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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CAY (Camellia sinensis L.) BITKISINDEN OBESTATIN-BENZERI
IMMUNOREAKTIF MADDELERIN iZOLASYONU, SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU

iftihar TEMIiZYUREK

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Mustafa CALAPOGLU

Obestatin son yillarda grelin geni {iriinii olarak tanimlanan 23 amino asitten olusan
yeni bir hormondur. Viicut agirhiginin denetiminde zit etkili olan obestatin ve grelin
peptid hormonlar1 aymi grelin geninden olusurlar. Obestatin besin aliniminda azalma,
kilo kaybi, gastrik bosalmada azalma, susama ve anksiyeteyi azaltma, hafizayi
gelistirme, uykuyu diizenleme, pankreas suyu enzimlerinin salgilanmasinda artig, G
protein-bagimli orphan reseptor 39 (GPR39) etkilesimi yoluyla intestinal motilitenin
baskilanmasini saglamakta ve ayrica enerji ve glukoz metabolizmasinda diizenleyici
rol oynamaktadir. Obestatin memeliler, kuslar ve amfibiler gruplarina ait tiirlerde de
tanimlanmistir ve grelin sekansi evoliisyon boyunca iyi korunmustur.

Bu calismada amag, Cay (Cameelia sinensis L.) bitkisinin taze dokularinda grelin
benzeri immiinoreaktif maddeleri tesbit etmektir. Total protein, QB tamponu
kullanilarak bitki orneklerinden ekstre edildi. Cameelia sinensis L. ekstraktinda
obestatin immiinoreaktivitesi direk ELISA ile belirlendi. Cameelia sinensis L. nin
total protein ekstraklarindan insan obestatin benzeri immiinoreaktif maddeler trisin-
SDS-PAGE ve immiinoblot teknikleri ile karakterize edildi.

Sonug olarak, insan serumunda ve Cameelia sinensis L. nin total protein ekstraktinda
total obestatin immiinoreaktivitesi sirasiyla 0,121 + 0,053 pg/mL ve 0,087 £ 0,012
ug/mL olarak bulundu. Ayrica trisin-SDS-PAGE ve western blot ile yapilan
obestatin karakterizasyonda 12 kDa’lik molekiiler kiitleye sahip tek bir obestatin
immiinoreaktivitesi gosteren protein bandi elde edildi.

Calismadan elde edilen veriler, obestatin hem hayvanlar aleminde ve hem de bitkiler
aleminde de evrensel bir peptid olabilecegini gostermektedir. Bitkilerde farkli
diizeylerde bulunan obestatin-benzeri immiinoreaktif maddeler insanlarda kilo
denetimine katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Obestatin, Camellia sinensis (L.) Heynh. ghrelin-benzeri
maddeler, trisin-SDS-PAGE
2015, 67 sayfa



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

ISOLATION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
OBESTATIN-LIKE IMMUNOREACTIVE SUBSTANCES FROM TEA
(Camellia sinensis L.)

iftihar TEMIiZYUREK

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Physics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa CALAPOGLU

Obestatin is a novel 23—amino acid amidated peptide, recently identified as a product
of the ghrelin gene. Obestatin and ghrelin peptide hormones with opposing action in
weight regulation are derived from the same ghrelin gene. Obestatin has been
reported to reduce food intake, body weight gain, gastric emptying, inhibiting thirst
and anxiety, improving memory, regulating sleep, affecting cell proliferation,
increasing the secretion of pancreatic juice enzymes, suppressing intestinal motility
through an interaction with the G protein-coupled orphan receptor (GPR39), and also
play a role regulation of energy and glucose metabolism. Obestatin has also been
identified in many other species belonging to the mammals, birds, fish and
amphibians, and its sequence is well conserved throughout evolution.

In this study, the aim is to determine obestatin-like immunoreactive substances in
fresh vegetative tissue of tea (Camellia sinensis L.) Total proteins were extracted
from the plant samples using the QB buffer as a extraction buffer. Obestatin-like
immunoreactive substances in Camellia sinensis L. extracts were investigated using a
direct home-made ELISA. Human obestatin-like immunorective substances from
Camellia sinensis L. were isolated and characterised by tricine-SDS-PAGE and
immunoblotting techniques.

As a result, ELISA demonstrated that human obestatin and human obestatin-like
immunorective substances from Camellia sinensis L. were present at concentrations
of 0,121 + 0,053 pg/mL and 0,087 + 0.012 pug/mL, respectively. A single obestatin-
like protein band appeared about molecular mass of 12 kDa on tricine-SDS-PAGE
and western blotting in fresh vejetatif tissues of Camellia sinensis L.

Both animal and plant worlds give the idea that obestatin is universal. Plants
contained different levels obestatin-like substances may be contribute on weight
control in human.

Keywords: Obestatin, Camellia sinensis (L.) Heynh. obestatin-like substances,
tricine-SDS-PAGE
2015, 67 pages
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1. GIRIS

Giliniimiizde beslenme ve kilo denetimi ile ilgili olarak ¢esitli programlar
uygulanmaktadir. Bu programlardan yasam bi¢imine miidahaleler, farmakolojik
uygulamalar ve cerrahi girisimler yogun olarak uygulanmaktadir. Kilo aliniminin
diizenlenmesinde ¢esitli farmakolojik secenekler yer almaktadir. Bu farmakolojik
ajanlarin bir kisminin ancak kisa siireli olarak uygulanabilmesinin yani1 sira bir kismi
da uzun siireli olarak uygulanabilmektedir. Farmakolojik uygulamalar kilo
denetiminde her ne kadar etkin bir yol olsa da gesitli advers toksisitelerinden dolay1

kullanimi1 sinirlandirilabilmektedir.

Yerel toplumlar tarafindan kullanilan Hoodia gordonii, Caralluma fimbriata,
zingiber officinale ve Agave tequilana gibi bitkiler istah {izerine etkili olduklar1 son
yillardaki caligmalarda vurgulanmakta ve kilo denetiminde de uygulanmaktadir.
Dogal kaynaklardan elde edilen tibbi bitkilerin kilo denetiminde veya zayiflamada
destek amagli olarak tercih edilmesi birgok arastiricinin dikkatini ¢ekmesinin yani

sira ticari olarak da bir pazar olusturmaktadir.

Camellia sinensis (L.) O. Kuntze (Thea sinensis L.) Theaceae familyasina ait, Cin,
Japonya, Kuzey Hindistan, Endonezya gibi Dogu ve Uzakdogu iilkelerinde yetisen
ve uygun iklim kosullarina sahip diger iilkelerde de kiiltiirii yapilan, binlerce yildan
beri tanian bir bitkidir. Cay diinyada sudan sonra en ¢ok igilen ikinci igecektir ve
milattan Once 3000 yilindan itibaren sosyal bir etkinlik ve aligkanlik olarak
tikketilmektedir. Cayin ¢ecitli formlarinin sindirime yardimci etkisi, kan temizleyici,
vicut sicakligmi diisiiriicii, dis ve kemik gii¢lendirici, immiin sistemi ve kalbi
giiclendirme, besin zehirlenmesini engellemesi, viriislere karsi koruma ve kan

sekerini diistiriicti etkileri gibi bir ¢ok terapatik etkileri oldugu bilinmektedir.

2005 yilinda Zhan ve arkadaslari tarafindan kesfedilen obestatin hem yapisal ve hem
de biyolojik fonksiyonlar1 yoniinden anoreksijenik ozellikte olan 23 amino asitlik
biyoaktif bir peptid hormonudur. Obestatin grelin geni tarafindan kodlanan 117
amino asitli preprogrelin peptidinin posttranslasyonel modifikasyonu sonucu olusur.



2005 yilindan giinlimiize kadar yapilan c¢alismalar obestatin hormonunun
omurgalilarda ayn1 gen tarafindan kodlanan ve oroksijenik bir hormon olan grelin
hormonunun metabolik ve fizyolojik etkilerine ters etki gdstermesinin yani sira besin
alimimi ve kullanimi, enerji kullanimi ve istah {izerinde grelin hormonu ile birlikte

diizenleyici etkilere sahip oldugu noktasinda 6nemli bulgular ortaya koymaktadir.

Son yillarda yapilan birka¢ ¢alisma grelin immunoreaktif homologlarinin bitkilerde
de oldugu ispatlanmistir. Grelinin hem gen ve hem de protein yapisi ile ilgili
calismalar bu hormonun evrimsel siiregte iyi korundugunu ve omurgali tiirler
arasinda yiiksek homoloji gostermeleri ayrica gesitli bitkisel ekstraktlarda yapilan
immiinoplojik c¢alismalarda da insan obestatinine karsi gelistirilen antikorlar ile
pozitif sonuglarin elde edilmesi, bu hormonun evrensel bir hormon olabilecegi

yoniindeki hipotezi giiclendirmektedir.

Obestatin ve grelin hormonlar1 ayni gen tarafindan kodlanmalarina ragmen grelinin
aksine obestatin hormonunun bitkilerdeki immunoreaktif homologlarin varlig
caligmalarimizda ortaya koyulmus olup bitkisel obestatin-benzeri immiinoreaktif
maddelerin saflastirllmas1 ve karakterizasyonu ile ilgili olarak yapilan literatiir

taramasinda herhangi bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Bu tez c¢alismasinin anahtar hipotezi obestatin veya obestatin-benzeri maddelerin
biitlin canli organizmalarda evrensel olarak bulunabilecegidir. Dolayisiyla
omurgalilarda grelin geni iiriinii olan obestatin hormonu, grelinin hormonuna benzer
sekilde evrensel bir polipoptid olmasi canlilarin biyo regiilasyonunda ciddi bir rol
oynayabilecegi hipotezine dayanarak Camellia sinensis (L.) O. Kuntze. bitkisinde
obestatin-benzeri immiinoreaktif maddelerin varligi veya yoklugu immiinolojik,

kromatografik ve elektroforetik yontemler kullanilarak ortaya koyulmaya g¢aligildi.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Arastirilan Bitki Hakkinda Genel Bilgiler

Camellia sinensis (L.) O. Kuntze (Thea sinensis L.) Theaceae familyasina ait, Cin,
Japonya, Kuzey Hindistan, Endonezya gibi Dogu ve Uzakdogu iilkelerinde yetisen
ve uygun iklim kosullarina sahip diger iilkelerde de kiiltiirii yapilan, binlerce yildan
beri taninan bir bitkidir. Cay diinyada sudan sonra en ¢ok igilen ikinci igecektir ve
milattan 6nce 3000 yilindan itibaren sosyal bir etkinlik ve aligkanlik olarak
tiketilmektedir. Amerikan Tip Dernegi (American Medical Association, AMA), yesil
cayin kolesterol seviyesini diisiirdiigli, kan basincint artirdigini ve 06zellikle
erkeklerde inme riskini azath@m vurgulamaktadir. Ulusal Kanser Enstitiisii
(National Cancer Institute-NCI) yesil ¢ayda olduk¢a etkin antioksidan
muhtevasindan dolay1 ¢esitli kanser tiirlerini 6nledigini rapor etmiglerdir. Yesil ¢cayin
sindirime yardimei etkisi, kan temizleyici, viicut sicakligini diistirticti, dis ve kemik
gliclendirici, immiin sistemi ve kalbi giiglendirme, besin zehirlenmesini engellemesi,
viriislere karst koruma ve kan sekerini diisiiriici etkileri terapatik etkileri olarak
degerlendirilmektedir. Tim bu potansiyel terapatik etkiler goéz Oniine alinarak
yapilan degerlendirmede yiiksek derecede bioyaktif molekiiller ve yiiksek
antioksidan kapasitesinden dolay1 saglikli bir icecek olarak tanimlanmistir (de Mejia

vd. 2009).

2.1.1. Arastirilan Bitkinin (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) Sistematigi

Kingdom: Plantae
Order: Ericales
Family: Theaceae
Genus: Camellia
Species: C. Sinensis

Binomial name: Camellia sinensis (L.) Kuntze (Davis, 1982)



2.1.2. Camellia sinensis (L.) O. kuntze Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Cay (Sinonimi: Thea sinensis L.), Tropik ve subtropik bdlgelerde yayilim gosteren
bir bitkidir. Tiirkiye’de dogal olarak yetismez, ancak Dogu Karadeniz bolgesinde
ziraati yapilmaktadir. Anavatani Cin ve Japonyadir ve buralardan diinyaya
yayilmistir. Yabanil tiirleri 10-12 m’ye kadar uzayabilir, kiiltiirde ise 2 m’yi asmaz.
Agac ve ¢ali seklinde yaprak dokmeyen ve daima yesil bir bitkidir. Bitkinin gévdesi
esmer ya da koyu esmer renktedir. Yapraklar derimsi, alternat, nadiren opposit, basit,
stipulsuzdur. Lamina derimsi, koyu yesil renkli, eliptikten dar eliptige kadar degisir.
Yaprak kenarlarindaki disler genis acili, ice kavisli ve siyah ucludur. Cigekleri
gosterisli ve yapraklarin koltugunda tek tek veya 2-3 tanesi bir arada bulunurlar.
Kaliks alt tarafta birbirine yapismis 5-7 sepalden ibarettir. Korolla 7-8 petalli,
petaller beyaz renkli, oval sekilli. Stamen ¢ok sayida serbest ya da bir tiip seklinde
tabanda birlesirler. Ginekeum tek pistilli, ovaryum tst durumlu, 3-5 lokuslu ve
karpelli, oviil 2- ¢ok sayida, plasentalanma eksenseldir. Stilus basit ve stigma 3
parcali. Sicak iklime sahip iilkelerde yilin hemen hemen her ayinda bitki ¢igeklidir.
Meyve, genellikle lokulusit veya septisit kapsiil seklinde, her goziinde 1-2 adet
tohum bulunan, 3 go6zli bir kapsiildiir. Meyveler olusmasi yaklasik bir yilda
tamamlanir. Olgunlagsmadan once yesil olup, kalin kabuklu, 2,5 cm c¢apinda, kisa
saplidir. Meyve olgunlagtiginda tohumlar kahverengi olur ve bdlmeler agilarak
tohumlar dokiiliir. Tohumlar genelde 1-2 cm capinda ve kiiremsidir (Baytop, 1963;
Davis, 1967).

2.1.3. Yesil Cay Yapraklarmn ve Yesil Caymn Fitokimyasal Bilesimi

Kuru agirhk esasina gore, cay yapraklarimin ana bilesimini polifenoller
olusturmaktadir. Ozellikle flavan-3-oller (katesinler) polifenoller igerisinde en fazla
miktarda bulunan biyolojik aktif bilesiklerdir. Cay yapraklarinin diger bisenlerini lif,
karbohidratlar (seliiloz, pektin, glukoz, fruktoz, siikroz), proteinler (enemli kismini
enzimler olusturur), amino asidler (L-theanin veya 5-N-etilglutamin, glutamik asit,
triptofan, glisin, serin, aspartik asit, trosin, valin, 18sin, treanin, arginin, lizin),
alkaloidler (6zellikle kafein ve daha az miktarda teofilin ve teo theobromin),

mineraller ve eser elementler, pigmentler (klorofiller ve karotenoidler), ucucu



bilesikler (aldehidler, alkoller, esterler, laktonlar, hidrokarbonlar), lipidler (linoleik
ve a- linolenik asitler), steroller (stigmasterol), ve vitaminler (B vitaminlerinin yani
sira A, C, E, ve K vitaminleri) (Chacko vd., 2010;Cabrera vd., 2006; Wang vd.,
2009; Butt vd., 2009). Cay yapraklarinin ihtiva ettigi fitokimyasallar biiyiik Sl¢iide
iklim, mevsim, yetistirme yeri, bahge tarimi1 uygulamasi, kiiltiir varyetesi, yapraklarin
ve bitkinin yas1 gibi tarimina, botanik ve genetik faktorlere ve ayrica depolama siiresi
ve sartlar1 gibi hasat sonras1 faktorlere baghdir. Cay yapraklarinin yaklasik olarak
bilesimleri Cizelge 2.1.3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1.3.1. Cay yapraklarinin bilesimi (Chaturvedula and Prakash, 2011)

Bilesikler % kuru agirhk
Polifenoller 30
Lif 26
Protein 15-20
Karbohidrat 5-7
Mineraller 4-9
Alkaloidler (kafein) 2-4
Amino asitler 1-4
Pigmentler Eser
Lipidler ve steroller Eser
Ucucu bilesikler Eser
Vitaminler Eser

Cay yapraklari, yesil ¢ay inflizyonlar1 ve ekstraktlar flavan-3-oller olarak EGCG, (-)-
epikateksin (EC), (-)-epikateksin gallat (ECG), (-)-epigallokateksin (EGC), (+)-
kateksin (C), ve (+)-gallokateksin (GC) ig¢ermektedirler. (Cizelge 2.1.3.2). Bu
bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1.3.1.’de gosterilmektedir. Diger flavonoidler
ve fonollik asitler kuru agirligin %1’ini olusturmaktadir. Caydaki ana flavonoller
kersetin ve kaempforoliin glukoz veya ramnoz konjugatlaridir (Zhao vd., 2011). Cay
yapraklarindaki fenolik asitler gallik ve kafeik esitin quinik asit esterlerinden
olusmaktadir (Zhao vd., 2011). Polifenoller yaprak tomurcuklu c¢ay bitkisinde esit
olarak dagilmamistir ve genellikle ilk yapraklar en yiiksek konsantrasyonda

polifenolleri igermektedirler (Saijo vd., 2004). Flavan-3-oller epidermal hiicrelere en




yakin yaprak yapisinin mezofil hiicrelerinde yogun olarak bulunurlar (Suzuki vd.,
2003).

Cizelge 2.1.3.2. Cay vyapraklarinda, yesil cayda ve yesil cay inflizyonlarinda
flavonoid ve alkoloid bilesimi ranjlar1 (Bhagwat vd., 2014,
Cabreravd., 2003: Friedman vd., 2009; Komes vd., 2010;
Nishitani and Sagesaka, 2004; Peterson vd., 2005; Wang vd.,
2008; Xu vd., 2012)

Yesil cay . . e 2
Bilesikler Enz:gfgciﬁi?gg::gl yapraklarl1 Fn?;l/ll_c)ay infiizyonlar:
(mg/g kuru agirhk)
Flavonoidler
(-)-EGCG 68— 134 13-113 95712
(-)-EGC 2253 ND - 45 TE — 471
(-)-ECG 59-18 5.7 -51 TE - 1508
()-EC 1.9-11 1.9-211 25216
(+)-GCG TE-25 TE-7.1 TE-9.3
(+)-CG TE TE-3.7
(+)-C TE-1.2 TE-1 TE - 688
EGCmG NR 03-1.2 RE
Kersetin-rhamnosid- trace - 1.0 RE RE
galaktosid
Kersetin-rhamnosid- 05-1.9 RE RE
glukosid
Rutin 0.6-2.6 RE RE
Kaempferol RE RE 36-64
Mirisetin RE RE 48-7.3
Kersetin RE RE 13.4-20.7
Thearubiginler RE RE TE-221
Alkoloidler
Kafein 16 — 28 26 - 39 99 — 338
Theobromin 02-16 RE 7.6 —86

Weriler torba ¢ay ve dokme ¢aydan elde edilmistir

2Cay infiizyonlar1 2 gram ¢ay 200 mL suda 80°C'de 3 dakika demlendirme ile yapilmustir.
Kisaltmalar: C, Katesin; CG, katesin gallat; EC, epikatesin; ECG, epikatesin gallat; EGC,
epigallokatesin, EGCG, epigallokatesin gallat; EGCmG, epigallokatesin 3-O-metilgallat; GCG,
gallokatesin gallat; TE, tesbit edilemedi; RE, rabor edilmemis

EGCQG ¢ay yapraklarinda ve yesil cay inflizyonlarinda en bol bulunan flavan-3-oldiir.
Fakat EGCG konsantrasyonu ¢aylar ve ¢ay preparasyonlari arasinda yaklasik olarak
8 kata kadar degisebilmektedir (Cizelge 2.1.3.2) (Bhagwat vd., 2014; Cabreravd.,
2003: Friedman vd., 2009; Komes vd., 2010; Nishitani and Sagesaka, 2004;
Peterson vd., 2005; Wang vd., 2008; Xu vd., 2012). Miktar olarak EGCG’den sonra




en fazla bulunan ve daha az degisim gosteren flavan-3-oller ise EGC ve ECG’dir.

Yesil cay inflizyonlarinda kalici olarak sadece EGCG ve EC bulunmaktadir.

R1 R2
H H (-) epikatesin (EC) OH

oH OH
H —ocQoH ) epikatesin gallat (ECG

- (-) epikatesin gallat ( ) HO o

| "

OH H (-) epigallokatesin (EGC) "OR,

oH OH
OH _OCQOH (-) epigallokatesin gallat (EGCG)
H H (+) katesin (C) OH

OH OH
H 7OCQOH (+) katesin gallat (CG) HO o

OH | R'I
OH H (+) gallokatesin (GC) OR,

OH OH
OH —OCQOH (+) gallokategin gallat (GCG)

OH

Sekil 2.1.3.1. Cay yapraklarinda bulunan baslica flavan-3-ollerin kimyasal yapilari

2.1.3.1. Yesil Cay Infiizyonlarimin ve Ekstraktlarimin Saghk Uzerine Etkileri

Yesil cay inflizyonu veya yesil ¢ay ekstrakti tiiketiminin kronik hastaliklarin ara
biyobelirteglerinde diizelme ve/veya bazi kanser tiirleri, kardiyovaskiiler hastalilar,
tip 2 diabetes mellitus, alzheimer’s ve Parkinson hastaliklar1 gibi ndrodejeneratif
durumlar ve diger yasla iliskili hastaliklarda risk azalmasi ile iliskilidir. Cay tiiketimi
ile iligkili olan faydalar oncelikle yesil ¢aym flavonoid bilesiminin ozelliklede
flavan-3-ollerin gesterdigi antioksidasyon, anti-inflamasyon, anti-proliferasyon,
enerji regiilasonu ve sinyal iletim yollarmin diizenlenmesi gibi biyoaktivitelerinden
kaynaklanmaktadir. Yesil ¢ay ve saglik c¢iktilar1 arasindaki iliskiyi ortaya koyan
derlemeler ve meta-analizlerin sonuglari Cizelge 2.1.4.1. ve Cizelge 2.1.4.2.°de

ozetlenmektedir.



Cizelge 2.1.4.1. YC ve YC Kkatesinlerinin antropometri, glukoregiilasyon, lipid
profili, kan basinci ve koroner kalp hastaligi riski agisindan saglik
iizerine etkileriin degerlendirmesi.

Yazar Cabsma | Denek Siire Kullz.‘mm Hedefler Bulgular
sayisi (n) | (n) dosaji
Antropometri
Jurgens vd., RKC (14) | 1562 12-13 | 140.85- Obez veya kilolu | VA: < japon
(2012) hafta 1206.9 mg | yetiskinlerde VA | harici; | Japan.
YCE/giin BC: &
Hursel vd., RKC (11) | 1188 12-13 | 270-1207 | VA VA: | Kafein
(2009) hafta mg ve etnisite etkili
YCE/giin
Phung vd., RKC (15) | 1243 8-24 141-1207 | VKI, VA, BC, Kafein ile
(2010) hafta mg BKO birlikte YCE
YCE/giin VKI: |VA:
IBC: | BKO:
«> Sadece YCE:
>
Glukoregiilasyon
Zheng vd., RKC (22) | 1548 3-24 236-1207 | Glukoregiilasyon | FG: | FI: &
(2013) hafta mg YCE/ HbAIC: &
giin HOMA: &
Liuvd., (2013) | RKC (17) | 1133 4-14 208-1207 | Glukoregiilasyon | AG: | AL: |
hafta mg HbAIC: |
YCE/giin
Lipid profili
Kim vd., RKC (20) | 1415 3-24 145-3000 | Lipid profili TK: | LDL-C: |
(2011) hafta mg HDL-C: < TG:
YCE/giin -
Zheng vd., RKC (14) | 1136 3-24 150-2500 | Lipid profili TK: | LDL-C: |
(2011) hafta | YCE HDL-C: & TG:
mg/giin -
Koroner kalp hastahg:
Hooper vd., RKC 6557 0-52 Veri yok KKH riski LDL-C: | KB:
(2008) (170) [12 | (515 hafta YN
YC] YCQ) (0-12
hafta
YQ)
Taubert vd., RKC (10) | 516 2 ay 1 cay KB KB: <
(2007) [1YC] (343 Poset/giin,
YC) 544 mg
fenol

Kisaltmalar: VKI, body mass inviicut kitle indeksidex; KB, kan basinci; VA, viicut agirhigr; KKH,
koroner kalp hastalig; AG, aclik kan glukozu; Al aclik insiilini; YCE, yesil cay ekstrakti; HbAlc,
glike hemoglobin; HDL-C, yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterolii; HOMA, homoestatik model
degerlendirmesi; LDL-C, diisiik dansiteli lipoprotein kolesterolii; RKC, randomize klinik ¢alisma; TK,
total kolesterol; TG, trigliserid; BC, bel ¢evresi; BKO, bel kalca orani; YC, yesil cay; |, azalma; <,

degisiklik yok.

Yesil cay infiizyonlar1 ve yesil cay ekstraklar1 kilo kaybi1 ve/veya kilo denetimi

tizerine 1limh etkiye sahiptir. Caym bu faydasinin oncelikle kafein ve flavonoid

bilesikleri arasindaki etkilesimden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Randomize klinik




caligmalar yesil cay flavonoidlerinin kan glukozu {izerine pozitif etkiye sahip
oldugunu vurgulamaktadirlar. Yesil ¢ayin, kan glukozu iizerine pozitif etkiye sahip
olmasi, glukoz diizenlenmesi yetersiz olan ve tip 2 diyabet riski yliksek olan kisilere
potansiyel yarar1 olabileceginden tiiketilmesi Onerilmektedir. Klinik ¢alismalardan
elde edilen bulgular yesil ¢aymn serum total kolesterol ve LDL kolesterol
seviyelerinde azalmaya yol actigim1 gostermektedir. Gozlemsel ¢alismalardan elde
edilen veriler yesil ¢cayin inme riskinde azalma ile iliskili oldugunu gostermektedir ve
bu sonuglar klinik ¢aligmalar ile de uyumludur. Kemirgen model ¢aligmalar1 yesil
cayin cesitli kanser tiirleri iizerine belirgin kemokoruyucu etki gdsterdigini ortaya
koyarken, arabiyobelirtecleri arastiran gozlemsel calismalardan ve klinik
calismalardan elde edilen sonuglar karisiktir ve kanser tipi, cinsiyet ve g¢alisma

planina baghdir.

Cizelge 2.1.4.2. YC ve YC katesinlerinin koroner kalp hastaligi, inme ve kanser

riski agisindan saglik {lizerine etkilerinin degerlendirmesi.

Yazar e Denek sayist Siire | Hedefler Bulgular
sayisi (n) (n)
Koroner kalp hastahg:
Wang vd., | Kohort (12), | 416,676 5-20 | KAH (KKH RR=0.72 (0.58-0.89)
(2011) Vaka- (13,978 yil ve MI) 1 kupa/d: | 10% KAH risk
kontrol vaka )
_ (6)[5 YC]
Inme
Arabvd., | Kohort (8), 213,897 4-15 | Total inme RR=0.79 (0.73-0.85, >3
(2009) Vaka- (5,537 yil gore.<1 kupa/giin)
kontrol vaka)
(2), Kesitsel
1)
Kanser
Zheng Vaka- 7,376 vaka, NA3 | Ozofagus Kohort: RR=0.77 (0.57-1.04),
vd., kontrol 487,894 Kanseri en yiiksek, igmeyen/en
(2012) (20), Kohort | kontrol vaka diisiiklere gore) vaka-kontrol:
4) kontrol, RR=0.70 (0.51-0.96)
8,874,734kisi-
yil Kohort
Zheng Vaka- 3,731 0-9 | Ozofagus Tiimii: <
vd., kontrol (3,557 yil Kanseri Vaka-kontrol: RR=0.32
(2013) (8), Kohort | vaka) (0.10-0.54, yiiksek), 0.43
2 (0.21-0.66, orta),
0.45 (0.10-0.79, disiik)
sadece cay igmeyen bayanlara
gere.
Kang vd., | Kohort (7), 223,044 VB Mide Tiimii: RR=0.86 (0.74-
(2010) Vaka- (6814 Kanseri 1.00)
kontrol vaka) Altgrup analizi (6




(11) ¢aligma): RR=0.68 (0.53-
0.87, >5 kupa/giin
endiisiige gore)
Myung Vaka- 254,869 VB Mide RR=1.10 (0.92-1.32,
vd., kontrol (6,636 Kanseri Enyiiksek ve endiisiik
(2009) (8), Kohort | vaka) tiiketime gore)
(©)
Wang vd., | Kohort (6) 352,275 VB Kolorektal Tiimii RR=0.90 (0.72-
(2012) (1,675 Kanser 1.08)
vaka) Sangay : RR=0.70
(0.55-0.85, enyiiksege gore
endiisiik)
Singapur: RR=1.36
(1.06-1.74)
Tang vd., | Kohort (5), 106,069 VB Akciger RR=0.78 (0.61-1.00) en
(2009) Vaka- (5,495 Kanseri yiiksek alinim.
kontrol vaka)
@)
Ogunleye | Vaka- 164,943 VB Meme RR=0.81, (0.75-0.88, >4
vd., kontrol (5,617 Kanseri vs. <1 kupa/giin)
(2010) (9) vaka)
Tang vd., | Kohort (2), 107,764 VB Endometrium | Timii: RR=0.85 (0.77-
(2009) Vaka- (3,487 Kanseri 0.94)
kontrol vaka) Kohort: RR=1.05 (0.85-
(5) 1.28)
Vaka- kontrol: RR=0.81
(0.71-0.93)
Zheng Kohort (6), 111,499 VB Prostat Tiimii: RR=0.72 (0.45-
vd., Vaka- (3,608 Kanser 1.15)
(2011) kontrol vaka) Vaka kontrol: RR=0.43
(7 (0.25-0.73)
Kohort: RR=1.00 (0.66-
1.53)
Nagle vd., | Vaka- 6,092 VB Over RR=0.58 (0.33-1.01), >1
(2011) kontrol (2,567 Kanseri kupa/giin hige gore nadiren
(3) vaka)

Kisaltmalar: KAH; koroner arter hastaligi; KKH, koroner kalp hastaligi; MI, miyokart infarktiisii; RR,
relativ risk; parantez i¢ersindeki degerler %95 giivenlik araligi degerleridir. Values in parenthesis is
the 95% confidence interval; VB, veri bulunamadi.

2.2. Obestatin

Zhang vd. (2005), insan ghrelin geninin 11 memeli tiirinde preproghrelin dizilerini
karsilastiririrken ghrelin iliskili olarak obestatin ismini verdikleri yeni bir peptid
kesfetmislerdir. Anoreksi olusturan etkilerinden dolay1 bu peptide Latince ‘obedere’
yemegi bir ¢irpida silip siipiirmek ve ‘statin’ baskilamak kelimelerinin birlesiminden
olusturulmus obestatin ismi verilmistir (Zhang vd., 2005; Kojima and Kankava

2005). Obestatin ghrelin geni tarafindan kodlanan, preproghrelinin konvertaz enzimi
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ile kesilerek sentezlenen, ve sican mide mukozasindan izole edilen 23 aminoasitlik
yeni bir hormondur (Zhang vd., 2005; Gourcerol vd., 2006; Gourcerol and Tache,
2007; Gronberg vd., 2008; Kapica vd., 2007).

2.2.1. Obestatinin Biyokimyasal Yapis1

Grelin hormonu posttranslasyonel parcalanma ile 117-rezidiiden ibaret prepro-
peptidinin 24-51. rezidiileririnin olusturdugu progrelin segmentinden olusmaktadir
(Kojima vd., 1999). Bilinen olgun grelin peptidine ilaveten, Zhang vd (2005)
progrelin sinyal paptidine miiteakip, C terminaline hemen bitisik korunmus glisin
rezidiilii ve ayni zamanda 11 canli tiiriinde de yiiksek diizeyde korunmus 23 amino
asitten olusan diger bir peptidi tamimlamiglardir ve bu progrelinin 76-98.
rezidiilerinden olugsan kismina obestatin adin1 vermiglerdir. ~ Farkli hayvan

tiirlerindeki grelin ve obestatin sekanslart Sekil 2.2.2.1.”de gosterilmistir.
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(a)
Insan
Sigcan
Fare
Tavuk

Insan
Sican
Fare
Tavuk

Grelin

Reseptorler

Sekil 2.2.2.1. Grelin ve obestatin sekanslari. (a) insan, sigcan, fare ve tavuk grelin ve
obestatin peptitlerinin amino asit sekanslarinin karsilastirmasi. (b)
Obestatin ve grelinin reseptorleri ve amino asit segmentleri. A:
Grelinin amino asit segmenti; B: Obestatinin amino asit segmenti.
Biitiin tiirlerdeki korunmus amino asitler kirmizi1 renkteki harflelerle

Grelin
GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR
GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
GSSFLSPEHQKAQQRKESKKPPAKLQPR
GSSFLSPTYKNIQQQKDTRKPTARLHRR

Obestatin
FNAPFDVGIKLSGVQYQQHSQAL-NH2
FNAPFDVGIKLSGAQYQQHGRAL-NH2

FNAPFDVGIKLSGAQYQQHGRAIL-NH2
FNVPFEIGVKITEREYQEYGQAL-NH2

Prepro grehn

Obestatin

l

GHSR GLP-1R (?)

g o

GPR39 (?)

gosterilmistir (Tang vd., 2008).

2.2.2. Obestatin Reseptorii

Obestatinin kesfinden giiniimiize kadar yapilan caligmalar, obestatin reseptorii ile
ilgili olarak tartismali fikirler ortaya koymaktadirlar. Zhang vd., (2005) obestainin G
protein-kenetli reseptor-39 (GPR39) i¢in endojen bir ligand oldugunu rapor
etmislerdir. Yabanil-tip farede obestatin c-fos ekspresyonu indiiklemekte fakat
GPR39 null farelerde ise c-fos ekspresyonu indiiklenmektedir. Bu ¢alisma modeli ile
obestatin ve GPR39 arasindaki ligand-reseptor iligkisini desteklemektedir (Zhang
vd., 2008). Son ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore obestatinin GPR39 igin

endojen bir ligand olmasi muhtemel gériinmemektedir. Chartrel vd., (Chartrel vd.,
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2007) obestatinin GPR39 ile etkilesmedigini GPR39 transfekte edilen hiicreler
tizerinde c¢esitli fonksiyonel tayin yontemleri ile obestatinin etkisinin olmadigin
gozlemleyerek belirlemislerdir. GPR39 geninin faaliyetinin durduruldugu farelerde
(knockout mice) ile yapilan ¢alismada GPR39’un obestatin reseptorii olamayacagi
sonucuna ulasilmistir (Granada vd., 2008). Granata vd., (2008) yaptiklari ¢alismada
obestatinin glukagon-benzeri peptid-1 reseptor’e (GLP-1R)  baglanarak p-
hiicrelerinin ve insan isletinin sagkalimlarini promote ettigini rapor etmislerdir.
Obestatin reseptorii hala bilinmemektedir ve obestatin, GPR39 ve GLP-1R

arasindaki tam iligki yapilacak olan ¢aligmalarla ortaya kuyulmasi gerekmektedir.

2.2.3. Obestatinin Doku Dagilim

Obestatin ilk olarak kemirgenlerin midesinden izole edilmistir (Dun vd., 2006;
Zhang vd., 2005). Ince ve kalin barsakta, midede, dalakta, ratlarin beyin kortaksinde
(Zhang vd., 2005) ve perinatal rat pankreasinda (Chanoine vd., 2006) obestatin
peptidinin, obestatine spesifik antikorlarin kullanildig1 radyoimmiintayin yontemi ile
bu dokularda bulundugu rapor edilmistir. Fare ve sigan obestatine karsi liretilen
antikorlarin kullanildigi immiinolojik yontemler ile gastrik mukoza hiicrelerinde,
miyenterik pleksusda, fare/sican testislerinin Leydig hiicrelerinde obestatin
immiinoreaktivitesi tespit edilmistir. Fare/sigan merkezi noéronlarinda obestatin
biyolojik aktivitesi mikroflorometrik Fura-2 metodu ile degerlendirilmistir (Dun vd.,
2006). Ikili-immiinofloresans boyama, immiinoelektron mikroskopisi ve
konvansiyonal elektron mikroskopisi kullanimiyla, obestatinin siganlarin mide,
duedonum, jejunum, kolon ve pankreasinda mevcut oldugu bulunmustur (Zhao vd.,
2008). Pan vd., (2006) in vivo ve in vitro tekniklerle obestatinin kan beyin bariyeri
(KBB) gegisini arastirmislardir. HPLC analizilerinin obestatin sonuglarinin yaniltict
olabilecegini ve bu durumda obestatinin hizli yarilanma Omrii oldugunu
yansitmaktadir. Yine ayni ¢alismadan elde edilen veriler KBB’den obestatin gegisi

olmadig1 durumda beyinde obestatin ekspresyonu olmadigini gostermektedir.
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2.2.4. Grelin Geni ve Obestatin

Insanda grelin geni kromozonel lokasyonu 3p 25-26’dir. Ilk yapilan ¢alismlarda 4
ekzon ve 3 introna sahip oldugu belirlenen grelin geni, daha sonraki yapilan
caligmalarda 5 ekzondan olustugunu ve daha sonra belirlenen ekzon 20 bp
uzunlugundaki 1. ekzondur. Tanaka ve arkadaslar1 (2001) fare grelin geninin 5 ekzon
ve 4 introndan olustugunu ortaya koymalarinin yani sira, fare grelin geninin insan
grelin geni ile benzerlik gosterdigini de vurgulamaktadirlar. Fare grelin genindeki ilk
1. ekzon insan grelin genindeki 1. ekzondan daha kii¢iiktiir ve 19 bp uzunlugundadir.
Ilave olarak, mRNA “splicing” varyantlar1 fare testisinde bulunmaktadir. Grelin 5’
“flanking” bolgesi ¢esitli ¢calisma gruplarinca incelenmistir. Start kodonundan 2000
bp “upstream” bolgesi, aktivator proteini 2 (AP2), basit heliks-ilmek-heliks (bHLH),
polima viriis gii¢lendirici aktivator 3 (PEA-3), hepatosit niikleer faktor-5, niikleer
faktor kapa B (NF-kB) gibi transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bdlgeleri ve aym
zamanda Ostrojen ve glukokortikoid “response elements” i¢in ise yarim baglama
bolgesi igerir. Grelin geni ve grelin geni promator bolgesi hayvanlar alemi igersinde
karsilagtirildiginda yiiksek derecede holomoloji gostermektedir. Bu durum grelin
geni organizasyonun hayvanlar aleminde korundugunu gostermektedir (Gualillo,
2006).

Grelin geninde iki farkli transkripsiyon baslangi¢ bolgesi tanimlanmistir. Biri -80°de
digeri ise -555’dedir ve ATG baslangi¢ kodonuna karsilik gelmektedir. Boylece iki
temel mRNA transkripti olusur (A ve B). Insan grelin ¢cDNA calismalari A
transkriptinin (ekzon 2’den ekzon 4’e kadar olan alternatif “splicing” {iriinii) in vivo
insan grelin mRNA’sinin ana formu oldugunu ortaya koymustur. Sigan, fare ve
domuzda 14. pozisyonda glutaminin kodlandigi diger “splicing” varyanti
olugsmaktadir. Sekil 2.2.4.1.’de ayrintili olarak tarif edildigi gibi, ekson 4’di
cikarilmig MRNA transkripti olusmaktadir (Gualillo, 2006).
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Sekil 2.2.4.1. Grelin, obestatin, grelin izoformlar1 ve terminal peptitleri transisyonel,
translasyonel ve post-translasyonel islemlerin sematik gosterimi
(Gualillo vd., 2006; Labarthe vd., 2014)

Sekil 2.2.4.1.’de gosterildigi gibi insan grelin geni, alternatif olarak grelinden baska
temel olarak des-acil grelin ve obestatin olmak iizere farkli aktif molekiilleri de
olusturabilmektedir. Bu molekiiller grelin ve anologlari, C-ghrelin ve obestatin

olmak iizere ii¢ ana grupta smiflandirilabilirler (Labarthe vd., 2014).

Post-translasyonel olarak N-terminal 3. amino asiti olan serin kalintisina n-oktanoik
asit baglanmasi ile grelin fizyolojik olarak aktif formuna doner. Grelin peptidi
tizerinde gergeklesen bu ag¢il modifikasyonu, grelinin GHS-R’e baglanabilmesi ve
aktivite gosterebilmesi i¢in gereklidir (Howard vd., 1996). Bu formu, aktif ya da agil

grelin olarak adlandirilir. Yag asidi baglanmamis formu ise des-agil grelin olarak
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isimlendirilir. Organizmada, dolasimda bulunan grelinin, sadece yaklasik %20’si agil
grelindir. Progrelinden geriye kalan 66 amino asitlik C grelinden ise, fizyolojik olrak
grelinin antagonisti olarak davranan ve G proteini bagl reseptér (GPR) ailesinden
GPR39’a baglanarak etkisini gosteren ‘obestatin’ sentezlenmektedir (Kojima vd.,

1999).

2.2.5. Obestatinin Biyolojik Fonksiyonlari

Insanda obestatinin fizyolojik rolii hakkinda ¢ok az bilgi bilinmektedir. Obestatinin,
mide ve barsaklardan hormonlar ve maddeler araciligi ile beyine aclik veya
doygunlukla 1lgili sinyalizasyonun saglandig1 kompleks mide-beyin ag1 kapsaminda
fonksiyonlart oldugu asikardir. Obestatin salgilanmasi pulsatildir ve ultradian ritim
gostermektedir. obestatinin salgilanma sekli ve ritmik 6zellikleri grelin ve biiylime
hormonlari ile benzesmesine ragmen, plazma grelin ve obestatin seviyeleri tamamen
birbirleriyle baglantili degildir ve obestatinin pulsatil episodlarinin sayis1 grelin ve
bliyiime hormonu saliniminda gozlenenden ¢ok az diisiik goriilebilir (Zizzari vd.,
2007). Grelinin aksine obestatin besin alinimini azaltan, gastrik bosalmay1 ve jejunal
motiliteyi azaltan ve kemirgenlerde viicut kilo alinimini azaltan anorektik hormon
olarak gorev yapmaktadir (Ariysu vd., 2001). Yapilan g¢alismalarda obestatinin
hafizay1 giiglendirdigi (Carlini vd., 2007), uykuyu diizenledigi (Szentirmai ve
Krueger, 2006), hiicre ¢cogalmasini etkiledigi (Camifa vd.,2007; Mészarosova vd.,
2008; Pazos vd., 2007), pankreatik enzim sivisinin salgilanmasini artirdigi (Kapica
vd., 2007), pankreatik B-hiicrelerinin sagkalimini gii¢lendirdigi (Granata vd., 2008),
glukoz-indiiksiyonlu insiilin salintmin1 inhibe ettigi (Ren vd., 2008) ortaya
koyulmustur. Dolagimdaki obestatin, kan beyin bariyeri endotel hiicreleri tarafindan
spesifik alinim1  olmamasina ragmen KBB gecerek merkezi sinir sistemine
ulagabilmekte ve bu yolla MSS'ni etkileyebilmektedir (Pan vd., 2006). Obestatinin
fizyolojik etkileri Sekil 2.2.5.1.”de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.2.5.1. Obestatinin biyolojik etkileri. Soru isareti tartismali verileri
belirtmektedir. GLP-1R = Glukagon-benzeri peptid-1 reseptor;
GPR39 = G-protein-kenetli reseptor 39; MSS = merkezi sinir
sistemi; GI = gastro-intestinal (Trovato vd., 2014).

2.2.5.1. Obestatinin Adiposit Fonksiyonu Uzerine Etkileri

Adiposit fonksiyonunda obestatinin hiicre sagkaliminin diizenlenmesi, adipogenez,
glukoz ve lipid metabolizmasinda ve adipokin saliniminda rolii vardir. obestatin fare
beyaz adipoz dokusunda c-fos'u ve 3T3-L1 preadipositlerde c-fos protein
ekspresyonunu artirdigr bulunmustur (Zhang vd., 2008). Obestatinin bu etkilerini
GPR39 aktivasyonunu ile gergeklestirmektedir ve bu durum baglanma ve GPR39
null farelerde obestatin-indiiksiyonlu c-fos upregiilasyonu yoksunlugu ¢alismalariyla
da desteklenmektedir. 3T3-L1 hiicreler ve insan adipositlerinde, obestatinin
ekstraseliiler sinyal-iligkili kinaz (ERK1/2) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K)/Akt
fosforilasyonunu artirdig1 (Zhang vd., 2008; Granata vd., 2012), ayrica bu hiicrelerde

gozlenen sagkalim ve metabolik etkiler ve diger hiicre tiplerinde sagkalim ve
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¢ogalma etkileri ile de uyumludur (Granata vd., 2012; Granata vd., 2008; Camina
vd., 2007; Pazos vd., 2007; Miegueu vd., 2011).

GPR39'dan baska, obestatin 3T3-L1 preadipositlere, insan derialt1 preadipositlere ve
farklilasmis adipositlerebaglanma 6zgiinliigli gostermektedir (Granata vd., 2012).
GLP-1R'ye baglanan obestatin, GLP-1R'nin Ex-4 agonisti ve Ex-9 antogonisti ile yer
degistirmektedir ve GLP-1R'ye karsi "small interfering" RNA (siRNA) tarafindan
engellenmektedir. Bu durum, obestatinin GLP-1R ile etkilesiminin miikkiin
olabilecegini diisiindiirmektedir (Granata vd., 2012). Ayrica GPR39'un tartismali
rolii, adiposit ve diger hiicre tiplerinde yapilacak olan galismalar GLP-1R'nin
gercekten obestatin reseptorii olup olmadigini acgikliga kavusturmak igin gereklidir
(Zhang vd., 2013).

Adipogenik sinyalizasyon g6z Oniine alindiginda, obestatin CCAAT-enhancer-
baglayan proteinler (C-EBP) C/EBPa, C/EBPB, C/EBPS ve perosisom proliferator-
aktive eden reseptor-y (PPAR-y) gibi adipogenezin anahtar diizenleyicilerinin
ekspresyonunu  artirmaktadir  (Gurriaran-Rodriguez vd., 2011). Obestatinin
adipogenik rolu, in vivo sartlarda ratlarin beyaz adipoz dokusuna obestatin verilmesi
ve ayn1 zamanda diisiik-yag diyeti (DYD) veya yiiksek-yag diyeti (YYD) ile beslen
farelere obestatin verilerek yapilacak olan daha ileri ¢alismalar ile onaylanmasi
gerekmektedir (Granata vd., 2012; Aragno vd., 2012). Ayrica obestatin, YYD verilen
farelerden, hem obez hem de zayif bireylerden izole edilen insan derialt1 ve omental
adipositlerden ve 3T3-L1 de gozlemlendigi gibi lipolizi inhibe ederek lipid
metabolizmasini diizenlemektedir (Granata vd., 2012; Miegueu vd., 2011). Benzer
sekilde, artis1 lipilizin inhipbisyonu ile iligskili olanAMP kinaz (AMPK)
fosforilasyonu, hem 3T3-L1 ve insan adipositlerinde obestatin tarafindan artirildig:
bulunmustur (Granata vd., 2012). ayrica in vivo g¢aligsmalar obestatinin N-terminal
ucuna poli etilen glikol baglanarak (pegilasyon) olusturulan obestatin analogu ile
kronik olarak 14-giin boyunca muamele edilen si¢anlarin plazma trigliserid seviyeleri
anlaml1 olarak azaldig1 gézlenmistir (Dun vd., 2006). gézlenen bu durum obestatinin
lipid homeostasisinde muhtemel bir rolu olabilecegi fikrini dogurmaktadir. bu

caligmalara ilaveten sigir beyaz adipoz dokusuna yapilan obestatin inflizyonlar
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calismas1 ile bu dokuda ABCAl'in (ATP-binding cassette Al) ekspresyon

seviyesinin azaldigi belirlenmistir (Grala vd., 2010).

Obestatin ayrica adipositlerde glukoz homeostasisini de diizenlemektedir. Gergekte,
obestatin hem 3T3-L1 ve insan derialt1 adipositlerinde glukoz alinimini artirmakta ve
glukoz tastyicist GLUT4'lin translokasyonunu indiiklemektedir (Granata vd., 2012;
Gurriaran-Rodriguez vd., 2011). NAD-bagimli deasetilaz sirtulin 1-glukoz
transportunun ve ve adipositlerde insiilin sinyalinin pozitif diizenleyicisi- spesifik
siRNA ile 3T3-L1 adipositlerde bloklanan obestatin-indiiksiyonlu glukoz aliimi ile
SIRT1'in downregiilasyonunun gergeklesmesi obestatinin gulukoz regiilasyonunda
rol oynadigimi gostermektedir (Granata vd., 2012). PI3K/AKkt hiicre membranlarinda
insiilin-sitiimiilasyonlu glukoz transportu ve GLUT4 translokasyonunda baslica rolii
oynamaktadir ve obestatinin 3T3-L1 insan derialtt adipositlerinde Akt
fosforilasyonunu promote ettigi ve ayn1 zamnda GSK-38, mTOR ve S6K1 gibi Akt
downstream yolunu da aktive ettigi bulunmustur (Granata vd., 2012;

Gurriaran-Rodriguez vd., 2011).

Akt aktivasyonu obestatin inflizyonu yapilan si¢an beyaz adipoz dokusunda ve YYD
ile beslenen ayn1 zamnda obestatin verilen farelerin yag, kas ve karacigerinde in vivo
olarak gosterilmistir (Granata vd., 2012; Gurriaran-Rodriguez vd., 2011). 3T3-L1 ve
insan derialt1 adipositlerinde obestatin adiponektin salgilanmasini artirmakta ve
leptini salgilanmasini ise inhibe etmesi obestatinin sirasiyla glukoz metabolizmasi
izerinde ya pozitif yada negatif .rolii olabilecegini diisiindiirmektedir (Granata vd.,
2012; Kadowaki vd., 2006; Siegrist-Kaiser vd., 1997).

In vivo galismalar glukoz ve lipid homeostasisini diizenlemede obestatinin pozitif
etkisini kanitlamiglardir. obestatin YYB ile beslenen farede inflanasyon ve insiilin
direncini hem plazma ve hem de paankreatik insiilin seviyelerini artirmasi ve glukoz
seviyelerine destek saglayarak azaltmaktadir. Bu durum muhtemelen obestatinin
insiilinotropik faliyetinden dolay1 ger¢eklesmektedir (Granata vd., 2012). Obestatin
YYB ve DYB farelerdeki pankreasin islet hiicrelerinde glukoindiiksiyonlu insiilin
salinimini artirmaktadir. obestatin lipoliz {izerine YYD'nin etkisine, apoptosise ve

epidimal yagda glugoz alimindaki azalmaya karsi koymaktadir. obestatin verilen
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farelerde plazma adiponektin seviyesinde artma leptin seviyesinde ise azalma
gozlenmistir. YFD verilen farelerin hem epidimal ve hem de derialt1 yag dokusunda
kiiltiire edilen adipositlerde de ayn1 durum s6z konusudur ve bu durum kiiltiire edilen
adipositlerden elde edilen veriler ile de uyumludur. Farelerde, obestatin ayrica
glukoz metaboizmasi ve insiilin sinyalizasyonunda yer alans inyalizasyon yollarinin
aktivasyonu yoluyla yagda proinflamatuar stokin salinimini inhibe ederek insiilin

direncinin ve diyabetin ayiric1 bir 6zelligi olan inflamasyonu azaltmaktadir (Granata

vd., 2012).

2.2.5.2. Obestatinin Pankreatik Fonksiyonlari

Obestatin ekspresyonu hem fetal hem de yetiskin insan pankreasinda grelin ile
birlikte gergeklesmektedir. Obestatin hormonunun grelin hormonu ile birlikte
ekspresse edilmeleri B-hiicre akibetinin ve fonksiyonunun bolgesel diizenleyicisi
olarak birlikte haraket edebildiklerini géstermektedir (Granata vd., 2008; Gronberg
vd., 2008; Volante vd., 2009; Zhao vd., 2008; Walia vd., 2009; Turk vd., 2012)
obestatin ayrica pankreatik B-hiicre hatlar1 ve insan pankreatik isletleri tarafindanda
salgilanmaktadir ve hem INS-1E B-hiicreleri ve hem de anti-obestatin antikorlu insan
isletlerinin inkiibasyonu sonucu hiicre viabilitesinin azaldig1 gozlenmistir. Bu
durmda obestatin peptidinin otokrin/parakrin sagkalimda etkili oladugu fikrini ortaya
¢ikarmaktadir (Granata vd., 2008).

Obestatin ya serum-yoksunlugu sartlarinda ya da inflamatuar sitokinler ile birlikte
kiiltiire edilen B-hiicreleri ve insan pankreatik isletlerinin ¢ogalmasini promote ettigi
ve apoptozu azalttigi gozlenmistir (Granata vd., 2008). B-hiicre sagkalimini
fonksiyonunu giiclendiren molekiilleri tanimlama diyabette yeni stratejik terapilerin
dizayni i¢in ve islet transplantasyonunu giiclendirmek i¢in -Kki bu her iki durumda da
B-hiicre kaybi1 ve inflamasyonda artma sézkonusudur- birincil Oneme sahiptir
(Donath vd., 2004). B-hiicrelerinde obestatin sagkalim etkileri PI3K/Akt ve
ekstraseliiler sinyal-iligkili kinaz (ERK)1/2 gibi sagkalim yolaklarinin aktivasyonuna
ve cAMP artisina yol acmaktadir. Obestatin, insulin reseptor substrat 2 (IRS-2),
CAMP respons element-baglayan protein (CREB), pancreatik ve duodenal homeobox

1 (PDX-1) ve glukokinaz gibi Insiilin sinyalizasyonu, glukoz homeostazi, B-hiicre
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sagkalimi ve farklilasmasinda anahtar rol oynayan genlerin upregiilasyonunu
saglamaktadir (Granata vd., 2008). B-hiicrelerinde obestatinin etkileri ve altta yatan
sinyal yoaklar1 GLP-1’inki ile olduk¢a benzer oldugu bulunmustur. Dolayisiyla,
buradan obestatinin GLP-1R ile etkilestigi hipotezi ortaya ¢ikmaktadir. Aslinda, B-
hiicrelerinde obestatin-indiiksiyonlu sagkalimi GLP-1R antogonisti exendin-9
varliginda kaybetmektedir ve B-hiicrelerinde spesifik baglanmay1 tanimanin yani sira,
obestatinin GLP-1R’ye baglandigi ve GLP-1R mRNA’sin1 upregiile ettigi
gosterilmistir (Granata vd., 2008). GLP-1R’den baska, B-hiicrelerinde obestatin
sagkalim etkileri grelin reseptor antogonisti [D-Lys3]-GHRP-6 ile kapatilmis olmasi
durumunda bile obestatin grelin ve des-agil grelin-baglanma golgeleri ile
etkilesebilmesi grelin  geninden olusan farkli peptitlerin  birbirleri ile

etkilesebildiklerini ortaya koymoktadir (Granata vd., 2008).

Obestatin, grelin ve des-agil grelin gibi kronik hiperglisemiye maruz birakilan insan
pankreatik islet mikroendotelyal hiicrelerinde (MECs) antiapoptotik etkiler
sergiledigi gosterilmistir. Bu etkiler GLP-1R agonisti exendin-4 (Ex-4) tarafindan
indiiklenenler ile aymidir; istelik gerceklesen sinyalizasyon yolu pankreatik f-
hiicrelerdeki uyarilanlar ile de aymidir (Favaro vd., 2012). Bu bulgulara dayanarak,
biitiin grelin geni peptitlerinin islet damarlanmasini ve sonugta islet hiicre

fonksiyonlarimi giiglendirebilecegi sdylenebilir.

Kiiltiire edilen fare pankreatik isleten tiireyen prokiirsorlerden in vitro [-hiicre
tiretimini promote edebilme yetenegi arastirilmustir (Baragli vd., 2013). Kiiltiire
edilen fare pankreatik isletlerde, obestatin islet-benzeri hiicre kiimelerinin (ICCs)
olusumunu indiiklemis olup obestatin ile muamele edilmeyen ICCs’ere gore
karsilagtirildiginda insiilin gen ekspresyonunu ve c-peptid salinimini artirdigi
izlenmistir. Bu bulgular, gelisen pankreasta obestatinin erken ekspresyonu ile birlikte
pankreas rejenerasyonunda ve olusumunda ayrica diyabette hiicre-tabanli replasman

tedavisinde potansiyel dneme sahip olabilir.

Streptozotosin (STZ) verilen yeni dogan siganlar, obestatin, grelin ve des-acil grelin
gibi B-hiicre kaybi, glukoz seviyesinde azalma ve pankreatik isletlerde artmis insiilin
ekspresyonu ve salinimi yoluyla erken yasta diyabeti azaltmaktadir (Granata

vd.,2010). Obestatin ratlarda cerulein-indiiksiyonlu pankreatit gelisimini sindirim
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enzimlerinin pankreatit-uyarma aktivitelerini azaltarak, pankreatik kan akisin
giiclendirerek ve proinflamatuar interlokin-1f serum seviyelerini azaltarak inhibe
ettigi gosterilmistir (Ceranowicz vd., 2009). Anestezi yapilmis ratlarda obestatinin
intravendz verilmesi pankreatik protein c¢ikisini kolesistokinin vevagal-bagimli

mekanizmalar ile sitimiile etketedir (Aragno vd., 2012; Kellokoski vd., 2009).

Obestatinin insiilin salinimindaki rolii hala tartismalidir. Hem sitimiilator ve hem de
inhibitdr etki gosterebilmektedir. Obestatin grelinden daha etkili olarak insiilin
salimmmint inhibe edebilmekte ve yine somatostatin ve pankreatik polipeptid
salinimini inhibe etmekte ve ayrica izole edilmis fare isletlerinde glukagon salinimini
da stimiile etmektedir (Qader vd., 2008). Obestatinin ya si¢anlarda ve izole edilen
sican pankreatik isletlerde in vivo insiilin salinimini inhibe etmekte ya da sican ve
farelerde hem bazal hem de aglik durumlarinda glukoz ve insiilin seviyeleri lizerinde
herhangi bir etki gostermemektedir (Green vd., 2007). Aksine perflize sigan
pankreasinda, obestatin diisiik yada yliksek konsantrasyonda kullanildiginda sirasiyla
insiilin salimimmini ya gii¢lendirir ya da inhibe eder (Egido vd., 2009) ve arginin ile
tolbutamidin sitimiilator etkilerini artirir (Egido vd., 2009). Glukoza cevap olarak
obestatin indiiksiyonlu insiilin salinimi in vitro olarak insan pankreatik isletlerinde ve
B-hiicre hatlarinda (Granata vd., 2008) ayrica hem DYD ve YYD ile beslenen fare
pankreatik isletlerinde in vivo olarak ¢alisilmistir (Granata vd., 2012). Obestatinin
insiilinotropik etkisi GLP-1R’ninde dahil oldugu p-hiicreleri ve adipositlerde
obestatinin  sagkalim ve metabolik etkilerini gdsteren calismalar ile

desteklenmektedir (Granata vd., 2010; Granata vd., 2012; Granata vd., 2008).

2.2.5.3. Obestatinin Kardiyovaskiiler Sistem ve Iskelet Kas1 Uzerine Etkileri

Insanlarda aglik plazma obestatin seviyeleri sistolik kan basinci ile negatif
korelasyon gosterdigi busunmustur (Anderwald-Stadler vd., 2007). Bununla birlikte
yinede, obestatin seviyesi yiiksek tansiyonli siganlarda arttigi gézlenmistir (Li vd.,
2010). Diger taraftan, obestatin kan basinct diizenlenmesinde rol alabilir. Ciinkii
obestatin konsantrasyonlar1 norma gebe kadinlarda ve gebelik-indiiksiyonlu
hipertansiyonlularda sistemik kan basici ile pozitif korelasyon gostermektedir (Ren

vd., 2009).
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Izole edilmis kalpte, iskemiden once rat obestatini ilavesi enfarktiis biiyiikliigiinii ve
konsantrasyon-bagimli tazda kontraktil fonksiyon bozuklugunu azaltmistir. Sigan
HO9c2 kardiyak hiicrelerinde veya izole ventrikiiler miyositler iskemi/reperfiizyona
tabi tutulmast durumunda, obestatin kardiyomiyosit apoptozunu ve kaspaz-3-
aktivasyonunu azalttigi gézlenmistir (Alloatti vd., 2010). Obestatin ayrica si¢an
diyabetik miyokardial dokusunda B1-adrenoreseptorler ve a-myozin agir zinciri (a-
MHC) seviyelerinin yani sira papillar kas kasilmasini ve B-adrenerjik cevabi
korumaktadir (Aragno vd., 2012). Fakat, obestatin arabinosid-indiiksiyonlu apoptozu
engellemede veya HL-1 kardiyomiyositlerin yasayabilirligini veya hiicre dongiisiinii

modifiye edebilmede yetersiz oldugu bulunmustur (lglesias vd., 2007).

Obestatin/GPR39 i¢in rolii kas yenilenmesinde gdsterilmistir, ki bu olayda obestatin
GPR39 araciligi ile miyojenik farklilasma kontroliinde otokrin fonksiyon
sergilemektedir (Gurriaran-Rodriguez vd., 2012). Sig¢anlara obestatin inflizyonu
miyogenik genlerin ekspresyonunu artirmaktadir ve sergiledigi bu fankiyon kas

yenilenmesini de desteklemektedir (Gurriaran-Rodriguez vd., 2012).

2.2.5.4. Obestatinin Patolojik Olaylarla iliskisi

Obestatin kesfinden itibaren hem fizyoojisi ve hem de hastaliklarla olan iliskisi
arastirilmaktadir. Ozellikle obezite ile birlikte diyabet, pisikojenik yeme bozuklugu
iligkisi en fazla arastirilan konularin basinda gelmektedir. Son yillarda obestatin
peptidi dikkatleri {izerine toplayarak bir¢ok aragtirmact obesite, metabolik ve
enerjetik etkilerinden farkli sendromlarida c¢alisilma konular1 igine alarak bu

konudaki ¢alismalarin1 yayinlamislardir (Cizelge 2.2.5.4.1.).

Insan calismalarinda plazma obestatin seviyeleri zayif kontrol grubuna gére obez
grupta anlamli olarak diisiik bulunmustur ve bu calismadaki veriler uzun-donem
viicut kilo denetiminde obestatinin rolii oldugunu gostermektedir (Huda vd., 2008).
Zamrazilova vd., (2008) normal agirliktaki kadin gurubu, anoreksik hasta grubu ile
obez gurubu karsilastirdiklarinda, obez gurupta plazma obestatin seviyelerini diger
guruplara gore diisiik bulmuslardir. Anoreksia nevosali veya obez bireylerde, plazma

obestatini VKI, leptin, insiilin, glukoz ve HOMA-IR ile negatif korelasyon
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gosterirken acil grelin ve des-agil grelin ile pozitif korelasyon gostermektedir. Bu

durum  oObestatin ve grelinin  bazal sekresyonlarmin  benzer  sekilde
diizenlenebilecegini ve insiilin direnci ve yaglanmaya kars1 birlikte etkilenecegini
gostermektedir (Nakahara vd., 2008). Obestatin ¢ocukluk donemi obezite iizerine
obestatinin etkileri Zou vd., (2009) tarafindan calisilmistir. Obez ¢ocuklarda aglik
obestatin ve grelin/obestatin oran1 parametreleri degerlendirilmis olup aglik plazma
obestatin seviyelerinin azalma egiliminde oldugu gdzlenmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen en Onemli sonug, grelin/obestatin orani yetiskinlerde grelin/obestatin
caligmalarinin aksine obez ¢ocuklarda anlamli olarak diisiiktiir, kontroldekinlerden
ise yiiksek olmadigidir. Butler and Bittel (2007) Prader-Willi sendromunda (PWS) —
hizli kilo alimi veasir1 besin alinimui ile karakterize bir obesite sendromu- plazma
PWS’li infantlarda obestatin

obestatin ve grelin seviyelerine bakmislardir.

seviyelerini kontrol infantlara gore daha yiiksek bulmuslardir.

Cizelge 2.2.5.4.1. Obestatin baz1 hastaliklar ile iliskisi

Hastahk Etkileri Mekanizma Kaynak
Tip Diisik  glukoz  konsantrasyonunda,  Yiiksek glukoz konsantrasyonunda, B-hiicreleri  (Egido vd.,
diyabetes obestatin glukoza cevapta insiilini etkin  normal glukoz seviyesinde olandan obestatine  2009)
mellitus hale getirir. daha az duyarhidir ve B-hiicrelerindeki glukoz
konsantrasyonuobestatinin insiilinotropik rolii
Yiiksek  glukoz  konsantrasyonunda, igin kritik faktor olarak goriilmektedir.
obestatin insiilin salinimini inhibe eder.

Aterosikleroz Obestatin endotelyal hiicrelerde vaskiilar VCAM-1 ekspresyonunda azalma obestatine  (Kellokoski
hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-  anti-aterojenik rol kazandirir. vd., 2009)
1)ekspresyonunu azaltir.

Obestatin lipid birikimine ve kopiik hiicresi
Obestatin makrofajlara okside diigiikk- olusumuna gotiirebilir ve hemen ardindan arter
dansiteli lipoprotein (Ox-LDL)  duvarinda yag ¢izgileri olusumunu baslatabilir.
baglanmasini artirir.

Anoreksiya AN’li hastalar yiiksek plazma obesttin ~ AN’li bireylerde, artmis preprogrelin gen (Nakahara

nervosa (AN) seviyesine sahiptirler. ekspresyonu obestatin sentezinde artisa yol  vd., 2008)

acar.

Kanser Obestatin-indiiksiyonlu hiicre ¢ogalmasi Obestatinin  etkinligi mitojen-aktive edici  (Pazos vd.,

protein kinaz kinaz (MAPKK)/ekstraseliiller ~2007)

sinyal diizenleyici kinazlar '
fosforilasyonu ile artirtlir.

(ERK1/2)
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Arac ve Geregler
Derin Dondorucu (Liebherr, G 1211 Comfort, Germany).
Sogutmali Santrifiij (Eppendorf MR 5415, Germany).

Manyetik karistirict (IKAMAG RH, Janke & Kunkel Company GmbH und Co. KG,
IKA. Labortechnik, Staufen, Germany).

Hassas Terazi (Precisa 205A SCS, Switzerland).
PH Metre (Metler Toledo MA235 pH/lon Analyzer, Schwerzenbach, Switzerland).
ELISA plate reader (Epoch, BioTek Instruments, USA).

Orbital platform karistirici (Rotomax 120, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Germany).

UV Spektrofotometre (Shimadzu UV 1601, Japonya).

Vorteks (Velp Scientifica, Usmate, Italy).

Saf Su Cihaz1 (Millipore Progard 2, USA)

Otamatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, Germany).

Western Blot Gii¢ kaynagi (BIO-RAD POWER. PAC 1000).

Western Blot Goriintiileme Sistemi(Kodak IMAGE STATION 2000MM).
Western Blot Elektroforez Sistemi(BIO-RAD Mini-PROTEAN 3 Cell).
SDS-PAGE Giig kaynag1 (BIO-RAD POWER. PAC 1000).

SDS-PAGE Elektroforez Sistemi (BIO-RAD Mini-PROTEAN 3 Cell).
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3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Tris (Tris-HCI), Etilendiamin tetra asidik asit (EDTA), 2-Merkaptoetanol (C,HsS),
Siikroz (C12H22011), Amonyum Asetat (CH3COONH,), Aseton (CsHgO), Metanol
(CH30H), Sodyum kloriir (NaCl), Potasyum kloriir (KCI), Disodyum hidrojen fosfat
(Na;HPO,), Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POg4), Sodyum dodesil siilfat (SDS)
[CH3(CH2)11SOsNa], Triton-X-100 (CgH17CsH4(OC2H4)9-100H), Gliserol
(HOCH,CH(OH)CH,0H), Bovine Serum Albumin (BSA), Sodyum azid (NaNs3),
Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat [KOCOCH(OH)CH(OH)COONa x 4H,0],
Sodyum karbonat (Na,COs), Bakir siilfat (CuSO,), Sodyum Hidroksit (NaOH),
Hidrojen Kloriir (HCl) Merck firmasindan, Sodyum Tiyosiilfat Cozeltisi
(NazS203.5H,0), Giimiis Nitrat Cozeltisi  (AgNO3), Ammonium Persulfate
[(NH4),S;0g], Akrilamid (C3HsNO), Bisakrilamid (C;/H1oN202), Tween20
(CsgH114026), Hidrojen peroksit (H20), Sodyum bikarbonat (NaHCQO3), Sitrik Asit
(CeHgO7), Tris baz (NH,C(CH,OH)3), Gliserol (C3HgO3), Asetik Asit (C,H405),
Etanol (C,HgO), Trisin  (HOCH,)sCNHCH,CO,H), Tris  Aminometan
(NH2C(CH,0H)3), N,N,N,N-Tetra-metiletilenenediamin (TEMED) (CgsH1sN2),
Polivilidenflorid (PVDF), Sodyum monohidrojen fosfat (Na;HPO47H,0), Gliserol
(C3HgO3), Proteaz inhibitorii (Lot No: D00114434), Glisin (C;HsNO,), Monoklonal
Anti-Rabbit IgG (y-zinciri spesifik) alkalin fosfataz antikoru (Cat No: A2556),
BCIP/NBT solution premixed (Lot No:SLBH9838V), Ultra Low Range Molecular
Weight Marke (M.W.1,060-26,600 kDa; M3546), Obestatin Human (Pro No:
00141), proteaz inhibitér kokteyli (Cat No: P9599), o0-Phenylenediamine
dihydrochloride (Pro No: P8287) SIGMA firmasindan, Kromatografi kagidi (3MM
Chr; Cat No: 3030 681) Whatman firmasindan, Immobilon-P transfer membrani
(Immobilon-P transfer membran 0.45um; Cat No: IPVH00010), Anti-obestatin
antibody (Cat No: AB9894) MILLIPORE firmasindan, NRMWM Normal Range
Molecular Weight Marker. (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
M.W.10,00-250,00 kDa; 26619) Thermo Scientific firmasindan, Peroxidase-
Conjugated Goat anti-Rabbit IgG(H+L) (Cat No:28177) ANASPEC firmasindan

temin edilmistir.
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3.1.3. Bitki Materyali

Tez c¢alismasinda model organizma olarak c¢ay (Camellia sinensis (L.) Kuntze)
kullanild1. Bitki materyalleri Tiirkiye florasinda dogal olarak yetisen 2014 yili Mays
ay1 baginda Trabzon ili Of ilgesinin Solakli Mahallesindeki ¢ay bahgesinden temin
edildi. Soguk zincirde Isparta ‘ya nakledildi. Toplanilan bitkilerin analizi yapilacak
olan ug filiz yapraklar1 ayrilarak analiz zamanina kadar yas olarak -20 °C de

muhafaza edildi.

3.2. Total Protein izolasyonu

Cay (Camellia sinensis (L.) Kuntze) érnekleri -20 °C’den + 4°C’ye ¢ikartilarak bu
sicaklikta total protein izolasyonu Ni vd., (1996) 6nerdigi metoda gore yapildi.

3.2.1. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

PPS tamponu: 2 M KPQOy, pH: 7,8.

63.2 g KoHPO,4 ve 5.0 g KH,PO, tartilarak bir miktar suda ¢oziildi. pH 7.8’

ayarlandiktan sonra son hacim 200 mL’ye tamamlandi.
EDTA c¢ozeltisi: 0,5 M, pH:8.

46.52g EDTA tartild1 ve bir miktar dH,O eklenerek bazik ortamda (10 N NaOH ile

pH 8’ayarlanarak) ¢oziinmesi saglandi. Son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

NaOH: 10 N.
Stok 250 mL icin Son konsantrasyon
NaOH 100g 10N

dH20 ile 250 mL’ye tamamlnarak oda Sigakliginda plastik sisede muhafaza edilir.
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Gliserol: 980.

Stok

%0100 Gliserol

dH20

DTT:1M.

Stok

DTT

250 mL icin  Son konsantrasyon

80ml %80

20ml

10 mL icin  Son konsantrasyon

1.545 1M

0.01M NaOAc ile 10mL’ye tamamlanir. Filtreden gegirilir ve 1 mL’lik aligotlarina

ayrilarak -80°C’de muhafaza edilir.

(0.01M NaOAc ¢ozeltisi: 3M NaOAc’dan 33 pL alinarak dH20 ile 10 mL’ye

tamamlanir).

QB tamponu: 100 mM PPS, % 1 Triton-X 100, % 10 Gliserol, 1 mM EDTA, pH:

7,4.

Cozeltiler

2 M KPO4 (pH 7.8)
0.5MEDTA
Triton X-100

80% Glycerol

DTT 1M

100 mL icin Son konsantrasyon

5ml 100 mM
200 pL 1 mM
1mil %1
12.5 ml %10

10 mL 100 mM

dH,0 ile 100 mL’ye tamamlanarak oda sicakliginda muhafaza edilir. (QB’ye DTT

ilave edildikten sonra kullanilmasi gerekir. Sayet c¢ozelti bekletilecek ise —20°C

muhafaza edilir).
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3.2.2. Deneyin Yapihsi

Havan igerisinde sivi azot ve PVPP (0.05 g/g bitki) ilave edilerek toz haline
gelinceye kadar ezilen bitki 6rneklerine 1:2 (g doku/mL QB) oraninda QB tamponu
katildi. Hamur kivami alana kadar karistirildi. Daha sonra falkon tiiplerine alinan
homejenatlar 6000 g x 4°C’de 3 kez 15 dakika olacak sekilde satrifiij edildi. Her bir
santrifiij sonrasi siipernatan kisimlar1 toplandi. Siipernatanlara proteaz inhibit6rii

ilave edilerek (0,035 mL/g doku) -20 °C’ de bekletildi.

3.3. Bitki Ekstraktlarimin Obestatin immiinorektivitesi

Bitki ekstraktt ve insan serum Orneklerinde obestatin imminoreaktivitesi direkt

ELISA yontemi ile belirlendi.

3.3.1. Numunelerin Hazirlanmasi

Bitki ekstraklarmin hazirlanmasi: -21 °C’de saklanan bitkisel protein ekstraklari
analiz &ncesi oda sicaklifa getirilerek vortekslendi. Ornekler ada sicakliginda 2000
rpm’de 3 dakika santrifiijlenerek ¢oziinmemis partikiillerin dibe ¢okmesi saglandi.

Stipernatan kism1 ELISA’da kullanildi.

Serum havuzunun hazirlanmasi: Sabah a¢ karnina saglikli Dbireylerden
antikoagiilan icermeyen tiiplere alinan kan oOrnekleri (n = 10) dogal pihtilasmaya
miiteakip 3000 rpm’de santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi siipernatan kisimdan elde
edilen kan serumlar1 tek bir tiipte toplanarak serum havuzu olusturuldu. Serum
havuzu giinliik olarak hazirlandi. Serum havuzundaki obestatin konsantrasyonunun
ELISA ile belirlenmesinde serumlar direk olarak ve %5 oraninda kaplama tamponu ile

seyreltilerek uygulandi.

Obestatin standartlarinin hazirlanmasi: Liyofilize haldeki insan obestatinine
(Img/vial) 1 mL ddH,0 ilave edilerek 1mg/mL’lik standart obestatin ¢ozeltisi elde

edildi. Standart ¢ozelti 1/100 oraninda kaplama tamponu ile seyreltilerek obestatin
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stok standart ¢ozeltisi hazirland1 ve ardindan stok standart ¢ozelti kaplama tamponu
ile ardisik seyreltmeler yapilarak 8 adet standart hazirlandi. Bu islemler sonucunda
1’den 8’ye kadar olan ependorflardaki obestatin konsantrasyonu sirasiyla 10, 5, 2,5,
1,25, 0,625, 0,3125, 0,1563 ve 0,07813 pg/mL’dir. Obestatin icermeyen tampon

¢oOzeltisi 0 ng/ml olarak kullanildi.

Rabbit anti-obestatin poliklonal antikor c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1mg/mL’lik
stok antikor ¢ozeltisinden 5 pL alarak 10 mL’ye kaplama tamponu ile tamamlandi

(1/2000 diliisyon).

Isaretli antikor cozeltisinin hazirlanmasi: Peroksidaz-konjuge edilmis goat anti-
rabbit IgG (H+L) stok ¢ozeltisi (I mg/mL) 1/10000 oraninda numune seyreltme
cozeltisi ile seyreltildi.

3.3.2. Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Adsorpsiyon (Kaplama) tamponu: 50 mM arbonat, pH: 9,6.

1.59g Na,COsz (0,015 M) ve 2.93g NaHCO;3; (0,035 M) bir miktar ddH,O’da
¢oziindiikten sonra pH 9,6’ya ayarlandi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi. Hazirlan

cozelti 2 haftadan fazla oda sicakliginda bekletilmez.
PBS: 10 mM PBS, pH: 7,4.

8.0g NaCl

1.15g Na;HPO4

0.2g KH;PO4

0.2g KCI

Tartilarak bir miktar ddH,0’da ¢6ziiltii. pH 7,4’e ayarlandiktan sonra son hacim 1

L’ye tamamlandi.
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Bloklama tamponu: %1 BSA iceren 10 mm PBS ¢ozeltisi, pH:7,4.

2,5 g BSA tartilarak bir miktar PBS’de ¢6ziildii ve son hacim PBS ile 250 mL’ye

tamamlandi.

Yikama tamponu: % 0.1 Tween-20 iceren 10 mM PBS tampon ¢ozeltisi.
I mL tween 20 999 mL PPS i¢inde yavasca karistirilarak hazirlandi.
Numune seyreltme c¢ozeltisi: % 1 BSA iceren yikama tamponu

1 gram BSA 100 mL yikama tamponu icersinde ¢oziilerek hazirlandi.
Siibstrat tamponu: 0,05 M fosfat sitrat tamponu, pH:5.0.

2,6 g sitrat (C¢HsO7) ve 6,9 g Na;HPO, (susuz) bir miktar saf suda ¢oziinerek pH
=5’e¢ IN NaOH yavas yavas ilave edilerek ayarlandi ve son hacim 500 mL’ye

tamamlandi.
OPD substrat cozeltisi:

10 mg’lik 1 tablet OPD 0,4 mg/mL olacak sekilde fosfat sitrat tamponunda ¢oziildii.
Hemen kulanmadan 6nce %30’luk H,O,’den 0,4 uL/mL olacak sekilde ilave edildi.

Durdurma ¢ozeltisi: 2.5 M H,SO,.

18 M H,S0, stok ¢ozeltiden 13,9 mL alindi ve 86 mL distile su iginde ¢oziildii.

3.3.3. Deneyin Yapihsi

1. Kor, standartlar ve numune kuyularina 50 pl adsorpsion (kaplama) tamponu

eklendi.

2. Standart ve numune kuyularma 50 pl numuneler yiiklendi. Standartlar ve

numuneler ikili olarak ¢alisildi.

3. 1 gece +4° C de inkiibe edildi.
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10.

11.

12.

Siire bitiminde plate +4° C den ¢ikartilarak oda 1sina gelmesi beklendi. Ardindan

plate yikama ¢6zeltisi ile ile 3 kez yikandi.

Standart, kor ve numune kuyucuklarma 50 pl ploklama tamponu ilave edilerek
37°C‘de 1 saat bekletildi ve siire bitiminde kuyucuklardan ploklama tomponu

bosaltildi.

Kuyucuklara rabbit anti-grelin antikorundan 50 pL ilave edilerek 37°C‘de 1 saat
bekletildi.

Siire bitiminde plate yikama ¢6zeltisi ile 3 kez yikandi.

Ardindan tiim kuyucuklara 50 pL isaretli antikor ¢ozeltisi ilave edilerek 37°C‘de
1 saat bekletildi.

Plate yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikanda.
Standart, kor ve numune kuyucuklaria OPD substrat ¢ozeltisinden 50 pl eklendi.

Karanlikta 37°C*de 30 dakika beklendi veya renk olusumu takip edildi.

Stire bitimnde veya renk doniisiimii gozlendikten sonra kuyucuklara 100 pL
durdurma ¢ozeltisi ilave edildi ve 492 nm’de ELISA okuyucusunda absorbanslari

okundu.

3.3.4. Deney Sonuclarimin Hesaplanmasi

Obestatin standart konsantrasyonlarina karsi ELISA okuyusunda 490 nm’de elde

edilen optik dansite degerleri semi-logaritmik olarak Master Plex® programi

yardimziyla 5- parametreli logistic regresyon yontemi ile hesaplanarak standart grafigi

cizildi (Sekil). Orneklerdeki obestatin ve bitki ekstraklarindaki obestatin benzeri

immiinoreaktif maddelerin konsantrasyonlar1 standart grafige gore belirlendi.
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OD (490 nm)

Insan obestatin standart: (ug/mL)

Sekil 3.3.4.1. Obestatin direkt ELISA standart grafigi (R2>= 0,9988, a= 0,002605, b=
1.852, c= 1.007 d=9.501; a: alt asimptot, b: egim, c: x degerine
karsilik gelen y degeri, d: list asimptot).

3.4. Trisin SDS-PAGE
3.4.1. Trisin SDS-PAGE Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1.1. Jel Cozeltileri
Akrilamid/bisakrilamid ¢ozeltisi: % 49.5 T, % 3 C karisimu.

4,8 g Akrilamid ve 0,15 g bisakrilamid bir miktar ddH,O igersinde ¢oziindiikten

sonra son hacim 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 7-10 °C*de saklanda.
Jel Tamponu Cozeltisi: 3 M tris, %0,3 SDS, pH:8,43: 3x

18.17 g Tris-Baz ve 0.15 g SDS tartilarak bir miktar ddH,O’da ¢oziindiikten sonra

pH= 8,45’e ayarlandi ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi.
10 SDS (sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi:: %10 (w/v)

10 gr SDS tartildi ve 100 mL distile su i¢inde ¢oziildii.
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APS (amonyum persiilfat) ¢ozeltisi: %10 (w/v)

0,1 gr APS tartilarak ddH,O ile 1 mL’ye tamamlandi. (APS tek kullanimliktir ve
giinliik hazirlanir).

3.4.1.2. Elektroforez Cozeltileri

Anod tamponu (10x): 1 M Tris-HCI, 0.025 M HCI.

60.55 gram Tris-HCI 500 mL igin

9.375 mL HCI 500 mL igin

Yukaridaki maddeler tartildi ve 400 mL ddH0 iginde ¢oziindii. IN NaOH ile pH’s1
8,9 ‘a ayarlandi. Son hacim ddHO ile 500 mL‘ye tamamlandi:.

Katot tamponu (5x):1 M Tris-HCI, 1 M Trisin, 1 M SDS.

12.11 g Tris-HCI 100 mL igin
17.92 g Trisin 100 mL i¢in
19 SDS 100 mL i¢in

Yukaridaki maddeler tartildi ve 50 mL ddH,O iginde ¢oziindii.IN NaOH ile pH’s1
8.25°e ayarlandi. Son hacim ddH,O ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.4.1.3. Giimiis Boyama Caozeltileri

Fiksasyon ¢ozeltisi: 0,1 M amonyum asetat (w/v), %50 metanol (v/v), %10 asetik

asit (v/v)

3.854 g Amonyum asetat 500 mL i¢in
250 mL Metanol 500 mL i¢in
50 mL Asetik asit 500 mL i¢in
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200 mL dH,0 500 mL i¢in

Etanol ¢ozeltisi: % 50 Etanol (v/v).

100 mL Etanol 200 mL i¢in

100 mL dH,0 200 mL i¢in

Sodyum tiyesiilfat ¢ozeltisi: %0,01 sodyum tiyosiilfat (w/v).
0,02 g sodyum tiyostilfat 100 mL distile suda ¢oziildii.
Giimiis nitrat cozeltisi: %0,01 glimiis nitrat (w/v).

0.02 g Giimtis nitrat 200 mL i¢in

200 mL dH,0 200 mL i¢in

Sodyum Kkarbonat cozeltisi: %3 sodyum karbonat (w/v), %0,0025 formaldehid
(V/v), %0,0002 (w/v).

6 g Sodyum karbonat 200 mL igin
50 ul Fornaldehit 200 mL igin
2 mL Sodyum tiyosiilfat 200 mL i¢in

6 gram Sodyum karbonat tartildi ve 150 mL distile su i¢inde ¢oziildii. Yukarida
hazirlanan sodyum tiyosiilfattan 2 mL ilave edildi. Kullanilmadan 1 saat Once

karisima formaldehit eklendi ve son hacim 200 mL’ye tamamlandi.
EDTA Cézeltisi: 50 mM

7,31 g EDTA 500 mL distile su igerisinde ¢6ziildii.
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3.4.1.4. Numune Cozeltisi

2x Numune tamponu (SB):

100 mM Tris-HCI (pH:6,8), % 1’lik SDS (w/v), % 4’lik 2-merkaptoetanol (v/v), %
0.02 Brillant blue G (w/v), % 24°liik Gliserol (V/v).

3.4.2. Deneyin Yapihsi

3.4.2.1. Jellerin Hazirlanmasi

Cizelge 3.4.2.1.1. Ayirma jelinin hazirlamasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar

Akrilamid / bisakrilamid 2mL
Jel buffer 3.33mL
Gliserol 1 mL
dH,0O 3.7mL
APS 50 pl
TEMED 5ul

Cizelge 3.4.2.1.2. Yigma jelinin hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlar

Akrilamid / bisakrilamid 0.5mL
Jel buffer 1.5mL
Gliserol -
ddH,0 4 mL
APS 45 ul
TEMED 4.5l

Trisin-SDS-PAGE’de “BIO-RAD Mini-PROTEAN 3 Cell” elektroforez sistemi
kullanildi. Tabo 3.4.2.1.1.’¢ gore hazirlanan %10’luk ayirma ayirma jeli camlar
arasina yiklendi. Kabarcik kalmamasma dikkat edildi. Jel polimerlesene kadar

bekletildi. Polimerlesmenin ardindan Cizelge 3.4.2.1.2.’¢ gore ahazirlanan % 4‘likk
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yigma jeli ayirma jel iizerine dokiildii. Numune kuyucuklarinin olusmasi i¢in taraklar
yerlestirildi. Jel polimerizasyonunun tamamlandigindan emin olundugu zaman
taraklar ¢ekildi.

3.4.2.2. Numune Hazirlama

Numuneler: Numuneler Cizelge 3.4.2.2.1.”e gére hazirlandu.

Cizelge 3.4.2.2.1. Trisin-SDS-PAGE i¢in numune hazirlama gizelgesi

} ) Numune
Ornek cinsi Ornek (pL) tamponu
(nL)
QB ekstrakti 15 15
Obestatin standarti 15 15
ULRMWM (M.W. 1,060-26,600 kDa) 10 -
NRMWM (M.W. 10-250 kDa) 5 -

ULRMWM: Ultra Low Range Molecular Weight Marker; NRMWM Normal Range Molecular
Weight Marker.

Cizelgeye gore pipetlemeleri yapilan, standart ve protein agirlik markdrleri 95°C*de
10 dakika bekletildi. 95°C‘de denatiirasyonun hemen ardindan buzlu su igerisine

alindi. Ve ardindan jele yiikleme islemine gecildi.

3.4.3.3. Elektroforez

Anod tampon ve katot tampon hazirlandiktan sonra jel elektroforez tanki icerisine
yerlestirildi. Kuyucuklarin tizerleri kapatilacak sekilde 1x katot tampon dokiildii. Dis
tank kismina ise 1x anod tampon dokiildii. Kuyucuklar insiilin ignesi yardimi ile
temizlendi. Kuyucuk diplerinin temiz olmasina dikket edildi. Yaklagik olarak 30
png/kuyucuk olacak sekilde numuneler kuyucuklara pipet yardimi ile yiklendi.
Elektroforez tankinin kapagi kapatildi. 50V‘da yarim saat, 100 V‘da 1 saat

yiiriitiildii.
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3.4.3.4. Boyama

1. Gog¢ asamasi tamamlanmis olan jel, yigma jeli trafindan bir bisturi yardimu ile

ayrildi. Fiksasyon ¢ozeltisinde yarim saat bekletildi.
2. % 50 etanol ¢ozeltisi ile 2 kez 10 dakika yikama yapildi.
3. Sodyum tiyostilfatta 1 dk bekletildi.
4. ddH,0 ile 2 kez yikama yapildu.
5. Gilimiis nitrat ¢ozerlisinde 20 dakika bekletildi.
6. ddH.O ile 2 kez yikama yapildu.
7. Sodyum karbonat ¢ozeltisinde bantlar belirginlesene kadar bekletildi.

8. EDTA ¢ozeltisine alinarak boyama islemi sonlandirildi.

3.5. Western Blot Yontemi ile Grelin Karakterizasyonu

Calismada cay (Camellia sinensis (L.) Kuntze) bitkisinin QB ekstraktlari, insan
obestatin standartt ve insan kan serumu kullanildi. Bitki ekstraklar1 kuyucuk basina
30 pg/mL ve 15 pg/mL olacak sekilde, insan obestatin standarti ise 10 pg/mL olacak
sekilde kuyucuklara yiiklendi. Western blotlamada, blotlama 6ncesi yapilan tirisin-
SDS-PAGE % 49.5 T, % 3 C karisimindan hazirlanan %10’luk ayirma ve %4’liik
yigma jeli kullanildi. Yapilan tiim islemler ve kullanilan ¢ozeltiler “Trisin-SDS-

PAGE” baglig: altinda verilmistir.

3.5.1. Western Blot Cozeltileri
Transfer tamponu
2,424 g Tris aminometan

11,528 g Glisin
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4 mL % 10 SDS

Yukaridaki maddeler 636 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve son olarak 160 mL

metanol ilave edildi.

PBS: 10 mM PBS, pH: 7,4
8.0g NaCl

1.15g NapHPO4

0.2g KH,PO,

0.2g KCI

Tartilarak bir miktar ddH,O’da ¢oziiltii. pH 7,4’e ayarlandiktan sonra son hacim 1

L’ye tamamlandi.
Bloklama tamponu: %3 BSA igeren yikama tamponu, pH:7,4

3g BSA tartilarak bir miktar PBS’de ¢6ziildii ve son hacim PBS ile 300 mL’ye

tamamlandi.

Yikama tamponu: % 0.05 Tween-20 igeren 10 mM PBS tampon ¢ozeltisi.
0,5 mL Tween-20 ve 999,5 mL PPS yavagsca karistirilarak hazirlandu.
Numune seyreltme ¢ozeltisi: % 1 BSA iceren yikama tamponu.

1 gram BSA bir miktar yikama tamponununda ¢oziinerek son hacim 100 mL’ye

yikama tamponu ile tamamlandi.
Primer Ab ¢ozeltisi: 1/500 (v/v).

Obestatin antikoru: 1/500 oraninda numune seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltildi. (10 pl

obestatin antikoru 5 mL numune seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltildi.
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Sekonder Ab-HRP-konjugat: 1/5000 (v/v).

Monoklonal anti-rabbit Ab-HRP ¢o6zeltisinden 4 pl alinarak numune seyreltme

cozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi.

3.5.2. Elektroblotlama

SDS-PAGE’de Iz boyasi jelin alt kismma ulastiginda giic kaynagi kapatildi.
Elektroplotlamada kullanilacak olan siingerler ve filtre kagitlar1 transfer tamponu ile
1slatildi. Go¢ agamas1 tamamlanmis olan jel yigma jeli tarafindan bir bisturi yardimi
ile camlardan ayrildi. Ayirma jeli yigma jelinden bir bisturi yardimi ile ayrilarak
transfer tamponu iginde 15 dakika bekletildi. Bu arada Immobilon-P transfer
membran1 30 saniye metanolde 2 dakika distile su iginde bekletildi. Son olarak

transfer tamponunda 5 dakika bekletildi.

Transfer asamasinda ki islemler dikkatli bir sekilde su sira ile yapildi:

» Jzgaranin (-) katot kismina karsilik gelecek sekilde yerlestirildi.

= Kasetin lizerine 1slak siinger onun iizerine de 1slak filtre kagidi yerlestirildi.

= Jel elektroforez aletinden ¢ikarildiktan sonra bir spatula yardimi ile islak filtre

kaginin lizerine alind.

» Yerlestirme sirasinda jel elle hava kabarcigi kalmayacak sekilde diizeltildi ve

lizerine transfer membrani konuldu.

* Transfer membranin iizerine 1slak filtre kagidi ve onun iizerine 2 adet 1slak slinger

konuldu.
= Kapak (+) anod kismi kapatildi.

Hazirlanan jel-membran sistemi, +4°C’de saklanan transfer tampon ile doldurulan
tankin igine aktarildi ve 1smnmayi Onlemek i¢in yanina buz akiileri yerlestirildi.
Tankin kapagi kapatidi ve 95 V, 350 mA’de 1 saatlik akim uygulanarak transfer
gerceklestirildi.
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3.5.3. Problama ve Goriintiileme

Transfer islemi gergeklerstikten sonra membran jel dikkatlice birbirinden ayrildi.
Yikama 2 defa 10’ar dakika olacak sekilde biiyiik kapta 150-200 mL PBS-T ile
karistirict da calkalanarak yapildi. Bloklama c¢ozeltisinde 30 dakika karistiricida
calkalama yapildi. Primer AB ¢o6zeltisinde +4°C’de tiim gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast membran 3 defa 10’ar dakika olacak sekilde yikama ¢ozeltisi ile
karistiricida galkanarak yikama yapildi. Sekonder Ab-HRP-konjugat: ile 60 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Membran 10 mL BCIP-NBT solusyonunda bantlar
belirginlesinceye kadar bekletildi. Kodak IMAGE STATION 2000 MM’de okuma
yapildi.

3.6. Obestain Immiinorektivitesi Pozitif Trisin-SDS-PAGE Jel Fraksiyonlariin
Trisin-SDS-PAGE ile Karakterizasyonu

Calismada ¢ay (Camellia sinensis (L.) Kuntze) bitkisinin QB ekstraktlar1 kuyucuk
basina 30 ug/mL olacak sekilde tiik kuyucuklara yiiklendi. Trisin-SDS-PAGE
uygulamasi, “Trisin-SDS-PAGE” ve “Western Blot Yontemi ile Grelin
Karakterizasyonu” baslig1 altinda verilen trisin-SDS-PAGE ile ayni sartlarda yapildi.
SDS-PAGE’de iz boyasi jelin alt kismina ulagtiginda gii¢ kaynagi kapatildi. Cam
plakalar dikkatlice birbirinden ayrildiktan sonra jel 0,3 mm’lik parcalar seklindi
enlemesine bistiiri ile kesildi. Elde edilen her bir jel pargas1 yine bistiirii yardimiyla
ince ince dilimler haline getirilerek 1,5 mL’lik eppendorf tiiplere alindi. Eppendorf
tipe 1 mL ddHO ilave edilerek jel pargalari cam baget yardimiyla tekrar ezildi.
Vortekslenen 6rnekler 1 gece +4° C de inkiibe edildi. Siire bitiminde vortekslen
ornekler 8000 g’de 15 dakika santrifiizlendi. Elde edilen siipernatan kisimlar
“Materyal Metod” kisminda alt baglik olarak verilen “Bitki ekstraktlarinin obestatin
immiinorektivitesi” yontemi ile jel farksiyonlarinin imminoreaktivitesi direkt ELISA
ile belirlendi. ELISA sonucuna gore obestatin immiinoreaktivitesi gosteren jel
fraksiyonlarinin silipernatan kisimlar1 tekrar “Trisin-SDS-PAGE” bashgi altinda

verilen yonteme gore elektroforetik ayrimi saglandi.
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3.7. Lowry Methoduna Gére Protein Tayini

3.7.1. Reaktiflerin Hazirlanmasi

Lowry reaktifi
A. 29 Na,CO3 +100 mL deiyonize su
B. 0,01 g CuSO,. 5H,0 +100 mL deiyonize su

C. 0.02 g Sodyum Potasyum Tartarat +100 mL deiyonize su

Lowry reaktifi: A,B,C ¢ozeltileri 100:1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi.
NaOH cozeltisi: 2N NaOH

0.8 g NaOH 10 mL distile suda ¢ozildi.

Folin reaktifi: 1N folin reaktifi

2N Folin reaktifi ddH,O ile 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi.

Standart ¢ozeltiler

Standartlar 4 mg/ml olarak hazirlanan stok BSA ¢ozeltisinden 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125,
0.0625, 0.0313, 0.0156 pg/mL’lik konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.
Seyreltmeler distile su ile yapildi.

Numune seyreltmesi: 1/20 (v/v)

QB ekstrakti 1/20 oraninda distile su ile seyreltildi.
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3.7.2. Deneyin yapilist

Deneyin yapilis1 Cizelge 3.7.2.1.”e goredir.

Cizelge 3.7.2.1. Lowry methoduna gore protein tayini ve ¢ozelti miktarlari

Kor Standart Numune
Distile su 100 ul - -
Standart 100 pl
Numune - - 100 wl
2N NaOH 100 pl 100 pl 100 pl
Lowry reaktifi 1mL 1mL 1mL

Kor, standart ve numunelerin iizerine 2 N NaOH ¢ozeltisinden 100 pl eklendi.
90°C’de 10 dakika bekletildi. Ttipler alt tst edildi. 1 mL lowry reaktifi ilave edildi.
10 dakika oda sicakliginda bekletildi. 1IN folin reaktifinden 100 pl ilave edildi.
Tipler hemen vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra kore

kars1 750 nm’de spektrofotometrede absorbanlar1 okundu.

3.7.3. Deney sonug¢larmin hesaplanmasi

Protein miktarlar1 BSA standardi kullanilarak belirlendi. Standartlarin deney
protokoliine uygulanmasindan sonra elde edilen optik dansitelerin konsantrasyona karsi
grafigi ¢izildi (Sekil 3.7.3.1)) ve numunelerin protein miktarlar: standart grafikten elde

edilen esitlige gore hesaplandu.
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Sekil 3.7.3.1. Protein tayininde kullanilan BSA standart grafigi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Protein Tayini Sonug¢lari

QB ekstraksiyonu ile elde edilen Camellia sinensis L. akstraktinin ve serum
havuzunun Lowry metoduna gore belirlenen total protein miktarlar1 Cizelge 4.1.1°de

gosterilmistir

Cizelge 4.1.1. QB ekstraksiyonu ile elde edilen Camellia sinensis L. akstraktinin ve
serum havuzunun protein miktarlari

e Total Protei ku; .

Ornek otal rro emn(_lg)g/g yas doku; Total Protein (mg/mL; n=3)
Insan serumu p 72 +8,28

QB ckstrakti 4,994 + 0,52 1,82 +0,22

4.2. insan Serumu ve QB Ekstraktinin Obestatin Immiinoreaktivitesi

Laboratuarimizda Home-made direkt ELISA yontemi kuruldu. ELISA ydnteminin
standart  grafigi Sekil 3.3.4.1.°de  gosrterilmistir.  Bitki  ekstraklarindaki
obestatin/obestatin-benzeri immiinoreaktif bilesikler home-made direkt ELISA
yontemi ile belirlendi. Cay ekstrakti ve insan serumunun total obestatin
immiinoreaktivitesi Cizelge de ve Sekil de verilmistir. Cizelge 4.2.1°de gore
serumun ve cay ekstraktinin total obestatin immiinoreaktivitesi pg/mL olarak

strastyla 0,121 + 0,053 ve 0,087 £+ 0,012 bulunmustur.

Cizelge 4.2.1. Cay ekstraktinin ve insan serumunun total grelin immiinoreaktiviteleri

Ornek n Total obestatin immiinoreaktivitesi ( X+SD; pg/mL)
Serum 5 0,121 £ 0,053
QB ckstrakt1 | 5 0,087 +£0,012
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Sekil 4.2.1. Insan serumu ve ¢ay ekstraktinin obestatin konsantrasyonu (pg/mL)

Cizelge 4.2.1. ve Sekil 4.2.1°de ise insan serum ve cay ekstrakti orneklerinin mg
protein bagina total obestatin immiinorekativiteleri goriilmektedir. Cizelge 4.2.1.’e
gore serumun ve cay ekstraktinin mg protein basina total obestatin

immiinoreaktivitesi sirasiyla 0,0017 + 0,0002 ve 0,048 + 0,0064 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.2.2. Insan serumu ve cay ekstrakti 6rneklerinin ihtiva ettikleri proteine
gore total grelin immiinoreaktivitesi

Ornek n Total Obestatin immiinoreaktivitesi (X+SD; pg/mL)
Serum 5 0,0017 +0,0002
QB ekstrakt1 | 5 0,048 + 0,0064
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Sekil 4.2.2. Insan serumu ve ¢ay ekstraktinin obestatin konsantrasyonu (ug/mg
protein)

4.3. Trisin SDS-PAGE

Cay bitkisinin QB ekstraktlarinin obestatin-benzeri immiinorektif maddelerin
karakterizasyonu, trisin-SDS-PAGE ile elektroforetik karakterizasyonu yapildi.
Metod optimizasyonunda farli jel konsantrasyonlar: kullanilarak en iyi goriiniimiin
veya ayrimin saglandigi % 10’luk trisin-SDS-PAGE tercih edildi. Trisin-SDS-
PAGE’nin tercih edilmesinde diisiik molekiilii proteinlerin ayriminda daha iyi
sonuglar vermesi goz oniinde bulundurulmustur. Ekstraktin farkli konsantrasyonda
jele uygulanmas1 ve ardindan giimiis nitrat boyamaya tabi tutulan jel elektroforetik
paternine gore degerlendirildiginde en ideal ayrimm 30 pg/mL’lik protein
konsantrasyonunda gozlenmistir. (Sekil 4.3.1.) Ekstraktin degisen protein

konsantrasyonlarindaki elektroforegramlari goriilmektedir.
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Sekil 4.3.1. QB tamponu ile ekstrakte edilen c¢ay ekstraklarimin farkli protein
konsantrasyonlar da gliserollii %10’luk (%49,5 T; %3 C) Trisin—SDS-
PAGE’deki goriintimleri. (a) 100 pg/mL; (b) 75 pg/mL; (¢) 50 pg/mL;
(d) 30 pg/mL.

Sekil 4.3.2’de QB ekstrakti, ¢ok diisiik ranjli molekiiler agirlik markorii (M.W.
1,060-26,600 kDa), protein markor (M.W. 10-250 kDa),ve insan grelin standartinin
elektroforegramlart goriilmektedir. % 10’luk (% 49,5 T; % 3 C) trisin-SDS-PAGE ile
insan grelin hormonu tek band olarak giiriiniimii saglanmigtir. Sekil 8’deki gortiniime
gore hem western blotlama ve hem de ELISA pozitif fraksiyonlarin obestatin-benzeri
immiinoreaktif bilesiklerinin ortaya koyulmasi amaciyla yapilacak olan ¢alisma igin
PAGE sartlarinin saglanmis oldugu kanaatine varilmistir. Cok diisiik ranjli protein
molekiiler agirlik standartinin (1,060-26,600 kDa) trisin-SDS-PAGE goriintiisiinde

bes bant goriilmektedir. 1,060 kDa’luk bant goriiniimii saglanamamustir.
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Sekil 4.3.2. Ekstrak, Obestatin, grelin ve protein markdriiniin %10’luk (% 49,5 T; %
3 C) gliserollii trisin-SDS-PAGE’deki elektroforetik bant profilleri. (N)
QB ekstrakti; (Ghrl) insan grelin satandart1 ve protein molekiiler agirlik
standarti elektroforegramlari. (N) Ekstrak 20 pg/mL; (OBS) obestatin
standartt (MW: 2,545 kDa); (Ghrl) grelin satandartt (MW: 3,371 kDa) ;
(M) Cok diisiik ranjli protein molekiiler agirlik standard: (1,060-26,600
kDa).

4.4. SDS-PAGE ile ELISA Pozitif Obestatin-Benzeri immiinoreaktif Band

Fraksiyonlarimin Karakterizasyonu

Bitki ekstraktinin % 10’luk trisin-SDS PAGE’de yiiriitiildiikten sonra boyama
islemine gecmeden jelin 3 mm’lik enine kesilmesi ile elde edilen jel pargalarinin
protein izolasyonu ardindan tekrar % 10’luk trisin-SDS PAGE’de yiiriitiilmesi ile
elde edilen elektroforetik band goriiniimleri Sekil’da goriilmektedir. Sekil ‘ya gore
insan-antigrelin antikorlar1 ile ELISA teknigine goére pozitif reaksiyon veren
fraksiyon tek band olarak gozlenmistir. Elde edilen band protein molekiiler agirlik
standartlar1 ile karsilastirildiginda yaklasik olarak 12 kDa agirliginda oldugunu

gostermektedir.
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Obestatin-benzeri
immiinoreaktif bilesik band1

Obestatin (2,545 kDa)

Sekil 4.4.1. ELISA pozitif fraksiyonlarin % 10’luk trisin-SDS-PAGE’deki bant
paterni. (1) Cay ekstrakti; (2) Protein molekiiler agirlik standarti (10-
250 kDa); (3) Cok diisiik ranjli protein molekiiler agirlik standardi
(1,060-26,600 kDa); (4) ELISA pozitif fraksiyon; (5) obestatin
satandartt (MW: 2,545 kDa).

4.5. Western Blot Analizi Sonuglari

Camellia sinensis L (¢ay) ekstraktinda obestatin benzeri immiinoreaktif bilesiklerin
karakterizasyonu western blot teknigi ile ortaya koyuldu. Western blot analizi
sonucunda QB tamponu ile elde edilen ekstrakta obestatin-benzeri immiinorekatif
bilesiklerin mevcut oldugu ortaya koyulmustur (Sekil 4.5.1.). Ayrica, western blot
analizinde elde edilen band gorintiisiinin SDS-PAGE ile ELISA pozitif grelin

benzeri immiinoreaktif bilesiklerin band goriiniimii ile uyumludur.
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A

Obestatin-benzeri
immiinorektif bilesik band1
bestatin standart

Sekil 4.5.1. Camellia sinensis L (cay) ekstraktinda obestatin-benzeri immiinoreaktif
bilesiklerin western blot analizi ile elde edilen bandlarin goriiniimii. A:
%10 tisin-SDS-PAGE protein molekiiler agirlik standartlari. (1) Protein
molekiiler agirlik standart1 (10-250 kDa); (2) Cok diisiik ranjli protein
molekiiler agirlik standardi (1,060-26,600 kDa). B: (1) insan serumu; (2)
ekstrakt (30 pg/mL); (3) ekstrakt (15 pg/mL); (4) insan obestatin
standart1 (10 pg/mL).
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Obestatin kesfinden itibaren hem fizyolojisi ve hem de hastaliklara olan iliskisi
arastirlmaktadir. Ozellikle obezite ile birlikte diyabet, psikolojik yeme bozuklugu
iliskisi arastirilan konularin en basinda gelmektedir. Obestatin peptiti dikkatleri

lizerine ¢ekmeyi bagarmis ve bir¢ok arastirmaya konu olmustur.

Obestatinin biyolojik dokularda ¢esitli formlarda olmasi ve tayini i¢in farkli 6lgiim
yontemlerinin kullanilmast biyolojik orneklerde obestatin tayini analitik agidan
giivenilir sonuglarin elde edilmesini etkilemektedir. Immiinolojik tayin yontemleri ile
obestatin tayininde c¢esitli teknolojik problemlerle ve zorluklarla karsilasilmaktadir.
Obestatin tayininde yasanan zorluklar ve teknolojik problemler giivenilir sonuglarin
elde edilmesinde g6z Oniine alinmasini gerektirmektedir. Obestatin Ol¢limiinde
kullanilan farkli 6l¢im yontemleri (home-made veya ticari olarak sunulan tayinler)
Cizelge 5.1.°de Ozetlenmistir. Ticari olarak sunulan kitlerde obestatine karsi

gelistirilen antikorlar peptidin amildenmis C-terminal kismini tanimaktadirlar.

Cizelge 5.1. Obestatin tayininde kullanilan yontemler

.. N . s . PR Numune
Orjin Ornek tipi Tayin tipi Antikor/spesifiklik islemlenmesi
Phoenix Competitive EDTA + Proteaz
harmaceuticals Serum/plazma (RIA, Anti-obestatin-NH2 | inhibitorii + C18
P ELISA) ekstraksiyonu
Competitive . . NH2 EDTA +
Alpco Serum/plazma (ELISA) Anti-obestatin-NH2 Proteay inhibitérii
- Competitive - . EDTA + Proteaz
Millipore Serum/plazma (RIA) Belirtilmemis inhibitorii
. Competitive | , EDTA + Proteaz
Sceti Serum/plazma (ELISA) ‘ inhibitorii
Competitive . . . .
Bachem Serum/plazma (ELISA) Belirtilmemis Belirtilmemis

Yapilan literatiir tarama c¢aligmasinda insan, sigan ve fare gibi omurgali canlilarda
obestatin seviyelerinin Ol¢limiine dayali birgok verinin bulunmasina ragmen, bitki
dokularinda obestatin 6l¢iimii ile ilgili higbir calismaya rastlanmamistir ve ilk defa
bu tez calismasinda cay (Camellia sinensis (L.) Kuntze) bitkisinin yesil taze
filizlerinde obestatin immiinoreaktivitesine bakilmistir. insan plazma ve ¢ay bitkisi

ekstraktindan home-made ve diger bir ¢alismalarimizda kullandigimiz ticari kitle
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elde ettigimiz sonuglar kullanilan yontemin ozellikleri ile birlikte Cizelge 5.2.°de

verilmistir.

Cizelge 5.2. Cay ve insan plazma orneklerinde obestatin seviyeleri

Orjin Ornek Tayin tipi Antikor/spesifiklik | Numune islemlenmesi | Obs. Kon.
tpi (ng/mg prot.)
Alpco | Plazma Competitive | Anti-obestatin- NH2 EDTA + Proteaz | 0,052 + 0,005
ELISA NH2 inhibitori
( ) (Monoklonal) (Budak vd. 2014)
Alpco | Camellia | Competitive | Anti-obestatin- TCA/aseton 0.859 +0.072
sinensis (ELISA) NH2 presipitasyonu/fenol
(L) (Monoklonal) ekstraksiyonu + (Budak vd 2014)
Kuntze Proteaz inhibitorii
Home- | Plazma Direkt Anti-obestatin- EDTA + Proteaz 1,70+ 0,20
made (ELISA) NH2 inhibitori (Bu calisma)
(Poliklonal) calls
Home- | Camellia | Direkt Anti-obestatin- QB ekstraksiyonu + 48, 00 + 6,40
made | sinensis (ELISA) NH2 Proteaz inhibitorii (Bu calisma)
(L) (Poliklonal) u cals
Kuntze

Cizelge 5.2.’deki verilere gore ticari kitle elde edilen insan plazma ve ¢ay obestatin
sonuglart home-made yontemle bulunan sonuglardan daha diistiktiir. Sonuglardaki
farkliliklarin sebebi kullanilan immiinolojik yonteme ve numune islemlenmesinde
farkliliklardan kaynaklanabilir. TCA/aseton presipitasyonu/fenol ekstraksiyonu ile
total protein ekstraksiyonu QB ekstraksiyonuna gore daha fazla islem basamagi
icermektedir ve ekstraksiyon islemi boyunca protein kayiplarinin olmasi
muhtemeldir. Tayin yonteminde monoklonal antikor kullaniminin yerine poliklonal
antikor kullanimi grelin geni iriinii olan obestatinin yani sira diger grelin geni

tiriinleri (progrelin) ile de reaksiyon vermesine yol agabilir.

Hipotalamus veya gastrointestinal yolda iiretilen biyolojik olarak aktif peptitler i¢in
uluslararasi standart heniiz yoktur. Obestatin de bu biyolojik olarak aktif peptidlerden
biridir. Bu beptitlerin uluslararas1 standartlarinin olmamasi hizli yikilimlarina
baglidir. Dolayisiyla farkli laboratuarlardan elde edilen sonuglar biiyiikk oranda
farkliliklar gosterebilmektedir. Ozellikle immiinolojik tayin prensibine dayanan ve
ayni ticari firmanin iirettigi kitlerle yapilan 6l¢timlerden elde edilen sonuglar da bile

laboratuarlar arasi farkliliklar gézlenebilmektedir.
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Cay, Cin, Japonya, Kuzey Hindistan, Endonezya gibi Dogu ve Uzakdogu iilkelerinde
yetigen ve uygun iklim kosullarina sahip diger iilkelerde de kiiltiirli yapilan, binlerce
yildan beri taninan bir bitkidir. Cay diinyada sudan sonra en ¢ok igilen ikinci
icecektir ve milattan once 3000 yilindan itibaren sosyal bir etkinlik ve aligkanlik
olarak tiiketilmektedir. Cayin cecitli formlarmin sindirime yardimci etkisi, kan
temizleyici, viicut sicakliginmi diisiirticti, dis ve kemik gii¢clendirici, immiin sistemi ve
kalbi gii¢clendirme, besin zehirlenmesini engellemesi, viriislere karst koruma ve kan
sekerini diistirticii etkileri gibi bir¢ok terapatik etkileri oldugu bilinmesinin yani sira
yesil ¢ay infiizyonlar1 ve yesil ¢ay ekstraklarinin ayn1 zamanda kilo kaybi1 ve/veya

kilo denetimi tizerine 1liml1 etkiye sahip oldugu da bilinmektedir.

Omurgalilarda grelin ve obestatin hormonlarinin kilo denetiminde rolleri oldugu
deneysel calismalrda ispatlanmistir. Bitkilerde obestain ile ayni1 grelin geni
{iriinlerinden olan grelin hormonunun Immunohistokimyasal yéntemle erik ve dut
bitkilerinin parankima dokularinda grelin hormonu tespit edilmistir. Bulgular
Western Blot, RIA, HPLC yontemleri ile de dogrulanmustir. Bitkilerde grelinin
molekiiler agirligi ve amino asit dizilimi heniiz bilinmemesine ragmen bitkilerde
grelin hormonunun fonksiyonunun biiytime ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir
(Aydin vd 2006). Aydin ve arkadaslarinin (2006) yaptiklar1 ¢alismaya paralel olarak
Budak ve arkadaslar1 (2014a) yogun olarak tiiketilen birgok bitkide grelin
immiinorektivitesini ELISA yontemi ile ortaya koymuslardir. Grelin ile ayni genin
iriinii olan ve grelin hormonuna fizyolojik olarak zit etki gosteren obestatin
hormonunun yogun olarak tiiketilen bir¢ok bitkide Budak ve arkadaslari (2014b)

tarfindan ELISA yontemi ile ¢aligilan bitkilerdeki immiiniireaktivitesi belirlenmistir.

Bu calismada ise ¢ay bitkisinin yesil filizlerinde direkt ELISA yontemi ile obestatin
immiinorektivitesi gosteren ekstrakta obestatin immiinoreaktifitesine sebep olan
peptidin trisin-SDS-PAGE ve Western Blot ile karakterizasyonu yapilmustir.
%10’luk trisin-SDS-PAGE ile ayrimi saglanan bitki proteinlerinin enlemesine
kesilmesi ile elde edilen jel pargalarinda obestatin immiinoreaktivitesi taranmistir.
Obestatin pozitif ¢ikan fraksiyonlar islemlenerek tekrar 9%10’luk trisin-SDS-
PAGE’de yiiriitiilmiistiir. Insan-anti-obestatin antikorlar1 ile ELISA teknigine gore
pozitif reaksiyon veren fraksiyon trisin-SDS-PAGE’de tek band olarak gozlendi.
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Elde edilen band, protein molekiiler agirlik standartlar1 ile karsilastirildiginda
yaklagik olarak 12 kDa agirligina karsilik gelmektedir. Elde edilen band paterni insan
obestatin standartt (MW: 2,545 kDa). ile karsilastirildiginda insan anti-obestatinin
antikorlarinin insan obestatininden daha biiyiikk molekiiler agirlikli protein ile
reaksiyona girdigi goézlenmistir. Bu durum ya bitkilerde obestatin ile ayn1 sekansa
sahip bagka bir proteinin bulunduguna veya progrelin peptidinin obestatin ve grelin
tiriinlerine par¢alanmamis formu ile reaksiyona girdigine isaret etmektedir. Ciinkii
insan progrelin peptidi yaklasik olarak 12 kDa civarinda molekiiler agirlikli bir
peptiddir.

Cay ekstraktinda obestatin-benzeri immiinoreaktif bilesiklerin karakterizasyonu
western blot teknigi ile de ortaya koyulmustur. Western blot analizi sonucunda QB
tamponu ile elde edilen ekstrakta obestatin-benzeri immiinorekatif bilesiklerin
mevcut oldugu gozlenmistir. Ayrica, western blot analizinde elde edilen band
goriintiisiiniin trisin-SDS-PAGE ile ELISA pozitif obestatin-benzeri immiinoreaktif

bilesiklerin band goriiniimii ile de uyumludur.

Sonug olarak cay bitkisinin taze filizlerinden elde dilen protein ekstraktinda obestatin
immiinoreaktivitesi gézlenmis olup Western blot ve trisin SDS-PAGE karakterize
edilmistir. Karakterizasyonu yapilan obestatin-benzeri immiinoreaktif maddelerin
yapisal ozellikleri protein sakans caligmalari ile belirlenmesi ve fizyolojik etkilerinin
ortaya koyulabilmesi i¢inde hiicre kiiltiirii veya hayvan deneyleri gibi daha ileri
caligmalarin yapilmasim1 gerektirmektedir. Ancak bu caligmalar sonucunda yogun

olarak tiiketilen ¢ayin obestatine bagli etkilerinin tartisilmasina imkan saglanacaktir.
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6. ONERILER

1. Insanda obestatinin fizyolojik rolii hakkinda ¢ok az bilgi bilinmektedir.
Obestatinin, mide ve barsaklardan hormonlar ve maddeler aracilif1 ile beyine
aclik veya doygunlukla ilgili sinyalizasyonun saglandigi kompleks mide-beyin
ag1 kapsaminda fonksiyonlar1 oldugu asikardir. Dolayisiyla, obestatin
hormonunun obesite, kilo denetimi gibi son derece giincel olan saglik durumlar
dikkate alindiginda, bu hastaliklar {zerine etkilerinin ortaya koyulmasini

gerektirmektedir.

2. Calisilan omurgali canli tiirlerinde obestatin hormonu, grelin hormonu ile
birlikte ayni gen tarfindan kodlanmaktadir. Grelin hormonunun canlilar
aleminde evrensel bir hormon olabilecegi fikrinin ortaya atilmasina ragmen
bitkiler alemindeki canlilar i¢in yapilan ¢aligmalar son derece azdir ve bitkiler
aleminde obestatin hormonunun karakterizasyonu ile ilgili ¢alisma sadece bu
calisma ile simirhidir. Dolayisiyla, obestatinin bitkiler &lemindeki canlirdaki
fizyolojik etkilerinin ortaya koyulmasi ve bitkilerdeki obestatin-benzeri
immiinoreaktif bilesilerin tanimlanarak insan sagligi {lzerine etkilerinin

tartismaya ac¢ilmasi gerekmektedir.

3. Obestatin tayininde standart bir metod yoktur. Cesitli viicut sivilarinda ve diger
canlilarin biyolojik dneme sahip 6rneklerinde obestatin tayini i¢in standart bir
medtod kurularak ve uluslararasi standardizasyonu saglanarak hali hazirdaki

yontemlerden dogan farkliliklarin ortadan kaldirilmasi gerekmektedir.

4. Bu tez calismasindan elde ettigimiz verilere gore yaklasik olarak 12 kDa
agirhiginda obestatin benzeri immiinoreaktif bilesik karakterize edilmistir. Bu
protein insan progrelinine karsilik gelmektedir. Bu durumun acikliga
kavusturulabilmesi i¢in karakterize edilen proteininin peptid dizi analizinin

yapilmasi gerekmektedir.

5. Bitkilerdeki obestatin-benzeri immiinorektif bilesiklerin saflastirilarak hiicre,
hayvan denyleri ile olasi fizyolojik etkilerinin ortaya koyulmasi ¢alismaya deger

bir konudur.
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6. Bitkisel orjinli insan obestatin-benzeri immiinoreaktif maddelerin bitki

fizyolojisindeki rollerinin tanimlanmasi zirai uygulamalara katki saglayabilir.
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