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OZET

Yag dokuda kahverengilesme, enerji tliketimini artirmaya ve obeziteyi
azaltmaya yardimci olan bej yag doku hiicrelerinin sayisini artirma islemidir.
Kahverengilesme etkisine sahip dogal ve toksik olmayan polifenollerin kullanimi
obezite karsit1 yeni bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Calismamizda hipertrofik
3T3-L1 adipositlerinde bir polifenol olan Verbascoside (VB) kullanilarak obezite ve
iligkili metabolik bozukluklar1 6nleyici olast mekanizmalar1 degerlendirmek
amaglanmistir. Bu amagla 6nce farklilastirilip daha sonra hipertrofik hale getirilen
3T3-L1 adipositleri iki farkli dozda VB ile inkiibe edildi. Oil Red O boyama ile
hiicrelerde olusturulan trigliserid birikimi analiz edildi. Mikrodizin analizi yapilarak
VB uygulanan gruplarda adipojenik bir gen olan Ifi202b ekspresyonunun arttig1 tespit
edildi. Aynt zamanda RT-PCR ile PPARy, AMPK, HSL, PLINI1, Ifi202b
ekspresyonlar1 degerlendirildi. VB uygulamas: tiim gruplarda gen ekspresyonlarini
anlamlhi  diizeyde arttirdi. Birlikte ele alindiginda verilerimiz  VB’nin
kahverengilesmede merkezi bir rol alan transkripsiyon faktorii olan PPARy ve hiicre
ici enerji ireten yolaklar1 aktive eden AMPK artis1 ile kahverengilesmede, ayni
zamanda HSL ve PLINI1 aracilif1 ile de lipolizi arttirma yoniinde bir etkiye sahip

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Verbascoside, polifenol, yag doku, kahverengilesme
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INGILIZCE OZET

Browning in adipose tissue is the process of increasing the number of beige
adipose tissue cells that help to increase energy consumption and reduce obesity. The
use of natural and non-toxic polyphenols with browning effect is considered as a new
anti-obesity strategy. In our study, we aimed to evaluate possible mechanisms
preventing obesity and related metabolic disorders by using Verbascoside (VB), a
polyphenol in hypertrophic 3T3-L1 adipocytes. For this purpose, 3T3-L1 adipocytes,
which were differentiated first and then made hypertrophic, were incubated with two
different doses of VB. Triglyceride accumulation formed in cells by Oil Red O staining
was analyzed. By performing microarray analysis, it was found that the expression of
an adipogenic gene Ifi202b increased in VB applied groups. At the same time,
expressions of PPARy, AMPK, HSL, PLINI, Ifi202b were evaluated by RT-PCR. VB
administration significantly increased gene expressions in all groups. Taken together,
our data show that VB may have an effect on browning with the increase of PPARY,
the transcription factor that plays a central role in browning, and AMPK, which
activates intracellular energy-producing pathways, as well as increasing lipolysis

through HSL and PLINT.

Keywords: Verbascoside, polyphenol, adipose tissue, browning

XIII



GIRIS

Obezite, enerji alimi (gidalardan), enerji tikketimini (fiziksel aktivite) kronik
olarak astiginda ortaya ¢ikar ve bu hayati tehdit eden bir¢ok hastalia yakalanma
riskini dramatik olarak arttirir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan epidemik bir
halk saglig1 sorunu olarak tanimlanmakta olup; obezite salgini ile miicadele eden bir
diinyada, yeni tedavi stratejileri aramaya siirekli ihtiya¢ vardir. Esas olarak
adipositlerden olusan yag dokulari, sistemik enerji seviyelerinin diizenlenmesinde

onemlidir.

Yag doku, hiicrelerinin igerdigi lipit damlaciklarma ve lipit
metabolizmasindaki 6zelliklerine gore beyaz (unilokiiler) ve kahverengi (multilokiiler)
yag doku olarak siniflandirilmaktadir (1). Beyaz yag doku (BYD), sistemik ihtiyaclara
yanit olarak yag asitleri formunda enerji depolayip salgilarken, kahverengi yag doku
cesitli uyarilara yanit olarak 1s1 iiretmek icin yag asitleri ve glikoz dahil substratlari

yakarlar; bu siire¢ adaptif titremesiz termogenez olarak bilinir.

Son zamanlarda BYD'nin soguga maruz kalma ve 3 adrenerjik reseptor (3
AR) agonisti dahil olmak {izere cesitli uyaricilar yoluyla termogeneze katkida
bulundugu gosterilmistir (2). Bu fizyolojik durum ‘kahverengilesme’ olarak
nitelendirilmistir ve bunu gercgeklestiren beyaz adiposit de “bej adiposit” olarak
adlandirilmigtir (3). Kahverengilesme, insiilin (INS) duyarliliginda ve glukoz
metabolizmasinda bir iyilesmeye yol acar, boylece kilo kaybina yol agan termogenez
ve enerji harcamasini arttirir (4). Bu farklilasma siireci ise pek ¢ok transkripsiyon
faktoriiniin etkilesimi ile farkli yolaklar {izerinden uyarilarak gerceklestirilmektedir.
Farklilasma siirecinin ve burada rol alan faktorlerin tam olarak anlasilmasi, belirli
hastaliklar1 kontrol etmek i¢in adiposit hiicre sayisinin potansiyel manipiilasyonunu
onemli dlgiide destekleyebilir. Gergekten de obezite ve metabolik komplikasyonlarina
kars1 tedavilerin planlanmasi i¢in adipositlerin farklilagsmasi, genislemesi ve endokrin
fonksiyonlarinin ayrintili ¢alisilmasi gereklidir. Mevcut obezite tedavisi yontemleri,
ya kalori aliminin azaltilmasina (diyetler, farmakolojik yaklagimlar, bariatrik cerrahi)

veya enerji tiiketiminin artirilmasina (fiziksel aktivite) dayanmaktadir.



Ancak son zamanlarda artan bir sekilde, beyaz yagin bej yag dokuya
doniismesi, obezitenin dnlenmesi ve tedavisi i¢in yeni terapétik strateji olarak kabul

edilmistir (5).

Bazi fitokimyasallarin, kahverengi ve bej yag metabolizmasini ve gelisimini
diizenleyebilecegine dair ¢cok sayida kanit bulunmaktadir (6—11). Lipoliz ve yag asidi
(YA) oksidasyonu gibi BYD {izerindeki enerji harcamalarinda fitokimyasallarin rolii
son zamanlarda 6nem kazanan bir arastirma konusudur. Bu fitokimyasallardan olan ve
diyetimizde bol miktarda bulunan mikronutrient olan polifenoller, baz1 antiobezite ve
antidiyabetik aktivitelere atfedilen metabolik saglik {izerinde faydali etkilerle
iliskilendirilmektedir (12,13).

Polifenollerin alt grubu fenilpropanoid glikozid ailesinden olan Verbascoside
(VB)'1n antioksidan, antiinflamatuvar ve antikanser gibi bir¢ok biyolojik aktiviteye ve
adenosin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ile
antiobezite etkilerine sahip oldugu bilinmektedir (14-16). Ancak yag doku
kahverengilesmesi pek ¢ok transkripsiyon faktoriinlin etkilesimi ile gerceklesmekte
olan bir siire¢ olup; yeni yapilan bir derlemede son zamanlarda sik g¢alisilan ve
mekanizmasi aydinlatilan polifenollerin hangi gen ekspresyonlarini degistirerek bu

sirece katkida bulundugu gosterilmistir (5).

Literatiir taramalarinda daha once spesifik olarak VB'nin yag doku
kahverengilesmesi {izerine olasi1 etkilerinin incelendigi ve varsa mekanizmalarin
aydinlatildig1 herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut veriler 1s18inda VB’ nin
adipositlerde kahverengi benzeri fenotipin indiiksiyonu ve termogeneze katkilar
calismamiz ile aydinlatilmaya calisilmistir. Calismamiz ile obezite ve iliskili kronik
hastaliklarin patogenezinde rol alan hiicresel mekanizmalar ve sectigimiz polifenoliin
bunlar tizerindeki etkisi ile ilgili bilgiler literatiire kazandirilaracak ve ileri ¢calismalarla
da desteklenmesiyle obezite gelisiminin dnlenmesi ve hatta tedavi edilmesi igin yol

gosterici olabilecegi diisliniilmektedir.



GENEL BIiLGILER

OBEZITE

Obezite, asir1 besin alim1 ve / veya azalan enerji harcamasindan kaynaklanan
viicut yaginin veya yag dokusunun (YD) fazlalig1 olarak tanimlanmaktadir (17).
Obezite, insiilin direnci (IR), tip 2 diabetes mellitus (T2DM), dislipidemi ve
kardiyovaskiiler hastalik (KVH) dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli hastaliklar i¢in risk
faktorii olarak bilinmektedir (18).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) yetiskinlerde asir1 kilolu ve obeziteyi viicut kitle
indeksi (VKI)’ne gore tanimlamaktadir. VKI, yaygin olarak kullanilan basit bir boy
agirlik indeksidir. Kilonun metre olarak boyun karesine bdliinmesiyle elde edilir ve
(kg/m?) olarak ifade edilmektedir. VKI, hem cinsiyet hem de her yastaki yetiskin igin
ayni oldugundan, asir1 kilo ve obezitenin popiilasyon diizeyinde en yararli 6l¢iimiinii
saglamaktadir (19). Ayn1 zamanda obezite de siklikla kategorilere ayrilmakta olup
(Tablo 1) smif 3 obezite bazen “asir1” veya “siddetli” obezite olarak da

adlandirilmaktadir (20).

Tablo 1. VKI’ye gore agirlik tanimlari.

VKIi Simiflandirilmasi
Zayif <18,5 kg/m?
Normal kilolu 18,5 ile <25 kg/m?
Kilolu 25 ile <30 kg/m?
Simif 1 obezite 30 ile <35 kg/m?
Sinif 2 obezite 35 ile <40 kg/m?
Sinif 3 obezite >=40 kg/m?

Prevalans

2016 yili DSO istatistiklerine gdre 18 yas ve iistii 1,9 milyardan fazla yetiskin
fazla kilolu, 650 milyondan fazla yetiskin de obez olarak belirtilmistir. 18 yas ve iistii



yetiskinlerin %39'u (erkeklerin %39'u ve kadinlarin %40'1) asirt kilolu olarak
bulunurken, genel olarak, diinya yetiskin niifusunun yaklasik %13"i (erkeklerin %11'i
ve kadmnlarin %15') 2016'da obez bulunmustur. Diinya ¢apinda obezite prevalansi

1975 ile 2016 arasinda neredeyse ii¢ katina ¢ikmistir (19).

Ulkemizde ise 2010 yilinda yapilan “Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite
ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans Caligsmasi-II (TURDEP-II)” sonuglarina gore
Tirkiye’de obezite sikligi %32 bulunmustur. Calisma sonuglarina gore erkeklerde
fazla kilonun, kadinlarda ise obezitenin daha yaygin oldugu dikkati ¢cekmektedir.
Genel olarak eriskin yaslardaki Tiirk toplumunun 2/3’i kilolu veya obez olup; 1998
yilinda yapilan TURDEP-I’e gore kiyaslandiginda Tiirkiye’de 12 yilda obezite sikligi
%44 artmagtir (21).

Tiim bu sonuglara dayanarak obezitenin kiiresel ¢apta hizla artmakta olan bir
hastalik oldugu sonucuna varilmig ve arastirmacilari bu hastaligin tedavisine
yoneltmistir. Obezitenin tedavisinde hedef olan viicut agirliginin azaltilmasi, yasam
tarz1 degisiklikleri (diyet ve egzersiz), lipid metabolizmasinin normallestirilmesi,
farmasdtik miidahaleler veya bariatrik cerrahiyi igeren ¢esitli stratejiler denenmektedir

(22).

YAG DOKUSU

Yag dokusu (YD), hiicreler aras1 matrikste bulunan farkl: hiicrelerden olusan bir
organ olup; bu hiicreler adipositler, preadipositler, adipoz kok hiicreler (ASC, adipose
stem cell), fibroblastlar ve endotel, sinir ve bagisiklik hiicreleridir ve bu hiicrelerin
birbirleri ile etkilesimleri YD homeostazini saglamaktadir (23). Beyaz ve kahverengi
olmak iizere iki tiir yag dokusu vardir. ilkinin ana islevi, fazla enerjiyi triagilgliseroller
(TAG) big¢iminde depolamaktir, ikincisi ise UCP-1 (ayiric1 protein 1, Uncoupling
Protein-1) aracilifiyla oksidatif fosforilasyonla elde edilen ATP sentezinden enerjiyi

151 olarak dagitmak icin gorev yapmaktadir (24).



Yag Doku Tipleri

Beyaz Yag Dokusu (BYD)

BYD yetigkinlerde predominant yag deposudur, viicut agirhigmin yaklasik

%?20'sine karsilik gelmektedir. Biiyiik bir lipid damlacig1 (LD) ve ¢evresinde bulunan

cekirdekle karakterize beyaz adipositlerden olusmaktadir (Sekil 1 A) (25).

BYD'nin viicutta visseral beyaz yag dokusu (vBYD) ve deri alt1 beyaz yag
dokusu (scBYD) olmak iizere iki deposu bulunmaktadir (26) (Sekil 1 B). Her iki BYD

tiirii de lipid depolama, hormon iiretimi, bagisiklik gibi islevlerde gorev almaktadir.

Sekil 1. Beyaz yag dokusu sematik goriiniimii.

Beyaz Yag Doku
Visseral Yag Doku
Epikardiyal ve perikardiyal

Mezenterik
Omental

Perirenal

Gonadal (epididimal
ve parametriyal)

Deri Alti Yag Doku
Abdominal

Gluteal

Femoral

A) Hematoksilen—eozin boyama ile beyaz yag doku hiicrelerinin mikroskobik goriiniimleri. B)
Beyaz yag dokusu ¢esitleri ve viicutta lokalizasyonu sematik gosterimi. (27,28) numarali referanstan

degistirilerek alinmustir.



Bununla birlikte artan vBYD miktan T2DM ve kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin gelisimiyle (26,29), scBYD birikimi ise gelismis INS duyarlilig
ve azalmis T2DM gelistirme riski (26) ile daha fazla baglantili oldugu yapilan

caligmalarda gosterilmistir.

Viicutta kalori ihtiyaci oldugunda, aclik sirasinda veya enerji aliminin olmadigi
zamanlarda, TAG depolanmas1 ve oksidasyon icin yag asitlerinin (YA) salinmasi,
BYD’nin organizmanin enerji dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynadigim

gostermektedir (30-32).

Kahverengi Yag Dokusu (KYD)

KYD adipositleri, merkezi bir oval ¢ekirdek kiiciik LD ve i¢ zarinda UCP-1

ekprese etme Ozelligine sahip bol miktarda mitokondri ile karakterizedir (33,34).

Insanlarda ve diger memeli tiirlerinde uzun yillar boyunca KYD’nin geleneksel
olarak neonatal ve erken ¢ocukluk donemleriyle sinirli oldugu diistiniilmekte olup
(35,36); birkag y1l 6nce goriintiileme ¢aligmalari ile UCP-1 eksprese eden adipositlerin
yani aktif KYD’nin yetiskin insanlarda, Ozellikle servikal, supraklavikiiler,
paravertebral, perikardiyal, mediastinal ve mezenterik alanlarda varlig1 ortaya
cikarilmistir ancak bunlarin kiitlesi, aktivitesi veya her ikisi de obez ve yasl hastalarda
daha diisiik bulunmustur (37—41). Bebeklerde bulunan ancak yasla birlikte gerileyen
ve yetigkinlerde bulunmayan bir interskapiiler KYD deposu da kaydedilmistir (42,43).

KYD adipositleri, peroksizom proliferasyon aktivasyon reseptorii ve koaktivator
la (PPARGCla)(PGCla), tip II iyodotironin deiyodinaz (Dio2), sitokrom C, B3
adrenerjik reseptor (AR- B3) gibi 1s1 liretme kapasitesi ile yakin iliskisi olan ytliksek

gen ekspresyonu ile karakterizedir (44).

Caligmalar, soguk stresi veya gida alimina yanit olarak salinan UCP-1
ekspresyonunun, enerji dengesinin diizenlenmesine (artan glikoz ve serbest YA
oksidasyonu) katkida bulunmasimin, 1s1 olusumuna yol agtigmi ve organizmayi
hipotermiden korudugunu gostermistir (29,45,46). Olusan YA ve glikoz, dolagimdan
stirastyla CD36 ve glikoz tasiyict protein 1 veya 4 (GLUTI1 / 4) yoluyla aktif olarak
alinarak ve UCP-1'e bagli termogenez i¢in mitokondride oksitlenerek 1s1 {iretimi

gergeklestirmektedir (Sekil 2) (47).



Soguga maruz kalmaya yanit olarak yag dokusunda, santral sinir sistemi
(SSS)’den gelen norepinefrin esas olarak  1-AR ve 3 3-AR iizerinde etkili olarak PK A
ve p38MAPK sinyallerinin aktivasyonuna yol agmakta ayrica natriiiretik peptidler
(NP) PKG sinyali yoluyla yag dokusu termogenezini aktive etmektedir (48). Ayrica
yeni yapilan bir ¢caligmada, asetilkolinin kolinerjik reseptor (CHRNA?2) iizerinde etki
edeereck ve cAMP-PKA yolu aracilifiyla bej yag biyogenezini aktive ettigi
gosterilmistir (49). Bu yolaklarin, 6zellikle PKA-cAMP sinyal yolunun, ¢ekirdekte
transkripsiyon faktorlerini uyararak KYD'ye 6zgii birgok termojenik genin (UCP-1,
Cell death-inducing DFFA-like effector A (Cidea), DIO2) ekspresyonuna neden
oldugu ve mitokondriyal biyogenezi uyardig: bilinmektedir (47,50)(Sekil 2).
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Sekil 2. Termojenik yag hiicrelerinde hiicresel metabolizma.

(47) numarali referanstan degistirilerek alinmustir.

UCP-1, aktive edildiginde solunum zincirindeki elektron taginmasini adenozin
trifosfat (ATP) olusumundan ayirir ve boylece depolanan enerjiyi 1s1 seklinde serbest

birakir (51).

Ek olarak, kahverengi adiposit kiimeleri, liretilen 1s1nin yayilmasina izin vermek

i¢cin uygun sekilde vaskiilarize edilir ve termogenezin merkezi kontroliinii saglayan bol



miktarda sempatik sinir efferent lifleri tarafindan yiiksek oranda innerve edilir

(24,52,53).

Kahverengi adipositlerin yasa bagli olarak yok olmasi, IR gelismesi ve viicut
yagmin artmasi ile iligkilidir (54). Ek olarak ¢alismalar KYD aktivitesi yag dokusu
kiitlesi, obezite, VKI, yas, IR ve T2DM ile ters orantili oldugunu ortaya koymaktadir
(55,56). Bircok ¢alisma, KYD'de yasa bagli azalmalar1 tersine ¢evirmenin veya BYD
kahverengilesmesini indiiklemenin yasa bagli metabolik bozukluklar1 tedavi etmek
icin potansiyel bir strateji olabilecegini gostermistir (57—59). Bununla birlikte, bazi
hipermetabolik durumlarda (kanser, yanik ve agir travma), ¢aligmalar BYD’de
kahverengilesme ve YD kayb1 da oldugunu gostermektedir. Arastirmacilar, BYD
kahverengilesmesinin tiim viicut enerji tiiketimini arttirdigini, katabolik bir kas protein
yikimina ve lipoliz artisina neden olarak sonugta kaseksiye yol agtigini ileri

stirmiislerdir (60).

Bej Yag Doku

Son zamanlarda, beyaz veya kahverengi adipositlerden farkli gen ekspresyon
modelleri gosteren yeni bir kahverengi benzeri adiposit tiirii ortaya cikarilmistir.
Klasik KYD bilesenlerinin aksine bir calismada (61) PPARY (Peroksizom proliferator
ile aktive olan reseptdr y) agonisti rosiglitazon ile kronik tedaviden sonra beyaz yag
dokusunda bagka bir tiir adiposit kesfedilmis; bu diger adipositler, UCP-1 ve PGC-
lo’da eksprese eden “Brite (brown in white) adipositler” veya “bej adipositler” olarak
adlandirilmigtir. Bu hiicreler multilokiiler sekilde olup; ayn1 zamanda orta derecede
mitokondriyal icerige (62) ve UCP-1'in indiiklenebilir ekspresyonuna sahiptir (Tablo
2). BYD igerisinde beyaz yag hiicrelerinden diferansiye olarak ortaya cikabilirler, bu
nedenle indiiklenebilir KYD (iKYD) (61) olarak da adlandirilmaktadirlar.



Tablo 2. Kahverengi beyaz ve bej adiposit adiposit tiirleri arasindaki farklar.

Lokasyon Interskapular, perirenal, Inguinal, mezenterik Inguinal BYD igerisinde,

aksiller, paravertebral retroperitoneal, perigonadal,  diger scBYD?
omental

Morfoloji Multilokiler/kiiciik lipid Unilokiiler/ biiyiik lipid Unilokiiler bityiik /

damlaciklari damlaciklari Multilokiiler kii¢iik lipid
damlaciklari
Fonksiyon Is1 diretimi Enerjiyi trigliserit seklinde Adaptif termogenez
depolama

Mitokondri +++ + Uyari ile ++

Insiilin Negatif Pozitif Negatif

direnci ile

korelasyonu

UCP-1 +++ Neredeyse tespit edilemez Uyart ile ++

Vaskiilarizay =~ Bol miktarda Diisiik Soguk uyarimi ile scBYD da

on/kapiller anjiyogenez artigi

a- B- B3 (+++) B3 (++), 02 (+) B3/02

adrenerjik

reseptorler

Obezite Negatif etkili Pozitif etkili Negatif etkili

Belirtegler UCP-1, Eval, Pdk4, Ebf3, Ang, Resistin, LPL, G3PDH  Tmem26, Tbx1, Citedl,
Hspb7 Shox2

Aktivatorler Soguk, Yiiksek yagli diyet Soguk, Thiazolidinedionlar

Thiazolidinedionlar (PPARYy
agonistleri), tiroid
hormonlari, FGF21, Bmp7,
Bmp8b, Natriiiretik
peptidler

(63) numarali referanstan degistirilerek alinmistir.

(PPARYy agonistlert),
Natriiiretik peptidler, FGF21,
irisin, katekolaminler, j3-
adrenerjik reseptor agonistler

KYD'ye benzer sekilde, iKYD ayrica termojenik kapasiteye sahiptir (64) ve kilo
alimin1 ve metabolik bozukluklar1 dnler ve ayrica tiim viicut enerji regiilasyonunda

(65,66) rol oynar.

Bej adipositler, kemirgenlerde 6nemli bir deri alt1 deposu olan inguinal BYD'de
(iIBYD) en bol miktarda bulunur (67). Bununla birlikte, UCP-1 eksprese eden
adipositler, soguk maruziyetine yanit olarak BYD depolarinin hepsi degilse de
cogunda belirginlesmektedir (67-69). BYD'deki bej hiicreler, klasik kahverengi
adipositlerden farkli olan ve beyaz adiposit hiicre kdkenine daha yakin olan onciil

hiicrelerden kaynaklanmaktadir (61).



Fare Insan

Interskapular

Aksiller Servical
Perirenal Supraklavikular
Abksilier
«+——— Paravertebral

Anterior
subkutandz
WAT

}I
Inguinal WAT Y ,-

Bej adipositler

Sekil 3. Farelerde ve insanlarda termojenik yagin anatomik yerlesimleri.

Ok baslar1 multilokiiler bej adipositleri gostermektedir. (70) numarali referanstan degistirilerek
almmuistir.

Beyaz, Kahverengi ve Bej Adipositlerin Gelisimi

Klasik KYD ve BYD farkli gelisimsel kdkene sahip olup; genetik haritalama
deneyleri, interskapular bolgede ve iskelet kasinda bulunan kahverengi adipositlerin,
daha 6nce neredeyse sadece iskelet kas1 onciilerinde mevcut oldugu varsayilan bir gen
olan Miyojenik faktor 5 (Myf5)'i ifade eden hiicrelerden ortaya ¢iktigini
gostermektedir (71).

Bununla birlikte, BYD ve indiiklenebilir termojenik adipositler olan bej
adipositler, Myf5 negatif hiicre soyundan kaynaklanir ve bu nedenle, klasik
kahverengi adipositlerinkinden farkli kokenlere sahiptir. Yakin zamanda yapilan bir
caligma, abdominal BYD'deki Pdgfra+ progenitorlerin, in vivo bir B3-adrenoseptor
agonistine yanit olarak UCP-1+ adipositlere yol ac¢tigini gostermistir (72). Subkutan
BYD icindeki neredeyse tiim adipositler, fareler soguga maruz kaldiginda veya uzun
bir siire i¢in bir B3-adrenoseptdr agonisti ile tedavi edildiginde UCP-1(+) hiicreler
haline gelebilir (73). Inguinal BYD'deki adipositlerin yaklasik %62'si ayrica Myf5 (+)
hiicrelerden de kaynaklanmaktadir (74), bu da subkutan BYD'de adipojenik onciillerin
yiiksek heterojenite gosterdigini ortaya koymaktadir.
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PPARy ve C / EBP'ler, adiposit farklilasmasini kontrol eden baglica
transkripsiyon faktorleri olarak bilinmektedir (75). C / EBPP, beyaz adipositlere gore
kahverengi adipositlerde daha yiiksek oranda eksprese edilir ve kahverengi
adipositlerde termojenik gen programinin diizenlenmesinde 6énemli bir rol oynar (76—
78). C / EBPB, C / EBP-d ve diger transkripsiyon faktorleri de PPARy gen
ekspresyonunu diizenleyerek adipogenezin transkripsiyonel regiilasyonunda gorev

almaktadir (79).

a MyfS, MyoD Myogenin, Mhc

f R'tﬁ'".-ﬂ Iskalet kasi

Dermomyotomal 2 -
Uepl, Pgc-la, Prdm 16, Cidea,
precursor « C/EBPR Ziel, Lha, Epsti?
J /ﬂ\ s rd )
f A g - " i
(ProMIG) ;5‘} o O\.._ _._,:___\K,athrengl adiposit
— < "..w.l- *Fo
}'U s o g
Kahverengl preadiposit
Uep?, Pge-Ta, Pradm 18, Cidea,
A Cited 1, CD137, Thxl, Tmem26
d e Lo
M i | Baj adiposit
- f. ]
I
13
¥
Ppary
Mezodarmal & ) - iy —_—— Bevaz adiposit

kik hilcreler J

P.:fyfr;u i
Bipotent preadiposit

Sekil 4. Beyaz, kahverengi ve bej adipositlerin gelisimi.

Iki tip termojenik adiposit (klasik kahverengi adipositler ve bej / brite hiicreler) ayr1 gelisimsel
kokenlere sahiptir. (a) KYD ve iskelet kasi Engrailed-1 (Enl) ve Myf5'i ifade eden dermomiyotomdaki
onciillerden kaynaklanir. Somitte kahverengi yag kaderi, embriyonik gelisim sirasinda PRDM16 ve C /
EBPP dahil olmak iizere transkripsiyonel diizenleyiciler tarafindan belirlenir. (b) PDGFRa eksprese
eden adiposit onciileri, kronik soguga maruz kalma, egzersiz ve PPARy agonistleri (kirmizi ok) dahil
olmak tizere c¢esitli cevresel uyaranlara yanit olarak PRDMI6 ile esas olarak deri alti beyaz yag
dokusunda bej / brite hiicrelere farklilasir. Bu hiicreler, (1) tanimlanmig bej dnciilerden, (2) beyaz 6nciil
olan bipotent preadipositlerden direk farklilasma ile veya (3) olgun beyaz adipositlerden
transdiferansiasyon ile tiiretilmis gibi goriinmektedir. Kesikli mor oklar, daha fazla arastirilmasi
gereken varsayimsal iliskileri gostermektedir. (80) numarali referanstan degistirilerek almmustir.
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Yag Doku Kahverengilesmesi

Kronik soguk stres veya biyoaktif bilesikler nedeniyle BYD'deki kahverengi
adiposit benzeri fenotipin indiiksiyonu yani BYD’de de bulunan bej adipositlerin artisi
"kahverengilesme" olarak adlandirilmaktadir (81). Yag dokuda gergeklesen bu siireg,
dolasimdaki hormonlara, transkripsiyonel faktor degisikliklerine ve akut/ kronik
soguga maruz kalmaya gore degismekte, diyet ve egzersiz gibi ¢esitli cevresel faktorler
tarafindan diizenlenmektedir (46,82—84). Kahverengilesme ile termojenik aktivite ve
enerji tikketimi artarak kilo kaybina yol agmaktadir (8,85). Calismalar, BYD’de artmis

kahverengilesmenin obezlerde metabolizmayi iyilestirdigini géstermistir (4,86).

Ayni zamanda inguinal BYD'de de bulunan bej adipositler, ¢evresel soguga
maruz kalan onciil hiicrelerden kaynaklanan, ¢evresel 1siya maruz kaldiklarinda yine
beyaz adipositlerin morfolojisini ve gen ekspresyon profilini gosterebilir ve soguga
ikinci kez maruz kaldiginda, bej bir adipositin 6zelliklerini yeniden kazanabilir bu
durum kahverengilesme siirecinin dinamik oldugu gostermektedir (87). Bu kanit,
kahverengilesme siirecinin plastisiteye sahip oldugunu, ayni zamanda de novo
farklilasma ve transdiferansiasyondan bagimsiz bir siire¢ oldugunu gostermektedir.
3-AR ile uyarildiginda bej adipositlere veya fareler yiiksek yagl bir diyetle beslenirse
beyaz adipositlere farklilagsabilen, PDGFRa (+) adiposit 6ncii hiicrelerde de gozlenen
siire¢ yag plastisi olarak adlandirilmaktadir (87).

AMPK

Adenozin monofosfat-aktive edici protein kinaz (AMPK), beyin, karaciger,
iskelet kas1 ve KYD'de yiiksek oranda eksprese edilen ve enerji metabolizmasinda ve

termogenezin diizenlenmesinde rol oynayan bir enzimdir (88) (Sekil 5).
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AMPK

BAT

Sekil 5. Kahverengilesme mekanizmasindaki sinyal yolaklari sematik gosterimi.

(89) numarali referanstan degistirilerek alinmustir.

AMPK, hiicresel enerji diisik oldugunda glikoz ve YA alimimm ve
oksidasyonunu aktive etmektedir. Enzim kompleksi bir katalitik o alt birimi ve iki
diizenleyici alt birim B ve y olmak {izere {i¢ alt birimden olusmaktadir. Katalitik a alt
birimi esas olarak kemirgenlerde bulunmaktadir ve al izoformu beyinde ve BYD'de
baskin iken a2 esas olarak kasta ifade edilmektedir. C57B1/ 6 farelerinde, AMPKal
esas olarak KYD'de de ifade edilen baskin izoform olarak bulunmustur (90).

PGC-1a orijinal olarak kahverengi yag hiicrelerinden PPARy'nin sogukla
indiiklenebilir bir transkripsiyonel koaktivatorii olarak tanimlanmistir (91). PGC-1a,
UCP-1'in transkripsiyonel indiiksiyonu i¢in g¢esitli niikleer reseptorleri ve

mitokondriyal biyogenez ve oksidatif metabolizma ile ilgili diger mitokondriyal
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genleri koaktive etmektedir (92). Beyaz adipositlerde PGC-lo'min ektopik
ekspresyonu, mitokondriyal genlerin ve termojenik genlerin ekspresyonunu
indiiklemektedir (91,93). Sonuglarla tutarli olarak, PGC-1a'nin delesyonunun, in vivo
soguk kaynakli termogenez kapasitesini ve kahverengi yag hiicrelerinde cAMP
sinyaline yanit1 azalttigi bildirilmistir (94,95). Bununla birlikte, PGC-1a kaybinin
kahverengi adiposit farklilagmasini etkilemedigi gosterilmistir (94-96).

Enerji metabolizmasinin iki temel diizenleyicisi olan AMPK ve Sirtuin Izoform
1 (SIRT1), PGC-1a ekspresyonunu ve fosforilasyonu artirabilir (97,98). Dahast,
AMPK, PGC-1a deasetilasyon ve aktivasyonu indiiklemek i¢in hiicresel nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD +) seviyelerini artirarak SIRT1 aktivitesini de artirabilir
(99,100). SIRT1 termogenezin bir baska onemli diizenleyicisidir ve birincil rolii
PPARYy'y1 deasetile etmektir (101). BAT genlerinin indiiksiyonuna ve WAT genlerinin
baskilanmasia yol acan PRDM16'y1 aktive etmek i¢in PPARy'nin deasetilasyonu
gereklidir (2). AMPK / PGC-1a sinyalizasyonu baskin olarak kahverengi ve bej yagda
farklilasmay1 diizenlemektedir (88,100,102). Bu etkilerle AMPK ve SIRT1, BYD'nin

kahverengilesmesini indiikleyerek mitokondriogenezi de uyarmaktadir (99).

PPARy

Peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptorler (PPAR'lar), hiicresel
farklilagsmay1, gelismeyi ve enerji metabolizmasini ve timor olusumunu diizenleyerek
islev gdren bir grup niikleer transkripsiyon faktorii olarak bilinmektedir. Ug tiir PPAR
bulunmaktadir; PPARa, B/ 3 ve y.

Insanlarda, PRKAA1 ve PRKAA2 (103) genleri tarafindan kodlanan iki a-alt
birimi (al ve a2), PRKAB1 ve PRKAB2 (104) tarafindan kodlanan iki 8 / ¢ alt birimi
(B1 ve B2), PRKAGI, PRKAG2 ve PRKAG3 tarafindan kodlanan 3 vy alt birimi (yl1,
v2 ve y3) (105) vardir.

PPARYy esas olarak BYD, i¢ organlar ve makrofajlarda ifade edilmektedir. Olgun
adipositlerde PPARY, serbest YA alimi ve trigliserit sentezinde yer alan genlerin
ekspresyonunu diizenler, bdylece BYD'nin trigliserit depolama yetenegini
arttirmaktadir (106). PPARY agonisti tiazolidindionlarin kahverengi adiposite 6zgii

genlerin ekspresyonunu uyarip ve vBYD genlerini inhibe ederek beyaz adipositlerde
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kahverengilesmeyi indiikledigi gosterilmistir (107). PPARy 'min sentetik ligandi
rosiglitazon ile aktivasyonu, PRDM16 yolaginin aktivasyonu yoluyla beyaz adiposit
hiicre hatlarinda ve murin BYD'de kahverengi adipositler ve mitokondriyal biyogenez
i¢in spesifik genlerin ekspresyonunu indiikledigi bildirilmistir (61,108). PPARy ligand
baglanma bolgesinin mutasyonu, 3T3-L1 adipositlerinde troglitazon ile iligkili beyaz
yag genlerinin inhibisyonunu o6nledigi bildirilmistir (107). BYD'de PPARy
diizeylerinin arttirilmasi, obeziteyi tedavi etmek i¢in potansiyel bir strateji olarak

onerilmektedir (109).

PPARa ise esas olarak karaciger, bobrek, kalp, kas ve adipoz dokusunda
eksprese edilir ayrica triagilgliserolden zengin lipoproteinlerin  plazma
konsantrasyonunu azaltip mitokondriyal ve peroksizomal oksidasyonu indiikleyerek
fibrat grubu antidiyabetik ilaglarin hipotrigliseridemik etkisine aracilik ettigi
gosterilmistir (110). Diyetle indiiklenen obezite modeli ile yapilan bir ¢alismada,
PPARa agonisti fenofibratin kilo kaybina neden oldugu ve kahverengi adipositlerde
B3-AR, PGC-1a ve UCP-1'1 artirdig1 gosterilmistir (111).

PPARp, adipositlerde lipid depolanmasini saglayan ve esas olarak beyinde,
KYD’de ve deride ifade edilen adipogenezin merkezi diizenleyicilerinden biri olarak
bilinmektedir (102). PPARPB, YA oksidasyonu ve enerji harcanmasi icin gerekli
genlerin ekspresyonunu diizenler, bu da lipit profillerinin iyilesmesine ve yaglanmanin

azalmasina yol agar (112).

Perilipin 1 (PLINI) ve Hormon Sensitif Lipaz (HSL)

Adipositler enerji depolamak icin, serbest yag asitlerini lipogenez yoluyla
trigliseritlere donustiiriirken, trigliseritleri lipoliz yoluyla metabolize ederek enerji

tretmektedirler (113).

Beyaz yag dokusundaki yag birikimi, yag sentezi (lipogenez) ve yag
parcalanmast (lipoliz / YA oksidasyonu) (Sekil 6) arasindaki denge ile
belirlenmektedir. Lipogenez, tercihen beyaz yag dokusunda olusan bir siirectir, ancak
karacigerde de meydana gelir ve enerji rezervi olarak kullanilan yag asitlerinin (FA)
ve TAG sentezi olup; diyetteki degisikliklere duyarlidir (114). Yiiksek karbonhidratl

diyetle uyarilarak yemek sonrasi plazma trigliserid seviyelerinin yiikselmesine neden
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olurken, lipogenez ¢oklu doymamis yag asitleri ve aglik tarafindan inhibe edilmektedir

(25).

: 3 - Gl L 1I|
Yad Asitleri| | Gliserol-3-P |

b
% TAGS,
Instilin —'{ I:IErmnn duggrllllp.;.:z _ Serbest Yag
Glukagon, / i
katekoaminler, | Gliserol Yag Asitleri -
adrenokartikotropic
hormon (ACTH),
sarotonin

Sekil 6. Beyaz yag dokusunda lipogenez.

(25) numarali referanstan degistirilerek alinmigtir.

Perilipinler, adipositlerdeki LD ile iliskili baslica proteinler olarak bilinmektedir
ve Perilipin (PLIN)I-5 olmak {iizere tanimlanmis 5 c¢esit perilipin bulunmaktadir

(115,116) ve PLIN1, agirlikli olarak adipositlerde eksprese edilmektedir.

PLINI1, olgun adipositlerde bol miktarda eksprese edilir adrenalin ile uyarilan
akut lipoliz sirasinda cAMP'ye bagl protein kinaz (PKA) tarafindan fosforile edilir,
3T3-L1 adipositlerinin lipit biriken olgun adipositlere farklilagsmasi sirasinda
adipositlerdeki LD yiizeylerinde PLIN1 iceren bir fosfolipid tek katman seklinde
lokalize olmaktadir (117).

PLINI, hiicre kiiltiirii ve perilipin delesyonlu farelerde yapilan deneylerde ve
nadir insan mutasyonlar1 ¢alismasinda gosterildigi gibi, bazal (veya beslenme)
kosullar altinda yag lipolizini sinirlamada ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Tipik
olarak lipid damlaciklarim1 PLIN2 ile kaplayan hiicre kiiltiirlerinde PLINI
ekspresyonu, perilipin 1 kapl lipid damlaciklarina ve TAG doéngiisiiniin azalmasina
bagl olarak artan TAG depolamasina yol agmaktadir (118,119). Tutarli bir sekilde,
PLINI1 delesyonlu farelerde yag lipit damlaciklari PLIN2 ile kaplanir ve TAG dongiisii
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hizlanir, bu da yag dokusu kiitlesinde yaklasik %70'lik bir azalmaya yol agmaktadir
(120,121).

Lipoliz ise (Sekil 6), BYD'de hormonal uyarimla aktive edilir ve ii¢ ester
baginin, adipoz trigliserid lipaz (ATGL), hormona sensitif lipaz (HSL) ve
monogliserid lipazin (MAGL) ardisik eylemleri ile hidrolizini kapsamaktadir. ATGL,
diacilgliserol (DAG) olusturmak i¢in TAG’1 hidrolize eder ve HSL daha sonra bir ester
bagini hidrolize ederek DAG"1 monoagilgliserole (MAG) doniistiiriir (122). Son olarak,
MAG, MAGL tarafindan hidrolize edilir. PLIN1 ve HSL, adrenalin ve G proteinine
bagli B reseptdrlerinin etkilesimleriyle aktivasyonu takiben PKA tarafindan fosforile
edilmektedirler (Sekil 7). Bazal kosullar altinda, PLIN1 ve ATGL, LD yiizeylerinde
ortak lokalize edilir ve LD ile iliskili alfa beta hidroksilaz domain protein 5 (ABHDS)
; PLINT1 ile bir kompleks olusturur (123). PLIN1'in fosforilasyonu {izerine, ABHDS5
serbest kalarak ATGL'ye baglanip aktive eder (124).

BAZAL LIPOLITIK UYARI

Jrnee —FA
TG o TAG
= MAG el
= FA +
¢ Lipid Droplet Gliserol

Sekil 7. Bazal ve lipolitik uyar1 kosullarinda PLIN1 ve HSL fonsiyonu sematik

gosterimi.

(125) numarali referanstan degistirilerek alinmigtir.
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3T3-L1 PREADIPOSIT HUCRE HATTI

3T3-F442A ve 3T3-L1 hiicreleri 17 ila 19 giinliik Isvigre 3T3 fare
embriyolarindan tiiretilmig, 3T3 hiicre hattindan izole edilip ayristirilmis, en sik
kullanilan preadiposit hiicre hatlar1 olup preadipositlerin adipositlere doniisiimiinii

incelemek i¢in iyi karakterize edilmis ve giivenilir bir model olarak bilinmektedir

(126,127).

Cogunlukla 6liimsiizlestirildigi diistiniilse de 3T3-L1 hiicrelerinin adipositlere
farklilasma kapasitesinin, artan pasaj sayisi ile azaldigi bilinmektedir. Bu hiicre hatlari,
preadiposit farklilagmasi i¢in gerekli olan anahtar molekiiler belirteclerin,
transkripsiyon faktorlerinin ve ¢esitli etkilesimlerin tanimlanmasinda oldukc¢a yararh
olmustur ve bu nedenle, cesitli ajanlarin veya hiicresel diizensizliklerin adipojenik

potansiyelini hizla arastirmak ve degerlendirmek icin siklikla kullanilmaktadir (128).

Cogalma sirasinda, tiim preadipoz hiicre modelleri, fibroblastlara benzer bir
morfoloji gostermektedir. Farklilasmanin indiiksiyonu, kiiresel hale gelen ve LD ile
dolu olan preadipositlerin derin fenotipik degisikliklerini tetikleyerek, in vivo olarak
farklilasmis  adipositlerin  bircok morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini

gostermektedir (129).

Konfluent 3T3-L1 preadipositler, tanimlanmis bir adipojenik farklilagtirma
kokteyli ile eszamanli olarak farklilastirilmakdir. Bunun i¢in INS, glukokortikoidler
ve fetal sigir serumu varliginda hiicre i¢i cAMP seviyelerini yiikselten
izobutilmetilksantin (IBMX) kombinasyonu ile 48 saatlik erken hormonal
indiiksiyonu saglanarak maksimum farklilagma elde edilir (130). Deksametazon
(DKSM), farklilasmanin erken asamalarinda giiclii bir adipogenez indiiktoriidiir ancak
adiposit olgunlasmasinin sonraki asamalarinda eklendiginde anti-adipojenik etkiler
sergiledigi gosterilmistir, bu da hiicre hattinda hormonlarin etkilerinin zamana bagh

oldugunu ortaya ¢ikarmistir (130).

3T3-L1 hiicreleri dahil olmak iizere bazi yerlesik hiicre hatlari, adiposit
farklilasmasinin, transkripsiyon faktorlerinin sirali ekspresyonunun bir sonucu
oldugunu gostermektedir. Belirli stimiilasyon tiirleri altinda, preadipositler,

farklilagsmanin son asamasinda olgun adipositlere dontistiiriilir (131). Bu siire,
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CCAAT/ giiglendirici baglayici protein (C / EBP) ailesinin iki iiyesinin indiiksiyonuna
baglidir: C / EBP-3 ve C / EBP-6 (63).

Adipojenezin ilk asamasi, preadipositlerin ¢ogalmasi ile karakterizedir ve hiicre
dongiisiiniin ¢ok erken asamalarinda preadipositler mitotik aktivite gostermektedir. Bu
noktada, preadipositler hiicre donglisiine yeniden girer ve hiicre dongiisiinden
cikincaya kadar mitotik klonal genislemeye ve morfolojilerini degistirip,
sitoplazmalarinda trigliserit birikimiyle karsimiza ¢ikarak, olgun adipositlerin

metabolik 6zelliklerini kazanirlar (132).

Kaskad hiicre dis1 sinyallerle baslatilir ve hiicrelerin farklilagsma kokteyli i¢eren
ortama maruziyetini izleyen 24-48 saat icinde C / EBP-3 ve C / EBP-0 ekspresyonunda
gecici bir artisa neden olur. 3T3-L1 hiicrelerindeki son aragtirmalar, C / EBP 6 'nin

mitotik klonal genislemede 6nemli rolii oldugunu ileri stirmektedir (133) (Sekil 8).

Cok Erken Erken Orta Geg
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=6° | | . || |
(=) L i L L i l

I I L] T T 1 \
o Biiyiime Hiicre Biiyiimesi Lipogenez iliskili i
Preadipositler Inhibisyonu Kolonal Genisleme protein ekspresyonu Adipositler
Lipid droplet (LD)
olusumu
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GUN $ t 1 t i

G0 G2 G4 G6 G8

instilin
Hormonal indikleyiciler:

insiilin, dexametazon (DEXA),
3-isobiitil-1-metilksantin (IBMX)

Sekil 8. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma siireci.

(134) numarali referanstan degistirilerek alinmigtir.

Burada kullanilan DKSM sentetik bir glukokortikoid agonistidir (130). Ancak
bu siire¢te DKSM tedavisi, transkripsiyon faktorii C / EBP-B 'y1 etkinlestirdigi i¢in
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farklilagsmay1 indiiklemede onemlidir. IBMX, hiicre i¢i cAMP seviyelerini artiran ve
transkripsiyon faktorii C / EBP-8 'nin aktivasyonuna yol agan bir fosfodiesteraz
inhibitoriidiir ve INS, hiicre donglisliniin yeniden girisini ve eszamanli hiicre
boliinmesini (mitotik klonal genisleme) destekleyen bir adipogenez uyarici hormon

olarak rol oynamaktadir (63).

Adipogenez, bircok hormon, sitokin ve biliylime faktoriinden pozitif veya negatif
olarak etkilenebilir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), tiroid hormonlar,
glukokortikoidler, mineralokortikoidler, PPARy agonistlerinin farklilagsmay1 uyardigi,
bunlarin aksine androjen, dstrojen ve proinflamatuar sitokinler farklilasmay1 inhibe
edici etkilere neden olur. Ozellikle, TNFo'nin, C / EBP-B o ve PPARY ekspresyonunda
belirgin bir azalma yoluyla, olgun adipositlerde de intrasitoplazmik lipidlerin miktarini
azaltt1g1, onlara preadipositlerin fenotipini sagladigi gosterilmistir (135-137). Olgun
adipositlerin, terminal farklilagmasmnin tamamlanmasimin ardindan boliinme

yeteneklerini yitirdiklerine inanilmaktadir (138).

POLIiFENOLLER

PP'ler, sikimik asit yolu ile tiretilen biiyiik bir bitki fenolleri sinifina aittir (139).
Literatiir, gida kaynakli bilesenlerin, o6zellikle de polifenollerin, obezite ve
komorbiditelerinin 6nlenmesinde ve yonetilmesinde hayati bir rol oynadigin

gostermektedir (140).

Su ana kadar tanimlanmig yaklagik 8000 farkli polifenol bulunmaktadir; bu
molekiiller, aromatik bir halka iizerindeki hidroksil gruplarindan olusan ortak bir
fenolik yapiy1 paylasir. Polifenoller kimyasal olarak fenolik yapisal 6zelliklere sahip
bilesikler olarak karakterize edilmelerine ragmen, bu dogal iiriinler grubu olduk¢a
cesitlidir ve birkag alt fenolik bilesik grubu igerir. Meyveler, sebzeler, tam tahillar,
cikolata gibi yiyecek ve ¢ay, sarap gibi diger i¢ecek tiirleri, zengin polifenol kaynaklar
olarak bilinmektedir (141).

Polifenollerin bitkilerdeki gesitliligi ve genis dagilimi, bu dogal olarak olusan
bilesikleri siniflandirmanin farklisekillerini karsimiza ¢ikarmistir. En yaygin olarak
polifenoller, kokenlerine, biyolojik islevlerine ve kimyasal yapilarina gore

simiflandirilmistir (142). Kimyasal olarak polifenoller, hidroksile fenil kisimlar ile
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karakterize edilen biiylik heterojen bir bilesik grubudur bu nedenle kimyasal yapilarina
(yani fenolik halkalarin ve eslik eden gruplarin sayisina) bagl olarak genellikle

flavonoidler ve flavonoid olmayanlar (Sekil 9) olarak siniflandirilmaktadir (143).

Flavanols/ Flavan-3-ols 'V’J ——p Catechin
Flavonols .( —  Quercetin

Flavones ‘ —3  Apigenin

FLAVONOIDLER =
Flavanones foip — >  Naringenin

Isoflavones Wi =y Daizein

Dier =———» Anthocyanins 4 =3 Cyanidin
L e ]

-

Hydroxycinnamic BCIdS* » Caffeic acid
Phenolic acids 1 wydroxybenzoic acids 8 ——> egicaci
Stilbenes W =———3> Resveratrol

NONFLAVONOIDLER= |~ = g — 5 secosciancresino

Diger =3 Curcumin @

Sekil 9. Polifenollerin siniflandirilmasi.

(143) numarali referanstan degistirilerek alinmustir.

Polifenollerin sagligin korunmasi, hastaliklarin onlenmesi ve/veya tedavisi
konusundaki  etkileri ~emilimlerine, dagilimlarina, metabolizmalarma ve
eliminasyonlarina baglidir. Polifenollerin kimyasal yapisi, plazma ve dokularda
bulunan metabolitlerin dogasinin yani sira, emilim oranlarini ve kapsamini da belirler.
Polifenoller bitkilerde aglikanlar, glikozitler, esterler veya polimerler olarak bulunur
(144). Aglikanlar ince bagirsaktan emilebilirken glikozitler, esterler ve polimerler,
emilmeden Once bagirsak enzimleri veya kolon mikroflorasi tarafindan hidrolize
edilmelidir. Belirli kimyasal Ozellikler, 6rnegin molekiiler agirlik, lipofiliklik,
stereokimya ve hidrojen bag1 yapabilen bir grubun varligi, polifenollerin bagirsak

liimeninden sitozol enterositlerine tasinmasini ve gecirgenligini etkilemektedir (144).
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Yakin zamanda yapilan arastirmalar, baz1 beslenme ajanlarinin veya biyoaktif
bilesiklerin termogenez indiiksiyonu yoluyla obezite olusumunu engelleyici, olusan
obeziteyi tedavi edici ve obeziteye bagl gelisebilen diger hastaliklar1 6nleyici etkiler
uygulayabildigini gdstermistir. En ¢ok c¢alisilan Dbilesiklerden bazilar1 da
polifenollerdir (145).

In vitro ve in vivo ¢alismalar dikkate alindiginda, polifenollerin kilo kaybinda
rol oynayabilecegi mekanizmalar: B-oksidasyon siireclerinin aktivasyonu; tokluk
indiiksiyonu; enerji harcamasinin uyarilmasi; adipositlerin  farklilasmasinin
engellenmesi; adiposit apoptozunun uyarilmasi, lipoliz artis1 ve lipid metabolizmasi

bozuklugunun iyilestirilmesi seklinde olmaktadir (143) (Sekil 10).
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Sekil 10. Polifenollerin termogenez, lipid metabolizmasi ve mitokondriyal

biyogenez tizerindeki etkilerinin sematik gosterimi.

(140) numarali referanstan degistirilerek alinmigtir.
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Termogenik potansiyele sahip diyet bilesiklerinden en ¢ok ¢alisilan {iziim, ¢ilek,
yer fistig1 ve bazi ¢caylarda bulunan bir polifenol olan olan Resveratrol (RSV) AMPK
fosforilasyonu ile bej fenotipin elde edilmesini yani BYD'in esmerlesmesini
indiikledigi hem in vivo (146,147) hem de in vitro ¢alismalarda bildirilmistir. Altta
yatan mekanizma, SIRT1'in aktivasyonunu icermektedir; PPARymin dogrudan
deasetilasyonu yolu ve PRDM16 ile, BAT igin tipik genlerin indiiksiyonuna neden
olur ve ayrica 3T3-L1 preadipositlerinde WAT'a 6zgii genleri downregiile eder (148).
Dahasi, farklilasmis inguinal BYD tilirevi stromal vaskiiler hiicrelerin hiicre kiiltiirti
ortamina RSV eklenmesinin, kahverengi ve bej adiposit belirteglerinin ekspresyonunu
Oonemli Ol¢iide artirmis oldugu bildirilmistir. RSV nin bej adiposit olusumu iizerindeki
bu etkisi, kismen AMPK'nin fosforilasyonundan kaynaklanmaktadir, AMPK
inhibisyonu yapildiginda RSV'nin BYD iizerindeki kahverengilesme etkileri yok
olmustur (147).

3T3-L1  hiicre hatti ve fare primer beyaz adipositlerinde BYD'de
kahverengilesme etkisi arastirilan bir diger polifenol Kurkumin’in; UCP-1, PGC-1a
ve PRDM16 gibi kahverengiye 6zgii belirteglerin upregiilasyonuna neden oldugu ve
AMPK aktivasyonunu iceren bir mekanizma yoluyla da bu hiicrelerdeki lipidleri
azalttig1 gosterilmistir (149). Dahasi, kurkumin mitokondri sayisini ve mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonda anahtar rol oynayan karnitin palmitoiltransferaz I (CPT1) ve
sitokrom C gibi kritik mitokondriyal proteinlerin ekspresyonunu arttirmistir. Bu
nedenle, kurkuminin anti-obezite etkilerinin, hem lipogenezi inhibe etme hem de
termogenez indiiksiyonu ve kahverengilesme (149) iizerine dayanmaktadir. Sicanlarin
inguinal BYD’sinden elde edilen beyaz adiposit hiicreler kiiltiire edilip kurkumin ile
muamele edilince; uyarilan hormona duyarl lipazin kahverengiye 6zgii belirteclerle

yakindan iliskili oldugunu gostermistir (150).

Kekik tiirlerinden elde edilen ugucu yaglarda bulunan bir monoterpen olan
Timol ile yapilan bir calismada ise PGC-lo, PRDM16 ve UCP-1 genlerinin
ekspresyonunun énemli 6lctide arttirdig, B3-AR, PKA ve p38/mitojen ile aktive edilen
protein kinazi (MAPK) aktive ederek beyaz adipositleri bej adipositlere doniistiirdiigii
gosterilmistir (151). Ayn1 zamanda polifenol tedavisinin, lipogenezi azalttig1 ve Tfam,

PGC-1a, UCP1 ve PRDM16 ekspresyonu ile indiiklenen mitokondriyal biyogenezi ve
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HSL, perilipin, CPT1 ve acil-koenzim A oksidaz (ACO) ekspresyonunu artirarak

lipolizi uyardig: bildirilmistir (151).

Feniletanoid Glikozitler (PhG’ler)

Feniletanoid glikozitler (PhG'ler), bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ve

cogu sifall bitkilerden izole edilen suda ¢oziiniir dogal bilesiklerdir (152). Yapisal

olarak, sirastyla ester ve glikozidik baglantilar yoluyla bir beta-glikopiranoza baglanan

sinnamik asit ve hidroksifeniletil kisimlar1 ile karakterize edilirler. Ramnoz, ksiloz,

apioz vb. de c¢ogu durumda molekiiliin ¢ekirdegini olusturan glikoz kalintisina

baglanabilmektedir (153). PhG'lerin hiicre ve hayvan modellerinde
biyoaktivitelere sahip olduklar1 bildirilmistir (152).
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Sekil 11. PhG'lerin potansiyel saglik yararlari.

(152) numarali referanstan degistirilerek alinmigtir.
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Verbascoside

Verbascoside (VB), kardiyovaskiiler etkiler de dahil olmak tiizere genis bir
biyolojik aktivite yelpazesi sayesinde, tibbi bir bitki olarak da kullanilan fenolik asit
alt sinifina ait bir polifenoldur (153,154).

Feniletanoidlerin alt grubundan bir polifenol olan VB, Bignoniaceae,
Buddlejaceae, Gesneriaceae, Labiatae, Oleaceae, Orobanchaceae, Scrophulariaceae ve

Verbenaceae'ye ait bir¢ok bitkide olusan dogal bir birlesik olarak bilinmektedir (155).

VB, yapisal olarak sirasiyla ester ve glikozidik baglar yoluyla bir £ - (d) -
glukopiranoside baglanan kafeik asit grubu ve 4,5-hidroksifeniletanol (hidroksitirosol)

ile glikoz molekiiliine bagl ramnoz (1- 3) 1ile karakterize edilmektedir (139).

HO \
(o)

HO

Sekil 12. Verbascoside'in kimyasal yapisi.

A-ramnopiranozil--glukopiranoza (yesil renkte) baglanan feniletanoid (kirmizi) ve kafeik asit
(mavi) kisimlari. (156) numaral referanstan degistirilerek alinmistir.

Ilk olarak 1963 yilinda Verbascum sinuatum'dan (Scrophulariaceae) izole
edilmistir (157). Ancak yapis1 o zaman belirlenemeyen VB; 1968'de (158) Syringa
vulgaris'ten (Oleaceae) tekrar izole edilerek yapisi tespit edilmis ancak acteoside
olarak adlandirilmistir. 1982'de Andary ve ark. (159) VB ve Acteoside'in yapilarinin
0zdes oldugunu bulmuslardir. Bir yil sonra Kusaginin Clerodendron tricholomum'dan

(Verbenaeae) izole edilmis ve daha sonra VB (Acteoside) ile 06zdes oldugu
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gosterilmistir (160). Sonug¢ olarak giiniimiizde bilesik icin her 3 adlandirma da

kullanilmaktadir (156).

Literatiirde PhG'lerin yag doku ve obezite iizerine etkilerinin arastirildigl az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. VB sinonimi olan Acteoside Ligustrum purpurascens
(kudingcha ¢ay1)’da en bol bulunan ve en 6nemli aktif bilesen olarak bilinmekte olup;
bu bitkinin ekstraktindan elde edilen Acteoside’in pankreatik lipaz aktivitesini
azaltarak yag emiliminin azalmasina neden oldugu bu sekilde obezite karsit1 etki ettigi

gosterilmistir (161).

VB, Lippia citriodora (Lemon verbena) (LC) yapraklarinda en bol bulunan
bilesiktir ve bu nedenle biyolojik etkiler esas olarak bu fitokimyasal maddeye

atfedilmektedir (162).

LC ekstraktinin ve LC yapraklarindan elde edilen VB’nin insiilin direncli
hipertrofik adipoz hiicrelerde, AMPK’ya bagli mekanizmalar araciligiyla yiiksek
glukoz kaynakli metabolik stresi azaltici etkisi oldugu gosterilmistir (14). Hem olgun
hem de hipertrofik 3T3-L1 adipositlerine artan dozlarla uygulanan VB’nin TG
akiimiilasyonunu doz bagimli olarak azalttigi bildirlmistir. Ayrica AMPK
aktivasyonuyla, PPARa upregiilasyonu ve yag asidi sentaz (FASN) downregiilasyonu
saglayarak obezitede YA oksidasyonunu arttirarak lipogenezi baskiladig
gosterilmistir (14). Ayni ¢calismada ve LDL reseptor eksik (LDLr-/-) hiperlipidemik
farelerede de LC ekstrakti verilmesi sonucu, ekstrakt verilen grupta kilo alim1 yiyecek
alimi benzer olmasina ragmen kontrol grubuna gore azalmis ve lipid
metabolizmasinda; serum TG, kolesterol diizeyleri ve karaciger yaglanmasini

azaltarak obezite tizerine faydal etkileri oldugu goézlenmistir.

Bu c¢alismanin akabinde LC ekstresinde bulunan farkli bilesiklerin tiim
ekstraktin AMPK aktivasyon kapasitesine katkilar1 da arastirilmis, ekstraktaki 3
bilesigin VB, luteolin-7-diglucuronide ve loganik asitin, kontrole gore AMPK
fosforilasyonunu sirastyla % 35.8, % 26.2 ve % 29.6'ya kadar artirarak yliksek AMPK
aktivasyon kapasitesini gosterdigi ve direk AMPK agonisti olarak etki ettigi
bildirilmistir (163).
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LC ve Hibiscus flower (Hibiscus sabdariffa L.)(HS) ve ekstraktlarinin bir
kombinasyonu olan Metabolaid® (MetA) formiiliiniin, yiiksek yagli diyet (HFD)
kaynakl1 obez farelerdeki etkilerinin incelendigi bir bagka calismada ise; LC’nin viicut
blytikligl, viicut agirhigini ve kilo alimi 6nemli 6l¢iide azalttigi, epididimal BYD,
retroperitoneal BYD ve total BYD agirliginda azalmaya neden oldugu, adiposit
biiyiikliigiinii ve lipid akiimiilasyonunu azalttig1 bildirilmistir (164). Ayrica ayni
caligmada LC’nin adipogenez iliskili genler olan PPARY, sterol diizenleyici eleman
baglayici transkripsiyon faktér 1c (SREBP1c), FASN mRNA ekspresyonu {izerine
HFD ile beslenen gruba goére anlamli etkisinin olmadigi ancak UCP-1 mRNA
ekspresyonunu scBYD’da arttirdig1 gosterilmistir (164).

VB’nin tavsanlarda kan parametreleri, plazma oksidan / antioksidan durumu ve
kalp ve karaciger dokularindaki SIRT1 aktivitesi lizerine etkileri incelenmis, VB
kiyaslanan diger bitki ekstraktlarina ( Raphanus sativus ekstarkti ve Lycopene ) gore
lipit profilinde olumlu etki gostermistir (165). Dahasi, VB glisemik seviyelerde en
yiiksek azalmaya neden olmustur ve oksidatif parametreleri azalttig1 gibi, antioksidan
aktiviteyi, vitamin A ve E seviyelerini arttirmigtir. Ayrica antioksidan genleri
diizenleyebilen, obezite ve metabolik bozukluklarla iligkili AMPK aktivasyonu gibi
bircok sinyal yolunun 6nemli bir diizenleyicisi olan SIRT1 aktivitesini arttirdigi

bildirilmistir (165).

Amag ve Hipotezler

Projemizin amaci 3T3-L1 adiposit hiicrelerinde Verbascoside'in adiposit

kahverengilesmesi lizerine olasi etkilerini incelemektir.
Bu amag dogrultusunda 6n hipotezlerimiz;

1. VB; lipid metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmast ve adiposit
kahverengilesmesi ile ilgili genlerde ekpresyon diizeylerini modifiye eder.

2. VB, adipositlerde kahverengilesmeyi UCP-1 'i arttirarak uyarir.

3. PPARy ile kahverengilesmede rol alan ortak transkripsiyon faktorleri olan
PGC-1a, PRDM16 'y1 arttirarak UCP-1 olusumunu uyarir.
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. Ayrica hiicresel lipogenez, lipit homeostazi ve adiposit farklilasmasi ile ilgili
baska bir transkripsiyon faktorii olan sterol diizenleyici eleman baglayici
protein-1 (SREBP1)'1 arttirir.

. YA oksidasyonununda rol alan karnitin palmitoiltransferaz-1 (CPT1) ve HSL
enzimlerini arttirarak lipid akiimiilasyonunu azaltir.

. Adipositlerde NAD bagimli deasetilaz olan SIRT1 aktivitesinde artisa neden
olarak PPARYy deasetilasyonu ile kahverengilesmeyi uyarir.

Bej adiposit yiizey belirteci olan CDI137, polifenol muamelesi sonrasi
kahverengilesmeyle orantili olarak artar.

. Mitokondriyal biyogenez belirteci olan mitokondriyal transkripsiyon faktér A

(Tfam) "1 arttirir ve adiposit kahverengilesmesini destekler.
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GEREC VE YONTEMLER

3T3-L1 HUCRE DiZiNi

3T3-L1 hiicre dizisi (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan- ATCC®
CL173™) Mus musculus, fare embriyosundan elde edilmis fibroblast hiicre hattidir
(166). Hiicrelerin morfolojisi de fibroblast seklinde ince, uzun ve igsi yapidadir.
Biiyiime ozellikleri bakimindan zemine yapisik (adherent) olarak ¢ogalirlar. Ayni

zamanda preadiposit olarak da bilinmektedir.

Sekil 13. 3T3-L1 hiicre dizisi mikroskopik goriiniimii.

HUCRE KULTURU

Kullamilan Kimyasallar

1. DMEM Medium High Glukoz +4,5 g/L-DGlucose(-) pyruvate, GIBCO
2. DMEM Medium Low Glukoz + 1 g/L D- Glucose+ pyruvate, GIBCO
3. [Insiilin (100 mg) SIGMA 16634
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4. Dexametazon (100 mg) SIGMA D4902

5. 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) SIGMA 15879
6. Fetal bovine serum BIOWEST

7. Penisilin- Streptomisin WISENT

8. Tripsin EDTA (1X) (%0.25) WISENT

9. Calf serum (Heat Inaktivated) CEGROGEN

10. Verbascoside SIGMA CAS No: 61276-17-3

11. Dimethyl Sulfoxide (DMSO) CHEMCRUZ

12. Hydrochloric acid fuming 37% (HCI)

Tam Besi Yeri Hazirlanmasi

Hiicrelerin dondurulma, ¢ozdiiriilme ve deneyler i¢in ¢ogaltma islemlerinde
kullanilan besi yeridir. Hiicrelerin farklilasma oncesi agamalarinda kullanildi. Tam
besi yeri (TB) hazirlanmasi i¢in diisiik glukoz (1 g/L) i¢ceren Dulbecco'nun modifiye
Eagle mediumu (DMEM) iceren ortama, %10 Calf Serum (CS), %1 100 U/ml
penisilin, 100 pg/mL streptomisin (P/S) soliisyonu eklendi.

Hiicrelerin biiylimesi asamasinda en ¢ok kullanilan besi yeri oldugu igin
caligma oncesi 500 ml hacimde hazirlandi. Hazirlarken 500 ml tam dolu siseden 50 ml

at1ldi. Ustiine 50 ml CS, 5 ml P/S soliisyonu eklendi.

Hiicrelerin i1k Cézdiiriilmesi

ATCC'den temin edilen vialin ¢ozdiiriilmesi i¢in onerilen protokol uygulandi.
Oncelikle -80°C’de donmus halde bulunan kriyotiip ¢ikarilarak 37°C su banyosunda
hafifce ¢alkalanarak ¢ozdiiriildii. Igerigi ¢oziiliir ¢oziilmez kriyotiip su banyosundan
cikarildr ve %70 etanol piiskiirterek dekontamine edildi. Bu noktadan itibaren tiim
deneyler kat1 aseptik kosullar altinda gerceklestirildi. Vial igerigi (9.0 mL) TB igeren
bir santrifiij tiipline aktarildi ve 7 dakika boyunca 125 x g'de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant1 atilarak hiicre pelleti dnceden hazirlanan TB ile yeniden siispanse
edilerek ve T25 2 adet flaska dagitildi. Flasklar %5 CO; i¢eren inkiibatorde (Niive, EC
160) 37°C'de inkiibe edildi. Ertesi giin hiicre ortam1 5 ml taze besiyeri ile degistirildi.
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Hiicrelerin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

Hiicreler 2 giinde bir besi yeri degistirilerek takip edildi ve %70 konfluent

olduktan sonra deneylerde kullanilmak tizere ¢ogaltildi. T75’lik flasklarda pasajlama

islemi i¢in;

1.

Flaskta mevcut halde bulunan TB ¢ekildi ve 5 ml PBS ile 1 kez yikandi ve PBS
ortamdan uzaklastirildi.

Flaska damla damla 2 ml tripsin (%0,25) eklenerek flaksin her tarafini
kaplamasi saglandi. Ardindan tripsinizasyon isleminin ger¢eklesmesi i¢in 2 dk
inkiibatorde bekletildi.

2 dk siire bitiminde flaskin kenarma nazikg¢e vurulup kalan hiicrelerin de
zeminden uzaklastirilmasi saglandi ve invert mikroskopta (Olympus,
CKX41SF Ters Faz Kontrast Mikroskobu) degerlendirilerek hiicrelerin
yiizdiigii teyit edildi.

Tripsin aktivasyonunu durdurmak i¢in 10 ml TB yine damla damla flaska
eklendikten sonra flask i¢erigi nazikge tiim alt duvar1 yikayacak sekilde birkag
kez pipetaj yapildi.

Bu asamadaki 12 ml toplam hacimdeki ig¢erikten 0,5 ml hiicre sayimi i¢in steril

bir ependorfa alindi. Ardindan hiicre sayimina gegildi.

Hiicrelerin Sayim

Hiicre sayim1 yukarida anlatilan sekilde tripsinize edilip daha sonra nétralize

edilen flasktan yapildi. Flask icerisinde homojenize edilen medium ve hiicre

karisimdan 0,5 ml bir ependorfa alinarak sayim islemine gecildi.

Hiicre sayimi bu ependorftan 10 pL pipetaj ile alinarak Neubauer laminda

yapildi. Sekil 14’te gosterildigi gibi Neubauer laminda harflerle belirtilen karelerin

hacmi 1 mm? tiir. Bu dort alandaki sayima karelerin sol ve iist kenarlarmnin iizerindeki

hiicreler dahil edildi.

Tiim bu alanlardaki hiicreler (N) sayildi. N =A+B+C+D

1 mm? teki hiicre sayis1 = (N/4) x 10* formiiliine gore hesaplandu.
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Sekil 14. Neubauer lami.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Ekim i¢in yeterli yogunlukta hiicre elde edilemedigi durumlarda pasajlama
yapildi. Bunun i¢in 3 adet yeni T75 flaska 8’er ml TB iizerine de 4’er ml hiicre
icerigi eklendi.

2. Hiicreler, 37°C'de, %95 Oz ve %5 CO; varliginda, TB i¢inde inkiibe edildi.

3. Pasajlamanin ertesi giinii hiicre ortamlar1 ¢ekilerek 12 ml yeni TB ile
degistirildi. Hiicrelerin 2-3 giinde bir besi yeri degistirilerek flaski kaplamasi

saglandi.

Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki deneylerde kullanilmak {izere hiicrelerin bir kismi stoklandi.
Bunun i¢in baslangictaki basamaklar hiicrelerin pasajlanmasi iglemleri ile ayn1 olmak

lizere;
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10.

11.

12.

T75 flaskta %70-80 konfluent olduktan sonra hiicrelerin iizerindeki besi yeri
c¢ekildi ve 5 ml PBS flaskin duvarindan yavasca verilerek flaskin tiim yiizeyini
kaplamas1 saglanarak yikama islemi yapildi ve PBS geri cekildi.

T75 flask i¢in 2 ml tripsin damla damla eklenerek hiicreler kaldirildi. Flask 2
dk boyunca inkiibatérde bekletildi.

[slem sonunda zemine yapigtk hiicre kalmadigi invert mikroskopla
gozlemlendikten sonra 10 ml taze TB eklendi ve enzim aktivasyonu
durduruldu.

Hiicreleri dondurmak i¢in de hiicre sayimi yapildi. Dondurmak i¢in hedeflenen
hiicre sayis1 500.000-1.000.000 aras1 olarak kabul edildi. Hiicre sayim1 daha
once belirtildigi sekilde yapildi.

Sayim sonucu alanda 20+9+17+15 = 61 adet hiicre sayildi.
61/4=15,25 Ortalamas1 yaklasik 15 kabul edilerek;

N=15 x 10* = 150000 hiicre/ml olarak bulundu.

1 ml’de 150.000 hiicre olarak oran orantt ile

12 ml’de toplam 1.800.000 hiicre olarak hesaplandi.

Her bir kriyotiipte 600.000 hiicre dondurulmak iizere planlandi.

Flask igerigi (hiicreler, tripsin ve medium) toplam 12 ml, 3 ayr1 santrifiij tiipiine
4’er ml dagitilip tizerlerine 8 ml TB eklendi.

Tipler 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.

Bu sirada 3 adet kriyotiipe %5 DMSO igeren hiicre dondurma c¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun i¢in 50 ul DMSO ve 450 ul TB ile kriyotiiplere eklendi.
Santrifiij sonrasi tiiplerin iistiinde kalan siipernatant atildi, altta kalan pellet
tizerine her bir santrifijj tiiptine 500 pl TB eklenerek resiispanse edildi.

Hiicre siispansiyonlari, kriyotiiplere dagitildi (Her bir kriyotiip toplam 1 ml
oldu).

Kademeli dondurma yapmak icin izopropil alkol igeren dondurma kabi
(freezing container) iginde en az 4 saat -20°C’ de tutularak daha sonra -80°C'de

saklanmak tizere kaldirildi.
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Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Dondurulan bu hiicreler deneylerde kullanilmak iizere hiicreye ihtiyag

oldugunda ¢ozdiiriildii.

1. Hicreleri iceren vial 37°C su banyosunda hafif¢e sallanarak c¢oziiliip
kontaminasyon olasiligin1 azaltmak i¢in suyun yiizeyinde tutularak ¢dzdiirme
islemi hizli bir sekilde yapildi.

2. Icerigi ¢oziiliir ¢dziilmez vial su banyosundan uzaklastirilip %70'lik alkolle

temizlendi.

Temiz bir santrifiij tiipline 6 ml TB eklenerek eriyen vial icerigi tiipe bosaltildi.

1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilip slipernatant atildu.

Hiicre i¢eren pellet 1 ml mediumla tekrar resiispanse edildi.

S »okw

Bu sirada 1 adet T75 flaska 11 ml TB eklendi. Uzerine resiispanse edilen pellet

eklenerek hiicre ¢ozdiiriilmesi tamamlandi.

Preadiposit Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi

3T3-L1 preadiposit hiicreleri deneylerde kullanilmak tizere bir dizi isleme tabi
tutularak farklilagtirildi. Bunun i¢in belirli glinlerde 3 farkli besi yeri ile muamele
edildi. Deneylere baslamadan 6nce bu besi yerlerinde kullanilacak kimyasallarin

stoklar1 hazirlandi. Ardindan besi yeri hazirlanarak farklilagtirma protokoliine ge¢ildi.

Stoklarim Hazirlanmasi

Biitiin stoklarda kullanilan distile su otoklavlandi ve 0,22 pum filtreden
gecirilerek hazirlandi.

Deksametazon

100 mg toz halde bulunan preperatin molekiil agirlig1 392,46 g/mol diir. 0,5 mM
(0,0005M) stok hazirlanmasi i¢in hesaplama yapildi.

30,57 ml distile su ile 6 mg DKSM ¢ozdiiriildii.
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50 mI’lik falkona 30,57 ml distile su eklendi, iizerine 6 mg tarttigimiz DKSM
ilave edildi ve bu iki karisim vorteks ile karistirildi. 1’er ml seklinde ependorflara

dagitilip aliquatlanarak -20°C’ye kaldirildi.

3-Tzobutil-1-Metilksantin

100 mg toz halde bulunan preperatin molekiil agirlig1 222,24 g/mol diir. 10 mM
(0,01M) stok hazirlanmasi i¢in hesaplama yapildi.

50 mI’lik falkona 14,85 ml distile su iizerine 33 mg tarttigimiz IBMX ilave
edildi. Karisimin vortekslenerek tam olarak ¢oziilmesi saglandi. Ardindan olusan
beyaz bulanik renkte sivinin erimesi i¢in kii¢iik bir behere su doldurup kaynamis suda
10-15 dk bekletilerek seffaf hale gelmesi saglandi ve 0,22 pm capli filtre ile siiziilerek
6’sar ml seklinde 15 ml’lik falkonlara aliquatlanip -20 °C’ye kaldirildu.

Insiilin
100 mg toz halde bulunan preperatin molekiil agirlig1 5733,49 g/mol diir. Stok 1
mg/ml olacak sekilde hesaplama yapildi.

50 mI’lik falkona 20 ml distile su iizerine hidroklorik asit (HCI) 22 pL eklendi.
20 mg (0,020 gr) tartilan INS ilave edildi ve bu iigiiniin karistmini vortekslendi.
Ardindan karisim 0,22 um c¢apindaki filtreden gecirilerek filtre edilip 6’sar ml seklinde
15 ml’lik falkonlara alindi, aliquatlanip -20° C’ye kaldirild1.

Farkhilastirma Mediumlarinin Hazirlanmasi

Medium 1 (MD 1)

Adiposit farklilasmasinin indiiklenmesi i¢in kullanilacak besi yeridir. Bunun igin
total hacim deneylerde kullanilacak kiiltiir kab1 hacmine gore hesaplanip taze olarak
hazirlanmak {izere; yiiksek glukoz (4,5 g/L) iceren DMEM igerisine 0.5 mM IBMX, 1
uM DKSM, 10pg/ml INS, %10 Fetal s181r serumu (FBS), %1 P/S soliisyonu eklenerek
hazirlandi. Bu maddeler medium igerisinde ¢ozdiiriilip daha sonra filtrelenerek

deneylerde kullanildi.
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Medium 2 (MD 2)

Adiposit hipertrofisinin saglanmasi i¢in kullanilacak besi yeridir. Bunun i¢in de
yiiksek glukoz (4,5 g/L) iceren DMEM igerisine 10pg/ml INS, %10 Fetal sigir serumu
(FBS), %1 P/S soliisyonu eklenerek hazirlandi. Hiicrelerin farklilasmasi sonrasi

takibinde kullanilan bu besi yeri de ¢alisma 6ncesi 500 ml hazirlandi (Tablo 3).

Toplam hacim 500 ml olacak sekilde

e Insiilin icin 1 mg/ml (1000 pg/ml) stoktan, 10 pg/ml konsantrasyonda gerekli

miktar i¢in
C1xV1 =C2 x V2 formiilii kullanilarak
1000 x V1 =10 x 500
V1 =>5ml

e FBS %10 igermesi i¢in 500 x 0,1 =50 ml
e P/S %I igermesi i¢in 500 x 0,01 =5 ml

Tablo 3. MD 2 igerigi.

Medium Icerigi Konsantrasyon Stok Son Hacim
INS 10 pg/ml 1 mg/ml 5ml
FBS %10 50 ml
P/S %1 5ml
DMEM (high glukoz) | - 440 ml

500 ml

e Hesaplanan miktarlar toplandiktan sonra 500 ml dolu DMEM (yiiksek
glukozlu) icerisinden 60 ml ¢ekilip atild1 ve tlizerine bulunan hacimlerde INS,

FBS, P/S soliisyonu ilave edildi.
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Medium 3 (MD 3)

MD?2 ayni1 zamanda deneyin son bdliimiinde polifenol uygulanmasi asamasinda

da kullanild1 bu asamada ise iceriginde yalnizca %2 FBS olarak degistirildi (Tablo 4).

Tablo 4. MD 3 igerigi.

Medium Icerigi Konsantrasyon | Stok Son Hacim
INS 10 pg/ml I mg/ml Sml
FBS %2 50 ml
P/S %1 5ml
DMEM (high glukoz) | - 440 ml

500 ml

Test Ortami Hazirlanmasi

Deneylerde  kullanilacak ~ mediumlarin =~ hazirlanmasinda  kullanilan
malzemelerden kaynaklanabilecek tiremelerin test edilmesi amaciyla deneylerde
kullanilmadan 6nce hazirladigimiz TB ve MD2 igeren 2 adet flask hazirlandi. Bunun
icin T25 2 adet flaska 2 ml TB + 6 ml MD2 eklendi ve 3 giin boyunca hem mikroskobik

hem de makroskopik olarak herhangi bir {ireme olup olmadigi1 kontrol edildi.

Verbascoside Hazirlanmasi

10mg VB (sigma) i¢ine 160,1 pl. DMSO eklenerek ¢ozdiiriildii. 10 mg
preperatin tamami ile 100 mM stok olusturuldu. Olusturulan stok yeniden ¢6zdiirtiliip

dondurma isleminden korunmast i¢in aliquatlanarak -20° C’ye kaldirildu.

Deney Gruplari

1. Preadipositten adiposite farklilastirilip daha sonra hipertrofik adiposit hale
getirilen hiicreler (Kontrol)

2. Hipertrofik hale getirilip 18. giin 48 saat siireyle 50 pM Verbascoside ile
inkiibe edilen hiicreler (V50)
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3. Hipertrofik hale getirilip 18. giin 48 saat siireyle 100 uM Verbascoside ile
inkiibe edilen hiicreler (V100)

Hiicrelerin Deneyler icin Ekilmesi

Hiicreler -80°C’den daha once tarif edildigi sekilde cikarilarak ¢ozdiiriildi ve
kriyotiip icerigi T75 kiiltiir kabina ekildi. Oncelikle flask igerisinde yaklasik 5-6 giin;
TB ile her iki giinde bir ortamlar1 yenisi ile degistirilerek takip edildi. Ekilen kiiltiir
kaplarinin yiizeyinin %70-80’ini kaplayana kadar ¢ogalmalari beklendi.

Deneylerde kullanilacak hiicrelerin ayn1 pasaj, ayn1 kokenden olmalari i¢in daha
onceden ayni pasajdan ¢ogaltilan 3 adet flasktaki hiicrelerin her biri {izerindeki besi
yeri ¢ekildi. Ardindan 2 ml PBS ile yikama islemi yapild1 ve PBS aspirator ile flaskin
kosesinden yavasca ortamdan uzaklastirildi. 2’ser ml tripsin ilavesinin ardindan
flasklar inkiibatore 2 dk siireyle kaldirildi. Mikroskopta kalktigi gdzlemlenen
hiicrelerin iizerine 10 ml TB eklenerek noétralize edildi. Ardindan sayim islemine

gecildi. Ornek hesaplama;
1. Flask i¢in
8 +29 + 23 + 16 = 76 adet hiicre sayild1.
76/4=19
2. Flask i¢in
24 +33 + 19 + 10 = 86 adet hiicre sayildi.
86/4=21,5
3. Flask i¢in
15+ 31+ 13 +22 =81 adet hiicre sayildi.
81/4=20,25
3 flaskin ortalamasi 20 kabul edildi.

N =20 x 10* =200.000 hiicre/ml olarak hesaplandi.
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3 adet flaskin toplam igerigi (tripsin ve TB toplami 36 ml); hiicre igeriginin
homojen olmasi i¢in tek bir falkona toplandi. Bu falkondaki toplam hiicre miktar1 1

ml’de 200.000, 36 ml’de toplam 64.000.000 hiicre olarak hesaplandi.

Bu miktarin hem flasklara hem de Oil Red O boyama i¢in 6 kuyulu plakalara

ekim i¢in yeterli sayida oldugu goriildii.

Mikrodizin analiz i¢in gerekli total RNA miktarma biiyiik hacimli kiiltiir kab1
gerekli olmasi nedeniyle deneylerin T75 flasklarda yapilmasi uygun goriildii. Ekim
islemi deney gruplarina uygun sayida olan 3 adet flaska yapildi. Ardindan flasklara
ekim i¢in planlanan 500.000 hiicre i¢in hesaplama yapildi.

Falkondaki hiicre igeriginden pipetaj yapilarak 2,5 ml ayr1 bir falkona alind1 ve
tizerine 9,5 ml TB eklenerek toplam 12 ml’ye tamamlandi. Bu miktarin tamami
otomatik pipete ¢ekilerek flaskin periferinden merkeze olacak sekilde damla damla

eklendi. Bu iglem 3 flask i¢in de ayn1 sekilde yapildi.

Ayni zamanda bir diger ¢calisma olan Oil Red O boyama i¢inse 6 kuyulu plakada
her bir kuyuya 100.000 hiicre ve toplam 2 ml olacak sekilde hesaplama yapildi. 6
kuyulu plakaya ekim i¢in ise her kuyuya 100.000 hiicre olarak planlama yapildi.

1 mlI’de 200.000 hiicre bulundugundan 6 kuyulu plakanin tamamai i¢in gerekli
olan 600.000 hiicre i¢in, 3 ml hiicre igerigi gerekli olarak hesaplandi. Her kuyuya
100.000 hiicre i¢in 0,5 ml ekim pland1. Falkondaki hiicre i¢eriinden pipetajla yeni bir
falkona 3 ml alind1. Uzerine 9 ml TB eklenerek toplam 12 ml’ye tamamlandi. Miktarin
tamami1 otomatik pipete ¢ekildi. Ekim esnasinda otomatik pipet ucu kiiltiir kabina dik
tutularak ve hiicrelerin kabin merkezinde toplanma egilimi oldugundan disaridan
iceriye dogru dairesel sekilde, her bir kuyuya 2 ml olmak iizere damla damla ekim

yapild.

3T3-L1 Preadipositlerinin Farkhilastirilmasi

Ekim yapilan hiicreler, kiiltiir kaplarinda yeterli yogunluga ulagmalari i¢in 5 gilin

boyunca TB ile takip edildi.
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Ekim sonras1 2. ve 4. giinler flasklarin mediumlari ortamdan uzaklastirilip her

birine 12 ml yeni TB eklendi.

Ayni zamanda 6 kuyulu plakaya ekilen hiicrelerin mediumlar1 da aspiratoriin ucu
kiiltiir kabinin tabanina degmeyecek sekilde yavasca ¢ekilerek atildi. Yerine her kuyu
icin 2 ser ml TB eklendi.

Hiicrelerin biiyiimeleri mikroskopta takip edildi ve 5. giin %90 konfluent

olduklar1 gézlemlendi.

Bu asamada preadiposit olan hiicrelerin adipositlere farklilasmas1 daha once
tanimlanmis protokol takip edilerek yapild1 (14,167). Ekim sonrasi 5. giiniinde

konfluent olan hiicrelere adiposit farklilasmasinin indiiklenmesi i¢in MD 1 eklendi.

Bunun i¢in gerekli MD1 hacmi hesaplandi. 2 adet 6 kuyulu plakada her bir
kuyuya 2 ml olmak {izere toplam 24 ml ve 3 adet T75 flaska her birine 12 ml olmak
tizere toplam 36 ml olarak hesaplandi. MD1 i¢in gerekli toplam hacim 24 + 36 = 60
ml olarak belirlendi ancak hazirlandiktan sonra filtre edilecegi i¢in kayiplar géz 6niine

alinarak 65 ml hazirlanda.
MD1 hazirlanmasi
Toplam hacim 65 ml olacak sekilde;

e Insiilin igin 1 mg/ml (1000 pg/ml) stoktan, 10 pg/ml konsantrasyonda gerekli

miktar i¢in,
Cl1 x V1 = C2 x V2 formiilii kullanilarak
1000 x V1 =10 x 65
V1 =0,65ml=650 pl
e DKSM i¢in 0,5 mM (500 uM) stoktan 1 pM konsantrasyonda gerekli miktar
i¢in,
Cl1 x V1 = C2 x V2 formiilii kullanilarak
500 x VI =1 x 65

V1=0,13 ml =130 pl

40



e [BMX i¢in 10 mM stoktan 0,5 mM konsantrasyonda gerekli miktar i¢in
C1 x V1 =C2 x V2 formiilii kullanilarak
10 x V1 =0,5 x 65
V1 =3,25ml=3250 pl

e FBS %10 igermesi i¢in 65 % 0,1 =6,5 ml

e P/S %]l igermesi i¢in 65 x 0,01 = 0,65 ml =650 pul hesaplandi.

e Hesaplanan miktarlar toplandiktan sonra kalan hacim DMEM (yiiksek glukoz
iceren) ile 65 ml’ye tamamlandi (Tablo 5)

Tablo 5. MD 1 igerigi.

Medium Icerigi Konsantrasyon Stok Son Hacim
INS 10 pg/ml 1 mg/ml 650ul
FBS %10 6,5 ml
DKSM 1 uM 0,5mM 130 ul
IBMX 0,5 mM 10mM 3250 ul
P/S %1 65 uL
DMEM (high glukoz) - 53,82 ml
65 ml

INS, DKSM, IBMX, FBS, P/S stoklar1 -20°C'den ¢ikarilarak su banyosuna
konuldu. Ardindan hesaplanan hacimde DMEM steril bir kaba konulup {izerine eriyen

stoklardan oncelikle pipetaj yapilarak hesaplanan miktarda icerik ilave edildi.
Hazirlanan MD1 enjektore ¢ekilerek 0,22 uM’lik filtreden gegirildi.

Flasklardaki TB uzaklastirildi, yerine hazirlanan MD1 flasklara 12 ml, 6 kuyulu
plakalara 2’ser ml olarak dagitildi. Hiicreler bu farklilagsma besi yerinin igerisine 2 giin
(48 saat) bekletilmek iizere inkiibatore kaldirildi. MDI1 eklendigi giin 1. giin kabul
edildi. 48 saat sonunda hiicrelerinden MD1 uzaklastirildi. Hiicrelere daha dnceden

hazirlanan ve test ortamu ile tireme olmadigi teyit edilen MD2 besi yeri yine flasklara
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12 ml ve 6 kuyulu plakalara 2 ml olarak eklendi. MD2 her 2 giinde bir yenisi ile
degistirilerek takip edildi.

Bu asamadan sonra hiicreler 8 ila 10 giin sonunda olgun (mature) adiposit, 18 ila

21 giin sonrasinda ise hipertrofik adiposit haline geldi (168).

Deneylerimiz 18. giin farklilagmasini tamamlayan ve hipertrofik hale getirilmis

adipositlerde yapildu.

Baglangig

o

-80C den cikarslan hicreler 5 gin

O

Hiicrelerin Gogaltiimas)

Ekslan hidcreler konfiuent cimasi
igin 5 gin.daha CM ife takip edifir. ™

igerisinde 4% saat bekisdific

810 Giin
: : Hipertrofik Adiposit
Diferansiasyon sonras: hicreler

MD2Z e 8-10 gon {akip ediir. )

nlgu“ Adlpﬂ sit Konfluent olan hicreler MD1
O

19-21 Giin
Mature Adipositier 7-10 gdn daha
VB Uygulanmas: MD2 e hiperirofik olmasi igin takip
:, edifir.
48 Saat
18. gindeki hipertrofik adiposifers
43 sa3at boyunca Verbascoside
uygulanir ve tedawi sonlandmim

Sekil 15. Farklilastirma siireci sematik goriiniimii.

Verbascoside Uygulanmasi

Uygulama i¢in MD3 hazirlanmasi

Toplam hacim 48 ml olacak sekilde;
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e Insiilin icin 1 mg/ml (1000 pg/ml) stoktan, 10 pg/ml konsantrasyonda gerekli

miktar i¢in,

C1 x V1 =C2 x V2 formiilii kullanilarak
1000 x V1 =10 x 48

V1=0,48 ml =480 ul

e FBS %2 icermesi igin, 48 x 0,02 = 0,96 ml = 960 pul
e P/S %I igermesi i¢in, 48 % 0,01 = 0,48 ml =480 ul hesaplandi.

Hesaplanan miktarlar toplandiktan sonra kalan hacim DMEM (yiiksek glukozlu)

ile 48 ml’ye tamamlandi.

Verbascoside 50-100 pM olmak tizere 2 farkli dozda hipertrofik 3T3-L1
hiicrelerine uygulandi. Literatiirde yer alan daha 6nceki ¢aligmalarla belirlenen siireler
(48 saat) ve doz araliklar esas alind1 (14,163).Yiiksek glikozla indiiklenen hipertrofik
adipositler iizerindeki farkli etkiler, ortama 6nceden belirlenmis konsantrasyonlarda

48 saat boyunca VB eklenerek test edildi.

1. 18. giindeki hipertrofik adipositlere uygulanacak VB miktarlar1 hesaplandi.
2. Verbascoside ile daha oOnceden hazirlanan 100 mM stoktan 50 uM’lik

konsantrasyonda deney grubu flask i¢in son hacim 12 ml olacak sekilde,
100 mM =100.000 \mu M
100.000 uM % V1 =50 uM x12 ml
V1=0,006 ml =6 pL
12 ml MD2’den 6 pL atilarak 6 pL. VB eklendi.

3. 100 uM’lik konsantrasyonda deney grubu flask i¢in son hacim 12 ml olacak
sekilde,

100 mM =100.000 uM
100.000 uM x V2 =100 pM %12 ml

V1=0,012ml=12 pL
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12 ml MD2’den 12 pL atilarak 12 pL. VB eklendi.

4. 50 uM’lik konsantrasyonda deney grubu 6 kuyulu plaka i¢in son hacim 3 ml
olacak sekilde,

100 mM = 100.000 uM

100.000 pM x V1 =50 uM x 3 ml
V1=0,0015ml=1,5uL

3 ml MD2’den 1,5 pL atilarak 1,5 L VB eklendi.

5. 100 uM’lik konsantrasyonda deney grubu 6 kuyulu plaka i¢in son hacim 3 ml
olacak sekilde,

100 mM = 100.000 uM

100.000 pM x V1 =100 pM x3 ml
V1=0,003ml=3pL

3 ml MD2’den 3 pL atilarak 3 pL VB eklendi.

6 kuyulu plakalarda 6rnekler duplike caligildi.

OIiL RED O BOYAMA

Deneylerimizde olusturdugumuz hiicre kiiltiirii modelinin uygunlugunun test
edilmesi amaciyla 2 asama olarak gergeklestirildi. Boyama kit (Oil Red O boyama kiti
BIOVISION (K580-24)) kullanild.

Hiicreler 6l kuyulu plakalara daha 6nce tarif edildigi gibi 100.000 hiicre/kuyu
olacak sekilde ekim yapildi. Adiposit farklilastirma protokoliinde tarif edilen
basamaklar uygulanarak hiicrelerin farkli asamalarinda Oil Red O boyamasi yapildi ve

hiicre i¢i lipit birikimi degerlendirildi.

Boyama asamasinda kiiltiir kab1 hiicre kabini disina ¢ikarilacagindan devam

eden giinlerde boyanacak gruplar 3 farkli 6 kuyulu plakalara ekildi.

Boyamada kullanilan deney gruplari;
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. Farklilagma 6ncesi

Olgun adiposit (10. Giin)

Preadipositten adiposite farklilastirilip daha sonra hipertrofik adiposit hale
getirilen hiicreler (kontrol)

Hipertrofik hale getirilip 18. giin 48 saat siireyle 50 uM Verbascoside ile
inkiibe edilen hiicreler (V50)

Hipertrofik hale getirilip 18. giin 48 saat siireyle 100 uM Verbascoside ile
inkiibe edilen hiicreler (V100)

Miktarlar 6 kuyulu plakalarda 2 kuyu boyama yapilmast i¢in kit protokoliine

uygun olarak hesaplandi.

1.

Calisma oncesi ilk olarak Oil Red O Stok Cdzeltisi hazirlandi. Oil Red O 20
ml %100 izopropanol i¢inde ¢6ziildd, iyice karistirilip ve 20 dakika bekletildi.
Ardindan bir falkon igerisinde 2 birim suya 3 birim izopropanol (%100)
eklenerek izopropanol (%60) hazirlandi. [6 ml distile su + 9 ml Izopropanol
(%100)]

Hiicreleri sabitlemek i¢in Oncelikle her bir kuyucuktaki besi yeri hiicrelerden
uzaklastirilarak ve 2 kere PBS ile yavasca yikandi. Her kuyuya 2 ml formalin
(%10) kuyucugun kenarindan eklendi ve 1 saat inkiibe edildi.

Hiicreleri boyama asamasinda ise dncelikle Oil red O Calisma Soliisyonu
hazirlandi. 2 birim distile su (dH20)’ya, 3 birim Oil Red O Stok Cozeltisinden
olmak tizere; 1600 uL dH20 + 2400 uL Oil Red O Stok Cozeltisinden eklendi
ve iyice kanistirilip 10 dakika bekletildi ardindan 0,2 pm siringa filtresi ile filtre
edildi.

1 saat inkiibe edilen hiicrelerin tizerindeki formalin ¢ekilip atild1 ve hiicreler 2
kez dH20 ile yavasca yikandi.

Her kuyuya hazirlanmis olan bu izopropanol (%60) eklenerek ve 5 dakika
inkiibe edildi.

5 dk’nin sonunda izopropanol ¢ekildi ve hiicreleri tamamen ve esit olarak
kaplayacak sekilde 2’ser ml Oil red O ¢alisma soliisyonu eklendi. Plate hafifce
saga/sola egilerek soliisyonun kuyucugun her tarafin1 kaplamasi saglandi ve 10

dakika inkiibe edildi.
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8. Ardindan Oil Red O soliisyonu ¢ekilip atildi ve ortamda boya kalmayincaga
kadar 5 kez dH20 ile yikandu.

9. 2 ml hematoksilen eklenerek 1 dakika inkiibe edildi.

10. Siire sonunda hematoksilen ¢ekildi ve 5 kez dH2O ile yikandi.

11. Hiicreler 10X ve 20X biiyilitme ile 151tk mikroskopu altinda goriintiilenerek
fotograflandi.

DENEYLERIN SONLANDIRILMASI

RNA izolasyonu

18. glin VB uygulamasi yapilan hipertrofik adipositler 48 saat sonunda (20. Giin)
total RNA izole edilmek iizere Trizol (TRIzol™ Reagent INVITROGEN- Thermo
Fisher Scientific) ile toplandi. Bunun i¢in protokole uygun olarak flasklarin tizerindeki
besi yeri uzaklastirildi. Her bir flasktaki hiicrelerin {izerine 1’er ml Trizol reaktifi
eklendi ve hiicre kaziyici ile flask tabani kazindi. Hiicrelerin flaskin bir kenarinda
toplanmasi saglandi1 ve ardindan pipet yardimiyla hiicreler yeni bir ependorfa alindi.
Daha saf bir RNA eldesi i¢in ticari kit ile total RNA izolasyonu islemine kadar 6rnekler
-80°C’de saklandi.

Total RNA Izolasyonu

Total RNA, ticari kit kullanilarak (Hybrid-R, Gene All) izole edildi. Kit

protokoliine uygun olarak;

1. Trizol ile toplanan hiicre pelletleri -80°C’den alind.

2. 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Ornekler 4°C’de 12,000 xg 10dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
stipernatant dikkatlice pipetle ¢ekilip yeni bir ependorf tiipe alindi.

4. Ependorflarin iizerine 1 ml trizol i¢in 200 pl kloroform eklendi. 15 sn
vortekslendi ve oda sicakliginda inkiibe edildi.

5. 4°C’de 12,000 xg 15 dk santrifiij edildi. S1v1 faz yeni tiipleri alindi.

6. Orneklerin iizerine 1 ml RBI Buffer eklendi. Iyice karistirild1.
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7. Karigimin 700 pl’sini mini kolon F ye aktarildi.

8. Oda sicakliginda 10,000 xg 30 saniye santrifiij edildi.

9. Kalan karigim adim 8’deki gibi tekrar edildi.

10. Mini kolona 500 ul SWI Buffer eklendi.

11. Oda sicakliginda 10,000 xg 30 saniye santrifiij edildi.

12. Mini kolona 500 ul RNW Buffer eklendi.

13. Oda sicakliginda 10,000 xg 30 saniye santrifiij edildi.

14. Oda sicakliginda 12,000 xg ‘de 1 dk daha santrifiij edildi.

15. Kolon membraninin merkezine 50 pl niikleaz igermeyen su eklendi. 1 dk
bekletildi.

16. Oda sicakliginda 12,000 xg ‘de 1 dk daha santrifiij edildi.

izole edilen RNA “larin saflik 6l¢iimii yapildiktan sonra -80°C’ye kaldirildi.

RNA Miktarinin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izolasyonu yapilan RNA’larmn saflik seviyelerini degerlendirmek igin RNA
konsantrasyonlar1 Nanodrop cihazi (Thermo Scientific, Nanodrop 2000c¢) kullanilarak
oOl¢iildii. Bunun icin Oncelikle 1pl niikleaz igermeyen su Nanodrop cihaz kaidesi
tizerine eklendi ve cihazdaki program ile kor alindiktan sonra, 6rneklerden alinan 1pl
cihaza konulup 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbanslari alinip ¢ikan

A260/A280 degerlerine gore RNA’larin safliklar1 seviyeleri belirlendi.

Tablo 6. Orneklerin RNA konsantrasyonlari.

Ornek RNA konsantrasyonu 260/280
Kontrol 4214,5 ng/ uL 1,96
VB50 5238 ng/ uL 2.1
VB100 3208,5 ng/ pL. 1,04

Mikrodizin Analiz i¢cin Orneklerin Hazirlanmasi

Total RNA izole edilen 6rnekler mikrodizin analiz i¢in hizmet alimi1 yapilan

Macrogen (Giliney Kore) sirketine gonderildi. Firmanin talimatlar1 geregi uluslararasi
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nakliye oncesi etanol presipitasyon metodu uygulandi. Bu sekilde hazirlanan 6rnekler

oda 1sinda transfer edilmeye uygun hale getirildi.

Bunun i¢in daha 6nce 6lglilen konsantrasyonlardan yola ¢ikilarak 10 pL total

RNA soliisyonu yeterli olarak degerlendirildi ve yeni bir ependorfa alindi.

RNA soliisyonuna 0,1 hacim (0,1x10 pL =1 pL) 3 M Sodyum Asetat
(NaAcetate, pH 5.2) eklendi ve yavasega karigtirildi.

Elde edilen toplam RNA soliisyonunun 2 kat1 kadar (2 x11 pL =22 pL) %100
etanol eklenip karistirildi. 3 deney grubu icin de aymi sekilde islemler yapilarak
gonderildi.

Mikrodizin Analiz

Total RNA izolasyonu Gorlintiileme

a b

O @ a>b P
o) @ b>a

e .

_..=::.‘ % .

cDNA eldesi 2
Problearn isaretlenmesi w ® @

Reverse transkriptaz
Floresan

’\lligaretleme l _/’

‘Erz =
L% 4 =

te 7 %e W= =

Hibridizasyon
—_

Mikrocip
—_—

Sekil 16. Mikrodizin analizi sematik gosterimi.
(169) numarali referanstan degistirilerek alinmigtir.

Bir mikrodizi tipik olarak, bir dizi veya 1zgara benzeri formatta diizenlenmis ve

katt bir ylizeye/zara tutturulmus mikroskobik noktalar toplulugu olarak
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tanimlanmaktadir (170,171). Prob olarak adlandirilan bu noktalar (DNA/protein)

hibridizasyon (172,173) ad1 verilen bir siiregle belirli bir gene karsilik gelen spesifik

bir niikleik asit sekansina baglanacagi sekilde tasarlanmistir. Genellikle hedef olarak

adlandirilan proba bagli sekans, florofor gibi bir tiir tespit edilebilir molekiil veya boya

ile isaretlenir (170). Bir prob ve hedefi arasindaki baglanma seviyesi, tarandiginda

isaretlenen boya tarafindan yayilan floresan veya sinyal dlciilerek elde edilir ve bu

sinyal sirayla, hedef diziyi igeren spesifik genin ifadesinin bir Ol¢ilisiinii saglar
(172,174).

GERCEK- ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU

cDNA Sentezlenmesi

Elde edilen Total RNA, cDNA sentez kiti (VitaScript™ FirstStrand cDNA

Synthesis Kit PROCOMCURE) kullanilarak kit protokoliine uygun olarak cDNA'ya

cevrildi.

1.

NS kW

RNA konsantrasyonlar1 kit protokoliine gore yiiksek oldugu i¢in RNA’lar 1/10
oraninda niikleaz igermeyen su ile diliie edildi.

cDNA sentezi i¢in ornekler ve kit icerigi buz lizerine ¢ikarildi. 200 pL lik
ependorflara cDNA sentez karisimi hazirlandi.

Her 6rnek icin 4 pL Total RNA {izerine 4 uL 5x VS Reaction Buffer eklendi.
72°C'de 5 dk Techgene thermal cycler icerisinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 1 pL VitaScript™ Enzim Mix eklendi.

11 pL niikleaz igcermeyen su ile toplam hacim 20 uL.’ye tamamlanda.

20 wl igerik ayni cihazda reaksiyonu 1 saat 42°C'de inkiibe edildi ardindan
VitaScript™ Ters transkriptazin inaktivasyonu i¢in 80°C'de 10 dakika siireyle
bekletildi.

Sentezlenen cDNA’lar niikleaz icermeyen su ile 80 pl'ye seyreltilerek calisma

giiniine kadar -20°C'de muhafaza edildi.
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Primer Dizileri

PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri Tablo 7 de gosterildi. Diziler
Sentegen firmasindan temin edildikten sonra firmanin gonderdigi protokole uygun
miktarlarda niikleaz igermeyen su ile sulandirildi. Ardindan her birinin
konsantrasyonu 100 um olan stoklardan 10 kat diliie edilip ara stok olusturularak -

20°C'de muhafaza edildi.

Tablo 7. Primer dizileri.

Primer Forward (sense) Reverse (antisense)

adi

GAPDH | AGGTCGGTGTGAACGGATTTG GGGGTCGTTGATGGCAACA
UCP-1 AGGCTTCCAGTACCATTAGGT CTGAGTGAGGCAAAGCTGATTT
UCP-1 GCTTTGCCTCACTCAGGATTGG CCAATGAACACTGCCACACCTC
PPARy GCCCTTTGGTGACTTTATGGA GCAGCAGGTTGTCTTGGATG
PGClaq ATGTGCAGCCAAGACTCTGTA CGCTACACCACTTCAATCCAC
HSL GCTCATCTCCTATGACCTACGG TCCGTGGATGTGAACAACCAGG
Tfam GAGGCAAAGGATGATTCGGCTC CGAATCCTATCATCTTTAGCAAGC
AMPK a1 | GGTGTACGGAAGGCAAAATGGC CAGGATTCTTCCTTCGTACACGC
FASN CACAGTGCTCAAAGGACATGCC CACCAGGTGTAGTGCCTTCCTC
PLIN1 GAGAAGGTGGTAGAGTTCCTCC | GTGTGTCGAGAAAGAGTGTTGGC
1Fi202B AAGAAAGGCTGGTTGATGGAGAG | GGTCAGTTGTCCAGATACCACC

Reaksiyon Kurulumu

Verbascoside muamelesi sonrasinda trizol ve kit ile total RNA izolasyonunu
takiben cDNA sentezi gerceklestirilen 6rneklerin gen ekspresyonlar1 degerlendirilmek
tizere reaksiyon kurulumu gergeklestirildi. Bunun icin 2X Magic SYBR Mix
(PROCOMCURE) protokole uygun olarak kullanildi. Hesaplamalar bir 6rnek i¢in son
hacim 10 pL olacak Tablo 8’da gésterildigi gibi yapildi. Oncelikle kullanilacak her bir

primer i¢in duplike calisilacak 6rnek sayisina gore ayri1 bir ependorfta bu karisim
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hazirlandi. Ardindan her kuyuya 19 pL karisimdan ilave edildi ve en son drneklerin

cDNA'lar1 iizerine eklenerek 96 kuyulu mikroplaka yiiklendi.

Tablo 8. Reaksiyon karigima.

Icerik Hacim Final Konsantrasyonu
2X Magic SYBR Mix 5uL 1X

cDNA 1 pL Max 2 pL

Forward primer (10 uM) | 0,25 uLb 0,05-0,9 uM (her biri)
Reverse primer (10 uM) | 0,25 uL 0,05-0,9 uM (her biri)
Niikleaz igermeyen su 3,5 uL

Gergek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) pikoreal 96 real-time

thermal cycler cihazinda Tablo 9 de gosterilen degerlerde reaksiyon calistirildi.

Tablo 9. RT-PCR protokolii.

Basamak Dongii sayis1 Sicaklik-Siire
Ik denatiirasyon 1 95 °C'de 5 dakika
Cogaltma (anneal) 40 95 °C'de 10 saniye

60 °C'de 15 saniye
72 °C'de 20 saniye
Son uzama 1 72 °C'de 2 dakika

Reaksiyon sonucu elde edilen veriler kullanilarak gen ekspresyon miktarlar
referans genler ile rolatif olarak belirlenmistir. Gen ekspresyonlarinin rolatif degisimi,
gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) referans genine gore analiz edilmistir.
2-44¢ y5ntemi, RT-PCR deneylerinden gen ekspresyonundaki goreceli degisiklikleri
analiz etmenin uygun bir yoludur (175). Bu yontem tedavi grubundaki hedef
transkriptin PCR sinyalini, kontrol grubu ile iliskilendirir. Oncelikle hedef transkriptin
gen kopyalarinin Ct (Cycle Threshold) degerleri ile referans genin Ct degerleri
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arasindaki fark alindi (4Ct). Ardindan tedavi gruplarindaki ve kontrol grubunun ACt
ortalamalar1 hesaplandi. Tedavi grubu ortalamasindan kontrol grubu ortalamasi
cikarilarak 44 Ct elde edildi. Ardindan excell ile 244 formiilii kullanilarak 6rnekler

arasindaki katli degisimler hesaplandi.

Istatistiksel analiz

Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25 software (Armonk, NY: IBM Corp.))
paket programiyla analiz edilmistir. Stirekli degiskenler ortalama + standart sapma,
ortanca (en kiigiik-en biiyiik degerler) ile ifade edilmistir. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Parametrik test varsayimlari
saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarin karsilagtirilmasinda Tek Yonlii Varyans
Analizi (post hoc: Tukey Testi) kullanilmistir. Tiim analizlerde p<0,05 istatistiksel

olarak anlaml1 kabul edilmistir.

Mikrodizin analizi istatistik

Mikrodizin analizi grup sayisinin az olmasi ve 3T3-L1 hiicre hattinin fare
kokenli olmasindan dolayr minimum ornek gereksinimi olmayan, fare mRNA

ekspresyon analizi Affymetrix Gene 2.0 ST Array yapilarak gerceklestirildi.
Biyoinformatik analizler i¢in Macrogen firmasindan destek alindi. Bu analizler;

1. Mikrodizine gonderilen orneklerin analize uygunlugu, RNA kalitesi Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Amerika) cihazi ile 6l¢iildii.

2. Veriler Affymetrix® Power Tools'da uygulanan giiclii ¢oklu ortalama robust
multi-average (RMA) yontemi ile 6zetlendi ve normallestirildi. Sonucu gen
seviyesinde RMA analizi ile aktarilarak ve farkli sekilde eksprese edilen gen
(differentially expressed gene) (DEG) analizi gerceklestirildi.

3. Ekspresyon verilerinin istatistiksel anlamlilik kat degisimi (fold change) (fc)
kullanilarak belirlendi. Bir DEG seti i¢in, benzerligin bir 6l¢iisii olarak tam
baglanti ve Oklid mesafesi kullanilarak Hiyerarsik kiime analizi
gerceklestirildi.

4. Anlamli prob listesi i¢in Gene-Enrichment and Functional Annotation analizi,
Gen Ontoloji (GO) ve Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
yolak analizi kullanilarak gerceklestirildi.
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GO Analizi: Genlerin ontolojik yani hiicresel bilesen, biyolojik siire¢ ve
molekiiler fonksiyonlarina gore ortaya konulmasi amaciyla yapildi.

KEGG Yolak Analizi: Genlerin birbirleri ile olan iliskileri ve hiicre
metabolizmasi hakkinda bilgi vermek icin gergeklestirildi.

. Farkli sekilde ifade edilen genlerin tiim veri analizi ve gorsellestirmesi, R 3.3.2

(www.r-project.org) kullanilarak gerceklestirildi.
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BULGULAR

OIL RED O BOYAMA SONUCLARI

Deney modelinin uygunlugu ve polifenol muamelesi sonucu hiicrelerde olusan
degisimlerin analizi i¢in deney gruplar1 preadiposit, olgun, hipertrofik adiposit ve
farkli VB dozlart uygulanan hipertrofik adipositler olarak belirlendi ve sonuglar
kalitatif olarak degerlendirildi (Sekil 17). Farklilasma 6ncesi preadipositler ile olgun
ve hipertrofik adiposit arasindaki farklarin olusumu ile modelin uygunlugu tespit
edildi. Ancak hipertrofik adipositlere VB uygulanmasi sonucu gruplar arasi farklilik
gozlenmedi (Sekil 18).
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Deney gruplar1 A) Farklilagsma 6ncesi preadiposit B) Olgun adiposit (10. Giin), C) Preadipositten
adiposite farklilagtirilip daha sonra hipertrofik adiposit hale getirilen hiicreler (kontrol), D) Hipertrofik
hale getirilip 18.glin 48 saat 50 uM Verbascoside ile inkiibe edilen hiicreler (V50), E) Hipertrofik hale
getirilip 18.giin 48 saat 100 uM Verbascoside ile inkiibe edilen hiicreler (V100). Boyama sonucu ndtr

lipidler kirmiz1 ve gekirdekler mavi olarak goriinmektedir.

Sekil 18. Oil Red O boyama sonuglari (100x).

Sirastyla A) Preadipositten adiposite farklilastirilip daha sonra hipertrofik adiposit hale getirilen
hiicreler (kontrol), B) Hipertrofik hale getirilip 18.giin 48 saat 50 uM Verbascoside ile inkiibe edilen
hiicreler (V50), C) Hipertrofik hale getirilip 18.glin 48 saat 100 uM Verbascoside ile inkiibe edilen

hiicreler(V100). Boyama sonucu nétr lipidler kirmiz1 ve ¢ekirdekler mavi olarak gériinmektedir.

MIKRODIZIN ANALIZi SONUCLARI

Analiz oncesi ilk olarak gonderilen numunelerde RNA da olabilecek kiriklarin
degerlendirilmesi ve mikrodizin analizine uygunlugunun kontrolii amaciyla RNA
integritesi (RIN) analizi yapildi. RIN degeri 6rneklerin kaliteli olup olmadigini yani
analize uygunlugunu gostermektedir (Sekil 19). 8’in lizerindeki degerler uygun olarak
kabul edilmekte olup; 6rneklerde degerlendirmeye engel diizeyde herhangi bir RNA
kirigi olmadigi tespit edildi.
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Purity Purity Conc. Volume Total rRNA
* Hamiple Name (A260/A280) | (A260/A230) |  (ng/ul) (ul) Amgunt REY Ratio Reshit
I Control 2.1 218 1746.6 17 29.69 9.6 1.6 Pass
2 V50 2.11 22 1504 17 25.57 99 2 Pass
3 V100 2.11 22 1347.7 17 2291 9.6 1.6 Pass

Sekil 19. RNA kalite kontrol sonuglari.

Mikrodizin analizi sonucu Orneklerin bulundugu filogenetik agac ve ornekler
arasi korelasyon Sekil 20’ de gdsterildi. Kontrol grubunun VB uygulanan gruplardan
farkl filogenetik agacta olmasi polifenol verilen gruplara ayn1 uygulama yapildigini
gostermektedir. Gruplar arasi korelasyon ise ayni1 6rnekler arasinda, ayni hiicre hatti
kullanilarak deneyler gergeklestirildigi icin 1’e yakin ve ayni1 olarak tespit edilmistir.

Sayisal farklar gen ifadesi farkliligindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 20. Ornekler arasindaki korelasyon analizi.
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Sekil 21°de numuneler arasinda yapilan kiyaslamalarla 1,5 ve 2 kat artan/azalan

prob sayilart gdsterilmistir. | Fc | >1,5 & 2 artiglar anlamli kabul edilmistir.

UP, DOWN regulated probes count
(by|FC|>=1.5 & 2)

V50 168 O up
/Control.1.5fc 218 B DOWN
V100 112
/Control.1.5fc 200

V100 92
/V50.1.5fc 112
Test 95
/Control.1.5fc 174
V50 17
/Control.2fc 32

V100 14
/Control.2fc 20

V100
/V58.2fc

[
Test H9

/Control.2fc

[ I I I T T ]
100 150 200 250 300

(o)
w1
(o)

count of probes

Sekil 21. Mikrodizin analizi sonucu ifadesi artan azalan prob sayilari.

Mikrodizin sonucglarina gore genlerin ontolojik; biyolojik siireg, molekiiler
fonksiyon ve hiicresel bilesenlerin analizi heatmap {izerinde (Sekil 22) gosterilmis

ancak metabolik yolaklarda anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0,05).
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Sekil 22. KEGG heatmap analiz sonuglari.

KEGG analizi sonucu termogenez yolagi i¢cin V50/kontrol, V100/kontrol ve
V50/V100 kiyaslamalarinda anlamli  farklihik gosteren herhangi bir gen

bulunamamuistir (Sekil 23). Hedef genlerden bazilar1 kirmizi ile isaretlenmistir.
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Sekil 23. Termogenez yolak analizi.



Analiz sonucu V50/kontrol anlamli (1,5 ve iizeri kathh degisim gosteren)
artis/azalig olan 386 gen tarandi. Bunlardan kodlanmayan genler (ENS/XR) ¢ikarildi,
108 adet protein kodlayan gen tespit edildi. Ayn1 islem V100/kontrol i¢in de yapildi.
312 gen tarandi, 86 adet protein kodlayan gen tespit edildi.

Son olarak V50/kontrol ve V100/kontrol gruplari1 arasinda ortak artis /azalis
gosteren 24 adet protein kodlayan gen tespit edildi. Ancak bunlarin igerisinden 3 tanesi
(Ifi202b, Rps 26, Rps 24) adipoz dokuda eksprese edilmekteydi (Tablo 10°da kirmizi
ile igaretlenmistir). Yapilan literatiir taramas1 sonucu tez projemizde arastirdigimiz
konuyla ilgili olabilecek yalnizca Ifi202b genine ait ¢aligmalara rastlandi. Bu nedenle

caligmaya dahil edildi.

Tablo 10. V50/kontrol ve V100/kontrol gruplar1 arasinda 1,5 kat ve iizeri

artis/azalis gosteren ortak genler.

Gene_Symbol  mRNA Accession V50/Control.fc  V100/Control.fc Gene Description
1 Tcebl NM_001310470 1,813190 1,847904 transcription elongation factor B (SlIl), polypeptide 1
2 Ptpdal NM_011200 1,507220 1,507220 protein tyrosine phosphatase 4al
3 1fi203 WQ 1 S?m_] i E?m} intW 203
4 1fi202b NM_008327 1,529988 1,536353 interferon activated gene 202B
5 Rps26 NM_013765 -2,219647 -2,348110 ribosomal protein S26
6 Rps24 NM_011297 -1,679416 -1,559475 ribosomal protein $24
I m-\JL7131 '1,0333” 'l,m AIRCIV Lm
8 Dcppl NM_019910 -1,896961 -1,896961 demilune cell and parotid protein 1
9 Unc93a NM_199252 -1,618548 -1,684955 unc-93 homolog A (C. elegans)
10 Zfp871 NM_172458 1,618133 1,618133 zinc finger protein 871
11 Zfp937 NM_001142411 1,616586 1,616586 zinc finger protein 937
12 Bpifa5 NM_025990 -1,572860 -1,572860 BPI fold containing family A, member 5
13 Gm14322 NM_001243903 1,582999 1,639539 predicted gene 14322
14 OIfr1019 NM_147015 -1,646246 -1,697051 olfactory receptor 1019
15 Gm4871 NM_001101463 1,878290 1,877119 predicted gene 4871
16 Aocl NM_001161621 -1,577150 -1,577150 amine oxidase, copper-containing 1
17 Tigd2 NM_001081145 1,520283 1,518514 tigger transposable element derived 2
18 Klk1b9 NM_010116 -1,623807 -1,717786 kallikrein 1-related peptidase b9
19 Saa2 NM_011314 -1,637177 -1,637177 serum amyloid A 2
20 OIfr663 NM_001011757 -1,603740 -1,991327 olfactory receptor 663
21 Defa21 NM_183253 -2,298018 -1,964715 defensin, alpha, 21
22 Apoo NM_001199337 1,829818 1,829818 apolipoprotein O
23 Zxdb NM_001081473 1,927713 1,927713 zinc finger, X-linked, duplicated B
24 Kctd12b NM_175429 1,586239 1,586239 potassium channel tetramerisation domain containing 12b

Hipotezimizde belirtilen ve adiposit kahverengilesmesi ile ilgili olabilecek

genlerin mikrodizin analiz verileri Tablo 11°de gosterilmistir.
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Tablo 11. Calisilmasi planlanan tiim genlerdeki artig/azalig miktarlar.

Gene_Symbol V50/Control.fc | V100/Control.fc | V100/V50.fc
Ucpl 1,000000 1,000000 1,000000
Pparg -1,030790 -1,159626 -1,124988
Ppargcla (PGC-1a) | 1,140100 1,140100 1,000000
Prdm16 1,000000 1,000000 1,000000
Srebfl -1,030925 -1,043666 -1,012358
Cptlc 1,000000 1,000000 1,000000
Lipe (HSL) -1,036134 -1,059512 -1,022563
Sirtl 1,000000 1,000000 1,000000
Tnfrsf9 (CD137) 1,000000 1,000000 1,000000
Tfam 1,000000 1,000000 1,000000
Fasn -1,071447 -1,132334 -1,056828
Plinl -1,063765 -1,168858 -1,098793
Prkaal (AMPKal) 1,096412 1,023556 -1,071179

Hipotezimize uygun genlerin mikrodizin analizi sonucu RT-PCR yapilmadan
literatiir yeniden gozden gegirilerek validasyonu yapilacak genler secilerek primerleri

temin edildi. Ancak bunlardan yalnizca 5 tanesi ile ilgili veri elde edildi (Tablo 12).

Tablo 12. Primer se¢imi.

Hipotez Mikrodizin sonras1 | RT-PCRile veri elde
edilen

UCP-1 UCP-1 PPARYy

PPARYy PPARYy HSL

PGC-1la PGC-la AMPK

PRDM16 HSL PLIN1

SREBP1 Tfam Ifi202b

CPT1 PLIN1

HSL AMPK

SIRT1 FASN

CD137 Ifi202b

Tfam
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RT-PCR SONUCLARI

Tiim gruplar arasinda hedef genler olan PPARy, AMPK, HSL, PLIN1, Ifi202b
mRNA ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik mevcuttur (p<0,05).

3T3-L1 hipertrofik hale getirilmis hiicre hattinda PPARy mRNA ekspresyonu
V50 grubunda kontrol grubuna gore (p=0,022), V100 grubunda kontrol grubuna gore
(p=0,0001) istatistiksel olarak anlamli derecede artig gostermistir (Sekil 24). Ayn
zamanda V100 grubunda da V50 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis

bulunmustur (p=0,028).

PPARYy
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Sekil 24. PPARy mRNA ekspresyonunun rolatif degisimleri.

(K: Kontrol, V50: Verbascoside 50 uM, V100: Verbascoside 100 uM, Ortalama =+ standart
sapma; n=6-7, p<0,05 istatistiksel olarak anlaml farklilik kabul edilmistir (" p<0,05: kontrol grubundan
fark; "*p<0,05; V50 grubundan fark).

AMPK mRNA ekspresyonu da V50 grubunda kontrol grubuna gore (p=0,043),
V100 grubunda kontrol grubuna gore (p=0,0001) istatistiksel olarak anlamli artig
gostermistir (Sekil 25). V100 grubu da V50 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artis gostermistir (p=0,003).
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Sekil 25. AMPK mRNA ekspresyonunun rélatif degisimleri.

(K: Kontrol, V50: Verbascoside 50 uM, V100: Verbascoside 100 uM, Ortalama + standart
sapma; n=6-7, p<0,05 istatistiksel olarak anlaml farklilik kabul edilmistir (* p<0,05: kontrol grubundan
fark; "*p<0,05; V50 grubundan fark).

3T3-L1 hipertrofik adipositlerinde HSL mRNA ekspresyonu; V50 grubunda
kontrol grubuna goére (p=0,0001), V100 grubunda da kontrol grubuna goére (p=0,002)
istatistiksel olarak anlamli derecede artis gostermistir (Sekil 26). V50 ve V100 gruplari

arasinda, istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p=0.626).
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Sekil 26. HSL mRNA ekspresyonunun rolatif degisimleri.
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(K: Kontrol, V50: Verbascoside 50 uM, V100: Verbascoside 100 pM, Ortalama + standart
sapma; n=6-7, p<0,05 istatistiksel olarak anlaml farklilik kabul edilmistir (* p<0,05: kontrol grubundan
fark).

PLINT mRNA ekspresyonu ise V50 grubunda kontrol grubuna goére (p=0,0001),
V100 grubunda da kontrol grubuna gore (p=0,001) istatistiksel olarak anlamli
derecede artig gostermistir (Sekil 27). V50 ve V100 gruplarmin ikili karsilastirilmasi

arasinda anlamh farklilik saptanmamustir (p=0,507).
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Sekil 27. PLIN1 mRNA ekspresyonunun rolatif degisimleri.

(K: Kontrol, V50: Verbascoside 50 M, V100: Verbascoside 100 uM, Ortalama + standart
sapma; n=6-7, p<0,05 istatistiksel olarak anlaml farklilik kabul edilmistir (" p<0,05: kontrol grubundan
fark).

3T3-L1 hipertrofik adipositlerinde 1fi202b mRNA ekspresyonu V50 ve V100
gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p=0.0001)
(Sekil 28-A). Ancak V50 ile V100 gruplarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir (p=0,256). Ayn1 zamanda PCR {iriinii esit hacimde %1,5 agarose

jele yiiklenip goriintiilenerek (Sekil 28-B) bu sonug teyit edilmistir.
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Rolatif Ekspresyon

Sekil 28. 1fi202b mRNA ekspresyonu ve agarose jel goriintiisii.

A) 1fi202b mRNA ekspresyonunun rolatif degisimleri (K: Kontrol, V50: Verbascoside 50 uM,
V100: Verbascoside 100 uM, Ortalama + standart sapma; n=6-7, (“ p<0,05: kontrol grubundan fark). B)
RT-PCR agarose jel goriintiisii (gruplar soldan saga sirasiyla K, V50, V100).
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TARTISMA

Giin i¢inde ¢ogu zaman oturarak, yiiksek kalorili yiyeceklerin yogun tiiketildigi
ve ¢ok az veya tamamen fiziksel aktivite olmadan siirdiiriilen modern yasam tarzi,
obeziteye neden olan ¢ok dnemli bir faktérdiir. Bu durum diinya ¢apinda halk saglig
i¢cin ciddi bir tehdit olusturmaktadir. Ancak, obezitede gozlenen asir1 disfonksiyonel
yag dokusunun patolojik birikimi nedeniyle bu durum o&zellikle endise vericidir.
Obezitede T2DM, kalp hastaligi, IR, hiperglisemi, dislipidemi, hipertansiyon ve bazi
kanser tiirleri dahil olmak iizere diger bir¢ok hastalifin ortaya ¢ikmasinda rolii olan
onemli bir risk faktoriidiir (176—178). Obezite ile iliskili biitiin bu saglik sorunlarindaki
kiiresel artig nedeniyle adiposit biyolojisi son yillarda yogun bir sekilde incelenmeye

baslanmugtir.

Adiposit proliferasyonu, farklilagsmasi, adipokin salgilanmasi ve gen / protein
ekspresyonu gibi durumlarin mekanizmalarinin belirlenmesinde in vitro modeller ve
ozellikle de 3T3-L1 hiicreleri gibi yerlesik hiicre hatlar, siklikla kullanilmaktadir. Son
zamanlarda yapilan bir derlemede (134) polifenollerin de dahil oldugu
fitokimyasallarin in vitro deneylerde (6zellikle 3T3-L1 modeli) adipogenez/lipogenezi
azaltarak ya da lipoliz/'YA oksidasyonunu arttirip ve bu sayede yag doku
kahverengilesmesini indiikleyerek antiobezite etkileri oldugu gosterilmistir.
Calismamiz kapsaminda da bu yolaklardan hedef molekiiller secilerek VB nin adiposit

kahverengilesmesine olasi etkilerinin incelenmesi planlanmaistir.

Tez projemizde; VB’nin yag dokudaki kahverengilesmeye olasi etkilerinin in
vitro olarak test edilmesi amaciyla 3T3-L1 preadipositleri kullanilmistir.
Calismamizda hiicreler oncelikle diisiik glukozlu besi yeri ile c¢ogaltilarak deney
gruplart i¢in uygun sayida hiicrenin elde edilmesi saglanmistir. Yeterli sayiya
ulastiklarinda deneyler icin ekilen hiicreler yine ayni besi yeri ile takip edilerek
konfluent olmalar1 saglanmistir. Hiicreler deneylerin gerceklestirilecegi kiiltiir
kaplarinda yaklasik %80 yogunluga ulasinca, preadipositlerin adipositlere
farklilagmasini indiiklemek i¢in ortama farklilagtirma kokteyli (IBMX, DEX, INS,
FBS) iceren besi yeri eklenmis ve hiicreler bu besi yerinde 48 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 yiiksek glukoz ve INS igeren besi yeri 18 giin boyunca iki giinde
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bir degistirilerek hiicreler takip edilmistir. Boylece adipositlerdeki lipid
damlaciklarinin ¢ap ve sayilarinda artis saglanmistir. Ardindan preadipositlerin olgun
(10. giin) ve hipertrofik (18. giin) hale doniistiiriildiigli yapilan Oil Red O boyamast ile
mikroskobik olarak analiz edilmis ve modelimizin basarili oldugu gortilmiistiir.
Sectigimiz polifenol olan VB hipertrofik hale getirilmis adipositlere farklilasma
sonras1 18. giinde 50 uM ve 100 uM olarak 48 saat uygulanmistir. Uygulanan bu
polifenol ile yag hiicresinde olusturulan hipertrofinin azaltilacagi, termogenezin,
kahverengilesmenin indiiklenecegi, lipoliz/lipid oksidasyonunun arttirilacag: hipotezi
ile deneylere baslanmistir. Deneyin sonunda hiicreler trizol kullanilarak enzimatik
olarak kaldirilip, ticari bir kit yardimiyla total RNA’ lar1 izole edilmistir. RNA saflik
ve konsantrasyon Ol¢timleri sonrast mikrodizin analizi i¢in bir miktar numune etanol
presipitasyon protokolii ile hazirlanarak hizmet alimi1 yapilan firmaya gonderilmistir.
Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde lipid ve karbonhidrat metabolizmas1 ayrica
adiposit kahverengilesmesi ile ilgili genlerin ekpresyon diizeylerinde anlamh
artis/azalis gbzlenmemistir. Bunun {izerine sonuclar igerisinden deney gruplarinda
ortak olarak anlamli artis/azalis gdsteren diger genler taranmistir. Bunlar igerisinden
hipotezimizle iligkili olabilecek interferon ile aktive edilen gen 202B (Ifi202b)
ekspresyonunun her iki deney grubunda da anlamli olarak artig gosterdigi tespit
edilmistir. Ek olarak mikrodizin analizinde gruplar arasinda bazi gen
ekspresyonlarinda ¢ok az ya da hi¢ degisim olmasi, ayn1 zamanda degisiklik goriilen

gen ekspresyonlarinin validasyonu i¢in RT-PCR yapilmistir.

RT-PCR oncesi primerler segilirken literatiirden yiiksek impakt faktorlii
dergilerden tercih yapilmis ve senteze gonderilmeden 6nce G-C orani, erime sicakligi
(Tm), baz ve {iriin uzunluklar1 kontrol edilmistir. Cok fazla tekrarli niikleotid dizileri
olmayan ve kendi ilizerine katlanma orami diisiik olan, ayn1 zamanda o genin
varyantlarii da kapsayan dizilerin se¢imine dikkat edilmistir. Ancak temin edilen
primerlerden yanlizca 5 tanesi (AMPK, PPARy, HSL, PLIN1, Ifi202b) ile ilgili veri
elde edilebilmistir. Diger primerler icin kantitatif PCR yapilarak agarose jele
yiiklenmis ancak herhangi bir bant goriilmemistir. Pek ¢ok sebepten gergeklesebilecek
olan bu durumun ¢oéziimii i¢in gerekli biitce ve siire kisitlhiliklar1 nedeniyle tez

projemizde sonug olarak elde edilebilen veriler sunulmustur.
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Calismamizda AMPK mRNA ekspresyonu hem 50 uM hem de 100 uM VB
uygulanan grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir. Ayni
zamanda 100 uM VB uygulanan grupla 50 uM arasinda da anlamli fark saptanmstir.

Bu durum doza bagli olarak AMPK ekspresyonunun arttigini géstermektedir.

AMPK merkezi bir enerji sensOrii olarak hareket eden, hiicresel enerji
homeostazinda merkezi bir rol oynayan ve yag dokunun yani sira karaciger,
hipotalamus ve iskelet kas1 dahil diger bircok dokuda eksprese edilen bir enzimdir
(23). AMPK, c¢esitli biyolojik siireglerde yer almasinin yani sira, YA
metabolizmasinin, termogenezin ve YD nin gelisiminin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. Aktivasyon Tlzerine AMPK, YA sentezini inhibe eder ve
oksidasyonunu (kaslarda ve karacigerde) uyarir ayrica adiposit lipogenezini ve lipolizi
diizenleyici rolii de bilinmektedir. AMPK aktivatorleri YA oksidasyonunu artirarak,
genetik olarak obez ob / ob farelerde plazma ve karaciger trigliserit diizeylerinde
azalmaya ve viicut agirlig1 artisinda azalmaya, soguktan kaynaklanan termogenezde
artisa ve inguinal yag deposunda kahverengilesmeye neden olabildigi de cesitli

caligmalarla ortaya konmustur (179,180).

Yiiriitilen tez projemizde planlama, uygulama ve tartisma kisimlarinda
“Ispanya-Miguel Hernandez University-Elche” IDiBE enstitiisinden Prof Dr. Maria

Herranz-Lopez ve ekibiyle igbirligi halinde hazirlanmistir.

Calismamizda kullanilan dozlar daha 6nce yapilan bir ¢alisma esas alinarak
belirlenmistir (163). Bu g¢alismada VB’nin AMPK aktivasyonuna olan etkileri
arastirilmistir. 3T3-L1 hiicreleri farklilasmadan 8 giin sonra yani olgun adiposit halde
24 saat 25 uM, 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlarinda uygulanan birlesigin AMPK
aktivasyonu fosforile(p)-AMPK/AMPK orani ile degerlendirilmistir. Burada AMPK
agonisti olarak bilinen bir ajan olan 5-Aminoimidazol-4-karboksamid-1-p3-4-
ribofuranosid (AICAR) pozitif kontrol olarak kullanilmis. VB 50 uM ve 100 uM
dozlarinda pozitif kontrole gére daha fazla AMPK aktivasyonuna neden oldugu

gosterilmistir (163).

Olivares-Vicente ve ark. 50 uM ve 100 uM dozlarda VB uygulamasiyla, 200 pg
/mL LC ekstrakti (%27 VB igeren) uygulamasinin, olgun adipositlerde p-
AMPK/AMPK oranin1 yani AMPK aktivasyonunu benzer oranda arttirarak etki
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ettigini bulmuslardir. Bu sonugtan yola ¢ikarak VB’ nin, ekstraktin AMPK aktive etme
kapasitesinden sorumlu ana faktorlerden biri oldugunu ileri slirmiislerdir. Bu
caligmadan farkli olarak tez projemizde hipertrofik hale getirilmis adiposit hiicreleri
kullanilmis ve hiicreler VB ile 48 saat inkiibe edilmistir. Diger taraftan hiicreler trizolle
enzimatik olarak kaldirilarak RT-PCR ile AMPK ol izorformunun mRNA

ekspresyonu caligilmistir.

Bir diger calismada ise hipertrofik hale getirilmis (18. giin) adiposit hiicreler LC
ekstraktindan elde edilen VB ile 54 pg/mL ve 108 pg/mL dozlariyla 48 saat inkiibe
edilmis ve gruplarda p-AMPK/AMPK oran1 western blot yontemi ile analiz edilmistir.
VB’nin doza bagimli olarak kontrol grubuna gére AMPK aktivasyonunu arttirdigi
gosterilmistir (14). Ancak p-AMPK/AMPK oranindaki artig LC ekstraktinin (%27 VB
iceren) 200 ve 400 pg/mL uygulanmasiyla elde edilen artigsa oranla ¢cok daha diigiik
olarak tespit edilmistir. Bu durum arastirmacilar ekstraktin i¢indeki diger bilesiklerin
de ekstraktin AMPK aktivasyon etkisine katkida bulundugu sonucuna yoneltmistir.
Bahsettigimiz ¢alismalardaki bulgular, calismamizda elde ettigimiz AMPK mRNA
ekspresyonu artis1 sonucunu desteklemektedir. Calismamizda her ne kadar AMPK
aktivasyonu western blot yontemi ile degerlendirilememis olsa da ortaya koydugumuz
mRNA artis1, bu enzimin ifadesini arttirarak AMPK aktivasyonunu saglayabileceginin
gostergesi  olabilir. Bunun i¢in ileri ¢alismalarla desteklenmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

Literatiirde yer alan bir diger ¢alismada, Rodri ve ark., VB iceren bir diger
ekstrakt olan zeytin agaci1 yapragi (Olea europaea)’nin, hipertrofik (18. giin) 3T3-L1
adiposit modelinde hiicre i¢i trigliserit birikimine ve immiinofloresan yontemle AMPK
aktivitesine etkisini aragtirmislar ve ekstraktin AMPK'ya bagli mekanizmalar yoluyla
hiicre i¢i lipid birikimini azaltti§i sonucuna varmislardir (181). Ekstraktin
kromatografi analizi ile esas olarak VB'den olusan fraksiyonlarinin, adipositlerde
AMPK aktivasyonunda VB’nin sorumlu ana ajan olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu
bilgiler, bizim verilerimizle birlikte degerlendirildiginde VB’nin AMPK’da artisa

neden olabildigi sonucunu destekler niteliktedir.

Calisgmamiz kapsaminda degerlendirilen bir diger parametre de PPARy olup;

PPARy mRNA ekspresyonu da AMPK ile benzer sekilde ¢aligmamizda V50 ve V100
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gruplarinda kontrol grubuna gore, ayni zamanda V100 grubunda V50’ye gore anlamli

derecede artmis oldugu saptanmustir.

PPAR'lar hiicre biiylimesi, morfogenez, farklilasma ve homeostaz dahil olmak
tizere ¢esitli fizyolojik ve patolojik siiregleri diizenleyen transkripsiyon faktorleridir
(182). PPARY, hem beyaz hem de kahverengi adipositlerin farklilagmasi ve hayatta
kalmasi i¢in gerekli olan transkripsiyon faktoriidiir (183). Hem fare hem de insan
caligmalarinda, PPARy aktivatérii olan rosiglitazon tedavisinin, BYD’de
termogenezden sorumlu KYD’den ayirt edici bir gen olan UCP-1'in ekspresyonunu
indiikledigi bildirilmistir (61,93). PPARy aktivasyonunun, fare epididimal yag
dokusundan tiiretilmis beyaz preadipositlerinde in vitro olarak kahverengi adiposit
benzeri hiicrelerin olusumunu indiikledigi gosterilmistir, bu da immiinositokimyasal
boyamayla ortaya kondugu {lizere hiicrelerin yaklasik %10'unun UCP-1 pozitif

olmasini saglamistir (93).

Literatiirde adiposit hiicre hattinda VB uygulanmasini takiben olast PPARy
mRNA ekspresyonunu inceleyen herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamaistir. Ancak daha
once yapillan bir c¢alisgmada olgun adipositlere 24 saat siireyle VB
108 pg/mL uygulamasimnin indirekt yontemle adiponektin ekspresyonunu PPARYy
aracili arttirdig1 gosterilmistir (14) . Bu ¢alisma sonuglarimizi destekler niteliktedir.
Daha oOnceki ¢alismalarin kisith sayida olmasi nedeniyle etken maddesi VB olan
ekstraktlarla yapilan ¢aligmalar ve polifenollerin PPARY {izerine etkisinin incelendigi

calismalarla da sonuglar ele alinmustir.

[lk olarak, 3T3-L1 olgun (10. giin) adipositlerde, fenolik bilesikler bakimindan
zengin lizlim posasi Oziitiiniin (grape pomace extract, GPE) 24 saatlik uygulamasiyla,
B-adrenerjik uyari sistemini (PKA, AMPK, p38, ERK) etkinlestirdigi gosterilmistir
(184). B-adrenerjik uyarinin, mitokondriyal biyogenez (PGC-1a, PPARy, PRDMI16 ve
UCP-1) ve YA oksidasyonunda (ATGL) yer alan proteinlerin upregiilasyonuna yol
actig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada in vivo olarak, fare inguinal BYD’de GPE’nin,
adipoz doku kahverengilesmesi ile ilgili proteinlerin ekspresyonunu da arttirdig
bildirilmistir (PGC-1a, PPARy, PRDM16, UCP-1). Calismamizda da benzer sekilde
kontrol grubuna kiyasla VB’nin her iki dozunda da PPARy mRNA ekpresyon artig1

gozlenmistir.
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Bunun yanisira, literatiirde etken maddesi VB olan ekstraktla yapilan ¢caligmada;
HFD ile obezite modeli olusturulan farelere MetA (LC ve HS kombinasyonu) (50 ve
100 mg/kg) ve LC ekstrakti (100 mg/kg) 8 hafta siireyle verilerek -etkileri
arastiritlmistir. LC ekstrakti verilen grupta, abdominal scBYD ve epididimal BYD’da
PPARy mRNA ekspresyonunun, normal yagh diyetle (NFD) beslenen gruba gore
arttigi ve ayrica MetA 100 mg/kg uygulamasinin HFD grubuna gore PPARYy
ekspresyonunu anlamli derecede azalttigi gosterilmistir (164). Calismada kullanilan
MetA formiiliiniin kromatografi analizinde ana bilesigin VB oldugu ve %15-18
konsantrasyonlarda bulundugu belirtilmistir. LC ve MetA 50 mg/kg uygulanan
gruplarda HFD ile beslenen gruba gére PPARYy ekspresyonunda anlamli degisiklik
bulunamamistir. Bu arastirma ile sonuglarimiz degerlendirildiginde in vivo LC
ekstraktinin emilimi ve viicutta dagilimi onemli bir husustur ve ayni zamanda
ekstraktin ne kadar VB i¢erdigi ve serumdaki seviyeleri bilinmedigi i¢in bu etkinin ne
kadarmin VB ile iligkili olabilecegi kesin olarak bilinememektedir. Bununla birlikte
yalnizca NFD ile beslenen gruba gore LC ekstrakti verilen grupta fark olmasi ve ayrica
LC ve HS kombinasyonu olan MetA 100 mg/kg grubunda HFD grubuna gore azalma
olmast; bu bitkilerin igerisindeki diger metabolitlerin birlikte bir etki yaptigin1 da
diistindiirmektedir. PPARy’daki degisikliklerinin dogrudan VB’ye bagli olarak
degerlendirilmesi uygun olmayacagi ileri siiriilmektedir. Ek olarak, in vivo sartlarin
bu LC ekstraktinin dolayisiyla etken maddesi olan VB’nin etkisinde degisime neden

olabilecegi de 6n goriilmektedir.

Tez caligmamizda ayrica lipid metabolizmas1 da arastirilmis ve yag dokuda
lipoliz mekanizmasinda rol alan 1iki molekiilin mRNA ekspresyonlari
degerlendirilmistir. Bunlarda ilki olan HSL nin, V50 grubunda kontrol grubuna gore
ve V100 grubunda da kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede artmis oldugu
tespit edilmistir. Bir diger parametre olan PLIN1 mRNA ekspresyonu da benzer
sekilde V50 ve V100 gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli artmustir.
Her iki parametrenin de V50 ve V100 gruplarinin ikili karsilagtirmalarinda ise

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir.

Lipolize aracilik eden en i1yi bilinen mekanizma cAMP yoludur. Hiicre ici cAMP
seviyelerinde ortaya g¢ikan artis, cAMP'ye bagli bir protein kinaz olan PKA'nin
aktivasyonuna yol acar. HSL ve PLINI1, PKA tarafindan fosforile edilir ve bu,
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trigliseridlerin katalizlenmesine ve digliseridlerin pargalanmasina daha sonra da FA
ve gliserol salinimima yol agar (185,186). Perilipinlerin islevi, bazal kosullarda
(istirahat, tokluk vb) lipolizi engelleyerek lipid birikimini desteklemektir ancak uyari
(soguk, aclik, egzersiz vb) ile HSL, LD ylizeyine gegtiginde, enzim etkisine bir bariyer
gorevi goren perilipinler fosforile olarak bloke etme yeteneklerini kaybederler (187).
TAG’1in yag dokusunda depolanmasini en iist diizeye ¢ikarmak igin perilipinler
gereklidir. Lipid damlacig ile iligkili protein olarak da bilinen PLIN1, insanlarda PLIN

geni tarafindan kodlanan bir proteindir (188).

Perilipin nakavt farelerde, yapisal bir sekilde azaltilmis yag dokusu kiitlesi ve
yiiksek seviyelerde bazal lipoliz oldugu goriilmiistiir (120,189). Bu fareler, kontrol
fareleri ile karsilastirildiginda diyetle indiiklenen obeziteye direngli olduklari
gosterilmistir. Ayrica perilipin fonksiyonunu degerlendirmek icin yapilan bir
aragtirmada, normalde perilipin igermeyen 3T3-L1 preadipositlerinde perilipinin
ektopik ekspresyonu ile, sitoplazmada ¢ok sayida LD iirettildigi ve bu LD yiizeyinde
lokalize olan perilipinlerin, depolanmis TAG birikintilerinin yar1 émriinii arttirdigi ve
kontrol hiicrelerine gore 6-30 kat daha fazla TAG depolanmasina neden oldugu
raporlanmistir (119). Bu verilerle birlikte ele alindiginda ¢alismamizda kullandigimiz
3T3-L1 hiicre hattinin hipertrofik hale gelme siirecinde yag damlacigl sayisinin
artmaktadir. Bununla iliskili olarak yine PLIN1 mRNA ekspresyon diizeyi de artmigtir
vu iki durumun birbiriyle es zamanli olmasi PLIN1’in bu siirece katkisi olabilir

seklinde yorumlanabilir.

Ayni zamanda PLIN1’in, PPARY icin bir hedef gen oldugu bulunmustur (190).
3T3-L1 adipositlerinin bir PPARy agonisti ile tedavisi, PLIN gen ekspresyonunu
arttirdig bildirilmistir. Perilipin, promoter bolgesinde PPARy'ya duyarli bir elemana
sahiptir ve PPARY2, PPAR ailesinin tiim {iyeleri arasinda en giiclii regiilatorii olarak
bilinmektedir (191). PPARy’nin PLIN ekspresyonunu uyararak trigliserid birikiminde
bir artisa neden oldugu bildirilmistir (192). Caligmamizda bu anlamda literatiirdeki
tiim bu bilgilerle uyumlu olarak PPARy ve PLIN1 ekpresyonlarinda artig saptanmustir.
Bu durumun 3T3-L1 preadipositlerini diferansiye ederek olusturdugumuz hipertrofi
modelinin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigini diisiinmekteyiz. Ayrica hipertrofi

olusumu nedeniyle yag damlaciklari sayis1 artmis boylece etrafinda lokalize olan ve
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LD stabilitesini saglayan PLIN1 ekspresyonu da artmis olarak saptanmistir ve bu
durumun PPARYy artis1 ile uyumlu olabilecegini ileri stirmekteyiz.

Tim bunlarin yani sira literatlir incelendiginde VB uygulamasinin PLIN1 ve
HSL {izerine etkilerinin gosterildigi herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Yakin bir
zamanda yapilan bir aragtirmada polifenol bakimindan zengin bir ekstraktin anti-
adipojenik etkileri ve altta yatan molekiiler mekanizmalar1 farklilasmis 3T3-L1 adipoz
hiicrelerinde incelenmis, ekstrakt ile tedavinin, adipositlerde lipid birikimini énemli
Olclide azalttig1 bildirilmistir. Ayn1 zamanda RT-PCR analizi sonucu, ekstrenin,
PPARy (% 67), HSL (% 39) ve PLIN1 (% 32) gen ekspresyonunu azaltarak
adipogenez ve lipogenezi baskiladigi gosterilmistir (193). Ancak c¢alismamizda
PPARy ve PLINI artmasina ragmen HSL’de de artis gézlenmistir. Bu sonug lipid
damlaciklarinin artisinin indiiklenmesinin yaninda uyguladigimiz VB ile lipolizin de

artmis olabilecegi yoniinde yorumlanabilir.

Ayn1 zamanda baska bir polifenol olan Timol’iin 3T3-L1 hiicrelerinde
kahverengilesme etkilerinin, bu konuda etkisi iyi bilinen bir kokteyl (50 nM
triidotironin ve 1 uM rosiglitazon) ile karsilastirildig1 baska bir ¢alismada; Timol hem
pAMPK ekspresyon seviyelerini ve hem de pAMPK / AMPK oranint 6nemli 6l¢iide
arttirmistir. Bununla beraber HSL, PLIN ve PPARa, PPARB ve PPARy protein
diizeyleri pozitif kontrole kiyasla, Timol uygulanan grupta anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (151). Bu durum Timoliin lipolizi arttirip, adipositlerde

kahverengilesmeyi indiikledigini destekler niteliktedir.

Calismamizda kullandigimiz polifenol ile de bu calismalarla uyumlu olarak,
hipertrofik hale getirilmis 3T3-L1 hiicrelerinde VB uygulamasiyla PPARy, PLIN1 ve
HSL mRNA ekspresyon seviyelerinde artig saptanmistir. Her ne kadar perilipinler LD
iligkili proteinler olarak bilinse de PLIN1 gen ekpresyonu artisi lipoliz lehine
yorumlanarak VB’nin lipolizi arttiric1 etkisine aracilik ettigi savimizi destekler

niteliktedir.

Calismamiz sonucu mikrodizin analizinde V50/kontrol (1,52 kat) ve
V100/kontrol (1,53 kat) artis gosteren 1fi202b geni i¢in yapilan RT-PCR sonucu da
mRNA ekspresyonu V50 ve V100 gruplarinda kontrole gore istatistiksel olarak
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anlamli derecede artis tespit edilmistir. V50 ve V100 gruplarinin arasinda anlamli fark

saptanmamistir.

I£fi202b kismen yeni tanimlanmis bir gen olup bu agidan literatiirde kisith sayida
veri bulunmaktadir. Ifi202b ve insan ortologu IFI16 da p200 ailesine aittir, hiicre
proliferasyonu, farklilagmasi, apoptozis ve inflamasyonun transkripsiyonel
modiilatorleri olarak bilinmektedir (194,195). Yakin zamanda pozisyonel klonlama

teknigi ile Ifi202b bir obezite geni olarak tanimlanmistir (196).

Murin interferon ile indiiklenebilir p200 protein ailesi, p202 (p202a olarak da
adlandirilir) ve alternatif olarak eklenmis varyantlar1 p202b, p202c, p203, p204 ve
p205, absent in melanoma (AIM2) olarak bulunur, bircok dokuda eksprese edilir ve

iligkili dokuya 6zgii karakteristikleri tanimlanmistir (194).

3T3-L1 preadipositleri ile 1fi202b ekspresyonu incelenen literatiirde yalnizca bir
caligma bulunmaktadir. Ifi202b ve IFI16'nin adipogenez iizerindeki etkisinin, murin
3T3-L1 hiicreleri, insan Simpson-Golabi-Behmel sendromu (SGBS) preadipositleri ve
Ifi202b'y1 overeksprese eden transgenik farelerde ilgili ekspresyonlarini arastirilmistir.
Farelerde, 1fi202b'nin asir1 ekspresyonunun, hipertrofik yag kiitlesi artis1 ve obeziteye
ayni zamanda beyaz yag doku selektif genlerinde artisa ve termojenik genlerin
ekspresyonunun azalmasina (6rnegin Cidea, UCP-1) neden oldugu gosterilmistir
(197). Ifi202b asir1 eksprese eden hiicrelerde farklilasma sonrasi 32, 72 saat sonra
degerlendirilen PPARY ekspresyonu ve 72 saat sonra bakilan PLIN1 ekspresyonu
artmis olarak bulunmustur. Beklendigi gibi, 3T3-L1 preadipositlerinde Ifi202b'nin
baskilanmasi da adiposite 6zgli transkriptlerin (PPARy, PLIN1) ekspresyonunun
azalmasina ve TAG seviyelerinde bir diisiise neden olmustur. Sonug olarak arastiricilar
bu genlerin beyaz adipogenezi uyararak obezite ile iligkili IR gelismesini
kolaylastirdigini belirtmislerdir (197). Ifi202b mRNA seviyeleri adipogenez sirasinda
belirgin sekilde artmis, farklilagsma kokteyli uygulandiktan 24 saat sonra maksimuma
ulasmis ve zamanla azalarak olgun adipositlerde (7.giin) en diisiikk seviyelerde
gorilmiistiir, bu durum da Ifi202b ekspresyonunun, adiposit farklilagmasinin erken
asamalarinda arttig1 yoniinde yorumlanmistir. Calismamizda Stadion ve ark. ile
uyumlu olarak Ifi202b artarken ayni1 zamanda PPARy, PLIN1 ekspresyonunun da
arttigi gosterilmistir. Bununla birlikte calismamizda hipertrofik adipositlere VB
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uygulanmasi sonrasi gen ekspresyonlarit degerlendirilmis olup; bu nedenle ¢alismamiz
Ifi202b ifadesinin 20.giinde de arttigini gosteren literatiirdeki tek ve ilk ¢aligma olma
ozelligindedir. Bu genin ifadesinin farklilasma sonrasi tiim siirecte nasil degistigi,
uygulanan VB sonrasi mi yoksa bu siire¢ nedeniyle mi gen ifadesinde artig goriildiigii

ve buradaki roliiniin ileri aragtirmalarla desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde 3T3-L1 hiicre hatt1 disinda Ifi202b geni ve protein iiriinii olan
p202°nin adiposit farklilasmasina etkilerinin incelendigi sadece iki adet calisma

bulunmakta olup; bu calismalar da bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

P202'nin adiposit farklilagmasindaki roliinii aragtirmak i¢in, fare adipoz tiirevli
kok hiicrelerin (mASC, mouse adipose-derived stem cells) farklilastirilmasinda p202
mRNA ve protein seviyelerinin incelendigi bir ¢aligmada ise; mASC’nin adipogenezi
sirasinda stirekli olarak arttig1 gosterilerek p202'nin supresyonu ve asir1 ekspresyonu
sirastyla farklilasma siirecini bozmus ve giiclendirmistir. Ayrica bu ¢alisma hiicrelerin
ara ve / veya gec farklilagsma asamalarinda p202'nin C / EBPB, C/ EBPa ve PPARYy ile
etkilesimini gostermigtir ve over expresyonunun mASC adipogenezinde rol alan
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu artirarak ve adiposit diferansiasyonu

sirasinda gerekli ve 6nemli bir rol oynadigina dair kanit saglamistir (198).

Murin interferon ile indiiklenebilir protein ailesi iiyesi olan AIM2’nin enerji
metabolizmasinda ve glikoz homeostazindaki roliiniin degerlendirildigi yeni yapilan
baska bir arastirma sonucu ise; farelerde AIM2 delesyonunun adipogenezi
indiikleyerek her iki cinste de spontan obezite ve IR gelistirdigi, ayrica bu farelerin
bozulmus kahverengi yag dokusu fonksiyonu, azalmig termogenez gosterdigi
bildirilmistir (199). AIM2 delesyonlu farelerdeki artan adipogenez ve inflamasyonu,
p202’° nin upregiilasyonu araciligiyla gergeklestigi, p202 geni olan Ifi202b’nin nakavti
ile farelerin iBYD’dan izole edilen stromal vaskiiler fraksiyonlarinda adipogenezi
bloke ettigi raporlanmistir (199). Ayni ¢alismada Ifi202b'nin insan homologu olan
IF116'nn 33 okul ¢agindaki ¢ocugun scBYD’da mRNA seviyesinin, VKI ile pozitif
korelasyon gosterdigi ve fazla kilolu ve obez ¢ocuklarda, normal kilolu ¢ocuklardan

onemli Ol¢iide daha yliksek IF116 ekspresyonu gosterilmistir.

Tiim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, 1fi202b ve p202'nin obezite,

IR’deki rolii vurgulanmakta, dolayisiyla metabolik bozukluklarin tedavisi i¢in yeni
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molekiiler hedefler olarak belirtilmektedir. Bu iki ¢alismanin sonuglar1 birbirleriyle
uyumlu olarak; Ifi202b’nin adipogenez {iizerine pozitif etkisi olabilecegini
gostermektedir. Deney gruplarimizda goriilen Ifi202b’deki artisin sebebinin VB’nin
hiicrelerin proliferasyonu arttirma yoniinde etki etmesinden kaynakli ve bu cogalmaya

cevaben ortaya ¢ikmig olabilecegini ileri stirmekteyiz.

Literatiirdeki  ¢alismalar  beraber incelendiginde; 3T3-L1 hiicrelerin
farklilastirma siirecinde kullanilan besi yerleri ve buradaki kimyasallarin, serumlarin
tiirlerinin, konsantrasyonlarinin degigkenlik gdsterdigi; ayni1 zamanda farklilagtirma
stireleri agisindan da pek ¢ok farkli protokol uygulandigi gozlenmistir. Bir diger
degisken ise polifenol uygulanan hiicrelerin tiirli ya da ayni hiicre olsa dahi bilesigin
hangi giinlerde, ne kadar siireyle uygulandigi, saf ya da bitki ekstraktindan elde
edilmesi de birbiriyle farklilik gostermektedir ve ¢aligmamizin literatiirle
degerlendirmesi  acisindan  tiim  bunlar  smirlandirict  faktorler  olarak

degerlendirilmistir.

Farkli doz ve siirelerin denenerek ayni zamanda bu yolaklardaki diger
transkripsiyon faktorleri ile de bu etkilerin desteklenip, sonuglarin bu sekilde
yorumlanarak ortaya c¢ikarilmasi1 gerekmektedir. Boylece VB’nin antiobezite
etkinligini ve bunun obeziteyle miicadelede ila¢ olarak gelistirilme potansiyelini

degerlendirmek i¢in bizlere yol gosterici olabilecektir.
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SONUCLAR

3T3-L1 preadipositlerine uygulanan farklilasma protokolii ve takiben 18 giin

boyunca indiiklenerek olusturulan hipertrofik adipositlere 48 saat siireyle 50 pM ve

100 uM Verbascoside uygulanarak olusturulan deney gruplarinda;

1.

Oil Red O boyama sonucunda hiicrelerin maturasyonu ve hipertrofisi ile hiicre
i¢i lipid birikimi oldugu gosterilmistir. Ancak VB uygulanan gruplar arasinda
lipid birikiminde kalitatif agidan bir farklilik gozlenmemistir.

Mikrodizin analizinde kahverengilesmede rol alan genlerde istatistiksel olarak
anlamli artig saptanmamustir.

Mikrodizin analizinde her iki grupta kontrole gore Ifi202b geninde anlamli
artis gorilmiistiir.

Verbascoside AMPK mRNA ekspresyonunu, V50 ve V100 grubunda kontrole
gore, V100 grubunda da V50 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttirmistir.

Verbascoside PPARYy mRNA ekspresyonunu, V50 ve V100 grubunda kontrole
gore, V100 grubunda da V50 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
arttirmistir.

Verbascoside HSL mRNA ekspresyonunu, V50 grubunda kontrole gére, V100
grubunda da kontrole gore istatistiksel olarak anlamli arttirmis ancak V50 ve
V100 gruplar arasinda anlamli fark saptanmamastir.

Verbascoside PLIN1 mRNA ekspresyonunu, V50 ve V100 gruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttirmistir. V50 ve V100
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
Verbascoside 11i1202b mRNA ekspresyonunu, V50 ve V100 gruplarinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede arttirmistir. V50 ile V100

gruplarinin arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
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