTesti 

Glikoz alınımı deneyleri C2C12 kas ve Chang karaciğer hücre hatları ile 

gerçekleştirildi. Glikoz tayin kitindeki glikoz standartlarının 570 nm’deki 
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absorbansına göre standart eğri oluşturuldu (Şekil 4.5). Ortamdaki glikoz miktarı 

standart eğri baz alınarak tayin edildi ve Tablo 4.2’de verildi. 

 

 

Şekil 4.5: Glikoz standart eğrisi 

 

Tablo 4.2: C2C12 ve Chang hücrelerinin bulunduğu ortamlardaki başlangıç 

ve pozitif kontroller ve test bileşiğiyle inkübasyonu sonrası glikoz konsantrasyon 

farkı. 

                          [ΔGlikoz]/Saat 

Bileşikler C2C12 Chang 

Kontrol       2,344 ± 0,032      2,344 ± 0,032 

Metformin 0,474 ± 0,017 0,346 ± 0,004 

İnsülin 0,284 ± 0,026 0,229 ± 0,008 

KR-62436 0,033 ± 0,051 -0,312 ± 0,058 

 

4.3 İnsülin SalınımTesti 

İnsülin salınım testi bu fizyolojik fonksiyona sahip BTC6 hücreleri ile 

Bölüm 3.2.4’te detaylı anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. Taze pasajlanmış BTC6 

hücreleri test bileşiği ile inkübe edilerek ortama salınan insülin miktarı Millipore 
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İnsülin ELISA kiti ile tayin edildi. Elde edilen plaka görüntüsü aşağıdaki Şekil 

4.6’da verilmektedir: 

 

 

 

 

Şekil 4.7: İnsülin standart eğrisi 

 

İnsülin salınım testinde kit içinde kullanıma hazır olan 0,2; 0,5; 1; 2; 5; 10 

ng/ml konsantrasyonlarındaki insülin standart çözeltileri kullanılarak Şekil 

4.7’deki standart eğri grafiği elde edildi. Pozitif kontrol olarak glibenklamid 

kullanıldı. KR-62436 bileğinin SODD ve SOYD uygulamaları ile kontrol ve 

 

Şekil 4.6: BTC6 hücre hattında Millipore 

İnsülin ELISA kiti ile elde edilen örnek plaka 

görüntüsü. Kuyucuk içerikleri şu şekildedir: A1: 

Blank; A2: Krebs-Ringer-Bikarbonat-Hepes 

tamponu; A3: Standart1 (0,2 ng/ml); A4: Standart 2 

(0,5 mg/ml); A5: Standart 3 (1 ng/ml); A6: Standart 

4 (2 ng/ml); A7: Standart 5 (5 ng/ml); A8: Standart 

6 (10 ng/ml); B1-2: Glibenklamid B3-4: Besiyer 

kontrol; B5-6: KR-62436 SOYD; B7-8: KR-62436 

SOYD. 
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pozitif kontrol ortamlarının absorbans değerleri arasında anlamlı bir fark 

görülemedi. 

4.4  İnsülin Sinyal Yolağı Gen İfade Analizleri 

İnsülin yolağının çeşitli basamaklarında yer alan genlerin ifade düzeyleri 

ilgili genin ekspres edildiği hücre hatları kullanılarak mRNA düzeyindeki 

ifadeleri gerçek zamanlı PZR ile tayin edildi. Bu işlem için öncelikle çalışılacak 

her bir gen için amplikasyon analizi ve erime eğrisi analizleri yapıldı. Daha sonra 

bu değerler kullanılarak her bir gen için mRNA ekspresyon düzeyleri kontrol, 

KR-62436 bileşiğinin SODD ve SOYD dozları uygulanan örneklerde saptandı.  

KR-62436 test bileşiğinin kontrol, SODD ve SOYD dozlarının hücre 

hatlarındaki mRNA ifadesi üzerine etkileri Şekil 4.8, 4.9, 4.10 ve 4.11’ de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.8: KR-62436 uygulamasında BTC6 hücre hattında IRS1 ve GLUT2 

genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. Sonuçlar Beta-Aktin (ACTB) geni ile 

normalize edilmiş ve kontrol değeri 1 alınmıştır. Sonuçlar iki farklı zamanda 

gerçekleştirilen ikili uygulamaların ortalaması alınarak hesaplanmıştır. 
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Şekil 4.9: KR-62436 uygulamasında C2C12 hücre hattında INSR, IRS1, 

IRS2, PI3K, GLUT4, AKR, PKM, G6P ve PEPCK genlerinin mRNA seviyesine 

olan etkisi. Sonuçlar Beta-Aktin (ACTB) geni ile normalize edilmiş ve kontrol 

değeri 1 alınmıştır. Sonuçlar iki farklı zamanda gerçekleştirilen ikili 

uygulamaların ortalaması alınarak hesaplanmıştır. (*) p < .05 düzeyinde kontrol 

grubuna göre anlamlı farklılık gösteren gen ifadesidir. 

 

 

Şekil 4.10: KR-62436 uygulamasında 3T3L1 hücre hattında INSR, IRS1, 

IRS2, PI3K, GLUT4, AKR, PKM ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan 

etkisi. Sonuçlar Beta-Aktin (ACTB) geni ile normalize edilmiş ve kontrol değeri 1 

alınmıştır. Sonuçlar iki farklı zamanda gerçekleştirilen ikili uygulamaların 

ortalaması alınarak hesaplanmıştır. . (*) p < .05 düzeyinde kontrol grubuna göre 

anlamlı farklılık gösteren gen ifadesidir. 
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Şekil 4.11: KR-62436 uygulamasında Chang Karaciğer hücre hattında INSR, 

IRS1, IRS2, AKR, PKL ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkisi. 

Sonuçlar Beta-Aktin (ACTB) geni ile normalize edilmiş ve kontrol değeri 1 

alınmıştır. Sonuçlar iki farklı zamanda gerçekleştirilen ikili uygulamaların 

ortalaması alınarak hesaplanmıştır. . (*) p < .05 düzeyinde kontrol grubuna göre 

anlamlı farklılık gösteren gen ifadesidir. 
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5. SONUÇ ve TARTIŞMA 

Diyabet, dünya üzerindeki ülkelerin hepsinde artan grafik profiliyle insan 

sağlığını tehdit eden hastalıkların başında gelmektedir. Diyabetle ilgili yapılan 

çalışmalar özellikle tip II yani insülin-bağımlı olmayan diyabetin dünya üzerinde 

hızla artığını göstermiştir. Bu artışta özellikle beslenme alışkanlığı, yaşama şekli, 

hareketsizlik ve beraberinde gelen obezite sorunu, insülin direnci ve diğer 

metabolik bozukluklar başroldedir (Guariduata ve diğ. 2013, Shaw ve diğ. 2010). 

 Diyabet türlerinden özellikle tip I ve tip II yaygın ve üzerinde daha çok 

çalışılanlardır. Diyabetik hastalığa sebep olan etkenler ve metabolizmadaki 

bozukluk belirlendikten sonra uygun tedavi yöntemi uygulanmaktadır. Bu amaçla 

bazen enjeksiyon yoluyla direkt insülin uygulaması veya oral yoldan alınan ilaçlar 

kullanılmaktadır. İlaçlara ek olarak yapılan çalışmalarda antidiyabetik etkisi olan 

bitkiler veya bitkisel özütler de kullanılmaktadır. Bu ilaçların veya ajanların 

avantajı olduğu gibi yetersiz gelme veya başka metabolik rahatsızlıklara sebep 

olma gibi dezavantajları da bulunmaktadır (ADA, 2010, Bikhazi ve diğ. 2011, 

Babu ve diğ. 2013). Bu sebeple inkretin hormonların analogları (GLP-1 

agonistleri), inkretinleri yıkıma uğratan enzimin inhibisyonu (DPP-4 inhibitörleri) 

ve endojen amylin molekülünün agonisti (pramlintide) gibi farklı etki 

mekanizmalar ile diyabette glisemik regülasyonu düzelten alternatif yeni ilaçlar 

geliştirilmiştir. Beslenme sonrası artan karbonhidrat miktarına cevap olarak ince 

bağırsak hücrelerinden inkretin adlı polipeptidler salınır. İnkretinler pankreastan 

insülin salınımını arttırırken gastrik boşalmayı da yavaşlatır. GIP (gastrik inhibitör 

polipeptid ya da glukoz bağımlı insülinotropik polipeptid) ve GLP-1 inkretin 

polipeptidleridir. GLP-1 preproglukagonun translasyon sonrası proteolizinden 

türetilmiş bir bağırsak hormonu olarak bildirilmiştir (Ükinç ve diğ., 2007; Larsen 

ve diğ. 2005). Hormonun insülinotropik özelliği ve glukagon salınımı, iştah ve 

gastrik boşalma üzerindeki inhibisyon etkisi tip II diyabet tedavisinde 

kullanılabilecek öncü bir bileşik olma imkânı sağlamaktadır. GLP-1 hormonunun 

DPP-4 ile enzimatik kesimi sonucu yarı ömrü hızla düşer. Tip II diyabetle 

savaşabilmek için GLP-1 hormonunun yapısını korumak ve terapötik etkisini 

arttırmak için DPP-4 inhibitörleri ve GLP-1 analogları geliştirilmiştir (Anagnostis 
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ve diğ. 2011, Deacon ve diğ. 1995). KR-62436 bileşiği de DPP-4 enzimine özgü 

bir inhibitör olarak kullanılmaktadır (Kim ve diğ. 2005). GLP-1’in daha dayanıklı 

ve uzun ömürlü olması antidiyabetik etkisinin kalitesini arttırmaktadır. Bu sebeple 

kullanılan GLP-1 analoglarından oluşan antidiyabetik ilaçların DPP-4 

inhibitörleriyle desteklenmesiyle etkisi arttırılabilir. Bu amaçla DPP-4 inhibitörü 

olan KR-62436 bileşiği kullanılabilmektedir.  

Bu çalışmada, inkretin hormon olan GLP-1’i enzimatik kesime uğratan 

DPP-4 enziminin inhibitörü olarak laboratuvar ortamında üretilen KR-62436 

bileşiğinin muhtemel antidiyabetik etkilerinin araştırılması amaçlandı. Bu amaç 

doğrultusunda bileşiğin glikoz homeostazına etkilerini görebilmek için insülin 

salınımı, glikoz kullanımı gibi kilit mekanizmalar ve insülin sinyal yolağında rol 

oynayan genlerin mRNA ekpresyon düzeylerindeki değişimlere bakıldı. 

Deneylere başlamadan önce her bir hücre hattı için KR-62436 bileşiğinin çalışma 

dozları, in vivo sistemlerde toksik ve yan etki göstermeyen konsatrasyonlarda 

olacak şekilde, belirlendi. Belirlenen bu toksik olmayan dozlar yapılan 

çalışmaların tamamında uygulandı. 

Bileşiklerin canlıdaki etkisinin araştırılması için in vivo deneklerin 

teminindeki, bakımındaki, sosyal ve etik olarak kullanımındaki kısıtlamalar in 

vitro modellerin kullanımını arttırmıştır. Kullanımındaki pratiklik ve deney 

hayvanlarının gereksiz yere kullanımını engellemesi düşünüldüğünde in vitro 

modellerde etkinliği kanıtlanan bileşiklerin daha sonra in vivo sistemlerde test 

edilmesi daha doğru bir yaklaşım olarak kabul edilmektedir. Bu amaçla, 

potansiyel antidiyabetik ajanların etkinliklerini ve mekanizmalarını araştırmak 

için birçok in vitro model geliştirilmiştir (Patel ve Mishra, 2008; Skelin ve diğ., 

2010). Bu yüksek lisans tez çalışmasında da glikoz homeostazında rol oynayan 

kilit organ ve dokuları temsil eden hücre hatları kullanılmıştır.  

Glikoz homeostazındaki başrol oyuncularından biri insülin hormonudur. 

Pankreas ise yapısındaki beta hücreleri ile vücudun ihtiyaç duyduğu insülini 

üreten merkezdir. Beta hücrelerinde bir sorun olmamasına rağmen insülin 

salınımının ya da daha çok vücudun insülini etkin kullanımının azalması ile tip II 

diyabet ortaya çıkmaktadır (Matthews, 2003). Dolayısıyla glikoz 

metabolizmasıyla ilgili çalışmalarda akla ilk gelen unsur pankreas dokusunu 
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modelleyen hücre hatlarının kullanımıdır. Bu doğrultuda çalışmamızda transgenik 

farelerden elde edilen pankreatik beta tümör hücresi BTC6 kullanıldı. BTC6 hücre 

hattında KR-62436 bileşiğinin antidiyabetik etkisini araştırmak üzere; insülin 

salınımına ve glikoz metabolizmasında rol oynayan IRS1 ve GLUT2 proteinlerini 

kodlayan genlerin mRNA ekpresyon düzeylerine bakıldı. İnsülin salınımı testinde 

pozitif kontrol olarak glibenklamid kullanıldı. Deney sonrası plakadaki insülin 

standartlarının bulunduğu kuyucuklarda artan konsantrasyonlarla orantılı renk 

oluşumu gözlenirken; pozitif kontrol ve test bileşiğini içeren kuyucuklarda renk 

oluşumu gözlenmedi. ELISA okuyucuda da bu görüntüyle paralel absorbans 

değerleri elde edildi. Bu durum test bileşiğinin insülin salınımını tetiklemediği 

buna dayanarak antidiyabetik etkisinin olmadığı sonucuna götürmesine karşın 

pozitif kontrolde de herhangi bir etkinin gözlenmemesi daha kesin ve sağlıklı bir 

yargıya varmak için farklı bir yol izlenmesini akla getirdi. Beta hücrelerinden 

insülin salınımı, kandaki seviyesi artan glikozun GLUT2 proteini ile hücre içine 

alınmasını takip eden olaylar sonucunda tetiklenir (Lodish, syf. 765). İnsülin 

salınım deneyi öncesi hücre ortamına glikoz eklenmesiyle hücre dışındaki glikoz 

artışı, artan glikozun hücre içine alınımı ve dolayısıyla hücrede insülin salınımının 

tetiklenmesi sağlanabilir. İnsülin yolağındaki IRS1 ve GLUT2 genlerinin mRNA 

ekpresyon düzeylerinde de anlamlı bir değişim gözlenmemesi insülin salınım 

testinde ulaşılan sonucu destekler nitelikteydi (Tablo 5.1).  

Tablo 5.1: BTC6 hücresinde gen ifade düzeyinin değişimi 

Gen Adı Düşük Doz Yüksek Doz 

IRS1 1,275 1,553 

GLUT2 -1,043 1,039 

 

Bir başka yaklaşım olarak, test bileşiğinin hücre canlılığında aşırı ve ani 

değişime neden olmadığı ve 10 µM KR-62436 bileşiğinin DPP-4 enzimini 

neredeyse tamamen inhibe ettiği Villhauer ve diğ. (2003) göz önüne alındığında; 

ortama eklenen bileşik konsantrasyonunun arttırılması da düşünülebilir.  

Genetik yatkınlıkla birlikte, beslenme, ilerleyen yaş ve yaşama düzeni gibi 

çevresel faktörlere bağlı olarak gelişen ve erişkinlik döneminde ortaya çıkan tip II 

diyabetin asıl nedeni insülin salınımındaki yetersizlikten çok periferik dokuların 
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insüline karşı oluşturdukları insülin direncidir (Kavak, 2008). Kontrol edilemeyen 

hepatik glikoz üretimi, kas ve yağ dokusu tarafından azalmış glikoz alımıyla 

karakterize insülin direnci; karaciğer, yağ dokusu ve kaslar gibi hedef dokuların 

dolaşımdaki insüline verdiği efektif yanıtın azalmasıdır (Beers ve diğ., 2006; King 

ve diğ., 2005). İnsülin direnci, glikoz-aracılı insülin taşınması ve metabolizmasını 

azaltır Rhoades ve Bell (2009) ve insülin salınımının telafisinde kusura yol açar 

(Mcphee ve diğ., 2008). İskelet kası tip II diyabete yol açan insülin direncinin esas 

yeridir. Yapılan bir çalışmada, kontrol gruplarına kıyasla tip II diyabetlilerin 

vücudundaki insülinle uyarılan glikoz alınımının yaklaşık % 30-40 oranında 

azaldığı belirlenmiştir (DeFronzo ve diğ., 1985). Bundan sadece iskelet kası rol 

oynamaz. Adipoz, iskelet ve hepatik doku hücrelerindeki insülin sinyal yolağında 

meydana gelen sorunlar insülin direncinin gelişmesine neden olur (Seifter ve diğ., 

2005). İnsülin direncinin bir sonucu olarak, adipoz doku ve iskelet kası 

hücrelerinde glikoz taşınımı azalır ve karaciğerdeki glikoz üretiminin 

baskılanması engellenir (Rhoades ve Bell, 2009). Bu durum diyabet oluşumuna 

sebep olur. Anlaşıldığı üzere adipoz doku, iskelet kası dokusu ve karaciğer 

dokusu hücrelerindeki insülin sinyal yolağı ve glikozun taşınması önem arz 

etmektedir. Bu sebeple çalışmamızda bu üç dokuyu modelleyen 3T3L1 

(preadiposit), C2C12 (iskelet kası) ve Chang karaciğer hücre hatları kullanıldı.  

Glikoz homeostazında ilk basamak olan glikoz alınımını incelemek için 

glikoz metabolizmasında insülin salgısına cevap olarak glikozun hücre içine 

alınımını sağlayan GLUT4 glikoz taşıyıcı proteinine sahip olan C2C12 (kas) ve 

Chang (karaciğer) hücre hatları kullanılarak, yöntem kısmında ayrıntılı olarak 

bahsedilen glikoz kullanım testi yapıldı. Yapılan bu deneylerle glikoz 

homeostazındaki kilit noktaların incelenmesi sağlanmaya çalışıldı. Amacımız, 

KR-62436 bileşiğinin, bu iki hücre hattında glikoz alınımı tetikleyip 

tetiklemediğini araştırmaktı. Deneyimizde KR-62436 test bileşiğinin etkilerini 

belirlemek ve karşılaştırmak üzere pozitif kontrol olarak insülin ve insülin 

duyarlılığını arttıran bir biguanidin olan metformin kullanıldı. Glikozun yanı sıra 

pozitif kontrol ve test bileşiğinin eklendiği deney ortamlarındaki glikoz miktarı 

method kısmında anlatıldığı gibi gerçekleştirildi. Glikoz standart eğrisi 

kullanılarak C2C12 (kas) ve Chang (karaciğer) hücrelerinde başlangıç ve 

oluşturulan deney ortamındaki inkübasyonları sonrası ortamdaki glikoz 
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konsantrasyon değişimi hesaplandı. Elde edilen sonuçlara bakıldığında, pozitif 

kontrol olan insülin ve metformin içeren ortamdaki glikoz oranının azaldığı yani 

glikoz alınımının tetiklendiği gözlenirken, test bileşiğinin glikoz kullanımında 

anlamlı bir tetikleyici etki göstermediği saptandı. Bu sonuç bizi, KR-62436 

bileşiğinin hücrelerde glikoz alınımını tetiklemediği dolayısıyla antidiyabetik 

etkinin aksine diyabetik bir etki yarattığı çıkarımına götürdü. Bununla beraber, bu 

bileşiğin asıl mekanizmasının intestinal sistemden salınan DPP-4 enziminin 

inhibisyonu olduğu göz önüne alınırsa, yaptığımız çıkarımın kesinleşmesi için 

farklı yöntemlerin uygulanması ve başka deneylerle desteklenmesi gerekir. 

Glikozun hücre içine alınması insülinin reseptörüne bağlanmasıyla tetiklenir. 

Bundan yola çıkarak sadece pozitif kontrol olarak değil glikoz alınımını tetikleyici 

ajan olarak tüm deney ortamlarına insülin eklenip, yapılacak bir kontrol ortamı ile 

test bileşiğinin hücre içine glikoz alınımını nasıl etkilediği araştırılabilir. Böylece, 

hiçbir etkisinin olmaması, insülinin etkin kullanımının dolayısıyla glikoz 

alınımının tetiklenmesi veya insülin kullanımını inhibe ederek ters etki yaratması 

gibi veriler ışığında bileşiğin muhtemel antidiyabetik potansiyelinin glikoz alınımı 

üzerine etkisinin daha farklı bir açıdan incelenmesi ve bu konuda daha sağlıklı 

sonuçlara ulaşılması sağlanabilir. İnsülin salınımı deneyinde olduğu gibi, yine, 

test bileşiğinin uygulanan dozunda konsantrasyonunun arttırılması da bir başka 

öneri olarak düşünülebilir. Laboratuvar ortamında yaratılma aşaması 

düşünüldüğünde kolon dokusunu modelleyen bir hücre hattı üzerinde de bu 

çalışmalar yapılabilir. Normalde etki yeri olan bu hücre hatlarındaki glikoz 

alınımına etkisinin araştırılması daha sağlıklı bilgilere ulaşmamızı sağlayabilir. 

Glikoz alınım testine ek olarak insülin sinyal yolağındaki önemli genlerin mRNA 

düzeylerindeki değişimlere de bakıldı. Glikoz alınım testine ek olarak, insülin 

yolağındaki genler ile yapılan kalitatif PZR deneylerinin sonucuna göre anlamlı 

artış ve azalış gösteren genler tespit edildi. Ayrıca gen ifade düzeylerinin farklı 

hücre hatlarında farklı şekilde etkilendiği de gözlendi ve analizlere göre anlamlı 

artış gösteren genler kırmızı renkle ifade edilirken; anlamlı azalma gösteren genler 

mavi renkle ifade edildi (Tablo 5.2 ve 5.3). 
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Tablo 5.2: C2C12 hücre hattında gen ifade düzeyinin değişimi 

Gen Adı Düşük Doz Yüksek Doz 

INSR -2,908 -4,287 

IRS1 1,283 -1,886 

IRS2 -7,135 -24,084 

PI3K 10,520 7,062 

GLUT4 2,107 1,564 

AKR 1,449 1,102 

PKM 1,310 1,011 

G6P -1,717 -1,664 

PEPCK 9,481 18,962 

 

C2C12 hücre hattında PI3K ve PEPCK genlerinin NEOL ve SOYD 

dozların her ikisinde GLUT4 geninin SODD dozda anlamlı artış gösterdiği; INSR 

ve IRS2 genlerinin SODD ve SOYD dozlarının her ikisinde de anlamlı azalma 

gösterdiği belirlendi. 

 

Tablo 5.3: Chang karaciğer hücre hattında gen ifade düzeyinin değişimi 

Gen Adı Düşük Doz Yüksek Doz 

INSR 0,553 0,498 

IRS1 1,283 0,530 

IRS2 0,140 0,042 

AKR 1,449 1,102 

PKL 1,310 1,011 

G6P 0,582 0,601 

PEPCK 2,007 2,428 

 

Chang Karaciğer hücre hattında PEPCK geninin SOD ve SOYD dozlarının 

ikisinde de anlamlı artış gösterdiği; IRS2 geninin SODD ve SOYD dozlarında ve 

INSR geninin SOYD dozunda anlamlı azalış gösterdiği belirlendi. 
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Adipoz dokuyu modelleyen 3T3L1 hücresinde insülin sinyal yolağındaki 

önemli genlerin mRNA düzeylerindeki değişimlere bakıldı. Sonuçlar Tablo 5.4’te 

verildiği gibidir: 

Tablo 5.4: 3T3L1 hücre hattında gen ifade düzeyinin değişimi 

Gen Adı Düşük Doz Yüksek Doz 

INSR 0,681 1,659 

IRS1 0,949 1,688 

IRS2 1,741 2,321 

PI3K 13,785 28,671 

GLUT4 0,274 0,443 

AKR 0,712 1,169 

PKM 0,688 0,387 

G6P 0,742 0,923 

 

3T3L1 hücre hattında PI3K geninin SODD ve SOYD dozlarının her 

ikisinde ve IRS2 geninin SOYD dozunda anlamlı artış gösterdiği; GLUT4 geninin 

SODD ve SODD dozların her ikisinde ve PKM geninin SODD dozunda anlamlı 

azalma gösterdiği belirlendi. Özellikle PI3K genindeki yüksek artış göze 

çarpmaktadır.  

PZR sonucu elde edilen sonuçlarda dikkat çeken IRS, PI3K ve GLUT 

proteinlerini kodlayan genlerin mRNA düzeylerindeki değişimlerdi. INSR ve 

IRS2 genlerinin mRNA düzeylerindeki azalma insülin sinyal yolağını inhibe eden 

bir sonuçken; PI3K geninin mRNA düzeyindeki artma sinyal yolağını aktive eden 

ve GLUT translokasyonuyla glikoz alımını sağlayan bir sonuçtur. Bununla birlikte 

PEPCK enzimini kodlayan genin mRNA düzeyindeki artma glikoneogeneze 

doğru bir gidiş olduğunu göstermektedir. INSR ve IRS genlerindeki azalmayla 

birlikte PEPCK genindeki artma test bileşiğinin diyabetik bir etki yaptığını 

gösterirken; PI3K genindeki artma antidiyabetik bir etkinin göstergesidir. 

İnsülin reseptörü, birbirine disülfid bağlarla bağlı iki alt birimden oluşan 

bir tirozin kinazdır. İnsülin bu reseptöre bağlanınca fosforilasyon ve 
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defosforilasyon reaksiyonlarının birbirini takip ettiği bir dizi olay başlar. Reseptör 

kendini fosforile eder ve aktive olur. Aktive olan insülin reseptörü, IRS1 ve IRS2 

gibi diğer hücre içi proteinleri fosforile eder. IRS proteinleri, PI3K ile etkileşirler. 

PI3K enziminin aktivasyonu sonrasında GLUT proteinleri ile glikoz taşınması ve 

glikojen sentaz aktivasyonu gerçekleşir (Kashyap ve DeFronzo, 2007). GLUT 

proteinlerinden en önemlisi kasta ve adipoz dokuda bulunan GLUT4 proteinidir. 

GLUT4 hücre içinde veziküllerde depolanır ve insüline yanıt olarak veziküllerden 

mobilize olur ve hücre zarı ile birleşerek glikozu hücre içine alır. Çalışmalar 

GLUT4’ün insülin uyarımına bağlı olarak gerçekleşen glikoz alımı ve kastaki 

glikojen sentezinde hız kontrol edici basamak olduğunu göstermiştir (Zisman ve 

diğ., 2000). Görüldüğü gibi glikoz ve insülin yolakları birbirini etkileyen birçok 

protein tarafından düzenlenir. Dolayısıyla bir yargıya varmak için sadece bir gen 

ya da bir protein veya bir enzimin etkisine, miktarına, ifade düzeyine bakmak 

yeterli olmayabilir. Yapılan çalışmalarda benzer şekilde GLUT4 geni susturulan 

modellerde farklı tip II diyabet patolojileri gözlemlendiği ve diyabetik özellikteki 

hayvan ve insan modellerinde GLUT4’ün adipoz dokulardaki ifadesinin 

azalmasına karşılık kas dokusunda böyle bir durumun olmaması, bu durumun 

insülin direncine direkt sebep olamayacağı belirtilmiştir (Wood ve Trayhum, 

2003). Bir başka örnek olarak; PI3K inhibitörleri, glikoz taşınımının uyarılması, 

glikojen ve lipit sentezi ve adiposit farklılaşması gibi insülinin metabolik 

faaliyetlerinin neredeyse tümünü bloke ederken; PI3K proteininin düzenleyici alt 

ünitesindeki bir azalma, p85α monomerinde bir azalmaya ve insülinin 

fosforillenmiş IRS proteinlerine bağlanmasına yol açarak insülin etkisini 

arttırabilir (Taniguchi ve diğ. 2006).  

Gen ifade düzeylerindeki sonuçlar DPP-4 enzimi inhibitörü olan KR-

62436 bileşiğinin Kim vd. (2005) literatürdeki antidiyabetik etkisiyle çelişir 

nitelikte olsa da bir genin düzenlenmesinde birden fazla faktörün etkili olduğu 

düşünüldüğünde sadece mRNA ifade düzeylerine bakarak kesin bir yargıya 

varmak için yeterli değildir. GLUT proteinleriyle hücre içine alınan glikoz, 

glikoliz yolağına iletilir. Glikolizde üretilen ATP molekülleri ATP-duyarlı K+ 

kanallarını etkiler. Ortamda değişen polarizasyon voltaj-duyarlı kanallardan Ca2+ 

iyonunun akışını ve bu da pankreatik insülin salınımı, iskelet kasına glikoz 

alınımını, karaciğerde glikoz metabolizmasını dengeleyen hormonların salınımı 
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kontrol eder. Bu proteinleri kodlayan genlerde meydana gelecek bir polimorfizm 

tip II diyabete davetiye çıkarabilmektedir (Arıkoğlu ve diğ. 2012). Bu durumda 

sadece insülin sinyal yolağı ve glikolizde rol alan proteinlerin yanı sıra diğer 

membran proteinlerin yapısal ve işlevsel düzgünlüğü de önemlidir. Kalitatif PZR 

ile mRNA ifade düzeylerinin belirlenmesine ek olarak genlerin kodladığı 

proteinlerin miktarı ve aktiviteleri incelendiği takdirde daha sağlıklı sonuçlar elde 

edileceği öngörülmektedir. GLP-1 bağırsak hücrelerinden salınan bir polipeptittir. 

Bu sebeple yaptığımız çalışma bağırsak hücreleri üzerinde yapılabilecek 

çalışmalarla enzimatik çalışmalarla ve glikojen depolanmasının da test 

edilmesiyle daha iyi sınanıp daha net sonuçlara ulaşılabilir. 

Çalışmamızda DPP-4 enzimine özgü bir inhibitör olarak laboratuvarda 

üretilen KR-62436 bileşiğinin antidiyabetik etkisi araştırıldı. Bunun için BTC6 

hücrelerinde insülin salınım testi ve C2C12 ve Chang hücrelerinde glikoz alınım 

testi yapıldı. Testlerin beraberinde gerçek zamanlı PZR prosedürü ile insülin 

sinyal yolağındaki genlerden, kullandığımız hücre hatlarında ifade edilebilirliği 

dikkate alınarak, bazı önemli olanların mRNA düzeyindeki ifade seviyelerine 

bakıldı. Testler sonucu elde edilen bulgulara göre test bileşiğinin her hangi bir 

antidiyabetik etki göstermediği çıkarımında bulunuldu. PZR ile elde edilen 

verilere göre çelişkili sonuçlara ulaşıldı. Literatür taramalarında, DPP-4 inhibitörü 

veya başka diyabetik ilaçlarla beraber kullanılarak çalışılmış olan KR-62436 

bileşiğin olası antidiyabetik etkisinin, çalışmamızda izlediğimiz yollardan 

denenmemiş ve araştırılmamış olduğu görüldü. Bu durum bizim çalışmamızın 

özgünlüğünü gösteren bir değer olsa da aynı zamanda sonuçlarımızı 

kıyaslayabileceğimiz bir referansın olmaması anlamına da gelmektedir. 

Unutulmamalıdır ki böylesi deneyler yapmak ve daha ilerisini düşünmek mali 

açıdan külfetli olmaktadır. Bu yüksek lisans tez çalışması mevcut imkânlarımız ve 

laboratuvarımızda optimize ettiğimiz koşullar dikkate alınarak yapıldı. 

Ulaştığımız sonuçların kesinlik kazanması açısından daha kapsamlı projeler 

dâhilinde yeni prosedürler ve malzemelerle ayrıntılı çalışmalar yapılabilir.  
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