=

TUBITAK

Teucrium alyssifolium’dan izole Edilmis Olan Alisin A,
Alisin B (Diterpen), Sirsiliol ve Sirsilineol (Flavonoid)
Bilesiklerinin In Vitro Anti-Diyabetik Etkilerinin

Arastirilmasi

Program Kodu: 1002
Proje No: 1147640

Proje Yurutucusu:
Prof. Dr. Alaattin SEN

Arastirmaci:
Prof. Dr. Gulagti TOPCU

Bursiyer:
Buket AYAR

Anil YILMAZ

EKIM 2015
DENiZLI



ONSOz

Dinya capinda yaygin olarak gorilen diabetes mellitus metabolik bozukluk sonucu ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Hastalik tedavisinde insdlin, stlfoniltireler ve biguanidler gibi ajanlar
kullaniimaktadir. Bunlarla birlikte hastaligin tam bir tedavisi icin daha etkili bir anti-diyabetik
maddenin gelistiriimesi igin arayislar durmaksizin devam etmektedir. Bu amagla,
laboratuvarimizda daha &6nceden gercgeklestirilen c¢alismalarin sonuclari dogrultusunda
Teucrium alyssifolium bitkisinden elde edilen saf bilesiklerin olasi anti-diyabetik etkileri in vitro

ortamda arastiriimigtir.

Calisma suresince in vitro modellerde NOEL ve LOEL belirleme ¢alismalari yapiimis ve elde
edilen veriler kullanilarak anti-diyabetik etki tespiti icin glikoz emilimi, depolanmasi ve taginimi,

insdlin salinimi ve insdlin sinyal yolagi ile ilgili analiz ve deneyler yapilmigtir.

Proje yuratlcusl olarak emegi gegen arastirmaci ve bursiyelere, arastirmaci veya bursiyer
olmadiklari halde bir sekilde katki saglayan ekip arkadaslarimizdan Gurbet C. TURGUT,
Ozden OZGUN ve Isil GAZIOGLU'na, proje dnerimizi degerlendiren ve raporlarimizi okuyan
raportér hocalarimiza, TUBITAK' ta projemizin degerlendirme siirecine katilan TBAG

calisanlarina ¢ok tesekkur ederim

Tim bu galisma 1142640 numarali TUBITAK projesi kapsaminda gergeklestirilmistir.
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OzZET

Diabetes mellitus yaygin metabolik bozukluklardan biridir ve diinyada toplam nifusun % 1,5’u
bu hastaliktan muzdariptir. insilin yani sira stlfoniliireler ve biguanidler gibi oral hipoglisemik
ajanlar hala hastaligin tedavisinde kullanilan en énemli ajanlar olmasina ragmen, hastaligin
tam bir tedavisi icin daha etkili bir anti-diyabetik maddenin gelistiriimesi icin arayiglar

durmaksizin devam etmektedir.

Laboratuvarimizda gergeklestirdigimiz pilot calismalar Teucrium alyssifolium ekstresinin anti-
diyabetik etkisini kuvvetle destekleyen kanitlar nitelikteydi. Bu verilerden yola g¢ikarak,proje
kapsaminda Teucrium alyssifolium ekstresinden izole edilerek saflastiriimis Alisin A, Alisin B,
Sirsiliol ve Sirsilineol bilesiklerinin olasi anti-diyabetik 6zellikleri in vitro hdcre kualtiru

modellerinde arastiriimasi gergeklestirildi.

Proje kapsaminda caligilan bilesiklerden Sirsiliol ve Sirsilineol glikoz homeostazinda rol

oynayan higbir model mekanizma Uzerinde anti-diabetik etki géstermemistir.

Bunun aksine, Alisin A ve Alisin B bilesikleri sitotoksik olmayan disik dozlarda asagidaki

etkileri saptandi
1. T3-L1 adiposit, C2C12 ve Chang karaciger hucrelerinde glikoz alinimini en az insilin
etki dlizeyinde olacak sekilde artirdi

2. C2C12 ve Chang karaciger hucrelerinde glikojen igerigini insulin ve metforminden

daha fazla olacak sekilde artirdi

Caco-2 hicrelerinde AG (alfa-glikosidaz) ve GLUT2 ekspresyon diizeylerini baskiladi
Caco-2 hicrelerinde SGLT1 ve GLUT1-5 ekspresyon duzeylerini baskiladi

BTC6 pankreatik hicrelerinde IRS-1 ve GLUT2 ekspresyon duzeylerini indikledi

o 0o &~ w

3T3-L1 ve C2C12 hiicrelerinde INSR, IRS- 2, PI3K, GLUT4, AKR, PK, G6P ekspresyon

dizeylerini indukledi,
7. Caco-2 hucreleri tzerinden glikoz transportunu artirdi
8. BTCS6 pankreatik hicrelerinde insilin salinimini etkilemedi

Bu veriler Alisin A ve Alisin B’nin glikoz homeostazinda 6nemli rol oynayan model
mekanizmalardan 6zellikle glikoz alinim, kullanim ve depolanmasi mekanizmalari Uzerinde
anti-diyabetik sekilde cok 6nemli etki gosterdikleri tespit edildi. Ayrica, bu iki bilegigin glikoz
metabolizmasinda ve insulin sinyal yolaginda rol oynayan anahtar genlerin ifade duzeylerinde
de sonug anti-diyabetik olacak sekilde degislikler yaptigi da saptandi. Alisin A ve B incelenen

glikoz homeostazinda énemli olan mekanizmalarin hemen hepsinde pozitif veriler ortaya
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koyarak dogal ve pleotropik anti-diyabetik ajan olduklari yéninde énemili veriler Uretildi. Bunu
yani sira her iki bilesigin disuk dozlarda bu etkileri gerceklestirmeleri ve bu dozlarda kanser
gibi bir diger 6nemli bir patolojik durum igin de koruyucu yan etkilere sahip olmasi bir diger art

deger ve dikkat ¢ekici durumdur.

Anahtar Kelimeler:

Anti-diyabetik, Teucrium alyssifolium, Alisin A, Alisin B, Flavanoid Sirsiliol, Sirsilineol, insalin,

BTC6, 3T3-L1, C2CI2, Caco-2, Chang Karaciger Hucreleri
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a common metabolic disorder and about 1.5% of the world population
is suffering from DM. Although insulin, as well as oral hypoglycemic agents such as
sulfonylureas and biguanides, is still the most important agents in treating the DM, studies

searching for a more effective anti-diabetic agents are being carried out continuously.

In our laboratory, we have found out in a pioneering pilot study strongly supporting the
antidiabetic effects of extract of Teucrium alysifolium. Based on these data, it is aiming to
investigate the potential anti- diabetic effects of Alysine A, Alysine B, Cirsiliol, and Cirsilineol

purified from Teucrium alysifolium using in vitro cell culture models.

Of the studied compounds, Sirsiliol and Sirsilineol did not show any anti-diabetic effect on the

any of the model mechanism involved in glucose homeostasis.

On the other hand, Alysine A and Alysine B exerted the following effects at low doses as much

as none cytotoxic doses:
1. Increased glucose uptake at least at the level of insulin action in T3-L1 adipocytes,
C2C12 and Chang liver cell

2. Increased the glycogen content in C2C12 and Chang liver cell much more than the

insulin and metformin levels
Suppressed the AG and the GLUT2 expression levels in Caco-2 cells
Suppressed the SGLT1 and GLUT1-5 expression levels in Caco-2 cells

Induced the expression levels of IRS-1 and GLUT2 in BTC6 pancreatic cells

o g > W

induced the expression levels of INSR, IRS- 2, PI3K, GLUT4, AKR, PK, G6P in 3T3-L1
and C2C12 cells

7. Increased the glucose transport through Caco-2 cell layer
8. Did not affect insulin secretion in pancreatic BTC6 cells

As a result, these data strongly support the anti-diabetic action of Alysine A and Alisin B on
particularly important model mechanism that play role in glucose homeostasis such as glucose
uptake, use, and storage. Furthermore, these two compounds were found to affect the
expression level of the key genes in glucose metabolism and insulin signaling pathway so that
the results would be anti-diabetic. Alisine A and B have shown important and positive results
on the mechanisms in glucose homeostasis that they are natural and pleiotropic anti-diabetic

agents. In addition to these anti-diabetic action, it is striking that both compounds at these low



doses have protective side effects on another important pathological condition known as
cancer.

Keywords:

Diabetes, Anti-diabetic, Teucrium alyssifolium, Diterpene (Alysine A, Alysine B), Flavanoid
(Cirsiliol, Cirsilineol), Insulin, BTC6, 3T3-L1, C2C12, Caco-2, Chang Liver cells
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v

TUBITAK

1. GIRiS

Diyabet, kan sekerini dizenleyen insulin hormonunun yeterli Uretilmedigi zaman ya da
vicudun insdlini etkin kullanamadigi zaman yiksek kan sekeri dizeyi olarak ortaya ¢ikan
kronik bir hastaliktir. Diyabetin kontrol edilmedigi durumlarda olusan hiperglisemi veya ylksek
kan sekeri, zamanla, 6zellikle sinirler ve kan damarlari gibi viicudun birgok sistemlerinde ciddi
hasarlara yol agar. Dinya c¢apinda 347 milyon kisinin diyabet oldugu bildiriimektedir (Danie
vd., 2011, WHO, 2014). 2004 yilinda, yaklasik 3,4 milyon kisi yuksek kan sekeri sonuglari
oldagu bildirilmektedir (WHO, 2009) ve 2010 yili i¢in de benzer rakamlar tahmin edilmektedir.
Yapilan yansitim ve kestirim ¢aligsmalari, diyabetin 2030 yilinda dinyadaki 6lumlerin 7. blyuk

nedeni olacagdini 6ngérmektedir (Mathers ve Loncar, 2006).

Diyabetin Tip 1 (T1DM inslline bagimh), Tip 2 (T2DM-insiline bagimh olmayan) ve
gestasyonel (gebelik) olmak tzere 3 major sekli olmasina ragmen en yaygin bicimi T2DM’dir.
insiiline bagimli diyabetik hastalar, otoimmiin tepki nedeniyle pankreatik beta hicre yikimi
neticesinde ¢ok az insulin Uretirler veya hig insulin tGretemezler. T2DM hastalarda, hicreler
uygun bir sekilde instline yanit vermeme (insilin direnci) nedeniyle glikoz depolama eksikligi
ile sonugclanir. insilin direnci, 6zellikle uzun sureli yiiksek kalorili diyet ve diger risk faktdrleri
ile birlikte, hayatin ilerleyen yaslarinda gelisebilir. insilin direnci adipoz doku, pankreatik
adaciklar, karaciger ve iskelet kasi arasindaki karmasik sinyal mekanizmasinin dizen
bozukluguna neden olmaktadir (Saltiel ve Kahn, 2001; Nandi vd., 2004; Liu vd., 2006).
Hastaligin spesifik molekiler patolojisi net olmamakla beraber; aile gegmisi, erken dénem
gelisiminde degisiklik, asiri besin alimi, obezite, fiziksel aktivite azligi ve yaslanma gibi etkenler

hastalik olusumuna zemin hazirlamaktadir.

Mitokondriyel oksidatif metabolizma ve ATP Uretimi, yag asidi oksidasyonu, proinflamatuvar
sinyal olusumu ve beta hicrelerinin gelisim ve metabolizmasindaki bir degisim insilin salinimi
azaltabilir. Bu durum insulin sinyal olusumunu bozacagdindan instlin direncine sebep olabilir
(Zelezniak vd. 2010). Hem T1DM, hem de T2DM igin kontrol edilemeyen kan gekeri duzeyi
karsilasilan komplikasyonlarin gelisiminde ana etmen olmasindan dolayi, kan gsekeri
dizenlenmesinde en 6nemli bir hormon olan insilin mekanizmasina (Sekil 1) genel olarak

kisaca deginmek gereklidir:
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Insdlin, buyime faktdri reseptdr tirozin kinazlarin bir alt familyasina ait bir hicre ylzey
reseptdriine baglanarak etki eder. Bu alt aile Ug¢ Gyeden olusur: insulin reseptér (INSR), tip 1
insdlin benzeri bliyume faktoru (IGF) reseptoru (IGF1R) ve INSR iligkili reseptor (IRR).
Reseptdrin ekstraselller domeynine insulinin baglanmasi sirasiyla reseptdr otofosforilasyonu
ve hucre i¢i protein substratlarin (IRS) tirozin fosforilasyonunu ile sonuglanan bir dizi yapisal
degisikligi ortaya ¢ikarmaktadir (Ullrich vd., 1985; Bornfeldt ve Tabas, 2011; Gallagher ve
LeRoith, 2011; Bayley ve Devilee, 2012).

insulin

insulin Reseptérii

RAS sSOS IRS
Crk Il
RAF
PI3-K PKC
MAPKK
MAPK GSK3
SGK AKT
"% Gen Ekspresyonu
p70S6K BA
PDE3b

Sekil 1. insiilinin genel etki mekanizmasi (Nandi vd. 2004'ten revize edilmistir)

insiilin cok cesitli ve degisik yolaglari aktive/inaktive etmektedir (Sekil 2). Bunlar arasinda,
Akt/PKB (protein kinaz B) ve PKCC kaskadlar aracili fosfatidilinositol 3-kinaz yolagi (P13K)
insulinin iglevinde ¢ok énemli bir roli vardir (Nakae vd., 2001; Cheng vd., 2010). Aktif Akt,
GSK-3 (glikojen sentaz kinaz 3) inhibisyonu ile glikojen sentezini indukler, mTOR ve alt
elemanlari yoluyla protein sentezini baskilar ve gesitli pro-apoptotik ajanlar (Bad, Forkhead

ailesi transkripsiyon faktorleri, GSK-3) aracihgiyla da hiicre yasamini diizenler. insilin kas ve
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adipositlerde, plazma zarina GLUT4 veziklllerin translokasyonunu saglayarak glikoz alimini
tesvik eder. GLUT4 translokasyonu da PI3K/Akt yolu araciligiyla olusur (Rowland vd., 2011).
inslinin ayni zamanda c¢ogunlukla hem Akt kaskadi ve hem de Ras/MAPK yolaginin
aktivasyonu ile aracilik ettigi blyime ve mitojenik etkileri vardir (Siddle, 2011). Buna ek olarak,
insulin CREB/CBP/Torc2 baglanmasini ketleyici etkisiyle karacigerde glukoneogenezi inhibe
eder (Fritsche vd., 2008). ilave olarak, insilin sinyali CREBP-1C, USF1 ve LXR aktivasyonu
ile yagl asit sentezini tesvik eder (Wong ve Sul, 2010; Altarejos ve Montminy, 2011).

Insulin Receptor

4 w\.»“‘ O < )
O Fatty Acid “-‘ Disruption of
Nucheus Synthesis . 1 CBP/Torc2/CREB
Complex

L PO@® i

Gr

Sekil 2. insiilinin detayl sinyal iletim mekanizmalari (www.cellsignal.com adresinden izinle
alinmigtir; erisim 15 Ekim 2015).
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Bu veriler 1s1§inda; T2DM iliskili yiksek kan sekeri, bozulmus glikoz toleransi ve insdlin direnci
gibi glikoz metabolizmasi bozukluklarinin tedavisinde klinik kullanimi da olabilecek yeni
yapilarin gelisimine yol agabilecek, insdlinin etkisini taklit eden maddelerin tanimlanmasini
kapsayan calismalar yillardir sirdirilmektedir ve hala devam etmektedir (Oshima vd., 1987;
Larner vd., 1997; Pushparaj vd., 2001; Chang vd., 2007; Trapp vd., 2010; Zhou vd., 2012;
Kumar vd., 2013; Getek vd., 2014; Ramadhan ve Phuwapraisirisan, 2015).

in vivo anti diyabetik etkinlik calismalari icin normoglisemik ya da hiperglisemik hayvan
modelleri ve zaman zaman da insanlar kullaniimaktadir. in vivo deneyler, yeni hipoglisemik
ajanlarin etkinligini kanitlamak i¢cin mutlaka gerekli ve énemli olmakla birlikte; hayvan testleri,
bilesiklerin spesifik etki mekanizmalarini ortaya ¢ikarmakta nispeten daha az etkilidir ¢link(
kan glikoz seviyesini dusurulebilir pek ¢cok mekanizma vardir ve bunlari hayvan modellerinde
kontrol etmek daha zordur. Bunun yani sira, T2DM hayvanlari temin etme, model olusturma
ve bakimi ile ilgili mali kisitlamalar ile deney hayvanlarinin kullanimindaki sosyal ve etk
kisitlamalar birlestiginde potansiyel anti-diyabetik ajanlarin taramasi igin bir dizi in vitro
modeller daha pratik bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu modeller, ayrica, deney
hayvanlarinin gereksiz yere kullanimlarini engelleyerek olasi etik sorunlarin asiimasinda da
dénemli olmaktadir. in vitro modellerde etkinligi kanitlanan bilesiklerin daha sonra in vivo
sistemlerde test edilmesi daha dodru bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Bu amagla,
potansiyel anti-diyabetik ajanlarin etkinliklerini ve mekanizmalarini arastirmak icin bir dizi in
vitro modeller geligtiriimistir (Patel ve Mishra, 2008; Skelin vd., 2010).

In vitro tarama teknikleri, 6zel hicre hatlarinda bilesiklerin/molekillerin farmakokinetik
etkilerinin galigiimasi igin olanak sunar (Van de Venter vd., 2008). Kas kdkenli C2C12 myosit
hicreleri ile fibroblast kékenli 3T3-L1 adiposit hicrelerinin instline duyarl olarak GLUT4
translokasyonu artisi ile kilttr ortamindan glikoz alimi yaptiklari gésterilmistir (Brunetti vd.,
1989; Nedachi ve Kanzaki, 2006). Bu hticre hatlari, memelilerde periferal instlin etkili glikoz
homeostazinda rol oynayan ve glikoz kullanimina katilan temel dokulara benzerlik
gOstermektedir. 3T3-L1 adipositler, ayni zamanda yaygin olarak 30 yildan fazla metabolik
hastalik arastirmalarinda kullaniimaktadir. Bu hucreler, diyabet ve metabolik bozukluklar ile
iliskili temel hiicresel mekanizmalarinin anlasiimasinda ve ilerleme saglanmasinda ¢ok énemli
rol oynamiglardir (ZenBio A.S. 2010). Kas hucrelerinin aksine karaciger hucreleri (Chang vb.)
insuline duyarli olmayan glikoz tasiyicilari igerirler ve insulin bagimh glikoz alimi i¢in daha az
duyarlidir. Chang karaciger hicreleri, insulin reseptéru ifade eden insan normal epitel
hucresinden turetilmistir ve insuline duyarl oldugu gdésterilmistir (Rengarajan vd., 2007;
Parthasarathy vd., 2009). Bir diger model ise BTC6 (Beta Tumdr Hicre) hattidir. Bu hlcreler

pankreatik beta hucrelerinde SV40 (bodlge sican insulin 1l geni promotoéra tarafindan kontrol

-4-
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edilir) eksprese eden transgenik farelerden elde edilmistir. Gelisen timdrler ¢ikarilir ve hicre
hatti olusturmak igin kdltire edilir. Pankreatik B-hicresi metabolizmasindaki bozukluk ve
islevin giderek kaybolmasi1 T2DM ile dogrudan iligkilidir (Frode ve Medeiros, 2008). Bu hicreler
hem proinsulin | ve hem de proinsulin Il sentezler, glikozun fizyolojik konsantrasyonlarina yanit
olustururlar ve proliferatif 6zelliklerini korurlar. Caco-2 hlcreleri, insan kolon adenokarsinom
kokenlidir ancak kultur ortaminda 2 hafta sonrasinda kendiliginden enterosit benzeri bir
fenotipe farklilagirlar. Bu hucreler, iyi gelismis siki baglar ile kenetlenmis tek katman hicreler
olusturur ve bagirsak limeninde transseliiler besin ve ila¢ tasima calismalar icin iyi bir in vitro
model olarak degerlendirilmistir (Hidalgo vd., 1989; Artursson, 1990). Caco-2 hicrelerinin
glikoz ve besinlerin emilimleri ile ilgili Na*/Glikoz ko-transporter (SGLT1) ve kolaylastirici
tasiyicilar (GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4 ve GLUT5) eksprese ettigi gosterilmistir (Harris
vd., 1992; Mahraoui vd., 1994). Bu hicre hatti, glikoz transportu ve glikoz transporter
ekspresyonunun dizenlenmesi igin benzersiz insan in vitro modeli olusturmaktadir
(Monsenero vd., 1995; Binsonnette vd., 1996).

Potansiyel ajanlarin hipoglisemik etkinligi yukarida tanimlanan in vitro sistemlerde genellikle
Uc ana baslik altinda arastiriimaktadir: insulin salinimi, glikoz alimi ve insulin yolagindaki
enzimler Uzerine etkileri. Hiper- ya da hipo-glisemik kosullarda insilin salgilanmasi ve glikozun
hicrelere alimi, glikoz metabolizmasini incelemek igin arastirilan 6nemli bir biyolojik
sureclerdir. Glikoz alimi dokulara bagli olarak farkhhk gosterir. Glikoz alinimi ya kolaylagtirilmig
difuzyon yolu (GLUT- Glikoz tasiyicilar) ile ya da ikincil aktif tagima (SGLT- aktif tagtyicilarilar)
ile gergeklestirilir (Medina ve Owen, 2002; Leney ve Tavare, 2009; Bogan, 2012). insanlarda
14 GLUT proteini ifade edilmektedir ve glikoz da dahil olmak Uzere fruktoz, miyoinositol ve Urat
gibi baska molekilleri de tagimaktadirlar. GLUT ifadesi hlicre tipine 6zeldir ve hormonal ve
cevresel faktorlerle kontrol edilir (Medina ve Owen, 2002). Diyabet ¢alismalarinda en yaygin
GLUT1-5 arastirimaktadir (Thorens ve Mueckler, 2010; Ernest vd., 2011). GLUT1 her yerde
bulunan birgok memeli dokusunda ifade edilen yuksek afiniteli bir glikoz tasiyicisidir. Kan-
beyin bariyeri, eritrosit ve néronal hlcre zar boyunca glikoz taginmasini saglar. GLUT2
yetiskin karaciger, bobrek, bagirsak epiteli ve pankreas beta-hlcrelerinde dusuik afiniteli glikoz
tasiyicisidir (Gorovits ve Charron, 2003). Karacigerde oldugu gibi, heksokinaz glikozun
glikolitik yolaga girigini duzenler ve GLUT?2 ile birlikte, B-hiicrelerinde glikoz aliniminda ¢ok
Oénemli bir rol oynar (Medina ve Owen, 2002). GLUT3 beyin néronal hiicrelerde bulunur ve bu
hucrelere surekli glikoz alinimini saglar. Bu tagiyici glikozun insulin aracili aliniminda ve enerji
saglayan bir bilegik haline donustirulmesinde rol oynar (Katzung, 1995; Lienhard vd., 1992).
Kalp, iskelet kasi ve yag dokusu gibi 6zellikle insuline duyarli olan dokularda ifade edilen
GLUT4 yuksek afiniteli bir glikoz tasiyicisidir. GLUT4 simdiye kadar karakterize edilmis olan

tek insulin duyarh tasiyici olmasi nedeniyle benzersizdir. Fruktoz emiliminde rol oynayan
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GLUTS ince bagirsak ve bobrekte ifade edilir (Katzung, 1995;. Lienhard ve arkadaglari, 1992).
Sekerler, anyonlar, vitaminler ve kisa zincirli yag asitleri igin ko-tasiyicilar olan insan SGLT
(SLC5) gen ailesinin 12 Uyesi vardir. Sodyum-bagimli glikoz tagiyicilari ince bagirsak
mukozasinda (enterositler SGLT1) ve nefron proksimal tubilde (SGLT2) bulunan glikoz

tasiyici ailesidir.

insiilin reseptori, insdlin etkisinin membran (izerinden iletilmesinde gok énemli rol oynayan bir
membran glikoproteindir. Bu nedenle, c¢esitli diyabetik sendromlarda bu proteinin iglevsel ve
ekspresyonel arastiriimasi anlamli bir yaklasimdir (Sechi vd., 1992; George vd., 2012). insdilin
reseptorl, alfa alt-biriminin COOH-terminalinde 12 amino asitten olusan bir dizinin (Ex11)
alternatif splaysing neticesinde varliyi yada yokluguna goére farkli iki izoform halinde
bulunmaktadir. Bu iki izoformun T2DM durumunda ekspresyon diizeylerinde farkliliklar oldugu
bildiriimistir (Sesti vd., 2001). insiilin reseptér substrat-1 (IRS1) insiilin sinyal yollarinda dnemli
bir unsurdur ve IRS1 genindeki mutasyonlarin tip 2 diyabet ile iliskili 6zelliklerin
belirlenmesinde bir rol oynadigdi bildirilmistir (Laakso vd. ,1994; Almind vd., 1996; Caruso vd.,
2014). IRS proteinleri katalitik etkinlige sahip olmayan, ancak birden fazla etkilesim domeynleri
ve fosforilasyon motiflerinden olusur. insanda en az dért IRS proteini ifade edilir. IRS-1 ve IRS-
2 yaygin olarak ifade edilen izoformlardir (Morris 2001). insiiline direncli bireylerde insiilin
etkisinin hedef dokularinda IRS ifade ve iglev kusurlari bildiriimistir. Obez bireylerden elde
edilmis iskelet kas 6rneklerinde IRS-1 iceriginde dnemli bir azalma gézlenmistir (Goodyear vd.,
1995; Sesti vd., 2001). IRS proteinleri insulin reseptoérinid PI3K ve eksraselliler sinyal aktive
edilmis kinaz (ERK) kaskadlarina baglayan énemli iskele proteinleridir. PI3K 110 kDa bir
katalitik alt birim ile 85 yada 55 kDa 'lik bir dizenleyici alt birimden olusan heterodimerdir
(Schultze vd., 2012). IRS’In periferal insilin yaniti yani sira pankreatik B-hlcrelerinin
proliferasyonu ve iglevi icin de &Onemli bir roli vardir. Farelerde IRS sinyalizasyon
diuzensizliginin periferik insulin direnci sirasinda telafi edilemeyen hiperinsulinemiye neden
oldugu gosterilmistir (Yong ve White, 2004). IRS protein sinyal yolagi, akut yaralanma ve
enfeksiyon ile veya yaslanma ve obezite ile baglantili kronik stres sonucu insulin direnci
olusumunda énemli bir mekanizma olan serin fosforilasyonu yada, proteazom aracili yikim ile
baskilanmakta ve diizenlenmektedir. Bu nedenle diyabetik calismalarda IRS protein iglev ve
ifadeleri, baskilanmalari ve proteozomal yikimlari da siklikla arastiriimaktadir (Aguirre vd.,
2000).

Genel olarak, belirli bir metabolik yolun fonksiyonel aktivitesi bu yolu diizenleyen enzimlerin
seviyeleri tarafindan yansitilir. Bu nedenle glikoliz, glukoneogenez ve pentoz fosfat yolaginda
yer alan ve glikoz homeostazinda dnemli rol oynayan duzenleyici enzimlerin (hekzokinaz,

piruvat kinaz, PEP karboksikinaz, glikoz 6-fosfataz, fosfofruktokinaz, fruktozl,6-bifosfataz,
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gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenez, glikoz 6-fosfat dehidrogenaz vb.) ekspresyon ve aktivite
duzeyleri de genel olarak diyabet calismalarinda incelenen parametreler arasinda yer
almaktadir (Nehal ve Baquer, 1989; Nandan ve Beale, 1992; Clore vd., 2000; Jeong vd., 2012;
Unakal ve Newman, 2014). a-Glikozidaz (a-D-glukosid glukohidrolaz) substratin indirgeyici
olmayan ucundan a-glikoz salinimini katalizleyen ekzo tip bir karbohidrolazdir (Kimura vd.,
2004). ince bagirsak epitelinde bir membran enzimidir ve oligosakkaritlerin absorbe edilebilir
monosakaridler haline hidrolitik parcalanmasini katalize ederek ince bagirsakta glikoz
emilimini saglar. Bu nedenle a-glikozidaz inhibdrleri karbohidrat alinimi sonrasinda kan

sekerinin yukselmesini yavaslatir (Kumar vd., 2011).

Aldoz rediiktaz (AKR, E.C 1.1.1.21 ) hiperglisemi patogenezinde énemli rol oynayan glikasyon
artnlerinin (AGE) sentezinde yer alan poliol yolakta ilk hiz sinirlayici basamag katalizleyen
enzimdir (Brownlee vd., 2005). AKR diyabet komplikasyonlarindan etkilenen gozler, bébrekler
ve diger dokularda ifade edilmektedir. Artmis glikoz poliol yolagina girer ve AKR tarafindan
sorbitole indirgenir (Huebschmann vd., 2006). Cesitli AKR inhibitérlerinin bazi hayvan
modellerinde ya da hastalarda diyabetik nefropati 6nlemede 6nemli oldugu ortaya konmustur.
Benzer olarak, dogal drtinlerden elde edilen AKR inhibitorlerinin hayvan modellerinde diyabetik
komplikasyonlarin gelismesini geciktirdigi tespit edilmigtir (Obrosova vd., 2003; Kim vd., 2008;
Sung vd., 2010).

Diyabet tedavisi igin sifali bitkilerin kullanimi M.O. 1550’ye ait Ebers papirlisa kadar
uzanmaktadir (Bailey ve Day, 1989). insiilin ve diger modern oral hipoglisemik ajanlarin
kesfedilmesine ve kullaniimasina ragmen diyabet tedavisi i¢in bitkisel kdkenli daha guvenli ve
daha etkili ilaglar icin arayiglar hala devam etmektedir (Bailey ve Day, 1989; Lin, 1992). Birgcok
bitkisel kullanim insulinin yuksek maliyeti ve tibbi yardim eksikligi nedeniyle 6zellikle fakir
toplumlarda geleneksel tedaviye alternatif olarak kalmigtir. Teucrium cinsi ve 6zelliklede T.
polium tirG diyabet igin yillardir bir yan etki bildiriimeksizin, etki modu hakkinda herhangi
detayli ve kesin bir bilgi olmadan hipoglisemik yardimci olarak kullaniimaktadir (Gharaibeh vd.,
1988; Esmaeili ve Yazdanparast, 2004; Lv vd., 2014). Bizde bilinen bu ttrin Glkemize endemik
olan Teucrium alyssifolium Stapf turinden elde ettigimiz ekstre ile laboratuvarimizda
gercgeklestirdigimiz tarama galismasinda anti-diyabetik etki olasiligini tespit ettik. Bu veriler T.
alyssifolium bitkisinin anti-diyabetik etki potansiyelinin oldugunu dusundurmektedir ve
destekler niteliktedir. T. alyssifolium anahtar kelimesi ile literatur taramasi yaptigimiz zaman,
ulkemiz bilim insanlar tarafindan bu bitkilen izole edilmis diterpen ve flavavoid bilegikler
oldugunu bulduk. T. alyssifoliumdan izole edilmis olan diterpen ve flavonoid bilesiklerin

molekuler 6zellikle asagida verilmektedir (Topcu vd., 1995; 1996; 1997):



v

TUBITAK

Alisin A (C24H3009 ) Alisin B (C26H34011)
Molekul agirligi: 462.49 g/mol Molekul agirligr: 522.21 g/mol

Sirsiliol (C17H1407) Sirsilineol (C18H1607)
Molekul agirligr: 330,29 g/mol Molekul agirligr: 344,32 g/mol

OCH,

OH

HsCO o

HsCO

OH ¢}

Sekil 3. T. alyssifoliumdan izole edilmis olan diterpen ve flavonoid bilesiklerin molekul yapilari

Epidemiyolojik caligmalar ve meta-analizler terpenler veya flavonoidlerce zengin diyetin
yaslanmanin beraberinde gelen kanser, kardiyovaskuler hastaliklar, diabet, osteoporoz ve
noérodejeneratif bozukluklarin gelisimine ters etki ettigini ortaya koymustur. Bu bilesiklerin
cesitli hucre igi sinyal yolaklari araciligiyla insuline duyarli dokularda karbohidrat sindirimini,

insdlin salgilanmasini, insulin sinyali ve glikoz alimini duzenledigi gosterilmistir.

Cesitli degisik bitkilerden izole edilmis terpenoid bilesiklerin anti-diyabetik etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Ornegin, tibbi bitki Andrographis paniculata’nin ana biyoaktif bileseni olan

andrografolit’in (bir diterpenoittir) ve bir triterpen glikozit olan siatikozit'in (Centella asiatica’dan)
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deneysel hayvan modellerinde anti-diyabetik etkisi gosterilmigtir (Nugriho vd., 2013). Ayni
zamanda RTA 402 ve CDDO-metil ester olarak da bilinen ve sinifinin ilk oral olarak
kullanilabilen sentetik triterpenoidi olan “Bardoxolone metil” bir diger terponoid hipoglisemik
ajandir (Pergola vd., 2011a, 2011b). Bir bagka triterpenoid olan betulinik asit, antiretroviral,
anti-malaryal, anti-enflamatuar ve anti-kanser 6zellikleri yani sira anti-diyabetik 6zelige sahip
olan dogal olarak meydana gelen bir pentasiklik triterpenoid bilesiktir (Genet vd., 2010). Benzer
olarak, literatlrde flavonoid bilesiklerin de anti-diyabetik etki gdsterdigini bildirir calismalar yer
almaktadir (Nishi ve Mini, 2013; Babu vd., 2013; Constantin vd., 2014; Rahal vd., 2014).
Turuncgillerden izole edilmis olan naringenin flavonoid STZ ile indiklenmis diyabet sicanlarda
kan glikoz ve instlin dizeylerini énemli 6lgclide dusirdiugi ve pankreatik koruyucu etkiler
gosterdigi bildiriimektedir (Annadurai vd., 2012). Naringene benzer olarak truncta bulunan bir
diger flavonoid olan hisperidinin de naringenin gibi anti-diyabetik etkiye sahip oldugu; her iki
flavonoid bilesigin glukoneogenetik yolagi inhibe ederek etki ettigi gosterilmistir. (Toumi vd.,
2009; Constantin vd., 2014). Farkl flavonoid bilesikler icinde anti-diyabetik etkiler litratlirde
bildirilmektedir (Zima vd., 2010; Cui vd., 2010; Habtemariam 2012; Mosihuzzman vd., 2013).

Bu kapsamda, anti-diyabetik etkisi bilinen Teucrium cinsinin tlkemize endemik bir tird olan T.
alysifolium’dan izole edilmis olan dort adet saf bilegigin anti-hiperglisemik etkinligi dncelikle in

vitro modellerde arastiriimistir.
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2. GEREG ve YONTEM

2.1. Geregler
2.1.1. Sarf Malzemeleri

1,1-Dimetilbiguanid hidroklorid (D150959), 3-lzobditil-1-metilksantin (17018), 96 kuyucuklu
mikroplakalar (Costar), (D-(+)-Glikoz (G7021), Dekzametazon (D4902), Dimetil sulfoksid
(D4540), insllin c¢ozeltisi (10516), Kalsiyum Klorid (C5670) L-Glutamin (G8540), Maltoz
¢cozeltisi (63423), Sigir Serum Albumin (A4919), Stkroz (S1888), Tripan Mavisi c¢ozeltisi
(93595) Sigma-Aldrich (Chemie GmbH, Export Department, Eschenstrasse 5, 82024
Taufkirchen, Germany) firmasindan; EasyScript™ Plus cDNA Sentez Kiti (G236) ve KiloGreen
2X gPCR (MasterMix-KS) ABM (Applied Biological Materials Inc., #1-3671 Viking Way,
Richmond, BC, V6V 2J5 Canada) firmasindan; Chang Liver (CCL-13), 3T3-L1 (CL-173),
C2C12 (CRL-1772) ve BTC6 (CRL-11506) hucre hatlann LGC (LGS Standards GmbH,
Mercatorstr. 51, 46485 Wesel, Germany) firmasindan; 50 nmol, Oligo-DNA (primerler)
Genescript (GenScript, 860 Centennial Ave., Piscataway, NJ 08854, USA) firmasindan; Fetal
Si1gir Serumu Gibco (Thermo Fisher Scientific, 81 Wyman Street, Waltham, MA 02451 USA)
firmasindan; Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM, 12-741F), Dulbecco's phosphate
buffered saline (DPBS, 17-513), Eagle's modified essential medium (EMEM, 12-662F),
Penisilin- streptomisin Karisimi (17602), RPMI 1640 Besiyeri (12-702F) ve Tripsin-EDTA
¢ozeltisi (17-161F) Lonza (Lonza Group Ltd, Muenchensteinerstrasse 38, CH-4002 Basel,
Switzerland) firmasindan; insilin ELISA kiti (EZRMI-13K) Millipore (290 Concord Road,
Billerica, Massachusetts 01821 USA) firmasindan; RNeasy Plus Mini Kit (74136) Qiagen
(27220 Turnberry Lane, Suite 200, Valencia, CA 91355, USA) firmasindan; UltraFlux kapakli
PZR tapleri (0,2 ml, 3247-40) SSI (Scientific Specialties, Inc., 1310 Thurman Street Lodi, CA
95240, USA) firmasindan temin edilerek kullanildi.

2.1.2. Cihazlar

Bu proje kapsaminda baslica su cihazlar kullaniimigtir: Bioneer gercek zamanl PZR cihazi,
Biosa kuru blok isitma termostati, Maestrogen Nanodrop cihazi, Sigma 3K30  sogutmal

santrifij, Sigma 1-14K sogutmali/sogutmasiz santrifUjler, Bioneer ExiSpin PCR tip
karigtiricisi, Therm Agaroz jel elektroforez sistemi, DNR jel gortntuleme sistemi, Cisco laminar
flow, Nuaire CO; inklbatoér, Olympus ters mikroskop, Olympus CX31 mikroskop ve Thermo

Scientific Multiskan GO mikroplaka okuyucu spektrofotometre.
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2.2. Yontemler

2.2.1. Hiicre Hatlarinin idamesi
2.2.2. BTC6 Hiicre Hatti

Hucreler %15 inaktive edilmis FBS (fetal sigir serumu) ve %1 penisilin/streptomisin iceren
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besiyerinde, 37 °C de, %5 CO- igeren nemli bir
ortamda buyutuldd. Yaklasik 32 saat sonra %80 yogunluga ulasti. Bu durumda hicreler tripsin-
EDTA solisyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi ve Thoma laminda sayildi. Hlcreler
petri kabi basina 1x10° hiicre olacak sekilde yeni ortamlara boéliindii. Saklanmak istendiginde
ise %5 DMSO (dimetilsulfoksit) iceren besiyerinde dondurma tuplerine alinarak -80 °C’de

muhafaza edildi.

2.2.3. C2C12 Hiire Hatti

Hucreler %10 inaktive edilmis FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM besiyerinde, 37
°C de, %5 CO; igeren nemli bir ortamda buyutildd. Yaklasik 48 saat sonra %80-90 yogunluga
ulastli. Bu durumda hicreler tripsin-EDTA solusyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi
ve Thoma laminda sayildi. Hicreler petri kabi basina 1x10° hiicre olacak sekilde yeni
ortamlara boélindl. Saklanmak istendiginde ise %5 DMSO igeren besiyerinde dondurma

tuplerine alinarak -80 °C’de muhafaza edildi.

2.2.4. 3T3L1 Hiicre Hatti

Hucreler %10 inaktive edilmis FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM besiyerinde, 37
°C de, %5 CO: iceren nemli bir ortamda buyutildi. Yaklasik 60 saat sonra %80-90 yogunluga
ulasti. Bu durumda hicreler tripsin-EDTA solusyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi
ve Thoma laminda sayildi. Hicreler petri kabi basina 1x10° hiicre olacak sekilde yeni
ortamlara bolindu. Saklanmak istendiginde ise %5 DMSO igeren besiyerinde dondurma

tuplerine alinarak -80 °C’de muhafaza edildi.

2.2.5. Chang karaciger (HeLa) Hiicre Hatti

Hucreler %10 inaktive edilmis FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium) besiyerinde, 37 °C de, %5 CO. igeren nemli bir ortamda
buyutuldu. Yaklasik 36 saat sonra %80-90 yogunluga ulasti. Bu durumda hucreler tripsin-
EDTA solusyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi ve Thoma laminda sayildi. Hicreler
petri kabi basina 1x10° hiicre olacak sekilde yeni ortamlara boliindl. Saklanmak istendiginde

ise %5 DMSO igeren besiyerinde dondurma tiiplerine alinarak -80 °C’de muhafaza edildi.

2.2.6. Caco-2 Hiicre Hatti

-11 -



@

TUBITAK
Hucreler %20 inaktive edilmis FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium) besiyerinde, 37 °C de, %5 CO. iceren nemli bir ortamda
blyGataldi. Yaklasik 36 saat sonra %80-90 yogunluga ulasti. Bu durumda htcreler tripsin-
EDTA solusyonuyla kaldirilarak tripan mavisi ile boyandi ve Thoma laminda sayildi. Hicreler
petri kabi basina 1x10° hiicre olacak sekilde yeni ortamlara boélindi. Saklanmak istendiginde

ise %5 DMSO iceren besiyerinde dondurma tiiplerine alinarak -80 °C’de muhafaza edildi.

2.3. Test Bilesikleri — Alisin A, Alisin B, Sirsiliol ve Sirsilineol
2.3.1. izolasyonu ve saflastiriimasi

Test bilegikleri Topcu vd., (1995; 1996; 1997) tarafindan belirtildigi sekilde .T. alyssifolium’dan
izole edilmis ve saflastirimis diterpenoid ve flavonoid yapida bilesiklerdir. Bilesiklerin
molekdiler yapilari ve ézellikleri Sekil 3'te verilmistir. Bu ¢alismada 6nceden izole edilmis ve

uygun sartlarda saklanmis bilesikler kullanildi.

2.3.2. Model Mekanizma Deneylerinde Kullanilmak igin Hazirlaniglan

Tam test bilesikleri son konsantrasyonu 1mg/ml olacak sekilde &ncelikle DMSO igerisinde
¢bzuldu ve son hacme de besiyeri ile tamamlandi. DMSO konsantrasyonu son hacimde %15
olacak sekilde ayarlandi. Cozunen bilegikler azot (N.) gazi ile muamele edilerek ve temsili
miktarlara bolliinerek -20 °C de saklandi. Deney esnasinda agilan temsili boéllntiler acilip
kullanildiktan sonra tekrar kullaniimadi ve kalan miktarlar atildi. Boylelikle bilesiklerin deneyler

esnasinda bozulmalari veya oksidasyona maruz kalmalari engellenmis oldu.

2.4. Sitotoksisite Testleri

Bu islem icin hlicreler 96 kuyulu plakalara, her kuyucukta 1 x 10* hiicre olacak sekilde ekildi
ve plakalarin Gzeri toplamda 200 pl olacak sekilde besiyeri ile tamamlandi. Hicrelerin plakaya
yapismasi igin 24 saat CO; inklbatérde bekletildi. Bu stire sonunda besiyeri dokildi ve degisik
konsantrasyonlarda saf bilesik kuyucuklara yiklendi. Kontrol grubuna ise sadece besi ortami,
¢6zlcu veya pozitif kontrol madde ekledi. Tium kuyucuklar 200 ul'ye besiyeri ile tamamlanarak
24 saat CO; inkubatorde bekletildi. Stre sonunda kuyucuklardaki ortam doékulerek her bir
kuyucuga 100 Ml kristal viyole ¢ozeltisi (%10 EtOH iginde %0,5’lik) eklendi ve oda sicakliginda
10 dak. bekletildi. Stre sonunda boya dokuldu ve plaka cesme suyunda boyanin fazlasi gidene
kadar yikandi. Kuyucuklara 100 ml sodyum sitrat ¢ozeltisi (%50 EtOH iginde ¢ozdurtulmus, 1M,
pH 4,2) eklendi. Oda sicakhginda 15 dak. calkalanarak 630 nm dalga boyunda ELISA
mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri Olguldu. Elde edilen absorbans degerleri

kullanilarak ytuzde yasam verileri saptandi. Bu verilerden yaklasik Hicbir Etki G6zlemlenmeyen
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Duzeyi (NOEL) ve En Dusuk Etki Gozlemlenen Duzeyi (LOEL) de@erleri saptanarak takip eden

etki saptama deneylerinde kullaniimigtir.

2.4.1. Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivite Olgiimii

Test bilesiklerinin sitotoksik etkilerini saptamanin yanisira tespit edilen konsantrasyonlarda
hicreler Uzerine herhangi bir toksik etki olup olmadigini tespit etmek icgin hicrelerin test
bilesiklerle birlikte inkibe edildigi besiyerlerinde ayrica laktat dehidrogenaz dl¢ima yapildi. Bu
amagla, hiicreler 10*hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96’li mikroplakaya ekildi. Ekimden 24 saat
sonra uygulama yapildi. Kuyucuklarda, ilgili hGcrenin besiyeri (besiyeri kontrol), ¢6zlcu olarak
kullanilan %15 DMSO iceren besiyeri (DMSO kontrol), Alisin A, Alisin B ve Sirsiliol, Sirsilineol
(test bilesikleri) icerdi. Ortamdaki LDH aktiviteleri BioVision laktat dehidrogenaz aktivite tayin
kiti ile kolorimetrik (Kat. No: K726-500) olarak tespit edildi. Kit bilesenleri ve protokoll
asagidaki gibidir:

Tablo 1. BioVision LDH tayin kiti bilegenleri

Substrat karisimi: 1.1 ml ddH20 ile 10 dak. boyunca ¢6zuld
LDH pozitif kontrol: 220 ml dH20 ile sulandirihr
NADH standardi: 0,4 ml ddH2O ile sulandirilir (1,25 mM)

Farkl iceriklere sahip kuyucuklardan 25’er ml érnek alinip yeni bir plakaya eklendi ve son
hacim 50 Ml olacak sekilde analiz tamponu ile tamamlandi. Duplike olarak NADH
standardindan kuyucuklara sirasiyla 0, 2, 4, 6, 8, 10 Ml eklenip son hacim 50 ml olacak sekilde
analiz tamponu ile tamamlandi. Her bir kuyucuga icerigi asagidaki gibi olan reaksiyon
karisimindan 50 ml eklendi ve iyice karistirildi.

Analiz tamponu 48 ml
Substrat karisim sollisyonu 2 Ml

Ik dlclim reaksiyon karisimi eklendikten hemen sonra; ikinci dlgtim ise 37°C’ de 30 dak. inkiibe

ettikten sonra yapildi. Olglimler 450 nm dalga boyunda gerceklestirildi.
2.5. Glikoz Kullanim Testi

Glikoz alinimi deneyleri 3T3-L1*, C2C12 ve Chang hicre hatlari ile gergeklestirildi. Bu
deneyler icin taze olarak pasajlanmig hucreler 96 kuyucuklu mikroplakalara kuyucuk basina
4500 hicre olacak sgekilde ekildi ve 48 saat boyunca buyutuldu. Bu sure sonunda besiyere 8
mM glikoz +% 0,1 BSA + test bilesik (asagida verilmektedir) eklendi ve 2 saatlik ilave bir stire
daha inkibe edildi.
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inkiibasyon siiresi sonucunda her bir kuyucuktan 10 ul ortam alinarak yeni bir 96 kuyucuklu
mikroplakaya transfer edildi. Uzerine glikoz reaktifi eklenerek son hacim 200 ul'ye tamamlandi
ve 37 ° C'de 30 dakika inktbe edildikten sonra mikroplaka okuyucusu kullanilarak 450 nm'de
okundu. Glikoz tayini esas olarak BioVision Kolorimetrik Glikoz Tayin Kiti (Kat. No: K606-100)

kullanilarak, Ureticinin direktiflerine uyularak tayin edildi.
Kuyucuklarda olugturulan ortam asagidaki gibidir:
3T3 ve Chang Liver hicre hatlari igin;

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

Kontrol C (DMSO Kontrol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + %15 DMSO igeren ¢ozelti
Kontrol P1 (Pozitif Kontrol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 1 mM metformin

Kontrol P2 (Pozitif Kontrol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 1 MM insiilin

Test 1 (Alisin A) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 40 mg/ml Alisin A
Test 1' (Alisin A) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 75 mg/ml Alisin A
Test 2 (Alisin B) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 40 mg/ml Alisin B
Test 2' (Alisin B) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 75 mg/ml Alisin B
Test 3 (Sirsiliol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 20 mg/ml Sirsiliol
Test 3' (Sirsiliol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 40 mg/ml Sirsiliol
Test 4 (Sirsilineol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 20 mg/ml Sirsilineol
Test 4' (Sirsilineol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 40 mg/ml Sirsilineol

*3T3L1 hicre hatti bu deney dncesinde adipoz hucrelerine dénustaruldr. Bunun igin yapiimasi

gerekenler asagida Bélim 2.5.1’de verilmigtir.

C2C12 hucre hatti igin;

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

Kontrol C (DMSO Kontrol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + %15 DMSO igeren ¢ozelti
Kontrol P1 (Pozitif Kontrol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 1 mM metformin

Kontrol P2 (Pozitif Kontrol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 1 MM insiilin

Test 1 (Alisin A) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 20 mg/ml Alisin A
Test 1' (Alisin A) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 30 mg/ml Alisin A
Test 2 (Alisin B) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 20 mg/ml Alisin B
Test 2' (Alisin B) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 40 mg/ml Alisin B
Test 3 (Sirsiliol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 20 mg/ml Sirsiliol
Test 3' (Sirsiliol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 40 mg/ml Sirsiliol
Test 4 (Sirsilineol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 20 mg/ml Sirsilineol
Test 4' (Sirsilineol) : 8mM glikoz +% 0,1 BSA + 40 mg/ml Sirsilineol

Kit bilesenleri ve prosediri asagidaki gibidir:

Tablo 2. BioVision glikoz tayin kiti bilesenleri
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Glikoz analiz tamponu

Glikoz probu

Liyofilize enzim karigimi
Glikoz standardi (100 nmol/pl)

Glikoz standardi glikoz analiz tamponu ile 10 kat seyreltildi. Duplike olarak kuyucuklara
sirasiyla 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 Ml eklendi ve Uzerlerine son hacim 50 ml olacak sekilde analiz
tamponundan eklendi. Boylece kuyucuklarda 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 nmol glikoz standardi
olusturuldu. Orneklerden 10’ar Ml alindi ve lizerlerine son hacim 50 Ml olacak sekilde analiz
tamponundan eklendi. Test ve standart iceren kuyucuklar i¢in reaksiyon karigsimi kullanilirken;
kontrol gruplari igin artalan kontrol karigsimi kullanildi. Asagida karisim icerikleri verilmigstir (bu

hacimler bir kuyucuk igindir).

Reaksiyon karigimi Artalan karigimi
Glikoz analiz tamponu 46 ml 48 ml
Glikoz probu 2 Ml 2 Ml
Glikoz enzim karisimi 2 Ml -

Reaksiyon ve artalan karigimlari ilgili kuyucuklara eklendikten sonra, plaka 37°C’de isiktan
korunakli bir yerde 30 dakika bekletildi ve 570 nm dalga boyunda absorbans olgimu yapildi.
Standart degerler kullanilarak olugturulan grafik ve egri degerleri kullanilarak bilinmeyen test

miktarlari hesaplandi.
2.5.1. Gliserol-3-Fosfat Dehidrogenaz Aktivite Olgiim Testi

3T3L1 pre-adiposit hicreleri dekzametason (DEX ), izobutilmetilksantin (IBMX ) veya insulin
varliginda buyutulduklerinde 5. giin sonrasi yuvarlak bir morfolojiye sahip olmakta ve lipit
biriktirmeye baslayarak adiposit karaktere sahip olmaktadirlar. Taze pasajlanmisg 3T3L1
hiicrelerinin ortamina birinci gliniin sonunda 10 pg/ml insdlin, 10 M DEX ve 0.1mM IBMX
eklenerek adiposit farklilagsmasi indiklendi. Besinci gliniin sonunda hicreler yikanarak normal
ortama transfer edildi. Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz (G3PDH) mRNA, protein ve aktivitesi
adiposit farkhlagmasinin bir géstergesi olarak kullanilir. Bunun igin BioVision gliserol-3-fosfat
dehidrogenaz aktivite tayin Kiti (kolorimetrik, Kat. No: K640-100) kullanilarak htcrelerin

farklilasmasi belirlendi. Kit bilesenleri ve proseduru asagidaki gibidir:

Tablo 3. BioVision glikoz tayin kiti bilegenleri

GPDH analiz tamponu

GPDH substrati: 220 ml GPDH analiz tamponu ile sulandirilir

GPDH probu: 220 ml dH>O ile sulandirihr

NADH standardi: 100 ml GPDH analiz tamponu ile sulandirilir (5 mM)
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Yaklasik 1x10° hicre 200 ml soguk GPDH analiz tamponu ile 10 dak. boyunca, 10 kez insiilin
ignesinden gegcirilirek buz Ustlinde homojenize edildi. Homojenat 12000 rpm’de 5 dak. santrif(jj
edildi ve santrifiigat toplandi. Ornekten 20 Ml her bir kuyucuga kondu ve tizerine son hacim 50
Ml olacak sekilde GPDH analiz tamponu eklendi. Ornek icindeki NADH kaynakli artalan
olusumu igin kontrol olusturuldu. Pozitif kontrol icin 10 ml sulandiriimig GPDH pozitif kontrol

eklendi ve son hacim GPDH analiz tamponu ile 50 mI’ ye tamamlandi.

Stok NADH (5 mM) standardi GPDH analiz tamponu kullanilarak seyreltildi ve 1 mM NADH
standardi elde edildi. Kuyucuklara sirasiyla 0, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 12.5 ml seyreltiimis 1 mM
NADH standardi eklendi ve son hacim GPDH analiz tamponu ile 50 mI' ye tamamlandi.
Standart, pozitif kontrol ve test 6rneklerinin bulundugu kuyucuklara 50’ser Ml reaksiyon

karisimi; artalan kontrold igin olusturulan kuyucuga 50 Ml artalan karigsimi eklendi ve iyice

karistirildi.
Reaksiyon karisimi Artalan karigimi
GPDH analiz tamponu 46 vl 48 i
GPDH probu 2 Ml 2 Ml
GPDH substrat 2 Ml

Bekleme siresince plaka 37°C’de tutuldu ve 450 nm dalga boyunda 30 dakikada &élgiim alindi.

2.6. Glikoz Depolama Testi

Bu grup deneyler glikojen depolama kapasitesi olan C2C12 ve Chang hicre hatlar ile
gercgeklestirildi. Hicreler deney guiniine kadar normal kosullarda buyatuldid. Deney gininde
hicreler besiyer kalintilarini gidermek igin 37 °C olan fosfatla tamponlanmis tuz ¢ézeltisi (PBS)
ile yikandi ve 2 saat serum igermeyen ortamda inkibe edidi. Daha sonra 3 saat boyunca

asagida verilen ajanlar ile inktbe edildi. Kuyucuklarda olusturulan ortam asagidaki gibidir:

C2C12 hicre hatti icin;

Kontrol B (Besiyeri Kontrol) : Besiyeri
Kontrol C (DMSO Kontrol) : Besiyeri + %15 DMSO igeren Besiyeri
Kontrol P (Pozitif Kontrol)  : Besiyeri + 1 MM insiilin

Test 1 (Alisin A) : Besiyeri + 20 mg/ml Alisin A
Test 1' (Alisin A) : Besiyeri + 30 mg/ml Alisin A
Test 2 (Alisin B) : Besiyeri + 20 mg/ml Alisin B
Test 2' (Alisin B) : Besiyeri + 40 mg/ml Alisin B
Test 3 (Sirsiliol) : Besiyeri + 20 mg/ml Sirsiliol
Test 3' (Sirsiliol) : Besiyeri + 40 mg/ml Sirsiliol
Test 4 (Sirsilineol) . Besiyeri + 20 mg/ml Sirsilineol
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Test 4' (Sirsilineol) : Besiyeri + 40 mg/ml Sirsilineol

Chang Liver hicre hatti icin;

Kontrol B (Besiyer Kontrol) : Besiyeri
Kontrol C (DMSO Kontrol) : Besiyeri + %15 DMSO i¢ceren KRBH
Kontrol P (Pozitif Kontrol)  : Besiyeri + 1 mM Glibenklamid

Test 1 (Alisin A) : Besiyeri + 40 mg/ml Alisin A
Test 1' (Alisin A) : Besiyeri + 75 mg/ml Alisin A
Test 2 (Alisin B) : Besiyeri + 40 mg/ml Alisin B
Test 2' (Alisin B) : Besiyeri + 75 mg/ml Alisin B
Test 3 (Sirsiliol) : Besiyeri + 20 mg/ml Sirsiliol
Test 3' (Sirsiliol) : Besiyeri + 40 mg/ml Sirsiliol
Test 4 (Sirsilineol) : Besiyeri + 20 mg/ml Sirsilineol
Test 4' (Sirsilineol) : Besiyeri + 40 mg/ml Sirsilineol

inkiibasyon sonunda hiicreler tripsin ile kaldirildi. Hiicre siispansiyonu bir hemositometre
kullanilarak sayildi ve 1,0x10° adet hiicre ayrilip santrifiij (4 °C'de 5 dak., 800xg ) edildi. Olusan
pelet buz Ustinde 200 pl distile su igerisinde homojenize edilerek yeniden sltispansiyon haline
getirildi. Stspansiyon 18000xg’de 10 dak. santrifiij edildi ve Ust fazdan 25 ul alinip glikojen
icerigi BioVision glikojen tayin kiti (Kat. No: K646-100) ile kolorimetrik olarak Ureticinin

direktifleri dogrultusunda tespit edildi. Kit bilesenleri ve prosediri asagidaki gibidir:

Tablo 4. BioVision glikojen tayin kit bilesenleri

Hidroliz tamponu

Geligtirme tamponu

Oxired probu

Liyofilize hidroliz enzim karigimi
Liyofilize gelistirme enzim karigimi
Glikojen standardi (2,0 mg/ml)

Hidroliz enzim karisimi 220 Ml hidroliz tamponuyla ve gelistrme enzim karisimi 220 ml
gelistirme tamponu ile ¢dzdurulda. Standart dH»O ile 10 kat seyreltildi ve kuyucuklara sirasiyla
0, 2, 4, 6, 8, 10 Ml eklendi. Son hacim hidroliz tamponu ile 50 mI'ye tamamlandi. Standart ve
ornek kuyucuklarina 2 Ml hidroliz enzim karigimi eklendi ve oda sicakhdinda 30 dak. bekletildi.

Standart ve 6rnekleri iceren her bir kuyucuga asagida igerigi verilen reaksiyon karigimi eklendi.

Gelisme tamponu 46 ml
Gelisme enzim karigimi 2 ml
OxiRed probu 2 Ml
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Plaka oda sicakliginda isiktan korunakl bir yerde 30 dak. bekletildi ve 570 nm dalga boyunda

absorbans olgimu yapildi.
2.7. Glikoz Taginimi (Transport) Testi

Bu deneyler Caco-2 hiicre hatti ile gerceklestirildi. insan bagirsak epitel Caco-2 hiicre hatt
rutin olarak 4.5 g/L glikoz, 0.584 g/L glutamin,%10 fetal sigir serumu,%3,7 sodyum bikarbonat,
100 IU/ml penisilin, 100 ug/ ml streptomisin ve %1 esansiyel olmayan amino asitler ihtiva eden
DMEM besiyerinde kulture edildi. Ortam, 2 gunde bir degistirildi ve hucreler her gun kontrol
edildi. Artursson vd., (1990) tarif ettigi gibi, transport deneyleri icin hiicreler, polikarbonat filtreli
hicre kalttrla plakalari (Corning Transwell, 24-mm ¢ap, 3 um) igine ekildi ve birbirine yapismis
hale doénustmleri beklendi (14 gun). Caco-2 hicrelerinin siki birlesimleri (siki baglarin

olusumlari) ve gelisme bitinligu mikroskopik inceleme ile takip edildi.

Caco-2 hucre katmanindan glikoz tasinmasinin olgtlmesi icin 6ncelikle trans-kuyucuklarin her
iki yani 20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 80 mM NacCl, 100 mM mannitol, 3 mM K;HPO,4, 1 mM CacCl,
ve 1 mg/ml BSA igceren inkiibasyon tamponu ile yikandi. Hiicre tabakasi 1 saat boyunca 37
°C'de inkibasyon tamponu icinde On-inkiibasyona maruz birakildi ve ortam transport
deneyinden hemen 6nce taze inkibasyon tamponu ile degistirildi. Transport deneyi apikal
tarafa 25 mM D-glikoz ve test bilesigin eklenmesi ile baslatildi. Kuyucuklarda olusturulan ortam
asagidaki gibidir:

Kontrol B (Besiyeri Kontrol) : Besiyeri

Kontrol C (DMSO Kontrol) : Besiyeri + %15 DMSO igeren Besiyeri
Kontrol P (Pozitif Kontrol)  : Besiyeri + 1 MM insiilin

Test 1 (Alisin A) : Besiyeri + 20 mg/ml Alisin A
Test 1' (Alisin A) : Besiyeri + 40 mg/ml Alisin A
Test 2 (Alisin B) : Besiyeri + 20 mg/ml Alisin B
Test 2' (Alisin B) : Besiyeri + 40 mg/ml Alisin B
Test 3 (Sirsiliol) : Besiyeri + 20 mg/ml Sirsiliol
Test 3' (Sirsiliol) : Besiyeri + 40 mg/ml Sirsiliol
Test 4 (Sirsilineol) . Besiyeri + 20 mg/ml Sirsilineol
Test 4' (Sirsilineol) : Besiyeri + 40 mg/ml Sirsilineol

Apikal ve bazolateral boélumden 0., 30. ve 60. dakikalarda 10 ul ¢ozelti érnekleri alinip ve
yerlerine glikoz icermeyen inklibasyon ¢ozeltisi eklendi. Alinan 6rneklerde glikoz miktari Bolum
2.5’te belirtildi gibi BioVision Glikoz tayin kiti (Kat. No: K606-100) ile Ureticinin talimatlari

dogdrultusunda kolorimetrik olarak tayin edildi.
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2.8. Glikoz Emilimi Testi

Deney Caco-2 hucre hatti ile gerceklestirildi. Bu bolim deney yukarida Bolim 2.5’te verilen
hucre buyutme kosullarinda Huang vd.’lerinin (2012) tanimladidi sekilde gergeklestirildi.

Caco-2 hicrelerinde alfa-glikosidaz etkinligini belirlemek icin dncelikle trans-kuyucuklar fosfat
ile tamponlanmis tuz ¢dzeltisi (PBS) ile yikandi. Hlcre tabakasi 1 saat boyunca 37 °C'de PBS
icinde dn-inklibasyona maruz birakildi. Apikal taraftaki ortam 28 yM maltoz, 28 yM sukroz ve
test bilesigi iceren PBS ile degistirilerek deney baslatildi. Bazal tarafa sadece PBS eklendi.
Kuyucuklarda olusturulan ortam asagidaki gibidir:

Kontrol B (Besiyer Kontrol) : PBS

Kontrol C (DMSO Kontrol) : PBS + %15 DMSO igceren PBS
Kontrol P (Pozitif Kontrol)  : PBS + 1 MM Glibenklamid

Test 1 (Alisin A) : PBS + 20 mg/ml Alisin A
Test 1' (Alisin A) : PBS + 40 mg/ml Alisin A
Test 2 (Alisin B) : PBS + 20 mg/ml Alisin B
Test 2' (Alisin B) : PBS + 40 mg/ml Alisin B
Test 3 (Sirsiliol) : PBS + 20 mg/ml Sirsiliol
Test 3' (Sirsiliol) : PBS + 40 mg/ml Sirsiliol
Test 4 (Sirsilineol) : PBS + 20 mg/ml Sirsilineol
Test 4' (Sirsilineol) : PBS + 40 mg/ml Sirsilineol

Hucreler bu kosullarda 2 saat inkiibe edildikten sonra apikal taraftan 50 pl 6rnek alinarak alfa-
glikosidaz tarafindan salinan glikoz miktari BioVision Glikoz analiz kiti ile Greticinin talimatlari

dogrultusunda kolorimetrik olarak bolim 2.5’te belirtildigi gibi aynen uygulanarak tayin edildi.
2.9. Insiilin Salinim Testi

Taze pasajlanan BTC6 hicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
mikroplakaya ekildi ve 2 gin boyunca uygun sartlarda inkiibe edildi. Stre sonunda, her bir
kuyucuk 200 ml Krebs-Ringer-Bikarbonat-HEPES tamponu (KRBH: 118,4mM NacCl, 4,75mm
KCl, 1,192mM MgSOs, 2,54mm CaClz, 10 mM HEPES, 2 mM NaHCOs, % 0,1 BSA) ile iki kez
yikandi. Her bir kuyucuga tekrar 200 ml KRBH tamponu eklendi ve oda sicakhdinda 30 dakika
daha inkibe edildi. Sure sonunda ortam uzaklastirildi ve kuyucuklar agagida belirtilen sekilde

tampon ve test bilesigi iceren ortamda oda sicakliginda 40 dak. bekletildi:

Kontrol B (Besiyer Kontrol) : KRBH
Kontrol C (DMSO Kontrol) : KRBH + %15 DMSO igeren KRBH
Kontrol P (Pozitif Kontrol)  : KRBH + 1 mM Glibenklamid

Test 1 (Alisin A) : KRBH + 20 mg/ml Alisin A
Test 1' (Alisin A) : KRBH + 40 mg/ml Alisin A
Test 2 (Alisin B) : KRBH + 20 mg/ml Alisin B
Test 2' (Alisin B) : KRBH + 40 mg/ml Alisin B
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Test 3 (Sirsiliol) : KRBH + 20 mg/ml Sirsiliol
Test 3' (Sirsiliol) : KRBH + 40 mg/ml Sirsiliol
Test 4 (Sirsilineol) : KRBH + 20 mg/ml Sirsilineol
Test 4' (Sirsilineol) : KRBH + 40 mg/ml Sirsilineol

Bekleme siresinin ardindan her bir kuyucuk ortamindan ayri ayri 10 ml bagka yeni bir 96
kuyucuklu plakaya aktarildi. Ortamdaki instilin miktari Millipore insiilin ELISA Kiti (kolorimetrik)
(Kat. No: EZRMI-13K) kullanilarak ve ureticinin direktifleri uygulanarak gergeklestirildi. Kit

bilegenleri ve prosedurl asagidaki gibidir:

Tablo 5. Millipore insilin ELISA kit bilesenleri

instlin ELISA plakasi
Yapiskan plaka kaplayici
10X yikama tamponu
instlin standartlari (0,2- 0,5- 1- 2- 5- 10 ng/ml)
Kalite kontrol 1 ve 2
Matriks ¢ozeltisi

Analiz tamponu

insilin belirleme antikoru
Enzim ¢ozeltisi

Substrat ¢ozeltisi
Durdurma tamponu

Reaktifler deneye baslamadan 6nce oda sicakligina getirildi. 10X yikama tamponu ihtiyaca
gore hesaplanarak 10 kat seyreltilerek kullanildi. Gereken sayida mikrotitre analiz plaka
seritleri ¢ikarildi. Her kuyucuk 300 Ml seyreltilen yikama tamponu ile yikandi (Bu islem 3 kez
tekrar edildi). Yikama tamponu dikkatle dokilerek tamamen bosaltmak icin temiz bir kurutma
kagidi Uzerine ters cevrilip nazikge birkag kez pat patlandi. Fakat kuyucuklarin tamamen
kurumasina musaade edilmedi. Her bir kuyucuga 10 Ml analiz tamponu eklendi. Kor
kuyucuguna 10 ml daha analiz tamponu eklendi. 10 ml sican insulin standartlari artan
konsantrasyonda duplike olarak ilgili kuyucuklara uygulandi. ilgili kuyucuklara kontrol-1 ve
kontrol-2 sollsyonlarindan 10 ml eklendi. Kalan kuyucuklara analiz edilmek istenen érnekten
10 ml eklendi. Batin kuyucuklara 80 ml belirleme antikoru eklenip seritler yapiskan filmler ile
kapatilarak 400-500 rpm’de oda sicaklijinda 2 saat boyunca galkalanarak inktbe edildi. Stre
sonunda kuyucuklardaki sollisyon dokulerek her bir kuyucuk 300 Ml yikama tamponu ile
yikandi. Bu yikama islemi 3 kez daha tekrar edildi. Her kuyucuga 100 ml enzim c¢Ozeltisi
eklendi. Kuyucuklar yapigkan film ile kapatildi ve orta hizda galkalanarak oda sicakliginda 30
dak. inkiibe edildi. inkiibasyon siresi sonunda kuyucuklardaki sivi dokildii ve daha énce

belirtildigi sekilde yikama tamponu ile 6 kez yikandi. Son olarak her bir kuyucuga 100 ml
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substrat solisyonu eklenerek kuyucuklar kapatildi ve 20 dak. galkalanarak inkibe edildi.
Standartlarin bulundugu kuyucuklar da artan insulin konsantrasyonlarina gére mavi renk
olusumu gozlendi. Ardindan kuyucuklara 100 ml durdurma c¢ozeltisi eklendi ve kuyucuklar
¢ozeltinin karistigina emin oluncaya kadar elde ¢alkalandi. Bu esnada mavi renk sariya déner
ve 5 dak. icinde 450 ve 590 nm dalga boylarinda absorbanslar okundu. Elde edilen absorbans

degerleri kullanilarak standart egri cizilerek bilinmeyenler hesaplandi.

2.10. insiilin Sinyal Yolag Analizleri

insiilin sinyal yolagi gen ifade diizeylerinin tespiti uygun hiicre hatlarinda ilgili test bilesiklerinin
farkli konsantrasyonlarda uygulamalari neticesinde elde edilen hicrelerde asagidaki
yontemler uygulanarak saptanmistir. Test bilesiklerin uygulama sekilleri bélim 2.4’te

sitotoksisite testlerinde belirtildigi sekilde gerceklestirildi.
2.10.1.RNA izolasyonu
izolasyon QIAGEN RNeasy Plus mini kit (Kat.No: 74136-250) kullanilarak laboratuvarimizda

optimize ettigimiz sekliyle asagidaki prosedire gore gerceklestirildi.

Tablo 6. QIAGEN RNeasy Plus mini kit bilegenleri

RLT Plus lizis tamponu
RW1 Yikama tamponu
RPE Yikama tamponu
RNazdan arindiriimis su
gDNA tutan kolon
RNeasy kolon

Hucreler besiyerinden uzaklastirildi ve PBS ile yikandi. Yikama islemi ortamin besiyerinden
arindidina kanaat getirilene kadar tercihe gore birkag kez yapildi (genelde 3 kez). Yikama
isleminin ardindan hicre yogunluguna goére 350-600 pl RLT plus tamponu eklendi. Bu islem
neticesinde hicreler mukusumsu bir yapi kazanir, yumusar ve kolayca kazinir hale gelir. Lizis
tamponu hiicre kaziyici ile iyice hicreler Uzerine yayildi ve toplanip ependorfa alindi. Birkag
kez yavasca alt Ust edildi. Sispansiyon gDNA eliminatér kolonuna alindi. 100 rpm de 1 dak.
santrif(j edildi ve sivi kisim kolondan ge¢cmediyse islem daha yuksek hizda veya daha uzun
sure tekrarlandi. Kolon atildi ve alta gecen kismin Uzerine 500 pl %70’lik EtOH eklendi.
Yavasca pipetaj yapildi ve iyice karigtirildi. Sividan maksimum 600 pl “RNeasy spin” kolona
aktarildi. Kalan sivi olursa bu islem tekrar edilir. 11000 rpm’de 1 dak. santrifyj edildi ve sivi
kisim kolondan gecmediyse islem daha ylksek hizda veya daha uzun sure tekrarlandi. Alta
gecen kisim dokuldi ve kolona 700 yl RW1 tamponu eklendi. 11000 rpm’de 1 dak. santrif(j
edildi ve tekrar alta gegen kisim doékildu. Kolona 500 yl RPE tamponu eklendi ve 11100 rpm’de
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1 dak. santrif(j edildi ve tekrar allta gegen kisim dokdldi. Bu islem 2 kez daha tekrar edildi.
Kolon bir gsey eklenmeden 11000 rpm’de 30 saniye santrifuj edildi. Kolon yeni bir ependorfa
alindi ve Uzerine 45 pl RNaz igermeyen su eklenerek 9000 xg’ de 1 dak. 15 sn santrifuj edildi.
Kolon atilir ve RNA bulunan ependorf etiketlenerek ve temsili béltntilere bdlinerek -80 °C’ye
kaldiriidi.

izole edilen RNA’lar %1’lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz jel elektroforezi ile
yurutulerek kalite kontrolleri gerceklestirildi. %1’lik agaroz jel, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE)
tamponu ile hazirlandi. 2 yL RNA d6rnegi, 6 pL steril su ve 2 pl yiritme boyasi ile muamele
edilerek mikropipet ile jelde bulunan kuyucuklara yuklendi. Ydrutme bitince jel UV
transilluminatérde goruntilenip “DNR LightBis Prolmage Analysis System” (DNR Biolmaging
System Ltd. Jerusalem, lIsrael) cihazinda fotograflandi. Ayrica nanodrop cihazi ile de

konsantrasyonlari da tespit edilerek cDNA sentezi igin kullanildi.
2.10.2.cDNA Sentezi

Nanodrop cihazinda konsantrasyonlari belirlenen ylksek kaliteli total RNA’lar kullanilarak
ABM cDNA sentez kiti ile cDNA sentezi gergeklestirildi. Bir PCR tipu icerisinde 2,5 ug total
RNA kit icerisindeki oligo d(T) primerleri (1ml), dNTP ¢ozeltisi (1ml) ve RNAZz icermeyen su (bu
asamada son hacim 14,5 ml olacak sekilde eklendi) ile karistirilarak 65 °C de 5 dak. 6n isleme
tabi tutuldu. Ardindan bu karisim yine kit iceriginde yer alan reaksiyon tamponu (4ml), RNaz
inhibitora (0,5 ml) ve “EasyScript RTase” enzimi (1pMl) ile birlestirildi. Boylece bir tlipteki son
hacim 20 ml oldu ve 50°C de 50 dak. inkiibasyon cDNA sentezlendi. Stire sonunda, enzim
inhibe edilmek Uzere 85 °C’de 5 dak. bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar temsili boluntilere

bélinerek gergek zamanli nicel PZR (qQRT-PCR) yapmak uzere -80 °C muhafaza edildi.
2.10.3. Gergek Zamanli Nicel PZR (qRT-PCR)

Elde edilen cDNA su ile 5 kat seyreltildi. Floresans boya olarak “ABM- KiloGreen 2X qPCR
MasterMix RT?-PCR Master Mix” kullanildi. Deney ortami, her tlip igin, son hacim 25 ml olacak
sekilde asagida verildigi gibi olusturuldu.

Su : 6,1 Ml
Forward Primer : 0,7 ml
Reverse Primer : 0,7 ml
Kilogreen : 12,5 ml
cDNA : 5 Ml

Bu kapsamda incelenecek genler ve primer sekanslari asagidaki Tablo 7°de verilmistir:
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Tablo 7. Analiz edilen diyabet iligkili genlerin primer dizileri ve bilgileri.

hIRSR

insilin reseptor
mIRSR

hIRS-1
insulin reseptor

substrati 1
mIRS-1

IRS-2
insulin reseptor

substrati 1
mIRS-2

hPI3K

phosphatidilinositol

3-kinaz
mPI3K

hPKL
piruvat kinaz

karaciger
mPKL

hPKM
piruvat kinaz kas

mPKM

hFBP1
fructoz-1,6-
bisfosfaz 1

mFBP1

hG6P

glikoz 6 fosfataz
mG6P

hPEPCK
fosfoenolpiruvat

karboksikinaz

AAAACGAGGCCCGAAGATTTC

21 60.9 199-219
ATGGGCTTCGGGAGAGGAT
19 62.1 1-19
ACAAACGCTTCTTCGTACTGC
21 61.2 77-97
CGATGGCTTCTCAGACGTG
19 60.2 21-39

CGGTGAGTTCTACGGGTACAT

21 61.0 1608-1628
ACCGACTTGGTCAGCGAAG
19 61.9 418-436

ACCACTACCGGAATGAATCTCT
22 60.3 1217-1238

ACACCACGGTTTGGACTATGG
21 62 5-25

TCAAGGCCGGGATGAACATTG
21 62.7 230-250

GAACATTGCACGACTCAACTTC
22 60.0 243-264
ATGTCGAAGCCCCATAGTGAA
21 60.9 1-21
CGCCTGGACATTGACTCTG
19 60.2 94-112

CGCGCACCTCTATGGCATT
19 62.8 162-180

TATGGTGGAAAGGGACGGGAA
21 62.6 128-148
CGAGGCGCTACAGAACCAG
19 62.4 36-54
CTGAGCGCGGGCATCATAAT
20 62.8 13-32

AAAACGGCCTGAACCTCTCG
20 62.4 17-36
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GAGCCCATAGACCCGGAAG
19 61.2 288-270
CTTCGGGTCTGGTCTTGAACA
21 61.7 214-194

AGTCAGCCCGCTTGTTGATG
20 62.8 232-213

CAGCCCGCTTGTTGATGTTG
20 62.2 229-210

TCAGGGTGTATTCATCCAGCG

21 61.6 1801-1781
CACGAGCCCGTAGTTGTCAT
20 61.9 552-533

GGGATGTGCGGGTATATTCTTC

22 60.3 1423-1402
GGCTACAGTAGTGGGCTTGG
20 62 144-125

CTGAGTGGGGAACCTGCAAAG

21 62.9 347-327
CAGTGCGTATCTCGGGACC
19 61.9 400-382
TGGGTGGTGAATCAATGTCCA
21 61.4 118-98
GAAATTCAGCCGAGCCACATT
21 61.3 228-208

TTCTTCTGACACGAGAACACAC
22 60.2 297-276

CCTCTGGTGATACTCAAGGATGG
23 61.5 233-211
CACTCGGTGATGAGGCTGAT
20 61.4 197-178
GATTCTTAGGATCGCCCAGAAAG
23 60.5 112-90

ACACAGCTCAGCGTTATTCTC
21 60.1 114-94

90

214

156

209

194

135

207

140

118

158

118

135

136

285

162

100

98



mPEPCK

haG (hSIS)

sukraz izomaltaz
maG (mSIS)

hAKR1B1
aldo-keto rediiktaz
ailesi 1, liye B1

mMmAKR1B10

hSLC2A1 (GLUT1)
¢Oziinen tasiyici

ailesi 2 uiye 1
mSLC2A1 (GLUT1)

hSLC2A2 (GLUT2)
¢Oziinen tasiyici

ailesi 2 uiye 2
mSLC2A2 (GLUT2)

hSLC2A3 (GLUT3)
¢Oziinen tasiyici
ailesi 2 uiye 3

mSLC2A3

hGLUT4
¢Oziinen tasiyici

ailesi 2 uiye 4
mGLUT4

hGLUT5
¢Oziinen tasiyici

ailesi 2 iiye 5
mGLUT5

hSLC5A1 (SLGT1)
¢Oziinen tasiyici
ailesi 5
(sodyum/glikoz co-

tasiyici), lye 1

mSLC5A1

TUBITAK

CTGCATAACGGTCTGGACTTC
21 60.4 13-33
TCCAGCTACTACTCGTGTGAC
21 60.6 141-161
TGGCCGTGATGACAACAGTG
20 62.7 393-412

TTTTCCCATTGGATGAGTCGG
21 60.0 365-385

CTAGTGCCAAACCAGAGGACC
21 62.1 656-676

GGCCAAGAGTGTGCTAAAGAA
21 60.2 669-689

CAGTTCGGCTATAACACTGGTG
22 60.7 73-94

GCTGCTCAACTAATCACCATGC
22 61.8 265-286

TCAGAAGACAAGATCACCGGA

21 60.2 4-24
GCTGGGCATCGTTGTTGGA
19 62.9 477-495
ATGGGGACAACGAAGGTGAC
20 61.8 1-20
TGGGCGGCATGATTTCCTC
19 62.4 269-287

ACACTGGTCCTAGCTGTATTCT
22 60.0 67-88

ACGTTGCTGTGGTCTGTAACC
21 62.5 202-222

CCAATATGGGTACAACGTAGCTG
23 60.7 87-109

TACCTGAGGAAGCGGTTTGGA
21 62.9 10-30

AATGCGGCTGACATCTCAGTC
21 62.5 73-93
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CAGCAACTGCCCGTACTCC
19 62.7 171-153
CCCTCTGTTGGGAATTGTTCTG
22 60.8 257-236
GCGCGAGACTAACTTTATCCGA
22 62.1 586-565

CCTGGAGATGGTTGAAGTTGG
21 60.3 499-479

TCCTGTATTCGAGAAGGTGTCA
22 60.2 815-794

ACAGCGTTGATGCCAGACAG
20 62.8 869-850

GCCCCCGACAGAGAAGATG
19 61.8 228-210

TGGTCCCAATTTTGAAAACCCC
22 61.2 447-426

GCTGGTGTGACTGTAAGTGGG
21 62.6 218-198

GCACTTTGTAGGATAGCAGGAAG

23 60.7 599-577

GTCTCAGGTGCATTGATGACTC
22 60.7 107-86

GCCAGGACATTGTTGACCAG
20 60.9 356-337

CCAGCCACGTTGCATTGTA
19 60.7 184-166

CATTAAGATCGCAGGCACGATA
22 60.3 348-327

GCGTCAAGGTGAAGGACTCAATA

23 62.2 202-180
CGAGAAGATGTCTGCCGAGA
20 61.1 111-92

ACCAAGGCGTTCCATTCAAAG
21 61.1 320-300

159

117

194

135

160

221

156

183

215

123

107

88

118

147

116

102

248



hSLC5A4

¢oOziinen tasiyici
ailesi 5
(sodyum/glikoz co-
tasiyici), uye 4
(SGLT2)

mSLC5A4

hLDHA
laktat
dehydrogenaz A

mLDHA

hACTB
Aktin Beta
mACTB

*h (human) — insan
m (mouse) — fare
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AGGAGTCGCCACCGTAACA
19 62.9 282-300

ATGGAGCAACACGTAGAGGC
20 61.9 1-20

ATGGCAACTCTAAAGGATCAGC
22 60.1 1-22

TGTCTCCAGCAAAGACTACTGT
22 60.7 318-339

AGATATTCCGGCATGGTCATCA
22 61.0 395-374

ATGACCAGCAGGAAATAGGCA
21 61.2 104-84

CCAACCCCAACAACTGTAATCT
22 60.2 86-65

GACTGTACTTGACAATGTTGGGA
23 60.2 472-450

2.11. Test Bilesiklerin Kanser iliskili Genlerin ifade Diizeylerine Etkilerinin

Saptanmasi

114

104

86

155

B-plani kapsaminda anti-kanser etki tayinleri icin kullanilan gen ve primerler de asagidaki

Tablo 8’de verilmistir. Bu bolimde kullanilan yontemler primerler hari¢ aynen yukarida Bolim

2.12 verildigi sekilde gerceklestirilmistir.

Tablo 8. Caligilan kanser iligkili genler igin kullanilan primer dizileri ve bilgileri.

PCNA

Prolifere Edici
Cekirdek Antijeni
EXO1
Ekzoniikleaz 1
C-MYC
Miyelositomatozis
Viral Onkogen
Homologu

BCL2

B-Hiicresi
Cll/Lemfoma 2

KRAS

CGTAGCAGAGTGGTCGTTGT
20 62 60-79

GCAAGTTACCCGTGTTCTGC

20 62 35-54

TCCATGAGGAGACACCGCC
19 62 1289-1307

ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC
22 62 962-983

CTCGACACAGCAGGTCAAGA
20 62 316-335
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TAGCTGGTTTCGGCTTCAGG
20 62 151-132

CCCATTCCAGACGACACGTT

20 62 192-173

GCTGTGAGGAGGTTTGCTGT
20 62 1449-1430

TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC

24 62 1157-1134

GGCATCATCAACACCCTGTC
20 62 615-596

91

157

160

195

299



Kirsten Sigan
Sarkomasi Viral
Onkogen
Homologu

BAX

Bcl2-lligkili X
Protein

APAF1
Apoptotik
Peptidaz Active
Edici Faktor 1
UNG

Urasil-Dna
Glikosilaz
BRCA1

Gogiis Kanseri 1,
Erken Baslangi¢
LIG1

Ligaz I, DNA, ATP-
Bagimh

CASP3

Kaspaz 3,
Apoptoz-iligkili
Sistein Peptidaz
CASP9

Kaspaz 9, ,
Apoptoz-iligkili
Sistein Peptidaz
P53

(Tiimor Protein
P53)

CASP8

Kaspaz 8, ,
Apoptoz-iligkili
Sistein Peptidaz

RB1
Retinoblastoma 1

PTEN
Fosfataz Ve

Tensin Homolog

ERK2

TUBITAK

AGAGGATGATTGCCGCCGT
19 62 242-260

GTCTGCTGATGGTGCAAGGA
20 61 718-737

CTGTGCAGGGTTCCCAGTC
19 61 53-71

CTTAGCGGTAGCCCCTTGG
19 61 3351

CCTCACAGAGGCTGAAGTG
19 61 562-580

GCAGCAAACCTCAGGGAAAC
20 61 408-427

GGCTGTCTACGGCACAGATGGA
22 61 783-804

ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT

23 61 366-388
TCTGGAGCATCTGCTGTCTG
20 59 135-154

ATCTATATTTCACCCCTGAAGAG
TC

25 59 2164-2188

CCCAGACATGACAGCCATC
19 58,5 706-724

CATCGCCGAAGCACCATTCAAG
22 55,5 1209-1230
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CAACCACCCTGGTCTTGGATC

243
21 62 485-465
GATGGCCCGTGTGGATTTC G
19 61 818-800
AAGGCAGAAGACGCCCATTT 174
20 61 227-208
CGCGCAGTCGCAGTTTTAAT o
20 61 109-90
AGGTCTTTAGGGGCTTGGGA 82
20 61 644-625
TGTCGGCATACTGTTTCAGCA .
21 61 882-862
CTGGCTCGGGGTTACTGCCAG 199
21 61 982-962
GTGGTACAGTCAGAGCCAACC 0
21 61 574-554
CCTGCCTGGTGTCTGAAGTT 426
20 59 561-542
TTCAGAAGGTCTGCCAACACCAAC
A 35
26 59 2199-2223
TCTGCAGGAAATCCCATAGC 125
20 58,5 831-813
GATAAGCCAAGACGGGCTGGAG i

22 555 1427-1406
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Edici Protein
Kinaz 1
CDK2 GCTAGCAGACTTTGGACTAGCCA
L AGCTCGTACCACAGGGTCA
Siklinlin-Bagimh G 78
) 19 64 744-731
Kinaz 2 24 64 666-689
CDK4
o ATGTTGTCCGGCTGATGGA CACCAGGGTTACCTTGATCTCC
Siklinlin-Bagimh 67
) 19 64 501-519 22 64 568-547
Kinaz 4
HRAS
Harvey Sigan
ACCCGGCAGGGAGTGGAGGAT CATCAGGAGGGTTCAGCTTCCGC
Sarkomasi Viral 84
21 73 630-650 23 73 714-692
Onkogen
Homologu
TOP1
. GGTAGCAGCCTCAGCCGTTT AAATCCGCTTCGATCTGGGAAT
Topoizomeraz 211
20 56 82-101 22 56 293-272

(DNA)

2.12. istatiksel analizler

istatistiksel analizler, Windows icin GraphPad Prism 6.0 istatistiksel yazilim paketi kullanarak,

ogrenci t-testi ile yapildi. P <0,05 anlamlilik dlzeyi segilerek degerler Ortalama + Standart

Sapma olarak ifade edildi. gRT-PCR verilerinin analizleri Qiagen firmasinin Ucretsiz olarak
sagladigi RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis v3.4 ile web Uzerinden cevirimici
gercgeklestirildi.
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3. BULGULAR

Proje kapsaminda elde edilen veriler tekrarlanan deneylerin ortalama + standard sapma
degerleri seklinde verilmistir. Aksi belirtiimedigi stirece tim veriler her birinde triplike yapilan

en az u¢ bagimsiz tekrar deneylerin ortalamasi seklindedir.

3.1. Sitotoksisite Testi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda Alisin A, Alisin B, Sirsiliol ve Sirsilineol
fraksiyonlari sirasiyla %10, %10, ve %15 ve %15 DMSO’ da c¢oézilerek 0,2 mikronluk
filtrelerden gegirildi ve daha once 96'lik plakaya (1x10* hiicre/kuyucuk) ekilen BTC6, C2C12,
3T3L1, Chang Liver ve Caco-2 hicre dizileri 24 saat suresince bu fraksiyonlara maruz
birakildli. 24 saatin sonunda 96 kuyulu plakadaki hicreler Gzerine 100 pl kristal viyole
solUisyonu eklenerek hicrelerin yasam oranlari ELISA okuyucu kullanilarak oél¢ildd. Kontrol
gruplari ve degisik dozlardaki test bilegiklerinin (Alisin A, Alisin B Sirsiliol ve Sirsilineol) hicre
canlihgina etkileri belirlendi (Sekil 4-13).

120 - 120 -
100 100
80 - 80 -
£ £
3 g
1] ]
> 60 - > 60 -
[+}} [}
i ;<
= S
40 - 40 -
20 20 -
0 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
[Alisin A] (mg/ml) [Alisin B] (Mg/ml)

Sekil 4. BTC6 huicre hatti igin Alisin A ve Alisin B’nin hiicre canliigina etkisi. Sekilde deneysel
verilerin sonucu elde edilen egri mavi renkle verilirken hesaplanan en iyi uyan egri de ince ve
siyah renkte gosterilmistir. Bu kodlama benzer olarak takip eden 9 sekilde de aynen

kullaniimigtir.
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120 - 120 -
100 100
80 - 80 -
£ £
2 5
1] C
> 60 - > 60 -
[+2] ()]
R 3
2 2
40 - 40 -
20 - 20 -
0 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
[Sirsiliol] (mg/ml) [Sirsilineol] (Mg/ml)

Sekil 5. BTC6 hlcre hatti igin Sirsiliol ve Sirsilineol’n hiicre canhligina etkisi.

120 - 120 -
100 100
80 - 80 -
£ S
m 1]
724 (724
1] C
> 60 - > 60 -
[+}} [}
o o
N N
He= He=}
> >
40 - 40 -
20 - 20 -
0 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
[Alisin A] (Mmg/ml) [Alisin B] (mg/ml)

Sekil 6. C2C12 hucre hatti igin Alisin A ve Alisin B’nin hiicre canhligina etkisi.
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0 T

0 50

100

150

[Sirsiliol] (Mg/ml)

200

Yiizde Yasam

120

100

80

60

40
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50 100 150
[Sirsilineol] (mMg/ml)

Sekil 7. C2C12 hiicre hatti icin Sirsiliol ve Sirsilineol’lin hiicre canhligina etkisi.

120 -~

100
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60

Yiizde Yasam
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100
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[Alisin A] (Mg/ml)

200

Yiizde Yasam
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100

80

60

40

20

200

50 100 150
[Alisin B] (Mg/ml)

Sekil 8. 3T3 hucre hatti icin Alisin A ve Alisin B’nin hiucre canliligina etkisi.
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0 T
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100

150

[Sirsiliol] (Mg/ml)

200

120 -~

100

80
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Yiizde Yasam

20

0 T T T 1
0 50 100 150 200

[Alisin B] (Mg/ml)

Sekil 9. 3T3 hiicre hatti igin Sirsiliol ve Sirsilineol’in hiicre canliidina etkisi.

120 -

100

80 -

Yiizde Yasam
3

40 -

20 A

0 50

100

150

[Alisin A] (Mg/ml)

200

120 -

100

80 -

60 -

Yiizde Yasam

20 A

0 T T T 1
0 50 100 150 200

[Alisin B] (Mg/ml)

Sekil 10. Chang karaciger hticre hatti igin Alisin A ve Alisin B’nin hiicre canliliina etkisi.
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120 - 120 -
100 100
80 - 80 -
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m m
n n
1] 1]
> 60 - > 60 -
[+4] [+4]
© ©
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3 3
> >
40 40
20 A 20 -
0 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
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Sekil 11. Chang karaciger hicre hatti icin Sirsiliol ve Sirsilineol’tin hiicre canliligina etkisi.

120 - 120 -
100 100
80 e 80 -
: g
< ©
> 60 - > 60 -
[+4] [+4]
© ©
N N
= He=
> >
40 - 40 -
20 20 -
0 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
[Alisin A] (Mg/ml) [Alisin B] (Mg/ml)

Sekil 12. Caco-2 hiicre hatti icin Alisin A ve Alisin B’nin hlicre canliligina etkisi.
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120 - 120 -
100 100
80 e 80 -
g g
1] 1]
> 60 - > 60
[+4] [+4]
© ©
N N
3 3
> >
40 - 40 -
20 - 20 -
0 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
[Sirsiliol] (Mg/ml) [Sirsilineol] (mMg/ml)

Sekil 13. Caco-2 hicre hatti igin Sirsiliol ve Sirsilineol’dn hicre canliliyina etkisi.

3.1.1. Laktat Dehidrogenaz Aktivite Tayini

Ureticinin dogrultusunda gerceklestirilen dlgimler sonunda elde edilen drnek bir plaka

gOruntisu asagida Sekil 14’te verilmiektedir.
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Sekil 14. A) Ornek laktat dehidrogenaz aktivite 6lgiim test sonuglari goriintiisii - Artan

konsantrasyonlarda standartlar ve LDH pozitif kontrol. B) Hlcre hatlari ile yapilan LDH aktivite
testi - kuyucuklarda her hicre hatti icin besiyeri kontrol; DMSO kontrol, disuk ve yuksek doz

test bilesikleri uygulamasi yapildi.

Yapilan deney sonunda elde edilen absorbans degerlerinin asagidaki formilde yerine

konulmasiyla ortamdaki LDH aktivitesi tayin edildi.

B
LDH Aktivitesi= ————— . * seyreltme faktdri= nmol/dk/ml = mU/ml
(T2-T1).V

B: Farkl iki okuma siresi arasinda olusan NADH miktari (nmol)
T1: ilk okuma zamani (A1) (dakika)
T2: ikinci okuma zamani (A2) (dakika)

V: Reaksiyon ortamina eklenen drnek hacmi (ml)

-34-



o
[o]
1

OD 450 nm
_CJ
[s)]

04 -

0,2

v

TUBiTAK

0,0 25

5,0

75

NADH (nmol/ml)

10,0

Sekil 15. Olglilen veriler dogrultusunda olusturulan standart NADH egrisi

Tablo 9. Tim hicre hatlarinda test bilesiklerinin LDH aktiviteleri Gzerine etkileri

BTC6

LDH Aktivitesi (mU/ml)

C2C12
52,0+4,3

58,5+5,19
54,4+0,72
55,9+1,55
49,6+2,71

55,1+3,09

-35-

3T3L1)
50,646,48

54,5+5,34
58,8+3,73
53,1+3,72
56,1+5,58

52,8+4,89

Chang Liver

76,3+5,06
74,1+1,46
83,5+2,40
84,8+2,20
64,7+2,19

79,9+2,01

12,5

Caco-2
41,6+5,43

61,1+5,76
47,8+2,67
43,6+1,36
38,2+3,39

40,1£2,49
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Sirsiliol (40) 66,2+3,28 61,2+542 55,2+0,88 83,2+1,05 41,8+1,97
Sirsilineol (20) 62,8+5,10 69,844,568 61,6+3,24 82,1+6,88 39,0+2,67
Sirsilineol (40) 73,0£5,27 74,2+4,43 61,4%1,51 92,5+8,67 43,9+3,58

Tablo 9'da verilen degerlerin analizleri sonucunda deneylerde kullaniimak (zere saptanan
konsantrasyon degerlerinin hicreler tarafindan ortama salinan LDH aktivite dizeylerinde
herhangi bir anlamli farklilik olusturmadigi ve normal besiyeri de@erleri ile benzer oldugu tespit

edilmisti.
3.2. Glikoz kullanimi Testi

Glikoz alinimi deneyleri 3T3-L1-Adiposit, C2C12 ve Chang hucre hatlari ile gerceklestirildi. Bu
deneyler icin hicreler 96 kuyulu mikroplakalara kuyucuk basina 4500 hicre olacak sekilde
ekildi ve 48 saat boyunca buyutildld. Bu sure sonunda besiyere 8 mM glikoz +% 0,1 BSA +
test bilesik (asagida verilmektedir) eklendi ve 2 saatlik ilave bir sire Ortamdaki glikoz miktari
Bolim 3.4’ teki standart egri ve formiil yardimiyla tayin edildi. Ornek bir glikoz kullanim test
plaka goéruntisu asagida Sekil 16’da verilmektedir. C2C12, Chang karaciger ve 3T3-L1
adiposit hlcrelerinin test ve pozitif bilesiklerle iki saatlik inkibasyon sonucunda bulundugu

ortamlardaki hesaplanan glikoz konsantrasyonlari da Tablo 10’da verilmektedir.

' L

Sekil 16. C2C12 ve Chang liver hicre hatlariyla yapilan glikoz kullanim testi - Al: standart 1
(0 nmol/kuyucuk); A2: standart 2 (2 nmol/kuyucuk); A3: standart 3 (4 nmol/kuyucuk); A4:
standart 4 (6 nmol/kuyucuk); A5: standart 5 (8 nmol/kuyucuk); A6: standart 6 (10
nmol/kuyucuk); B1-C1: Besiyer kontrol; B2-C2: DMSO kontrol; B3-C3: Metformin; B4-C4:
insiilin; B5-C5: Alisin A; B6-C6: Alisin B; B7-C7: Sirsilineol.
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Tablo 10. C2C12, Chang karaciger ve 3T3-L1 adiposit hlicrelerinin test ve pozitif bilesiklerle

iki saatlik inkiibasyon sonucunda bulundugu ortamlardaki glikoz konsantrasyonlari

C2C12 Chang karaciger 3T3L1-Adiposit
1,84+0,06 2,05+0,19 10,3+0,98
m 2,25+0,10 2,27+0,07 9,83+0,62
2,02+0,19 2,48+0,13 9,7840,32
2,36+0,20 2,39+0,18 9,54+0,72
1,86+0,11 1,98+0,17 2,11+0,21
2,10+0,12 2,05+0,04 2,4510,24

Glikoz Konsantrasyonu (mg/ml)

3.2.1. Gliserol-3-Fosfat Dehidrogenaz Aktivite Tayini

3T3L1 pre-adiposit hicrelerinin adiposit hlcrelerine dénusimuni kontrol etmek amaciyla
gliserol-3-fosfat dehidrojenaz (G3PDH) aktivitesi 6l¢uldi ¢linku farkhlagmasinin bir géstergesi

olarak G3PDH kullaniimaktadir. Bunun icin Bélim 2.5.1'de belirtilen metot ile G3PDH aktivite

tayini gergeklestirildi. Elde edilen 6rnek dlgim plaka géruntisu Sekil 17°de sunulmaktadir.

Sekil 17.DonGstirtlmis 3T3L1 hicre ile yapilan temsili gliserol-3-fosfat dehidrogenaz aktivite
test plakasi resmi. Birinci sira kuyucuklarda sekil Gzerinde yazilan konsantrasyonda standartlar
bulunmaktadir. ikinci sira ilk 3 kuyucukta déniistiriilen hiicreler, igiincii sura ilk 3 kuyucukta

donustirtilmeyen hicreler ve son sira ilk 3 kuyucukta artalan yeralmaktadir..
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Standart egri baz alinarak deney sonunda elde edilen absorbans degerlerinin asagidaki
formllde yerine konulmasiyla hucrelerin farklilasma derecesi gliserol-3-fosfat dehidrogenaz

enzim aktivitesiyle tayin edildi. Sonuglar Tablo 11’de verilmektedir.
Ornekteki gliserol-3-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi = B /(AT.V).D=nmol/min/ml = mU/m|

B: Standart egriden elde edilen NADH miktari (nmol)
AT: Reaksiyon zamani (dk)
V: Reaksiyon ortamina eklenen érnek hacmi (ml)

D: Ornegin seyreltme faktori

04 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -

0,2

OD 450 nm

0,15 -

0,1

0,05 -

0 25 5 75 10 12,5
NADH (nmol/ml)

Sekil 18. Elde edilen veriler dogrultusunda olusturulan NADH standart egrisi

Tablo 11. Gliserol-3-fosfat dehidrogenaz aktivitesine ait degerler

Ornek Hacmi (ml) G3PDH aktivitesi (mU/ml)

3T3-L1 Pre-adiposit 6,94 £ 1,14
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3T3-L1 Adiposit 41,6 £ 2,84

3.3. Glikoz Depolama Testi

Ureticinin direktifleri dogrultusunda yapilan deney sonunda elde edilen absorbans degerlerinin
asagidaki formulde yerine konulmasiyla test bilesiklerinin varliginda ortamdaki glikojen miktari
tayin edildi (Sekil 19 ve Tablo 12)

Ornekteki Glikojen Konsantrasyonu (C) : B / V x D mg/ml

B: Ornegin standart egriden elde edilen glikojen miktari (Mg)
V: Reaksiyon ortamina eklenen 6rnek hacmi (ml)

D: Ornegin seyreltme faktorii

Sekil 19. Temsili glikojen 6lgiim plaka gériintiisii. ilk sirada artan konsantrasyonlarda glikojen

standartlari; diger iki sira ise yukaridan asagiya C2C12 ve Chang karaciger hlicre hatlarinin

test bilesikler uygulanmasi sonrasi érnekleri yer almaktadir.

Bolum 2.6 da anlatildigi sekilde kuyularda olusturulan bilinen miktarlarda eklenen standard
glikojen ile elde edilen veriler asagidaki Sekil 20’de verilmektedir.
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1,0 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
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0 04 0,8 1,2 1,6 2

Glikojen miktari (mg/ml)

Sekil 20. Olusturulan standart glikojen egrisi

Tablo 12. C2C12 ve Chang karaciger hicre hatlarinda pozitif kontrol ve test bilesiklerinin

etkisiyle depolanan glikojen miktarlari. Sonuglar besiyer ve ¢6zicu degerleri gikartilarak elde
edildi.

Glikojen Konsantrasyonu (mg/ml)
C2C12
0,534 £ 0,021 0,305 £ 0,018

0,597 + 0,080 0,432 + 0,087
0,717 £ 0,071 0,591 +0,051
0,401 £ 0,041 0,428 + 0,088
0,451 £ 0,053 0,549 + 0,091

3.4. Glikoz Taginimi Testi

Chang karaciger

Ureticinin direktifleri dogrultusunda yapilan deney sonunda elde edilen absorbans degerlerinin
aynen Bolum 3.2’de verilen formilde yerine konulmasiyla ortamdaki glikoz miktarlar tayin
edildi. Standart kuyucuklarina eklenen bilinen miktarlardaki standard glikoz ile elde edilen
standart egri asagidaki Sekil 21°de verilmektedir.
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1,8 -

OD 570 nm

12

[Glikoz] (pg/ml)

Sekil 21. Olusturulan standart glikoz egrisi.

Tablo 13. Pozitif kontrol ve test bilesiklerin “transwell” igerisindeki olusturulan Caco-2 hicre
hatti katmani Gzerinden glikoz tasinimina olan etkilerinin zamansal degerleri - apikal ve
bazolateral yuzeylerdeki glikoz konsantrasyonlari.

Glikoz Konsantrasyonu (mg/ml) Glikoz Konsantrasyonu (mg/ml)

Apikal ylizey Bazolateral yiuzey

30.dk

60. 0. 30. 60.

LTI 163:0,10 1,61£0,03 1,61:0,06 0,088:0,00 4,55:0,37 6,79£0,42
1,70£0,16 1,88+0,021 1,65:t0,06 0,30:0,001 3,800,32 7,29+0,51
1,730,03 1,58:0,09 1,69+0,10 0,11£0,01 3,53+0,24 14,06+0,91
1,5840,08 1,62:0,09 1,68:0,01 0,11:0,00 3,52+0,20 6,02+0,42
1,38:0,06 1,40:0,08 1,31:0,10 0,20:0,01 4,15:0,21 6,35+0,35
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3.5. Glikoz Emilimi Testi

Glikoz emilim testleri aynen glikoz tagsimiminda oldugu gibi Caco-2 hilcre hatti ile
gerceklestirilirdi. Bu tayin ayni temeli tasidigi ve glikoz tayini yapilarak gergeklestirildigi igin

yukarida Bolum 3.4’te verilen standart egri kullanildi ve ayni formdl kullanildi.

Tablo 14. Caco-2 hucrelerinin farkh test bilesikleri ile birlikte bulundugu bulundugu ortamlarin
apikal yluzeyinde alfa-glikosidaz tarafindan salinan glikoz konsantrasyonlari. Pozitif kontrol

olarak glibenklamid kullaniimistir.

Ortam Glikoz Konsantrasyonu (mg/ml)

Kontrol 0,080 + 0,00
Alisin A 0,088 + 0,12
Alisin B 0,094 + 0,17
Sirsiliol 0,091 + 0,00
Sirsilineol 0,094 + 0,00

3.6. insiilin Salinimi Testi

instilin salinim testi, bu fizyolojik fonksiyona sahip olan BTC6 hiicreleri ile Bélim 2.5'te detayli
anlatildigi sekilde gerceklestirildi. Taze pasajlanmig BTC6 hlcreleri test bilesikleri ile inkibe
edilerek ortama salinan insilin miktari Millipore insiilin ELISA kiti ile tayin edildi. Elde edilen

plaka goruntlsu asagidaki Sekil 22’de verilmektedir.
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Sekil 22. BTCG6 hiicre hattinda Millipore insiilin ELISA kiti ile elde edilen érnek plaka gériintis.
Kuyucuklar su sekildedir: A1-B1: standart 1 (0,2 ng/ml); C1-D1: standart 2 (0,5 ng/ml); E1-F1:
standart 3 (1ng/ml); G1-H1: standart 4 (2 ng/ml); A2-B2: standart 5 (5 ng/ml); C2-D2: standart
6 ( 10 ng/ml); E2-F2: kalite kontroll; G2-H2: kalite kontrol 2; A3-D3: Krebs-ringer-bikarbonat-
hepes tamponu; E3-H3: %10 DMSO kontrol; A4-D4: %20 DMSO kontrol; E4-H4: Glibenklamid;
A5-D5: circilineol 20 mg/ml; E5-H5: circilineol 40 mg/ml; A6-D6: TAL2 20 mg/ml; E6-H6: TAL2
40 mg/ml; A7-D7: TAL7 20 mg/ml; E7-H7: TAL7 40 mg/ml; A8-D8: Kor

Elde edilen standard degerler olusturularak cizilen standart insilin grafigi de $Sekl 23’te

verilmektedir.

1,8

y =0,1405x+0,0292

1,4

o D450 570

0 2 4 6 8 10 12
[Insiilin] (ng/ml)

Sekil 23.0lusturulan standart glikoz egrisi.

Sekil 22°de goruldugu gibi test bilesiklerinin hi¢ birisi insulin salinimini tetiklememigtir ve elde

edilen degerler kor degerleri ile egdegerdir.
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3.7. Insiilin Sinyal Yolag: Gen ifade Analizleri

insillin yolaginin cesitli basamaklarinda yer alan genlerin ifade diizeyleri ilgili genin ekspres
edildigi huacre hatlari kullanilarak mRNA dlzeyinde ki ifadeleri gergcek zamanli PZR ile tayin
edildi. Bu islem icin dncelikle calisilacak her bir gen igin amplifikasyon analizi ile standart
kalibrasyon egrisi olusturuldu ve erime egrisi analizleri yapildi. Daha sonra bu degerler
kullanilarak her bir gen icin mRNA ekspresyon duzeyleri kontrol, Alisin A, Alisin B, Sirsilol ve
Sirsilineol uygulanan érneklerde saptandi (Sekil 24-25).

luorescence Intensity

 Fluorescenc

TORE e - 2 o e € 6 o A2 A %
L Cycle __Tem)

Sekil 24. Ornek olarak Chang karaciger hiicre hattinda IRS geninin optimizasyon galismalari:

A) Amplifikasyon egrisi B) Erime egrisi analizi

o —
Concentration
:

{

Sekil 25. Ornek standard kalibrasyon egrisi
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3.7.1. Test Bilesiklerin BTC6 Hiicre Hattinda mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

60 3.0
BTC6 Hiicre Hatti/ Alisin A ’ BTCEHucre Hatti/ AlisinB

50 25
= 5

E x 20
z =
N N
= =

Q 30 o 15
3 3
£ £
] ]

N 20 % 10
2 £
=] o]
= =

10 05

0 0,0

IRS1 GLUT2 ’ RS
=15 mg/mi 1,333 54,004 = 20 mg/mi 2,770 1,06
= 30 mg/mi 10,197 9,918 = 40 mg/mi 1,141 1,12

Sekil 26. Alisin A ve B test bilesiklerinin pankreatik B hicre hattinda (BTC6) diyabet iliskili IRS1
ve GLUT?2 genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri. Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve
kontrol degerleri 1 olarak alinmigtir.

40 N o 3
BTCE Hiicre Hatti /Sirsiliol BTCS Hiicre Hatti/ Sirsilineol
3.5 3
3,0
—_ . 3
5 5
- -
= 25 g
) 3 2
N A
(] 2,0 %
e & 2
= =
= 15 o
N =
= o 1
E 10 E
Q
= =
0.5 1
0
0.0 IRS1 GLUT?2
=20 mg/ml 2,275 3.258 =15 mg/mi 2,420 2,858
=40 mg/ml 2,779 1,608 =30 mg/mi 3,021 1,532
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Sekil 27. Sirsiliol ve Sirsilineol test bilesiklerinin pankreatik B hicre hattinda (BTC6) diyabet
iliskili IRS1 ve GLUTZ2 genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri. Sonuglar ACTB ile normalize

edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmigtir.

3.7.2. Test Bilesiklerin C2C12 Hiicre Hattinda mRNA Ekspresyon Diizeylerine Etkisi

90 C2C12 Hiicre Hatti / Alisin A
80

70
60
50
40
30

20

Normalize ifade Diizeyi (Kat)

10
0 e wm=. BT 7 B A =

-10

INSR IRS 1 IRS 2 PK PEPCK | GLUT4 AKR G6P
®15 mg/ml -1,0 2,3 4,2 1,2 84,2 5,4 1,8 1,5
30 mg/ml -1,2 1,2 3,6 3,3 64,4 3,0 5,2 3,7

Sekil 28. Alisin A test bilesiginin fare miyoblast hicre hattinda (C2C12) diyabet iliskili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.
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4.0 C2C12 Hucre Hatti/ Alisin B
3,0
2,0
1,0
0,0 l - '

-1,0
-2,0

-3,0

Normalize ifade Diizeyi (Kat)

-4,0
-5,0
-6,0

INSR IRS 1 IRS 2 PK PEPCK | GLUT4 AKR G6P

m20 mg/ml| 1,106 -2,250 -1,064 -3,238 -2,092 -1,526 1,959 -1,580

"40 mg/ml| -2,799 -2,078 -1,102 -2,282 1,688 -5,081 2,713 1,021

Sekil 29. Alisin B test bilesiginin fare miyoblast hicre hattinda (C2C12) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmigtir.

4.0 C2C12 Hiicre Hatti/ Sirsiliol
30
20
©
E 10
s 00
S5
a -1,0
5
3 20
N30
5
£ .40
Q
< 50
-6.0 INSR IRS 1 IRS 2 PK PEPCK | GLUT4 | AKR PI3K G6P
=20 mg/ml| 1,185 1,504 -2,225 -1,969 1,533 -3,214 | 1,716 -1,891 -1,971
=40 mg/ml| 1,627 3,269 1,406 1,287 -4,737 1,265 2,168 1,619 1,471
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Sekil 30. Sirsiliol test bilesiginin fare miyoblast hiicre hattinda (C2C12) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.

4.0 C2C12 Hiicre Hatti/ Sirsilineol
30
©
g 20
.% 1 ,0 i
N
=
0 00
[1}]
o
= -10
[1}]
N
= -20
£
Q
S 30
4.0
-5,0 INSR IRS 1 IRS 2 PK PEPCK | GLUT4 | AKR PI3K G6P
m20 mg/ml| 1,129 1,343 -1,986 -1,912 1,474 -2,949 | 1,479 -1,659 | -1,670
=30 mg/ml| 1,479 3,084 1,244 1,110 -4,155 1,161 1,853 1,459 1,257

Sekil 31. Sirsilineol test bilesiginin fare miyoblast hiicre hattinda (C2C12) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.

3.7.3. Test Bilesiklerin 3T3-L1 Hiicre Hattinda mRNA Ekspresyon Duizeylerine Etkisi
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16 3T3L1 Hiicre Hatti/ Alisin A
14
12
£ 10
3 5
3
(] 6
S
£
2oz g Al
©
e ° -.
2 2
4
6 "INsR [IRs1 [ IRs2 | PK |PEPCK|GLUT4| AKR | PI3K | G6P
=30 mg/ml| 1,784 | -3160 | 1,087 | 2,621 | 3,891 | 2,282 | 1,050 | -2,078 | 1,521
%60 mg/ml| 2,858 | -1,266 | 2,790 | 3,681 | 14,123 | 4,500 | 1,505 | 5836 | 1,973

Sekil 32. Alisin A test bilesiginin fare pre-adiposit hiicre hattinda (3T3L1) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmigtir.

3T3L1 Hiicre Hatti/ Alisin B

0

-3

N W kR Gl O

Normalize ifade Diizeyi (Kat)

INSR | IRS1 | IRS2 PK |[PEPCK|GLUT4 | AKR PI3K G6P
m50 mg/ml| 1,765 | 1,892 | 5152 | 3,294 | 4,423 | 3,630 | 4,740 | 1,642 | 2,576
u75mg/ml| 1,409 | 1,564 | 2,898 | 2,979 | 2,330 | 2,395 | 3,074 | -1,409 | 1,553
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Sekil 33. Alisin B test bilesiginin fare pre-adiposit hiicre hattinda (3T3L1) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmigtir.

14 3T3L1 Hiicre Hatti/ Sirsiliol

12

10
g- 8
=3 6
N I
a 4
% i
z E E B B i
£ I -
I 0 -
®
: I T ! IR
3

-4 I

-6

-8

INSR IRS 1 IRS 2 PK PEPCK | GLUT4 | AKR PI3K G6P

=20 mg/ml| 11,803 1,899 3,001 2,100 1,556 -2,036 1,691 -1,516 1,913
40 mg/ml| 5,049 -1,574 1,632 1,171 -2,022 | -4865 | 1,293 | 1,572 | 1,130

Sekil 34. Sirsiliol test bilesiginin fare pre-adiposit hiicre hattinda (3T3L1) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.
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Normalize ifade Diizeyi (Kat)

3T3L1 Hiicre Hatti/ Sirsilineol

ol

I
4 &

all: iiI -![ ﬁi1 -

i

INSR

IRS 2

PK

PEPCK

GLUT4

AKR

PI3K

G6P

u Kontrol

1

1

1

1

1

1

1

1

m25 mg/ml

10,928

2,858

2,000

1,454

-1,939

1,642

-1,444

1,723

50 mg/ml

4,675

1,569

1,064

-1,821

-4,423

-1,198

-1,469

-1,087

Sekil 35. Sirsilineol test bilegiginin fare pre-adiposit hucre hattinda (3T3L1) diyabet iligkili
INRS, IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan

etkileri. Sonuclar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.

3.7.4. Test Bilesiklerin Chang karaciger Hiicre Hattinda mRNA Ekspresyon

Diizeylerine Etkisi

-51-



v

TUBiTAK

12
Chang Liver Hucre Hatti/ Alisin A
10
8
©
< 6
3
N4
(]
< 2
.
.g 0 ’
©
g -2
o
Z 4
6 INSR IRS 1 IRS 2 PKL PEPCK AKR G6P
m50 mg/ml 1,214 -1,210 -3,531 1,711 1,952 10,303 1,361
u75 mg/mi 1,279 -2,063 -4,155 4,740 4,469 8,785 1,094

Sekil 36. Alisin A test bilesiginin insan Chang karaciger hiicre hattinda (Chang karaciger)
diyabet iligkili INRS, IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA
seviyesine olan etkileri. Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak

alinmistir.
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—_
o

Chang Liver Hucre Hatti/ Alisin B

.

[&)]

o

Lol

Normalize ifade Diizeyi (Kat)
o &

L
o

-20 INSR IRS 1 IRS 2 PKL PEPCK AKR G6P
=50 mg/ml| -1,548 -2,639 -16,056 1,815 2,289 2,437 -1,279
u75 mg/ml| -1,106 -2,338 -5,205 2,770 2,848 4,773 1,153

Sekil 37. Alisin B test bilesiginin insan Chang karaciger hucre hattinda (Chang karaciger)
diyabet iligkili INRS, IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA
seviyesine olan etkileri. Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak

alinmisgtir.
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5
Chang Liver Hucre Hatti/ Sirsiliol
4
£ 3
=
N
3 2
(]
S
£
Q
N
© 0
£
o
Z 4
-2
INSR IRS 1 IRS 2 PEPCK AKR G6P
=20 mg/ml 3,384 1,616 1,791 1,691 1,957 2,814 1,262
240 mg/ml 2,648 1,283 1,291 -1,479 -0,861 1,614 -1,448

Sekil 38. Sirsiliol test bilesiginin insan Chang karaciger hucre hattinda (Chang karaciger)
diyabet iligkili INRS, IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve GG6P genlerinin mRNA
seviyesine olan etkileri. Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak

alinmisgtir.
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6
Chang Liver Huicre Hatti/ Sirsilineol
5
5 4
<
=,
N
B
pu 2
©
: i
® 1
N
©
£ 0
o
=z
-1
2 INSR IRS 1 IRS 2 PKL PEPCK AKR G6P
20 mg/ml| 4,127 1,469 2,212 1,537 2,387 2,558 1,061
240 mg/ml 2,878 1,061 1,613 -1,275 -1,050 1,357 -1,227

Sekil 39. Sirsilineol test bilesiginin insan Chang karaciger hicre hattinda (Chang karaciger)
diyabet iligkili INRS, IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA
seviyesine olan etkileri. Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak

alinmisgtir.

3.7.5. Test Bilesiklerin Caco-2 Hiicre Hattinda mRNA Ekspresyon Duzeylerine Etkisi
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Normalize ifade Diizeyi (Kat)

5

Caco2 Hiicre Hatti/ AlisinA

AG

GLUT2

GLUT3

GLUTS

SLGT1

=15 mg/mli

-2,042

1,098

1,292

-2,151

-2,289

=30 mg/ml

-3,824

-1,521

1,474

-2,289

-4,516

Sekil 40. Alisin A test bilesiginin insan kolon adenokarsinom hicre hattinda (Caco-2) diyabet
iliskili AG, GLUT2, GLUT3, GLUT5 ve SGLT1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.

Normalize ifade Diizeyi (kat)
o

Caco2 Hiicre Hatti / AlisinB

AG

GLUT2

GLUTS

SLGT1

=15 mg/mli

-12,996

-4,170

-3,317

-5,333

=30 mg/ml

-5,696

-5,776

-2,928

-2,196
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Sekil 41. Alisin B test bilesiginin insan kolon adenokarsinom hicre hattinda (Caco-2) diyabet
iliskili AG, GLUT2, GLUT3, GLUT5 ve SGLT1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmigtir.

Normalize ifade Diizeyi (Kat)

0

AG

Caco2 Hiicre Hatti / Sirsiliol

GLUT1

GLUT2

GLUTS

SLGT1

210 mg/mli

1,328

1,873

1,091

1,684

4,148

=20 mg/mi

3,290

4,756

2,463

3,700

2,027

Sekil 42. Sirsiliol test bilesiginin insan kolon adenokarsinom hiicre hattinda (Caco-2) diyabet
iliskili AG, GLUT2, GLUT3, GLUT5 ve SGLT1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.
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7 .
Caco2 Hiicre Hatti / Sirsilineol
6
5 =
&l I
¢ I
N
=
= 2
< 1
P
@ 0
N
© -1
£
[e] -
k-, 2
-3
4 AG GLUT1 GLUT2 GLUTS SLGT1
=210 mg/mli 1,444 2,129 -1,597 1,892 4,823
20 mg/ml 3,655 5,169 2,799 4,302 2,330

Sekil 43. Sirsilineol test bilesiginin insan kolon adenokarsinom hticre hattinda (Caco-2) diyabet
iliskili AG, GLUT2, GLUT3, GLUT5 ve SGLT1 genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.

3.8. Test Bilesiklerin Kanser iliskili bazi Genlerin ifade diizeylerine etkisi

Proje 6nerisinde B plani olarak sunulan protokollerde proje kapsaminda arastirmaya derinlik
kazandiriimasi amaciyla gergeklestiriimistir. Bu amagla Tablo 8'de verilen genlerin mRNA
ekspresyon dizeylerine etkilerini saptamak igin Gergek zamanl PZR ydntemi ile kantite edildi.
Bu grup deneyler sadece Chang karaciger hicre hattiyla ve elimizde yeterli sirsiliol ve
sirsilineol kalmadigi icin sadece Alisin A ve B bilesikleri ile gerceklestirildi. Ayrica, bu
deneylerde anti-diyabetik etki deneylerinin aksine LC50 degerleri kullanilarak gergeklestirildi
(Sekil 45-46).
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20

10

Normalize Gen ifade Diizeyi (Kat)

-60 PCNA | EXO1 | MYC | BCL2 | KRAS | BAX |[APAF1| UNG |BRCA1| LIG1

= Alisin A (175pg/ml) | -2,289 | 1,169 | -4,857 | -2,378 | 2,395 | -4,643 | 8,486 | 1,608 | 1,821 | -1,705

= Alisin B (200 mg/ml) | -2,657 | -1,705 |-15,137|-44,324| -1,511 | -6,681 | 3,904 | 1,625 | 1,244 | -3,317

Sekil 44. Alisin A test bilesiginin fare miyoblast hiicre hattinda (C2C12) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.

10
® 5
X
=
Q
5
= 0
[})
©
1+
=
[ -
S 5
(O]
Q
N
©
£ -10
.
o
Z
15 Foasp[casp CASP
3 o | P53 |75 RB | PTEN|ERK2|CDK2| CDK4|HRAS TOP1
m Alisin A (175ug/ml) | 2,497 | 2,204 |-1,352| 3,643 | 1,501 | 7,972 |-1,636|-2,235| -5,696 | -2,420/ -1,283
= Alisin B (200 mg/ml)| 1,253 | 1,161 |-2,532| 1,828 |-1,153| 2,014 |-2,129|-1,500| -5,938 -10,197 -2,321
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Sekil 45. Alisin A test bilesiginin fare miyoblast hicre hattinda (C2C12) diyabet iligkili INRS,
IRS1, IRS2, PK, PEPCK, GLUT4, AKR ve G6P genlerinin mRNA seviyesine olan etkileri.

Sonuglar ACTB ile normalize edilmis ve kontrol degerleri 1 olarak alinmistir.
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4. TARTISMA — SONUG

Diyabetin 6nlenmesi icin alternatif ve tamamlayici tedaviler arayisi hizla ve artan bir sekilde
devam etmektedir ¢lnku ozellikle tip Il diyabet dinyamizda epidemik bir salgin halini almaya
baslamistir. Diyabet tUm dinyadaki dlimlerin ilk bes nedenlerinin birisi olarak yer almaktadir
ve yapilan tahminler 2030 yilinda yaklasik 400 milyon insanin bu hastalija yakalanacagini ve
dinyanin en o6limcul Gglncu hastaldr haline gelecegini gostermektedir (Shaw vd.; 2010).
Ozellikle bizim toplumumuzda siirekli artan bir hastalik olmasi da bu galismalarimiz igin temel
olusturmustur. Sifah bitkilerin bilinen anti-diyabetik etkilerinden yola ¢ikarak yaptigimiz pilot
¢alismalarda olasi anti-diyabetik etkisini tespit ettigimiz Teucrium alyssifolium bitkisinden elde

edilen dort adet saf bilesigin anti-diyabetik etkileri bu calismada detayli bir sekilde arastirildi.

Aktif bilesiklerin anti-diyabetik etkilerini belirlemek igin yapilan c¢alismalarda glikoz
homeostazinda ¢ok énemli rol oynayan iki ana mekanizma (glikoz alinimi ve insilin salinimi)
arastirmalarin omurgasini olusturmaktadir. Bizde bu ¢alismamizda, bu iki ana mekanizmayi
ele alan toplamda alti alt baslikta anti-diyabetik etki mekanizmalarini inceledik. Bunlar insdlin
salinimi, glikoz alinimi, glikoz tasinmasi, glikoz emilimi, glikoz depolanmasi ve insulin
yolaginda yer alan genlerin ifade dizeylerinin saptanmasi olarak c¢alismamizda yer aldi.
Boylelikle model hicre hatlarinda glikoz homeostazinin detayli bir sekilde incelenmesi
saglandi. Bu amagla glikoz homeostazinda yer alan kendine 6zgi metabolik yollar ve faaliyet
Ozellikleri ile glikoz metabolizmasinda yer alan bir in vivo organi temsil edecek uygun hicre
hatlari calismamizda kullanildi. Bu hiicre hatlari 3T3-L1 preadiposit, Chang karaciger, Caco-2
epitel, C2C12 kas ve pankreatik TC6 hiicreleridir. Bu hiicre hatlari ile birlikte test bilesiklerinin
etkilerini karsilastirmak igin pozitif kontroller olarak insilin, metmorfin (glikoz kullanimi) ve

glibenklamid (insulin salgilanmasi) kullanildi.

Bu projenin temel amaci her ne kadar Teucrium alyssifolium’dan izole edilmig bilesiklerin in
vitro model sistemlerde anti-diyabetik etkilerinin arastirilmasi olsa da; nihai hedef olarak bu
metotlarinin laboratuvarimizda optimize edilerek uygulanabilirligini saglamak, bu teknikleri
gercgeklestirebilecek geng arastirmacilar yetistirmek ve pozitif etkinlik elde edilen bilesik veya
bilesikler ile de in vivo kosullada gercek etkinliklerini saptamaya gidecek ¢alismalara dnculuk

etmesidir. Bu hedeflere de tam anlamiyla ulagiimistir.

Glikoz homeostazinda glikozun hicre i¢ine alinimi gok dnemli bir adimdir ve ¢esitli gen ve
hormonlarin etkisi ile siki bir kontrol altindadir. Glikoz hicrelere GLUT adi verilen glikoz

tasiyicilari tarafindan kolaylastirilmis difiizyon yoluyla alinir (Medina ve Owen, 2002).
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Yeni anti-diyabetik ajanlarin kesfi ve tespiti icin yapilacak calismalarda bilesiklerin ya da
ajanlarin kullanilacagi ve calisilacagr dozlar (antikanser ajanlarin aksine) toksik etki
gOstermedikleri dozlar olmalari gereklidir (Stein vd., 2013). Cunku kullanilacak dozlarin hem
model sistemlerde hem de ileri galismalarda in vivo sistemlerde kontrendikasyonlar
olusturmayacak ve toksik etkiler gostermeyecek dizeylerde olmasi gerekmektedir. Aksi halde
toksik dozlarda gozlenen etkilerin in vivo uygulanabilirlikleri olmayacaktir. Bu nedenle bizde
proje calismamizda tespit ettigimiz doért bilesigin dncelikle tim model hlcre hatlarimizdaki
sitotoksitelerini saptadik. Her ne kadar hiicre hatlari ile tam NOEL (No Observed Effect Level)
ve LOEL (Lowest Observed Effect Level) degerleri saptanmasi yapilmasa da yaklasik degerler
saptandi (Kruse vd., 2002). Tespit edilen bu toksik olmayan degerler ¢alismalarin tamaminda
kullanildi. Genel olarak hlcre canlihgina %10’dan fazla etki eden konsantrasyonlar toksiktir ve
alternatif B plani olarak sunulan anti-kanser etki calismalari hari¢ bu calismada kullaniimadi.
Test bilesiklerinin model mekanizmalarda kullanilan doz dederlerininin toksik etki gostermedigi
doku hasarinin varligi ve siddet derecesinin genel bir gostergesi olarak kullanilan LDH testi ile
de ayrica teyit edildi. Higbir bilesik kullanilan dozlarda test ortamlarinda LDH aktivitesinde
anlamh bir artisa neden olmamistir. Bu sonuclarimiz da, hicrelerin yapisal butinliginde

herhangi bir deformasyon ya da bozulmaya neden olmadidi anlamina gelmektedir.

Anti-diyabetik etki arastirmalari i¢in her bir hiicre modeli ve bilesik icin toksik olmayan ve en
dusuk etki gOsteren degerlerin saptanmasindan sonra, glikoz homeostasinda en 6nemli
basamak ve mekanizma olmasi nedeni ile uygun hicre hatlarinda glikoz alinimini analiz
ederek test bilesiklerinin etki calismalarini bagslattik. Bu ¢alismalarda; kas, karaciger ve adipoz
dokusuna model olmalari amaci ile sirasiyla C2C12, Chang karaciger ve 3T3-L1 adiposit hiicre
hatlar kullanildi. Cunkd bu hicre hatlarinda glikoz metabolizmasinda insuline yanit olarak
hicre icine glikoz alan ve uygun glikoz transport tasiyicilarini, 6zellikle GLUT4, ifade eden
hicrelerdir. Karaciger ise GLUT2 ifade eden énemli bir glikoz rezervi olarak gdérev yapan
hicrelerdir. Bu amacla dncelikle 3T3-L1 preadiposit hicrelerinin adiposit hulcrelerine
doénisumi Bolim 3.3'te verildigi sekilde gergeklestirildi. Hicrelerin déntsumlerin ifade etkileri
G3PDH aktivite artiglari ile de teyit edildi.

Test bilesiklerimiz olan Alisin A, Alisin B, Sirsiliol ve Sirsilineol’'in yukarida belirlenen (g
hicrede glikoz alinimina yaptigi etkiler incelendiginde Alisin A ve Alisin B bilesiklerinin her (¢
hicre hattinda da en az pozitif kontrol metmorfin ve insilin kadar etki ettiklerini géstermektedir.
Elde ettigimiz veriler kullandigimiz model hatlarinin kullanilirhgini ve basari ile dénustugunu
teyit eder niteliktedir. Pozitif kontrol bilesiklerinin en fazla etki gosterdigi doku 3T3-L1 hlcreleri
oldu. Daha sonra da C2C12 kas ve Chang karaciger hucre hatlari oldu. Normalde fizyolojik

dizeylerde GLUT4 tasiyicisinin en fazla ifade edildigi doku kas hucresidir (Gene
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exsspresion/activity chart-BioGPS.org). Bizim deneylerimizde en ylksek glikoz aliniminin
adiposit hlcrelerde gdzlenmesi preadiposit hiicrelerin adiposit hiicrelere indiklenirken GLUT4
ifade dizeylerinin asiri artisina bagh olmus olabilir. Netice olarak test bilesiklerimizden Alisin
A ve Alisin B'nin her G¢ hucre hattinda da glikoz kullanimi — aliniminda en az insilin ve
metmorfin kadar etkili oldugu gosterilirken diger iki bilesik olan Sirsiliol ve Sirsilineol’'in bu
etkiye sahip olmadiklarini tespit edildi. Alisin A ve Alisin B kas ve karaciger hicrelerinde pozitif
kontroller insilin ve metmorfinden daha fazla etki gosterirken (6zellikle Chang karaciger
hicrelerinde) adiposit hilcrelerde esdeger etkiyi gdstermistir. Alisin A ve B’nin glikoz
homeostasinda en dnemli model olan ve glikoz dengesini saglayan bu ti¢ 6nemli dokuda pozitif
eki gostermesi bu bilesikler icin olduk¢ca dnemli bir 6zelliktir ve in vivo sistemde beklenen
etkinlikleri icin Gmit verici sonuglardir. Elde edilen sonuglar Gzerinden Alisin A ve B ‘nin bu U¢
dokuda buiyuk olasilikla GLUT4 tizerinde etki gosterdigini sdylemek mimkindur. Cinkl bu tg
hicre tipinin ortak noktasi, insuline cevap olarak GLUT4 aktivitelerini arttirarak (GLUT4’ln

hicre ylizeyine translokasyonu ile) hiicre icine glikoz tasimalaridir.

Glikoz alinimi tzerine etkilerini test ettigimiz test bilesiklerimizin yine glikoz homeostazinin
onemli bir diger parametresi olan glikoz depolama modeli Uzerine etkilerini arastirdik. Bu
amagla glikojen miktarlari glikojen depolama kapasitesi olan model hiicre hatlarinda - C2C12
kas ve Chang karaciger hiicre hatlari- pozitif kontroller ile karsilastiriimali olarak tayin edildi.
Bu deneylerde de 6nceki glikoz alinimi - kullanimi ile paralel sonuclar elde edildi. Alisin A ve
Alisin B bilesiklerinin her iki hiicre hattinda da depolanan glikojen miktarlarini, pozitif kontrol
instline oranla 6nemli ve anlamli olarak daha fazla olacak sekilde arttirdig1 gézlendi. Bu veriler
ve dnceki glikoz alinimi deneylerinden alinan sonuglar her iki bilesigin IR'ne etki ederek AKT
yolagi Uzerinden GLUT4 translokasyonunu tetikledigine ve ayrica AKT Uzerinden
glikojenogenez yolagini aktive ettigini kuvvetle destekler niteliktedir. Tabi ki bu modeli
desteklemek icin daha fazla deneyler yapilmasi gerekmektedir. Bu grup deneylerde enteresan
olan glikoz alinimina etki etmeyen Sirsiliol ve Sirsilineol bilegiklerinden Sirsilineol’'in kas
Uzerine etki etmezken karaciger hiicrelerinde glikojen depolanmasini anlamli sekilde arttirmasi
oldu. Bu etkiyi aciklayacak bir model agiklamasi mevcut veriler ile pek mimktn degildir. Ayrica
sadece Chang karaciger hlcrelerinde bdyle bir etki gorilmesi de bir yorum getirmeyi yada

olasi model mekanizma dnermeyi de oldukca zor kilmaktadir.

Test bilesiklerinin glikoz alinimi ve depolanmasi Uzerine etkileri arastirildiktan sonra yine glikoz
alinimi homeostazinda énemli bir diger mekanizma olan bagirsak hicrelerinden glikoz taginimi
(transportu) Uzerine olan etkileri arastirildi. Bu deneyler igin dncelikle trans kuyucuklarda Caco-
2 bagirsak epitelyum hlicre katmani olusturuldu. Daha sonra da olusturulan bu hiicre katmani

uzerinden alt bolgeye insilin bagl glikoz tasinmasi dlgiimustur. Bagirsak epitelyum hicreleri
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Uzerinden glikoz tasinimi birden fazla tasiyici sistem gereklidir (Wright vd., 2007). Oncelikle
apikal yuzeyde Na-glikoz simporter tasiyicisi (SLGT1) tarafindan bir glikoz molekuli iki Na*
iyonu ile birlikte enterosit icerisine tasinir. Bu igslem igin bazolateral ylizeyde Na-K ATPaz
pompasinin senkronize aktivitesine ihtiya¢ vardir. Hlcre icine alinan glikoz daha sonra

bazolateral ylizeyde GLUT?2 olarak tanimlan glikoz tasiyicisi tarafindan kana verilir.

Test bilegiklerimizin Caco-2 hucreleri Uzerinden glikoz tasinimina etkileri Tablo 13’te
verilmektedir. Sonuglar tim test bilesiklerinin enteresan bir sekilde glikoz tagsinimini aktive
ettigi, ozellikle Alisin B bilesiginin glikoz tasinimini daha da hizlandirdigini goésterdi. Bu
sonuglarimizda enteresan olarak; test bilesikleri ve kontrol olarak kullanilan insdlin hicre
katmaninin apikal yuzeyinde glikoz miktarini degistirmemesi ancak buna ragmen bazolateral
yuzeyde glikoz miktarinin artmasidir. Burada tasinan glikoz apikal ylzeyden tasinan glikoz
olmasi gerektigi ve buna bagli azalmasi gerekirken sabit kalmasi soru isareti olusturmaktadir.
Bu deneyler U¢ kez tekrar edildi ve benzer sonuglar elde edildi. Buradaki durumun daha iyi
aydinlatilabilmesi icin anti-SGLT1 veya anti-GLUTZ2 antikorlari ile birlikte saglama deneylerinin
gercgeklestiriimesi gerekmektedir. Mevcut veriler ile test bilesiklerinin Caco-2 hucreleri
lizerinden glikoz transportunu sitimile ettigi goriilmektedir. Onceki deney sonuglarinin aksine

bu durum diyabetik etkiyi destekler niteliktedir.

Glikoz homeostazinda bir baska model olarak g¢alisilan mekanizmalar arasinda a-glikosidaz
inhibisyonu yer almaktadir. Bu sekilde farmakolojik olarak kullanilan ilaglar mevcuttur. Bu
amagla bizde proje ¢calismamizda Caco-2 hicrelerinin a-glikosidaz aktivitesini test ve pozitif
bilesikler varhginda tespit ettik. Sonuglarimiz higbir bilesigimizin Caco-2 hucrelerinde a-
glikosidaz enzimi Gzerine bir etkiye sahip olmadigini géstermektedir. Yine burada daha dogru
ve model veri Uretebilmek igin saf enzim kullanilarak aktivite ve inhibisyon testleri yapmak
yerinde olacaktir. Bu durum bir eksiklik olarak gérilmemektedir. Sadece daha net sonuglar
elde etmek igin bu sekilde tekrar edilmesi daha faydali olacaktir 6nerisi getiriimektedir. Bu
noktada sunu belirtmekte fayda vardir. a-glikosidaz inhibitorleri her ne kadar anti-diyabetik gibi
ele alinsa da bu bilesikler sadece bagirsaktan glikoz emilimi engelledikleri icin kan glikoz
dizeyini diyetle birlikte kontrol etmeye yardimci ajanlar olarak yer almaktadir. Clnki bu ajanlar
kompleks karbonhidratlar (nisasta vb) Gzerine etki ederken basit sekerler (glikoz, fruktoz vb)
Uzerine bir etkisi olmamaktadir. O nedenle cesitli bilesiklerin a-glikosidaz inhibitor etkinligi

olmasi ya da olmamasi diger modellere gére ¢okta &nemsenmemektedir.

Glikoz homeostazinda en 6énemli hormon olmasi nedeniyle anti-diyabetik etki mekanizma
calismalarinda model olarak test bilesiklerinin insulin salinimini etkileyip etkilemedikleri

arastinimaktadir. Bizde ayni amagla proje kapsaminda insulin salgilama yetisi olan insan [3-
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pankreas hucreleri kullanilarak (B-TC6) test ve pozitif kontrol bilesikler varliginda insilin salgi
miktarlarini saptadik. Proje kapsaminda incelenen test bilesiklerimizin hi¢ birisinin pankreatik
B-hucrelerinden insulin salinimini tetiklemedigi tespit edildi. Diger model mekanizmalarda
gbzlendigi gibi, test bilesiklerinin GLUT2 veya K* kanallari Uzerine bir etkisinin olmadigini
destekler veriler elde edildi. Tabi ki bu éneriyi destekleyecek, daha dodrudan veriler Uretecek

in vivo deneyler yapilmasi daha gergekgi olacaktir.

Glikoz alinimi ve kullanimi, insdlin mimiklemesi gibi etki modellerinin yana sira proje
kapsaminda glikoz metabolizmasinda yer alan, insilin sinyal mekanizmasinda gdérev yapan
genlerin ifade dizeyleri de uygun hicre hatlari kullanilarak arastirildi. Bu genlerin genel bir
derlemesi Tablo 15 ve Tablo 16’da verilmektedir. Anlamli olarak artan yada azalan genler
renklendirilerek verilmistir. Gen ifade duzeylerinin farkli hucre hatlarinda farkh sekilde etkiledigi

genel bir sonug olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Chang karaciger hicreleri ele alindiginda Alisin A ile dislk dozda IRS ifadesinin baskilandigi
AKR ifadesinin arttigi; yiksek dozda IRS2 ifadesinin baskilandigi PK, PEPCK ve AKR
ifadesinin arttigi gorilmektedir. Sirsiliol ve Sirsilineol ise her iki doz duzeyinde INSR geninin
ifade duzeyini arttirmaktadir. Bu hicre hatti igin bilesiklerin gen ifade duzeylerini tek bir baglk
altinda toplamak muimkin degildir. Ornegin IRS geninin baskilanmasi insilin yolagini
baskilamasi distndlirken yine bu yolagin devaminda yer alan PK gen aktivitesi artmaktadir
ve buda anti-diyabetik kabul edilebilecek bir gen ifadesinin artisidir. Bununla birlikte PEPCK
gen ifade duzeyinin artmasi basli bagina diyabetik bir etki kabul edilebilir. Birbiriyle bu derece
celisen gen ifade duzeyleri saptandi. Bu durum diger hiicre hatlari icinde en fazla tekrar edilen
deney grubu olarak bu gen ifade dizeyleri ¢alisildi. Ancak buna ragmen surekli degisen gen
ifade dlzeyleri tespit edildi. Sonuglarda sunulan ortalama 2-22¢ degerleridir. Elimizde bulanan
onemli bir miktar test bilesikleri daha tutarli sonuclar elde etmek i¢in bu deneyler icin tiketildi.
Maalesef daha fazla tekrar uygulamalar igin yeterli bilesikler kalmamistir. Mevcut veriler

degerlendirmeye ve yorumlamaya calisiimigtir.

Kas hucrelerinde ise, test bilesikleri Alisin A ve Alisin B'nin (6zellikle Alisin A) etkileri
incelendiginde IRS2, PK, GLUT4, AKR, G6P gen ifade duzeyleri indiklenmektedir. Bu genler
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Tablo 15. Duslik konsantrasyonlarda (NOEL) Alisin A (AA), Alisin B (AB), Sirsiliol (SL) ve Sirsilineol (SN) bilesiklerinin degisik hlicre hattinda

insulin yolagi ve glikoz homeostazinda yer alan cesitli genlerin ifade diizeylerine etkileri (Kontrole oranla normalize edilmis kat degisiklik olarak

ifade edilmektedir ve analiz sonucunda kirmizi renk ile verilen degerler artisi, mavi rankle verilen degerler azalisi temsil etmektedir).

3

1,78
-3,16
-1,09
2,62
3,89
2,28
-1,05
-2,08
2,52

AB
1,77
1,89
5,15
3,29
4,42
3,63
4,74

-1,64
2,58

sL

11,80
1,90

3,00

2,10

1,56

-2,04
1,69

-1,52
1,91

sL
10,93
1,71
2,86
2,00
1,45
-1,94
1,64
-1,44
1,72

AA
-1,04
2,25
4,18
1,20
84,16
5,43
1,80

1,52

AB

1,11
-2,25
-1,06
-3,24
-2,09
-1,53

1,96

-1,58

sL
1,19
1,50
2,22
-1,97
1,53
2,21
-1,72
-1,89
-1,97

SN
1,13
1,34

-1,99

-1,91
1,47

-2,59

-1,48

-1,66

-1,67

AA
1,21
-1,21
-3,53
1,71
1,95

10,30

1,36

AB
-1,55
-2,64

-16,06

1,82
2,29

2,44

-1,28
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SL

3,38
1,62
1,79
1,69
1,96

2,11

1,26

SN

4,13
1,47
2,21
1,54
2,39

2,56

1,06

AA

-2,44
1,10
1,29

-2,15

-2,29

AB

-13,00
-4,17

-3,32
5,303

SL

1,33
1,87
1,09
1,68
4,15

SN

1,44
2,13
1,60
1,89
4,82

AA AB SL SN

1,33 2,77 2,27 2,42

54,00 1,06 3,26 2,86
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Tablo 16. Yuksek konsantrasyonlarda (LOEL) Alisin A (AA), Alisin B (AB), Sirsiliol (SL) ve Sirsilineol (SN) bilesiklerinin degisik hlcre hattinda
insulin yolagi ve glikoz homeostazinda yer alan gesitli genlerin ifade dizeylerine etkileri (Kontrole oranla normalize edilmis kat degisiklik olarak

ifade edilmektedir ve analiz sonucunda kirmizi renk ile verilen degerler artisi, mavi rankle verilen degerler azalisi temsil etmektedir).

3

AB SL SL AA AB SL SN AA AB SL SN AA AB SL SN AA AB SL SN
2,86 1,41 5,05 4,68 -1,25 -2,80 1,63 1,48 1,28 -1,11 2,65 2,88
-1,27  -156 -1,57 -1,44 1,16 -2,08 3,27 3,08 -2,06 -2,34 1,28 1,06 10,20 1,14 2,78 3,02
2,79 2,90 1,63 1,57 362 -1,10 1,41 1,24 -4,16 521 1,29 161
3,68 298 1,17 1,06 328 -2,28 1,29 111 4,74 2,77 -1,48 -1,27
14,12 233 -2,02 -1,82 64,45 1,69 -4,74 -4,16 4,47 2,85 -0,86 ~-1,05
4,50 2,40 -4,87 -4,42 2,97 -508 1,27 1,16
1,51 3,07 -1,29 -1,20 5,17 2,71 2,17 1,85 8,78 4,77 1,61 1,36
584 -1,41 -1,57 -1,47 1,62 1,46
2,97 1,55 -1,13 -1,09 3,75 1,02 147 1,26 1,09 1,15 -1,45 -1,23
-3,82 570 3,29 3,66
-1,52  -5,78 4,76 5,17
1,47 2,46 2,80
-2,29 -2,93 3,70 4,30
-4,52 -2,20 2,03 2,33
9,92 1,12 1,61 1,53
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Bu genler incelendiginde ayni yolakta koordineli galisan ve insilin etkileriyle anti-diyabetik etki
yaratan genler oldugu gozlenmektedir. Fakat bunun yani sira dnemli bir glikoneogenez geni
olan PEPCK transkriptinin inanilmaz dizeyde arttigi tespit edildi. Bununla birlikte Sirsiliol ve
Sirsilineol bilegikleri PEPCK ifade duzeyini inhibe etmektedir. Bu bilegiklerin 6ncu
calismalarimizda tespit ettigimiz PEPCK ifade inhibisyonuna neden olan bilesiklerden
oldugunu soéylemek mumkuindar. Bu iki bilesik diger herhangi bir genin ifade duzeyinde anlamli

bir degisiklik yapmamistir.

3T3L1 hlcrelerinde gen ifade dizeyleri dikkatle incelendiginde Alisin A ve Alisin B’nin kas
hucrelerine benzer sekilde davrandiklari gorilmektedir. IRS2, PK, GLUT4, AKR, PR3K gibi
anti-diyabetik etki olarak kabul edilebilecek etkiler gozlendigi ve bu genlerin ifade duzeylerinin
arttig1 goézlenirken; yine kas hucrelerinde oldugu gibi ifade dizeyi ayni derece olmasa da
PEPCK’nin arttig1 gézlenmektedir. Benzer karsitlik burada da s6z konusudur. Ancak her 3
hicre iginde agirlikh olarak anti-diyabetik etkinlik sayilabilecek sekilde bir genel ifade
degisikliginin gerceklestigini sdylemek muimkuinddr. Bununla birlikte BTC6 hicreleri ele
alindiginda ise son derece anti-diyabetik etki olarak ifade edilecek sonuglar 6zellikle yine Alisin
A ile tespit edilmistir. Alisin A bu hticrelerde IRS1 ve GLUT2 ifade dizeylerini oldukga ylksek
duzeylerde arttirmis durumdadir. Diger bilesiklerin anlamli bir etkileri gézlenmemektedir. Tabi
burada onceki insllin salinimi deneyleri ile cgelisir gibi veriler elde edilmistir. GLUT2 bu
hicrelerde insilin salinimini diizenleyen ve tetikleyen glikoz tasiyicisidir. ifade diizeyi bu
kadar artmasina ragmen neden insulin salinimi artmamistir gibi bir degerlendirme akla
gelebilir. Fakat burada inkiibasyon siireleri dikkate alinmalidir. insilin salinim deneylerinde
hicreler 30 dakika inkibe edilmekte iken, gen ifade deneyleri igin hlcreler test bilesikler ile
tum gece inklbe edilmektedir. Bu sonugclar bize Alisin ile inkibasyon suresinin 2-4 saat gibi
arttinlmasi durumunda insulin salinimini da tetikleyici olacagini dnermekte ve giglu bir sekilde

desteklemektedir.

CaCo-2 hicre hattinda glikoz tasiyicilarinin ifade duzeylerine test bilesiklerinin etkileri
incelendiginde Alisin A ve 6zellikle Alisin B GLUT2 ve SGLT1 ekpresyon dizeylerini anlamli
bir sekilde baskiladiklari goézlenmektedir. Buda CaCo-2 hiicre hattinda glikoz emiliminin
engellenmesi olarak sonuglanacaktir ve anti-diyabetik etki olarak kabul edilebilir. Bir édnceki
BTC6 hucrelerinde oldugu gibi bu hucrelerde glikoz emiliminde inhibisyon gézlenmedi. Yine

benzer sekilde buradaki farkliligi inkiibasyon sureleri farkliliklarina atif edilebilir.

Glikoz tasiyici duzeylerinin inhibe edilmesi yani sira Caco-2 hicre hatlarinda bir diger dnemli
anti-diyabetik etki tespiti de AG ifade dizeylerinin Alisin A ve B tarafindan ¢cok énemli ve

anlamlh degerlerde baskilanmasidir. Bu etki, bilesiklerin aktivite dizeyinde etki etmedigi glikoz
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emilimini gen ifade diizeyinde baskilanmasidir ki kompleks karbonhidratlarin emilimine dnemili
dizeyde azaltarak anti-diyabetik 6zellik gostermelerini saglamaktadir. Diger iki bilesikte ise
tersine sonuglar elde edildi. Sirsiliol ve Sirsilineol’'in Caco-2 hucrelerinde diyabetik etki
gostermeleri kuvvetle muhtemeldir ¢unki hem glikoz tasiyicilari ve hem de AG duzeyini

anlamli olarak induklemektedirler.

Gen ifade duzeylerini test bilegiklerin genel bir derleme ve degerlendirmesini yaptigimizda bir
gen (PEPCK) dizeyinde celigkiler yer almakla birlikte Alisin A ve Alisin B bilesiklerinin genel
anlamda anti-diyabetik etkiler olusturdugu goértlmektedir ve bunu ileri stirmek yanlis
olmayacaktir. Ozellikle B-TC6 hiicrelerinde insiilin saliniminda yer alan genleri indiiklemesi
o6nemlidir (bu galismada kullandigimiz Caco-2 ile birlikte insan hiicre hatlari olmasi agisindan
ayri bir anlam ve deger tasimaktadir). Caco-2 hlcrelerinde (yine insan hiicre hatt) a-glikosidaz
(AG) ve GLUT2 ifadelerini baskilamasi ve diger U¢ hlicre hattinda genelde anti-diyabetik etki
ile sonucglanacak genlerin ifade dizeylerinde degisiklik olusturmalari bu hipotezimizi ¢ok

onemli destekleyen verilerdir.

Bir genin ifade duzeyinin birden fazla noktada duzenlendigi g6z onune alindiginda genlerin
sadece mRNA duzeylerine bakarak gen ifadesi hakkinda kesin bilgi sunmanin dogru olmadigi
cok iyi bilinmektedir (Muers, 2013). Ozellikle mRNA sentezinden sonra bir cok basamakta ve
translasyon evresinde de o6nemli kontrol mekanizmalari oldugu gergegi ile gen ifade
calismalarini daha kesin bir dil ile ifade edebilmek igin, ilgili genlerin protein duzeylerinin ve
aktivitelerinin tespit edilmesi zorunludur. Bu calismada hem kapsam hem de ekonomik
nedenler ile protein dizey ve aktivite ¢calismalari gerceklestiriimedi. Buna ragmen, literatirde
bircok calismada sadece mRNA dulzeylerinin kantite edildigi gercedini de g6z Onune
alindiginda, yine de sonuglarimizin bir anlam ifade ettigi ve dnemli veriler oldugu da bir bilimsel

gercektir.

Bu noktada bilesiklerin gucli apolar karakterde olmasi ve hiicre zarlarindan serbest gegisleri
nedeniyle hlcre igerisinde birden fazla promotor bdlgesine etki etmesi veya birden fazla
promotor bolgesine etki eden ajanlara ve faktorlere etki etmesi; ve bu farkli promotorler
arasinda ki etkinliklerinin oransal farkliliklari bu sekilde bir gen etkinligine neden olmus olabilir.
Benzer sekilde degiskenlik forbal esterler iginde literatirde bildiriimektedir (Lebkowsi vd.,
1987). Ozellikle yakin olan farkli dozlarda birbirine zit etkiler ortaya koymasi bu hipotezi
dogrular nitelikltedir. Ancak hipotezin tam olarak dogrulanmasi igin bilegiklerin daha fazla

konsantrasyonlariyla denemeler yapilmasi gereklidir.

Her ne kadar proje dnerisinde B- plani olarak sunulmus olsa da test bilesiklerimizden ikisi ile

(cunku sirsiliol ve sirsilineol bilesikleri elimizde yeterli miktarda kalmamistir.) anti-kanser
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genlerinin ifade dizeylerine olan etkileri ¢alisildi ve tespit edildi. Sitotoksisite deneylerinden de
gérilecegdi Uzere bilesikler aslinda anti-kanser olarak kullanilacak dozlar degildir. Genelde
bilegiklerimiz, sitotoksik etkileri diguk olan bilesiklerdir ve genelde antikanser ajanlarin diusuk
dozlarda ylUksek etki gostermeleri beklenir. Buna ragmen elimizde kalan bilesiklerle kanser
iliskili genlerin ifade dizeyleri ¢alisildi. Calisilan genlerden 6zellikle apoptotik genlerden
APAF1, CASP3, CASP8 genlerinin ifade dizeyleri artarken; kanser iligkili hiicre déngusini
bdélinme ydéninde tesvik eden genlerden MYC, HRAS, CDK4 ifade dizeylerinin anlaml bir
sekilde baskilandigi tespit edildi. Bu verilerin, diyabetik veriler ile birlestirildiginde anti-diyabetik
etkinlik icin kullanilmalari durumunda, bir baska etki olarak anti-kanserojenik etki géstermesi
kuvvetle muhtemeldir ve arti bir deder olarak degerlendirilebilir. Burada, bir noktayr da
belitmeden gecemeyeceiz. Elde ettigimiz veriler, proje kurgumuzun ve tasarimimizin ne
kadar dogru ve gerekli oldugunu géstermesi acgisindan da énemlidir. Proje kapsaminda, anti-
diyabetik etki arastirmasi icin bir tek veya birkac model mekanizma segilmemistir. Tam aksine,
in vitro sistemlerde yapilabilecek hemen hemen tim glikoz homeostaz modelleri ve etki
yontemleri proje kapsamina alinmistir. Ornegin sadece gen ifade diizeyleri ele alinmis ya da
glikoz tasinimi gibi modeller ele alinmis olsa idi Alisin A ve Alisin B igin anti-diyabetik demek
miamkin olmayacaktl. Halbuki alti genel model mekanizma arastirilarak daha genis bir
pencereden bakmak ve genel resmi gérmek daha mimkin olmustur. Bu amagla da hizli
destek ve dar bltgeli olmasina ragmen detay ¢alismalardan kaginilmamisg, Universitemiz BAP
bltcesinden elde edilen katki ve laboratuvarimizda yiriyen diger proje bitgelerinden de katki

saglanarak deneyler fedakarlikla gergeklestiriimistir.
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5. SONUG

Proje kapsaminda elde edilen veriler, analiz edilen dort test bilesiginden Sirsiliol ve Sirsilineol’
un anti-diabetik etkiye sahip olmadigini gostermistir. Hatta bu iki bilesik diyabetik olarak bile
kabul edilebilir. Ancak diger iki bilesik Alisin A ve Alisin B’nin ¢alisilan glikoz homeostazinda
o6nemli rol oynayan model mekanizmalardan 6zellikle glikoz alinim ve kullanim mekanizmalari,
alinan glikozun depolanmasi mekanizmalari Gzerinde ¢ok énemli etki gosterdikleri tespit edildi.
Ayrica, bu iki bilesigin glikoz metabolizmasinda ve insulin sinyal yolaginda rol oynayan anahtar
genlerin ifade dizeylerinde de sonug¢ anti-diyabetik olacak sekilde degislikler yaptigi da
saptandi. ilave olarak, bu iki bilesigin pankreatik hiicrelerde insiilin salinimini tetikleyecek ve
bagirsaklardan glikoz emilimini engelleyecek mekanizmalari da uyardidi dolayl olarak tayin
edildi. Alisin A ve B incelenen glikoz homeostazinda 6nemli olan mekanizmalarin hemen
hepsinde pozitif veriler ortaya koyarak dogal ve pleotropik anti-diyabetik ajan olduklari yéniinde
onemli veriler Uretildi. Bunu yani sira her iki bilesigin disik dozlarda bu etkileri
gerceklestirmeleri ve bu dozlarda kanser gibi bir diger énemli bir patalojik durum icin de

koruyucu yan etkilere sahip olmasi bir diger arti deger ve dikkat ¢ekici durumdur.

Sonug olarak, Alisin A ve Alisin B bilesiklerinin Teucrium alyssifolium’un énceden bildirilen anti-
diyabetik etkilerinden sorumlu olmalari ¢ok kuvvetle muhtemeldir. Elde edilen veriler bu iki
bilesigin in vivo sistemlerde c¢alisiimasi igin ¢ok 6nemli sonuglardir. Mevcut veriler bu
bilesiklerin deneysel diyabetik hayvan modellerinde etkileri mutlaka c¢aligiimasini
ongdérmektedir ginki anti-diyabet etkinlik icin son derece pozitiftir ve yeni ajan/ilag olarak tayin

edilmesi oldukca olasidir.
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Diabetes mellitus yaygin metabolik bozukluklardan biridir ve diinyada toplam nufusun %
1,5?u bu hastaliktan muzdariptir. Insiilin yani sira siilfoniliireler ve biguanidler gibi oral
hipoglisemik ajanlar hala hastaligin tedavisinde kullanilan en énemli ajanlar olmasina
ragmen, hastaligin tam bir tedavisi icin daha etkili bir anti-diyabetik maddenin gelistiriimesi
icin arayiglar durmaksizin devam etmektedir.

Laboratuvarimizda gergeklestirdigimiz pilot ¢calismalar Teucrium alyssifolium ekstresinin anti-
diyabetik etkisini kuvvetle destekleyen kanitlar nitelikteydi. Bu verilerden yola ¢ikarak,proje
kapsaminda Teucrium alyssifolium ekstresinden izole edilerek saflastiriimig Alisin A, Alisin B,
Sirsiliol ve Sirsilineol bilegiklerinin olasi anti-diyabetik 6zellikleri in vitro hiicre kiltiri
modellerinde arastiriimasi gerceklestirildi.

Proje kapsaminda c¢alisilan bilesiklerden Sirsiliol ve Sirsilineol glikoz homeostazinda rol
oynayan hi¢bir model mekanizma Uzerinde anti-diabetik etki gdstermemistir.

Bunun aksine, Alisin A ve Alisin B bilesikleri sitotoksik olmayan dusuk dozlarda asagdidaki
etkileri saptandi

1.T3-L1 adiposit, C2C12 ve Chang karaciger hiicrelerinde glikoz alinimini en az insulin etki
dlzeyinde olacak sekilde artirdi

2.C2C12 ve Chang karaciger hucrelerinde glikojen igerigini insulin ve metforminden daha
fazla olacak sekilde artirdi

3.Caco-2 hucrelerinde AG (alfa-glikosidaz) ve GLUT2 ekspresyon duzeylerini baskiladi
4.Caco-2 hicrelerinde SGLT1 ve GLUT1-5 ekspresyon dizeylerini baskiladi

5.BTC6 pankreatik hiicrelerinde IRS-1 ve GLUT2 ekspresyon dizeylerini indukledi

6.8T3-L1 ve C2C12 hiicrelerinde INSR, IRS- 2, PI3K, GLUT4, AKR, PK, G6P ekspresyon
dlzeylerini indukledi,

7.Caco-2 hucreleri Uzerinden glikoz transportunu artirdi

8.BTC6 pankreatik hiicrelerinde insulin salinimini etkilemedi

Bu veriler Alisin A ve Alisin B?nin glikoz homeostazinda énemli rol oynayan model
mekanizmalardan 6zellikle glikoz alinim, kullanim ve depolanmasi mekanizmalari Uzerinde
anti-diyabetik sekilde cok dnemli etki gésterdikleri tespit edildi. Ayrica, bu iki bilesigin glikoz
metabolizmasinda ve instlin sinyal yolaginda rol oynayan anahtar genlerin ifade duzeylerinde
de sonug anti-diyabetik olacak sekilde degislikler yaptidi da saptandi. Alisin A ve B incelenen
glikoz homeostazinda 6nemli olan mekanizmalarin hemen hepsinde pozitif veriler ortaya
koyarak dogal ve pleotropik anti-diyabetik ajan olduklari ydntinde énemli veriler Uretildi. Bunu
yani sira her iki bilesigin dusuk dozlarda bu etkileri gerceklestirmeleri ve bu dozlarda kanser
gibi bir diger 6nemli bir patolojik durum icin de koruyucu yan etkilere sahip olmasi bir diger arti
deger ve dikkat ¢ekici durumdur.
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