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OZET

Hypericum perforatum L. TIBBI BITKiSINDEN ELDE EDILECEK
EKSTRAKTLARLA OBEZITE VE INSULIN DIiRENCI iLE ILGILi
MARKORLERIN 3T3- L1 HUCRE HATLARINDA In vitro ANALIZi

Hilal Biisra TOKGOZ

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danigman: Doktor Ogretim Uyesi Filiz ALTAN
Agustos 2019, 114 sayfa

Obezite, sedanter yasam tarzi, dengesiz ve kotii beslenme, ¢evresel faktorler ve genetik
faktdrlere dayal olarak ortaya cikan diisiik dereceli inflamatuar bir hastaliktir. Insiilin
direnci dokularin insiiline verdigi yanitta inhibisyon meydana gelmesidir ve obeziteyle
paralel seyreder, Tip II diyabetle pozitif korelasyona sahiptir. Ulkemizde ve diinyada
giderek artan obezite prevelansi arastiricilart bu konuda alternatif tedavi yollar
bulmaya yoneltmektedir. Bu alternatif tedavi yollarinin biiytik kismim tibbi bitkiler
olusturmaktadir. Hypericum perforatum L. eski ¢aglardan beri tibbi olarak degerli
kabul edilen bir bitkidir. Antiobezite ve insiilin direnci parametrelerini diizenleyici
etkisi yapilan c¢aligsmalarla ortaya konulmustur. Bu ¢alismada Hypericum
perforatum’un 3T3-L1 adiposit hiicrelerine etkisini gozlemlemek amaciyla farkli
dozlarda ve farkli saat araliklarinda bitki ekstrakti uygulanan 3T3-L1 adipositleri ve
herhangi bir bitki ekstrakti uygulamasi yapilmamis kontrol gruplari kullanilmustir.
Transkripsiyonel regiilasyonu incelemek iizere tiim gruplardan RNA elde edilmis daha
sonta RNA’larin ¢cDNA’ya doniistiiriiliip insiilin direnci ve obeziteyle baglantili
oldugu bilinen ve NCBI {izerinden tasarladigimiz TNF-a, PPAR-y, Col V, IL-6,
Elastin, DGAT, FAS, LPL primerlerinin transkripsiyonel ekspresyonu incelenmistir.
Analiz etmek i¢in qPCR kullanilmistir ve genlerin ekspresyonu housekeeping gen olan
18S ile normalize edilmistir. Calisma sonucunda DGAT, LPL ve Col V
ekspresyonlarindaki azalma gézlemlenmis ve bu degisimler istatistiki olarak anlaml
bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Obezite, Insiilin Direnci, Hypericum perforatum, 3T3-L1
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ABSTRACT

In vitro ANALYSIS OF MARKERS RELATED TO OBESITY AND INSULIN
RESISTANCE WITH EXTRACTS TO BE OBTAINED FROM MEDICAL
PLANT OF Hypericum perforatum L.

Hilal Biisra TOKGOZ
Master of Science (M.Sc.)

Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Filiz ALTAN
August 2019, 114 pages

Obesity is a low-grade inflammatory disease that develops based on sedentary
lifestyle, unhealthy and malnutrition, environmental factors and genetic factors.
Insulin resistance is the inhibition of tissues in response to insulin and is parallel with
obesity, positively correlated with type-11 diabetes. The increasing prevalence of
obesity in our country and in the world has led investigators to find alternative ways
of treatment in this regard. Most of these alternative means of treatment are medicinal
plants. Hypericum perforatum L. is a plant that has been considered medically valuable
since ancient times. Antiobesity and insulin resistance parameters have been shown by
studies that regulate the effect. In this study, 3T3-L1 adipocytes applied at different
doses and at different time intervals were used to observe the effect of Hypericum
perforatum L.on 3T3-L1 adipocyte cells and control groups without any plant
application were used. RNA was obtained from all groups to examine transcriptional
regulation, then transcriptional expression of RNAs transformed into cDNA and
primers that were known to be associated with insulin resistance and obesity and
designed via NCBI; TNF-a, PPAR-y, Col V, IL-6, Elastin, DGAT, FAS, LPL were
investigated. The gPCR was used to analyze and the expression of the genes was
normalized with the 18S housekeeping gene. As a result of the study, the decrease and
increase in expression of DGAT, LPL and Col V genes were found to be statistically
significant.

Keywords: Obesity, Insulin Resistance, Hypericum perforatum, 3T3-L1 Cell Line
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1. GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Tibbi bitkilerden hazirlanan kiirler, sagligi korumak ve hastaliklar1 tedavi etmek icin
binlerce yildir geleneksel ilaglar olarak kullanilmistir. Hypericum perforatum L. tibbi
bitkisinin etkileri 2000 y1l1 askin siiredir bilinmektedir (Klemow vd., 2011). Halk
arasinda zihinsel giicii arttiric1, yara iyilestirici olarak ve anksiyete, depresyon,
uykusuzluk, gastrit, hemoroid, iltihap gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir
(Klemow vd., 2011).

Obezite ve Tip Il diyabet tiim diinyadaki 6liim sayisini arttirmaktadir (Almind vd.,
2004). Insiilin direnci, Tip Il diyabetin ve diger obezite ile iliskili kronik hastaliklarin
etiyolojisinde bir kilit faktordiir (Ye, 2013). Insiilin direnci, insiiline duyarli dokuda
insiilin kaynakli glukoz aliminin bozuldugu bir durumdur. Bu bozukluk, insiilin sinyal

yolunun inhibisyonunun bir sonucudur (Ye, 2013).

Obezite ve obeziteyle korelasyon iginde olan insiilin direnci, Tip Il diyabet,
ateroskleroz, metabolik sendrom, hiperlipidemi gibi rahatsizliklarin tiim diinyada artan
prevelansi tilkelerin ekonomisini olumsuz yonde etkilemektedir. Obezite ve insiilin
direnci i¢in uygulanan ilag tedavilerinin herkes tarafindan tolere edilememesi ve
obezitede beden kitle indeksi > 40 kisilere uygulanan metabolik cerrahinin hastalarda
farkli komplikasyonlara yol acabilmesi arastiricilar1 alternatif tedavi yollar1 aramaya
sevk etmistir. Bu alternatif tedavi yollarinin basinda tibbi bitkiler gelmektedir.
Hypericum perforatum bitkisi tizerinde yapilan ¢aligmalarda bitkinin ihtiva ettigi etken
maddeler sayesinde insiilin direncini diisiiriici ve lipid parametrelerini iyilestirici

0zellige sahip oldugu ortaya konulmustur (Husain vd., 2011; Tian vd., 2015). Ancak
1



bitkinin hangi molekiiler mekanizmalarla obezite ve insiilin direncini diisiiriicii etkiye

sahip oldugu heniiz ortaya konulmamustir.

Bu calismada bitkinin etki mekanizmasini anlayabilmek i¢in obezite, insiilin direnci
ve inflamasyonla ilgili markorlerin Hypericum perforatum uygulanmis 3T3-L1
adipositlerinde taranmasi saglanmistir. 1L-6, TNF-a, PPAR-g, Kolojen-V, Elastin,
DGAT, LPL ve FAS bu proje kapsaminda taranan markdr genleridir. Farkli dozlarda
Hypericum perforatum uygulanmis 3T3-L1 adipositlerinden elde edilen cDNA’larda
bu markor genlerin kantitatif PCR ile analizi yapilmistir ekspresyon seviyelerindeki

degisim 18S housekeeping geni ile normalize edilmistir.



1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Hypericum perforatum L. bitkisi, obezite ve insiilin direnci hakkinda genel
bilgiler

1.2.1.1. Hypericum perforatum L.

Tiirkiye’deki adi sar1 kantaron, binbirdelik otu, mayasil otu, yara otu, kan otu, kuzu
kiran olan ve Ingilizce kaynaklarda St. John’s Wort adiyla gecen Hypericum
perforatum L. ¢ok yillik ¢igekli bir bitkidir (Baytop 1999; Hisil vd.2005; Klemow vd.
2011). Hypericum ismi, Yunancada koétii ruhlara karsi anlamina gelen hiper (iistii) ve
eikon (ikon) kelimelerinden tiiremistir (Dugoua vd., 2006)

Hypericum perforatum L., tipik olarak boyu 40 ile 80 cm arasinda degisen, serbestce
dallanan calilik seklinde goriilmektedir (Sekil 1.1). Saplari ve dallari, 1-3 cm
uzunlugunda ve 0.3-1 cm geniglikte dikdortgen, diizglin kenarli yapraklarla kaplidir.
Olgun bitkilerin tst kisimlarinda, genellikle 1-2 cm genisliginde olan birkag diizine
bes yaprakli sari g¢igek bulunur (Klemow vd. 2011). Hypericum perforatum L.,
genellikle otlaklarda, meralarda, ¢ayirlarda, yol kenarlarinda, terk edilmis maden
ocaklarinda ve tas ocaklarinda yetisir (Klemow ve Raynal, 1983; Gleason ve
Cronquist, 1991).

Hypericum perforatum L., Avrupa, Asya, Afrika ve Amerika’nin iliman bolgelerinde
yayilis gostermistir (Klemow vd. 2011). Hypericum cinsi, Clusaceae familyas1 ve
Hypericoideae alt familyasina dahil olan bu bitkinin tim diinyada yaklasik 400 tiirii
vardir (Curtis ve Levsten 1990; Ekren vd. 2012). Tiirkiye’de ise 70 kadar tiiriine
rastlanmistir (Baytop 1999; Yildirim vd. 2009).



Sekil 1.1. Hypericum perforatum L. bitkisinin genel goriiniimii (Web-1)

1.2.1.1.1. Hypericum perforatum L. bitkisinin taksonomik siniflandirmasi

Alem: Bitkiler

Alt alem: Yesil bitkiler
Infra-alem: Kara bitkileri
Ust sube: Embriyofitalar
Sube: Damarl1 bitkiler

Alt sube: Tohumlu bitkiler
Sinif: Cift ¢enekliler

Ust takim: Giilgiller



Takim: Malpighales (Siitlegengiller)
Aile: Hypericaceae
Cins: Hypericum

Tiir: Hypericum perforatum L. (Sar1 kantaron)

1.2.1.1.2. Hypericum perforatum L.’nin #«tbbi 6nemi

Hypericum perforatum L. 2000 y1l1 askin bir siiredir tibbi olarak degerli bir bitki olarak
kabul edilmistir. Eski caglarda yasamis olan hekimler, bitkiyi yara iyilestirici ve agriy1
hafifletici olarak onermislerdir. 1525'te, Paracelsus bitkiyi depresyon ve melankoli
tedavisinde tavsiye etmistir. Hypericum perforatum L. nesiller boyunca tibbi bir bitki
olarak anksiyete, depresyon, uykusuzluk, gastrit, hemoroid, iltihap, yara, kesik ve

yanik tedavisinde kullanilmistir (Klemow vd. 2011).

Glinimiizde Hypericum perforatum’un antidepresan aktivitesi hem Kklinik hem de
klinik olmayan ¢aligmalarla ispat edilmistir (Muller vd. 1998; Nathan vd. 1999; Husain
vd. 2011). Linde ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada Hypericum perforatum L.
bitkisinin diisiik ve orta dereceli depresyonlarin tedavisinde antidepresan ilaglara yakin
nitelikte etki gosterdigi gézlemlenmistir (Linde vd., 1996). Hypericum perforatum’un
thtiva ettigi flavonoidler, biflavonoidler, florogliiucinoller, naftodiantronlar,
ksanfonlar, proantosiyanidinler, fenolik asit, ugucu yaglar ve diger fenolik bilesiklerin,
bitkinin antidepresan aktivitesinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Barnes vd., 2001;
Hostettmann ve Wolfender, 2005). Ozellikle hiperisin ve hiperforin gibi bilesiklerinin
birincil olarak antidepresan aktivitesinden sorumlu oldugu rapor edilmistir

(Butterweck vd., 1997).

Kanser tedavilerinde hem kanser hiicreleri hem de saglikli hiicreler etkilenir. Kanser
tedavileri radyoterapi, kemoterapi ya da ameliyat gibi siirecleri igermektedir (Boik,

2001; Milis-Torres vd., 2010). Antikanser arastirmalari fitoterapinin sunabilecegi ¢ok
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sey oldugunu gostermistir. Arastirmacilar, H. perforatum’un, timor hiicrelerinin
cogalmasini engelledigini ve hem melanom hem de melanom dist cilt kanseri
hiicrelerini tedavi edebildigini gozlemlenmistir (Klemow vd., 2011). H. perforatum’un
antikanser mekanizmasi, memeli hiicrelerinde proteolitik boliinmeyi tetikleyen
kaspazlarin sistein proteazlari aktive ederek apoptozun indiiklenmesini igermektedir
(Klemow vd., 2011).

Hiperforin ve hiperisin, H. perforatum’un antikarsinojenik aktivitesinden sorumlu ana
bilesenler olarak tanimlanmistir. Hiperforinin, tiimor biiylimesini inhibe etme etkisi
vardir ve sitotoksik aktivitesi, insan hiicre hatlarina karsi incelenmistir ve tiimor

biiyiimesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Hostanska vd., 2003; Schmitt vd., 2006) .

Antioksidanlar, insan viicudunu Alzheimer hastaligi, ateroskleroz, kanser, diabetes
mellitus, iskemik kalp hastaligi, Parkinson hastaligi, romatizma ve hatta yaslanma
stireci gibi bir¢ok kronik rahatsizliga neden olan oksidatif strese karsi korur (Aruoma,
2003; Hemati vd., 2010). H. perforatum'un antioksidan potansiyeline sahip oldugu
gosterilmigtir (Zou vd., 2004). H. perforatum o6ziitiiniin sicanlarda beyin
malondialdehit, glutatyon peroksidaz ve glutatyon seviyelerini degistirerek etkili bir
antioksidan oldugu gorilmiustiir (E1-Sherbiny vd., 2003). Ayrica, Sanchez-Muniz ve
arkadaglar1 (2012), standart H. perforatum &ziitiiniin lipit peroksidasyonunu inhibe

ettigini gozlemlemislerdir.

Inflamasyon, vaskiiler dokunun zararli uyaranlara kompleks bir tepkisidir. Steroid ve
steroid olmayan antiinflamatuar ilaglarin ciddi yan etkilerinin bir sonucu olarak daha
giivenli ve daha etkili antiinflamatuar ilaglarin gelistirilmesine talep vardir. Bu nedenle
arastirmacilarin bitkisel ilag gelistirmeye olan ilgileri artmistir (Hyun ve Kim, 20009;
Shokrzadeh ve Saeedi Sarvari, 2009).

Farkli aragtirmacilar tarafindan yiiriitiilen ¢alismalar H. perforatum'un imit verici bir
antiinflamatuar ajan oldugunu gostermistir. Bunun kanit1 olarak kolon enflamasyonu
ile iligkili kan ve bagirsak enzimleri diizeylerinin azaldig1 ¢alisma (Dost ve ark., 2009)
ve H.perforatum ile beslenen sicanlarda gozlenen daha diisiik mide {ilseri insidansini

gosteren ¢alisma gosterilebilir (Cayct ve Dayioglu, 2009).



H. perforatum'un iki olasi antiinflamatuar etki mekanizmasi oldugu disiiniilmektedir.
Ik etki mekanizmasinin H.perforatum 6ziitiiniin, kronik enflamasyonda énemli rol
oynayan siklooksijenaz-2, interlokin-6 ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
gibi proinflamatuar genlerin ekspresyonunu indirgemesi oldugu diistiniilmektedir.
(Tedeschi vd., 2003). Bir baska olasi mekanizma prostaglandin (PG) sentezinin
psOdohiperisin ve hiperforin tarafindan inhibe edilmesi oldugu diistiniilmektedir

(Bukahri vd., 2004; Hammer vd., 2007).

Yapilan deneylerde diyabetik siganlarda ve yiiksek yaglh diyetle beslenen si¢anlarda
seker ve lipit metabolizmasinda Hypericum perforatum’un iyilestirici etkisinin oldugu
kanitlanmistir (Amini vd., 2009; Tian vd., 2015). Hypericum perforatum L. yiiksek
yagli diyetle beslenen siganlarda artan kan plazma glukozundaki artis1 onemli 6lgiide
inhibe etmekte ve insulin seviyesini diisiirmektedir. Ayrica bu si¢anlarin dokularinda
meydana gelen yag birikimini de normalize etmektedir (Husain vd., 2011). Kaslarda
lipit birikimi obezite ve insulin direnciyle pozitif korelasyon gostermektedir. Tian ve
ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada Hypericum perforatum L. ekstraktinin yiiksek yagh
diyetle beslenen siganlara verilmesiyle kaslarda lipit birikimi azalmistir ve Hypericum
perforatum L. ekstrakti kan degerlerini iyilestirici etki gostermistir. Yapilan ¢aligmalar
dogrultusunda bitkinin antidiyabetik, antihiperglisemik, antiobezite ve insulin

direncini iyilestirici etkisi kanitlanmistir.

Hypericum perforatum bitkisinin yara iyilesme aktivitesini gdsteren ¢alisma bolgesel
ve oral olarak diyabetik siganlar lizerinde yapilmistir. Oral formiilasyonun diyabetik
yaralarin iyilegsmesinde bolgesel tedaviden daha etkili oldugu bulunmustur (Belwal
vd., 2019). Bu bulgular H. perforatum’un yara iyilesmesi igin etkili bir tedavi

oldugunu gostermektedir.

Bu etkilerin yan1 sira Hypericum perforatum L. bitkisi dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu, kronik yorgunluk sendromu, obsesif-kompulsif bozukluk, mevsimsel
affektif bozukluk, premenstriiel semptomlarin (PMS) en aza indirgenmesinde
kullanilmigtir (Newall vd., 1996). PMS'li kadinlarda meme hassasiyetini, kramplari ve
sinirlenmeyi durdurur (Singh, 2017). Antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral ve
antikanser olarak da kullanilmaktadir (Duke, 2002).



Ayrica AIDS tedavisi, hepatit C, istahsizlik, gastroenterit, genital herpes, kalp
carpintisi, hemoroid, histeri, bobrek ve akciger hastaliklari, menopoz nevrozu, migren,
nevralji, sosyal fobi, yorgunluk, uyumakta zorluk ve kilo kaybi i¢in de etkili oldugu

gosterilmistir (Belwal vd., 2019).

2.1.1.2.Hypericum perforatum 'un biyoaktif bilesenleri

Yapilan arastirmalarda H. perforatum’un yedi grup tibbi olarak aktif bilesigi oldugu
tespit edilmistir (Nahrstedt ve Butterwick, 1997). En yaygmn smiflar arasinda
naftodiantronlar, florogliikolinler ve flavonoidler (fenilpropanlar, flavonol glikozitler
ve biflavonlar gibi) ve ayrica ugucu yaglar bulunmaktadir (Bombardelli ve Morazzoni,
1995; Reuter 1998; Barnes vd., 2001; DerMarderosian ve Beutler, 2002). Bir
naftodiandron olan hiperisin ve bir fluoglusinol olan hiperforin olmak {izere iki ana
aktif bilesen tanimlanmistir ve bununla birlikte, ekstrakte edilebilir bilesiklerin kabaca
% 20'si biyolojik olarak aktif kabul edilmektedir (Staffeldt vd., 1994; Nahrstedt ve
Butterwick, 1997; Erdelmeier, 1998).

a. Naftodiantronlar

En ¢ok arastirilan H. perforatum'dan izole edilen bilesiklerin sinifi % 0,1 ile % 0,3
arasinda degisen konsantrasyonlarda olan naftodiantronlardir. (Robbers ve Tyler,
1999; Grainger-Bisset ve Wichtl, 2001; Greeson vd., 2001) En yaygin naftodiantronlar
arasinda hiperisin, psodohiperisin, izohiperisin ve protohiperisin bulunmaktadir
(Barnes, Anderson, ve Phillipson, 2001; DerMarderosian ve Beutler 2002). Bunlardan
hiperisin sar1 kantaron yaglarinin kirmizi renginden sorumlu antrakinondan tiiretilmis
bir pigmenttir ve en iyi bilinen naftodiantrondur. Hiperisin ¢igeklerde, ozellikle
yapraklar1 boyunca yer alan siyah noktalarda bulunmaktadir Kimyasal yapisi
nedeniyle, hiperisin yiiksek oranda fotoreaktifdir (Sekil 1.2). Molekiiliin rezonansi ve
oksijen atomlar1 arasindaki nispeten kisa mesafeden dolayi, hidroksil hidrojen,
fliioresan 15181 varliginda hidroksil oksijen ile karbonil oksijen arasinda gegis

yapabilmektedir.
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Sekil 1.2. Hiperisinin kimyasal yapisi

b. Flavonoidler

Sar1 kantaronda bulunan flavonoidler, ¢i¢eklerde ve yapraklarda %7 ile %12 arasinda
degismektedir. (DerMarderosian ve Beutler, 2002, Greeson vd., 2001) Flavonoidler
arasinda, flavonoller (kersetin), flavonlar (luteolin), glikozitler (hipersit, izotersitrin ve
rutin), biflavonlar, amentoflavon ve hiperin bulunmaktadir. Rutin konsantrasyonu
%1,6 olarak bildirilmistir. (Barnes vd., 2001).

c. Lipofilik bilesikler

Sar1 kantaron ekstraktlari, floroglucinol tiirevleri ve yaglari iceren, terapotik degeri
kanitlanmis birkag¢ sinif lipofilik bilesik icermektedir. %2-4,5'lik konsantrasyonlarda
izole edilen hiperforin bunlardan en onemlisidir (Sekil 1.3). (Chatterjee vd.,
1998; Greeson vd., 2001) Hiperforin 151k ve/veya oksijen varliginda kararsiz yapi
gostermektedir (Liu vd., 2005). Cesitli arastirmacilarin sayisiz girisimlerine ragmen,
bugiine kadar hiperforinin toplam sentezi gerceklestirilememistir (Nicolaou vd.,
2005). Diger floroglukolinler, adhiperforin (%0,2 -%1,9), furohiperforin ve diger

hiperforin analoglarini igermektedir.



Sekil 1.3. Hiperforinin kimyasal yapisi

d. Diger bilesenler

H. perforatum’da ¢esitli siniflardaki diger bilesikler tanimlanmistir. Bunlar arasinda
tanenler (%3 ile %16 arasinda degisir), ksantanlar (1,28 mg / 100 g), fenolik bilesikler
(kafeik asit, klorojenik asit ve p-kumarik asit) ve hiperfolin bulunmaktadir ilave
bilesikler, daha az bir olglide asitleri (nikotinik, miristik, palmitik ve stearik),
karotenoidleri, kolin, pektin, hidrokarbonlar1 ve uzun zincirli alkolleri igermektedir

(DerMarderosian ve Beutler, 2002).
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1.2.2. Obezite ve insiilin direnci

1.2.2.1. Obezite

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tanimlamasima gore obezite, saghg bozacak 6lciide
viicutta anormal veya asir1 yag birikmesidir. DSO’ye gore obeziteyi 6lgmede
genellikle beden kitle indeksi (BKI) ele alinmaktadir. BK1, kisinin viicut agirliginin
(kg) kisinin boyunun karesine (m) bolinmesiyle elde edilmektedir. Beden kitle indeksi
kisinin yag dagilimi1 hakkinda fikir vermeyen boy kilo oranina gore obezite hakkinda
yorum yapabilmeyi saglayan bir yontemdir. DSO’ye gére BKI > 25 sisman, BKI > 30
1.derece obez, BKI > 35 2.derece obez ve BKI > 40 3.derece obez sayilmaktadur.
Ayrica Diinya Saghk Orgiitii obeziteyi belirlemede baska bir yoéntem olarak bel
cevresinin kalga g¢evresine oranini kullanmakta; oran1 0,85’ten biiyiikk kadinlar ve

1’den biiyiik erkekler obez sayilmaktadir.

Diizensiz ve yanlis beslenme aliskanligi, yetersiz fiziksel aktivite, hormonal ve
metabolik etmenler, sosyokiiltiirel cevre, psikolojik etmenler, genetik yatkinlik,
kullanilan baz1 ilaglar, dogum sayis1 ve yapilan dogumlar arasindaki siire obeziteyi
etkileyen risk faktorlerindendir (Tiirkiye Obezite ile Miicadele ve Kontrol Programi,
2010).

Diinya Saglik Orgiitiine gore obezite tiim yas gruplarimi kapsayan ve goriilme siklig
siirekli artan bir hastaliktir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yetiskin erkeklerin
%35'inden fazlasi, yetigskin kadinlarin %40'1 ve ¢cocuk ve ergenlerin %17'si obezdir.
Avrupa’da ise obez olma durumu yetiskin erkeklerde %32-79, yetiskin kadinlarda ise
%28-78 arasinda degismektedir (Vehapoglu vd., 2015). Tiirkiye’de ulusal obezite
diizeyini ortaya koyan bir ¢alisma olmamakla birlikte, obezite oranlarinin son 12 yilda,

kadinlarda %34 erkeklerde %10,7 artis gosterdigi saptanmistir (Vehapoglu vd., 2015).

Obezite yasam kalitesini azaltarak ve neredeyse tiim viicut sistemlerini etkileyerek
farkli saglik sorunlarina sebebiyet veren bir hastaliktir (Tiirkiye Obezite ile Miicadele

ve Kontrol Programi, 2010). Obezite ile korelasyon gosteren baslica saglik sorunlari
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arasinda insulin direnci, Tip Il diyabet, hipertansiyon, ateroskleroz, hiperlipidemi,
hipertrigliseridemi ve metabolik sendrom sayilmaktadir (Tiirkiye Obezite ile

Miicadele ve Kontrol Programi, 2010).

Obezite, prevelans: yetiskin ve ¢ocuk popiilasyonlarinda git gide dramatik sekilde
artan ve farkli komplikasyonlara sebep olan bir hastaliktir (Ng vd. 2014; Koren vd.
2018). Obezite yag dokusunun hacimce biiyiimesiyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bu
bliylime adiposit hiicrelerinin sayisinin artmasi ve/veya boyutunun biiylimesini

kapsayabilmektedir (Hatano vd. 2014).

Obezite, adipoz dokunun insiilin duyarliligini etkileyebilen adipokinler olarak
adlandirilan proteinleri salgilamasi nedeniyle, Tip-11 diyabetin gelismesi i¢in bir risk
faktoriidiir. Yag dokusu, ozellikle de viseral kompartman, artik insiilin direnci
sendromuna birincil katki olarak kabul edilmektedir. Sitokinler, kemokinler ve serbest
yag asitleri dahil olmak iizere adipoz dokudan salgilanan birka¢ faktor, glukoz
homeostazi ve lipit metabolizmasini etkileyen insiilin sinyalini bozabilir. Buna gore,
obezite su anda kronik bir diisiik yogunluklu inflamasyon durumu olarak kabul
edilmektedir (Arner,2003). Bu baglamda yapilan g¢alismalarda, adipoz dokudan
salgilanan inflamatuar ajanlarin obezitenin molekiiler arka planin1 anlamada kilit rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Ornegin TNF- o adiposite ve insulin direnci gelisimi
arasinda bir baglanti olarak diistiniilmiistiir ¢linkii yapilan ¢alismalarda Tip-11 diyabetli
deneklerin biiytik bir cogunlugu obezdir ve TNF- o obez deneklerde yiiksek oranda
eksprese edilmektedir (Hotamisligil,2003; Nieto-Vazquez vd., 2008). RBP4, leptin ve
IL-6 gibi bir¢ok adipoz dokudan salgilanan faktdr, obez insanlarda ve kemirgenlerde

yag dokusunda yiikselmektedir (Nieto-Vazquez vd.,2008).
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1.2.2.2. Insiilin direnci

Insiilin direnci sabit insiilin miktarina kars1 beklenenden diisiik yanit olarak tanimlanir
(Hotamisligil,1999). Yaslanma, polikistik yumurtalik hastaligi, metabolik sendrom,
kanser, enfeksiyonlar, travma ve en belirgin sekilde obezite ve Tip-1l diyabet gibi
birgok hastalikla iligkilidir (Olefsky vd.1990; Moller vd. 1994).

Pankreasta bulunan langerhans adaciklarinin beta hiicreleri tarafindan tiretilen insiilin
kanda bulunan glukozun diismesini saglar. Glukozu kas ve karaciger gibi dokulara
tasir ve burada glikojen olarak depolanmasinda gorev yapar. Karacigerde glikojenin
yikilip glukoz olusturmasini engelleyerek hepatik glukoz salinimini 6nler (Altinova
vd. 2007). Insiilinin kandaki glukozu diisiiriicii ve hepatik glukoz salinimini énleyici
etkisi Tip-II diyabette bozulmustur (Mitrakou vd. 1992) Yapilan ¢alismalar, insiilin
direnci olan bireylerde saptanan beta hiicrelerindeki fonksiyon bozukluklarinin ya da
harabiyetin diyabetle iliskisi oldugunu diisiindiirmektedir (Shuman vd. 1988; Aslan
vd. 2005, Huysal vd. 1999).

Insiilin, iskelet kasi, yag ve kalp gibi insiiline duyarli dokularda glikoz alimim
indiikleyerek kan glukozunu azaltir. Insiilin ayrica kan glikozunun kontroliinde
karaciger, bobrek ve ince bagirsakta glukoz tiretimini de inhibe eder. Ayrica, insiilin
yag asitleri ve glikojen sentezini uyarir, mitokondriyal fonksiyonu destekler, mikro
dolasim1 artirir ve hiicre ¢ogalmasini indiikler (Ye, 2007; He vd., 2011). Insiilin
direnci, insiiline kars1 duyarli olmayan dokularin yanitindaki azalmayla oldugunda
ortaya cikar (Ye, 2013). Insulin direncinin su karakteristik &zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir (Ye, 2013):

a. Aclik durumunda hiperinsulinemi ve hiperglisemi
b. Yemek sonrasi hiperglisemi

c. Hiperlipidemi

d. Bozulmus glukoz toleransi

e. Bozulmus instilin toleransi

f.  Azalmis glukoz infiizyon hizi

g. Artmis hepatik glukoz miktari
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h. Hipoadiponektinomi
I. Plazmadaki artmis inflamatuar belirtegler (TNF-a, IL-6 gibi).

Insiilin direnci, insiiline duyarli glukoz alimmin insiiline duyarl: dokularda bozuldugu
bir durumdur. Bu bozukluk, insiilin sinyal yolunun inhibisyonunun bir sonucudur. Kan
glukozunu kontrol etmek i¢in beta adaciklar1 yiiksek miktarda insiilin iirettigi i¢in

insiilin direncinin hiperinsiilinemiye yol actig1 diisiiniilmektedir (Ye ,2013).

Hiperglisemi ve hipoinsulinemi sergileyen Tip-l diyabetin aksine, Tip-Il diyabet
genellikle hiperglisemi ve hiperinsiilinemi gosterir. Insiilin direnci tip-1l diyabetin
birincil nedenidir (Nieto-Vazquez vd. 2008). Obezite, enflamasyon, mitokondriyal
disfonksiyon, hiperlipidemi, hiperinsiilinemi, genetik arkaplan, hamilelik, yaslanma

gibi risk faktorleri insiilin direncini etkilemektedir (Ye, 2013).

1.2.3. Molekiiler markorler olarak sectigimiz gen bolgeleriyle ilgili bilgiler

Molekiiler markoérler calisilan organizmada ilgilenilen 6zelligin genetigi hakkinda
bilgi veren DNA dizileridir. Insiilin direnci ve obeziteyle iliskili sectigimiz gen
bolgelerinin transkripsiyonel regiilasyonuna bagl olarak diferensiye edilmis 3T3-L1
hiicrelerinde Hypericum perforatum’un obezite ve insulin direncine olan etkisi
arastirilmistir. Calismada TNF-a, IL-6, PPAR-y, Col V, Elastin, FAS, DGAT, LPL ve
housekeeping gen olarak da elde edilen transkripsiyon verilerini normalize etmek

amaciyla 18S kullanilmigtir.

a. IL-6 (Interlokin-6): Yag dokusundan salgilanan bir sitokinindir (Mohamed-
Ali vd.,1997). Yapilan ¢alismalarda obezite ve diyabete sahip hastalarda IL-
6’nin ekspresyonunda goriilen artig insiilin direnci ve obezite ile iliskili
oldugunu gostermektedir (Mohamed-Ali vd., 1997; Bastard vd.,2000). IL-
6’nin obeziteyi ne tiir bir mekanizma ile etkiledigi bilinmese de obeziteyle
iliskisinin ~ adipoz  dokulardan  sentezlenmesi ile alakali oldugu
diistiniilmektedir. Kern vd., (2001), IL-6’nin insiilin direnciyle anlamli pozitif

bir korelasyonu oldugunu obezite ile de iliskili oldugu ifade etmislerdir.
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Ayrica BKI nin yiiksek olmastyla plazmadaki IL-6 miktarinin konsantrasyonu
arasinda pozitif korelasyonun varligi yapilan ¢aligmalarla gozlemlenmistir
(Bastard vd.,2000; Kern vd., 2001; Yudkin vd.,1999). IL-6, TNF-a ve IL-1’in
salgilanmasiyla ortaya ¢ikar ve IL-6 ile birlikte plazmada yag asidi miktar1 ve
yag oksidasyonu artarken yag dokudaki LPL’in aktivitesinin azalmasi
gozlemlenmistir (Greenberg vd.,1992; Stouthard vd.,1995). Ayrica hepatik
glukozu ve glisemiyi arttirmasi insiilin duyarliligina ters bir sekilde ¢alistigini
gostermektedir (Stouthard vd., 1995; Kanemaki vd., 1998).

TNF-a (Tumor necrosis factor): Obezitede yag dokunun insiilin
duyarliligini  etkileyen sitokininler salgiladigi  bilinmektedir. Bu
sitokininlerden biri olan TNF-o’nin yaglanma ve insiilin direnci arasinda bir
baglanti oldugu diisiiniilmektedir. Hotamisligil’in yaptigi ¢alismada obezite ve
instilin direncine sahip deneklerde kontrol grubuna gére TNF-o’nin mRNA ve
protein seviyelerinin 6nemli oOlgiide yiiksek oldugu ortaya konulmustur
(Hotamisligil, 2000). Yapilan ¢alismalarda TNF- o’nin kandaki serbest yag
asidi miktarini arttirdig1 ve lipitleri yag asidi ve gliserol seklinde pargalayan

LPL’in inhibisyonunu sagladigi gézlemlenmistir (Nieto-Vazquez vd., 2008).

LPL (Lipoprotein lipase): Lipoprotein lipaz, lipitlerin metabolizmasinda ve
tasinmasinda Onemli bir rol oynamaktadir. Silomikron ve c¢ok diisiik
yogunluklu lipoproteinlerde (VLDL'ler) c¢ekirdek trigliseridlerin (TG)
hidrolizinden sorumlu olan enzimdir, ki bu da silomikron kalintilar1 ve ara
yogunluklu lipoproteinleri (IDL'ler) iiretir. LPL'nin, lipoproteinler arasindaki
lipit degisimini tesvik ettiZi ve plazma lipoprotein partikiillerinin ¢ogunun
Kinetiginde 6nemli bir rol oynadig: gosterilmistir (Goldberg vd.,2001; Eckel
1989). Lipoprotein lipaz, adiposit i¢indeki yag olarak daha sonra depolanmasi
icin dolasimdaki trigliseritleri yag asitlerine hidrolize ederek adiposit
metabolizmasinda onemli bir etki gostermektedir. Dolayisiyla, LPL'nin
aktivitesindeki bir azalma, toplam viicut yag depolarindaki azalmaya katkida
bulunmaktadir (Greenberg vd., 1992). TNF-a ve IL-6, LPL’in aktivitesini
azaltmaktadir, TNF-o’nin bunu LPL’in gen transkripsiyon hizini yavaslatarak

yaptig1 bilinmektedir (Zechner vd.,1988; Fried vd., 1989 Cornelius vd., 1988).
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Yag dokusunda LPL insiilinle ve yemek yemekle artmakta, ancak aglik
durumunda azalma gostermektedir. Insanlarda ve kemirgenlerde yapilan
caligmalarda goriilmiistiir ki obezitede, yag dokusunda hiicre basina diisen
LPL miktar1 artmaktadir. Bununla birlikte, obezitede LPL'min insiiline ve
beslenmeye verdigi cevap azalir (Hartman, 1981; Sadur vd., 1984; Terretraz,
1994; Wang vd., 2009).

FAS (Fatty acid synthase): Yag asidi sentetaz olarak bilinmektedir. FAS,
asetil-CoA onciilerinden uzun zincirli yag asitlerinin biyosentezini katalize
eden anahtar lipojenik bir enzimdir (Boizard vd., 1998). Yiiksek yagh diyetle
beslenen farelerde bu enzimin arttig1 gézlemlenmistir. Adipositeyle pozitif
korelasyon igindedir ve obezite durumunda FAS’de artis gézlemlenmektedir
(Kim vd.,2016)

PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor- y): PPAR-y, adipoz
farklilagsmasinda, lipit depolamasinda ve glikoz homeostazinda 6nemli bir rol
oynayan adipoz dokusunda baskin olarak ifade edilen bir transkripsiyon
faktori olarak bilinmektedir (Rosen vd., 2000; Schoonjans vd. 1996). PPAR-
v, FAS, aP2 ve lipoprotein lipaz dahil, adipoz doku lipogeneziyle iliskili
enzimlerin gen ekspresyonunu diizenlemektedir (Kliewer vd., 1998, Kim vd.,
2016) Adipositler glikoz ve lipit metabolizmasinda diizenleyici olarak gorev
yapan sitokininleri salgilamaktadir. Bu sitokininlerden biri adiponektindir ve
anti-inflamatuar ajan olarak goérev yapmaktadir. PPAR-y adiponektinin gen
transkripsiyonunu arttirdigi bilinmektedir. S6yle ki PPAR-y adiponektinin
promotorundaki PPAR- y duyarli elemana baglanarak, adiponektin gen
transkripsiyonunu arttirmaktadir (Hatano vd.,2014).

DGAT (Diacylglycerol-O-acyltransferase):  Trigliseritler ¢ogu canli
organizmada metabolik enerjinin ve yag asitlerinin ana depolama
molekiilleridir. Ancak, trigliseritlerin asir1 birikimi obezite ve diabetes
mellitus gibi hastaliklarla iligkilidir. Trigliseritlerin biyosentezi DGAT
enzimleri tarafindan katalize edilir. Harris ve arkadaglar tarafindan yapilan
calismada DGAT’in varliginin lipit damlaciklar1 ve trigliserit olusumunda
onemli rol oynadigi, trigliserit olusumu ancak iki DGAT enzimi (DGAT1 ve

DGAT2) varliginda gergeklesebildigi gosterilmistir (Harris vd., 2011).
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Obezite, asir1 trigliseritin beyaz adipoz dokularda depolanmasi ile karakterize
edilmektedir ve siklikla iskelet kas1 ve karacigeri gibi dokularda trigliseritin
anormal depolanmasi ile birlikte goriilmektedir. DGAT’in overekspresyonu
trigliserit akiimiilasyonunu arttiracagindan DGAT artis1 obezite ile pozitif
korelasyona sahiptir (Yen vd., 2008).

Kolojen V ve Elastin: Ekstraseliiler matriksten salgilanan iki bilesendir.
Yapilan ¢alismada obezite ve buna baglh insiilin direncinin adipoz dokudaki
sertlikle alakali oldugu diisiiniilmiis ve bunun i¢in hiicrenin elastikiyetiyle
alakali kolojen V ve elastin markdrleri géz 6niinde bulundurulmustur. Spencer
ve ark (2010) yaptiklar1 galismada obez ve zayif kisiler arasinda elastin
proteininde fark oldugu gozlemlenmistir. Elastin proteini zayif kisilerde bol
miktarda bulunurken obez bireylerde diisiik oldugu ayrica elastin fibrillerinin
zayif kisilerde oldugu kadar lifli olmadig1 gdzlemlenmistir. Yapilan ¢caligmada
elastinin insiilin duyarliligi ile anlamli iliskisi oldugu goriilmiistiir. Kolojen V
bliylik kan damarlarinda bol miktarda bulunmustur. Yag dokunun
elastikiyetini azaltici etkiye sahip olan kolojen V yapilan ¢alismada daha ¢ok
obez bireylerde gozlemlenmistir.

18S: Molekiiler biyolojide, housekeeping genler tipik olarak temel hiicresel
fonksiyonun korunmasi igin gerekli olan ve normal ve patofizyolojik kosullar
altinda bir organizmanin tiim hiicrelerinde eksprese edilen yapisal genlerdir.
Yani her hiicrede ve miktar olarak fazla eksprese edilirler. 18S bu caligmada
kullanilan housekeeping gendir. Alinan ekspresyon verilerinin esit miktarda
RNA kullanilarak gergeklestirildigini  gostermesi ve verilerin  18S

ekspresyonuna oranlanip normalize edilmesi amaciyla kullanilmaktadir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Bitki materyali

Hypericum perforatum L. bitkisi Mugla yoresinin daglarindan toplanarak Mugla Sitki
Kog¢man Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji B6liimii Emekli Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Giiven Gork ve Ogr. Gor. Dr. Olcay Ceylan tarafindan Davis (1965-1985)’e gére
teshis edilmistir. Bitkilerin karanlik, serin ve rutubetsiz bir ortamda yaklagik 15-20
giinde acik havada kurutulmasi saglanmistir. Kurutulan bitkiler icerisinde fotoreaktif

bilesenler ihtiva ettiginden karanlikta saklanmaya devam edilmistir.

2.1.2. Hiicre hatt1

3T3-L1 hiicre hatti, ATCC firmasindan satin alinmistir (CL-173). 3T3-L1 hiicre hatt1
fibroblastik morfolojiye ve preadiposit yapiya sahiptir. 3T3-L1 hiicre hatt1 preadiposit
yapisindan  dolayr belirli  kimyasallarla stimiile edildiginde adipositlere
doniistiiglinden, arastiricilar tarafindan obezite ve obeziteye bagli metabolik

hastaliklarin ¢alisilmasinda siklikla kullanilmaktadir.

Hiicre hattt Mus musculus’un embriyonik dokularindan elde edilmistir. Hiicre hatti sivi

azot ya da -80C’de saklanir.

3T3-L1 adherent 6zellige sahip bir hiicre hattidir. Hiicreler kiiltiir kabinin alt ylizeyine
tutunur ve burada tabaka olustururlar. Olusan bu tabakanin tek tabaka (mono layer)
olmasma 6zen gosterilmelidir. Hiicre hatlar1 immortal 6zellige sahip oldugundan,
hiicreler zamani1 geldiginde pasajlanmazsa hiicrelerin birbiriyle temasi arttik¢a
monolayer durum polilayer duruma doniisecektir. Bunun sonucunda adherent olan

hiicreler ylizeyden uzaklasacak ve tabakada acilmalar olacaktir.
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Hiicreler preadiposit yapidayken %10 Newborn Calf Serum (FCS) (Capricorn
Scientific, NCS-1B) ve %1 Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep) (Multicell, 450-201-
EL) iceren Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) (L0102-500) besin
ortaminda kiiltiire alinmistir. Bu kiiltlir ortami tarafimizca Growth Medium (GM)

olarak adlandirilmistir.

Hiicrelerin preadiposit yapidan adiposit yapiya doniistiiriilmesinde iki tane kiiltiir
ortami1 kullanilmistir. ikisi de %10 Fetal Calf Serum (Capricorn Scientific, FBS-12B)
ve %1 Pen-Strep iceren DMEM besin ortaminda hazirlanmistir. Bu besin ortami bizim
tarafimizdan Differentiation Medium (DM) olarak adlandirilmistir. Bu besin
ortamlarindan ilki DM’e ek olarak 1.0 uM Deksametazon (Sigma, BCBV5460), 0.5
mM isobiitilmetilksantin (IBMX) (Sigma, STBF6061V) ve 1.0 ug/mL insiilin (Sigma,
SLBV1793) igermektedir. Bu besin ortamiyla hiicreler 48 saat muamele edilmistir.
Ikinci besin ortami DM’e ek olarak 1.0 pg/mL insiilin igermektedir ve hiicreler bu
ortamla yaklasik 12 giin her iki giinde bir ortam tazelenerek muamele edilmistir.

Yaklasik 2 hafta sonunda hiicrelerin adiposite doniisimii gozlemlenmistir.

2.1.3. Kimyasal materyal

Calisma boyunca hiicrelerden total RNA izolasyonu yapmak i¢in RiboEx™ (301-001)
kullanilmistir. Elde edilen RNA’lar c¢ift iplikli cDNA’lara donistiiriilmiistiir,
cDNA’ya doniistirmek i¢im EasyScript Plus ¢cDNA synthesis kit (abm, G236)
kullanilmistir. cDNA ornekleriyle ilk olarak primerlerin sentezinin dogru bir sekilde
gerceklestigini  gézlemlemek {izere PCR reaksiyonu kurulmustur. Taqg DNA
Polymerase (abm, GO0O08) ile reaksiyon gerceklestirilmistir. Elde edilen c¢cDNA
orneklerinden primerlerin bagil mRNA ekspresyonunu 6lgmek icin kantitatif PCR
(QPCR) reaksiyonu gergeklestirilmistir. QPCR reaksiyonunu gergeklestirmek igin Real
Q Plus 2X Master Mix (Ampligon, A323402) kullanilmistir.
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2.1.4. Primerler

Primerler NCBI {izerinden tasarlanmigtir. Mus musculus (fare) igin tasarlanan sekiz
farkli primer lipit akiimiilasyonuyla ilintili olanlar, inflamasyonla ilintili olanlar,
ekstraseliiler matriks bilesenleri ile ilintili olanlar, insiilin duyarliligiyla ilintili olanlar

ve housekeeping gen olmak iizere 5 grupta siniflandirilmistir. Bu siniflandirmalara ait

olan primerlerin dizileri asagida verildigi gibidir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Primerlerin simflandirilmasi

Lipid Akiimiilasyonu ile
ilintili markérler

Fare DGAT];

(Diacylglycerol transferase)

(F): 5°- CCTCAGCCTTCTTCCATGAG- 3’

(R): 5’- ACTGGGGCATCGTAGTTGAG- 3’

Fare LPL; (Lipoprotein
lipase)

(F): 5’-ACTCGCTCTCAGATGCCCTA- 3’

(R): 5’>-TTGTGTTGCTTGCCATTCTC- 3°

Fare Fas; (Fatty acid
synthase)

(F): 5°- CTGAGATCCCAGCACTTCTTGA-3’

(R): 5’- GCCTCCGAAGCCAAATGAG- 3’

Enflamasyon ile ilintili
markorler

Fare TNF-a; (Tumor
necrosis factor-alpha)

(F): 5°- CCCCAAAGGGATGAGAAGTT- 3’

(R): 5°- CTCCTCCACTTGGTGGTTTG- 3’

Fare IL-6

(F): 5’- GTTCTCTGGGAAATCGTGGA - 3’

(R): 5°- TCCAGTTTGGTAGCATCCATC - 3°
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Cizelge 1.1. Primerlerin siniflandirilmasi (devami)

Ekstraseliiler Matriks
(ECM) Komponentleri ile

ilintili markorler

Fare Kolajen V

(F): 5'- CTCAGGGGTAACGAAAACCA - 3

(R): 5' - GGAGAAGTCCTCGGGAAAAC - 3'

Fare Elastin

(F): 5' - TTATCCAGGGGCTGGTATTTG - 3'

(R): 5'- TCCAAACGTTCCCAGAAGTC - 3'

Insulin duyarhihg ilintili

Markorler

Fare Peroksizom
Proliferator Activated
Receptor- gamma(PPAR-y)

(F): 5'- CTGTGAGACCAACAGCCTGA - 3'

(R): 5'- CAGTGGTTCACCGCTTCTTT - 3'

Housekeeping geni

18S

(F):5'- TTCGAACGTCTGCCCTATCAA - 3'

(R): 5" - TAGGTAGGCACGGCGACTA - 3'

2.2. Metot

2.2.1. Bitki ekstraktinin hazirlanmasi

Hypericum perforatum L. dogadan toplandiktan sonra serin ve karanlik bir ortamda
kurutulmustur. Kurutulmus bitki materyalinin toprak iistii kisimlari dograyici
vasitastyla pargalanmustir. Ogiitiilen materyalin tartimi yapilmis ve tartilan miktarin
10 kat1 kadar etanol ve metanol ¢oziictileri eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 7
giin bekletilmistir. 7 giiniin sonunda Watmann kagidiyla bitkinin biiyiik par¢alarinin
uzaklastirilmasi ve kimyasal bilesenleri i¢eren siizlintiiniin olusturulmasi saglanmastir.
Stiziintiideki ¢oziiciilerin uzaklastirilmast i¢in evaporator kullanmilmistir. Evaporator

40°C’de ve diisiik basingta calistirilarak metanol ve etanoliin buharlasmasi
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saglanmigtir (Sekil 2.1.). Elde edilen ekstraktlar aliiminyum folyoya sarilarak

karanlikta ve 4°C’de muhafaza edilmistir.

izl

»

_ T

Sekil 2.1. Ekstraklarin icinde ¢oziindiigii alkoliin uzaklastirilmasi

Hazirlanan ekstraktlar hiicre kiiltiiriinde kullanilacagt zaman ihtiya¢ duyulan
konsantrasyona gore tartilip metanol ve etanol ¢oziiciilerinde ¢oziildiikten sonra 0.2

mm filtreden siringa yardimiyla gegirilerek besin ortami igine aktarilmistir.
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2.2.2. Hiicre Kiiltiirii ¢calismasi

Calismada satin alinan Mus musculus embriyonik fibroblast 3T3-L1 preadiposit
hiicreleri  kullanilmistir  (Sekil 2.2). Hicrelerinin  biiylime ve gelismelerini
siirdiirebilmeleri i¢in besin ortami olarak DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium), %10 FCS (Newborn Calf Serum) ve %1 Penisilin-Streptomisin
kullanilmistir. Hiicrelerin preadiposit yapidan adiposit yapiya doniistiiriilmesinde ise

DMEM, %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 Penisilin-Streptomisin kullanilmustir.

DMEM, aminoasit, vitamin ve yiiksek oranda seker igermesinden dolay: hiicrelerin
gerekli besin ihtiyacim1 karsilamaktadir. FCS ve FBS hiicre kiiltiir ¢alismalarinda
hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in kullanilan zengin protein ¢ozeltisidir. Igerisinde hiicreler i¢in
gerekli olan hormonlari, enzimleri, biliylime faktorlerini ve hiicrelerin yiizeye
tutunmasini saglayan matris proteinlerini barindirir. Birer antibiyotik olan Penisilin ve
Streptomisin ~ hiicre  kiiltiirinde =~ gram-pozitif ~ve  gram-negatif  bakteri

kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir.

Hiicreler CO; seviyesi %5 olan CO> inkiibatoriinde 37°C’de muhafaza edilir.
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Sekil 2.2. Ticari olarak satin alinan 3T3-L1 hiicre hatti

2.2.2.1. Hiicrelerin ¢oziilmesi

3T3-L1 hiicre hattinin kriyovial igerisinde -80°C’lik buzdolabinda ya da -196°C’de
stvi nitrojende depolanmasi gerekmektedir. Yeni satin alindiginda soguk zincirde
gelen veya onceden dondurulmus olan hiicreler Oncelikle ¢6zme islemine tabii

tutulmustur. Hiicreler ¢oziiliirken:

1. Gerekli miktarda 6nceden 1sitilmis biiytime ortami1 (GM) 15 mililitrelik falcon
tiiptine konulmustur.

2. Oda sicakliginda c¢oziilmesi saglanan hiicrelerin GM ile serolojik pipet
vasitastyla karistirilmasi saglanmistir.

3. Hiicreler ve GM’yi iceren karisim hiicre kiiltiir kabina aktarilmistir.

4. Hiicre kiiltiir kabinin CO> inkiibatoriine kaldirilmastir.
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2.2.2.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

Bu ¢alismada pasajlama yaparken asagida verilen adimlar takip edilmistir. Verilen

sayisal degerler 6 cm?’lik petri kabi igindir.

1.

10.

11.

Hiicrelerin i¢inde bulundugu biiyiime ortami serolojik pipet araciligiyla
uzaklastiriimistir.

Hiicrelerin 3 ml PBS ile 2 kez yikanmasi saglanmistir. PBS bir tampon
¢ozeltidir. Hiicrelerin biiyiime ortaminda bulunan FCS’1 uzaklagtirarak tripsin
enziminin aktivitesini arttirir. Tripsinizasyon basamagi i¢in 6n hazirliktir.
Hiicreler 1 ml tripsin ile muamele edilmistir. Tripsin hiicre yiizey proteinlerini
kirarak hiicrelerin yiizeyden uzaklasmasimi Saglamaktadir. Bu basamakta
hiicreler 4 dakika CO; inkiibatoriinde bekletilmistir. Yiizeyde goriiniir hale
gelen hiicrelerin mekanik etki yardimiyla ytlizeyden ayrilmasi saglanmaistir.
Mikroskop altinda ylizeyden ayrildigi ve bulutumsu bir yap1 gosterdigi
gozlemlenen hiicrelerin tripsin miktarinin en az 2 kati kadar hacimde biiyiime
ortamiyla yikanmasi saglanmistir.

Hiicreler serolojik pipet vasitasiyla petri kabindan 15 ml’lik falcon tiipiine
alinmustir.

1200 rpm’de 4 dakika santrifiij edilmistir. Bu adimda hiicreler toplanmustur.
Supernatant kismi serolojik pipet vasitasiyla atilmistir. Hiicre pelleti 1/4
pasajlama i¢in 4 ml’de ¢oziiliir.

Hiicreler c¢oziilitken pelletin  partikiilli  halde kalmamasina ve
homojenizasyonuna dikkat edilmelidir.

4 adet 6 cm? petri kaplarma her birine 3 ml olacak sekilde 6nceden 1s1tilmis
bliylime ortamlari ilave edilmistir.

Hiicre ve biiylime ortam1 karisimi her bir petri kabma 1 ml olacak sekilde
aktarilmastir.

Petri kab1 dikey ve yatay sekilde sallanarak hiicrelerin tiim kiiltiir kabinda esit

dagilmas1 saglanmistir.
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12. Hiicreleri iceren petri kaplart COz inkiibatoriine kaldirilmistir.

2.2.2.3.Hiicrelerin dondurulmasi ve saklanmasi

Hiicreler yapilan ¢alisma i¢in gerektiginden daha fazla ¢ogaliyorsa bu fazla hiicreler

dondurularak ileriki ¢aligmalar igin saklanabilir (Davis vd., 2002).

Hiicreler dondurulurken pasajlama prosediirii 6. basamagin sonuna kadar takip
edilmistir. Daha sonra her bir kriyovial icin GM:DMSO 9:1 oraninda kullanilmustir.
Ornegin 1 kriyovial olusturmak igin 900 pl x 1 =900 ul GM ve hiicre karigimi ve 100
pl DMSO kullanilmistir. 1 kriyovial i¢in toplamda 1 ml kullanilmasinin sebebi
kullanilan kriyoviallerin hacminin 1,5 ml olmasidir. Bununla donma sonucunda
hacimdeki artma ile kriyoviallerdeki hiicrelere zarar gelmesi engellenmek istenmistir.
DMSO hiicrelerdeki suyu c¢ekerek donma ve c¢oziilmelerde hiicrelerin ozmotik

basin¢tan dolay1 zarar gérmesini engellemek amaciyla kullanilan bir kimyasaldir.

Hiicreler 6nce GM iginde ¢6ziilmiistiir daha sonra gerekli miktarda DMSO eklenip
kriyoviallere aktarilmistir. DMSO eklendikten sonra karigimin sert bir sekilde

pipetlenmemesi nazik olunmasi gerekmektedir.

Kriyoviallere aktarilan hiicreler hizli bir sekilde -80°C’ye kaldirilir.
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2.2.2.4. Hiicrelerin diferensiyasyonu

Diferensiyasyonu gergeklestirmek iizere hiicre hattinin satin alinmis oldugu ATCC

firmasinin diferensiyasyon protokolii uygulanmistir (Web-2).

Diferensiyasyon protokolii

1.

Ik olarak hiicreler ekilmis olduklar1 kaplarda yaklasik %70 confluency’e
getirilmelidirler. Diferensiyasyon uygulamasi bagladiginda hiicreler biiyiime
ve gelismesini siirdiireceginden %100 confluency’e sahip olmalar1 hiicrelerin
Omriinii  azalticak ve diferensiyasyon uygulamasimnin basarisizlikla
sonu¢lanmasina neden olabilecektir.

Yaklasik %70 confluent olan hiicrelere ilk olarak prediferensiyasyon ortami
uygulanir. Bu ortam DM i¢inde hazirlanir. DM %1 Penisilin-Streptomisin, %5
Fetal Bovine Serum (FBS) %94 DMEM igerir. Prediferensiyasyon ortami i¢in:
1.0 pM Deksametazon

0.5 mM isobiitilmetilksantin (IBMX)

1.0 pg/mL insiilin kullanilmustir.

Bu ortam igerisinde hiicreler 48 saat bekletilmistir.

24-well plate’den prediferensiyasyon ortami 48 saat sonunda tamamen
uzaklagtinlmistir. Ayni1 hacimde diferensiyasyon ortami eklenmistir.
Diferensiyasyon ortami DM iginde 1.0 pg/mL insiilin igerir.

Diferensiyasyon ortami her 48-72 saatte bir degistirilmistir.

Hiicreler diferensiye olmaya basladiklarinda lipit damlaciklar1 goriiniir hale
gelmistir.

Yaklagik 7-15 giin sonunda hiicreler diferensiye olmustur.
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2.2.2.5. Diferensiye edilen 3T3-L1 hiicrelerinin Oil Red O ile boyanmast

Tiim bilesenler 24-well plate igin 500 pl/well; 6 cm?lik petri kabi igin 4 ml

kullanilmistir.

1.

Hiicrelerin i¢inde bulundugu ortam uzaklastirilmistir, hiicrelerin 2 kez PBS ile
yikanmasi saglanmistir.

PBS uzaklastirilmistir ve hiicreler %10’luk formalin ile 30-60 dakika inkiibe
edilmesi saglanmistir. Formalin hiicrelerin fiksasyonu i¢in kullanilmaktadir. Bu
asamada direkt olarak hiicrelerin iizerine pipetleme yapilmamalidir. Formalinle
muamele sonrast inkiibasyon homojen karigma saglanmasi i¢in karistiricida
yapilmastir.

%60’l1ik izopropanol kiiltiir kaplarina eklenip 5 dakika inkiibe edilmistir.

Oil Red O ¢alisma soliisyonu kullanmadan 15 dakika dnce hazirlanir. 2X dH20
ve 3X Oil Red O Stok Soliisyonu iyice karistirilmistir ve 10 dakika
bekletilmistir. 0.2 pm siringa filtresi ile filtreden gegirilerek kullanilmigtir.
[zopropanol uzaklastirilmistir ve Oil Red O calisma soliisyonu ile hiicreler
muamele edilmistir.

Hiicrelerin inkiibasyonu 10-20 dakika boyunca karistiricida yapilmistir.

Boya uzaklagtirilmistir ve 2-5 kere boya gériinmeyene kadar dH20 ile yikama
gerceklestirilmistir.

Hematoksilin eklenmistir ve 1 dakika inkiibe edilmistir. Hematoksilin daha
sonra uzaklastirilmistir ve ihtiyaca gore 2-5 kere dH20 ile yikanmuistir.
Mikroskop altinda gozlem yaparken hiicreler dH20 ile kapli tutulmustur. Lipit

damlaciklar kirmizi ve ¢ekirdekleri mavi-mor renkte goriilmustiir.
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2.2.3. 3T3-L1 hiicre hattina Hypericum perforatum L. ekstrakti konsantrasyon

deneme calismalar:

Hypericum perforatum ekstraktinin 3T3-L1 hiicrelerine etkisini gézlemlemek iizere
24-well plate’de doza ve zamana bagimli deney diizenegi kurulmustur. 24 saat, 48 saat
ve 72 saat olmak iizere 3 zaman dilimi kullanilmistir ve 50 pg/ml, 200 pg/ml, 800
pg/ml olmak iizere 3 doz ve kontrol grubuyla deney kurulmustur (Sekil 2.3).

Bu deney ile bitkinin normal 3T3-L1 hiicrelerinde canliliga etkisini ve toksisiteni
O0lcmek amaglanmistir. Belirlenen dozlarda ekstrakt hazirlanmasi igin ilk olarak daha
onceden hazirlanmis ve +4°C’de dolapta bekletilen Hypericum perforatum L. ekstrakti
tartilmistir ve ¢oziiciide (metanol) ¢oziilmiistlir 20 mg/ml olucak sekilde stok ekstrakt
¢ozeltisi olusturulmustur. Onceden 1sitilmis GM igine, 50 pg/ml, 200 pg/ml ve 800
pg/ml son ekstrakt konsantrasyonuna sahip olacak sekilde stok ekstrakt ¢ozeltisinden
mikropipet yardimiyla alinmistir. Kontrol grubuna c¢alismada Hypericum
perforatum’un ise metanolde ¢6ziinmiis ekstrakti kullanildigi i¢in en yiiksek miktarda
ekstraktin igerdigi metanol kadar metanol konulmustur. Bu ¢aligsma i¢in bu miktar 200
ul’dir. Ekstraktli GM’ler 6nce 72 saatlik kisimdan baslayarak duplike sekilde 24-well
plate’in kuyucuklarina uygulanmistir. Bunun i¢in oncelikle 24 well plate’e ekilen
hiicrelerin confluent hale gelmesi saglanmistir ve sonra i¢inde bulunduklar1 GM
uzaklastirilarak farkli dozlarda ekstraktlara sahip biiyiime ortami eklenmistir. 72 saat
sonunda hiicrelerin gézlemi yapilmis Hypericum perforatum’un zamana bagli olarak

artan dozlarda hiicrelerin canliligini nasil etkiledigi ortaya konulmustur.
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HpE
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HpE
800 pg/mL
HpE

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 2.3. Hiicrelere farkl zaman araliklarinda, 50 pg/ml, 200 pg/ml ve 800 pg/ml Hypericum
perforatum ekstrakti uygulanmasi

Daha sonra 6nceden yapilan ¢alismalar géz oniinde bulundurularak ve 200 pg/ml ve
800 pg/ml ekstrakt iceren dozlarin toksik etkisi diisiiniilerek 50 pg/ml, 100 pg/ml ve
150 upg/ml ile H.perforatum’un etanolde ¢oziinmiis ve metanolde ¢6ziinmiis
ekstraktlarindan hiicre canlilig1 testi yapilmistir. Bunun i¢in yine 24 well plate

kullanilmistir ve 6rnekler duplike sekilde olusturulmustur (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Hiicrelere farkh zaman araliklarinda 50 pg/ml, 100 pg/ml ve 150 pg/ml ile

H.perforatum uygulanmasi

2.2.4. Hiicrelerden RNA izolasyonu

Normal 3T3-L1 hiicrelerinden, bitki uygulanmig 3T3-L1 hiicrelerinden ve diferensiye

edilmis 3T3-L1 adipositlerinden RiboEx yardimiyla RNA izolasyonu yapilmistir.

RiboEx™’]le RNA ekstraksiyonu protokolii asagida verildigi gibidir (Web-3).

1.

o a »~ w

1 ml RiboEx ile hiicreler homojenize edilmistir (1V).

Homojenat 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Homojenize edilmis
ornekler -70°C’de en az bir ay bekletilebilir).

0,2 ml kloroform eklenmistir. (1/5 V)

Sert bir sekilde 15-30 saniye sallanmustir.

2 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

12000 x g’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edilmistir. Karisim renksiz iist tabaka,
renkli interfase ve alt tabaka olmak tizere 3 kisma ayrilir ve renksiz iist kisim
karisimin %50’sini olusturur.

Supernatant (renksiz iist tabaka) interfaz ve alt tabakaya temas etmeden bagka

tiipe aktarilmstir.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

0,5 ml %100’liik izopropanol karisima eklenmistir (0,5 V).

Karisim 3-5 kere asag1 yukari ters ¢evirerek nazikce karistirtlmistir.

Karisim 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

12000 x g’de 10 dk siire ile 4°C sogutmali santrifiijde santrifiij edilmistir.
Supernatant uzaklastirilmistir.

1 ml %75 etanol ile RNA pelleti yikanmistir (1V).

7500 x g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Supernatant atilmistir ve tiipiin kapagi acgik sekilde bir gece boyunca (over
night) etanoliin ugmasi igin bekletilmistir.

RNA, 50 pul ddH20’da ya da TE’de ¢oziiliir ve 10-15 dakika 56°C sicaklikta
bekletilmistir.

-20°C’de uzun sureli saklanabilir.

Hiicrelerden RNA izolasyonu yapilirken ilk olarak hiicrelerin i¢inde bulundugu

ortamin atilmasi saglanmistir. PBS ile iki kez yikama yapilarak varsa 6lii hiicre ve GM

ve DM kalintilar1 ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra 24-well plate igin her

kuyucuga 500 pl, 25 cm? flask igin 1 ml RiboEx’le hiicreler muamele edilmistir.

RiboEx’le muamele hiicrelerin par¢alanmasini ve devaminda RNA ekstraksiyonu ve

alkolle ¢Okelme temeline dayanmaktadir. Protokolde kloroform ve izopropanol

RNA’nin ¢okelmesini saglamak i¢in kullanilmaktadir. Etanol ise RNA molekiiliiniin

pellet seklinde ¢okmesini saglamak ve tuzlar1 uzaklastirmak amaciyla kullanilmistir

RNA molekiilii kirilgandir ve sicakliktan etkilenir bu nedenle ekstraksiyon boyunca

+4°C sogutmali santrifiij kullanilmistir.
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2.2.4.1. Spektrofotometrik analiz

Spektrofotometrik analiz Thermo Scientific pDrop araciligiyla yapilmigtir. pDrop 16
tane kuyucuga sahiptir ve elde edilen RNA’lar her kuyucuga 4 pl olacak sekilde
eklenmistir ve kor olarak RNA’y1 ¢ozdiigiimiiz ddH,O ya da TE kullanilmistur.
Kuyucuklara eklenen drnekler bilgisayar programinda da ayn1 sirayla kaydedilmistir,
cihaz verileri bilgisayar programi araciligiyla paylasmaktadir. Programin iginde RNA
ve DNA odlgiimlerini yapmak icin segenek bulunmaktadir. Olgiim sonucunda elde
edilen 260/280 nm absorbans degerinin 2 veya 2’ye yakin olmast RNA’nin saf bir
sekilde elde edildiginin gostergesidir. 260/230 degeri alkol kontaminasyonunu

gostermektedir.

Konsantrasyon cDNA’ya gidilmesi ac¢isindan énemlidir.

2.2.5. RNA’dan ¢cDNA sentezi

Bu ¢alismalarda cDNA sentezi i¢in One Script Plus Revers Transkriptaz cDNA Sentez
kiti kullanilmistir (Web-4). Bu reaksiyonu gerceklestirmek igin:

1. RNA ornekleri ve diger tiim bilesenler buzda ¢6ziilmiistiir ve her soliisyonun
karigsmasi saglanmustir.

2. Asagidaki bilesenlerle reaksiyon baslatilmistir (Cizelge 2.1.)

Cizelge 2.1. cDNA sentezinin ilk adiminda yer alan bilesenler

Bilesenler Hacim Final Konsantrasyonu

Total RNA (125 ng/pL) 4 uL 500 ng/uL
Oligo dT (10 pM) 1ul 0.5 uM
dNTPmix (10 mM) 1uL 500 uM
ddH:20 8,5 uL -
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3. Karisgim 5 dakika boyunca 65°C’ye 1sitilmistir ve daha sonra buzda 1 dakika
inklibasyonla  sogutulmasi  saglanmistir. Kisa santrifiijle bilesenler
toplanmustir.

4. Asagidaki bilesenler reaksiyon tiipiine eklenmistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. cDNA sentezinin son adiminda yer alan bilesenler

Bilesenler Hacim Final Konsantrasyonu
5X RT Buffer 4 uL 1X

RNaz Riboniikleaz 0.5 uL 20 U/reaksiyon
Inhibitor (40 U/pL)

One Script Plus RTase 1 uL 200 U/reaksiyon

(200 U/pL)

5. Bilesenlerin iyice karigmasi saglanmistir ve kisa santrifiijle tiim bilesenler 20
pL son hacimde toplanmustir.

6. Tim 30 dakika 50°C su banyosunda inkiibe edilerek cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

7. 5 dakika boyunca 85°C’ye 1sitilarak reaksiyonun durmasi saglanmstir.
Reaksiyon tlipii buz tizerinde sogutulmustur.

8. Sentezlenen cDNA reaksiyona ya da sonraki uygulamalar i¢in -20°C’de uzun

stireli depolamaya hazir hale getirilmistir.

2.2.6. Molekiiler markor olarak secilen genlerin primer dizayninin yapilmasi

Primer dizayni yapilirken primerlerin yaklagik 20 baz uzunlugunda olmasi, kendi
istline katlanmasinin minimum olmasi, forward ve revers olarak secilen primerlerin
birbiriyle birlesme olasiliginin diisiik olmasi saglanmalidir. Bu ¢alismada mRNA’nin
ekspresyonu incelendiginden dolay1 primerler segilirken 2 ekzonu da kapsayan
primerler secilmistir. Boylelikle genomik DNA kontaminasyonu en aza

indirgenmistir.
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NCBI'a gore primer tasarlarken ilk olarak Gene sekmesinden istenen genin adi

yazilmistir (bu Ornek i¢in IL-6) ve istenen organizmada bu genin segilmesi

saglanmistir. Bu ¢alismada Mus musculus hiicre hattinda c¢alisildigindan Mus

musculus ’'a ait 1L-6 secilmistir (Sekil 2.5).

S NCBI  Resources ¥ HowTo @

Gene 6l )
2RSS Create alert  Advanced

Gene sources Tabular~ 20 per page ~ Sort by Relevance -
Genomic
Mitochondria
Organelles See IL6 interleukin 6 in the Gene database

il6 in Homo sapiens Mus musculus Rattus norvegicus All 213 Gene records
Categories
Alternatively spliced
Annotated genes Search results
Non-coding )
Protein-coding Items: 1 to 20 of 1822
Pseudogene © See also 8 discontinued or replaced items.
Sequence content -
ccos Name/Gene ID | Description Location
Ensembl 116 interleukin & [Raftus Chromosome 4, NC_005103.4
RefSeq ID: 24458 norvegicus (Norway rat)] (3043231..3047807)
RefSeqGene - .

L6 interleukin & [Hemo sapiens  Chromosome 7, NC_000007.14
Status clear 1D 3569 (humany] (22725889..22732002)
+ Current
interleukin 6 [Mus musculus  Chromosome 5, NC_000071.6

Clear all (house mouse)] (30013114..30019975)

Show additional filters 1o} interleukin 6 [Sus scrofa Chromosome 9, NC_010451.4
90 (nic (91507421 91510830

Send to: ~

Page [1 | of92 HNext- Last=>

Aliases

ILg6, Ifnb2

BSF-2, BSF2, CDF, HGF,
HSF, IFN-beta-2, IFNBZ, IL-
6

-6

MIM

147620

Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Iree]
Homo sapien (645,
Mus musculus (478)
Rattus norvegicus (1771)
Sus scrofa (26)

Gallus gallus (15)
All other taxa (288)
More

Find related data
Database | Select v

Search details

Sekil 2.5. NCBI iizerinden yapilan primer dizayninda gen ve organizmanin se¢ilmesi

Daha sonra sag taraftaki sekmelerden RefSeq RNA sekmesinin segilmesi saglanir

(Sekil 2.6). Calisgmada tiim genom degil mRNA calisilacagindan bu sekme tercih

edilmistir.
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« Projecttitte: Mouse ENCODE transcriptome data w
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« BioProject: PRINAGE167
« Publication: PMID 25
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UniGene

Sekil 2.6. RefSeq RNA sekmesinin secilmesi

Oniimiize sadece ekzonlardan olusan bir ekran gelecektir. mRNA’ya gore primer
tasarlamak i¢in sag taraftaki Pic Primers sekmesinden olasi primerlerin ekrana gelmesi

saglanmaktadir (Sekil 2.7).

GenBank ~ Send to: =
Change region shown =

Mus musculus interleukin 6 (116), transcript variant 1, mMRNA

NCBI Reference Sequence: NM_031168.2
FASTA  Graphics

Customize view -

Analyze this sequence
0 10:

©

I

Run BLAST
Locus NM_831168 1141 bp  mRMA  linear ROD 27-0OCT-20818
DEFINITION Mus musculus interleukin & (I16), transcript variant 1, mRHA.
ACCESSION  NM_831168 M ¥ lence Features
VERSION NM_831168.2
KEVWORDS RefSeq. Find in this Sequence
SOURCE Mus musculus (house mouse)

ORGANISM Mus musculus Show in Genome Data Viewer

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrats; Euteleostomi
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia; Myomorpha;

Sekil 2.7. mRNA ekrani ve pick primers sekmesi

Primerler tasarlanirken erime sicakligi (Tm) forward ve reverse primer i¢in bu
primerler birlikte ¢alisacagindan yakin olmalidir (Sekil 2.8). Exon-exon junction’in
secilmesi mRNA’da sadece ekzonlar oldugundan ve iki farkli ekzon segildiginde,
genomik DNA kontaminasyonu olsa bile primer ekzon-intron-ekzon seklindeki biiyiik
bolgeyi ¢cogaltacagindan genomik DNA kontaminasyonunu elimine etmek agisindan

Onemlidir.
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Sekil 2.8. Tm derecesinin ve ekzon-ekzon se¢eneklerinin ayarlanmasi

Secimler yapildiktan sonra yaklasik 10 farkli primer ¢ifti ekrana gelecektir. Bunlarin
hangi ekzonlar arasinda oldugu bu ekranda goriintiilenebilir (Sekil 2.9).

& W t1682- | Fre ML QI Ao | Y Tekse @ 7+
Tempiate Ji ] (18R 158 0 50 303 50 i) el 0 i) (] ) a0 ] e 858 [0 ik ik L] Lig 113
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----- ]
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Frine 1 S =
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e —
[EoH— =
O — e — |
P e —
Frive | E—i
L — =
Frinar 10 = =
SO OO L SO U . OO - SO . U - SOV . UUUUIY . ROUUOOL U . VOO . IOV . OO L OO PO . PO . U . O - S LU . L |
NM_031368.2: 1..1.1K (1.1Kb) A ﬂTrad(:flwn:!Ji

Sekil 2.9. Primer ekram
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Farkli primer ¢iftleri arasindan se¢im yapilmistir. Se¢im yaparken forward ve reverse
primerlerin Tm derecelerinin yakin olmasina, guanin sitozin oranina, kendi {izerine
katlanmasinin ve primer dimeri olusturma olasiliginin diisiik olmasmna dikkat

edilmelidir. Buna goére en uygun primer ¢ifti se¢ilmistir (Sekil 2.10).

Primer pair 1

Sequence (523 Template strand Length Start  Stop  Tm GC it complementarity ) [<1H cnmplemenlzm§
Forward primer CCCACCAAGAACGATAGTCA Plus 2 4 a2 56.95 o i T

Reverse primer AGAGCATTGGAAATTGGGET Minus 20 568 577 6737 4500 400 0.0a
Product length 553
Exon junction Nane for forward primer, None for reverse primer

Sekil 2.10. Primer uygunlugunun belirlenmesi

2.2.7. PCR reaksiyonu kurulmasi

PCR reaksiyonlart abm marka Tag DNA polimeraz enzimi bilesenlerin (Web-5)

asagidaki verilen konsantrasyonlarda kullanilmasiyla kurulmustur (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlar:

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon

cDNA(~ 150 ng/pL) 2,5 uL ~20 ng/ pL
10 X Buffer 2 uL 1X

MgCl2 (25 mM) 1,2 uL 1,5 mM
dNTP mix (10 mM) 0,4 uL 0,2 mM
Primer Forward(5 pmol/ pL) 2 puL 10 pmol/ pL
Primer Reverse (5 pmol/ pL) 2 puL 10 pmol/ puL
Tag DNA Polimeraz(5U/ pL) 0,2 uL 0,5 U/ uL
ddH20 9,7 uL -
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[lk olarak belirlenen miktarda (2,5 pL) cDNA PCR tiiplerine aktarilmistir. Daha sonra
diger bilesenlerle en son enzim eklenerek bir ependorf tiiplin icinde master mix
hazirlanmistir. Master mix hazirlanmasinin sebebi pipetleme hatalarin1 en aza
indirgeyip, tiipler arasinda arastirmaci tarafindan olusturulabilecek farklar

azaltmaktir. Master mix PCR tiiplerine her birine 17,5 pL olacak sekilde dagitilmistir.

PCR reaksiyonu denatiirasyon, annealing ve extension olmak iizere 3 basamaktan

olusacak sekilde asagidaki gibi gergeklestirilmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. PCR reaksiyonunun basamaklari

- 95°C’de 5 dakika 1
95°C’de 30 saniye 35
55°C’de 30 saniye
72°C’de 30 saniye
72°C’de 10 dakika 1
4°C’de oo o0

2.2.8. Kantitatif PCR (QPCR) reaksiyonunun gerceklestirilmesi

qPCR reaksiyonlarmi gerceklestirmek lizere Ampliqon RealQ Plus 2x Master Mix
Green kullanilmistir. Reaksiyon asagidaki konsantrasyonlarda bilesenler kullanilarak

gerceklestirilmistir (Cizelge 2.5).
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Cizelge 2.5. qPCR reaksiyonunda kullanilan bilesenler

Bilesen Hacim Son Konsantrasyon ‘
cDNA(~ 150 ng/pL) 1,5 uL ~ 15 ng/uL

Ampligon RealQ Plus2x = 7,5 uL 1X

Master Mix

Primer Forward 0,75 puL 0,5 pmol/ uL

(10pmol/ pL)

Primer Revers (10 pmol/ 0,75 puL 0,5 pmol// uL

pL)

ddH20 4,5 uL -

Asagida verilen Cizelgedeki gibi proglamlama yapilarak qPCR reaksiyonlari
gerceklestirilmistir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6. PCR reaksiyon basamaklari

Program Dongii Sayisi Sicaklik/Siire ‘
On inkiibasyon 1X 95'C’de 15 dakika
(Preincubation)
3 Asamah 40X 95'C’de 30 saniye
Amplifikasyon 55 C’de 30 saniye

72 C’de 30 saniye
Erime 1X 95 C’de 30 saniye

65 C’de 30 saniye
72 C’de 30 saniye
Soguma 1X 37 C’de 30 saniye
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2.2.9. Kantitatif PCR sonuglarinin 2-A°T yontemi ile hesaplanmasi

qPCR sonrasi o6rneklerin degerlendirilmesi yapilirken 2 farkli yol izlenebilmektedir.
Bunlar mutlak ve goreceli niceleme olarak adlandirilir. Mutlak niceleme, standart bir
egriye dayanarak giris geni miktarini tanimlamaktadir. Goreceli nicelemede bir
referans Ornege gore gen ifadesindeki degisiklikler belirlenmektedir. Goreceli

niceleme standart bir egriye gerek olmadan daha az reaktif gerektirmektedir.

Goreceli nicelemede siklikla kullamlan yontem 2T yontemidir. Bu ydntemde
hesaplama i¢in qPCR sonucunda elde edilen CT (Treshold cycle) bilgisi

kullanilmaktadir. Her grubun referans ve hedef geni kullanilarak hesaplanmaktadir.

CT floresan miktardaki artisin bagladig1 ve esik degeri gegtigi zamani gostermektedir

ve CT degerinin kii¢iik olmasi PCR iiriiniiniin erken ortaya ¢iktigin1 gostermektedir.

CT hesaplanirken her grubun o6rneklerinin (en az 3 farkli 6rneginin) ortalamasi
alinmigtir. Bu, hedef gen i¢in ve referans gen igin kontrol ve uygulama gruplarinda

ayni sekilde tekrarlanmstir.

Daha sonra Hedef gen-Referans gen degeri hesaplanmistir. Buna ACT degeri adi
verilir. Bu degerin 27 4€T degeri alinmistir ve bir kontrol grubu baz alinarak oranlama
yapilmustir. Oranlama sonucu elde edilen degerlerin 100 ile ¢arpilmasi saglanarak

grafiklerin olusturulmasi saglanmistir.

1. Hedef gen ve housekeeping gen icin olusturulan 6rnek grubundaki CT
degerlerinin ortalamasi alinmistir.

2. ACT degeri CT Ortalamasi (Hedef gen)-CT Ortalamasi (Housekeeping gen)
seklinde hesaplanmistir.

3. Budeger her 6rnek icin 2" 4T olacak sekilde tekrar hesaplanmistir.

4. Belirlenen kontrol grubu referans alinarak ve degeri 1 kabul edilerek kontrol

grubuna gore oranlama yapilmistir.

41



5. Daha sonra elde edilen degerler 100 ile carpilip grafik olusturulmasi

saglanmistir.

2.2.10. Verilerin istatistiki analizinin yapilmasi

Istatistiki analiz yapilirken Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
programinin 22 siiriimii kullanilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel olarak anlamli
olup olmadigim1 6grenmek icin p degeri hesaplanmistir. Coklu Orneklerde
karsilastirmali analiz yapmak i¢in uygun olan One-Way ANOV A metodu kullanilarak
analiz saglanmistir. One-Way ANOVA i¢inde se¢im yapilirken Post-Hoc-Tukey testi

secilmistir ve p degeri <0,05 olacak sekilde ayarlanmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Hiicre Hattiyla ilgili Morfolojik Gozlemler

3.1.1. Hiicre Kkiiltiirii calilsmalari

3.1.1.1.Hiicrelerin ¢oziilmesi

Hiicrelerin ¢oziilmesi yapilirken kullanilan besin ortaminin daha onceden 1sitilmis
olmasina ve kullanilacak kabin kii¢iik olmasina dikkat edilmelidir. Kullanilacak kabin
kiigiik olmas1 hiicrelerin birbirine dokunup hizli ¢ogalmasini saglamak acisindan
onemlidir. Biiylik hiicre kiiltiir kaplarinda hiicrelerin birbiriyle temasi daha zor
olacagindan biiylime hiz1 yavaslayacaktir. Ayrica hiicreler dondurulurken toksik bir
kimyasal olan dimetilsiifoksitin (DMSO) su tutucu 6zelliginden yararlanilir. Hiicreler
¢ozildiiglinde DMSO igeren ortamiyla birlikte besin ortamina aktarilacagindan
DMSO’lu besiyerinin bir giin sonra ortamdan uzaklastirilmasi hiicrelerin saglikli
biiylimesi acisindan 6nemlidir. Hiicreler yeni ¢oziildiigiinde fibroblastik yapinin

karakteristik morfolojisine heniiz sahip degillerdir, sekilleri yuvarlaktir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Coziilen hiicrelerin goriiniimii

Yaklasik bir giin sonunda hiicreler fibroblastik morfolojiye kavusmaktadir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Fibroblastik morfolojiye sahip 3T3-L1 hiicrelerinin goriiniimii

3.1.1.2.Hiicrelerin pasajlanmasi ve dondurulmasi

Hiicreler, hiicre kiiltiir kabmin tiim alanini1 kapladiginda alt kiltiir edilmesi
gerekmektedir. Ciinkii kiiltlir kabinin tabanina yapisik halde bulunan hiicreler, hiicre
yogunlugu arttik¢a tek tabakali (monolayer) yapidan ¢ok tabakali (multilayer) yapiya
gececektir. Bu durum hiicrelerin sagliksiz bir bigimde biiylimesine ve zamanla kiiltiir

kabinin ylizeyiyle olan baginin kopmasina sebep olacaktir.

Hiicreler %100 olarak kiiltiir kabinin yiizeyini kapladiginda pasajlama islemi yapilir.
Pasajlama yapilirken 2.2.2.2.’de verilen adimlar izlenmistir. Tripsinizasyon basamagi

sonrast hiicreler bulutsu ve yuvarlak bir yapiya doniismiistiir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Tripsinizasyon sonrasi hiicrelerin goriiniimii

Tripsinizasyon adimindan sonra hiicrelerin 15 ml’lik falcona toplanmasi saglanmustir.

(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Hiicrelerin pellet olarak gézlemlenmesi

Daha sonra uygulanacak isleme gore dondurma ya da pasajlama protokolii izlenmistir.
Dondurma sonrasi hiicreler 1,5 ml hacime sahip kriyoviallere alinmistir ve -80TC
buzdolabina kaldirilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Dondurulan hiicrelerin kriyoviallerde saklanmasi
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3.1.1.3.Hiicrelerin diferensiyasyonu

3T3-L1 hiicre hatt1 preadiposit yapiya sahiptir ve gerekli kimyasallar ile uyarildiginda
adiposit yapiya doniisebilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 bu hiicre hatti obezite,
insiilin ve diyabet gibi yag ve seker metabolizmas1 bozukluklarinin anlasilmasinda

arastiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir.

Hiicreler diferensiye edilirken biiylime ortami (GM) yerine insiilin, IBMX,
dexametazon gibi adipositeye tesvik edici kimyasallar igeren diferensiyasyon

ortamlar1 kullanilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada diferensiyasyon ortami (DM) %1 Penisilin-Streptomisin, %5
Fetal Bovine Serum (FBS) %94 DMEM kullanilarak hazirlanmistir. Gerekli
kimyasallar uygulamadan hemen oOnce preheat diferensiyasyon ortami igine

eklenmistir.

Yaklasik olarak diferensiyasyonun ortamlari verilmesinin 5. Giiniinde adipositler
goriilmeye baslanmistir. 1 haftadan sonra adipositler iyice yayilim gostermistir (Sekil

3.6). 2 hafta sonunda adipositler tiim kiiltiir kabin1 kaplamistir (Sekil 3.7.1; 3.7.2)

< S : |

| » : ~ - -
: : - > 2 N /(0
Sle A )

Sekil 3.6. Hiicrelerin diferensiye edilmesi
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Sekil 3.7.1. 2 Haftalhk diferensiyasyon sonrasi hiicrelerin goriiniimii

Sekil 3.7.2. 2 Haftalik diferensiyasyon sonrasi hiicrelerin goriiniimii
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3.1.2 3T3-L1  hiicre hattina Hypericum perforatum L. ekstrakti

konsantrasyon deneme ¢alismalari sonuclari

Kontrol ve 50, 200, 800 pg/ml uygulamasi sonunda elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir (Sekil 3.8).

Doz denemeleri sonucunda elde edilen bulgulara goére c¢oziicii olarak kullanilan
metanoliin kendi basma hiicreler iizerinde toksik bir etkisi bulunmamaktadir.

Dolayisiyla segilen ¢oziicii hiicreler igin uygun olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.9).

Hiicrelere 50 pg/ml ve 200 pg/ml ekstrakt verildiginde ilk olarak biiyiime ortaminin
renginde sararma gozlemlenmistir. Bu degisimin ortamin pH degisimi ile alakali
oldugu hiicrelere bakildiginda saglikli oldugu fakat 50 pg/ml ekstrakt uygulanan
hiicrelerin 72 saatlik kisminda ve 200 pg/ml ekstrakt uygulanan hiicrelerin 48 ve 72
saatlik kisminda fibroblastik morfolojinin 6nemli Olgiide degisim gegirdigi

gozlemlenmistir (Sekil 3.10,3.11).

800 pg/ml ekstrakt uygulanan kisimda biiylime ortaminin rengi degismemistir, ¢linkii
bu dozda ekstrakt hiicrelerin biiyiime ortamini kullanamadan hizla 6lmesine sebep
olmustur. Dolayisiyla bu doz 3T3-L1 hiicreleri i¢in toksiktir ve kullanilabilir degildir
(Sekil 3.12).
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Kontrol

50pg/ml HpE

200pg/ml HpE

800pg/ml HpE

o
~

~N

24 saat 48 s

’ Hucreler saglkh ve fibroblastik morfolojiye sahipler.

72 saat

' Hucreler saghkh fakat morfolojileri degismis durumda.

' Hicrelerin saglhiksiz ve ol hucre orani gok fazla.

Sekil 3.8. Metanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstraktlarimin artan dozlarda ve farkli zaman
araliklarinda hiicrelere uygulanmasi

24sa

KONTROL

Sekil 3.9. Metanoliin hiicreler iizerindeki etkisinin gézlemlenmesi
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24h

48h

72h

Filaahdy | P

Sekil 3.10. 50 pg/ml H.perforatum ekstraktinin hiicrelere olan etkisi

50ug/ml HpE uygulamast

24h

48h

P eI o T

P R LS TR

72h

200 pg/ml HpE uygulamast

Sekil 3.11. 200 pg/ml H.perforatum ekstraktinin hiicrelere olan etkisi
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24h

48h

72h

800 pg/ml HpE uygulamast

Sekil 3.12. 800 pg/ml H.perforatum ekstraktinin hiicrelere olan etkisi

Bu deneme sonunda H.perforatum’un 50, 200 ve 800 pg/ml doz uygulamasinda, 200
ve 800 pg/ml’lik dozlar sitotoksik bulundugu igin bu dozlar yerine H.perforatum
etanol ve metanol ¢oziciileriyle olusturulmus ekstraktlariin 100 ve 150 ug/ml’lik
dozlart hazirlanarak denemeler kurulmustur (Sekil 3.13, 3.18). Bu denemeler
sonucunda her iki ¢oziicliyle elde edilen dozlarin denendigi hiicrelerde 72 saatlik
kisimlarda toksisite meydana geldigi gbzlemlenmistir. Hem etanol hem de metanol ile
hazirlanan kontrol gruplarinda hiicre canliliginin korundugu ve sitotoksik etki
olusmadig1 gézlenmistir (Sekil 3.14, 3.19) Her iki deneme grubu i¢in 50 ve 100 ug/ml
konsantrasyona sahip dozlarin 24 ve 48 saatlik kisimlar1 uygun bulunmustur (Sekil
3.15, 3.16, 3.20, 3.21) 72 saatlik kisimlarda hiicre morfolojisinde degismeler
gozlemlenmistir. 150 pg/ml’lik dozlar i¢inse sadece 24 saat uygun bulunmustur. 48

saatlik kisimda hiicre morfolojisinde degisiklikler ve 72 saatlik kisimda hiicrelerde
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acilmalar goézlemlenmistir (Sekil 3.17, 3.22). Bu denemeler sonucunda diferensiye
edilmis hiicrelerde 50, 100 ve 150 pg/ml konsantrasyonlariin 24 ve 48 saat olacak

sekilde uygulanmasina karar verilmistir.

Kontrol

50 pg/mL
HpE

100 pg/mL
HpE

150 pg/mL
HpE

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.13. 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml etanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti
uygulamasi sonucu (mavi renk saghkh hiicreleri, turuncu renk canli ama morfolojisi degismis
hiicreleri, kirmizi renk ise saghksiz ve olii hiicreleri gostermektedir)
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-

D

48h

S s s Resoimriind e

AT A A AN RS 3e St g e ik o s e
P e e, VAR R YA

72h

|
Il ETOH KONTROL

Sekil 3.14. Hiicrelere etanol uygulanmasi

IATAIRAARE LI x N

TTaWy -

' L ETOH 50 pg/ml HpE
Sekil 3.15. Hiicrelere 50 pg/ml etanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti uygulanmasi
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-

ETOH 100 pg/ml HpE

Sekil 3.16. Hiicrelere 100 pg/ml etanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti uygulanmasi

| ' ETOH 150 pg/m! HpE
Sekil 3.17. Hiicrelere 150 pg/ml etanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti uygulanmasi
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I 1l
Kontrol . .

50 pug/mL

HpE

100 pg/mL

HpE

150 pg/mL

HpE

72 saat

Sekil 3.18. 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml metanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti
uygulamasi sonucu (mavi renk saghkh hiicreleri, turuncu renk canli ama morfolojisi degismis
hiicreleri, kirmizi renk ise saghksiz ve 6lii hiicreleri gostermektedir)

24h

48h

72h

METOH KONTROL

Sekil 3.19. Hiicrelere metanol uygulanmasi
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METOH 50 pg/ml HpE

Sekil 3.20. Hiicrelere 50 pg/ml metanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti uygulanmasi

4h.
h —— o :

METOH 100 pg/ml HpE

Sekil 3.21. Hiicrelere 100 pg/ml metanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti uygulanmas
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24h

72h

METOH 150 pg/ml HpE

| I
Sekil 3.22. Hiicrelere 150 pg/ml metanolde ¢oziinmiis H.perforatum ekstrakti uygulanmasi

Hiicre canlilik deneyleri sonucunda hem metanol hem de etanol ¢oziiciisii igin 50
pg/mL, 100 pg/mL ve 150 pg/mL H.perforatum ekstrakti igeren besin ortaminin 24 ve
48 saatlik uygulamalarinin diferensiye edilmis hiicrelere uygulanmasina karar
verilmistir. Bu uygulamay1 yapmak tizere 3T3-L1 hiicrelerinin 24-well platelerde
kiiltiire alinmasi saglanmistir. Hiicrelerin yogunlugu %70 civarina ulagtiginda
diferensiyasyon i¢in ilk adim olan pre-diferensiyasyon besiyeri uygulamasi
yapilmistir. Hiicreler diferensiyasyon halindeyken de biiyiimesini siirdiireceginden
%70-80 civarinda diferensiyasyona baglamak onemlidir. Eger %100 yogunluga
ulastiktan sonra diferensiyasyon baslatilirsa hiicreler yeterli siire kiiltiir kabinda

saglikli bliylime ve gelismelerini siirdiiremeyeceklerdir.

Pre-diferensiyasyon besiyerinde IBMX, dexametazon ve insiilin gibi hiicreleri
adipositeye stimiile edici kimyasallar bulunmaktadir. 48 saat bu besiyeri

uygulandiktan sonra hiicreler Diferensiyasyon besiyeri olarak adlandirilan insiilin
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iceren besiyeri ile muamele edilmistir. Bu besiyerinin 48 saatte bir degismesi

saglanmistir.

Bizim uygulamamizda diferensiyasyon ve bitki ekstrakti uygulamasi 14 giin
stirmiistiir. 50 pg/mL, 100 pg/mL ve 150 pg/mL H.perforatum L. ekstrakti uygulamasi
24 saat ve 48 saat olmak iizere iki farkli zaman uygulamasi seklinde yapilmgtir. Tk

deneme i¢in hem etanol hem metanol ¢oziiciisii kullanilmistir (Sekil 3.23, 3.24).

Sekil 3.23. Artan dozlarda etanolde ¢oziinmiis ekstrakt uygulanan 3T3-L1 adipositlerinin ve
kontrol gruplarinin uygulama sonrasi goriintiisii
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24 saat 48 saat

Sekil 3.24. Artan dozlarda metanolde ¢oziinmiis ekstrakt uygulanan 3T3-L1 adipositlerinin ve
kontrol gruplarinin uygulama sonrasi goriintiisii

[lk deneme hem etanol hem metanol ¢oziiciisii icin kurulmustur. Fakat hiicre canlilik
deneylerinin ve diferensiyasyon deneylerinin sonucunda ¢dziiciiler arasinda kayda
deger bir fark gozlemlenmedigi i¢in deneyin 2. ve 3. tekrarlari etanolde ¢dziilen
Hypericum perforatum L. ekstrakti kullanilarak yapilmistir. Bu denemelerde 50
ug/mL, 100 pg/mL ve 150 pg/mL H.perforatum L. etanolde ¢oziinmiis ekstraktinin 24
ve 48 saat uygulamasi gerceklestirilmistir. Yaklasik olarak diferensiyasyonun 12.
giintinde bitki ekstrakti uygulamasi baglatilmistir ve 14. giinde hiicrelerin RNA’larinin
toplanmasi saglanmistir (Sekil 3.25, 3.26)
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24 saat 48 saat

50 pg/mL HpE 100 pg/mL HpE 150 pg/mL HpE 50 pg/mL HpE 100 pg/mL HpE 150 pg/mL HpE

Sekil 3.25.Artan dozlarda etanolde ¢oziinmiis ekstrakt uygulanan 3T3-L1 adipositlerinin ve
kontrol gruplarimin uygulama sonrasi goriintiisii

Kontrol

Kontrol

Nondiferensiyasyon Diferensiyasyon

24 saat 48 saat

50 pg/mL HpE 100 pg/mL HpE 150 pg/mL HpE 50 pg/mL HpE 100 pg/mL HpE 150 pg/mL HpE

Sekil 3.26. Artan dozlarda etanolde ¢oziinmiis ekstrakt uygulanan 3T3-L1 adipositlerinin
uygulama sonrasi goriintiisii
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3.1.3. Diferensiye edilen hiicrelere Oil Red O boyama yapilmasi

Lipit damlaciklar1 tiim 6karyotik canlilarda bulunur. Bunlar nétral lipidleri, birincil
triacilgliserolleri ve kolesterol esterlerini depolama gorevi goriirler. Depolanmis
lipidler enerji, steroid sentezi ve membran yapisi i¢in kullanilabilir. Lipid damlacik
birikimi hiicrelerde normal bir islevdir (Web-6). Adipositler agirlikli olarak lipit
damlaciklarindan olusur. Bununla birlikte, hiicreler igindeki asir1 lipid damlacik
birikimi, metabolik eksiklik veya patojenezin bir gostergesi olabilir. Oil Red O
boyama hiicre hatlarinda nétral lipitlerin secici olarak belirlenmesinde kullanilan
yontemdir. Kullandigimiz kitte bulunan bagka bir boya olan hematoksilen ¢ekirdegin

boyanmasina yarayan maddedir (Web-6).

Oil Red O boyama yapilirken 3.2.2.4.’te verilen protokol takip edilmistir. Fiksasyonu
saglanan hiicrelerin Oil Red O ve hematoksilen boyalartyla boyanmalar1 saglanmistir

(Sekil 3.27).
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Sekil 3.27. Oil Red O boyama islemi

Boyama sonrasi adipositler kirmizi renk alirken diferensiye olmamis hiicrelerde
kirmiziya boyanma goriilmemistir. Cekirdekler her iki grubun boyanmasi sonrasi

hematoksilenden dolayr mavi-mor renkte gozlemlenmistir (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. Oil Red O boyama sonrasi hiicrelerin elektron mikroskobu altinda goriintiileri 1,2,3
diferensiye olmus hiicreleri; 4, diferensiye olmamus hiicreleri gostermektedir (1 ve 4 10x’lik
biiyiitme; 2 ve 3 40x’lik biiyiitmede alinan goriintiiler)

3.2. RNA izolasyon sonuglari

Elde edilen RNA’larin kalitesinin degerlendirilmesi ve konsantrasyonunun ol¢iilmesi
icin spektrofotometrik ve elektroforetik analiz yapilmistir. Asagidaki ¢izelgede RNA
izolasyonu sonucu elde edilen degerler 6rnek olmasi agisindan verilmistir (Cizelge

3.1).

65



Cizelge 2.1 RNA orneklerinin spektrofotometrik analizi

Konsantrasyon 1143 1153
(ng/ul)

260/280 1,95 2 1,92
260/230 1,20 1,17 1,03

Elektroforetik analiz RNA’nin Kkalitesini Olger. RNA’nin rRNA alt birimleri
elektroforezde goriintiilenebilecek kadar biiyiilk ve coktur diger RNA molekiilleri
elektroforezle goriintiilenemezler. rRNA’nin 3 alt birimi vardir: 28S, 18S ve 5.8S.
Caligmamizda bu alt birimler agaroz jel elektroforezi araciligiyla 3 bant seklinde

gozlemlenebilmistir (Sekil 3.29).

285 rRNA s
185 rRNA w=—p

5,85 rRNA

Sekil 3.29. RNA'larin agaroz jelde goriintiilenmesi
g ] g
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Calisilmaya uygun goriilen RNA’lardan cDNA sentezine gidilmistir.

3.3. cDNA orneklerinden primerlerin ¢alisip ¢calismadigimi gézlemlemek icin

deneme kurulmasi

Kantitatif PCR denemeleri yapilmadan once tasarlanan primerlerin istenen sekilde
calisip calismadigini gdzlemlemek i¢in primerlerle PCR denemeleri kurulmustur. Bu
on denemeyi gerceklestirmek iizere 2 tane 25 cm? flask iginde hiicrelerin biiyiimesi
saglanmistir. Flasklardan bir tanesine bitki ekstrakti uygulanmasi saglanmistir diger
flasktaki hiicreler ise kontrol grubu olarak kullanilmistir. Bitki ekstrakti kiiltiir
ortaminda 200 pg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. 24 saat sonunda hiicrelerin

RNA’simnin toplanmasi 1 ml’lik RiboEx protokolii ile saglanmistir (Sekil 3.30).

Sekil 3.30. 25 em’lik flasklardaki hiicrelerin dls iizlemi, RNA izolasyonu sonucunda pelletlerin
g y
gﬁzlemlenmesi
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RNA izolasyonu sonucunda RNA’larin kalitesini belirlemek tlizere %1°lik agoroz jelde
75 voltta ve 500 amperde 1 saat yiiriitiillmesi saglanmistir. Bunun sonucunda 3 tane
rRNA bandi gézlemlenmistir (Sekil 3.31). Ayrica miktar ve safligin1 6lgmek igin
spektrofotometrik sonuglara da bakilmistir (Cizelge 3.2).

Kontrol 200 pg/ml HpE

28S rRNA SN | —
185 rRNA -

5,85 rRNA

Sekil 3.31. RNA'larin agaroz jelde goriintillenmesi

Cizelge 3.2. RNA'larin spektrofotometrik analiz sonucu

S——— o) Ne— | 200 v il EL

Konsantrasyon(ng/ul) 882 1613
260/280 2,01 2,08
260/230 1,52 1,81

RNA’larin 200 ng/pL’ye seyreltilmesi saglanmistir daha sonra bu RNA’lardan
3.2.5.1.’de verilen protokole gore cDNA sentezine gidilmistir ve PCR reaksiyonu
3.2.5.2.deki protokole gore her primer i¢in kurulmustur. 1 kb’lik DNA ladder
kullanarak primerlerin beklenen boyutta amplikon {iretip iiretmedigi belirlenmistir.
Asagida primerlerin amplikon boyutlar1 verilmistir (Sekil 3.32). DGAT, FAS, LPL,
IL-6, COL V, PPARg ve 18S beklenen boyutta amplikon olusturmuslardir. Elastin ve
TNF-a i¢in semi kantitatif RT PCR ile sonug gozlenememis bundan dolay1 Real Time
PCR ‘in daha hassas ve yeni bir metodoloji oldugundan yola ¢ikarak ¢6ziim olarak bu

yontem ile deneme kurulmasi planlanmistir.
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N Kontrol 200 pg/ml HpE

Sekil 3.32. Primerlerin PCR sonrasi amplikon boyutlari

3. 4. Real time kantitatif PCR (qPCR) yapilmasi

3.4.1. gPCR sonrasi elde edilen verilerin degerlendirilmesi

qPCR sonucu elde edilen CT degerleri asagida verilmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Her 6rnek grubuna ve primere ait CT degerlerinin gosterilmesi

20,17
20,52
25,54
26,02
17,26
17,38
19,54
19,61
17,29
17,64

22,96
23,03
16,15
19,08
21,63
21,72
21,46
21,5

28,49
28,52
18,03
18,17
23,42
23,58
23,09
23,36

31,96
32,47
32,85
33,64
24,65
24,74
25

25,18
27,87
28,15
33,02
33,26
29,05
29,16
33,61
33,97
33,53
33,55
33,87
34,31
29,49
29,51
32,67
33,65
31,85
32,01

27,36
27,48
31,93
31,94
27,44
28

31,07
31,09
27,43
27,49
32,11
32,25
27,46
27,59
30,71
31,21
27,34
27,52
31,82
31,94
26,96
27,19
31,49
31,93
26,51
26,55

30,42
30,66
31,02
31,31
28,15
28,57
30,28
30,59
30,44
30,55
35,42
30,75
31,06
31,24
41,55
30,55
30,56
30,94
31,2

30,19
30,54
30,82
30,87
29,18
29,45
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31,48
32,09
32,27
32,48
22,47
22,62
23,53
23,63
27,5

27,57
31,9

32,08
28,65
28,7

31,58
31,84
31,57
31,97
32,75
32,9

30,49
30,58
30,89
31,05
28,42
30,9

34,79
36,3
35,5
26,23
26,28
30,43
29,98
31,82
32,31
32,06
33,7
32,83
33,2
35,2
36,3
37,56
35,5
33,85
34,6
38,05
36,2

37,46
38,02
38,19
38,5

31,61
32,02
32,04
32,19
29,59
29,92
36,84
30,16
30,32
37,11
38,14
35,96
36,49
36,58
37,88
29,95
30,36
38,49
38,62

35,41

33,39
33,47
34,83
35,58
30,48
30,73
30,96
31,12
32,01
32,21
34,73
36,95
33,01
34,16
34,45
37,92
34,78
34,81
35
35,34
33,02
33,31
34,07
34,13
32,6
32,95

34,87
35,51
36,5

36,83
33,32
33,41
35,1

35,34
34,87
35,6

36,3

38,55
36,82
37,96
39,2

39,26
35,09
36,8

36,95
39,36
34,34
34,96
38,62
39,44
36,11
36,7



Cizelge 3.3. Her 6rnek grubuna ve primere ait CT degerlerinin gosterilmesi (devami)

29,68 33,99 32,03 31,27 31,2 - 36,17 34,62 37,43
29,73 35,13 32,14 31,34 32,36 - 36,49 35,66 36,03
24,65 32,43 26,78 29,61 30,1 - 36,01 33,72 36,14
24,88 32,97 27,25 29,86 31,19 - 36,82 33,86 36,9

28,5 34,37 32,14 31,12 31,47 36,81 37,14 33,88 36,21
29,2 344 32,38 31,63 31,5 38,17 37,75 34,88 36
29.94 35,82 - 42,31 32,14 37,27 37,71 34,7 35,96

Yukarida verilen CT degerlerinin uygunlugu negatif kontrole gore belirlenmistir. CT
degeri negatif kontrol degerinden yiiksek olanlar degerlendirilirken negatif olarak

kabul edilmistir ve grafik olustururken bu degerler kullanilmamastir.

3.4.1.1. DGAT geni i¢in gPCR sonuglarinin degerlendirilmesi

Kantitatif Real-Time PCR sonucu elde edilen CT degerleri, degerlendirilirken her
ornek grubu igin iki teknik, iki biyolojik tekrar kullanilarak toplam dort 6rnegin CT
degerleri kullanilmigtir. Grafik olusturabilmek i¢in bu degerlerin ortalamasi, standart
sapmas1 ve standart hatasi hesaplanmistir (Cizelge 3.4). Aymi sekilde deneyi
gerceklestirilen 18S geni bagil mMRNA ekspresyonunu hesaplamada normalizasyon
icin kullanilmistir (Cizelge 3.5). Tim genler ayni kosullar altinda elde edilen
cDNAlar ile galigilmugtr.
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Cizelge 3.4. DGAT geninde denenen drneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve standart
hatasinin hesaplanmasi

100-24

HpE

150-24
HpE

- N CC RN \C R

ORT
SD

SEM

ND D
Kontrol Kontrol
31,96 24,65
32,47 24,74
32,85 25
33,64 25,18
32,73 24,8925

0,7078135 = 0,242401

0,3539067  0,121201

27,87
28,15
33,02
33,26
30,575

2,9656309

1,4828155

29,05
29,16
33,61
33,97

31,4475

2,709248

1

1,354624

33,53
33,55
33,87
34,31
33,815

0,364920083

0,182460041

29,49
29,51
32,67
33,65
31,33

2,150658
8
1,075329
4

31,85
32,01
33,99
35,13
33,245

1,58949677

0,79474838

32,43
32,97
34,37
34,4
33,5425

0,99757622
9
0,49878811
5

Cizelge 3.5. 18S geninde denenen orneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve standart
hatasinin hesaplanmasi

ND

Kontrol

D
Kontrol

100-48
HpE

A W N P

ORT
SD

SEM

20,17
20,52
25,54
26,02
23,0625
3,1472567

1,5736283

17,26
17,38
19,54
19,61
18,4475
1,30316

0,65158

17,29
17,64
22,96
23,03
20,23
3,19607
0
1,59803
5

16,15
19,08
21,63
21,72
19,645

2,631862

5

1,315931

2

72

21,46

21,5

28,49

28,52
24,9925
4,05593700

2,02796850
3

18,03
18,17
23,42
23,58
20,8
3,118899

1,559449
7

23,09

23,36

29,68

29,73
26,465
3,74290885

1,87145442
5

24,65

24,88

28,5

29,2
26,8075
2,37758105
4
1,18879052
7



18S i¢in verilen degerler tim genlerin bagil mRNA ekspresyonunu hesaplamada

Cizelge 3.5’de oldugu gibi kullanilmistir.

DGAT igin CT hesaplama 2.2.8.”’de veridigi gibi yapilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. DGAT geninin 2¢2¢D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

Nondiferensiyasyon K 32,73 23,0625  9,6675 0,00123 0,107134868 10,7134
9
Diferensiyasyon K 24,8925 18,4475 6,445 0,011478 1 100
50-24 HpE 30,575 20,23 10,345  0,000769  0,066985841  6,69858
4
100-24 HpE 31,4475 19,645 11,8025  0,00028 0,024391123 2,43911
2
150-24 HpE 33,815 24,9925  8,8225 0,002209 0,192442586 19,2442
6
50-48 HpE 31,33 20,8 10,53 0,000676  0,058924033  5,89240
3
100-48 HpE 33,245 26,465 6,78 0,009099  0,792784137 79,2784
1
150-48 HpE 33,5425 26,8075 6,735 0,009388  0,817902059 81,7902
1

Erime egrisi gozlemi sonucu elde edilen tiim piklerin ayn1 zamanda oldugu, farklh
DNA ve primer dimeri kontaminasyonundan kaynakli pik eldesi olmadigina karar
verilmistir (Sekil 3.33).
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0.003

0.002

~dFfdT

Sekil 3.33. DGAT erime egrisi grafigi

Elde edilen oranlarla grafik olusturulmustur. Olusturulan grafikteki degerler One way
ANOVA-PostHoc-Tukey metoduna gore degerlendirilmis ve istatistiki olarak
anlamlili@ kiyaslanmistir. Artan dozlarda H.perforatum uygulanmig olan 3T3-L1
hiicrelerinden elde edilen cDNA’larla yapilan bu ¢alismada 3T3-L1 preadipositlerine
gore (farklilasmamig hiicre kontrol grubu) 3T3-L1 adipositlerinin  DGAT
ekspresyonunun anlamli sekilde arttig1r gozlemlenmistir. Adiposit hiicrelerine farkli
dozlarda H.perforatum uygulanmas: adiposite ile birlikte gelisen DGAT
ekspresyonunun  downregiile olmasini saglamstir. Istatistiki  olarak

degerlendirildiginde bu downregiilasyonun anlamli oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.34).
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DGAT

Diferensiyasyon sonrasi
+H 48 saat uygulama

*k *%

=

Diferensiyasyon sonrasi
24 saat uygulama

Bagil mRNA ekspresyonu

%
: & - i
z — (i " J— S—

wRakilgmamigHice Keord  mFakilgmy Hice Kol 8 50ag/mL HpE 100up/mL HeE M5 Opg/mit HpE

Sekil 3.34. DGAT geninin bagil mRNA ekspresyonu

**  farklilagsmis hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,001 degerini gosterir.
‘H‘ , farklilagmamis hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,001 degerini gosterir.

*, farklilagmuis hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir.

3.4.1.2. LPL geni i¢in gPCR sonuglarinin degerlendirilmesi

LPL geni i¢in qPCR sonrasinda her 6rnek grubu i¢in CT degerleri alinmistir ve bu
degerlerin ortalamasinin, standart hatasinin ve standart sapmasinin hesaplanmasi
saglanmistir (Cizelge 3.7). Housekeeping olarak kullanilan 18S geninin aym
orneklerinde ayni hesaplama yapilmistir (Cizelge 3.5)

75



1
2
3
4
OR
T

SD

SE

LPL

ND-
Kontrol
31,48

32,09
32,27
32,48
32,08

0,430581

0,215290
5

D_
Kontrol
22,47

22,62
23,53
23,63
23,0625

0,60207
3
0,30103
6

Cizelge 3.7. LPL geninin CT degerleri

50-24
HpE
275
271,57
31,9
32,08
29,7625

2,573303
6
1,286651
8

100-24
HpE
28,65
28,7
31,58
31,84
30,1925

1,755588
7
0,877794
3

150-24
HpE
31,57
31,97
32,75
32,9
32,2975

0,6335810
92
0,3167905
46

50-48
HpE
30,49
30,58
30,89
31,05
30,7525

0,262091

0,131045
5

100-48
HpE
28,42
30,9
31,2
32,36
30,72

1,6575483
9
0,8287741
95

150-48
HpE
30,1
31,19
31,47
315
31,065

0,6583059
07
0,3291529
53

Elde edilen veriler degerlendirilirken 2¢2“") metodu kullanilmistir. LPL geni 18S’e

gore normalize edilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. geninin 2¢2¢D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

Farklilasmamus

Hiicre

Kontrol (ND-K)

Farklilagmig
Kontrol (D-K)
50-24 HpE
100-24 HpE
150-24 HpE
50-48 HpE
100-48 HpE
150-48 HpE

Hiicre

Hedef gen 18s

CT

32,08

23,0625

29,7625
30,1925
32,2975
30,7525
30,72
31,065

CT ACT

23,0625 19,0175
18,4475 4,615
20,23 9,5325
19,645 10,5475
24,9925 7,305
20,8 9,9525
26,465 4,255

26,8075 4,2575

76

2(-ACT)

0,00193

0,040808

0,00135

0,000668
0,006324
0,001009
0,052374
0,052284

DM'e

gore

Oran
0,047284

0,033089
0,016373
0,154963
0,024732
1,283426
1,281204

Yiizde

4,728413

100

3,30891

1,637343
15,49635
2,473161
128,3426
128,1204



Elde edilen CT degerlerinde farkli DNA’larin ya da primer dimerlerinin etkisinin
olmadigimi gostermek adina erime egrisi grafigine bakilmistir. Melting piklerinin ayni
sicaklikta olmasi CT degerlerinin tek amplikondan gelen floresan isimayla elde
edildigini gostermektedir (Sekil 3.35).

0.003
5
2 0002

0.001

0.000

64.00 66.00 68.00 70.00 72.00 74.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 90.00 92.00 94.00 96.00 98.00
Temperature

Sekil 3.35. LPL erime egrisi grafigi

Uygun goriilen ornek gruplarmin  CT degerlerinden elde edilen grafikte
diferensiyasyonla artan LPL ekspresyonunun Hypericum perforatum ekstraktlarinin
farkli dozlarda ve farkli zamanlarda uygulanmasi ile diistigii ve preadipositlerin
ekspresyon seviyesiyle ekstrakt uygulanmis adipositlerin LPL ekspresyonunun
birbirine yakin seyrettigi goriilmiistir. Bu downregulation istatistiki olarak

degerlendirildiginde anlamli oldugu ortaya konulmustur (Sekil 3.36).
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LPL

oy
N
o

[
o
o

Diferensiyasyon sonrasi
24 saat uygulama

8

8

*

[N
Q

* *

o | s el £ -

m Farklilagmamis Hicre Kontrol ~ ® Farkhilasmis Hiicre Kontrol B50-24 HpE W 100-24HpE  m 150-24 HpE

Bagil mRNA Ekspresyonu
3

Sekil 3.36. LPL bagil mRNA ekspresyonu

* , farklilasmis hiicre ile kiyaslandiginda, p <0,05 degerini gosterir.

-|- , farklilagmamus hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,05 degerini gosterir.

3.4.1.3. TNF- a geni icin qPCR sonuclarinin degerlendirilmesi

TNF- o geni qPCR sonrasi elde edilen CT degerleri goz oOniine alindiginda tiim
gruplardan elde edilen degerlerin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. TNF- a igin
bagil mRNA ekspresyonu grafigi olusturmak adina hesaplamalar yapilmistir (Cizelge
3.9, 3.10).

78



Cizelge 3.9. TNF- a geninde denenen 6rneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve standart

1
2
3
4

ORT
SD

SEM

ND D
Kontrol Kontrol
27,36 27,44
27,48 28
31,93 31,07
31,94 31,09
29,6775 29,4
2,607199  1,95333
97 9

1,303599  0,97667
98

50-24
HpE
27,43
27,49
32,11
32,25
29,82
2,72580
26
1,36290
13

hatasimin hesaplanmasi

TNF-a

100-24
HpE
27,46
27,59
30,71
31,21
29,2425
1,99438
17
0,99719
08

150-24
HpE
27,34
27,52
31,82
31,94
29,655
2,5707262
27
1,2853631
13

50-48
HpE
26,96
27,19
31,49
31,93
29,3925
2,68368
37
1,34184
19

100-48
HpE
26,51
26,55
32,03
32,14

29,3075

150-48
HpE
26,78
27,25
32,14
32,38
29,6375

3,2075366  3,0358565

98

51

1,6037683 | 1,5179282

49

76

Cizelge 3.10. TNF-a geninin 202D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

Farklilasmamig Hiicre
Kontrol

Farklilagmis Hiicre
Kontrol

50-24 HpE

100-24 HpE

150-24 HpE

50-48 HpE

100-48 HpE

150-48 HpE

Hedef gen 18sCT

CT

29,6775

29,4

29,82
29,2425
29,655
29,3925
29,3075
29,6375

23,0625

18,4475

20,23
19,645
24,9925
20,8
26,465
26,8075

ACT

6,615

10,9525

9,59
9,5975
4,6625
8,5925
2,8425
2,83

0,010202

0,000505

0,001298
0,001291
0,039486
0,002591
0,139419
0,140632

TNF- a i¢in erime egrisi grafigi verilmistir (Sekil 3.37).

79

DM'e
gore
Oran
20,21704

2,571304
2,557971
78,24898
5,133704
276,2824
278,6866

Yiizde

2021,704

100

257,1304
255,7971
7824,898
513,3704
27628,24
27868,66



0.003

.00z

~dFpdT

0.001

0.000

64.00 66.00 65.00 70.00 72.00 74.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 85.00 85.00 90.00 92.00 94.00 96.00 98.00
Temperature

Sekil 3.37. TNF-a erime egrisi grafigi

Elde edilen CT degerleri ve istatiksel analiz sonrasinda TNF-a geninin
ekspresyonunda anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Daha 6nce obezite ile ilgili
yapilan in vivo ¢alismalarda oldugu gibi hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda TNF- o igin
anlamli bir degisiklik olmamas1 beklendik bir durumdur. TNF-a biiyiik adipositler
tarafindan hiicre disina salgilanir ve inflamasyon durumunda ortaya ¢ikar. Hiicresel
anlamda, in vivo ¢alismalarda oldugu gibi biitiin bir viicut sistemi {izerinde degil de
belirli 6zellige sahip hiicrelerle galisildigi i¢in inflamasyon etkisini net bir sekilde
goremememiz beklenilen bir durumdur. Veriler 1s1g81inda grafik olusturulmus, ancak

grafikteki artis ve azalislar istatistiki olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 3.38).
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Sekil 3.38. TNF- a bagil mMRNA ekspresyonu

3.4.1.4. FAS geni i¢cin gPCR sonuclarinin degerlendirilmesi

gPCR sonrasi FAS geninden elde edilen CT degerleri dogrultusunda hesaplamalar
yapilmistir (Cizelge 3.11, 3.12).

Cizelge 3.11. FAS geninde denenen orneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve standart
hatasinin hesaplanmasi

FAS ‘
ND D 50-24 100-24 150-24 50-48 100-48 150-48
Kontrol Kontrol = HpE HpE HpE HpE HpE HpE

1 30,42 28,15 30,44 30,75 30,55 30,19 29,18 29,61

2 30,66 28,57 30,55 31,06 30,56 30,54 29,45 29,86

3 31,02 30,28 35,42 31,24 30,94 30,82 31,27 31,12

4 31,31 30,59 32,13 41,55 31,2 30,87 31,34 31,63

ORT 30,8525 @ 29,3975 32,135 33,65 30,8125 30,605 30,31 30,555

SD 0,392205 1,21680 2,322103 5,270553 0,3157398  0,312463 1,1545561 @ 0,9748333
3 9 9 4 72 3 92 19

SEM | 0,392205 1,21680 2,322103 @ 5,270553 | 0,3157398 @ 0,312463 1,1545561 @ 0,9748333
3 9 9 4 72 3 92 19
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Cizelge 3.12. FAS geninin 202D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

Hedef gen 18sCT

CT

Farklilasmamis  Hiicre 30,8525

Kontrol
Farklilasmig
Kontrol
50-24 HpE
100-24 HpE
150-24 HpE
50-48 HpE
100-48 HpE
150-48 HpE

Hiicre 29,3975

32,135
33,65
30,8125
30,605
30,31
30,555

23,0625

18,4475

20,23
19,645
24,9925
20,8
26,465
26,8075

ACT 2AEAC)

7,79 0,004518

10,95 0,000506

11,905 0,000261
14,005 6,08E-05
5,82 0,017701
9,805 0,001118
3,845 0,069589
3,7475  0,074454

DM'e

gore

Oran
0,111878

0,515842
0,120324
35,0174

2,211461
137,6633
147,2884

Yiizde

11,18781

100

51,58416
12,03243
3501,74

221,1461
13766,33
14728,84

FAS geni i¢in elde edilen erime egrisi grafiginde tek sicaklikta pik olmasi bize

kontaminasyon olmadigin1 géstermektedir (Sekil 3.39).

0.003

5
2 0002
%

0.001

0.000 &

Sekil 3.39. FAS geni erime egrisi grafigi

90.00 92.00

94.00 96.00 98.00

Elde edilen verilen dogrultusunda uygun bulunan 6rneklerle olusturulan grafikte FAS

geninin adiposite doniisim sonrasi ekspresyonunun arttigi artan ekspresyonun

Hypericum perforatum ile inhibe edildigi gézlenmistir (Sekil 3.40). Ancak bu veriler

istatistiki olarak anlamli bulunmamustir.
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W Farklilasmamis Hiicre Kontrol M Farklilasmis Hiicre Kontrol ~ B 50-24 HpE 100-24 HpE

Sekil 3.40. FAS geninin bagil mRNA ekspresyonu

3.4.1.5. Col-V geni icin gPCR sonuclarinin degerlendirilmesi

Col-V igin qPCR sonrasi elde edilen CT degerleri asagidaki cizelgelerde verilmistir
(Cizelge 3.13, 3.14).

83



Cizelge 3.13. Col-V geninde denenen érneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve standart
hatasimin hesaplanmasi

ORT
SD
SEM

CoLVv

ND Kontrol
34,79

36,3

35,5

35,53
0,75544689
0,43615746

D Kontrol
26,23
26,28
30,43
27,64667
2,410567
1,391742

50-24 HpE

31,82
32,31
32,065
32,065
0,245

0,1414508

100-24 HpE

33,7

32,83

33,2
33,243333
0,4366158
0,2520802

150-24 HpE
35,2

36,3

37,56
36,35333333
1,180903609
0,681795016

50-48 HpE
355

33,85
38,05

3538
2,1160104
1,2216792

Cizelge 3.14. COL-V geninin 264¢D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

Hedef gen

CT

18sCT ACT

PARAE) Oran

Farklilasmamis
Kontrol
Farklilasmig
Kontrol

50-24 HpE
100-24 HpE
150-24 HpE
50-48 HpE

Hiicre

Hiicre

35,53

27,64666667

32,065
33,24333333
36,35333333
35,8

23,0625

18,4475

20,23

19,645
24,9925

20,8

12,4675  0,000177 1
9,199167 0,001701
11,835 0,000274

13
11
15

,59833  8,06E-05
,36083  0,00038
3,05E-05

100

9,635325025  963,5325

0,160892242  16,08922
0,04739351 4,739351
0,223497924  22,34979
0,017938047  1,793805

Col-V igin erime egrisi grafigi asagida verilen gibidir (Sekil 3.41). Bu grafige

bakilarak SYBR-Green boyasmin verdigi floresan boyanin tek amplikondan

kaynaklandig1 goriilmektedir.
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96.00

Sekil 3.41. Col-V erime egrisi grafigi

Elde edilen CT degerlerinden uygun bulunanlar 18S ile normalize edilerek bagil
MRNA ekspresyon grafigi olusturulmustur (Sekil 3.42). Adipositeyle artan Col-V
degerinin Hypericum perforatum uygulamasi ile downregiile edildigi ve bu

downregiilasyonun istatistiki olarak anlamli oldugu ortaya konulmustur.

1200
=
C 1000 +
o
>
w
E am
7y
£
U e Diferensiyasyon sonrasi
é 24 saat uygulama
= 400
£
’gn 20
o * * *
_ - a1

(-]

® Farkhlagsmamis Hiicre Kontrol ® Farkhlasmis Hicre Kontrol ® 50pg/mL HpE 100ug/mL HpE m 150ug/mL HpE

Sekil 3.42. Col-V bagil mMRNA ekspresyonu grafigi

* | farklilasmis hiicre ile kiyaslandiginda, p <0.05 degerini gosterir.

-|- , farklilagsmamus hiicre kontrol grubu ile kiyaslandiginda p <0,05 degerini gosterir.
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3.4.1.6. IL-6 geni icin qPCR sonuclarinin degerlendirilmesi

[1-6 geni i¢in kantitatif PCR sonrast elde edilen CT degerlerinden bagil mRNA
ekspresyonu hesaplanmistir (Cizelge 3.15, 3.16).

Cizelge 3.15. IL-6 geninde denenen érneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve standart
hatasinin hesaplanmasi

IL-6
ND D 50-24 100-24 150-24 HpE = 50-48 100-48 HpE = 150-48 HpE
Kontrol Kontrol  HpE HpE HpE

1 37,46 31,61 29,59 30,16 35,96 29,95 36,02 36,01

2 38,02 32,02 29,92 30,32 36,49 30,36 3541 36,82

3 38,19 32,04 36,84 3711 36,58 38,49 36,17 37,14

4 38,5 32,19 32,1 38,14 37,88 38,62 36,49 37,75

ORT | 38,0425 31,965 32,1125 33,9325 36,7275 34,355 36,0225 36,93

SD 0,43622433  0,248529  3,3426275 4,2849144 0,815572396 4,8529201 0,452944073 0,724568837
SEM | 0,87244866 0,497058 6,6852549 @ 8,5698289 1,631144792 9,7058402 0,905888146 @ 1,449137675
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Cizelge 3.16. I1L-6 geninin 26“D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

Farklilagmamis Hiicre 38,0425 23,0625 14,98 3,09E-05 0,362864 36,28638
Kontrol

Farklilagsmis Hiicre 31,965 18,4475 13,5175 8,53E-05 1 100
Kontrol

50-24 HpE 32,1125 20,23 11,8825 0,000265 3,105876 310,5876
100-24 HpE 33,9325 19,645 14,2875 5E-05 0,586417 58,64175
150-24 HpE 36,7275 249925 11,735  0,000293 3,440218 344,0218
50-48 HpE 34,355 20,8 13,555  8,31E-05 0,974342 97,43419
100-48 HpE 36,0225 26,465 9,5575  0,001327 15,56248 1556,248
150-48 HpE 36,93 26,8075 10,1225 0,000897 10,51954 1051,954

IL-6 geni i¢in erime egrisi grafigi incelendiginde iki farkli sicaklikta pik verdigi
gbzlemlenmistir. Bunun sebebinin primer tasarimindan kaynakli oldugu
diistinilmiistir (Sekil 3.43). Primerlerin ¢alisip ¢alismadigini gozlemlemek igin
semikantitatif analizi yapildiginda IL-6 primerinin iki amplikon {rettigi 06n
calismamizda gozlemlenmistir. iki farkli noktada melting piki vermesi bunu kanitlar
niteliktedir. Primer ¢alismaya uygun bulunmadigi igin elde edilen verilerin
kullanilmamasina karar verilmistir. Ileriki ¢aligmalarda inflamasyon belirteci olarak
kullanilmak {izere farkli molekiiler markerlar taranarak primer tasarlanabilir ya da IL-

6’nin primer tasarimi yeniden gézden gegirilip tekrar tasarlanmasi saglanabilir.
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Sekil 3.43. IL-6 erime egrisi grafigi

3.4.1.7. PPAR-y geni icin qPCR sonuglarinin degerlendirilmesi

PPAR-y geni icin qPCR sonrasi elde edilen CT degerleri 2° ““T metoduna gore
degerlendirilmis ve 18S ile normalizasyonu saglanmistir. Hesaplamalar asagida

verilen gizelgelere gore yapilmstir (Cizelge 3.17, 3.18).
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Cizelge 3.17. PPAR- y geninde denenen érneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve
standart hatasimin hesaplanmasi

PPARy ‘
ND D 50-24 100-24 150-24 50-48 100-48 150-48
Kontrol Kontrol =~ HpE HpE HpE HpE HpE HpE

33,39 30,48 32,01 33,01 34,78 33,02 32,6 33,72

33,47 30,73 32,21 34,16 34,81 33,31 32,95 33,86

34,83 30,96 34,73 34,45 35 34,07 34,62 33,88

35,58 31,12 36,95 37,92 35,34 34,13 35,66 34,88

ORT 34,3175 30,8225 | 33,975 34,885 34,9825 33,6325 | 33,9575 34,085
SD 1,070058  0,27885 2,337883 2,116734 0,2574716  0,553195 1,4370426  0,5347585

41 2 7 9 81 3 81 12
SEM @ 2,140116 @ 0,55770 @ 4,675767 4,233469 0,5149433 | 1,106390 2,8740853 @ 1,0695170
82 4 3 8 63 5 62 25

Cizelge 3.18. PPAR- v geninin 2(*¢D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

18  ACT 240 QOran DM  Yiizde
CT gore
Oran
Farkhlasmamis 34,3175 23,062 11,255 000040 1 046009 46,0093 100
Hiicre Kontrol 5 9 4 8
Farklilasmis 30,8225 18,447 12,375 0,00018 0,4600938 1 100 46,0093
Hiicre Kontrol 5 8 25 8
50-24 HpE 33,975 20,23 13,745 7,28E-  0,1780062  0,17800 17,8006 17,8006
05 74 6 3 3
100-24 HpE 34,885 19,645 1524  2,58E-  0,0631532 = 0,13726 13,7261 6,31532
05 15 2 6 2
150-24 HpE 34,9825 24992 9,99 0,00098 2,4032720  5,22343 522,343 240,327
5 3 99 9 9 2
50-48 HpE 33,6325 208 12,832  0,00013 0,3350620  0,72824 72,8247 33,5062
5 7 04 7 1
100-48 HpE 33,9575 26,465 7,4925 0,00555 13571422 29,4970 2949,70 1357,14
3 12 8 8 2
150-48 HpE 34,085 26,807 7,2775 0,00644 15,752402 34,2373 3423,73 1575,24
5 5 77 7 7
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PPAR- vy i¢in elde edilen erime egrisi grafigi asagida verilmistir (Sekil 3.44).

0.003

0.002

-dFfdT

0.001

0.000

66.00 68.00 70.00 72.00 74.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 90.00 92.00 94.00 96.00 98.00
Temperature

Sekil 3.44. PPAR- y erime egrisi grafigi

Erime egrisi grafiginde ¢ok fazla noktada pik gézlemlenmektedir bu farkli boyutlarda
amplikonlarin floresan 1s1masiyla elde edilen piklerdir. Bu durumda primer tasarimiyla
ilgili sorun oldugu sdylenebilir. Bunu gidermek igin insiilin duyarliligiyla ilgili yeni
molekiiler markerlar taranabilir ya da PPAR- y’nin tekrar tasarimimin yapilmasi

saglanabilir.

3.4.1.8. Elastin geni icin gPCR sonuclarinin degerlendirilmesi

Elastin geni i¢cin qPCR sonrasi elde edilen CT degerleri ve bu degerlerin 18S’le bagil
olacak sekilde hesaplanmasi asagidaki gizelgelerde verilmistir (Cizelge 3.19, 3.20).
Elastinin tiim CT degerleri birbirine yakin seyretmektedir, o ylizden elde edilen veriler

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir sonug ortaya ¢ikmamustir.
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Cizelge 3.19. Elastin geninde denenen 6rneklerin ortalamasinin, standart sapmasinin ve
standart hatasinin hesaplanmasi

Elastin

ND
Kontrol
34,87
35,51
36,5
36,83
ORT 35,9275

A W N P

SD 0,900902
33

SEM 1,801804
65

D
Kontrol
33,32
33,41
351
35,34
34,292
5
1,0760
85
2,1521
69

50-24
HpE
34,87
35,6
36,3
38,55
36,33

1,59099
55
3,18199
1

100-24
HpE
36,82
37,96
39,2
39,26
38,31

1,16005
75
2,32011
49

150-24
HpE
35,09
36,8
36,95
39,36
37,05

1,7559612
75
3,5119225
5

50-48
HpE

34,34
34,96
38,62
39,44
36,84

2,56338
32
5,12676
64

100-48
HpE
36,11
36,7
37,43
36,03
36,5675

0,6479904
83
1,2959809
67

150-48
HpE
36,14
36,9
36,21
36
36,3125

0,4012792
05
0,8025584
09

Cizelge 3.20. Elastin geninin 264¢D metoduna gore CT degerlerinin degerlendirilmesi

Hedef gen

CT

18sCT ACT

GM'e

goreOran

Yiizde(gm)

Farklilasmamis
Kontrol
Farklilagmis
Kontrol

50-24

100-24

150-24

50-48

100-48

150-48

Hiicre

Hiicre

35,9275

34,2925

36,33
38,31
37,05
36,84
36,5675
36,3125

18,4475

20,23
19,645
24,9925
20,8
26,465
26,8075

12,865  0,000134

15,845  1,7E-05

16,1 1,42E-05
18,665  2,41E-06
12,0575 0,000235
16,04 1,48E-05
10,1025 0,00091

9,505 0,001376

0,126744935

0,106210625
0,017948412
1,750175989
0,11072094

6,785711058
10,26740718

12,67449

10,62106
1,794841
175,0176
11,07209
678,5711
1026,741

Elastinin erime egrisi grafigi asagidaki sekildeki gibidir (Sekil 3.45). Tek bir sicaklik

degerinde pik vermistir.
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Sekil 3.45. Elastin erime egrisi grafigi

Elastin i¢in bagil mRNA ekspresyonu degerlendirildiginde farklilagmamus hiicrelerde
yiiksek olan mRNA ekspresyonunun diferensiye olan hiicrelerde diistiigii
gozlemlenmistir (Sekil 3.46). Hypericum perforatum uygulamasinin bu deneme igin

downregiilasyonu tolere edemedigi gdzlemlenmistir.

ELASTIN

120

M Farkhilasmamis Hiicre Kontrol M Farklilagmig Hiicre Kontrol ~ ®50-24  m50-48

g

co
o

S
o

Bagil mRNA ekspresyonu

Sekil 3.46. Elastin bagil mRNA ekspresyon grafigi
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3.4. Tartisma

Obezite ve buna bagl olarak ortaya ¢ikan instilin direnci, diyabet gibi hastaliklarin
prevelansi tiim diinyada giderek artmaktadir. Diyabetin tedavisi i¢in oral hipoglisemik
ajanlar ve insiilin gibi halihazirda tedavi segcenekleri mevcuttur. Obezite i¢in ise diyetle
birlikte glisemik indeksi diisiiriicii ilaglar kullanilmaktadir. Ayrica BKI > 40 bireyler
icin ise metabolik cerrahi onerilmektedir. Metabolik cerrahi sonrasinda hastalar i¢in
bircok sikayetten soz edilebilir. Stirekli bulanti, kusma ve bagirsak sorunlar1 bu
sikayetlerin baginda gelmektedir. Metabolik cerrahi ve ilag kullanimi her birey i¢in
tolere edilebilir degildir. Ayrica obezite ve obeziteye bagli hastaliklarin tedavisi
tilkelerin ekonomisine biiyiik zarar vermektedir. Bu sebeple arastiricilar alternatif

yollar aramaktadir. Alternatif yollarin biiyiik kismini tibbi bitkiler olusturmaktadir.

H.perforatum’un antiobezite ve antidiyabetik etkisi farelerde ve hiicre hatlariyla
yapilan denemelerde ortaya konulmustur (Amini vd., 2009; Husain vd., 2011; Tian
vd., 2015).

Obezite, Tip II diyabet, hipertansiyon, ateroskleroz, yagl karaciger, kanser, astim ve
uyku apnesi gibi birka¢ kronik hastaligin patogenezinde rol oynayan kronik ve diisiik
dereceli bir inflamasyon durumudur (Ye, 2013). inflamasyon, yiiksek sayida beyaz
kan hiicresi veya dolagimdaki ve dokudaki artmig pro-inflamatuar sitokin seviyeleri ile
karakterize fizyolojik bir islemdir. Genel olarak, organin yeniden sekillenmesi, doku
onarimi, yara iyilesmesi ve enfeksiyonlara karsi bagisiklik i¢in inflamasyon
gerekmektedir. Inflamasyon, viicuda zararli durumlari kontrol altma almak ve
iyilesme siirecini baslatmak i¢in koruyucu bir reaksiyondur. Inflamatuar yanitin asiri
reaksiyonu genellikle doku zedelenmesi ve organ fonksiyon bozuklugu gibi ¢oklu yan
etkilere neden olur. Obeziteye baglh inflamasyon, yag dokusu ve karacigerde, yliksek
makrofaj infiltrasyonu ve pro-inflamatuar  sitokinlerin  ekspresyonu ile
baslamaktadir. Proinflamatuar sitokinler, sistemik inflamasyona neden olmak i¢in kan
dolagimina girer. Obezitede, inflamasyonun hem faydali hem de zararh etkileri vardir.

(Ye, 2012;2013)
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Obezite ile inflamasyon iliskisi anti-inflamatuar ila¢ olan aspirinin kan glukozunun
diistirdiigii gozlemlendiginde ortaya ¢ikmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda obez
hasta veya hayvanlarin plazmasinda C-reaktif protein (CRP), interlokin 6 (IL-6),
plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) ve diger bir¢ok inflamasyon aracisi
bulunmustur (Kershaw, 2004; Halberg, 2008). Ek olarak, IkxBa kinaz § (IKKf) ve c-
Jun N-terminal kinaz 1 (JNK1) gibi inflamasyon yolaklarindaki sinyal molekiillerinin
aktivitelerinin yag dokusu ve karacigerde arttigi bulunmustur (Yuan,2001; Hirosumi,
2002). Bu hiicre i¢i sinyal yolaklari, obezite durumunda TNF-a, serbest yag asitleri,
diagliserit (DAG), seramid, ROS ve hipoksi ile aktive edilir (Ye,2009). TNF-a, insiilin
sinyalizasyon yolunda IRS-1'i inhibe etmek i¢in p55 reseptoriinden etki eder (Yuan,
2001). IKKp ve JNK1'in aktivasyonu, TNF-a tarafindan IRS-1 inhibisyonunda yer
almaktadir (Peraldi, 1996; Yuan, 2001; Gao, 2002). TNF-a ayrica adipoz dokuda
insiilin direncinin indiiklenmesinde PPARYy fonksiyonunu da inhibe etmektedir (Ye,
2013) Yag ve dolasimdaki pro-inflamatuar sitokinlerin yiikselmesi obezite ile
korelasyon igerisindedir (Kershaw, 2004; Halberg, 2008). Temsili sitokinler arasinda
TNF-a, IL-1, IL-6, MCP-1 ve PAI-1 bulunmaktadir.

Arokiyaraj ve arkadaglarimin (2011) yaptigi c¢alismada streptozotosinle ile
indiiklenerek diyabetik hale getirilmis siganlarda H.perforatum’un kan sekeri ve kan
lipiti parametlerinin tlizerindeki etkisine bakilmistir. Streptozotosin B hiicre harabiyeti
verip yetersiz insulin salgilanmasina ve dolayisiyla hiperglisemiye sebep olmaktadir.
Asirt glikoz iretimi ve dokularda glikoz kullaniminin azalmasi Diabetes mellitusda
hipergliseminin temel dayanagi oldugu bilinmektedir (Arokiyaraj vd.,2011). Bu
calismada arastiricilar diyabetik hale getirilmis ve diyabetik olmayan Wistar fareleri
kullanmislardir. Diyabetik hale getirilmis farelere H.perforatum’un artan dozlarda
vermiglerdir. Arastiricilar ¢aligmalarinda H.perforatum ekstrakti uygulanmasinin
diyabetle yiikselen kan glukoz seviyesini yeniden saglikli grupla esit seviyeye
diisiirdiigiinii belirtmislerdir. Plazma insiilin seviyesi streptozotosin ile indiiklenmis
siganlarda normal siganlara gore yaklasik 2,5 kat azaldigi H.perforatum ekstraktinin
bu durumu normalize ettigini belirtmislerdir. Total kolestrol normal kontrole kiyasla
streptozotosinle indiiklenmis diyabetik kontrolde yaklasitk 4 kat arttirdigy,
H.perforatum ekstrakti uygulamasinin bu seviyeyi anlamh sekilde asagi gektigi
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bildirilmistir HDL-kolestrol diyabetik kontrolde normale kiyasla 3 kat daha diisiik
oldugu ve H.perforatum’un 200 mg/kg uygulamasinin bunu normalize ettigi
belirtilmistir. Trigliserit seviyesi diyabetik kontrolde 4 kat daha arttidigi, H.perforatum
bu seviyeyi anlamli sekilde diistirdiigii arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Bu in
vivo bulgular Hypericum perforatum’un antiobezite ve antidiyabetik 6zelliklerini
kanitlar niteliktedir ve bitkinin obezite ve obeziteyle iliskili hastaliklara etki
mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi i¢in arastiricilart molekiiler diizeyde ¢alismaya
tesvik etmektedir. Bizim ¢alismamizda Hypericum perforatum’un obeziteyle iliskisini
anlamak tlizere obezite, insiilin direnci ve inflamasyonla iligkilendirilmis genler marker
olarak kullanilmistir. Bunlardan Col-V, DGAT, LPL’in adipositeyle artan
ekspresyonlar1 bitki ekstrakti uygulamasiyla downregiile olmustur. Arokiyaraj ve

arkadaslarinin yaptigi ¢alisma bu agidan bizim galismamizla ortiismektedir.

Husain ve arkadaslarinin (2011) yaptigi ¢alismada H.perforatum’un hipolipidemik ve
antiobezite aktivitesi kanitlanmistir. Bu calismada siganlara yiiksek yagh ve fruktozlu
diyet uygulanmis daha sonra artan dozlarda H.perforatum ekstraktinin verilmesi
saglanmistir. H.perforatum ekstrakti uygulamasi 30 giin sonunda giinliik gida alimini
anlaml sekilde azaltmistir. H.perforatum ekstrakti uygulamasi yag doku birikimini de
inhibe etmistir. H.perforatum antiobezite etkisini gésteren bu ¢aligma bizim hiicresel
anlamda obeziteyi mimik ettigimiz ve H.perforatum’un etkisini arastirdigimiz
calismamizla paralel seyretmektedir. Bizim ¢calismamizda da adiposite markerlari olan
DGAT ve LPL’in ekspresyonlarinin H.perforatum uygulamasiyla downregiile edildigi

gdzlenmistir.

Tian ve arkadaslart (2015) H.perforatum’un lipid metabolik yolaklar tizerindeki
etkisini belirlemek {lizere calisma yapmislardir. Bu ¢aligmada farelerin yiiksek yagh
diyetle 14 giin boyunca beslenmeleri saglanmistir. Daha sonra farelere yiiksek dozda
ve diisik dozda H.perforatum uygulanmasi saglanmistir. Yiiksek yagli diyetle
indiiklenmis farelerde hiperkolesterolemi gelisimi gozlenmistir. Farelerdeki seviyeler
karsilastirildiginda diisiik doz ve yiiksek doz H.perforatum uygulanan gruplarda, total
kolestrol %16.2 ve % 22.2 oraninda anlamli sekilde azaldigi ve serum trigliserit
diizeyleri doza bagimli sekilde % 13.1 ve % 22.6 diistiigii belirtilmistir. iskelet kasinda

intromyoselliiler lipid birikimi, insiilin direnci ve dislipidemi ile iliskilendirilmistir.
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Yiiksek yagli diyetle beslenen farelerde iskelet kaslarindaki trigliserit igeriginin
belirgin olarak arttigin1 ve degisimin H.perforatum ekstrakt (100 mg/kg- 200 mg/kg)
uygulamasi ile tersine dondiigiinii rapor etmislerdir. Arastiricilar H.perforatum’un
dislipidemi tizerindeki mekanizmalarii anlamak icin, lipit metabolizmasina katilan
genlerin gen ifadesini incelemislerdir. Yag asidi ana tastyicisi olan FATPL, yiiksek
yagl diyetle beslenen obez farelerinin iskelet kasinda onemli derecede arttigini,
H.perforatum wugulamasinin FATP1'in gen ekspresyonunu azalttigini rapor
ertmislerdir. Yag asidi oksidasyonunun 6nemli bir diizenleyicisi olan CPT-1, yiiksek
yagl diyetle beslenen obez farelerinin iskelet kasinda hafif derecede artarken
H.perforatum’un yiiksek dozda CPT-1 ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. LPL
trigliseritlerin yag asidi ve gliserole doniismesinde rol alan enzimdir, bizim
calismamizda da Hypericum perforatum’un adipositeyle artan LPL seviyesini inhibe
ettigi ve preadiposit hiicrelerinin seviyesine kadar disiirdiigii gozlemlenmistir.
Adipositeyle ilgili elde ettigimiz veriler Tian ve arkadaslarinin ¢alismasiyla paralel

seyretmektedir.

Amini ve arkadaglarinin (2009) yaptigi ¢alismada H.perforatum’un adipositeyle
iligkisini anlamak tizere 3T3-L1 hiicre hatt1 kullanilmigtir. Obezite yag dokusunun
hacimce ya da boyut olarak biiyiimesiyle pozitif korelasyon i¢indedir. Biiyiik
adipositler TNF-a, IL-6, MCP-1 gibi proinflamatuvar sitokinleri salgilar ve glikoz ve
lipid metabolizma bozukluklarini tetiklemektedir. Normal adipositler glikoz ve lipit
metabolizmasin1 ~ diizenleyen adiponektin  gibi anti-inflamatuvar proteinleri
salgilamaktadirlar. Adiponektin ifadesi PPAR-y tarafindan diizenlenmektedir. PPAR-
v adiponektinin promotorundaki PPAR- y duyarli elemana baglanip adiponektin gen
transkripsiyonunu arttirmaktadir. PPAR- y’in aktivasyonu kiigiik adipositlerden
adiponektin salgisini arttirmaktadir. Birlikte ele alindiginda metabolik sendromun
onlenmesi i¢in biiyilik adiposit sayisinda azalma ve normal kii¢iik adiposit sayisinda
artis onem tasimaktadir. Obezite, metabolik sendroma neden olan kronik diisiik
dereceli bir inflamasyon hali oldugundan, H.perforatum’un anti-inflamatuvar etkileri
olup olmadigini aragtirmak O©nemlidir. Bulgular, H.perforatum ekstraktlarinin

inflamatuar maddeyi inhibe ederek metabolik sendromun Onlenmesinde faydali
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olabilecegini diisiindiirmektedir. Calisma H.perforatum ekstraktlarinin PPAR-y yolu

ile adiponektin ekspresyonunu artirdigini géstermistir.

Karaboga ve ark. (2017) yaptig1 ¢alismada Hypericum perforatum’un mide mukoza
hasarinda iyilestirici etkiye sahip olup olmadigini gozlemlemek amaciyla iilsere sahip
olan siganlar kullamlmustir. Ulsere sahip olan sicanlara Hypericum perforatum’un
etanolde ¢oziinmiis ekstraktt uygulanmistir ve bu uygulama sonrasinda bitki
ekstraktinin sicanlardaki iilser skorunu diisiiriicii etkisi oldugu rapor edilmistir. Ulserin
bir inflamasyon durumu ve Hypericum perforatum’un da antiinflamatuar ozellige
sahip bir bitki oldugu bilindiginden ¢alismada ELISA metoduyla inflamasyon belirteci
olan IL-6 kullanilmistir. Arastiricilarin yaptigi ¢aligmada tilser durumuyla artmis olan
IL-6 seviyesinin Hypericum perforatum’un etanolde ¢oziinmiis ekstraktinin verildigi
ornek grubunda azaldigi goriilmiistiir. Her ne kadar istatistiki olarak anlamli
bulunmasa da bizim ¢alismamizda da H.perforatum ekstraktlarinin 50 pg/ml-48 saat
ve 100 ug/ml-24 saat uygulamalarinin adipositeyle artmis olan IL-6 ekspresyonunu
disiirdiigii gézlemlenmistir. Bu agidan galigmalar birbiriyle paralel seyretmektedir ve

Hypericum perforatum’un antiinflamatuar etkisini kanitlar niteliktedir.

Menopoz sonrast kadinlarda gida alimininin ve karin i¢i yaglanmanin arttigi
bilinmektedir. You ve arkadaglarinin (2014) yaptig1 ¢alismada postmenapozal donemi
hayvanlar lizerinde gostermek ve Hypericum perforatum’un hiperlipidemiye etkisini
gozlemlemek amaciyla farelere overeaktomi yapilmistir. Overeaktomi sonrasi
farelerde adipositenin ve kilo aliminin arttigi gézlemlenmistir. Hypericum perforatum
ekstraktinin farelere verilmesi farelerde kilo alimini ve yeme istegini azaltmigtir.
Calisma sonucunda menopoz sonrasi kadinlarda metabolik sendrom gibi sorunlarla
karsilasildiginda Hypericum perforatum’un kullanilabilir nitelikte oldugu ancak bunun
i¢in ileri ¢aligmalar gerektigi ortaya konulmustur. Daha 6nceki ¢aligmalarla obeziteyle
iliskilendirilen Hypericum perforatum bitkisinin menopoz sonrasi metabolik sendrom
gibi rahatsizliklarin iyilestirilmesinde de kullanilabilecegi bu ¢aligma sonucunda elde

edilen verilerle ortaya konulmustur.

Perez-Ramirez ve ark. (2019) yaptig1 c¢alismada Hypericum perforatum’un

hepatoprotektif ozelligini gozlemlemek amaciyla obez ve saglikli fare gruplar
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olusturulmus daha sonra obez gruptaki farelere Hypericum perforatum ekstrakti
verilmistir. Obez grupta saglikli grupla kiyasla viicut agirlig artisi, karacigerde lipit
akiimiilasyonu artis1, serum trigliserit seviyesinde ve serum yag asidi seviyesinde artis
gozlemlenmistir. Hypericum perforatum ekstrakti verilen grupta farelerin viicut
agirliginin anlaml bir sekilde diistiigii gozlemlenmistir. Serum yag asidi ve serum
trigliserit seviyesini Hypericum perforatum ekstrakti uygulamasinin diistirdiigii rapor
edilmistir. Obezitenin inflamasyona etkisini gozlemlemek amaciyla inflamatuar
ajanlar TNF-a ve IL-6 genlerinin ekspresyonu incelenmistir, obeziteyle artan TNF-a.
ve IL-6 ekspresyonlarmin Hypericum perforatum uygulamasiyla distigi
gozlemlenmistir. Bizim ¢alismamizda da adipositlerde H.perforatum uygulamasinin,
IL-6’nin ekspresyon seviyesini istatistiki olarak anlamli olmasa da distirdiigi
belirlenmistir bu agidan kiyaslaninca c¢alismalar birbirine paralel seyretmektedir.
Ayrica aragstiricilar, lipit metabolizmasiyla iliskili FAS, FABP (fatty acid binding
protein), Asetil CoA karboksilaz ve Asetil CoA dehidrogenaz gibi genlerin ekspresyon
seviyesindeki degisim incelenmistir. Calisma, Hypericum perforatum’un lipit
metabolizmas1 genlerini 1iyilestirici etki gosterdigi rapor edilmistir. Bizim
calismamizda da istatistiki olarak anlamli bulunmasa da FAS’in adipositeyle artan
MRNA ekspresyonunun Hypericum perforatum ekstrakti uygulamasiyla distigi

belirlenmistir.

Tim bu c¢alismalar ve bilgiler dogrultusunda, bu calismada obeziteyle, insiilin
direnciyle ve inflamasyonla iligkili bulunan 8 markerin 3T3-L1 adipositlerinde
taranmasi saglanmistir. Tarama yapilmasi i¢in pre-adiposit kontrol, adiposit kontrol ve
farkl1 dozlarda bitki ekstrakti uygulanmis adiposit gruplart olusturulmustur. Daha
sonra bu gruplardan elde edilen 6rneklerle qPCR reaksiyonu gergeklestirilmistir.
3.4.1°de gqPCR ile tarama sonrasit elde edilen tiim veriler verilmistir. Veriler
dogrultusunda trigliseritlerin biyosentezinde rol oynayan DGAT geninin adipositeyle
yiikseldigi ve Hypericum perforatum "un farkli dozlarda ekstaktlariin bunu istatistiki

olarak anlaml bir sekilde diistirdiigii gorilmistiir.

Bu calismada trigliseritleri yag asitleri ve gliserole g¢eviren enzim olarak bilinen
LPL’in adipositeyle arttigi ve bu artisin H.perforatum ekstrakti uygulamasiyla

preadiposit kontrol seviyesine kadar diistiigli goriilmustiir.
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Yag dokunun elastikiyetini azaltici etkiye sahip oldugu bilinen kolojen V’in
adipositeyle arttig1 bu artisin bitki uygulamasiyla inhibe edildigi yapilan ¢alismada

gozlemlenmistir.

Elde edilen veriler Hypericum perforatum ile daha onceden yapilan galismalari

destekleyici niteliktedir.
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SONUC VE ONERILER

Yapilan calismalar dogrultusunda Hypericum perforatum’un anti-inflamatuar, anti
obezite ve insiilin duyarlili@ini arttirict etkisi oldugu bilinmektedir. Bu iyilestirici
Ozellikleri hangi molekiiler yolaklar1 etkileyerek sagladigi halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Yapilan bu c¢alismada obezite ve obeziteyle korelasyon iginde
olan insiilin direnci ve inflamasyon ile ilgili gen bolgelerinin taranmasi ve Hypericum
perforatum’un bu gen bdlgelerinin ekspresyonunda etkili olup olmadiginin
gozlemlenmesi saglanmistir. Yapilan ¢alismalar dogrultusunda DGAT, LPL ve Col-V
icin obeziteyi hiicresel anlamda mimik eden adipositeyle artan ekspresyonun,

Hypericum perforatum uygulamasi (50-100-150 pg/ml) ile diistiigii gozlemlenmistir.

Hiicresel diizeyde in vitro calismalarla elde edilen bu veriler in vivo galismalarla
desteklenerek bitkinin obezite ve buna bagl ortaya ¢ikan rahatsizliklari etkileme
mekanizmasi anlasilabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica baska genlerle yapilan in vitro
caligmalarla ya da translasyon diizeyinde in vitro ¢alismalarla elde edilen veriler

desteklenerek molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasina katki saglanabilir.
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