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KISA OZET

METFORMININ LiPID METABOLIZMASI UZERINE ETKILERININ 3T3-L1
HUCRELERINDE INCELENMESI

Hatice DURAL

Obezite, glinumizde giderek artan bir prevalansa sahip bir halk saglik sorunu olarak pek
¢ok kronik hastaligin temelini olusturmaktadir. Metformin ise 6zellikle tip 2 diyabet
tedavisinde yaygin olarak kullanilan anti-diyabetik bir ilagtir. Metformin son yillarda,
obezite ve lipid metabolizmas1 fiizerindeki etkileri oldukca dikkat c¢ekmektedir.
Metforminin obezite ve lipid metabolizmasinda etkilerinin molekiler diizeyde
anlasilabilmesi i¢in in Vitro obezite ¢alismalarinda siklikla tercih edilen bir model olan
3T3-L1 pre-adiposit hiicre hatt1 kullanilmistir.

Bu tez c¢alismasinda farklilastirilmis 3T3-L1 adiposit hicrelerine metformin
uygulamasiyla lipit metabolizmasinda gorev alan bazi temel proteinlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi arastirilmasi amaglanmistir. Bu baglamda ii¢ farkli deney grubu
olusturulmustur: Kontrol grubu, farklilastirilmis hiicre grubu ve farklilagtirilmis hiicrelere
metformin uygulanmis grup.

Pre-adiposit 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmaya indiiklenmesi igin pre-diferansiyasyon
ortamn (IBMX, DEX, Insiilin) ve diferansiyasyon ortamm (Insiilin) kullanilmistur.
Metformin uygulamasi farklilastirma siirecinde gercgeklestirilmistir.

Hicrelerden izole edilen proteinler Western Blot yontemiyle analiz edilmistir. Lipid
metabolizmasinda rol oynayan PPAR y, SREBPlc, FASN ve ACC proteinlerin
ekspresyonlart GAPDH referans proteini kullanilarak degerlendirilmistir. Elde edilen
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bulgular farklilastirma grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda mevcut proteinlerin
ekspresyon diizeylerinde beklenenin aksine bir azalma gézlemlenmistir. Ancak metformin
uygulanan grupta farklilagtirma grubuna gore anlamli bir artis gézlenmistir. Bu durum
metforminin farklilagsma sirasinda olusan baskilanmay1 tersine cevirerek adiposit
hiicrelerinin fonksiyonlar1 lizerinde diizenleyici bir etki yarattigini gostermektedir. Protein
ekspresyonlarindaki  degisiklikleri desteklemek amaciyla qRT-PCCR yontemi
gerceklestirilerek genlerin mRNA ekspresyonlar1 analiz edilmistir. Gen ekspresyon
analizleri, protein ekspresyonlarindaki degisikliklerle uyumludur. Farklilasma grubunda
kontrol grubuna kiyasla gen ekspresyonlarinda azalma, metformin uygulamasiyla
tekrardan bir artma gézlemlenmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda metforminin yalnizca glukoz metabolizmasina degil,
adiposit hiicrelerinin farklilagmasi ve lipit metabolizmasi Uzerindeki dizenleyici bir etkisi
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda metforminin adiposit
hiicrelerinin fonksiyonlar1 ve lipit metabolizmas: tizerindeki etkileri ilk kez bu 6zgiil
protein ve mRNA paneli Uzerinden degerlendirilerek metforminin potansiyel lipit
metabolizmasindaki regiilator 6zelliklerine 151k tutmustur.

Anahtar Sozclkler: Obezite, Metformin, Adiposit, 3T3-L1, Lipid Metabolizmasi

Bilim Dali Sayisal Kodu: 20610
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF METFORMIN ON LIPID METABOLISM
IN 3T3-L1 CELLS

Hatice DURAL

Obesity is an increasingly prevalent public health issue today and forms the basis of many
chronic diseases. Metformin is a widely used anti-diabetic drug, especially in the treatment
of type 2 diabetes. In recent years, the effects of metformin on obesity and lipid
metabolism have attracted considerable attention. To understand the effects of metformin
on obesity and lipid metabolism at the molecular level, the 3T3-L1 pre-adipocyte cell
line—a commonly preferred model in in vitro obesity studies—was used.

In this thesis study, it was aimed to investigate the effects of metformin application on the
expression levels of certain key proteins involved in lipid metabolism in differentiated
3T3-L1 adipocyte cells. In this context, three different experimental groups were
established: control group, differentiated cell group, and metformin-treated differentiated
cell group.

For the induction of differentiation in pre-adipocyte 3T3-L1 cells, a pre-differentiation
medium (IBMX, DEX, insulin) and a differentiation medium (insulin) were used.
Metformin was applied during the differentiation process.

Proteins isolated from the cells were analyzed using the Western Blot method. The
expressions of PPARy, SREBPIlc, FASN, and ACC—proteins involved in lipid
metabolism—were evaluated using GAPDH as a reference protein. The results showed a
decrease in the expression levels of these proteins in the differentiation group compared
to the control group, contrary to expectations. However, a significant increase was
observed in the metformin-treated group compared to the differentiation group. This
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suggests that metformin reverses the suppression occurring during differentiation and
exerts a regulatory effect on adipocyte cell functions. To support the changes in protein
expressions, gene expression analyses were performed using the gRT-PCR method. Gene
expression analyses were consistent with the changes in protein expression. While there
was a decrease in gene expressions in the differentiation group compared to the control,
an increase was observed again with metformin treatment.

In conclusion, this thesis study demonstrates that metformin has a regulatory effect not
only on glucose metabolism but also on adipocyte cell differentiation and lipid
metabolism. Within the scope of this study, the effects of metformin on adipocyte
functions and lipid metabolism were evaluated for the first time using this specific protein
and mRNA panel, shedding light on the potential regulatory role of metformin in lipid
metabolism.

Key Words: Obesity, Metformin, Adipocyte, 3T3-L1, Lipid Metabolism

Science Code: 20610
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1 GIRIS VE AMAC

1.1 Giris

Obezite, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde prevalansi hizla artmakta olan metabolik
bir bozukluktur. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) verilerine gore diinya ¢apinda bir milyardan
fazla insan obezdir ve bu deger gittik¢e artmaktadir. Obezitenin temelini, enerji alimi ve
enerji harcanmasmin dengesizliginden kaynakli artan adipoz doku miktari
olusturmaktadir. Obezite, enerji metabolizmasi bozuklugunun yani sira hiicresel diizeyde

karmagsik bir dizi biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarin bir sonucudur.

Adipogenez sureci pre-adiposit hiicrelerin olgun adipositlere farklilasmasini saglayan ¢ok
basamakli karmasik bir siiregtir. Bu siire¢, bir dizi transkripsiyon faktorii araciligiyla
gerceklesmektedir. Ozellikle peroksizom proliferator aktiveli reseptor gamma (PPARY),
CCAAT/ giiglendirici baglayici protein o (C/EBPa), sterol diizenleyici element baglayici
protein 1c (SREBP1c) ve yag asit sentaz (FASN) gibi metabolik proteinler farklilasma

stirecinde onemli rol oynamaktadirlar.

Adipogenez slrecinin in vitro modellerde incelenmesi igin 3T3-L1 pre-adiposit hiicre hatt1
adipositlere farklilagsmada siklikla tercih edilmektedir. Bu hiicre hatt1 uygun farklilagsma
kosullarinda adipositlere farklilastirilmakta ve adipogenez siirecinin molekiiler diizeyde

anlasilmasina olanak saglamaktadir.

Tip 2 diyabet tedavisinde birincil basamak tedavi olarak kullanilan metformin, biguanid
sinifina ait oral, anti-hiperglisemik farmakolojik bir ajandir. Genel etki mekanizmast,
hepatik glukoneogenezin baskilanmasi ve periferik insiilin duyarliligmin artmasidir.
Metformin bu etkilerini 5’- adenozin monofosfat (AMP) ile aktive olan protein kinaz
(AMPK) bagimli ve bagimsiz yollar araciligiyla gergeklestirmektedir. Ancak son yillarda
gerceklestirilen galigmalar, metforminin anti-adipojenik etkilerinin dikkat ¢ekici oldugu
yonlndedir. Metforminin insiilin sinyal yollar1, inflamasyon, mitokondriyal fonksiyon ve

hiicresel enerji metabolizmasi {izerinde ¢esitli etkileri bulunmaktadir. Ancak metforminin



lipit metabolizmasi Uzerindeki etkilerine iliskin bulgularda bazi geligkiler yer almaktadir.
Bazi caligmalar metforminin adiposit farklilasmasini inhibe ettigini 6ne siirerken, diger
calismalar bu etkinin hiicre tipine, uygulama dozuna, siiresine ve farklilasma evresine
bagli olarak degisiklik gosterebilecegini gostermektedir. Metforminin lipid metabolizmasi
iizerindeki etkilerinin altinda yatan karmasik mekanizmay1 anlayabilmek ve bu celigkileri

ortadan kaldirabilmek adina daha fazla aragtirmaya gerek duyulmaktadir.

1.2 Amag

Sonug olarak bu calismada, 3T3-L1 pre-adipositlerin farklilagsma siiresince uygulanan
metforminin adipogenez siireci ve lipid metabolizmasi tizerindeki etkilerinin incelenmesi
amacglanmaktadir. Elde edilen veriler 1s1gmnda bu ¢alismanin, metforminin adiposit
farklilasmas1 ve lipit metabolizmasindaki diizenleyici potansiyel etkilerinin ortaya

konulmasi ve literatiirdeki karisikliklar1 aydinlatmasi amaglanmaktadir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Obezite

Diinya Saglk Orgiitii (DSO) obeziteyi, saglik agisindan risk olusturan anormal ve asir1
yag birikimi olarak tanimlamaktadir (Bluher, 2020). Obezite, asir1 yag depolanmasiyla
ortaya c¢ikan ruhsal ve fiziksel sorunlara da sebebiyet veren bir enerji metabolizmasi
bozuklugudur. Viicutta harcanamayan enerjinin yag olarak depolanmasi pek ¢ok saglk
probleminin olusmasma zemin olusturmaktadir. Bu durum kisilerin yasam siiresini ve

kalitesini olumsuz etkilemektedir (Simsir et al., 2018).

2.1.1 Obezitenin Belirlenmesi ve Derecelendirilmesi

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére bir bireyin obez olarak tanimlanmasinda beden kitle indeksi
(BKI) kullanilmaktadir. BKI, bireyin viicut agirligmin (kg), bireyin boyunun (m) karesine
boliinmesiyle hesaplanmaktadir (BKI=kg/m?) (WHO, 2015). DSO’ye gore uluslararasi
obezite smiflandiriimasi Tablo 2.1: Yetiskinlerde BKi ne gére zayiflik, fazla kiloluluk ve
obezitenin smiflandirilmasi (Obezite, n.d.) *de verilmistir.

Tablo 2.1: Yetiskinlerde BKi’ne gore zayiflik, fazla kiloluluk ve obezitenin
smiflandirilmas: (Obezite, n.d.)

BKI (kg/m2)
Smiflandirma Temel kesisim noktalar1 Gelistirilmis kesisim
noktalar1

Zayif (distik agirlikln) <18.50 <18.50
Asin diizeyde zayiflik <16.00 <16.00
Orta diizeyde zayiflik 16.00 - 16.99 16.00 - 16.99
Hafif diizeyde zayiflik 17.00 - 18.49 17.00 - 18.49
Normal 18.50 - 24.99 105072299

23.00 - 24.99
Toplu, hafif sisman, fazla kilolu | >25.00 >25.00
Sismanlik 6ncesi (Pre-obez) 25.00 - 29.99 25.00 - 27.49




27.50 - 29.99
Sisman (Obez) >30.00 >30.00

30.00 - 32.49
Sisman I. Derece 30.00 - 34-99

32.50 - 34.99

35.00 - 37.49
Sisman II. Derece 35.00 - 39.99

37.50 - 39.99
Sisman III. Derece > 40.00 > 40.00

Obezite i¢in viicutta asir1 yag birikimi kadar, bu yagin viicutta bulundugu bdlge ve
dagilimi1 da son derece dnemlidir. Viicuttaki yagin bulundugu bolge ve yagin dagilimi,
hastaliklarin morbidite ve mortalitesi ile de son derece iligkilidir. Bolgesel yaglanmanin
dagilimi erkek ve kadin bireylerde genetiksel olarak fark gostermektedir. Obezitede yag
viicudun {iist bdlgesinde (elma tip), bel, list karmn, gdgiis bolgesinde ve cilt altinda
toplandig1 sekle Android tip (erkek tipi) denilmektedir. Obezitede yag viicudun alt
bolgesinde (armut tip), kalca, uyluk, bacaklar ve cilt altinda toplandig1 sekle ise Jinoid tip
(kadin tipi) denilmektedir (Obezite, n.d.).

Karm (abdominal) yaglanma miktarinin belirlenmesi i¢in bel ¢evresi/kalga ¢evresi orani
siklikla kullanilan basit yontemler arasindadir. Yagin abdominal bolge ve i¢ organ
etrafinda toplanmasiyla insiilin direnci, tip 2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, koroner
arter hastaliklarma yakalanma riski yakindan iliskilidir. Ayrica bel ¢evresi Ol¢limiiniin
erkeklerde 94 cm, kadmlarda ise 80 cm ve iizerinde olmasi1 da hastaliklarla yakindan
iliskilidir (Demiray, Yorulmaz, 2023). Bu nedenle, obezitenin degerlendirmesinde
yalnizca beden Kitle indeksi gibi genel smniflandirmalar yeterli olmayip, bireyin
vicudundaki yag dagilimi da dikkate alinmalidir. Yag dagilimi analizleri ile
bireysellestirilmis tedavi yaklasimlar1 gelistirmek ve obeziteye bagh gelisen

komplikasyonlarin 6nlenmesinde kritik bir role sahiptir (Ozrail et al., 2022).

2.1.2 Obezitenin Etiyolojisi

Obezite genel anlamiyla enerji metabolizmasinin dengesizliginden kaynaklanan
multifaktoriyel bir hastalik olsa da obezitenin etiyolojisi oldukca karmasiktir. Obezitenin
etiyolojisi, genetik, cevresel, psikolojik ve sosyal faktérlerden olusmaktadir. Temel

faktorler arasinda, beslenme aliskanliklari, yetersiz fiziksel aktivite diizeyi, yas, cinsiyet,
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egitim diizeyi, sosyoekonomik duzey, kultirel etmenler, genetik yatkinlik, psikolojik
etmenler, hormonal ve metabolik bozukluklar, sigara ve alkol kullanimi, kullanilan baz1
ilaglar, ekonomik diizey ve 6zellikle kadinlarda dogum sayisi ile dogumlar arasi siire

bulunmaktadir (Riaz et al., 2023).

Dengesiz beslenme ve fiziksel aktivite yetersizligi, obezitenin bilinen en yaygin nedenleri
arasinda bulunmaktadir. Yiksek kalorili ve besin igerigi diisiik gidalarin fazlaca
tiiketilmesi ve sedanter yasam sekli, bireylerde enerji alimi ve harcanmasi arasinda
dengesizlige yol agarak kilo artisina neden olmaktadir. Cevresel faktorler kadar genetik
faktorlerde obezitenin gelismesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle leptin
genindeki genetik varyasyonlar, istah ve enerji dengesini dogrudan etkilemektedir. Insiilin
duyarliligindaki degisiklikler ve epigenetik modifikasyonlar genetigin obezite lizerindeki
etkileri arasinda 6rnek gOsterilebilmektedir (Concepcion-Zavaleta et al., 2024). Psikolojik
faktorler de obezite gelisimiyle yakindan ilgilidir. Stres, anksiyete ve depresyon gibi
psikolojik durumlar, duygusal yeme davraniglarini tetikleyerek asir1 kilo alimina neden
olabilmektedir. Ayrica, uyku durumu bozukluklari da hormonal dengeleri etkileyerek
istah artisina ve obeziteye yol agabilmektedir (Riaz et al., 2023). Hormonal ve metabolik
bozukluklar da obezite ile yakindan iligskilendirilmektedir. Hipotiroidizm, Cushin
sendromu, leptin direnci, insulin direnci, polikistik over sendromu, hiperlipidemi,
hiperglisemi, hipertansiyon gibi metabolik bozukluklar enerji dengesini etkileyerek

obeziteye zemin hazirlayabilmektedir (Mazza et al., 2024).

Obezite nedenleri arasinda bulunan sosyoekonomik faktorler, diisiik gelir ve egitim
diizeyine bagli olarak, bireylerin saglikli beslenmeye, saglik hizmetlerine ve fiziksel
aktiviteye erisimde zorluklar yasamasiyla iligkilendirilebilmektedir. Sonu¢ olarak,
obezitenin etiyolojisi ¢ok yonli ve oldukca karmasiktir. Bu nedenle, obeziteyle
miicadelede bireysel ve toplumsal diizeyde kapsamli stratejiler gelistirilmesi
gerekmektedir. Bunlar arasinda saglikli beslenme aligkanliklarmin tesviki, fiziksel
aktivitenin artirilmasi, psikolojik destek hizmetlerinin sunulmasi ve sosyoekonomik

esitsizliklerin azaltilmasi gibi 6nlemler bulunmaktadir (Adamou et al., 2024).



2.1.3 Obezitenin Sebep Oldugu Saglik Problemleri

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore diinya capindaki 6liimlerin %63’ii bulasic1 olmayan
hastaliklar sebebiyle gerceklesmektedir. Bulasici olmayan hastalik dliimlerinin %48’1
kardiyovaskiiler hastaliklar, %21°1 kanserler, %12’si kronik solunum sistemi
hastaliklarindan, %3,5’u diyabetten kaynaklanmaktadir (WHO, 2021). DSO verilerine
gore 2022 yilinda diinyada 2,5 milyar yetiskin fazla kilolu, 890 milyon yetiskin ise
obezdir. Yaklasik olarak her 8 kisiden 1’1 obez olarak hayatina devam etmektedir. 1990
yilindan 2022 yilina kadar yetiskinlerde obezite iki kattan fazla artarken, ergenlik ¢agi
obezitesi ise dort katina ¢ikmustir. Obezitenin prevalansindaki hizli artigina bagl olarak
ikincil hastaliklarin anlagilmas1 ve tedavisi halk saglhigi agisindan biiylikk O6nem
tasimaktadir (WHO, 2023). Obezite, bireyin yalnizca yasam Kkalitesini diistiren bir
durumun yanmda, pek ¢ok kronik hastaligin etiyolojisinde yer alan dnemli bir risk
faktortdir. Obez bireylerde, artan adipoz doku miktarina bagli olarak, proinflamatuvar
sitokinlerin ve adipokinlerin salinimi artarak insiilin direnci, ateroskleroz, karaciger
hastaliklari, bazi kanser tiirleri ve psikolojik hastaliklarin goriilme siklig1 da artmaktadir

(Schubel et al., 2018).

Obezite, viseral yag dokusundaki artis sebebiyle kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde
rol oynayan multifaktoriyel bir risk etmenidir. Artan adipoz doku, timér nekroz faktori-
a (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve leptin gibi proinflamatuvar sitokinlerin ve adipokinlerin
salintmini artirarak inflamasyona neden olmaktadir. Bu durum endotel disfonksiyon,
arteriyel sertlik, aterosklerotik plak olusumu araciligiyla kardiyovaskiiler sistemde hasara
neden olmaktadir (Powell-Wiley et al., 2021). Ayrica obez bireylerde siklikla goriilen
dislipidemi, hipertansiyon, instlin direnci gibi metabolik sendrom belirtecleri
ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler hastaliklar riskini de arttrmaktadir (Piché et al.,
2020).

Obezite ile karaciger hastaliklari, karaciger yaglanmasi da ¢ok yakindan iligkilidir. Artan
adipoz doku karacigerde lipid birikimiyle birlikte steatoz, non-alkolik yagli karaciger
hastaligit (NAFLD), metabolik disfonksiyonla iligkili steatotik karaciger hastaligi
(MASLD), hepatoseliiler karsinom (HCC) gibi hastaliklara sebep olmaktadir (Chaney,
2021). Obez bireylerde %70 oraninda MASLD gortlmektedir. MASLD; instlin direnci,



artmig serbest yag asidi ve inflamatuar sitokin salmimina bagli olarak karaciger
hicrelerinde hasara yol acan bir hastaliktir. Hastaligin ilerleyen durumunda karaciger
nakli gibi agir tablolar goriilebilmektedir. Bu durum obezitenin sadece metabolik bir
bozukluk olmasmin yanmnda ciddi bir hepatotoksik durum olarak daha ciddi

degerlendirilmesi gerektigini ortaya ¢ikartmaktadir (Younossi et al., 2024).

Tip 2 diyabet mellitus (T2DM) risk faktorleri arasinda obezite, en sik karsilasilan
faktorlerden biridir. Obezitenin, serbest yag asitleri, 1L-6, TNF- a gibi sitokinlerin
salinimini tetiklenmesiyle sistematik insiilin direncine sebep olur. Bu durum, karaciger,
kas ve yag dokusunda insllin sinyal yolaklarinda bir bozukluga sebep olarak glukozun
hiicre igine girisine engel olur. Artan glisemik yiki dengelemek icin pankreatik
hiicrelerde fazla insiilin salgilanmasiyla hiicresel fonksiyon kaybi gorulir. Bu durum
T2DM’nin patogenezini olusturur (Chandrasekaran & Weiskirchen, 2024). Yapilan
calismalarda, beden Kitle indeksindeki (BKI) her 5 kg/m*lik artis T2DM riskini %90°’a

varan oranlarda bir artiga sebep oldugunu gostermektedir (Lingvay et al., 2022).

Metabolik sendrom (MetS); abdominal obezite, hipertansiyon, insilin direnci,
hiperglisemi ve dislipidemi (yiiksek trigliserid, diisiik yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) duzeyi ile tanmimlanan kardiyometabolik bir durumdur. Obez bireylerde MetS
goriilme riski, normal BKI degerine sahip bireylere oranla 4-6 kat daha fazladir. Obezite
derecesi arttikga MetS bilesenleri de ona paralel olarak artmaktadir. Obezite MetS’in hem
baslamasmda hem de ilerlemesinde merkezi bir role sahiptir. Obezitenin kontrol altina
almmast metabolik sendroma bagli gelisen kardiyovaskiiler ve metabolik
komplikasyonlarin 6nlenmesinde ciddi bir 6neme sahiptir (Belladelli et al., 2022; H.-L.
Kim et al., 2022; D. F. Wang et al., 2025).

Artan yag dokusu ile pulmoner sistem (zerine artan baski ve sistemik inflamasyonun
tetikledigi  biyokimyasal degisiklikler nedeniyle solunum sistemi yakindan
etkilenmektedir. Abdominal obezite, diyaframin hareketini kisitlayarak akcigerlerin
hacminin azalmasina neden olur. Bu durum total akciger kapasitesinde, fonksiyonel
kapasitede ve soluk verme hacminde kisitlamalar yaparak astim, obstriiktif uyku apnesi
sendromu (OUAS) gibi solunumsal hastaliklarin gériilme riskini arttirmaktadir. Ozellikle

OUAS ile obezite arasinda yakindan bir iliski bulunmaktadir. Ust solunum yollarindaki



yumusak doku hacminin artmasi, kas dokusunun azalmasina bagli tekrarlayan uyku
ataklarina, akciger ¢okmelerine ve kandaki oksijen seviyelerinin azalmasina sebebiyet

vermektedir (Arslan et al., 2024; Ren et al., 2021).

Obezitenin direkt olarak en ¢ok etkiledigi sistemler arasinda viicut agirliginin mekanik
yiiklenmesine bagl olarak kas ve iskelet sistemi bulunmaktadir. Fazla kilo kalca, bel ve
diz bolgesindeki eklemlere asir1 basinca bagl olarak yapisal ve fonksiyonel hasara neden
olabilmektedir. Artan yag kiitlesi ve azalan kas kiitlesiyle beraber obez bireylerde hareket
yeteneginin azalmasi, denge kaybi, postiir bozukluklari, sarkopeni ve ortopedik hasarlar
siklikla goriillmektedir. Obez bireylerde kas-iskelet sistemi hasari, diisme ve kirik riskini
arttirmakta, hayat kalitesini ciddi oranda azalmaktadir. Bu durum, obezitenin sadece
metabolik etkilerinin yan1 sira hareket sistemini ve bireysel hayati da yakindan etkileyen
bir saglik sorunu oldugunu gostermektedir (R. Chen & Armamento-Villareal, 2024;
Donini et al., 2022).

Obezitenin fiziksel ve biyokimyasal etkilerinin yani sira bireyde psikolojik ve sosyal
acidan etkileri bulunmaktadir. Bireylerde gérilen psikolojik etki genelde beden algisinin
begenilmemesinden kaynaklanmaktadir. Obez bireylerde genel popiilasyona oranla
depresyon, anksiyete ve diisiik 6zsaygi gibi sorunlar daha sik goriilmektedir. (Dakanalis
et al., 2023). Ozellikle kadmlarda toplumsal giizellik kaliplarina uyamama hissi, duygusal
yeme davranislarini tetiklenmektedir. Bu durum da obeziteyle iliskilendirilerek kisir bir
dongii olusturmaktadir. Obezitenin psikolojiyle ¢ift yonlii etkileri yalnizca fiziksel tedavi
sireci yerine psikososyal yonlerle biitiinciil yaklasim gerekmektedir (Bremner et al.,
2020).

Obezitenin yakindan iliskili oldugu bir diger hastalik grubu ise kanserdir. Asir1 kilo veya
obezite dizeyleri, kanserin dnlenebilir nedenleri arasinda bircok kanser tirlinun artan
yaygimliginin ana belirleyicilerindendir (Friedenreich et al., 2021). Obezitenin artmasina
bagli olarak bireylerde kanser riski de artmaktadir. Kanser c¢esitlerinden 6zellikle
menopoz sonrast meme kanseri, endometriyum kanseri, kolorektal kanser, pankreas
kanseri, bobrek kanseri, 6zofagus adenokarsinomu ve tiroit kanseri obez bireylerde
siklikla goriilmektedir (de Andrade Mesquita et al., 2023). Obezite, yag hiicresinin

endokrin fonksiyonu degistirmektedir. Obezitenin neden oldugu metabolik bozukluklar,



insiilin direnci, buna bagl gelisen hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve kronik inflamasyon
tiimor mikrogevresinde ve bagirsak mikrobiyomunda degisikliklere neden olmaktadir.
Ozellikle obez bireylerde siklikla arttig1 goriilen insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-
1), hiicre proliferasyonunu ve tiimor gelisimini destekleyen sinyal yollarmi aktive
etmektedir. Artan adipoz doku, leptin salinimini arttirarak timor hticresinin blytmesini
desteklerken, timor baskilayici goreve sahip adiponektin salmimi baskilamaktadir. Bu

durum kanser hiicrelerinin biiyiimesini kolaylastirmaktadir (Karra et al., 2022).

Sonug olarak obezite sadece fazla kilo alimiyla sinirlandirilabilecek bir hastalik degildir.
Vcuttaki sistemleri etkileyerek kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger, bobrek hastaliklar,
solunum yolu hastaliklari, diyabet ve metabolik sendrom, kas-iskelet hastaliklari,
psikolojik rahatsizliklar ve kanser cesitleriyle pek c¢ok hastalikla yakindan
iliskilendirilmektedir. Bu nedenle obezitenin 6nlenmesi ve toplumda obezite yonetimi

yalnizca bireysel sagligin 6tesinde bir durumdur.

2.1.4  Obezitenin Dunyadaki Durumu

Obezite, onceki yillarda ekonomik diizeyi yiiksek olan gelismis iilkelerde goriilen bir
saglik sorunu iken giiniimiizde ekonomik diizey fark etmeksizin her iilkede gorilebilen
bir halk saglig1 sorunu haline gelmistir. Ozellikle son 50 y1ldir obezitenin yaygmhig: diinya
capinda hizla artarak pandemi boyutlarma ulasmistir (Bliiher, 2019). DSO verilerine gore
obezite tanis1 almig birey sayis1 yaklagik olarak 400 milyondur. Obezite oranlarindaki artig
cogunlukla Amerika Birlesik Devletleri’nde goriilmekte olup, giiniimiizde her 3 yetiskin
bireyden birinde obezite gortilmektedir (Rosenthal et al., 2017). ABD’de yapilan bir
incelemede 20 yasim lizerindeki niifusun %22,5’inin obez, %54,9’unun asir1 kilolu oldugu
gosterilmistir. Incelemenin yaptig1 tahminlere gore 2030 yilinda ABD’deki birgok
eyalette obezite sikliginin %50 oranina varacagi 6ngoriilmektedir (Borrell & Talih, 2012).
Obezite artig1 ile ilgili yapilan bir ¢alisma da OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development -Ekonomik Is birligi ve Kalkinma Orgiitii) iilkelerinde son on
yilda obezitenin bilylik bir oranda arttigi ve OECD iilkelerinin niifusunun yarisindan
fazlasinin (%52,6) asir1 kilolu ya da obez oldugu belirlenmistir (Devaux & Sassi, 2013).
16 farkli Avrupa iilkesinde yapilan ¢alismada ise obezite yaygmligmin kadinlarda %11,5,



erkeklerde ise %14 oldugu belirlenmistir. BKi’si 25’in iistiinde olanlarin oram ise

kadlarda %40,8 iken erkeklerde %54,5 olarak belirlenmistir (Gallus et al., 2015).

Fa\
i3 ®

Key

W s10%
[ 10-20%
[l 2030%
| EESS

Source: NCD RisC:
Not to be reproduced without permission © World Obesity Federation, London. For permission requests please contact

PDF created on April 11, 2025

Sekil 2-1: Diinya'da Yetiskinlerde Obezite Yaygmlig1 (BKI >30 kg/m?) (TUIK
Kurumsal, n.d.)

2.1.5 Obezitenin Tiirkiye’deki Durumu

Obezitenin Tiirkiye’deki durumu incelendiginde ise durumun diger Ulkelerden ¢ok da
farkli olmadig1 goriilmektedir. Ulkemizde erigkin toplumda obezite sikhigi 6zellikle
kadinlarda %30 oranlarina ulagsmaktadir. 2010 yilinda Tiirkiye Beslenme ve Saglik
Aragtirmast’na gore Tiirkiye’deki obezite sikligi kadinlarda %41, erkeklerde %20,5, genel
toplumda ise bu oran %30,3 olarak belirlenmistir (TBSA, 2010). Tiirkiye’ de 12 yil arayla
540 merkezde, 20 yas ve tizeri 24.788 yetiskinin dahil edildigi popiilasyon temelli yapilan
TURDEP-I (Turkiye Diyabet Prevalans) ve TURDEP-II ¢alismalarina gore 1998 yilinda
obezite prevalanst %22,3 (kadinlarda %32,9, erkeklerde %13,2) iken; 2010 yilinda bu
oran %31,2 ‘ye (kadinlarda %44,2, erkeklerde %27,3) yiikselmistir. Obezitenin yas
dagilimi incelendiginde obezite sikliginin 30’lu yaslarda artis gosterdigi, 45-65 yas

araliginda en lst seviyeye ulastig1 gozlemlenmistir. Ayrica ¢ocuk ve adolesanlarda da
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obezitenin arttig1 goriilmektedir (Berberoglu & Hocaoglu, 2021; Satman, 2016). Sonug
olarak Tiirkiye’de hem yetigkinlerde hem de ¢ocuklarda asir1 kilo ve obezite yaygmligi
onemli dl¢iide artmustir (TUIK Kurumsal, n.d.).

Kadin viicut kitle indeksi dagihmi, 2008-2022
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Kurumsal, n.d.)
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2.2  Metformin

Metformin, gucli glukoz diisiiriicii etkileri, iyi bilinen giivenlik profili ve nispeten diisiik
maliyeti nedeniyle tip 2 diyabet tedavisinde birinci basamak tedavi yéntemi olarak tercih
edilmektedir (Lamoia & Shulman, 2021). Metforminin ilk olarak 1772’lerde Galega
officinalis bitkisinden ekstrakte edilerek kullanilmaya baslanmistir. Metforminin anti-
diyabetik etkisi ile ilgili gerceklestirilen ilk arastrma Jean Sterne tarafindan
gerceklestirilmistir. Bitkisel kokenli olan bu ila¢ 1994 yilinda Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan klinik kullanim onay1 almistir. Ilerleyen zamanlarda
FDA, metformin icin en cok recetelenen ilk dort ilagtan biri olduguna dair bir bildiri
yaymlamistir. Buna ek olarak Diinya Saglik Orgiitii tarafindan metforminin anti-diyabetik

ilag listesinde temel ilaglar arasinda yer aldigina dair agiklama yapmustir.(Bailey, 2017).

Metforminin  temel etki mekanizmas1 karacigerdeki hepatik glukoneogenezin
baskilanmasidir. Ayrica metformin insiilin metabolizmasi tzerinde de regulator gorevleri
nedeniyle insulin direnci bulunan kisilerin tedavisinde etkin bit kullanim gostermektedir.
Metformin regulator etkileri gosterirken genelde kullandigi en etkili mekanizma
mitokondriyal solunum zincirindeki kompleks I’in inhibisyonuna neden olarak 5°-
adenozin monofosfat (AMP) ile aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonunu
saglamas1 araciligiyla gerceklesmektedir. Metformin anti-diyabetik etkilerini glukoz
metabolizmasi iizerinden gergeklestirmektedir. Glukoz metabolizmasina etkilerinin yani
sira lipid metabolizmasi tizerinden kilo kontroliiniin saglanmasi, hicresel redoks
dengesinin saglanmasi ve protein metabolizmasi regiilasyonu gibi ¢esitli biyokimyasal

stireclerde de aktif rol oynamaktadir. (Yerevanian & Soukas, 2019).

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinde birincil basamak tedavi olarak tercih edilen bir ilag
olarak etkilerini optimum diizeyde gosterebilmesi icgin terapétik araligmin iyi bir sekilde
tanimlanmasi son derece Onemlidir. Clnki ilacin hem faydali pleiotropik etkileri
nedeniyle recetelenme sikligi artmakta hem de yanlis doz uygulamalariyla birlikte
ozellikle bobrek fonksiyonu bozulmus bireylerde olumsuz etkilere yol acabilmektedir.
Ayrica uzun siireli veya yanlis dozda metformin kullanimi, laktik asidoz riski ve B12

vitamini eksikligi gibi yan etkilere de neden olabilmektedir (Kajbaf et al., 2016).
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Oral yoldan uygulanan metformin, uzun siireli salimimda formulasyon géstermektedir.
Metformin 12,3 bir pKa degeri ile fizyolojik pH araliginda pozitif yiklu, hidrofilik bir etki
gostermektedir. Bu fizyolojik yapisi farmakokinetigini etkileyen 6nemli parametrelerden

biridir (Gonzéalez-Casanova et al., 2025a).

Metforminin oral yoldan alinmasiyla biyoyararlanim orani yaklasik olarak %50-60
araligindadir. %50-60 oraninda emilim sonrasi ila¢g portal vene gegerek karacigerde
birikmektedir. Klinikte kullanim i¢in 6nerilen optimum doz miktar1 genellikle 1-2 g/giin
(yaklasik 20 mg/kg-gln) araligindadir. Uygulanan bu doz miktar1 plazmada 1-40 uM aras1
metformin konsantrasyonunu olusturmak igin yeterli gelmektedir. Terap6tik plazma
arahig1 yaklasik 10-40 uM olmaktadir. Ancak ila¢ karacigerde birikim gosterdigi igin
karacigerdeki konsantrasyonlar ise bu degerin 2-3 kat1 olabilmektedir. Metforminin
uygulama dozundan ve uygulama seklinden meydana gelen degisiklikler nedeniyle etki
mekanizmasinda celiskiler bulunmaktadir. Bu nedenle metforminin etki mekanizmasi tam
olarak netlesmemistir ¢linkii yapilan birgok ¢alismada terapotik diizeyin ¢ok tistiinde (MM
dizeylerde)  dozlar  kullamlmistir.  Bu  yizden  metforminin  etkilerinin
degerlendirilmesinde doz, uygulama yolu ve bireysel farkliliklar dikkate alinarak

gerceklestirilmesi en dogru sonug igin vazgegilmezdir (Lamoia & Shulman, 2021).

2.2.1 Metformin Kimyasal Yapis1

Biguanid tlrevlerinden biri olan metformin, 1920°1i yillarda kimyasal ismiyle 1,1-dimetil
biguanid olarak kimyasal bir sentetik olarak sentezlenmistir. Kimyasal olarak 1,1-dimetil

biguanid olarak bilinen metformin ¢ogu yerde direkt olarak ticari ismiyle de bilinmektedir.

Metforminin molekiler formili C4H11Ns’tir. Molekiiler agirligi ise 129,16 g/mol’diir (Q.
Chen et al., 2017). Molekilin yapisal formiili ve {i¢ boyutlu yapisi Sekil 2.3” te
gosterildigi gibidir.

13



Sekil 2-3:Metforminin yapisal formiilii ve i¢ boyutlu yapis1 (Q. Chen et al., 2017)

2.2.2 Metforminin Etki Mekanizmasi

Metformin anti-diyabetik etkileri, glvenilir kullanim sekli, nispeten diisiik maliyeti,
yiiksek tolere edilebilirligi ve diisiik toksisite gibi etkileri nedeniyle tip 2 diyabet
tedavisinde birinci basamak kullanim i¢in siklikla tercih edilen bitkisel kdkenli bir ilagtir.
Metforminin anti-diyabetik etkilerinin altinda yatan molekiler mekanizmanin incelendigi
pek c¢ok arastirma bulunmaktadir. Glukoz diisiiriicii etkilerinin karacigerdeki hepatik
glukoneogenezin inhibisyonu tizerinden gergeklestirmektedir. Ancak metforminin bu

etkisinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamuistir.

Metformin, mitokondriyal solunum zincirindeki kompleks I’i inhibe ederek hem
AMP/ATP oraninda hem de NAD*/NADH oraninda bir degisiklige yol agmaktadir. Bu
degisiklik hiicrelerde enerji dengesinin sensorii olarak gorev alan AMP ile aktive olan
protein kinaz (AMPK) aktivasyonunu saglamaktadir. Metformin ana etkisini bu yol
araciligiyla gergeklestirmektedir. Ancak bazi arastirmalarda metforminin hem AMPK’ye
bagimli hem de AMPK’den bagimsiz mekanizmalar araciligiyla etki ettigi

gosterilmektedir (Szymczak-Pajor et al., 2022).

Metformin AMPK’den bagimsiz olarak mitokondriyal gliserol 3-fosfat dehidrogenazin
(mGPD) rekabetci olmayan bir inhibitori olarak etki etmektedir. Bu durum gliserol-fosfat
mekiginin inhibisyonu ile sonu¢lanmaktadir. Metforminin temel etki mekanizmasi Sekil
2-4’te gosterildigi gibidir (Apostolova et al., 2020).
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Sekil 2-4:Metforminin mitokondriyal etkisinin gosterilmesi. (Apostolova et al., 2020)

2.2.2.1 Metforminin Hepatik Glukoneogenez Uzerine Etkisi

Hucrelerde hepatik yoldan glukoz dretimi (HGP), total endojen glukoz Uretiminin
yaklagik olarak %90’m1 olusturmaktadir. HGP, hiicresel ve sistemik glukoz dengesi icin
son derece kritik bir role sahiptir. Biyokimyasal sureclerin sonunda elde edilen net HGP,
glukoneogenez, glukoliz, glukojenoliz ve glukojen sentezi slreclerinin tamamimi
kapsamaktadir. Vlcuttaki net HGP dengesi glukoz metabolizmasi ve glisemik kontroli

icin oldukca blyuk bir 6neme sahiptir (M. C. Petersen et al., 2017).

Tip 2 diyabet hastaligi durumunda, HGP miktar1 giderek artar ve aglik hipergliseminin
olugsmasina neden olmaktadir. Metformin kullanimi ile karacigerde, karaciger kinaz B1
(LKB1) aracihigiyla AMPK fosforile edilir. Bu durum glukoneojenik genlerin
transkripsiyonu baskilar. Bunun sonucunda hiicrelerde glukoneogenez uretimi
gerceklesmez ve T2D nedeniyle artan hiperglisemi diizeyi kontrol altinda tutulur (He,
2020).
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Ancak gerceklestirilen bazi arastirmalarda, AMPK geninin silindigi fare modellerinde
dahi metforminin HGP’yi inhibe ettigi sonucuna varilmaktadir. Bu durum, metforminin
AMPK’den bagimsiz mekanizmalar araciligiyla HGP’yi baskiladiginin = kaniti
niteligindedir. (Lamoia & Shulman, 2021).

AMPK’den bagimsiz ilerleyen bir diger mekanizma ise daha 6nce bahsedilen metforminin
mGPD inhibitori olarak gorev aldigi ve hicre igerisindeki mitokondriyal redoks
homeostazini bozarak, 6zellikle laktat ve gliserol gibi redoks bagimli substratlar Gzerinden
glukoneogenezi baskiladigi ve bunun sonucunda HGP’yi inhibe ettigi mekanizmadir
(Madiraju et al., 2014).

Gergeklestirilen bir arastirmada da kiiltiirlenmis primer hepatosit hiicreleri, farmakolojik
olarak kullanilan metformin dozlarinda cAMP ile uyarilan glukoz {iretimini yaklasik
olarak yar1 yariya azalttigi gézlemlenmistir. Arastirma, gozlemlenen bu etkinin
pankreasin o hiicrelerinden salinan glukagon hormonunun glukoneogenezi uyarmasmin
baskilanmast sonucu olustugunu bildirilmektedir. Primer hepatosit hucrelerindeki
reseptorlere glukagon baglanmasiyla cAMP iiretiminden sorumlu olan adenilat siklazi
baskilar. Kisacas1 yapilan deneyler sonucunda metforminin hepatositlerde glukagon
sinyalini bozdugunu ve bu sekilde glukoneogenezi dnledigi belirtilmektedir (Y. Wang et
al., 2019).

Ozetle metformin, karacigerde hepatik glukoneogenezin inhibisyonunu AMPK’ye
bagimli ve AMPK’deb bagimsiz yollar araciligiyla gergeklestirmektedir. Metformin bu
sayede, ozellikle aclik glukoz seviyelerini diisiiriir ve insiilin direnciyle iliskilendirilen

hiperglisemiyi kontrol altinda tutmaktadir.

2.2.2.2 Metforminin AMPK’ye Bagimli Etkisi

AMPK genel olarak viicutta metabolik yollarin kontroliiniin saglanmasiyla enerji
homeostazinin korunmasinda rol oynamaktadir. Bir serin/treonin kompleksi olan AMPK,
3 alt birimden olugmaktadir. Bu birimler katalitik a- birimi (a-1 ve a-2), iskelet B- birimi
(B-1 ve B-2) ve regulator y-birimi (y-1, y-2 ve y-3)’dir (Sekil 2-5).
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AMPK heterodimerleri, katalitik-o alt biriminin kinaz bolgesinde bulunan treoninl?72
(Thr172) fosforilasyonu araciligiyla aktive olmaktadir. AMPK aktivasyonu igin son
derece 6nemli bir yukar1 yonli kinaz olan LKBI1’dir. LKB1 gesitli sinyal yollar
araciligiyla Thr172’yi fosforile etmektedir. Ayrica AMPK, hiicrede Cat+2 ve DNA
hasarlarmin artmasi sonucu da aktive olabilmektedir. Thr172’nin LKB1’den bagimsiz bir
fosforilasyon yolu da kalsiyum/kalmodiilene bagimli protein kinaz kinaz 2 (CAMKK2)
tarafindan kalsiyum artmasina yanit olarak gergeklesmektedir (Kismiroglu et al., 2020).

AMP/ATP Ca*”

e
\ Thr172 » /

AMPK'nin Regiilasyonu

) A }
Anabolik Katabolik

* Yag asitleri sentezi * Glikoz alimi/Glikoliz

. Ko.lesterol sentezi * Yag asitleri oksidasyonu
* Glikoneogenez * Otofaji

* Protein sentezi

Sekil 2-5: AMPK 'nin hiicresel regiilasyonu (KISMIROGLU et al., 2020)

AMPK’ye bagimli bir sekilde ilerleyen en bilinen mekanizma ise mitokondriyal kompleks
I’in inhibisyonudur. Mitokondriyal solunum zinciri kompleks I, indirgenmis NADH
araciligiyla ATP sentezi igin gerekli olan protonlarin transmembrana pompalanmasinda
gorev almaktadir. Olusan bu mitokondriyal proton gradyani ve sonrasinda ortaya ¢ikan
ATP, glukoneogenez reaksiyonunun enerji kaynagidir. Metformin ise bu yolaktaki

elektron tasima zincirinin aktivitesini azaltarak [ATP]/[ADP] ve [ATP]J/[AMP]
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oranlarinda diisiise sebep olmaktadir. Ozellikle hepatositlerdeki bu diisiik enerji yiikii
AMPK aktivitesi saglamakta ve enerji yoksunlugunda glukoneogenezin baskilanmasi ile

sonuglanmaktadir.

AMPK’ye bagimli olarak 6ne siiriilen bir diger mekanizma ise glukoneogenez siirecinde
gorev alan HGP’yi azaltan sebep olarak bazi genlerin ifadelerinin azalmasina bagl olarak

gelisen bir siire¢ oldugu diisiiniillmektedir (Y. Wang et al., 2019).

Lipogenezde hepatik glukozun azalmasi ve mitokondride oksidasyonun artmasi sonucu
karacigerde insiilin duyarliligi artmaktadir. Metformin tedavisi uygulanan siganlarla
gerceklestirilen bir arastirmada, lipogenezle iliskili bazi genlerin ekspresyonlarinda
azalma tanimlanmistir. Siganlara uygulanan metforminin asetil-CoA karboksilaz (ACC)
aktivitesini distirdiigii sonucuna varilmistir. ACC, asetil-CoA’ dan malonil- CoA
biyosentezini katalizlemektedir. Malonil-CoA molekiilii ise de novo yag asidi biyosentezi
sirecinde baslangig¢ substrati olarak gorev almaktadir. Ayrica ACC, yag asidi oksidasyon
basamaklarnda hiz smirlayici bir goéreve sahip olan karnitin palmitoil transferaz I’in
(CPT-I) inhibitéridiir. ACC inaktivasyonu aracihigiyla azalan malonil -CoA
konsantrasyonu, lipid sentezinde azalma ve yag asidi oksidasyonunda artmaya Sebep
olmaktadir. (Y. Wang et al., 2019).

Glukoneogenezin baskilanmasi siirecinde AMPK’ye bagimli gergeklesen Onemli
yolaklardan bir digeri ise siklik AMP regiilator eleman baglayici protein olarak bilinen
CREB tarafindan diizenlenen transkripsiyon koaktivatér 2 (CRTC2) ve hepatosit niikleer
faktor 4 (HNF4) gibi bazi1 transkripsiyon faktorlerinin baskilanmasi yoludur. Bu
transkripsiyon faktorleri bazi glukoneojenik enzimlerin ekspresyonunun uyarilmasinda

gorev almaktadirlar. (Szymczak-Pajor et al., 2022).

2.2.2.3 AMPK’den Bagimsiz Etkisi ve Artan Sitozolik Durum

Metforminin 6nemli bir diger etki mekanizmast ise hepatik gliserol-3-fosfat dehidrogenaz
2 (GPD2) aktivitesinin baskilanmasi sonucu gerceklesen artan sitozolik redoks
durumudur. Metformin uygulamasi gergeklestirilen bazi arastirmalarda metforminin

hiicreye alimini saglayan ¢oklu ila¢ ve toksin ekstriizyonu 1 (MATE1), organik katyon
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tastyicis1 1 (OCT1) ve OCT3 tasiyict proteinleri araciligryla karaciger, bobrek ve ince
bagirsak gibi dokularda birikebilmektedir (Le et al., 2024).

Metforminin AMPK’den bagimsiz ger¢eklesen en 6nemli biyokimyasal streclerden biri
olarak malat aspartat mekigi tizerindeki etkisi gosterilebilmektedir. Metformin malat-
aspartat mekiginin baskilanmasinda gorev almaktadir. Malat-aspartat mekigi 6karyotik
canlilarda oksidatif fosforilasyon i¢in yar1 gecirgen bir 6zellige sahip olan mitokondriyal
ic zar sistemi boyunca glukoliz reaksiyonu sirasinda tretilen elektronlarin yer
degistirmesinde rol alan biyokimyasal bir sistemdir. Ayrica malat-aspartat mekigi redoks
tepkimesindeki dengelerin uzun siireli degisikliklerini regtle etmektedir (Farahani et al.,
2025).

GPD2’nin gliseroliin glukoneogeneze katilimi iizerine etkileri yadsinmaz bir dneme
sahiptir. Glukoneogenez reaksiyonlarinda daha fazla gliserol katilimi gerektiginden
T2DM hastalarinda gliserol dongiisii artmaktadir. Ancak gliserofosfat mekigi, malat-
aspartat mekiginin hizin1 gegemedigi durumlarda dahi metformin redoks dengesini
degistirerek hiicresel kararliligi siirdiirmektedir. Bu sayede metformin, AMPK’den
bagimsiz olarak hicrelerde artan redoks durumunu dengeleyerek glukoneogenezi

baskiladig1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir (Szymczak-Pajor ve ark., 2022).

2.2.3 Obezite Calismalarinda Metforminin Kullanimi

Metformin uzun suredir T2DM tedavisinde birincil basamak tedavi olarak kullanilmasina
ragmen son yillarda obezite ile iliskili mekanizmalarin arastirilmasinda siklikla tercih
edilen farmakolojik bir ajan olarak dikkat cekmektedir. Temel etki mekanizmasi hepatik
glukoneogenezin inhibisyonu, periferik insiilin duyarliligin arttirilmas: ve AMPK sinyal
yolunun aktiflestirilmesiyle enerji metabolizmasmnin regiilasyonunu saglamaktadir
(Artasensi et al, 2023). Metformin, AMPK aktivasyonu araciligiyla lipit
metabolizmasinin anabolik sureglerinden lipogenez ve adipogenez inhibisyonunu
saglamaktadir. Ozellikle obezite galismalarinda metforminin, yag dokusunun artmasi,
trigliserid sentezi ve yag hiicrelerinin farklilagsmasmin inhibisyonu gibi streglerdeki rolu

aragtiritlmaktadir (van Stee et al., 2018).
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Metforminin 3T3-L1 pre-adiposit hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda, lipit metabolizmasi
sureclerinde gorev alan PPARy, C/EBP o ve SREBP1c, FASN ve FABP4 Uzerinde
baskilayici bir etkisi oldugu goézlemlenmistir. Metforminin obezitenin molekiiler
mekanizmasi iizerinde yarattigi hicresel diizeydeki degisiklikler metforminin etkisini
daha da ilgi ¢ekici hale getirmekte ve metformini obezitenin anlasilmasi ve tedavisindeki
potansiyelini guclendirmektedir. Ancak metforminin lipit metabolizmasina etkisinin
altinda yatan etki mekanizmasi tam olarak bilinememektedir (Sirtori et al., 2024).
Metforminin 6zellikle adipogenez tizerindeki etkileri olduk¢a karmagiktir. Metforminin
yag hiicrelerinin olusumunu baskiladigma dair yapilan calismalarda metforminin
uygulama dozuna, uygulama siresine, hicre tipine ve deney kosullarma baglh
degisiklikler oldugu belirtilmektedir. Sonu¢ olarak, metforminin glisemik kontrol
etkisinin yani sira lipit metabolizmasi iizerinde yadsinamaz bir etkisi oldugu ancak bu
etkinin karmasikligi nedeniyle metforminin etki mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in daha

fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir (D. Chen et al., 2018a).

2.3 Lipid Metabolizmasi

2.3.1 Lipidlerin Gorevleri ve Smiflandirilmasi

Lipidler, canli organizmalarda hayati 6énemlere sahip suda c¢dziinmeyen, hidrofobik
biyomolekillerdir. Lipidler, ti¢ temel sekilde hiicresel islevlere katkida bulunurlar.
Bunlardan ilki, hiicreyi cevreleyen, segici bir bariyer olan hiicre zarmmn yapisini
olusturmasidir. Ikincisi, hlicreye enerji kaynagi olarak enerji metabolizmasinda rol
almasidir. Bir digeri ise, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminde rol oynamasidir. Bu
ti¢ temel islevin yan1 sira hormon uUretimi, 1s1 regiilasyonu, dayaniklilik gibi rolleri de
bulunmaktadir (Mutlu et al., 2021).

Lipidler, LIPID MAPS siniflandirma sisteminde, yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore
8 kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar yag asitleri, gliserolipitler, gliserofosfolipitler,
sfingolipitler, sterol lipitler, prenol lipitler, sakkarolipitler ve poliketidlerdir (Liebisch et
al., 2020; Sud et al., 2007).
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Ozellikle yag asitleri (FA) doymus ve doymamis yapida, uzun hidrokarbon zincirlerden
olusan molekiiler bilesiklerdir. Yag asitlerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, karbon
atom sayisi, doymusluk derecesi, ¢ift bag sayisi, hidrojen atomlarmin pozisyonlari ile
belirlenmektedir. Doymus ve doymamis, tekli ve c¢oklu, uzun, orta ve kisa olarak
siniflandirilmaktadir. Yag asitleri glukoz gibi besinler kullanilarak De Novo olarak
sentezlenebilmektedir veya hiicre dis1 alanlardan alinabilmektedir. Yag asitleri, viicutta
fizyolojik islevlerin gergeklestirilmesinde, sinyal molekiillerinin iletiminde, enerji

depolanmasinda gorev almaktadir (Koundouros & Poulogiannis, 2020).

2.3.2 Lipid Metabolizmasinin Ana Yollar1

Lipidlerin hiicresel islevlerini yerine getirebilmesi i¢in sindirilmesi, emilmesi, taginmas,
depolanmasi, yikilmasi ve sentezlenmesi gereklidir. Bu biyokimyasal olaylarin tamamma

lipid metabolizmas1 denilmektedir (Bian et al., 2021).

2.3.2.1 Lipogenez

Lipogenez, viicuda enerji alimmin fazla oldugu durumlarda aktif hale gelen anabolik bir
biyokimyasal sirectir. Hicre icerisinde, dokularda, adipositlerde ve hepatositlerde de
novo lipogenez meydana gelebilmektedir. Linoleik asit ve a-linolenik asit esansiyel yag
asitlerindendir. Bu nedenle Linoleik asit ve a-linolenik asit disindaki yag asitleri viicut
tarafindan sentezlenebilmektedir (Dyall et al., 2022). Asetil-CoA’nin uzun zincirli yag
asitlerine doniismesiyle baslayan bu slre¢ besinsel, hormonel ve transkripsiyonel
sinyallerle duzenlenmektedir. Viicuda fazla miktarda alman glukoz, glukoliz yoluyla
piriivata doniistiiriiliir. PirQivat ise mitokondride Krebs dongust yoluyla asetil-CoA’ya
doniistiiriliir ve sitozole aktarilir (Todoric et al., 2020). Asetil-CoA’nmn malonil-CoA’ya
doniismesinde asetil-CoA karboksilaz enzimi gorev almaktadir. Bu doniisim De Novo
lipogenezin hiz smirlayict basamagidir. Malonil-CoA ve yag asidi sentaz (FASN)

araciligiyla uzun zincirli yag asitleri olusmaktadir (
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Sekil 2-6) (Koundouros & Poulogiannis, 2020).
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Sekil 2-6: De Novo Lipogenez Basamaklari (Che et al., 2019). ACLY: Adenozin
trifosfat sitrat liyaz, ACAC (ACC): Asetil-CoA karboksilaz, FASN: yag asidi sentaz,
MUFA: tekli doymamis yag asitleri, PUFA: Coklu doymamis yag asitleri, GLUT:
Glukoz tastyicilari, SCD1: Srearoyl-CoA desaturaz.

2.3.2.2 Lipoliz

Enerji dengesinde énemli bir role sahip olan lipoliz, trigliseritlerin yag asitleri ve gliserole
hidrolize olmasin1 saglayan katabolik bir biyokimyasal siirectir. Enerji ihtiyacinin arttigi
durumlarda, viicuttaki enerji ihtiyacini dengelemek amaciyla adipositlerde depolanan

trigliseritlerin hidrolize olmaktadir (Palacios-Marin et al., 2023).

Depolanmus trigliseritlerin hidrolizinde bir dizi enzimatik reaksiyon gorev almaktadir. Bu
enzimatik strecte hormon duyarl lipaz (HSL), adiposit trigliserit lipaz, monoasilgliserol
lipaz gibi 6nemli lipazlar gorev almaktadir. Yag hiicrelerinin hidrolizini tesvik eden ve
onemli bir katekolamin olan norepinefrin ise, adenilat siklaz uyarimiyla ikincil bir haberci
olan siklik AMP (cAMP) seviyelerini arttirarak protein kinaz-A (PKA) aktivasyonunu
saglamaktadir. Bu aktivasyon, ATGL ve HSL lipazlarinin fosforilasyonu saglayarak
lipolitik siireci baglatmaktadir (Sekil 2-7) (Palacios-Marin et al., 2023).
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Sekil 2-7: Adipositlerde Lipoliz Sureci (Ahmadian et al., 2010). TAG: Triasilgliserol,
DAG: Diasilgliserol, MAG: Monoasilgliserol, B-AR: B-adrenerjik reseptor, AC: adenilat
siklaz.

2.3.2.3 B-Oksidasyon

Serbest yag asitlerinin, mitokondri matriksinde yikildig1 katabolik biyokimyasal bir
stregtir. B-oksidasyon siireci hiicresel enerji tiretiminde temel rol oynamaktadir. Adiposit
hicrelerinde lipoliz yoluyla trigliseritler serbest yag asitlerine pargalanmaktadir. Bu
serbest yag asitleri mitokondriye iletilerek burada asetil-CoA’ya okside olmaktadirlar
(Tahri-Joutey et al., 2021) .

Serbest yag asitlerinin mitokondri igerisinde girmesi, karnitin tasima sistemi araciligiyla
gerceklesmektedir. Dis mitokondriyal membranda yer alan karnitin palmitoiltransferaz |
(CPT 1), yag asitlerinin mitokondriye gecisine izin vermektedir (Liao et al., 2024).
Mitokondri matriksinde oksidasyona ugrayan asetil-CoA molekilleri, krebs déngusiine
girerek NADH, FADH2 iiretimini saglamaktadir. NADH ve FADH2 molekulleri de
elektron tagima sistemi araciligiyla ATP retilmesini saglamaktadir (

Sekil 2-8). p-oksidasyon diizeyleri, hormonal sinyaller, hiicresel enerji gereksinimi gibi

faktorlerle iligkilendirilmektedir. Artan adiposit durumunda, mitokondriyal 3-oksidasyon
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kapasitesinde azalma sebebiyle lipit birikimi, lipotoksisite gorulebilmektedir (Panov et al.,
2024; Smith et al., 2024).

Yagl Besin

LCFA L‘W'-‘m Cytosol
£ — BRI, N
Inner membrane 3 ‘\"\

 L-carnitine |

| Coenzyme A

— L-camitine |

bodies
A\
Oxidation in

extra-hepatic
tissues

Sekil 2-8: Mitokondrilerde serbest yag asitlerinin B-oksidasyonu. (Begriche et al.,
2011)(Giirdol, 2018 modifiye edilmistir)

2.3.3 Adipoz Doku

Yag dokusu diger bir adiyla adipoz doku, viicutta enerji dengesinin saglanmasi, 1s1
yalitimi, dig etkenlerden korunma, hormon ve metabolitlerin salinmas: gibi siireglerin
yerine getirilmesinde aktif olarak gorev almaktadir. Adipositlerden olusan adipoz doku
islevlerine ve yapisal dzelliklerine gore 2 farkli tipe ayrilmaktadir. Bunlar beyaz adipoz
doku (WAT) ve kahverengi adipoz doku (BAT) olarak isimlendirilmektedir (Kerns &
Fisher, 2020).
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WAT’lar adipoz dokunun biiyiik bir ¢ogunlugu olusturmaktadir. Asil gOrevi enerji
depolamak ve metabolik homeostazin diizenlenmesi gibi geleneksel yag hiicresi
islevlerini yerine getirmektir. Beyaz adipoz doku hticreleri bulunduklar1 bolgeye gore deri
alt1 (subkutan) beyaz adipoz doku (SWAT) ve i¢ organlarin etrafinda (viseral) (VWAT)
olarak siniflandirilmaktadir (Demirci & Giin, 2017).

BAT’lar ise mitokondri agisindan zengin yapilardir. WAT ’lar biiyiikge tek bir lipid
damlacigindan olusan unilokiiler yapidayken, BAT lar multilokiiler lipid damlacigindan,
fazla damarlasma ve fazla mitokondri igeren bir yapidadir. Asil gorevi lipid
oksidasyonuna bagl termogenezi saglamaktir. BAT lar soguk maruziyeti durumlarinda
aktiflesen ayristirma protein 1 (UCP-1) araciligiyla bu gdrevini yerine getirmektedirler (S.
X. Chen et al., 2019). Termojenik BAT ile lipit depolayan WAT arasindaki fizyolojik
farkliliklar

WAT: The fat storage organ BAT: The thermogenic organ
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Sekil 2-9°da gosterildigi gibidir.

Sekil 2-9: Beyaz Adipoz Doku ve Kahverengi Adipoz Dokunun Gosterilmesi (Frankl et
al., 2019). FFA: Serbest yag asidi, N: Niikleus, M: Mitokondri, G: Glukoz, L: Lipit
damlacig1

2.3.4 Adipogenez

Adiposit hiicrelerinin olgunlagmasi ve islevselligini kazanmasi adipogenez yoluyla

gerceklesmektedir.  Adipogenez  sulreci, fibroblast gibi pre-adipositlerin  lipid
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depolayabilen ve insiiline duyarli haldeki adipositlere farklilasmasini kapsamaktadir (H.
Y. Kim et al., 2024).

Adipoz dokunun genislemesi hipertrofi ve hiperplazi mekanizmalar1 araciligiyla
gerceklesmektedir. Hipertrofi var olan adiposit hucrelerinin  hacimsel olarak
blylmesiyken, hiperplazi pre-adiposit hucrelerinin adipositlere doniistiiriilerek adiposit
hiicrelerinin sayica artmasi olarak tanimlanmaktadir (Fang et al., 2024; Zhu et al., 2022) .
Adipogenez siireci hiperplazi mekanizmasiyla iligkilendirilmektedir. Bu sire¢ 6
basamaktan olusmaktadir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Adipogenez Basamaklar1 (Lefterova & Lazar, 2009)

Basamaklar Ozellikler

Mezenkimal Oncii Proliferasyon

Birden fazla soy hattina farklilasma yetenegi

Kararli Pre-adiposit Proliferasyon
Adiposit soyu boyunca farklilasmaya baglilik

Fibroblasta benzer morfolojik yapi

Biiyiime Durdurulmus Pre-adiposit Temas inhibisyonu sebebiyle proliferasyon eksikligi

Mitotik Klonal Genigleme Hormon uyarimla hiicre dongiisiine yeniden giris
Birkag defa hiicre bolinmesi (mitotik klonal genisleme)
C/EBPp ve C/EBPS ekspresyonunun ve aktivitesinin indlksiyonu

Terminal Farklilasma Hiicre dongiistiniin durdurulmasi
PPARY ve C/EBPa ekspresyonunun indiiksiyonu
Adiposit genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu

Olgun Adiposit Adipositle iligkili genlerin fazla ekspresyonu
Transkripsiyonel olarak aktif PPARy, C/EBPo. ve C/EBPJ
Yuzik morfolojisi (biiyiik lipid damlaciklarinin hiicre hacminin biiyiik

bir cogunlugunu kaplamasi);

Pre-adipositlerin olgun adipositlere basarili bir sekilde farklilasmasi i¢in morfolojik ve
gen ekspresyonlarinda c¢esitli degisikliklere ugramasi gerekmektedir. Adipogenez
stirecinde bu degisiklikler hiicrelerin kendileri arasinda ve hiicre ve ¢evre arasindaki
iletisimi araciligiyla ger¢eklesmektedir. Bu siireg gesitli transkripsiyon faktorleri ve sinyal
yolaklar1 aracilifiyla gerceklesmektedir. Adiposit farklilagsmasinda baslica rol oynayan
transkripsiyon faktorleri PPAR, C/EBP ve SREBP ailesidir (Sysoeva et al., 2023).
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2.3.4.1 PPARy

Peroksizom proliferator aktiveli reseptorlerin (PPAR) 3 alt tipi bulunmaktadir. Bunlar
PPARa, PPARP ve PPARYy. ’dir. PPARY, transkripsiyon faktorii olarak islev goren bir
nikleer reseptdrdir. Adipogenez surecinin temel transkripsiyon dizenleyicisi PPARy
‘dir. PPARY, olgun adiposit fenotipini, lipogenezle iliskili genlerin aktivasyonunu ve
hiicresel insiilin duyarliligini diizenlemektedir. PPARY, islevsel olarak olgun adipositler
olusturmak amaciyla tiim adipojenik programi baglatmaktadir. Pre-adipositlerdeki PPARy
aktivasyonu, hiicresel trigliserit katabolizmasi, lipogenez, yag asidi oksidasyonu ve
glukoz metabolizmasiyla iligkili bir dizi geni aktive etmektedir (Sekil 2-10). PPARy’ nin
onemli bir diger gorevi ise CCAAT/giliglendirici baglayici protein o (C/EBPa)’nin
transkripsiyonel aktivitesini indiklemektir (Ambele et al., 2020; H. Y. Kim et al., 2024).

Fatty acid (15d-PGJ2)
[ Vitamin E

Allosteric ligand {Glucosylceramide

@ﬂs/ N @ Phosphorylation
ChREBP) —, PPARVKis €D SUMOylation
'SREBP1 — yK é

Q "”é:)

Adlpocytokine secretion
i
Adipogenesis Insulin-sensiixing Inflammation

Sekil 2-10: Adipogenezde PPARy'nin diizenlenmesi (H. Y. Kim et al., 2024)

2.3.4.2 CJ/EBP Ailesi

C/EBP ailesinin 4 iiyesi adipositlerde eksprese edilmektedir. Bunlar C/EBPa, C/EBPJ,
C/EBPd ve C/EBP{’dir. C/EBP ailesi pre-adipositlerin farklilagmasini tetiklemektedirler.
CEBP farklilagsmanin baslatilmasi i¢in tek bagina uyarici bir etki gostermemektedir. Bu
nedenle PPARY adipogenez siirecinin ana diizenleyicisi olarak C/EBP ile sinerjitik olarak
hareket etmektedir. C/EBPB ve C/EBPS, adiposit olusumunun erken evresinde
ekspresyonunu arttirarak C/EBPa ve PPARY ekspresyonunu baslatmaktadirlar. Ozellikle

C/EBPp aktivasyonu adipogenezin erken evrelerinde gerekli olan sterol duzenleyici
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element baglayict protein 1 (SREBP1) ile iliskilendirilmektedir. C/EBPa ise
proliferasyonun durmasi iizerine adiposit olgunlasmasinda rolii olan genlerin

transkripsiyonel aktivasyonunu saglayarak klonal biiylimenin sonlanmasini saglamaktadir

(Sekil 2-11) (H. Y. Kimet al., 2024; Sysoeva et al., 2023).
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Sekil 2-11:Adipogenezde C/EBP’lerin diizenlenmesi (H. Y. Kim et al., 2024)

2.3.4.3 SREBP’ler

SREBP ailesinin 3 izoformu (SREBPla, SREBPlc ve SREBP2) vardir. SREBP’ler
lipogenez ve kolesterol sentezinde rol oynamaktadirlar. Ozellikle SREBP1c, adiposit
farklilasmasinda gorev almaktadir. C/EBP’ler tarafindan indiiklenerek PPARy ligandi
araciligilyla PPARy’1 transaktiflestirerek adiposit farklilagsmasmi tesvik etmektedir.
SREBP1 adipogenez i¢in vazgecilmezdir. Ciinkii PPARYy ile pozitif feedback dongiisii
olusturmaktadir. SREBP1a ise ozellikle adipogenezin erken basamaklarinda eksprese
edilmektedir (Sekil 2-12). GSK3B-C/EBPB yolu ile indiiklenmektedir ancak PPARy
tarafindan transaktive edilmemektedir (H. Y. Kim et al., 2024).
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Sekil 2-12:SREBP'ler ve PPARY arasindaki etkilesim (H. Y. Kim et al., 2024)
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Bu transkripsiyon faktorleri pre-adipositlerin olgun adipositlere doniisiimiiniin temelini
olusturmaktadir. Adipogenez siirecinin baglatilmasinda ve siirdiiriilmesinde énemli role
sahiptirler. Ancak bu transkripsiyon faktorlerinin aktivasyon sirasi, hiicre disi sinyallerle
iliskisi, diger faktorlere (farmakolojik uygulamalar) verdikleri yanitin altinda yatan
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamaktadir. Bu nedenle adipogenez
mekanizmalarina yonelik daha fazla arastirmaya ihtiyag duyulmaktadir (Das et al., 2024;
Kazemi et al., 2025).

2.4 Farkhlastirmanin Molekiiler Mekanizmasi

Genellikle in vitro adipogenez mekanizmalarini daha detayli incelemek amaciyla
caligmalarda iyi tanimlanmis bir model olan fare embriyosundan izole edilmis 3T3-L1
pre-adiposit hiicre hatt1 yaygin olarak kullanilmaktadir. 3T3-L1 hiicreleri fibroblast
benzeri bir morfoloji gostermektedir. Hiicreler uygun indiikleyiciler yardimiyla olgun

adipositlere farklilagsma yetenegine sahiptirler (Cil & Soysal, 2024).

Olgun adipositlere farklilagsma, hiicre dis1 sinyal yollarmin hiicre i¢i sinyal yollarini
uyarmasi, cesitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve lipid metabolizmasiyla
iliskili genlerin yeniden programlanmasiyla karakteri edilen bir siirectir. Hicrelerin ic
homeostazinin saglanmasi, insiilin sinyalizasyonunda meydana gelen degisiklikler ve
lipid metabolizmasinin yeniden yapilandirilmasi gibi bir takim biyokimyasal degisiklikler

meydana gelmektedir (Gonzalez-Casanova et al., 2025b).

Hiicrelerin farklilastirilmasi siirecinde genel olarak fosfodiesteraz inhibitdri olarak gorev
yapan 3-isobutil 1-metilksantin (IBMX), glukokortikoid gorevi yapan Deksametazon
(DEX) ve insiilin kullanilmaktadir. Bu farklilasma indiikleyici ajanlar hiicrelerin
adipogenez surecindeki mitotik klonal genisleme fazina gegisini saglamaktadirlar.
Ardindan farklilasma siirecinde aktif olarak gorev yapan transkripsiyon faktorleri
eksprese edilmektedir. IBMX, hiicre icerisindeki cAMP diizeylerini arttirarak Protein
Kinaz A yolunu aktive etmektedir. DEX, glukokortikoid reseptorlere baglanarak hiicrede
niikleer transkripsiyonel yanit1 baglatmaktadir. Insiilin ise PI3K/Akt yolunu aktive ederek

hiicresel metabolik yeniden programlama siireglerini baglatmaktadir.
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Farklilagsmanin erken asamalarinda ilk olarak C/ EBPB ve C/EBPS transkripsiyon
faktorleri uyarilmaktadir. ilerleyen asamalarda bu iki transkripsiyon faktorleri PPARY ve
C/EBPo’nin indiiklenmesinde rol oynamaktadir. Bu transkripsiyon faktorlerinden
PPARy, farklilasma siirecinin merkezinde gorev almaktadir. Farklilastirmadan sorumlu
diger genlerin dogrudan uyarilmasini saglamaktadir. Ayrica fibroblast hucrelerinde
adiposit morfolojisinin kazanilmasini saglamaktadir. Farklilagan olgun adipositlerde
belirgin morfolojik degisiklikler gozlemlenmektedir. Hiicreler igsi yapidan daha yuvarlak
bir yapiya gegmektedir. Sitoplazmada lipid damlaciklar1 birikir, ¢ekirdek perifere dogru
lokalize olmaktadir. Hiicrelerde morfolojik degisikliklerin yani sira metabolik
degisikliklerde meydana gelmektedir. Hiicrelerin glukoz alim1 artmakta, mitokondriyal
aktivite yukselmekte ve lipogenez kapasite gliglenmektedir. C/EBPa ile PPAR vy pozitif
feedback mekanizmalar1 araciligiyla birbirlerinin ekspresyonlarini yukari yonlii regiile

etmektedirler (Guru et al., 2021).

Insiilin araciligiyla aktiflesen PI3K/Akt sinyal yolu hiicrede glukoz aliminin arttirilmasini
ve lipogenezle iliskilendirilen genlerin ekspresyonlarmi uyarilmasmni saglamaktadir.
AMPK yolu ise hiicresel enerji sensorii olarak goérev yapmaktadir. Enerji yetersizligi
durumlarinda lipogenez ve adipogenez siireglerinin asag1 yonlii regililasyonunu

saglamaktadir (Guru et al., 2021; Kazemi et al., 2025).

Farklilagma siirecinin inhibisyonunu saglayan bagka sinyal yollar1 da bulunmaktadir.
Whnt/B-katenin, TGF-p/Smad ve MAPK/ERK sinyal yollar1 farklilasmanin negatif
diizenleyicileri olarak gorev almaktadirlar (Song & Kuang, 2019).
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Ozetle, pre-adiposit hiicrelerinin adipositlere farklilasma siireci; hiicre dis1 sinyal
yollarmimn erken evrelerde transkripsiyon faktorlerini aktive etmesiyle baslamaktadir.
PPARy ve C/EBPa gibi farklilagmanin onemli diizenleyicilerinin aktive olmasiyla
birlikte, lipid metabolizmasindaki hedef genlerin ekspresyonlari diizenlenir. Bu sirec,
hicrelerin morfolojik olarak degisikliklere ugramasi ve fonksiyonel olarak olgun
adipositlere doniismesiyle tamamlanmaktadir. Farklilasma sonunda pre-adiposit hiicreler,
lipid biriktirme kapasitesine sahip, metabolik olarak aktiflesmis adiposit hucrelerine
donistimii gergeklesmis olmaktadir. Farklilasma, enerji metabolizmast ve doku

homeostazi agisindan 6nemli bir biyolojik strectir.
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Sekil 2-13: Pre-adipositlerin Adipositlere Farklilastirilmasinin Sematik Olarak
Gosterilmesi (Kazemi et al., 2025).
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3 MATERYAL METOD
3.1 Kullanilan Materyaller

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler béliimiinde verilmistir.

3.1.2 Hicre Kiltiri Donanimlari

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan donanimlar Ekler bélimiinde verilmistir.

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Calismalarda kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde verilmistir.

3.1.4 Kaullanilan Tamponlar

Calismalarda kullanilan tamponlarin igerigi Ekler boliimiinde verilmistir.

3.2 Yontemler
3.2.1 Hicre Kulturd

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda 3T3-L1 (ATCC® CL-173™) hiicre hatt1 %10 BCS
(Bovine Calf Serum-Sigma Aldrich. 12133C-USA), %1 Penisilinin-Streptomisin iceren
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium-Gibco™) medyasi igerisinde 37°C, %5 CO2
iceren ortamda inkiibe edilmistir. Hazirlanan medyalar 0,22 uM por ¢apl filtre ile steril

edilerek kullanilmistir.

3.2.2 Hucrelerin Cozulmesi

Dondurularak saklanan hiicreler iki farkli sekilde gerceklestirilmektedir. Ilki santrifiijlii

hlcre agma yonteminde dondurma besiyerinde bulunan hiicreler hizlica ¢ozdiiriilerek 1:1
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oranda besiyeri eklenerek 4 dk, 2500 rpm’de santrifiijlenmistir. Pellet taze besiyeri ile
cozllerek T25 flasklara ekim gergeklestirilmistir. Hiicre kaplar1 37°C, %5 CO2 igeren
ortamda inkiibe edilir, birka¢ saat sonra htcrelerin morfolojileri ve yapisma durumlari
kontrol edilmistir. Diger bir yontemde ise dondurma besiyerindeki hiicreler hizlica
cozdurilerek direkt olarak besiyeri eklenmis hiicre kaplarina ekim gergeklestirilmistir.
Hiicre kaplar1 37°C, %5 COg igeren ortamda inkiibe edilir, birkag saat sonra hicrelerin

morfolojileri ve yapisma durumlari kontrol edilmistir.

3.2.3 Hiucrelerin Dondurulmasi

3T3-L1 hiicre hatti1 stoklayarak saklamak amaciyla hiicre dondurma islemi
gerceklestirilmistir. Hiicre kiiltiir kaplarinda biiyiitiilen hiicrelerin besiyeri atilarak fosfat
tamponlu tuz cozeltisi (PBS) ile yikama yapilmistir. PBS uzaklastirilarak adherent
karakterli hiicreleri kiiltiir kabmin tabanindan kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA (etilen diamin
tetra asetik asit) uygulanmistir. Kiiltiir kab1 5 dk, 37 °C inkubat6érde bekletilerek hiicreler
kaldirilir. Isik mikroskobunda kalktigi gézlemlenen hiicreler Tripsin-EDTA aktivitesini
inhibe etmek i¢in 1:1 oraninda besiyeri eklenmistir. Kiiltiir kab1 bu karigimla yikanarak
15 ml’lik falkona toplanarak 4 dk, 2500 rpm’de santrifiijlenmistir. Pellet dondurma
besiyeri ile (Freezing media) homojen bir hale gelene kadar pipetaj yapilmistir. Ardindan

kriyo tiiplere alinarak etiketlendik sonra -80 °C veya s1vi azot ortaminda saklanmuistir.

3.2.4 Hucrelerin Alt Kiiltiire Alinmasi (Pasajlanmasi)

Hicreler kiiltir kabinda yaklasik olarak %80 yogunluguna ulasinca pasajlanmistir.
Pasajlama isleminde dncelikle kiiltiir kabindaki besiyeri uzaklastirilmis ve PBS ile yikama
gerceklestirilmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra Tripsin-EDTA eklenerek hiicreler 5 dk
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda mikroskop altinda kontrol
edilerek 1:1 oranda besiyeri eklenerek Tripsin-EDTA inhibe edilmistir. Kalkan hiicreler
15 ml’lik falkonda toplanarak 4 dk 2500 rpm’de santrifiijlenmistir. Pellet besiyeri ile
pipetajlanarak homojenize edilmistir. Hlcreler, hemositometre yardimiyla sayilarak ekim

gerceklestirilmistir.
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3.2.5 Hiicrelerin Farklilastirilmasi

3T3-L1 hicrelerinin yogunlugu %60-70’e ulastiginda, hiicrelere farklilagtirma protokolii
uygulanmistir. 3T3-L1 pre-adiposit htcrelerinin adipositlere farklilasmasi i¢in hiicreler
ilk olarak pre-diferansiyasyon ortaminda inkiibe edilmistir. Pre-diferansiyasyon
ortaminda; %10 Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 Penisilinin-Streptomisin iceren DMEM
besin ortamina ek olarak 1,0 uM Deksametazon (DEX), 0,5 mM 3-isobitil 1-metilksantin
(IBMX) ve 1,0 pg/ml instllin bulunmaktadir. Hucreler, pre-diferansiyasyon ortaminda 2
guin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler, diferansiyasyon ortamma
alinir. Diferansiyasyon ortaminda ise %10 FBS ve %1 Penisilinin-Streptomisin igeren
DMEM besin ortamina ¢k olarak 1,0 pg/ml insiilin bulunmaktadir. Hucreler
diferansiyasyon ortaminda ise 4 giin boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler her giin inverted
mikroskop yardimiyla gozlemlenmistir ve iki glinde bir diferansiyasyon ortami
yenilenmistir. Bu slire¢ hiicrelerin yogunlugunun artmasima bagli olarak ortalama 6-10

glin stirmustur.

3.2.6 Oil Red O Boyama

Pre-adiposit 3T3-L1 hicreleri 6 kuyucuklu hicre plakalara ekilerek farklilastiriima
protokolii uygulanmistir. Farklilagan 3T3-L1 hiicrelerinin bulundugu 6 kuyucuklu hiicre
plakalarindaki besiyeri uzaklastirilmistir. Hlcreler 2 mL 1X PBS ile 2 kere yikandiktan
sonra 2 ml %4’lik PFA (Paraformaldehit) ile 45 dakika boyunca fikse edilmistir.
Inkiibasyon sonunda fiksatif uzaklastirilarak 2 mL 1X PBS ile 1 kere yikanmustir.
Hucreler 2 mL %60 izopropanol ile 5 dakika inkibe edildikten sonra izopropanol
uzaklastirilarak kuyucuklarm tamamen kurumasi i¢in beklenmistir. Daha sonrasinda
hiicrelere 1 mL %0,6 Oil Red O boyama sollisyonu eklenerek 15 dakika boyunca karanlik
bir ortamda inkiibe edilmistir. En son agamada boya uzaklastirilarak hiicreler 2 mL saf su
(dH20) ile 3-5 kere yikarak 2 mL %70 gliserol eklenip Floresan atagmanli invert
mikroskopta (1X71-Olympus) goriintii alinmustir.

3.2.7 BODIPY Boyama

Lipid hiicrelerini boyama amaciyla tercih edilen bir boyama yontemi olan BODIPY

kullanilmistir. 60 mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarma kontrol ve farklilastirma i¢in deney
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ekimi gerceklestirilmistir. Farklilasma siireci sonunda BODIPY gerc¢eklestirilmistir.
BODIPY boyama i¢in besiyeri uzaklastirilarak hiicreler 1 kere 1X PBS ile yikanmistir.
PBS uzaklastirilarak %4’liikk PFA ile karanlik bir ortamda oda sicakhiginda 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda PFA uzaklastirilarak hiicreler 1 kere 1X PBS ile
yikanmistir. %0,1 Triton X-100 ile karanlik bir ortamda oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda Triton X-100 uzaklastirilarak hiicreler 2 kere 1X PBS ile
yikanmustir. Hiicreler 1X PBS igerisine eklenmis BODIPY boya ile karanlik bir ortamda
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda Floresan atagmanli

invert mikroskopta (IX71-Olympus) goriintii alinmistir.

3.2.8 Immunofloresan Boyama

6 kuyucuklu hiicre plakalarina ekilen pre-adiposit 3T3-L1 hiicrelerine farklilastirma
protokolii gergeklestirilmistir. 6 kuyucuklu plakada farklilasan hiicrelerin besiyeri
uzaklastirilarak 3 kere PBS ile yikanmistir. Soguk metanol eklenerek 10 dk fiksasyona
brrakilmistir. Metanol uzaklastirilarak hiicre plakasi kurumaya birakilmistir. Ardindan
tekrar 3 kere PBS ile yikanarak Triton X-100 solisyonu eklenip 15 dk inkibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda tekrardan 3 kere PBS, 3 kere de PBB ile yikanmustir.
Yikamalar sonunda hiicrelere immiinofloresan bloklama tamponu eklenerek oda
sicakliginda calkalayicida 45-60 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 3 kere PBB ile yikanan
hiicre plakalarma 1:50 oraninda hazirlanan FABP4 primer antikoru eklenmistir. Hiicre
plakasi 1slak filtre kagidi ile kapatilarak karanlikta +4°C’de calkalayicida gece boyunca
inkiibasyona birakilir. Ertesi giin 3 kere PBB ile yikanarak DRAQS (1:1000) eklenmis
sekonder antikorla karanlikta +4°C’de ¢alkalayicida 60 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda 3 kere PBB ile yikanan plakaya PBS damlatilarak Floresan atagmanli invert

mikroskopta (1X71-Olympus) goriintii alinmustir.

3.2.9 MTT Hiicre Canlilig1 Testi

MTT hiicre canlilig1 testi igin pre-adiposit 3T3-L1 hiicreleri 96 kuyucuklara her kuyucukta

5.000 hiicre olacak sekilde ekildikten sonra farklilagtirma protokolii uygulanmigtir. TUm

farklilastirma siirecinde farklilastirma besiyerlerine ek olarak artan dozlarda (0, 1mM, 2,5

mM, S5SmM, 7,5mM, 10mM, 15mM) metformin uygulamasi yapilmistir. Sure¢ sonunda

hicrelere 10 ul MTT ajam1 ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 Diphenyltetrazolium
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Bromide) eklenerek, plakalar 37 °C’de karanlik ortamda 4 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda MTT ajami uzaklastirilarak, olusan formazan kristallerine zarar
vermeden 100 pl DMSO eklenmistir. Daha sonra 570 nm — 655 nm ikili dalga boyunda
absorbans Ol¢iilmiistiir ve elde edilen veriler kullanilarak kontrol hiicrelerine gére doza
baglt ylizde canlilik hesaplanmig ve Graphpad 8.0.1 programi kullanilarak grafikler

olusturulmustur.

3.2.10 Memeli Hiicrelerinden Protein izolasyonu

Lipid hiicrelerinden protein izolasyonu, hiicreler wuygun kiiltiir kaplarinda
farklilastirildiktan sonra gerceklestirilmistir. Farklilasma tamamlandiktan sonra hiicre
kaplarindaki besi yeri uzaklastirilmis ve 1 ml soguk 1X PBS ile yikanmistir. 1X PBS
eklenerek hiicre kaziyicisi ile hiicreler dikkatlice kazmip 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine
alimmustir. Hiicre kabinin iizerine tekrar 0,5 ml soguk 1X PBS eklenerek kaziyici ile tiim
hiicreler toplanmis ve eppendorfa almmustir. Hiicreler santrifiijlenmistir. Siipernatant
uzaklastirilip, pelletin yogunluguna gore 30-50 pl hiicre lizis tamponu (CLB) eklenmistir.
Hiicreler oda sicakliginda 20 dk calkalayicida inkiibe edildikten sonra 16.000 x g’de 20
dakika +4 °C’de tekrar santrifiijlenerek siipernatant total protein lizat1 olarak yeni bir
eppendorf tiipiine alinarak -20 °C’de saklanmistir. Protein konsantrasyonunun

belirlenmesi i¢in Bradford yontemi uygulanmustir.

3.2.11 Bradford Protein Miktar Tayini

Lipid hiicrelerinden izole edilen proteinlerin miktarlarinin belirlenmesi i¢in Bradford
yontemi kullanilmistir. Bradford yonteminde artan miktarlarda (1,5 pg, 3 ug, 4,5 ng, 6
png, 7,5 pg) Bovine Serum Albiimin (BSA) eklenerek standart olusturulmustur.
Konsantrasyonu 0Ol¢lilmek istenen Orneklerden 1 pl almarak 96 kuyucuklu plakalara
eklenmistir. Tiim kuyucuklara 200 pl Bradford Reagent soliisyonu eklenerek, karanlik bir
ortamda oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir. Sonrasinda mikroplaka okuyucuda 595
nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmistir. BSA 6rneklerinin absorbans degerleri
kullanilarak standart egri grafigi olusturulmustur. Standart egri grafiginin denklemine

gore protein drneklerinin konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.
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3.2.12 Immiinoblotlama

3.2.12.1 SDS Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore birbirinden ayrilmas: amaciyla SDS-PAGE
yapilmistir. Elektroforez asamasinda hazirlanan yiiriitme ve yiikleme jellerinin icerigi
Ekler bolimiinde Tablo D.2’de verilmistir. Once %12’lik yiiriitme jeli belirtildigi gibi
hazirlanmis ve 1 mm bosluga sahip camlar arasina dokiilerek iizeri izopropanol ile
tamamlanmistir. Yirlitme jeli polimerlestiginde izopropanol uzaklastirilarak, %4 lik
yikkleme jeli hazirlanarak yiirlitme jelinin iizerine dokiilmiistiir. Uygun taraklar cam

arasina yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklenmistir.

3.2.12.2 Protein Orneklerinin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’e yiiklenmesi

Konsantrasyonlari belirlenerek 40 ug hazirlanan protein 6rnekleri 5X Laemmli Yikleme
tamponu ile 4:1 oraninda karistirilarak hazirlanmistir. Protein denattirasyonu igin 6rnekler
95 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Onceden hazirlanan jelden tarak cikarilarak dikey
elektroforez diizenegine yerlestirilmistir. Elektroforez tankinin igerisine Ekler bdliminde
Tablo D.1’de belirtilen sekilde hazirlanan SDS PAGE Ydritme tamponu eklenmistir.
Jeldeki ilk kuyucuga protein marker, diger kuyucuklara 6rnekler yiiklenerek 70-90 Voltta
yaklasik 2 saat yiiriitme gerceklestirilmistir.

3.2.12.3 Protein Orneklerinin Membrana Transferi ve Bloklanmasi

Proteinlerin yiirlitiilmesi igsleminin sonunda camlar birbirinden ayrilarak jel ¢ikarilip,
yiikleme jeli dikkatlice kesilmistir. PVDF membran metanolle aktiflestirilmistir. Transfer
diizeneginde kullanilan biitiin malzemeler transfer tamponuna alinarak hazirlanmistir.
Transfer diizenegi igin sandvig arasina sirastyla sunger — filtre kagidi- membran- jel- filtre
kagidi- suinger koyulmustur. Sandvig, i¢i transfer tamponu ile doldurulmus tanka alinarak
300 mA akimda protein biiyiikliiklerine gére 20 -90 dakika arasinda buzun icerisinde
transfer edilmistir. Transfer isleminden sonra membran %5°lik bloklama siitiine alarak

calkalayicida oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
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3.2.12.4 Antikor Uygulanmas1 ve Goriintii Alinmas1

Calismada kullanilan tiim primer ve sekonder antikorlar %5’lik bloklama siitii ile
hazirlanmistir. Primer antikorlar 1:1000, sekonder antikorlar ise 1:3000 oraninda
hazirlanmistir. Bloklanan membranlar primer antikora almarak +4 °C’de gece boyunca
rollerda inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin membranlara 3 kere 10 dakika TBS-T ile
primer yikamalar gerceklestirildikten sonra primer antikorla uyumlu HRP bagl sekonder
antikora almarak yine +4 °C’de gece boyunca rollerda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonras1 membranlara 3 kere 10 dakika TBS-T, 1 kere 5 dakika TBS ile
sekonder yikamalar gergeklestirilmistir. GOrintl almak icin Ekler béliminde Tablo
D.3’te belirtildigi gibi hazirlanan kemiluminesans A ve B tampon ¢ozeltileri karistirilarak
membran bu ¢ozelti icerisinde 2 dakika inkiibe edilmistir. Membranlarm, ChemiDoc

(BioRad) kemiluminesans goriintuleme cihaziyla ¢ekimi gergeklestirilmistir.

3.2.12.5 Membranlarin Striplenmesi

Immunoblotlama islemi sonras1t membrandaki proteinlere bagl antikorlarin ayristirilmasi
ve membrana farkli bir antikor uygulanmasi amaciyla membranlar striplenmistir.
Stripleme islemi i¢in gériintii alinan membranlar 2 kere 8 dakika stripleme tamponu, 2
kere 5 dakika 1X PBS, 2 kere 8 dakika TBS-T ile galkalayicida yikanmistir. Yikama
isleminin sonunda membranlar %35’lik bloklama siitiine alinarak calkalayicida 1 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bloklamadan sonra standart imminoblotlama adimlar1

uygulanmaistir.

3.2.13 Memeli Hiicrelerinden RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

3T3-L1 hiicrelerinden total RNA izolasyonu gergeklestirilmek amaciyla 60 mm hiicre
kiiltiiri  kaplarna kontrol, farklhilastrma ve farklhilastirma+tmetformin uygulamasi
kondisyonlari igin ekim gergeklestirilmistir. Farklilagtirma siireci sonunda PureZol RNA
Izolasyon Ajam (BioRad, ABD) ile total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. izolasyon
icin Oncelikle besiyeri uzaklastirilarak PureZol ajani eklenmistir. PureZol ile hiicrelerin
kalkmas1 ve pargalanmasi saglanmigtir. Kalkan hiicreler 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine
alinarak 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Hiicre lizatnm {izerine kloroform

eklenmis ve 15 saniye boyunca up-down calkalanmistir. 5 dakika oda sicakliginda
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inkiibasyondan sonra 12.000 x g’de +4 °C’de 15 dakika santriflij gergeklestirilmistir.
Santrifiij sonrast olusan ii¢ fazdan en iistteki seffaf faz dikkatlice c¢ekilerek yeni bir
eppendorf tiipiine alinmis ve tizerine izopropanol eklenerek oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 12.000 x g’de +4 °C’de 10 dakika
santriflij gergeklestirilmistir. Stipernatant uzaklastirilarak pellet %75 etanolle yikanmistir.
7.500 x g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij gerceklestirilmistir. SUpernatant uzaklastirilarak,
pellet, tiiplin agz1 acik birakilarak 5 dakika kurutma yapilmstir. Pellet RNaz icermeyen

su ile ¢cozilerek -80 °C’de saklanmustir.

Izole edilen RNA’larin konsantrasyonu spektrofotometre cihaziyla 6l¢iilmiis %1,5’ luk
agaroz jelde yurtilerek drnekler degredasyon bakimmdan kontrol edilmistir. Izolasyon
sonrast RNA o6rneklerinden ¢cDNA sentezlenmistir. CDNA sentezi igin iScript cDNA
Sentez Kiti (BioRad) kullanilmustir. Ureticinin talimatlarma gére RNA kalib, reverse
transkriptaz ve reaksiyon karisimi PCR tiipiine alinarak termal dénguleyicide 25 °C’de 5
dk, 46 °C’de 20 dk, 95 °C’de 1 dk inkiibe edilmistir. Sentezlenen CDNA 6rnekleri -20

°C’de saklanmustir.

3.2.14 Gradient Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Calismalarda kullanilan primerlerin (Tablo 3.1) optimum baglanma sicakliklarmin tespit
edilmesi icin gradient PCR uygulanmistir. PCR’da DNA kalib1 olarak cDNA’ya ¢evrilen
kontrol grubu 6rnekleri kullanilmistir. Ornekler her bir primer icin Ekler bolimiinde Tablo
D.4’te belirtildigi gibi hazirlanmistir. Primerlerin optimum baglanmasi sicaklar1 i¢in
65,0°C, 63,8°C, 62,0°C, 59,1°C, 55,7°C, 52,9°C, 51,0°C ve 50,0 °C sicakliklar1
kullanilmistir. Hazirlanan 6rneklere termal donguleyicide (BioRad T100 Thermal Cycler)
Ekler bolimunde Tablo D.5’te belirtilen protokol ile Gradient PCR gergeklestirilmistir.
Tablo 3.1: gRT-PCR reaksiyonunda kullanilan primerler

Gen Ad1 Primer Dizileri
B-Actin F: 5’-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3’
R: 5’- TGCATTGTTCAAGGAAGTTCCTT-3’
PPARYy F: 5’-TGTCGGTTTCAGAAGTGCCTTG-3’
R:5’- CTCCAGTGATATCGACCAGCTGAA-3’
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FASN F: 5°-GGAGGTGGTGATAGCCGGTAT-3’
R: 5’- CTGGGCTCTATGGATTACCCA-3’
SREBP-1c F: 5’-CGGCTGTTGTCTACCATAAGCTG-3’
R:5’-GGCAACACTGGCAGAGATCTATG-3’
C/EBPa F:5’- CAAGAACAGCAACGAGTACCG-3’
R:5’-GTGCTGGAGTTGACGAGTGAC-3’
IRS1 F:5'-CGATGGCTTCTCAGACGTGC-3'
R:5-CACCACGGAGTCATCCACTTGC-3'
IL-6 F: 5>-ACCAAACTGGATATAATCAGGAAAS-’
R:5’-GAGAGCATTGGAAATTGGGG-3’
TNF-a F:5’-AACTAGTGGTGCCAGCCGAT-3’
R:5’-CTTCACAGAGCAATGACTCC-3’
GLUT4 F: 5’-GTAACTTCATTGTCGGCATGG-3’
R: 5’- AGCTGAGATCTGGTCAAACG-3’

3.2.15 Kantitatif-Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Hiicrelerdeki gen ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla cDNA 6rnekler Tablo 3.1°de
belirtilen primerler ve SYBR Green PCR karisimi qPCR striplerinde hazirlanmustir.
Hazirlanan 6rnekler CFX Connect Real Time PCR (BioRad) cihazima yerlestirilerek 63,8
°C’de baglanma sicakliginda qRT-PCR gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen deney
sonrasi elde edile CT degerleri ve reaksiyon verimi kullanilarak PFAFFL yéntemine gore
hiicrelerdeki gen ekspresyon degerleri hesaplanmistir. Deneyler Ekler bolimiinde Tablo

D.6’da belirtilen protokole gore en az iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

3.2.16 Istatiksel Analiz

Deneyler en az {i¢ kez tekrarlanmis ve ortalamali alinmistir. Deneysel sonuglar GraphPad
Prism 8.0.1 versiyon kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir. immiinoblotlama
sonuglar1 Image J analiz programi araciligiyla sayisal olarak hesaplanmis ve her bant
profili house-keeping degerlerine gore normalize edilerek 2-way ANOVA Bonferroni

coklu karsilastirma analizi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir.
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4  SONUCLAR

4.1 3T3-L1 Pre-Adipositlerinin Adipositlere Farkhlastirilmasi

Mus musculus embriyosundan izole edilen fibroblast 6zellikteki 3T3-L1 hticreleri DEX,
IBMX ve instlin iceren ortamda 3.2.5te belirtilen farklilagsma protokoliine uygun olarak
biiyiitiilmesi sonucunda adiposit hiicrelerine farklilastirilmistir. Lipid damlaciklart 1g1k
mikroskobunda incelenmistir. Farklilasma siireci boyunca 1sik mikroskobunda alinan
gortintiilerde olusan lipid damlaciklar1 agik¢a goziikmektedir. Fibroblastlarin uzun ig

seklindeki morfolojisi yuvarlak bir sekil almistir (Sekil 4.1).

KONTROL

FARKLILASTIRMA

Gun 2 Gun 4

Sekil 4-1: 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma siireci boyunca 151k mikroskobu goriintiileri.
Hiicreler %70 yogunlukta (Giin 2), pre-diferansiyasyon ortaminda (Giin 4) ve
diferansiyasyon ortaminda (Giin 8) invert 151k mikroskobunda ¢ekim alinmistir.
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3T3-L1 hicrelerinin adipositlere farklilasma siirecini degerlendirme amaciyla farklh
boyama teknikleri kullanilmistir. 3T3-L1 hicrelerinin lipid profillerini histolojik agidan
incelemek amaciyla Oil Red O boyamasi gergeklestirilmistir. Oil Red O boyamada lipid
damlaciklar1 kirmizi renkte goriilmektedir. Farklilasan hiicrelerde, kontrol grubuna

kiyasla kirmizi boyanan lipid damlaciklariin sayisi belirgin bir sekilde artmustir (Sekil
4.2).

Gun 2 Gun 4 Gun 8 QilRed O

KONTROL

FARKLILASTIRMA

Sekil 4-2: 3T3-L1 hucrelerinin Oil Red O boyama gorntileri. Farklilastirilan hiicrelere
Oil Red O boyama protokolii uygulanarak invert 1s1k mikroskobunda goriintii alinmistir.

3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasi sonucu olusan lipid damlaciklarin1 daha yiksek
cozundrlukld ve floresan temelli gorintilemek amaciyla BODIPY boyama
gerceklestirilmistir. BODIPY boyama ile farklilagsmis 3T3-L1 hiicrelerinde belirgin bir
sekilde artmus lipid birikimine bagli olarak yogun yesil floresan sinyaller gézlemlenmistir.
Kontrol grubunda ise yesil sinyallerin belirgin bir sekilde diisiik oldugu gézlemlenmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4-3: 3T3-L1 hucrelerinin BODIPY boyama goéruntileri. Farklilastirilan hiicrelere
BODIPY boyama protokolii uygulanarak floresan mikroskobunda goriintii alimmustir.

Adipogenez sirecinde spesifik role sahip biyobelirteclerden biri olan FABP4’i
hedeflemek icin immiinofloresan boyama gercgeklestirilmistir. Farklilagan hiicrelerde,
kontrol grubuna kiyasla FABP4 antikorunun 1sima miktarinin artmasi gézlemlenmektedir.
Farklilasma biyobelirteci olarak gorev yapan FABP4’iin 1sima miktarinin artmasi
farklilastirmanin basaril bir sekilde gergeklestigini gostermektedir (Sekil 4.4). Ug farkh
boyama yontemi kullanilarak adiposit farklilastirilmasmin morfolojik ve molekiler

diizeyde incelenmesi saglanmstir.
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KONTROL

FARKLILASTIRMA

Giin 2 Gin 4 Gin 8 IF (FABP4)

Sekil 4-4: 3T3-L1 htcrelerinin immunofloresan boyama gorintuleri. Farklilastirilan
hlcrelere FABP4 isaretli immiinofloresan boyama protokoll uygulanarak floresan
mikroskobunda goriintii alinmistir.

4.2 Metformin Uygulanmasimin 3T3-L1 Hiicrelerinde Hiicre Canhihigina Etkisinin

Incelenmesi

Antidiyabetik metforminin farklilasma siirecine etkisini arastirmak amaciyla 3T3-L1
hlcrelerine artan dozlarda metformin uygulanarak farklilastirma siirecinde metforminin
hiicre canliligina etkisi MTT deneyi ile incelenmistir. Metformin farklilasma siirecinde

Pre-diferansiyasyon ve Diferansiyasyon ortamlarina eklenmistir.

Yapilan MTT deneyleri sonucunda, 1 mM Metformin uygulamas1 hiicre canliliginda
kontrol hiicrelerine oranla %0, 2,5 mM Metformin uygulamasi %4, 5 mM Metformin
uygulamasi %16, 7,5 mM Metformin uygulamast %23, 10 mM Metformin uygulamasi
%28, 15 mM Metformin uygulamasi %52 oraninda hiicre canliliginda azalmaya neden
olmustur (Sekil 4.5Sekil 4-5).
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Sekil 4-5:Metforminin MTT yontemi ile 3T3-L1 hiicre canliligi lizerine etkisinin
goOsterilmesi. Hiicrelere farklilasma siireci boyunca artan dozlarda (1 mM, 2,5 mM, 5
mM, 7,5 mM, 10 mM, 15 mM) metformin ilac1 uygulanmasiyla siire¢ sonunda MTT

yontemi ile analiz edilmistir. Yapilan deney gruplar1 4 tekrarhi 3 farkli deneyin
ortalamasidir. Sonuglar GraphPad Prism 8.0.1 ile siitun grafigi olusturulmustur.
(**p=0,0012, ****p<0,0001)

4.3 Sentezlenen cDNA Orneklerinin Spektral ve Elektroforetik Yontemlerle
Analiz Edilmesi

RNA kirilgan yapisi, otokatalitik etkisi ve diisiik stabilitesi nedeniyle muhafazasi zor bir
molekiildiir. Bu nedenle RNA daha dayanikli bir molekiiler olan DNA’ya ¢evrilmektedir.
Reverse transkriptaz enzimi yardimiyla cDNA’ya ¢evrilen RNA oOrneklerinin
konsantrasyonlarini ve yapilarini incelemek amaciyla spektral ve elektroforetik analizler
gerceklestirilmistir. RNA ve cDNA oOrnekleri spektrofotometre cihaziyla dlgiilerek,
konsantrasyonlar1 Tablo 4.1: ¢cDNA Orneklerinin Spektrofotometre Sonuglar1 .1’de
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belirtilmistir. Konsantrasyonlar1 belirlenen RNA 6rnekleri agaroz jel elektroforezinde

yiriitiilerek yapilari incelenmistir. (Sekil 4.6).

Sekil 4-6: RNA Orneklerinin Elektroforetik Sonuglar1. izole edilen RNA 6rnekleri
%1,5’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. 1 kb Marker kullanilmistir.

Tablo 4.1: cDNA Orneklerinin Spektrofotometre Sonuglari

ORNEKLER RNA Konsantrasyonlar1 cDNA Konsantrasyonlar1
Kontrol 1 1197 ng/ul 917 ng/ul

Kontrol 2 1292 ng/ul 1011 ng/ul
Farklilastirma 1 613 ng/pul 1132 ng/ul

Metformin 1 1025 ng/ul 1036 ng/ul

4.4 Gradient PCR ile Primerlerin Optimum Baglanma Sicakhiklarinin

Belirlenmesi

Laboratuvarda ilk defa kullanilacak olan primerlerin optimum baglanma sicakliklarini
tespit etmek amaciyla Gradient PCR gergeklestirilmistir. Ayn1 cDNA kalib1 kullanilarak
ayni primerlerin farkli sicakliklardaki optimum baglanma sicakliklar1 analiz edilmistir.

Gradient PCR sicakliklar1 i¢in 50°C’ ile 65°C araligi kullanilmistir. Gradient PCR

46



gerceklestirilen cDNA 0Ornekleri %1,5’lik agaroz jelde yurutilerek Transilluminator
(BioRad) cihazindan gorinti alinmistir. Orneklerin baz ¢ifti uzunluklarmi kontrol

edebilmek amaciyla 100 bp Marker kullanilmustir.

Sekil 4-7: B -actin Primerinin Gradient PCR Gorunttisti. 100 bp Marker, 174 bp PCR
urdnd uzunlugu. Sirasiyla 65,0 °C, 63,8 °C, 62,0 °C, 59,1 °C, 55,7 °C, 52,9 °C, 51,0 °C,
50°C sicakliklar1 kullanilmistir.

Sekil 4-8: FASN Primerinin Gradient PCR Goruntlsi. 100 bp Marker, 139 bp PCR Grini
uzunlugu. Sirasiyla 65,0 °C, 63,8 °C, 62,0 °C, 59,1 °C, 55,7 °C, 52,9 °C, 51,0 °C, 50°C
sicakliklar1 kullanilmastir.
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Sekil 4-9: SREBP-1c¢ Primerinin Gradient PCR Gorintisi. 100 bp Marker, 153 bp PCR
tirtinii uzunlugu. Sirastyla 65,0 °C, 63,8 °C, 62,0 °C, 59,1 °C, 55,7 °C, 52,9 °C, 51,0 °C,
50°C sicakliklar1 kullanilmgtir.

Sekil 4-10:PPAR-y Primerinin Gradient PCR Gorintisu. 100 bp Marker, 122 bp PCR
iirtinii uzunlugu. Swrasiyla 65,0 °C, 63,8 °C, 62,0 °C, 59,1 °C, 55,7 °C, 52,9 °C, 51,0 °C,
50°C sicakliklar1 kullanilmastir.

Sekil 4-11:CEBP-o Primerinin Gradient PCR Goriintiisii. 100 bp Marker, 124 bp PCR
iirlinii uzunlugu. Strastyla 65,0 °C, 63,8 °C, 62,0 °C, 59,1 °C, 55,7 °C, 52,9 °C, 51,0 °C,
50°C sicakliklar1 kullanilmastir.
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Gradient PCR sonuglar1 incelendiginde B-actin primerinde 55,7 °C ‘den itibaren non-
spesifik baglanma goézlemlenmistir. B-actin primeri i¢in 65,0 °C ile 59,1 °C araligi
optimum baglanma sicakligidir (Sekil 4.7). FASN ve CEBP-a. primerlerinde 52,9 °C’den
itibaren non-spesifik baglanmalar gézlemlenmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.11). SREBP-1c ve
PPAR-y primerlerinde ise 62,0 °C’den itibaren non-spesifik baglanmalar gézlemlenmistir
(Sekil 4.9, Sekil 4.10). Bu nedenle tim primerler i¢in optimum baglanma sicakligi 63,8
°C olarak belirlenmis ve qRT-PCR deneyleri bu sicaklik {izerinden gergeklestirilmistir.

4.5 3T3-L1 Hicrelerinde Metformin Uygulamasimin Lipid Metabolizmasina Ait
Protein Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisinin Incelenmesi

3T3-L1 pre-adiposit hiicrelerine metformin uygulanmasinin lipid metabolizmasinda yer

alan ve pre-adipositlerin adipositlere farklilasmasi siirecinde aktifrol oynayan proteinlerin

ekspresyonlarina etkisini incelemek amaciyla immiinoblotlama yapilmistir.

Immiinoblotlamada kontrol grubu olarak farklilastirilmamis 3T3-L1 pre-adipositleri
kullanilmistir. Farklilasma grubu olarak pre-diferansiyasyon ve diferansiyasyon
ortaminda belirtilen kondisyonlarda farklilastirilan hiicreler kullanilmistir. Metformin

grubunda ise farklilagtirilan ve 10mM metformin uygulanan hiicreler kullanilmistir.

Immiinoblotlama sonuglar1 incelendiginde PPARy ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla
farklilastirma grubunda azalis gosterirken, metformin uygulanan grup kontrol grubuna

gore azalis, farklilastirma grubuna gore artis gostermistir.

SREBP1c ekspresyonu da benzer sekilde kontrol grubuna kiyasla farklilastirma grubunda
azalis gosterirken, metformin uygulanan grup kontrol grubuna gore azalis, farklilagtirma

grubuna gore artig gostermistir.

ACC ve FASN ekspresyonlar1 da benzer sekilde kontrol grubuna kiyasla farklilagtirma
grubunda azalis gosterirken, metformin uygulanan grup kontrol grubuna goére azals,

farklilagtirma grubuna gore artig gostermistir.

Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir. Gergeklestirilen immiinoblotlama
sonucunda elde edilen jel goriintiilerindeki bant yogunluklar1 Image J programi

araciligiyla analiz edilmistir. Proteinlerin bant yogunluklar1 yilikleme kontrolii olarak
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kullanilan GAPDH bantlarina gore normalize edilmis ve ekspresyon seviyelerinin

degisimleri hesaplanarak grafik olusturulmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4-12: 3T3-L1 Hiicrelerinde Metforminin Lipid Metabolizmasina Etkisinin
Immiinoblotlama Yéntemi ile Incelenmesi. Yiikleme kontrolii olarak GAPDH kullanilda.
GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.

4.6 3T3-L1 Hiicrelerinde Met"formin Uygulamasinin Lipit Metabolizmasina Ait
Genlerin Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisinin qRT-PCR ile Gosterilmesi
Immiinoblotlama yonteminde elde edilen sonuglari dogrulamak amaciyla 3T3-L1
hiicrelerinden RNA izole edilerek ¢cDNA’ya doniistiiriilmistiir. cDNA doniistiiriilen
ornekler, PPARy, FASN, C/EBPa, SREBP1c ve B-Aktin primerleriyle birlikte gRT-PCR
gergeklestirilmistir.  Gergeklestirilen reaksiyon sonrasi elde edilen CT degerleri
kullanilarak PPARy, FASN, C/EBPa ve SREBP1c ornekleri B-Aktin’e gore normalize
edilmistir. Gen ifadelerindeki degisiklikler PFAFFL yontemiyle hesaplanmaistir.
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Sekil 4-13: 3T3-L1 Hiicrelerinde Metforminin Lipid Metabolizmasina Etkisinin qRT-
PCR Yadéntemi ile Incelenmesi. GraphPad Prism ile siitun grafigi olusturuldu.

3T3-L1 pre-adipositlerinin adipositlere farklilastirilmasi ve metformin uygulanmasmin
lipit metabolizmasinda gorev alan bazi genlerin mRNA diizeylerine etkisini incelemek ve
imminoblotlama sonuglariyla karsilastirmak amaciyla gergeklestirilen qRT-PCR
analizinde metformin uygulamasinin PPARy (~7,71 kat), SREBP1c (~2,2 kat), FASN
(~12,76 kat) ve C/EBPa (~116 kat) gen ekspresyonlarinda farklilastirma grubuna oranla

ciddi bir artisa sebep oldugu gézlemlenmistir.

Bu bulgular, metforminin farklhilastirilmis adiposit hiicrelerinde adipogenezi diizenleyen
transkripsiyon faktorlerinin gen ekspresyonlarini artirarak farklilasma Uzerinde bir etkisi

oldugunu gostermektedir.
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47 3T3-L1 HUcreIe[inde Farkhlastirmanin insii!in Direncine Ait Genlerin
Ekspresyonlan Uzerine Etkisinin qRT-PCR Ile Gosterilmesi

3T3-L1 hiicrelerinin farklilagtirilmasi ve metformin uygulamasi sonucunda elde edilen
imminoblotlama ve gRT-PCR sonuglarmin literatiirdeki caligmalarin sonuglariyla
uyusmamasi nedeniyle hiicrelerde cesitli nedenlere bagli olarak insiilin direnci gelisip
gelismedigini analiz etmek amaciyla cDNA’ya doniistiiriilen drnekler Insiilin Reseptor 1
(IRS1), Glukoz Tasiyicis1 Tip 4 (GLUT4), Interldkin 6 (1L-6) ve Tumor Nekroz Faktor-a
(TNF- o) ve B-Aktin primerleriyle birlikte qRT-PCR gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen
reaksiyon sonrasi elde edilen CT degerleri kullanilarak IRS1, GLUT4, IL-6 ve TNF- a
ornekleri B-Aktin primerine gore normalize edilmistir. Gen ifadelerindeki degisiklikler

PFAFFL yontemi kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 4-14: 3T3-L1 Hiicrelerinde Farklilastirma ve Metformin Uygulamasinim Insiilin
Direncine Etkisinin gRT-PCR Yontemi ile incelenmesi. GraphPad Prism ile siitun
grafigi olusturuldu.
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3T3-L1 pre-adipositlerinin adipositlere farklilastirilmas1 ve metformin uygulanmasmin
insulin direncinde gorev alan bazi genlerin mRNA diizeylerine etkisini incelemek ve
immiinoblotlama sonuglariyla karsilagtrmak amaciyla gerceklestirilen qRT-PCR
analizinde farklilagtirma grubunda IRS1 (~ 1,8 kat), IL-6 (~ 2,7 kat) ve TNF- a (~12,2
kat) gen ekspresyonlarinda artis, GLUT4 (~ 0,8 kat) ise gen ekspresyonlarinda azalis

gOzlemlenmistir.

Metformin uygulamas: sonucunda ise IRS1 (~ 1,1 kat) gen ekspresyonlarinda arts,
GLUT4 (~ 0,7 kat), IL-6 (~ 0,3 kat) ve TNF- a (~ 0,6 kat) gen ekspresyonlarinda azalig

gbzlemlenmistir.

Elde edilen bu bulgular, adiposit farklilagmasi siirecinde insiilin sinyal yolaklarinin gen
ekspresyonlarinin anlamli diizeyde degistigini, metformin uygulamasinin ise bu
degisiklikleri biiyiik 6lciide baskilayarak insiilin duyarliligini artirict etkiler gosterdigini
ortaya koymaktadir. qRT-PCR analizlerinden elde edilen bu sonuglar, imminoblotlama
verileriyle birlikte degerlendirildiginde, metforminin adipositlerde molekiiler diizeyde
yarattig1 diizenleyici etkileri desteklemekte ve insiilin direnci ile iligkili mekanizmalarin

anlasilmasina 6nemli katkilar sunmaktadir.
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5 TARTISMA

Enerji aliminin, enerji harcanmasindan uzun siireli olarak fazla olmast durumunda ortaya
¢ikan obezite modern toplumda gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur. DSO tarafindan saglig1 olumsuz diizeyde etkileyecek sekilde asir1 yag
birikimi olarak tanimlanan obezite prevalansi hizla artmaktadir. Giincel bir ¢alismada
2050 y1lia kadar diinyadaki yetiskin niifusun yaklasik %60"mm, ¢ocuk ve ergenlerin ise
yaklasik %3 1'inin asir1 kilolu veya obez olacagini belirtmektedir. Bu tahmin, 3,8 milyar
yetiskin ve 746 milyon gen¢ anlamina gelmektedir (GBD 2021 Adult BMI Collaborators,
2025).

Kiiresel diizeyde salgin haline donlisen bu bozukluk yalnizca kilo artisiyla
iligkilendirilmemelidir. Obezite genetik, cevresel, hormonal ve davranissal etkiler
sonucunda ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir durumdur. Asir1 yag artisi ise insiilin direnci,
tip 2 diyabet, kardiyovaskiler hastaliklar, baz1 kanser tiirleri ve non-alkolik yagh
karaciger gibi kronik hastaliklarin temelini olusturmaktadir. Obezitenin kompleks
yapidaki fizyolojik etkilerinin yani sira hiicresel ve molekiler diizeydeki etkileri de
olduk¢a karmasiktir (Malik & Hu, 2022).

Molekiiler diizeyde incelendiginde obeziteyle birlikte adipoz dokuda meydana gelen
genigleme, hiicre sayisinda (hiperplazi) ve hiicre hacminde (hipertrofi) artis
gbzlemlenmektedir. Adipoz doku enerji depolamanin yan1 sira endokrin organ olarak da
gorev almaktadir. Bu nedenle adipoz dokunun endokrin gérevi metabolik dengenin
saglanmasimda kritik 6neme sahiptir. Adipoz dokunun olusmasinda kritik bir role sahip
adipogenez sireci, pre-adiposit hicrelerin adiposit hicrelere farklilasmasi olarak da
adlandirilmaktadir. Farklilasma siireci ¢esitli transkripsiyon faktorleriyle kontrol altinda
tutulan kompleks bir stirectir. Farklilasma siirecinin daha iyi anlasilabilmesi hiicre kiltir
modelleri araciligiyla saglanmaktadir. 3T3-L1 pre-adiposit hucreleri farklilagma

yeteneklerinden dolay1 obezite g¢aligmalarinda ve farklilasma siirecinin incelendigi
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calismalarda siklikla tercih edilen hicre kiltiri modellerinden biridir (Molani-Gol &
Rafraf, 2024).

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinde anti-diyabetik etkinligi sebebiyle siklikla tercih
edilen ve insulin direncini azaltici etkilere sahip bir biguanid tirevidir (Herman et al.,
2022a). Metforminin hiicresel diizeyde etkisi AMPK iizerinden ger¢eklesmektedir.
AMPK aktivasyonu ile yag oksidasyonunu ve glukoz alimini arttirmakta, lipogenez ve
glukoneogenez yollarmi1 ise baskilamaktadir. Bu durum metforminin lipit
metabolizmasinin  dizenleyici transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonu araciligiyla
gerceklesmektedir (Goel et al., 2022). Mevcut ¢alismada obezitenin beraberinde getirdigi
tip 2 diyabetin tedavisinde siklikla kullanilan terapotik ajanm lipit metabolizmasi

iizerindeki etkilerini daha detayli incelemek amaciyla metformin se¢ilmistir.

Mevcut ¢alismada, 6ncelikli olarak 3T3-L1 pre-adiposit hiucrelerinin olgun adipositlere
farklilastirilmasinin -~ optimizasyonu  gergeklestirilmistir. ~ Farklilasma  siirecinde
degiskenlik gosteren pek cok parametre bulunmaktadir. Hiicrelerin yogunlugu, hiicrelerin
kaltar sdreleri, hucrelerin  pasaj sayilari, farkhilastirma indiikleyici ajanlarin
konsantrasyonlari, bu ajanlarin uygulanma zamani ve besiyerinin igerisindeki serum tipi

farklilagsmay1 direkt olarak etkileyen 6nemli parametrelerdendir (Kraus et al., 2016) .

Literatirde 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasiyla ilgili olarak ¢ok ¢esitli goriis
bulunmaktadir. Literatiirdeki farklilastrma  protokolleri incelendiginde mevcut
protokollere benzer olarak uygulanan farklilastirma protokolii materyal metod boliimiinde
belirtilen sekliyle uygulanmistir (D. Chen et al., 2018b; Kraus et al., 2016; Poulos et al.,
2010; Zebisch et al., 2012). Ancak yapilan bazi ¢aligmalar ATCC’de belirtilen farklilagma
protokoliindeki farklilasmay1 indiikleyici ajanlarin konsantrasyonlarinda maksimum
farklilagma verimi alamadiklarmi belirtmektedirler. Farklilasmay1 indiikleyici ajanlarin
konsantrasyonlar1 da farklilagma siirecinin baglamasi ve dogru indiiklenebilmesi i¢in son
derece dénemlidir. Cil ve arkadaglarinin 2024 yilinda yaptiklar1 giincel bir ¢alisma ile 3T3-
L1 hiicrelerinin adipositlere farklilasmasinda farklilasma ajanlarmm optimum
konsantrasyonlari olarak ATCC’de 6nerilen 0,5 mM IBMX, 1uM DEX ve 1pg/mL insiilin

miktarlarmmdan verimli bir sonu¢ alamadiklarini belirtmiglerdir. Ayrica yine ayni
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caligmada artan pasaj sayisi ile farklilagsma yeteneginin zit yonlii olarak degistigini

bildirmislerdir (Cil & Soysal, 2024).

Cesitli arastirmalarda farklilagtirmanin basarili bir sekilde gerceklesebilmesi igin hiicre
yogunlugunun %80-100 arasinda olmas1 gerektigi, farklilasma ajanlarinin hazirlandigi
besiyeri serumunun FBS ile hazirlanmasi gerektigi, FBS’in 3T3-L1 pre-adiposit

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi belirtilmektedir (Katz et al., 2014).

Mevcut ¢alismada 3T3-L1 hiicrelerinin farklilastirilmasi i¢in herhangi bir pozitif kontrol
kullanilmamistir ancak bazi c¢alismalarda anti-diyabetik etkileri olan Rosiglitazone
kullanilmaktadir (Flori et al., 2025). Rosiglitazone giiglii bir PPARY agonisti olarak gorev
yapmaktadir ve 3T3-L1 pre-adipositlerinin olgun adipositlere farklilasmasini anlamli
diizeyde arttirmaktadir. Rosiglitazone, PPARy aktivasyonu saglayarak FASN, ACC,
FABP4 gibi lipid metabolizmasinda gérev alan genlerin ekspresyonunu arttirmaktadir.
Farklilasma siirecine Rosiglitazone eklenmesi lipid birikimini ve insiilin duyarliligmni
arttirdigina dair ¢alismalar bulunmaktadir. Bu nedenle Rosiglitazone, c¢alismalarda
siklikla farklhilastirmanin pozitif kontrol ajani olarak kullanilmaktadir (Garcia-Garcia &
Jaramillo-Flores, 2024,Jiang et al., 2024).

Mevcut ¢aligmada kullanilan farklilagsma protokolii sonrasinda, farklilasmanin dogru bir
sekilde gergeklestigini gostermek amaciyla Oil Red O boyama, BODIPY boyama ve
Immiinofloresan boyama gerceklestirilmistir. Sonuglar boliimiinde bahsedildigi gibi
kontrol grubuna kiyasla farklilastirma grubunda Oil Red O, BODIPY ve immiinofloresan
boyama sonuglarinda ciddi farkliliklar bulunmaktadir. Bu durum uygulanan farklilagsma
protokoliiniin dogru bir sekilde ¢alistigini gdstermektedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalara
bakildiginda sonuglarimiza benzer sekilde boyama sonuglarinda farklilagsma grubunda
belirgin bir fark goérilmektedir (Flori et al., 2025; Katz et al., 2014; Pandurangan et al.,
2016; Xu et al., 2017).

Uygulanan farkli boyama teknikleri sonucunda 3T3-L1 hicrelerinin morfolojik olarak

degistigi ve hiicrelerde lipid birikimi dogrulanmis olsa da PPARy, SREBP1c, FASN gibi

adipogenez siireciyle iligkili genlerin ifadelerinde bir artiy gézlemlenmemesi

farklilasmanin sadece fenotipik olarak basarilabildigi, molekiiler diizeyde tam olarak
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aktive edilemedigi diislincesini yaratmaktadir. Ancak kontrol grubunda bu genlerin
ifadelerinin ~ olmasi, farklilastrma grubunda olmamasi molekiler duzeyde
farklilastirilmanin  aktive edilmesinden ziyade baskilandigint gdstermektedir. Bu
karmasik durumu daha net degerlendirebilmek i¢in immiunoblotlama ve gRT-PCR ile

protein ve mRNA seviyesinde incelemeler yapilmistir.

Bu c¢alismada, 3T3-L1 pre-adiposit htcrelerinde uygulanan metformin tedavisinin,
adipogenez surecine ve lipid metabolizmasina iligskin baslica transkripsiyon faktérlerinin
ekspresyon diizeyleri tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Deneysel gruplar arasinda
yapilan karsilastirmalar sonucunda, kontrol grubunda PPARy, C/EBPa, SREBP-1c,
FASN ve ACC gibi adipogenezle iligkili genlerin belirgin sekilde ifade edildigi,
farklilasma grubunda bu ekspresyonlarin azaldigi, metformin uygulanan farklilasma
grubunda ise ekspresyon seviyelerinin yeniden arttigi gozlemlenmistir. Bu durum,
literatiirde adipogenez siirecinde beklenenin aksine bazi transkripsiyon faktorlerinin erken
evrede baskilanabilecegini ortaya koyan cahismalar1 desteklemektedir. Ozellikle
preadipositlerin diferansiyasyonunun erken donemlerinde (0—4 giin), PPARy ve C/EBPa
gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunun baskilanabilecegi ya da geg¢ aktive
olabilecegi rapor edilmistir (Lee et al., 2020; Hammarstedt et al., 2018). Ayrica bazi
calismalarda, farklilasma sirasinda olusan oksidatif stres, ER stresi ya da diger hiicre ici
stres faktOrlerinin transkripsiyonel yanitlari baskilayarak lipid metabolizmasini1 gegici
olarak inhibe edebilecegi bildirilmistir (Gregor & Hotamisligil, 2011). Bu baglamda,
farklilasma protokoliiyle elde edilen adiposit benzeri hiicrelerin morfolojik olarak
olgunlagmis olmasi, bu durumun her zaman ilgili gen ekspresyonlarmin da yiiksek olacagi

anlamina gelmemektedir.

Metformin uygulamasmin gen ekspresyonunu yeniden artirmasi ise hiicresel metabolik
dengeyi iyilestirmesi ve insiilin duyarlihigmi artirmasi ile iliskilendirilebilmektedir.
AMPK aktivasyonu, SREBP-1c ve FASN gibi lipogenik faktorlerin baskilanmasina neden
olurken ayni zamanda insiilin sinyali tizerinden PPARy gibi adipogenik transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu artirabilmektedir. Nitekim, metformin tedavisiyle birlikte
artan PPARy ekspresyonu, hiicrelerin insiilin duyarliliginda iyilesme oldugunu

diistindiirmektedir. Bu bulgu, insiilin duyarhiliginin arttigt durumlarda PPARy
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ekspresyonunun da artabilecegini One siiren caligmalara paralel sonuglar ortaya
koymaktadir (Ahmadian et al., 2013). Ayrica, metformin'in diisiik dozlarda adipogenezi
destekleyebildigi, yiiksek dozlarda ise bu siireci baskilayabildigi gosterilmis olup (Zhou
et al., 2018), bu ¢alismada kullanilan dozun farklilagmay1 tesvik edici yonde etkili oldugu

distiniilmektedir.

Obezite olusumunda yag hiicrelerinde anormal lipid depolanmasi, insiilin direnci ve
artmis inflamasyon siklikla goriilen durumlardandir. Roh ve arkadaslarinin yaptiklari
caligmada obezite sirasinda PPARYy aktivitesinde azalma gozlemlemislerdir. Bu durumun
yag hiicrelerinin farklilagsmasi sirasinda insiilin sinyallenmesinin baskilanmasi1 ve

metabolik bozukluklar sonucu ortaya ¢iktigini 6ne siirmektedirler (Roh et al., 2020).

Normal olarak farklilagtirilmis 3T3-L1 yag hiicreleri insiiline kars1 olduk¢a duyarhdirlar.
Ancak, obezite durumuyla iliskili ¢ok sayida faktor, TNF-a, IL-6, deksametazon
konsantrasyonu, yuksek instilin uygulamasi ve hipoksik ortama maruz kalma dahil olmak
iizere farklilagsmig 3T3-L1 yag hiicrelerinde insiilin direncini indiikleme kapasitesine
sahiptirler (Odeniyi et al., 2024). Bu konuda gergeklestirilen baska ¢alismalarda yiiksek
glikoz ve insulin maruziyeti sonucu 3T3-L1 hicrelerinde indiklenen instlin direnci
PI3K/Akt sinyal yolunu inhibe ettigini ve GLUT4 translokasyonunu azalttigini
gostermektedirler (Huang et al., 2018; Yudhani et al., 2023).

Literaturde, adipogenez siirecinde kronik olarak aktive olan inflamatuar yanitin insiilin
sinyal iletimini olumsuz etkilemesi sonucu IRS1 fosforilasyonun bozuldugu ve
GLUT4’lin hiicre zarma tasinmasmin engellendigi ¢alismalar bulunmaktadir (Langlais et
al., 2011; van Gerwen et al., 2023). Bu baglamda mevcut ¢alismada elde edilen sonuglarda
IRS1 ve GLUT4 ekspresyonundaki azalma, hiicrelerin insiiline yanit verme kapasitesinde
bir diisiis oldugu ve insiilin direnci gelisiminin desteklendigi sonucuna varilmaktadir.
Ayni zamanda, TNF-a ve IL-6 diizeylerindeki artis da inflamasyona bagli insiilin direnci

mekanizmalariyla uyumludur.
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Metforminin, basta AMPK yolu olmak iizere ¢esitli sinyal iletim yollarin1 aktive ederek
glukoz dengesini diizenledigi bilinmektedir. AMPK aktivasyonu, GLUT4’{in membrana
translokasyonunu artirmakta, boylece glukoz alimi kolaylastirilmaktadir. Ayni zamanda
AMPK, lipogenez ve inflamasyonu baskilayan gen ekspresyonlarmi indiikleyerek TNF-a
ve IL-6 gibi sitokinlerin diizeyini azaltir (Naghiaee et al., 2020; K. F. Petersen & Shulman,
2006). Metforminin anti-inflamatuar etkileri de dikkate degerdir. Ozellikle adiposit
kaynakli inflamatuar yanitin baskilanmasi, metforminin obezite ve tip 2 diyabetle iliskili
kronik diisiik dereceli inflamasyon {iizerinde olumlu etkiler gosterebildigini ortaya
koymaktadir (de Luca & Olefsky, 2008; Herman et al., 2022b). Calismamizda da

g6zlemlenen IL-6 ve TNF-a diizeylerindeki diisiis, bu mekanizmayla uyumludur.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasi metforminin 3T3-L1 adipositlerinde lipid metabolizmasina
yonelik belirgin diizenleyici etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir. Metformin
uygulamasi, lipid metabolizmasinda 6nemli gérevleri bulunan gesitli genlerin ekspresyon
seviyelerini dengeleyerek, adipositlerin adipogenez, lipogenez ve lipoliz siireclerindeki
dengesizligini diizenleyerek, hiicresel lipid homeostazinin yeniden saglanmasina katkida
bulunmustur. Ayrica, metforminin bu etkileri yalnizca glukoz metabolizmasi iizerindeki
klasik diizenleyici roliiyle smirli kalmamis; inflamatuar yanitlar1 baskilamasi ve
adipogenez siirecini modiile etmesi yoluyla lipid metabolizmasi lizerinde de kapsamli bir
kontrol sagladigi gozlemlenmistir. Bu bulgular, metforminin adipositlerde biriken
lipitlerin regiilasyonu ve yag dokusunun fonksiyonel biitiinliigiiniin korunmas1 agisindan
onemli bir roli olabilecegini gostermekte; Ozellikle obezite ve buna bagli gelisen

metabolik bozukluklarin hiicresel temellerine yonelik literatiire katki sunmaktadir.

Gelecek caligmalarda, metforminin lipid metabolizmasi iizerindeki etkileri daha detayli
olarak arastirilmali; Ozellikle lipogenez, lipoliz ve enerji metabolizmasinda gorevli
molekiiler hedefleri netlestirilmelidir. Ayrica, farkli uygulama zamanlar1 ve dozlarinin
adipogenez  surecine olan etkileri  degerlendirilerek, metforminin  hiicresel
farklilastirilmada optimum ydnlendirici roli daha iyi ortaya konulabilmektedir. Bu
bulgularm in vivo modellerle desteklenmesi, metforminin obezite ve metabolik

hastaliklardaki klinik potansiyelini daha gii¢lii bicimde ortaya koyacaktir.
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EKLER

Ek A: Cahismada Kullanilan Cihazlarin Listesi

Tablo A.1: Kullanilan Cihazlarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMA ADI
Buz Makinesi AF80 Scotsman
CO; Inkiibator 50116047 Thermo Fisher Scientific
Derin Dondurucu Ultra Low Temperature ARCTIKO
Freezer
SDS-PAGE Donanimlari BioRad
Floresan Atagmanl IX71 Olympus
Mikroskop
gRT-PCR Cihazi CFX Connect BioRad
Hassas Tartim Cihazi LE6202S Sartorius
Hemositometre Neubauer Improved Assistent Germany
Invert Mikroskop XDS-1B SOIF
Laminar Flow HERASAFE KS Thermo Fisher Scientific
Calkalayici GyroTwister Labnet
Santriflij Cihaz1 NF 200 Nuve
Kemiliiminesans ChemiDoc MP System BioRad
Goriintiileme Cihazi 1708280
Spektrofotometre IMPLEN NanoPhotometer | BO-GA
Termal Doénglleyici MyCycler Thermal Cycler | BioRad

Distile Su Cihazi

Direct-Q 5UV

Labor Teknik

Dondurucu (-80°C)

Ultra Low Temperature

Freezer Innova U725

New Brunswick Scientific
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Manyetik Karistirict SB162 Stuart

pH Metre Orion STAR A211 Thermo Scientific
Otoklav Cihazi GR60SA Zealway

Mini Spin Cihazi Fisherbrand 15358266 Thermo Scientific
Mikroplaka Okuyucu iMark BioRad

Buharl: Sterilizator OT 90L Nive

Isitic1 blok HB120-S DLAB
Mikrodalga Firin MD 595 Argelik

Ek B: Cahsmada Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Donanimlan

Tablo B.1: Calismada Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Donanimlar1 Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMA ADI

3T3-L1 CL-173 ATCC

25 cm? Hiicre Kiiltiiri 90026 TPP

Kaplar1

75 cm? Hiicre Kiiltiiri 90076 TPP

Kaplar1

60 mm Huicre Kulturd 93060 TPP

Kaplar1

100 mm Hicre Kulturi 704001 NEST

Kaplar1

Kriyovial Tup 5042000C CAPP

96 Kuyucuklu Hucre 92096 TPP

Plakalar1

6 Kuyucuklu Hiicre 92006 TPP

Plakalar1

15 ml Santriftij Tupleri 91015 TPP

50 ml Santriftj Tapleri 91050 TPP

Hiicre kaziyici 280 mm Greiner Bio-One

22 um siringa filtresi 99722 TPP

Enjektor 6944425888871, Yesilug | Astraject
igneli 21G

Pipet ucu (1000 pl) 5130130 CAPP

Pipet ucu (200 pl) 4130075 CAPP

Pipet ucu (10 pl) 5030010 CAPP
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Ek C: Cahsmada Kullanilan Kimyasallarin Listesi

Tablo C.1: Calismada Kullanilan Kimyasallarin Listesi

URUN ADI URUN KODU FIRMA ADI
Tris Baz 648310 Calbiochem
Tris-HCI 648317 Calbiochem
Hidroklorik asit 100317 Merck

Sodyum klorir S7653-5kg Sigma-Aldrich
Ure 161-0731 BioRad

Triton X-100 T8787-100 ml Sigma-Aldrich
Sigir Serum Alblimin A2153 Sigma Aldrich
(BSA)

Coomassie Brilliant Blue | A3480 Applichem
G-250

Metanol 24229 Sigma-Aldrich
Akrilamid/Bis-akrilamid A0011 BioBasic

(%30 37,5:1)

APS A2941 AppliChem
TEMED A1148 AppliChem
Izopropanol 34863 Sigma-Aldrich
Gliserol GB0232 BioBasic

Protein Marker PageRuler Plus 26620 Thermo Scientific
PVDF membran 88518 Thermo Scientific
Yagsiz siit tozu 1172KG001 Biofroxx
Tween-20 822184 Merck
p-Kumarik Asit C9008 Sigma Aldrich
Luminol A2185 AppliChem
Ponceu S Al1405 AppliChem
Hidrojen Peroksit H2O; 107209 Merck

EDTA A2937 AppliChem
Agaroz 35-1010 PegLab BioTech
100 bp DNA marker GeneRuler SM0241 Thermo Scientific
1kb DNA marker Gene Ruler SM0311 Thermo Scientific
RedSafe 21141 Intron Biotechnology
HRP-Streptavidin N100 Thermo Scientific
Konjugat Sollisyonu

FBS 10500-064 Gibco
Penisilin-Streptomisin P06-07350 PAN BioTech
DMEM Besiyeri 41966-029 Gibco
Deksametazon (DEX) A10299 Adooq Bioscience
3-isobitil 1-metilksantin 15879 Sigma Aldrich
(IBMX)

Bovine Calf Serum (BCS) | 22C239 Sigma Aldrich
Tripsin EDTA SH30042.01 Hyclone

DMSO D8418 Sigma Aldrich
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PureZol RNA Izolasyon 7326890 BioRAD

Ajani

Kloroform UNI11888 AppliChem
iScript cDNA Sentez Kiti | 1708891 BioRad

MTT ajani 3580GR005 Biofroxx

iIQ SYBR Green Supermix | 170-8880 BioRad

M-PER Mammalian 78501 Thermo Scientific
Protein Extraction Reagent

DNA Jel Yiikleme Boyas: | R0611 Thermo Scientific
(6X)

DEPC A0881 AppliChem

Ek D: Calismada Kullamlan Tamponlarin icerigi

Tablo D.1: Calismada Kullanilan Tamponlarin Icerigi

Memeli Hucre Lizis Tamponu (Cell lysis
buffer, CLB)

10 ml M-PER Memeli Protein
Ekstraksiyon ajanma 1 tablet Proteaz
inhibitor eklenerek hazirlanmistir. +4
‘C’de muhafaza edilmistir.

Bovine Serum Albumin (BSA, Protein
Standardi)

0,015 gram BSA tartilmis, 10 ml distile
suda ¢oziilmiis ve 0,22 um’lik filtreden
gecirilerek kullanilmistir. +4°C’de
muhafaza edilmistir.

Bradford Ajani Soliisyonu

0,05 gram Coomassie Brilliant Blue (G
250) boyasi tartilarak 50 ml metanolde
¢dzdiirmiistiir. Uzerine 100 ml %85
fosforik asit (H3PO4) eklenmis ve
hazirlanan ¢ozelti 500 ml distile suya
eklendikten sonra filtre kagidi ile
stiztildiikten sonra 350 ml distile su ile
son hacim 1 litreye tamamlanmistir. +4
‘C’de muhafaza edilmistir.

Amonyum Perstilfat (APS)

0,1 gram amonyum persiilfat tartilmis ve
1 ml distile suda ¢ozdurilerek
kullanilmustir. -20 C’de muhafaza
edilmistir.

5X Laemmli Yikleme Tamponu

60 mM Tris-HCI pH:6,8, %2 SDS, %10
Gliserol, %5 R-merkaptoetanol, %0,01
Bromfenol mavisi karistirilarak
hazirlanir. +4°C’de muhafaza edilmistir.

10 X TBS

10X konsantrasyonda TBS tamponu
hazirlamak i¢in 86,6 gram NaCl ve 12,11
gram Tris tartilmis, 500 ml distile suda
¢ozdiirlilmiis ve pH’1 8’e ayarlandiktan
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sonra son hacmi 1 litreye tamamlanmstur.
Bu sekilde hazirlanan tampon, kullanim
oncesi 1:10 seyreltilerek 1X
konsantrasyonu doniistiiriilmiis ve 1X
olarak kullanilmistir. Oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

10X PBS

10X konsantrasyonda PBS tamponu
hazirlamak i¢in 80 gram NaCl, 2 gram
KCI, 14,4 gram Na2HPO4 ve 2,4 gram
KH2PO4, 500 ml distile suda
¢Ozdiiriilmiis ve pH’1 7,4’e ayarlandiktan
sonra son hacmi 1 litreye tamamlanmstir.
Bu sekilde hazirlanan tampon, kullanim
oncesi 1:10 seyreltilerek 1X
konsantrasyonu doniistiiriilmiis ve 1X
olarak kullanilmistir. Oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

10X TBE

10X konsantrasyonda TBE tamponu
hazirlamak igin 108 gram Tris ve 55 gram
Borik asit 500 ml distile suda
¢Ozdiiriilmiis, 40 ml 0,5 M EDTA (pH:8)
eklenmis ve son hacmi 1 litreye
tamamlanmaistir. Bu sekilde hazirlanan
tampon, kullanim 6ncesi 1:10
seyreltilerek 1X konsantrasyonu
doniistliriilmiis ve 1X olarak
kullanilmustir.

TBS-Tween (TBS-T)

500 ml 1X TBS ile 500 pl TweenTM-20
karigtirilarak hazirlanmistir. Oda
sicakliginda muhafaza edilmistir.

%5 Bloklama Siitii

2,5 gram yagsiz slit tozu tartilmig ve 50
ml’ye TBS-T ile tamamlanmistir.

Kumarik Asit 0,15 gram P-kumarik asit 10 ml
DMSO’da ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
+4°C’de muhafaza edilmistir.

Luminol 0,44 gram Luminol 10 ml DMSO’da

¢ozdiiriilerek hazirlanmis ve -20 C’de
muhafaza edilmistir.

Membran Stripleme Tamponu

15 gram glisin, 1 gram SDS ve 10 ml
Tween-20 yaklagik 800 ml distile su
icerisinde ¢oziildiikten sonra pH’12,2’ye
ayarlanmis ve son hacmi 1 litreye
tamamlanmistir. Oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

PBB Tamponu

0,1 gram BSA tartilmis ve 20 ml 1X PBS
icerisinde ¢Ozulerek PBB ¢ozeltisi
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hazirlanmustir. +4 'C’de muhafaza
edilmistir.

Permeabilizasyon Cozeltisi 10 pl Triton-X-100 10 ml 1X PBS ile
karistirilarak hazirlanmustir. +4°C’de

muhafaza edilmistir.

0,1 gram BSA, 5 ml 1X PBS icerisinde
¢Oziilerek hazirlanmustir. +4°C’de
muhafaza edilmistir.

Immunofloresan Bloklama Tamponu

Tablo D.2: %4'liik ve %12'lik SDS- Poliakrilamid Jellerinin Igerigi

Malzemeler % 12°lik Yiiriitme Jeli (Alt Jel) %4’liik Yiikleme Jeli (Ust Jel)
Steril su 1,7 ml 1,5 ml

Tris HCI 1,25 ml (1,5 M, pH:8,8) 0,625 pl (0,5 M, pH:6,8)
%10 SDS 50 pl 25 ul

Akrilamid/Bis- | 2 ml 335 ul

akrilamid (%30)

%10 APS 40 pl 25 ul

TEMED 5ul 2,5 ul

Tablo D.3: Kemiliiminesans Goriintiileme Tampon Igerikleri

Malzemeler Tampon A Tampon B
Steril su 9ml 9 ml

Tris Baz pH:8,5 1ml 1ml
Kumarik Asit 90 pl -

Luminol 200 pl -

H20: - 10 pl

Tablo D.4: Gradient PCR Orneklerinin Hazirlanmasi

MALZEME Miktar

2X Master Mix 12,5 ul

Forward Primer 1l

Reverse Primer 1l

cDNA 1000 ng/ pul

Su 25 pl tamamlayacak
kadar
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Tablo D.5: Gradient PCR 'da Kullanilan Protokol

Reaksiyon Sicakhk Sare

Ik Denatiirasyon 95 °C 5 dk

Denaturasyon 95 °C 1 dk .
Baglanma 65,0°C - 50,0 °C 45 sn 35 dongdl
Uzama 72 °C 1 dk

Son Uzama 72°C 10 dk

Tablo D.6: gRT-PCR 'da Kullanilan Protokol

Reaksiyon Sicakhk Sare

Ik Denatiirasyon 95 °C 5 dk

Denatirasyon 95 °C 10 sn Y
Baglanma 63,8 °C 30 sn 40 dongd
Uzama 72 °C 30 dk

Son Uzama 72°C 10 dk
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