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OZET

3T3-L1 PREADIPOSITLERININ DIFERANSIYASYON, PROLIFERASYON, VIABILITE ve
MIGRASYONU UZERINDE APIiGENIN’IN ETKiSi: WNT YOLAGININ OLASI KATKISI

Obezitenin olusumunda adiposit hipertrofisi ve preadipositlerin adipositlere diferansiye olmasi rol
almaktadir. Maydanoz, kereviz, turunggiller gibi meyve, sebze ve bitkilerde bulunan apigeninin,
adiposit diferansiyasyonunu baskilayarak obeziteyi onleyebilecegi bildirilmistir. Ancak altinda yatan
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamustir. Ayrica, apigeninin preadipositlerin proliferasyonu ve
migrasyonu iizerinde etkisini gosteren ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda apigeninin 3T3-L1
preadipositlerinde hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonu (zerine etkilerini incelemeyi
ve olusacak etkiye Wnt sinyal yolaginin aracilik edip etmedigini arastirmayi amagladik. Wnt inhibitorii
olarak niklozamid kullanildi. Hiicre viabilite ve proliferasyonu MTT analizi ile, diferansiyasyon Oil Red
O boyama ile degerlendirildi. Apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) ve niklozamidin (0,25 uM) hiicre canlilig1
tizerinde anlaml bir etkisi olmadi. Proliferasyon, diferansiyasyon ve migrasyon deneylerinde belirli
zaman araliklarinda (diferansiyasyon deneylerinde diferansiyasyon protokoliinin 0-4, 4-8 ve 0-8’nci;
proliferasyon deneylerinde ise 0-2, 2-4 ve 0-4’ncii giinleri boyunca; viabilite ve migrasyon deneylerinde
24, 48 ve 72 saat boyunca) niklozamid varliginda veya yoklugunda apigenin uygulandi. Apigenin 10
uM konsantrasyonda diferansiyasyonun tiim zaman noktalarinda diferansiyasyonu anlamli olarak
baskiladi. Niklozamid 6n uygulamasi bu etkiyi ortadan kaldirdi. Proliferasyon siirecinin 0-2. ve 0-4’ncii
giinlerinde 10 uM apigenin uygulanmasi hiicre proliferasyonunu anlamli olarak azaltti. Niklozamid 6n
uygulamasi bu etkiyi ortadan kaldirdi. Migrasyon deney serilerinde 24 saat boyunca apigenin ve/veya
niklozamid uygulandiginda migrasyonda anlamli bir fark gézlenmedi. Apigenin 48 saat boyunca
uygulandiginda 2,5 ve 5 uM konsantrasyonda migrasyonda anlamli bir artig gézlendi, ancak 10 uM
apigenin uygulanmasi anlaml bir etki gostermedi. Niklozamid 6n uygulamasi apigeninin 2,5 ve 5 uM
konsantrasyonda olusturdugu hiicre migrasyonunu artirici etkisini ortadan kaldirdi. Apigenin 72 saat
boyunca uygulandiginda yalnizca 5 uM konsantrasyonda migrasyonda anlamli bir artisa neden oldu. Bu
etki niklozamid tarafindan ortadan kaldirildi. Bu bulgulara gore, apigeninin, 3T3-L1 preadiposit
hiicrelerinin canliligini etkilemeden diferansiyasyonu ve proliferasyonunu baskiladigi; hiicre
migrasyonunu arttirdigi ve bu etkilere Wnt sinyal yolagi aktivasyonunun aracilik ediyor olabilecegi
diistiniildii. Bununla birlikte, bu varsayimlarin dogrulanmasi i¢in daha detayli ¢alismalar gerekmektedir.

Anahtar Sozcukler: 3T3-L1, Apigenin, Niklozamid, Wnt Sinyal Yolagi, Diferansiyasyon,
Proliferasyon, Migrasyon
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ABSTRACT

Adipocyte hypertrophy and differentiation of preadipocytes to adipocytes play a role in the formation
of obesity. It has been reported that apigenin, which is found in fruits, vegetables and plants such as
parsley, celery, and citrus fruits, can prevent obesity by suppressing adipocyte differentiation. However,
the underlying mechanisms have not been fully elucidated. In addition, there are no studies showing the
effect of apigenin on the proliferation and migration of preadipocytes. In our study, we aimed to examine
the effects of apigenin on cell proliferation, differentiation and migration in 3T3-L1 preadipocytes and
to investigate whether the effect is mediated by the Wnt signaling pathway. Niclosamide was used as
Whnt inhibitor. Cell viability and proliferation were evaluated by MTT analysis, differentiation by Oil
Red O staining. Apigenin (2,5, 5, and 10 uM) and niclosamide (0,25 uM) had no significant effect on
cell viability. At certain time intervals in proliferation, differentiation and migration experiments (0-4,
4-8 and 0-8 days of the differentiation protocol in differentiation experiments; during 0-2, 2-4 and 0-4
days in proliferation experiments; viability and migration apigenin was administered in the presence or
absence of niclosamide (for 24, 48, and 72 hours). Apigenin at 10 pM concentration significantly
suppressed differentiation at all time points of differentiation. Niclosamide pre-application eliminated
this effect. 0-2 of the proliferation process. Administration of 10 uM apigenin on days 0-4 significantly
reduced cell proliferation. Niclosamide pre-application eliminated this effect. In the series of migration
experiments, no significant difference in migration was observed when apigenin and/or niclosamide was
administered for 24 hours. A significant increase in migration was observed at 2.5 and 5 uM
concentrations when apigenin was administered for 48 hours, but administration of 10 uM apigenin did
not show a significant effect. Niclosamide pre-application abolished the cell migration-increasing effect
of apigenin at 2,5 and 5 uM concentrations. Apigenin caused a significant increase in migration at a
concentration of only 5 uM when administered for 72 hours. This effect was abolished by niclosamide.
According to these findings, apigenin suppresses the differentiation and proliferation of 3T3-L1
preadipocyte cells without affecting the viability; It was thought that it increased cell migration and that
these effects might be mediated by the activation of the Wnt signaling pathway. However, more detailed
studies are required to confirm these assumptions.

Keywords: 3T3-L1, Apigenin, Niclosamide, Wnt Signaling Pathway, Differentiation, Proliferation,
Migration
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1. GIRIS

Diinya Saghk Orgiitii (DSO)'niin anormal veya asir1 miktarda yag birikimi olarak
tanimladig1 obezite, saghig etkileyen kiiresel bir hastaliktir (DSO, 2016). Sagliksiz beslenme,
fiziksel aktivite yetersizligi ve genetik yatkinlik gibi faktorler obezitenin nedenleri arasinda
sayllmaktadir [1]. Temel nedeni ise enerji alimi ve kullanimi arasindaki dengesizlik olarak
bilinmektedir [2]. Obezitede goriilen viicut yag kitlesindeki artis, olusturdugu anatomik ve
metabolik etkilerle Tip-2 diyabet, insiilin direnci, osteoartrit, uyku apnesi ve kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi bir¢ok patolojik duruma yol agabilmektedir [3]. Ancak i1liml bir kilo kayb1 bile
kardiyovaskiiler hastaliklar, uyku apnesi ve hipertansiyon gibi bircok komorbidite riskinin
azalmasini saglayabilmektedir [4]. Diyet tedavisi, cerrahi tedavi ve ila¢ tedavisi obezitenin
tedavileri arasinda yer almaktadir. Ancak son zamanlarda yiiksek maliyetler ve olasi yan
etkilerden duyulan memnuniyetsizlikler gibi nedenlerden dolay1 obezite tedavisinde dogal
tiriinlerin potansiyeli dikkat cekmekte ve arastirilmaktadir [5, 6]. Bu {iriinlerin obeziteyi dnleyici

ve tedavi edici, giivenilir ajanlar gelistirebilmek icin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cesitli bitki, sebze, meyve, tohumlar, tahillar ve baklagillerin organizmada yasamsal rol
oynayan hiicre farklilasmasi, proliferasyonu, apoptoz gibi fizyolojik siirecleri farkl sekillerde
etkiledigi cesitli calismalarda gosterilmis olan fitokimyasallar igerdigi bilinmektedir [7]. Yapilan
calismalarda bir¢ok fitokimyasalin preadipositlerin adipogenez siirecinde etkili rol oynadigi
bildirilmistir [8]. Fitokimyasallar i¢erisinde yaygin olarak bulunan ve genis bir grubu olusturan
flavonoidler, potansiyel antikanser, antienflamatuar, antioksidan ve antimikrobiyal o6zellikleri
bulundugu gosterilmis besin takviyeleridir [8]. Bir flavonoid olan ve bircok bitkinin iceriginde
bulundugu gosterilen apigenin (5,7-dihidroksi-2-(4- hidroksifenil)-4H-1-benzopiran-4-on);
sogan, maydanoz, Kkereviz, portakal ve greyfurt ve papatyanin iceriginde yiiksek diizeyde
bulunmaktadir [9]. Antikanser, antiinflamatuar ve antioksidan etkileri oldugu bilinen apigeninin,
¢ok hiicreli organizmalarin gelisim, iireme ve yasamsalliginin korunmasi i¢in énemli bir siire¢
olan hiicre diferansiyasyonu tzerinde de etkili oldugu bilinmektedir. Mezenkimal kok
hiicrelerinin osteojenik diferansiyasyonunu artirmasinin yani sira myoblastlarin myositlere
diferansiyasyonunu indiikledigi gosterilen apigeninin preadipositlerin diferansiyasyonunu ise
baskiladig1 gosterilmistir [10, 11]. Apigeninin, preadiposit diferansiyasyonu iizerinde gozlenen
etkisi sebebiyle obezite tlizerinde etkili bir ajan oldugu diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte
preadiposit diferansiyasyonu tizerine baskilayic1 etkisine karisan sinyal yolaklari tam olarak

aydinlatilamamaistir.
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Hiicre béliinmesi, proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre sag kalimi1 gibi hiicresel
fonksiyonlarda rol alan Wnt (Wingless-type) sinyal yolaginin mezenkimal kok hiicrelerin kas ve
kemiklere farklilasmasini desteklerken; adipositlere farklilasmasini inhibe ettigi bilinmektedir [8,
12]. Hicre proliferasyonu iizerine etkileri ise tartismalidir. Wnt sinyal yolagi aktivasyonunun
insan mezenkimal hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi goésterilmistir [9]. Ancak, fare
serebellar noral kok hiicreleri gibi ¢esitli hiicre hatlarinda Wnt sinyal yolu aktivasyonunun hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [13]. Wnt sinyal yolaginin aktivasyonunun
preadiposit diferansiyasyonunu baskiladigini gosteren ¢calismalar bulunmakla beraber Wnt sinyal
yolaginin preadipositlerin proliferasyonu iizerine etkilerinin arastirildigi bir c¢alisma

bulunmamaktadir [14, 15].

Apigenin, kanser hiicre hattinda, Wnt genlerinin ekspresyonunu inhibe ederek antitiimor
etkinlik gostermistir [16, 17]. Farkli bir ¢calismada ise apigenin, mezenkimal kok hiicrelerde, Wnt
sinyalinin baz1 hedef genlerinin ekspresyonunu arttirarak Wnt/B-katenin sinyal yolagini aktive
ettigi, mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasini destekledigi bildirilmistir [11]. Bu
etkileri goz Oniline alindiginda Wnt sinyal yolaginin apigeninin preadiposit diferansiyasyonu
lizerine baskilayici etkisine aracilik ediyor olabilecegi diisiiniilebilir. Bununla birlikte, bilimsel
literatiirde apigeninin preadiposit diferansiyasyonunu baskilayici etkisine Wnt sinyal yolaginin

karisip karismadiginin arastirildigi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle calismamizda apigeninin diferansiyasyon stirecinin farkli zaman araliklarinda
ve farkl konsantrasyonlarda uygulanmasinin 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin diferansiyasyon,
proliferasyon ve migrasyonu lizerindeki etkisinin incelenmesi ve bu olas1 etkiye Wnt sinyal
yolaginin katkisinin arastirilmasi planlanmistir. Calismamizda Wnt sinyal yolagi inhibitorii olarak

niklozamid kullanilmistir.



Tugee COSKUNCA, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Obezite

Obezitenin bir gostergesi olan viicut kitle indeksi (VKI), viicut agirhginin boy uzunlugunun
karesine (kg/m2) béliinmesiyle hesaplanmaktadir. 18,5-24,9 araliginda VKI'ye sahip bireyler
normal kiloda, 25’'in tizerindeki bireyler fazla kilolu, 30'un tizerinde olanlar obez kabul

edilmektedir [7].

DSQ’ye gore, obezite ciddi bir metabolik hastalik olarak gériilmektedir ve prevelansi asir1
beslenme ve yetersiz fiziksel aktivite nedeniyle son 40 yilda neredeyse 3 katina ¢ikmistir [8].
DSO’niin 2022 raporuna gore, Avrupa iilkelerinde yetiskinlerin %59’u fazla kilolu ya da obez
sinifindadir. Bu diizey erkeklerde %63, kadinlarda ise %54’tiir [12]. Avrupa Kardiyovaskiiler
Hastalik Istatistikleri 'nin (ATLAS) 2018 yilindaki arastirmasina gére Tiirkiye’de obezite orani
kadinlarda %35,8; erkeklerde %22,9 olarak bildirilmistir [16]. Siirekli olarak artan bu oran,

obezitenin ve sonuglarinin dnlenmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

Pozitif enerji dengesi ile viicut agirliginda bir artis ile ortaya ¢ikan obezite prevelansinin
diinya genelinde artisi biiyiik bir endise yaratmaktadir [17]. Obezitenin altinda yatan sebepler ise
cevresel faktorler, genetik yatkinlik, yas, cinsiyet, egitim diizeyi, hormonal faktorler, beslenme
aliskanligi, insan davranisi ve yasam tarzi arasindaki cok yonlii etkilesim olarak bilinmektedir [17,
18]. Ozellikle, endiistrilesme ve modern sehir yasamindan kaynaklanan fiziksel aktivite diizeyinin
azalmast; kolay ulasilabilir, kalori ve doymus yag asidi yoniinden zengin, lif ve vitamin mineral
yoniinden fakir, ucuz ve pratik olan hazir gidalarin tiiketimi, hizli ve ayakiistii beslenme
aliskanligy; televizyon, bilgisayar ve masa basinda vakit gecirme siiresinin artmasi obezite

prevelansindaki artisa sebep olarak gésterilmektedir [19, 20].

Cesitli metabolik hastaliklara sebep olabilen obezite, kronik donemde fazla enerjinin
depolanabilmesi i¢in yag dokusundaki olgun yag hiicrelerinin lipid igeriginin artisi yolu ile
genislemesi (hipertrofi) ve stromal fraksiyondaki preadipositlerin diferansiyasyonu yolu ile yag
dokudaki matiir adiposit sayisinin artmasi (hiperplazi) ile gelismektedir (Sekil 2.1.) [21]. Adipoz
doku, hiperplazi ve hipertrofi mekanizmalar1 ile enerji yoksunlugu ve enerji fazlahgindaki
degisikliklere dinamik bir gsekilde yanit vererek viicudun enerji homeostazini
diizenleyebilmektedir [22]. Hipertrofi ve hiperplazi, adipoz dokudan salgilanan hormon ve
sitokinlerin seviyelerinde anormal bir artisa sebep olup bir¢ok patolojik bozukluga yol

acabilmektedir [23].
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Sekil 2.1. Adiposit hipertrofi ve hiperplazisi [24]

Obezite; tip 2 diyabet, bircok kanser tiirii, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon ve
osteoartrit gibi bircok kronik hastaligin dogrudan sebebi olabilmektedir ya da ortaya ¢ikmasini
olumsuz yonde etkileyebilmektedir [25]. Ornegin insan viicudundaki her 10 kilogramlik viicut
agirhigr artisy, hipertansiyon riskini %20 arttirmaktadir ve sebebi bilinmeyen hipertansiyonun
%?70’ine obezitenin sebep oldugu diisiiniilmektedir [26]. Obezitenin iligkili oldugu gosterilen
cesitli patolojik bozukluklar yasam siiresini ve yasam kalitesini diisiirmektedir [27]. Obezitenin
kolon, rektum, meme, rahim, bobrek, safra kesesi ve pankreas kanserlerinin de icinde oldugu
farkli kanser tiirlerinin gortlme riskini artirdigir gosterilmistir [28-33]. Ayrica obezite, prostat
kanserinin agresifligini ve niiks etme olasiligini arttirmaktadir [25]. Yapilan ¢alismalar, kilo kaybi

ile birlikte kanser riskinin azaldigini géstermistir [34, 35].

Fazla kilo ve obezite, saglik sorunlarina ek olarak devletler i¢in ekonomik ytikiin 6nde
gelen nedenlerinden sayilmaktadir [36]. Saglik maliyetlerinin %10’unun, obezitenin dogrudan ya
da dolayl etkilerinin sonucu oldugu diistiiniilmektedir [37]. 2014 yilinda obezitenin ekonomik
yukiiniin 2 trilyon ABD dolar1 oldugu tahmin edilmektedir [37]. Saglik harcamalarinin yani sira

obezite ayni zamanda is glicii kaybi, 6liim ve sakatliklar sonucunda iiretkenlik kaybina sebep

4
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olmaktadir [37, 38]. Bu bilgilerin 1s181nda fazla kilo ve obezite, iliskili oldugu hastaliklar ve yol
actig1 cesitli komplikasyonlar nedeni ile bireylerin sagligi ve yasam kalitesi iizerine olumsuz
etkiler ortaya koymasinin yani sira, diinya genelinde ekonomik acidan oldukga biiyiik bir yiik
olusturmaktadir. Bu nedenle altta yatan mekanizmalarin daha iyi bir sekilde acikliga
kavusturulabilmesi ve bu yolla obezitenin tedavisine yonelik yeni yaklasimlar gelistirilmesinin

onem tasidigl agiktir.

2.2 Adipoz Doku

Adipoz doku, mezenkimal kok hiicrelerin adipositlere diferansiyasyonu sonucunda
olusan, enerji dengesi ve metabolik homeostazi diizenleyebilen ¢ok sayida maddeyi salgilayan bir
endokrin organ olarak bilinmektedir [39]. insan viicudunun derialtinda ve i¢ organlarina ait
depolarinda bulunan adipoz doku, saglikli eriskinlerde toplam viicut agirlhiginin %10 ila %20’sini
olusturmaktadir [40]. Bu oranlarin kadinlarda %35’i, erkeklerde ise %25’i ge¢cmesi obeziteyi

isaret etmektedir [41].

2.2.1. Adipoz Dokunun Temel Fonksiyonlari

i.  Alinan enerjinin trigliseridler halinde depolanmasini saglamaktadir [42]. Bu depolama
insiilin, katekolaminler [43] ve glukagon [44] gibi c¢esitli hormonlar tarafindan
diizenlenebilmektedir. Bu hormonlar, viicudun enerji gereksinimine bagl olarak
lipogenezi ya da lipolizi uyarabilmektedir.

ii.  Adipokinler olarak bilinen biyolojik olarak aktif faktorleri salgilayarak endokrin ve
metabolik rolleri Gistlenmektedir [45].

iii.  Bir¢ok organin etrafini sararak koruma gorevi istlenmektedir [46].

iv.  Soguga maruziyette 1s1 lUreterek viicudun 1s1 dengesini korumaktadir [47].

2.2.2. Adipoz Dokunun Smiflandirilmasi ve islevi

Daha 6nce yalnizca enerji depolamakla goérevli bir doku olarak kabul edilen adipoz doku,
temel olarak doku rengine gore ayirt edilebilen kahverengi yag dokusu, beyaz yag dokusu ve bej
yag dokusu olmak iizere i tipte siniflandirilmistir. Bunlari olusturan kahverengi, beyaz ve bej
adiposit hiicreleri, énemli fizyolojik farkliliklar sergilemektedir. Beyaz yag doku enerji depolama,

insiilin hassasiyeti ve endokrin fonksiyonlar acgisindan kritik 6nem tasimaktadir ve insan dahil
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¢ogu memelide adipoz dokunun biiyiik kismini olusturmaktadir [48]. Kahverengi yag doku ise,

viicut 1s1s1n1 korumak i¢in 1s1 tiretiminde 6nemli rol oynamaktadir [48].

Kahverengi, beyaz ve bej adipositler morfolojik ve islevleri agisindan farkhlik
gostermektedir (Sekil 2.2). Kahverengi adipositler elips bicimindedir; demir [49] ve 1s1 dengesinin
korunmasini saglayan kenetsizlenme proteini-1 (uncoupling protein-1, UCP-1) bulunduran
mitokondriler [50] ve hiicre boyunca dagilmis ¢ok sayida lipid damlacig1 icermektedir. Ek olarak,
ylksek vaskiilarizasyon, kii¢iik yag dolu vakuoller ve mitokondriden olusan sitoplazma sebebiyle
acik pembe ile koyu kirmizi arasi tonlarda goriinmektedir [51]. Bir "termal cekete” benzetilen
kahverengi yag dokusu, interskapular, subskapular, aksiller, perirenal ve periaortik bolgelerde
bulunmaktadir [52]. Ozellikle bebeklerde baskin olarak bulunan kahverengi yag dokusu kitlesi,
yasla birlikte beyaz yag dokuya doniiserek azalmaktadir [53]. Ek olarak, ¢cok sayida demir ve UCP-
1 iceriginden dolay1 1s1 dengesinin korunmasi icin 6nemli bir mekanizma olan “adaptif
termogenezi” (non-shivering thermogenesis) gerceklestirmektedir [54]. Yag dokusunun temel
islevi enerji depolama olmasina ragmen, kahverengi adipositler, soguga maruz kalindiginda,

enerjiyi besin ve enerji depolarindan isiya doniistiirmektedir [51].

Beyaz adipositler kiire bicimindedir ve hiicre icindeki organelleri hiicrenin ¢evresine iten
biiyiik ve tek bir lipid damlacig1 icermektedir [50]. Kahverengi adipositler 15-50 pm’ye kadar
biiylime kapasitesine sahipken; beyaz adipositler 100 um’ye kadar biiyliyebilmektedir [55]. Beyaz
adipoz doku lipid depolanmasinda, hormon tiretiminde, bagisiklik fonksiyonlarinda ve lokal doku
yapiminda rol oynamaktadir [56, 57]. Ek olarak; viseral beyaz adipoz doku ve deri alt1 beyaz
adipoz dokusu olarak siniflandirilmaktadir. Viseral beyaz adipoz doku, i¢ organlari cevreleyen yag
dokuyu ifade eder; deri alt1 beyaz adipoz doku ise uyluk ve kalca ¢evresinde bulunmaktadir [56].
Viseral beyaz adipoz dokunun birikimi ateroskleroz, dislipidemi ve tip 2 diyabetin olusmasi
acisindan risk sayllmaktayken [58]; deri alt1 beyaz adipoz dokunun birikimi instilin hassasiyetinin

artmasi ile iliskilendirilmistir [56].
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Sekil 2.2. Adiposit hiicrelerinin morfolojik farklari [50]

Bej adipositler, kahverengi adipositlere benzer sekilde fakat daha az miktarda UCP-1
icermektedir, mitokondriden zengindir ve termojenik yag hiicresi olarak bilinmektedir [59].
Ayrica, bej adipositler, kahverengi ve beyaz adipositlerin 6zelliklerine sahip olmalarina ragmen,
derialtinda farkhi bir preadiposit alt kiimesinden kaynaklandiklar1 diistiniilmektedir [59]. Bej
adipositler, beyaz adipoz doku depolarinda bulunmaktadir. Ancak kahverengi adipoz dokunun
bazi morfolojik ve fonksiyonel oOzelliklerini paylasmaktadir [60]. Bunlara ek olarak, bej
adipositlerin, kronik olarak soguga maruz kalma, $3-adrenerjik reseptor agonistleri etkisiyle ve
egzersiz ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. [61]. Bej adipositler, uyarilmadiklar1 zaman beyaz
adipositlere benzer goriinen fakat viicut soguga maruz kaldiginda belirli beyaz adipositlerde
ortaya cikan kahverengi benzeri adipositlerdir [62]. Soguga yanit olarak ortaya ¢ikan bu durum,

“BYD’nun kahverengilesmesi” olarak bilinmektedir.
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2.2.3. Adipoz Dokunun Endokrin Fonksiyonu

Adipoz doku, genel olarak, aclik durumunda organizmanin enerji ihtiyacini karsilamak
icin serbest yag asitlerinin (Free Fatty Acids, FFA) saliverildigi, tokluk durumunda ise fazla
enerjinin depo edildigi bir depo organ olarak bilinmektedir [46]. Son yillarda yapilan ¢alismalar
ise, yag dokusunun viicuttaki en biiyiik endokrin organlardan biri oldugunu; ¢esitli hormonlar,
biiylime faktori, kemokinler ve adipokinler olarak bilinen ¢esitli biyolojik olarak aktif maddeleri
ve salinimini diizenleyebilen ve enerji homeostazinda 6nemli rol oynayan aktif bir doku oldugunu
gostermistir [63]. Salgillanan adipokinler enerji ve istah diizenlenmesi, lipid ve glukoz

metabolizmasi, kan basinci, endotel hiicre fonksiyonu gibi bir¢ok siirecte rol oynamaktadir [64].

Leptin, adiponektin, rezistin, omentin, tiimor nekroz faktér (TNF-a), interlokin-6 (IL-6),
interlokin-1f (IL-1B), monosit kemoatraktan protein-1 (Monocyte chemoattractant protein-1,
MCP-1) ve doniistiiriicii buytime faktorii-f3 (Transforming Growth Factor-, TGF-3) baslica bilinen
adipokinlerdir [65]. Obezite ile birlikte adipoz dokunun biiylimesi, salgilanan adipokinlerin
seviyelerinde dengesizlige sebep olmaktadir. Bu maddelerin bazilar1 obezite ile dogru orantils;
bazilar1 ise ters orantill olarak bilinmektedir. Ornegin IL-6, IL-1B, TNF gibi proinflamatuar
maddeler ve leptin gibi istah kontroliinii diizenleyen maddelerin seviyesi obez bireylerde daha
yliksek goriiliirken; adiponektin, omentin, visfatin gibi adipokinlerin kan diizeylerinin viicut yag
kiitlesi ile ters orantili oldugu bildirilmistir [66, 67]. Adipokinlerin seviyelerindeki farkliliklar ise
inflamasyon, insiilin direnci, tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik sendrom

riskini arttirmaktadir [66, 68].
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Sekil 2.3. Adipokinlerin rol aldig: fizyolojik siirecler [67]

2.3. Adipogenez

Adipositler, preadipositler, immiin hiicreler, fibroblast, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
endotelyal hiicreleri iceren adipoz doku, viicutta bulunan en kompleks organlardan biridir [69,
70, 71]. Adipositlerin organlara fiziksel destegi, endokrin aktivitesi ve enerji dengesi gibi bircok
onemli rolii o6zellikle son 20 yildir bilinmektedir [72, 73]. Bilindigi Uzere, adipositlerin
disfonksiyonu obezite, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bircok patolojide Kkilit rol
oynamaktadir [25]. Bu sebeple, calismalarda yeni adipositlerin olusumu olarak bilinen

adipogenez siirecinin mekanizmasina odaklanilmaktadir.

Adipositlerin 6nciilii olan mezenkimal kok hiicreler, ilk olarak yag hiicrelerine, daha sonra
preadipositlere ve sonrasinda olgun adiposit hiicrelerine farklilasmaktadir [74]. Yani adipogenez
slireci, fibroblast benzeri preadiposit hiicrelerinin; insiiline duyarli adiposit hiicrelerine

farklilasmasi olarak bilinmektedir. Oldukca karmasik olan bu siirecte; peroksizom proliferator ile



Tugee COSKUNCA, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

aktive olan reseptor- y (PPAR-y), CCAAT /arttirici baglayici protein (CCAAT/Enhancer-Binding
Protein, C/EBP) ve Kriippel benzeri faktor (Kriippel-Like Factor, KLF) gibi bir¢ok transkripsiyon

faktoriiniin etkili oldugu bilinmektedir [75].

Adipositlerin diferansiyasyon siireci 3 asamay1 icermektedir: (i) adiposit kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin yonlenmesi, (ii) mitotik klonal genisleme, (iii) C/EBP ve PPAR-y gibi
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu iceren terminal diferansiyasyon [71]. Farklilasma
strecinde, instilin ve insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (Insulin-Like Growth Factor-1, IGF-1) gibi
biiyiime faktorleri de etkili olmaktadir [71, 76]. IGF-1; preadipositlerin proliferasyonu,
diferansiyasyonu, yasamsalligini siirdiirmesi icin énemli role sahiptir; insiilin ise adipogenezi

indiikleyen adipojenik hormonlardan biridir [71, 77, 78].

C/EBPa, C/EBPB ve PPAR-y basta olmak iizere transkripsiyon faktorleri, birbirlerini
aktive ederek ya da baskilayarak adipogenez siirecinde énemli rol oynamaktadir. Adipogenez
stureci, C/EBP protein grubunun aktivasyonu ile baslamaktadir ve bu protein grubunun
ekspresyonu diferansiyasyon siirecinin ilk 2 giinii (erken evre) boyunca devam etmektedir.
C/EBPB protein grubu daha sonra C/EBPa ve PPAR-y proteinlerinin ekspresyonunu
indiiklemektedir. C/EBPa ve PPAR-y proteinlerinin ekspresyonu diferansiyasyon siirecinin erken
evresinde baslayip preadipositlerin olgun adipositlere farklilasmasina kadar devam etmektedir
[77, 78, 79]. Hormonlar, biliyiime faktorleri ve sitokinler gibi etkenler de adiposit
diferansiyasyonunu etkilemektedir. Insiilin, IGF-1, glukokortikoidler, tiroid gibi hormonlarin
adipogenezi indiikledigi bilinmektedir [76]. Tiroid hormonu (T3), tiroid reseptorii al ile
indiiklenen lipojenik gen ekspresyonu yoluyla adipogenezi aktive etmektedir [80]. Benzer sekilde,
adipogenezin pozitif diizenleyicisi olan glukokortikoidler, C/EBPa ve PPAR-y ekspresyonunu
uyararak preadiposit diferansiyasyonunu desteklemektedir [77]. Bunlarin aksine, hiicre
biiylimesi ve hiicre yasaminda etkili olan Wnt sinyal yolaginin, adipogenezin negatif diizenleyicisi
oldugu bilinmektedir [81]. Bununla birlikte, olduk¢a karmasik ve ¢ok asamali bir siire¢ olan
adipogenez hakkinda a¢iga cikarilmayi bekleyen pek ¢ok nokta bulunmaktadir. Bunlar géz éniine
alindiginda, diferansiyasyon siirecini olusturan bu adimlarin iizerinde ¢alismalar yapilmasi,

obezite lizerinde etkili yeni yaklasimlar gelismesini saglayacaktir.
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2.4. Apigenin

Apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) papatya, portakal, greyfurt, kereviz ve maydanoz gibi

¢ok sayida bitki, sebze ve meyvelerde bulunan, flavon alt sinifina ait bir flavonoiddir. [82].

OH

HO O

OH O

Sekil 2.4. Apigeninin kimyasal yapisi [83]

Apigenin, tiimor biiylimesini inhibe edici potansiyeli ile bilinen dogal bir bilesik olarak
bir¢ok kanser hiicre hattinda arastirilmistir [83-85]. Potansiyel antikanser roliine ek olarak,
apigeninin antiinflamatuar o6zellikleri de tanimlanmistir [86]. Ayrica, ¢esitli calismalarda
apigeninin, ateroskleroz, hipertansiyon gibi nedenlere bagl olarak gelisen kardiyovaskiiler
hastaliklarda, solunum sistemi, endokrin sistem, sinir sistemi ve kas iskelet sisteminde koruyucu

etkisi oldugu gozlenmistir [82].

Antikanser, antiinflamatuar ve antioksidan olarak bilinen ve insan diyetinde yer alan bazi
dogal iriinlerin adipogenezi baskiladig1 bilinmektedir [87]. Bu triinlerden biri olan apigenin
antioksidan, antikanser ve antiinflamatuar ozelliklerine ek olarak, adipogenezi baskilayarak
antiadipojenik 06zellik de gostermistir [88]. Bu etkinin diferansiyasyon siirecinin hangi

asamalarinda gerceklestigi ve diizenleyici mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamaistir.

11
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2.5. WNT Sinyal Yolagi

Wnt sinyal yolagy, hiicre b6ltinmesi, proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre sag kalimi gibi
hiicresel fonksiyonlarda rol alan bir protein ailesidir [89]. Wnt sinyal yolagi li¢ kategoride
incelenmektedir: kanonikal Wnt (f-katenin bagimli), kanonik olmayan diizlemsel hiicre polarite
sinyal yolu. ve kanonik olmayan Wnt/kalsiyum sinyal yolu. Bunlardan kanonikal Wnt sinyal yolu
daha yaygin olarak calisilip aydinlatilmistir [90]. Wnt sinyal yolaginin, mezenkimal kok hiicrelerin
kas ve kemiklere farklilasmasini desteklerken; adipositlere farklilasmasini inhibe ettigi

bildirilmistir [14,15].

Mezenkimal kok hiicreler, gesitli hiicre tiplerine farklilasma 6zelligine sahip pluripotent
hiicrelerdir. Hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve yasamsallig1 dahil olmak tizere bircok
slirecte rol oynayan Wnt sinyal yolaginin, mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma asamasinda
etkili oldugu bildirilmistir. Wnt sinyal yolaginin aktivasyonu, C/EBPa ve PPARy ekspresyonunu
baskilamakta ve bunun sonucunda adipojenik farklilasma baskilanmaktadir [91]. Buna gore,
preadipositlerin adipositlere farklilasmasi icin Wnt sinyalinin baskilanmasi gerekmektedir. Hiicre
proliferasyonundaki rolii ise tartismalidir. Bazi ¢alismalarda, Wnt sinyali aktif durumdayken
mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonunun baskilandig: bildirilmistir. Baz1 calismalarda ise
Wnt sinyali aktifken hiicre proliferasyonunun desteklendigi gozlenmistir [92-94]. Bu baglamda,

Wnt sinyal yolaginin, farkl hiicre tiplerinde proliferasyon tizerine farkl etkileri gdzlenmistir.
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Sekil 2.4. Mezenkimal kok hiicrelerin kemige (osteogenez), yag dokusuna (adipogenez), kikirdak
(kondrogenez) ve kaslara (miyogenez) farklilasma potansiyeli [14]

Wnt proteini, hedef hiicrelerde bulunan Frizzled (Fz) ve diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptor iliskili protein 5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 , LRP 5/6)
yardimci reseptorlerine baglanir. Wnt proteininin hiicre ici alt efektdrleri ise [-katenin,
Disheveled (Dsh), Kazein kinaz-1 (Casein Kinaz-1, CK-1), Axin, Protein Fosfataz 2A (Protein
Phosphatase 2A, PP2A), Glikojen Sentaz Kinaz 3-B(Glycogen Synthase Kinase-3{3, GSK3-f3) enzimi,
Adenomatoz Polipozis Koli (Adenomatous Polyposis Coli, APC) proteinidir. T-hiicre faktori (T-
cell Factor, TCF) ve Lenfoid Giiclendirici-Baglayic1 Faktor (Lymphoid Enhancer-binding factor,

LEF) ise hiicresel yanit olusumunda rol oynayan transkripsiyon faktorleridir [87, 95, 96].

Wnt sinyal yolagi inaktif durumdayken Fz ve LRP 5/6 koreseptorleri de inaktif
durumdadir. Ek olarak, Axin, APC, GSK-3B3, CK-1 ve PP2A ‘nin bulundugu (-katenin yikim
kompleksi, -katenini baglayip fosforile ederek B-kateninin degredasyonuna sebep olur. Wnt
sinyali aktif durumdayken ise, Wnt proteini Fz reseptorii ve LRP 5/6 koreseptoriine baglanir.
Ardindan LRP 5/6 koreseptorii CK-1 ve GSK-3[ tarafindan fosforile edilir ve bdylece yikim

kompleksi bozulmus olur. Sonug olarak sitoplazmada biriken 3-katenin niikleusa gecerek orada
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TCF ve LEF ile bir kompleks olusturur ve bu olay Wnt sinyaline yanit veren genlerin aktivasyonu

ile sonuclanir [97-99].

Kanser hiicrelerinde yaygin olarak calisilan apigeninin, anti-tiimér etkinlik gosterdigi
birgok ¢alismada gozlenmistir. Kanser hiicre hattinda apigenin, bu islevini Wnt genlerinin
ekspresyonunu inhibe ederek gerceklestirmistir [100, 101]. Farkli bir calismada ise apigenin,
mezenkimal kok hiicrelerde, Wnt sinyalinin bazi hedef genlerinin ekspresyonunu arttirarak
Wnt/B-katenin sinyal yolagini aktive ettigi, mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasini
destekledigi bildirilmistir [102]. Kisacas1 apigenin, farkli hiicre hatlarinda farkh -etkiler
gostermistir. Yapilan calismalarda kullanilan maddeler genellikle diferansiyasyon siirecini
icermektedir fakat maddelerin etki mekanizmasinin iyi anlasilabilmesi icin proliferasyon
tizerindeki etkilerinin de bilinmesi gerekmektedir. Literatiirde kullanilan gesitli maddelerin 3T3-
L1 preadiposit proliferasyonu tizerindeki etkisini iceren az sayida calisma vardir. Ayni sekilde
Wnt sinyal yolaginin adiposit hiicrelerinin proliferasyonu tzerindeki etkisi de tam olarak

aydinlatilamamistir.

Bu sonuclardan yola c¢ikarak calismamizda, 3T3-L1 preadipositlerinin viabilitesi ve
migrasyonu iizerinde, diferansiyasyon siirecinde ve proliferasyon asamasinda, farkli zamanlarda
ve farkli konsantrasyonlarda apigenin uygulanmasinin etkisinin arastirilmasi ve bu olasi etkiye
Wnt sinyal yolaginin olasi katkisinin arastirilmasi planlanmistir. Calismada Wnt sinyal yolagi

inhibitori olarak niklozamid kullanilmistir.

1Z2=—0

Cl

Iz

Cl
OH

Sekil 2.5. Niklozamidin kimyasal yapis1 [103]
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. 3T3-L1 Preadiposit Hiicre Kiiltiirii

3T3-L1 preadiposit hiicre hatlari, preadipositlerin olgun adipositlere farklilasmasini
incelemek icin uygun bir modeldir ve bu sebeple obezite ve obeziteye bagli metabolik
hastaliklarin calismalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Adherent 6zellige sahip olan bu hiicreler,
kiltiir kabinin taban kismina tutunup orada bir tabaka olustururlar. Bu tabaka monolayer (tek
tabaka) olmalidir. Hiicreler konflue oldugu halde pasajlanmaz ise birbirleri ile temasi
artacagindan monolayer durumdan polilayer duruma gegerler. Bu durumda hiicreler tabandan
ayrilir ve homojen bir yayilim gostermezler. 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonunun
degerlendirildigi calismalarda yaygin olarak kullanilan diferansiyasyon protokoliine gore, ekimi
yapilan 3T3-L1 preadipositlerinin tam konfluent olduklar1 giin diferansiyasyon protokoliiniin-
2'nci giinii olarak kabul edilir. Hiicreler BCS (Bovine Calf Serum, sigir buzagl serumu) iceren
medyumda 2 giin daha bekletilir ve postkonfluent 2'nci giin diferansiyasyon protokoliiniin 0. giinii
olarak kabul edilir. Protokoliin 0-2'nci giin araliginda, diferansiyasyonu indiiklemek amaci ile
hiicrelere %10 FBS (Fetal Bovine Serum) iceren farklilastirma kokteyli (0,25 uM deksametazon,
0,5 mM izobiitilmetilksantin (IBMX) 1uM insiilin) uygulanir. Protokoliin 2-4’iincii giin araliginda
ise hiicrelere 1uM insiilin ve %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Fetal Sigir Serumu) iceren medyum
uygulanir. Daha sonra, protokoliin 4-8'inci glint araliginda, hiicrelere %10 FBS iceren komplete
medyum giinasir1 degisimi yapilarak uygulanir. Farklilastirma kokteyli uygulamasindan yaklasik
4 giin sonra hiicrelerde lipid damlaciklari1 birikmeye baslar ve diferansiyasyonun 8’inci gliniinde
olgun adipositler olusur [103, 104]. Protokoliin 8’inci giiniinde deney sonlandirilarak adiposit

diferansiyasyonu degerlendirilir.

Laboratuvarda -80°C derin dondurucuda 1 ml’lik vial icerisinde bulunan 3T3-L1
preadiposit hiicreleri buz akiileri ile uygun kosullar altinda laboratuvara getirildi. 37°C sicak su
banyosunda hizlica ¢ozdiiriildii ve 15 ml'lik falkon tiip icerisine aktarildi. Uzeri daha once
hazirlanan komplete medyum [%10 BCS, %1 Penisilin-Streptomisin ve %1 L-Glutamin bulunan
Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu (DMEM)] ile 15 ml’ye tamamlandi ve 37°C sicaklikta 1800
rpm (Revolutions per Minute, Dakikadaki Devir Sayisi)’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 tliplin st kisminda kalan siipernatant uzaklastirildi ve dipte kalan hiicre
pelletinin lizeri komplete medyum ile 5 ml'ye tamamlandi. Hiicre ve medyum karisiminin
homojen olmasi i¢in pipetaj yapildi ve 25 ml hacmindeki flasklara ekildi. Ekilen hiicrelerin tizerine

3 ml komplete medyum eklendi.
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Cozdiiriilmesi ve pasajlanmasi tamamlanan hiicrelerin bulundugu flasklar, %5 CO:
konsantrasyona ve 37°C ortam sicakliina sahip inkiibatore filtreli kapaklar inkiibatoriin ic¢

kismina bakacak sekilde kaldirildi. Flasklarin icerisindeki medyum giin asir1 degistirildi.

3.2. Hiicre Pasajlama

Hiicreler tam olarak konflue oldugunda biiyiime durmasi evresine gecilmemesi icin
pasajlama islemi yapildi. Flask icerisindeki medyum uzaklastirildi. Medyum kalintilarinin
temizlenmesi i¢in serum, penisilin-streptomisin ve glutamin icermeyen DMEM ile yikama islemi
yapildl. Ardindan flasklarin igerisine 2 ml tripsin eklendi. Flasklar 5 dakika boyunca hafifce
hareket ettirilip titresim uygulanarak hiicrelerin tutunduklar1 yiizeyden kaldirilmasi saglandi.
Siirenin bitiminde inverted mikroskopta hiicrelerin yerlerinden kalkip kalkmadiklari
degerlendirildi. Hiicrelerin tiimiiyle zeminden ayrildiklari flasklarin icerisindeki hiicre soliisyonu
birka¢ kez pipetaj yapilarak alimip 15 mllik falkon tiipe aktarildi. Falkon tiipteki hiicre
soliisyonunun tizeri 15 ml'ye serum, penisilin-streptomisin ve L-glutamin icermeyen DMEM ile
tamamlandiktan sonra 37°C sicaklikta 1800 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasl tlipiin ist kisminda kalan stipernatant uzaklastirildi ve dipte kalan hiicre pelletinin tizeri
7,5 ml'ye tamamlanarak 1:3 oraninda pasaj yapildi. Flasklardaki hiicrelerin medyumlar giin asir1
degistirildi. Hiicrelerin yogunlugu %100 oranina ulastifinda tripsinizasyon islemi tekrarlanarak
pasajlama islemi tekrarlandi. Gercgeklestirilecek deney serileri icin yeterli miktarda hiicre deney
serilerinde kullanildi. Bu asamada deneylerde kullanilmayan hiicrelerin bir kismi sonraki
deneylerde kullanilmak tizere dondurularak Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan

-80°C derin dondurucuya kaldirilarak saklandi.

3.3. Hiicre Sayimi

Deney serilerinde kullanilacak pleytlerdeki kuyucuklara esit sayida hiicre ekilebilmesi icin
hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimy, tripan mavisi kullanilarak thoma laminda yapildi. Flasklardaki
hiicrelerin tutunduklart zeminden kaldirilmasi igin tripsinizasyon islemi yapildi. Sonrasinda
hiicreler 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi ve serum, glutamin ve penisilin-streptomisin icermeyen
DMEM ile iizerleri 15 ml'ye tamamlandi. Ardindan 37°C sicaklikta 1800 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin {ist kisminda kalan slipernatant uzaklastirild1 ve dipte
kalan hiicre pelletinin tizeri %10 BCS iceren komplete medyum ile tamamlandi. Bu asamada tiipe
hafif hafif fiske atilarak tiipiin ¢eperine yapisik vaziyette bulunan hiicre pelletinin ayrilmasi
saglandi. Ardindan birkac kez pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen sekilde dagilmasi saglandi.

Bir ependorf tiip icerisine hiicre soliisyonundan 10 pl ve tripan mavisinden 10 pl alindi, pipetaj
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yapilip karistirildi. Tripan mavisi ve hiicre karisimindan thoma lami {izerindeki iki alana 10 pl
verildi. Thoma lami tizerindeki her iki alan da mikroskop altinda incelenip canli hiicrelerin sayimi

yapildi

3.4. Apigenin ve Niklozamid Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Apigenin ve niklozamid (Sigma-Aldrich) lireticinin talimatlarina uygun olarak hazirlandi.
Oncelikle DMSO (Dimetilsiilfoksit) icerisinde ¢ézdiiriilerek apigenin (40 uM) ve niklozamid (10
uM) stok soliisyon hazirlandi. Daha sonra deney serilerinde kullanilacak olan
konsantrasyonlardaki soltisyonlar (2,5, 5 ve 10 uM apigenin; 0,25 uM niklozamid) stok ¢ozeltiden
DMSO ile seyreltilerek hazirlandi. Hazirlanan soliisyonlar 1,5 ml hacmindeki ependorf tiiplere

alinarak -20°C'de muhafaza edilmek tizere kaldirildi.

3.5. MTT Calisma Soliisyonu ve Coziicii Soliisyonlarin Hazirlanisi

Proliferasyon ve viabilite deneylerinden bir giin dnce 5 mg MTT tartilarak falkon tiip
icerisine alind1 ve iizerine PBS (Phosphate buffered saline, fosfat tamponlu salin soliisyon
cozeltisi) eklenerek ¢ozdiiriildii. Islem sirasinda MTT’nin 1s1ktan korunmasi i¢in azami dikkat
gosterildi. Cozelti 0,2 um’lik filtreden gegirildi. Falkon tiipiin dis kismi aliiminyum folyo ile
kaplanarak 1siktan korunmasi saglandi. Bu sekilde hazirlanan MTT stok soliisyonu +4°C ortam
sicakliginda saklandi. Deneyler sirasinda MTT uygulanmasini takiben hiicrelerin icerisinde olusan
formazan Kkristallerinin ¢oziilmesi icin kullanilacak olan ¢oziicii soliisyon i¢in oncelikle %37
HCl'den 16,7 ml alind1 ve pH 2 olan steril su ile 100 ml hacme tamamlandi. Sonrasinda bu
karisimdan 2 ml alinip tizeri izopropanol ile 100 ml hacme tamamlandi. Deney giinii hazirlanmis
olan MTT stok c¢ozeltisinden calisma c¢ozeltisi (final konsantrasyonu 0,5 mg/ml) hazirlanip

kullanildi.

3.6. MTT Analizi

Hem hiicre viabilitesinin hem de preadipositlerin proliferasyonunun degerlendirilmesi
MTT analizi ile gerceklestirildi. Bu amacla deney serisi icin planlanan zaman noktalarinda
deneyler sonlandirilarak MTT analizi yapildi. Hiicrelerin bulundugu 24 kuyucuklu pleytler
inkiibatérden cikarildi. Kuyucuklardaki medyum dikkatlice uzaklastirildi. Ardindan kuyucuklarda

kalan medyumun tamamen uzaklastirilmasi icin PBS ile yikama islemi yapildi. Daha sonra
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kuyucuklara, 37°C’ye getirilmis MTT c¢alisma soliisyonundan verildi. Bu asamada pleytler
aliiminyum folyo ile kaplanarak isiktan korunmalari saglandi. Pleytler inkiibatérde 37°C’de 4 saat
boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki MTT soliisyonu cekilip atildu.
Formazan kristallerini ¢6zdiirmek icin kuyucuklara asidifiye izopropil alkol eklenerek 10 dakika
boyunca orbital calkalayicida calkalama islemi yapildi. islem bitiminde her kuyucuktan 150 pl
alinarak 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine aktarildi. Soliisyon kuyucuklardan alindig1 sirada her
kuyucukta birkac kez pipetaj yapilarak formazan kristallerinin tamamiyla ¢éziinmesi saglandi ve

aktarim yapildi. ELISA okuyucusunda 570 nm absorbansta okuma yapildi.

3.7. Viabilite Deney Serisi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi amac ile 24, 48 ve 72 saatlik viabilite deney serileri
planlandi ve analizi MTT degerlendirmesi ile yapildi. Hiicre sayiminin ardindan 24’liik pleytlere
her kuyucuga 50.000 hiicre olacak sekilde komplete medyum (%10 BCS, %1 L-glutamin ve %1
penisilin-streptomisin iceren DMEM) ile ekim yapildi. Hiicrelerin %100 oraninda konflue olmasi
beklendi. Hiicreler beklenilen yogunluga ulastiktan sonra kuyucuklara apigenin (2,5, 5 ve 10 pM),
niklozamid (0,25 uM) ve kontrol grubuna ayn1 hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi. On
deneyler sirasinda niklozamid 0,5 pM uygulanmisti fakat hiicre canliliginda bir azalmaya sebep

olmustu, bu ylizden niklozamid 0,25 uM konsantrasyonunda uygulanmstir.
Deney serileri:

DMSO Kontrol Grubu (n=4)

2,5 pM Apigenin uygulanan grup (n=4)

5 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

10 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)
0,25 pM Niklozamid uygulanan grup (n=4)

lla¢ uygulamasindan sonra 24, 48 ve 72 saat olmak iizere 3 grup olarak planlanan siirelerin

sonunda deney durduruldu ve MTT analizi yapildi.

3.8. Proliferasyon Deney Serisi

Apigeninin, niklozamid varliginda ya da yoklugunda hiicre proliferasyonu iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile proliferasyon deney serisi gerceklestirildi. Bu amagla 3T3-L1
preadipositlerinin proliferasyon siirecinin 0-2, 2-4 ve 0-4’lincii glinleri niklozamid (0,25 pM)

varliginda ya da yoklugunda hiicre kiiltiir ortamina apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) uygulandi ve
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proliferasyon siirecinin doérdiincii giinii deneyler sonlandirilarak MTT analizi yapildi. Deney
serisinin ilk giinii flasklardaki hiicreler tripsinize edilerek santrifiij edildi. Ardindan Hiicre sayimi
yapilarak 24°liik pleytlere her kuyucukta 50.000 hiicre olacak sekilde komplete medyum (%10
BCS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM) ile ekim yapildi. Giin asiri
medyum degisimi yapilarak hiicrelerin tam konfluent olmasi beklendi. Hiicrelerin beklenilen
yogunluga ulastig1 giin -2'nci glin olarak kabul edildi. Hiicreler komplete medyumda (%10 BCS,
%1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM) 2 giin daha bekletildi. Postkonfluent
2'nci glun proliferasyon siirecinin 0'ncit giinii olarak kabul edildi. Bu asamada kuyucuklara
diferansiyasyon indiikleyici kokteyl [0,5 uM IBMX, 0,25 uM dekzametazon ve 1 uM insiilin] iceren
%10 FBS ile hazirlanmis komplete medyum (%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-
streptomisin igeren DMEM) uygulandi. Deneylerde hiicrelere o6nceden belirlenen zaman
araliklarinda (0-2, 2-4 ve 0-4’lincii giin) niklozamid varliginda ya da yoklugunda apigenin
uygulandi. Kontrol gruplarina ise ayni hacimde DMSO kontrol ¢dzeltisi uygulandi ve 4’{incii glintin

sonunda deney sonlandirilarak MTT analizi yapildi.
Deney serileri:

DMSO Kontrol Grubu (n=4)

2,5 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

5 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

10 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

0,25 pM Niklozamid uygulanan grup (n=4)
2,5 pM Apigenin + 0,25 uM Niklozamid (n=4)
5 uM Apigenin + 0,25 pM Niklozamid (n=4)
10 uM Apigenin + 0,25 pM Niklozamid (n=4)

3.9. Diferansiyasyon Deney Serisi

Apigeninin 3T3-L1 hiicrelerinin diferansiyasyonu tlizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci
ile diferansiyasyon deney serileri gerceklestirildi. Bu amagcla belirlenmis zaman araliklarinda (0-
4, 4-8 ve 0-8'inci glin) hicre kiiltiir ortaminda niklozamid (0,25 uM) varliginda ya da yoklugunda
apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) uygulamasi yapildi ve diferansiyasyon stirecinin bitiminde deneyler
sonlandirilarak Oil Red O boyama ydntemi ile analiz edildi. Deney serisinin ilk giinii hiicre
sayiminin ardindan 24’liikk pleytlere her kuyucukta 50.000 hiicre olacak sekilde komplete
medyum (%10 BCS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM) ile ekim yapild1.

Hiicrelerin tam konflue olmasi beklendi. Hiicrelerin tam konfluent oldugu giin diferansiyasyon
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protokoliinlin-2'nci giinii olarak kabul edildi. Hiicreler komplete medyumda (%10 BCS, %1 L-
glutamin ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM) 2 giin daha bekletildi. Post konfluent 2'nci
glin diferansiyasyon protokoliiniin 0‘nci. giinii olarak kabul edildi ve diferansiyasyonu
indiiklemek amaci ile hiicrelere diferansiyasyon kokteyli (0,5 uM IBMX, 0,25 pM deksametazon ve
1 uM insiilin) ve %10 FBS iceren komplete medyum uygulandi. Diferansiyasyon protokoliiniin
2'nci glinli medyum degisimi yapilarak hiicrelere 1uM insiilin ve %10 FBS iceren komplete
medyum uygulandi. Protokoliin 4’lincii glinii kuyucuklara %10 FBS iceren komplete medyum
uygulandi. Hiicrelerin giinasirt medyumu degistirilerek 8'nci giine kadar inkiibe edildi. 0-4, 4-8 ve
0-8'nci giin araliginda kuyucuklara niklozamid varliginda ve yoklugunda apigenin uygulandi.

Kontrol gruplarina ise ayn1 hacimde DMSO kontrol ¢6zeltisi uygulanda.
Deney serileri:

DMSO Kontrol Grubu (n=4)

2,5 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

5 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

10 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

0,25 pM Niklozamid uygulanan grup (n=4)
2,5 pM Apigenin + 0,25 uM Niklozamid (n=4)
5 uM Apigenin + 0,25 pM Niklozamid (n=4)
10 uM Apigenin + 0,25 uM Niklozamid (n=4)

0-4, 4-8 ve 0-8'inci giinler araliginda ila¢ uygulandi ve siirelerin sonunda deney durdurularak Oil

Red O boyama islemi yapildi.

3.9.1. O0il Red O Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

100 ml izopropanol 50 ml'lik falkon tiip icerisine alindi. Uzerine 0,35 g olarak tartilan Oil Red O
boyasi eklendi ve iyice ¢ozdiriildii. Hazirlanan soliisyon 0,22 pym membran filtre ile filtreden
gecirildi. Oil Red O stok soliisyonunun hazirlanmasi sirasinda isiktan etkilenmemesine azami
dikkat gosterildi. Isiktan koruma amaci ile tiipiin dis kismi aliiminyum folyo ile kaplandi ve
soliisyon +4°C’de 1 gece bekletildi. Ertesi giin 0,22 pm membran filtre ile soliisyon filtreden
gecirildi. Hazirlanan stok soliisyon +4°C sicaklikta 1siktan korunarak saklandi. Deney serisinde
kullanilacagi zaman,2 birim Oil Red O stok soliisyon 4 birim dH20 ile seyreltildi. 20 dakika oda
sicakliginda 1siktan korunarak bekletildikten sonra 0,22 pm membran filtresi ile filtrelendi ve

kullanildi.
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3.9.2. Oil Red O boyama metodunun uygulanmasi

Protokoliin 8'nci giliniinde deney sonlandirildi. Dikkatlice kuyucuklardan medyum
tamamen uzaklastirildi, hiicrelerin tizerine %10’luk formalin eklendi ve 5 dakika boyunca
bekletildi. Kuyucuklardan formalin uzaklastirildi. Ardindan kuyucuklara tekrar formalin eklendi
ve 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde pleytler inkiibatérden
¢ikarildi. Kuyucuklardaki formalin tamamen uzaklastirildi ve kuyucuklara %60’lik izopropanol ile
yikama islemi yapildi. Pleytler iyice kurutuldu. Sonrasinda her kuyucuga daha 6énceden hazirlanan
Oil red O ¢alisma soltiisyonundan 200 pl eklendi. Bu asamada hiicreler karanlik ortamda orbital
calkalayicl tizerinde 1000 rpm hizda oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Oil Red O
soliisyonu kuyucuklardan uzaklastirildi. Ardindan hiicrelere penetre olmamis Oil Red O’nun
kuyucuklardan uzaklastirilmasi amaci ile kuyucuklar 4 kez dH,0 ile yikandi. Bu asamada pleytler
inverted mikroskop altina alindi ve hiicreler goriintiilendi. Ardindan dH,O kuyucuklardan
uzaklastirild1 ve kuyucuklar iyice kurutuldu. Yag hiicrelerinin icinde bulunan Oil Red O’yu aciga
¢ikarmak icin kuyucuklara %100 izopropanol eklendi. Pleytler 10 dakika boyunca 1siktan
korunarak calkalandi. Sonrasinda kuyucuklardan pipetaj yaparak 150 ul ¢ozelti alind1 ve 96’lik
ELISA pleytlerine aktarildi. Pleytler ELISA cihazinda 490 nm absorbansta ol¢tildii.

3.10. Migrasyon Deney Serileri

Hiicre gociiniin degerlendirilmesi amaci ile 24, 48 ve 72 saatlik migrasyon deney serileri
planlandi. Hiicre sayiminin ardindan 24’liikk pleytlere her kuyucuga 50.000 hiicre ekimi yapildi.
Hiicrelerin tam olarak konflue olmasi beklendi. Hiicreler beklenilen yogunluga ulastiktan sonra
kuyucuklardaki medyum cekilip atildi. Tutarli bir él¢iim yapabilmek amaci ile hiicrelerin ekimi
yapilmadan 6nce kuyucuklarin dis taban kismina 3’er adet yatay referans c¢izgisi ¢izildi. 200 pl
pipet uglar1 kullanilarak kuyucuk tabanina tam ortadan dikey bir sekilde 300-750 mm arasindaki
genislikte yara agildi. Cizim islemi sonrasinda tabandan kalkan hiicrelerin uzaklastirilmasi amaci
ile serum, penisilin-streptomisin ve glutamin icermeyen DMEM ile yikama islemi yapildi.
Kuyucuklara komplete medyum (%10 BCS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin iceren
DMEM) eklendi ve niklozamid (0,25 pM) varliginda ya da yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM)
uygulandi. Kontrol gruplarina ise ayn1 konsantrasyonda DMSO iceren ayni hacimde kontrol

¢oOzeltisi uygulandi. Bir gruba da tek basina niklozamid uygulandi.
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A. D.

Sekil 2.5. Migrasyon Deneyi. Monolayer konflue olmus hiicrelerin (A) bulundugu tabana pipet yardimu ile
dikey bir sekilde yara agilir (B). Ayni giin yara genisliginin goriintiisti ve 6l¢iimii alinir (C). Hiicre goglinii
tayini i¢in yara genisliginin goriintiisii ve 6l¢timii alinir (D) [105].

Deney serileri:

DMSO Kontrol Grubu (n=4)

2,5 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

5 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

10 uM Apigenin uygulanan grup (n=4)

0,25 pM Niklozamid uygulanan grup (n=4)
2,5 pM Apigenin + 0,25 uM Niklozamid (n=4)
5 uM Apigenin + 0,25 pM Niklozamid (n=4)
10 uM Apigenin + 0,25 pM Niklozamid (n=4)

Ila¢ uygulandiktan sonra her kuyucukta agilan yaranin 0. giin gériintiileri alindi. Sonrasinda 24,
48 ve 72. saatte ayni bolgelerden goriintii alinip yara acikliginin degerlendirilmesi yapildi.

Goriintiiler mikroskobun 4x boyutuna ayarlanip alindi.

3.10.1. Migrasyon Analizi

200 pl pipet uglart kullanilarak agilan yaranin 6l¢iimii ve fotograflamasi icin pleytler 4x
boyutunda ayarlanan mikroskop altina alindi. Referans cizgileri baz alinarak kuyucugun 3
noktasindan yaranin goriintiisii alinip 6l¢timii yapildi. Bu islem giinasiri medyum degistirilerek
24, 48 ve 72. saatte tekrarlandi. Alinan goriintiiler ve 6l¢glimden yara agikliginin degerlendirmesi

yapildi.
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3.11. istatistiksel Analiz

Diferansiyasyon, proliferasyon ve viabilite deney serileri kolorimetrik olarak; migrasyon
deney serisi mikrometrik olarak degerlendirildi. Veriler ortalama #* standart hata olarak ifade
edildi. Istatistiksel degerlendirme icin tek yonlii ANOVA’y1 takiben Dunnet post- hoc testi
kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viabilite Deney Sonuclari

4.1.1. 24 Saat

Apigenin ve niklozamidin 3T3-L1 preadiposit hiicreleri viabilitesi lizerindeki etkisinin
incelenmesi i¢in hiicrelere apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) ve niklozamid uygulamasi (0,25 uM) yapildi.
Kontrol grubuna ise ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi.24 saatin sonunda MTT
calisma soliisyonu ile viabilite analizi yapildi. Apigenin ve niklozamid 24 saatin sonunda

uygulanan dozlarda viabilite izerinde anlamli bir etki gostermedi (Sekil 4.1.).

Viabilite 24. saat

1.0
£ = DMSO Kontrol
S 0.51 : B Apigenin 2,5 uM
o Apigenin 5 uM
o E= Apigenin 10 uM
o 1 Niklozamid 0,25 uM
0.0-

Sekil 4.1. Apigenin ve niklozamid uygulamasinin 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin viabilitesi izerinde etkisi
(24 saat). Kuyucuklara apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) ve niklozamid (0,25 uM) uygulandi (n=4). 24 saatin
sonunda MTT analiz yontemi ile apigenin ve niklozamidin etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet
post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.
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4.1.2. 48 Saat

Apigenin ve niklozamidin 3T3-L1 preadiposit hiicreleri viabilitesi lizerindeki etkisinin
incelenmesi i¢in hiicrelere apigenin (2,5, 5 ve 10 uM), niklozamid (0,25 uM) ve kontrol grubuna
ayni oran ve hacimde DMSO uygulandi. 48 saatin sonunda MTT calisma soliisyonu ile viabilite
analizi yapildi. Apigenin ve niklozamid 48 saatin sonunda uygulanan dozlarda viabilite iizerinde

anlaml bir etki gostermedi (Sekil 4.2.).

Viabilite 48. saat

1.0
g Em DMSO Kontrol
o 0.5+ =5 Apigenin 2,5 uM
5 Apigenin 5 uM
E= Apigenin 10 uM
L1 Niklozamid 0,25 uM
0.0-

Sekil 4.2. Apigenin ve niklozamid uygulamasinin 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin viabilitesi {izerinde etkisi
(48 saat). Kuyucuklara apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) ve niklozamid (0,25 uM) uygulandi (n=4). 48 saatin
sonunda MTT analiz yontemi ile apigenin ve niklozamidin etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet
post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

4.1.3. 72 Saat

Apigenin ve niklozamidin 3T3-L1 preadiposit hiicreleri viabilitesi lizerindeki etkisinin
incelenmesi icin hiicrelere apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) ve niklozamid uygulamasi (0,25 pM) yapildi.
Kontrol grubuna ise ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi. 72 saatin sonunda MTT
calisma soliisyonu ile viabilite analizi yapildi. Apigenin ve niklozamid 72 saatin sonunda

uygulanan dozlarda viabilite lizerinde anlamli bir etki gostermedi (Sekil 4.3.).
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Viabilite 72. saat

1.0+
LT 1 1
£ E
S 054 e Em DMSO Kontrol
O . L T 1 . .
N L E3 Apigenin 2,5 uM
10 e Apigenin 5 uM
o B3 Apigenin 10 uM
S [ Niklozamid 0,25 uM
0.0 =

Sekil 4.3. Apigenin ve niklozamid uygulamasinin 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin viabilitesi izerinde etkisi
(72 saat). Kuyucuklara apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) ve niklozamid (0,25 puM) uygulandi (n=4). 72 saatin
sonunda MTT analiz yontemi ile apigenin ve niklozamidin etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet
post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

4.2. Proliferasyon Deney Sonuglari

4.2.1. 0-2’inci giin

Apigenin ve niklozamidin 3T3-L1 preadiposit hiicreleri proliferasyonu tizerindeki
etkisinin incelendigi deney serilerinde standart diferansiyasyon protokoliiniin 0-2’inci giinleri
arasinda hiicrelere niklozamid (0,25 uM) varliginda ya da yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM)
uygulandi. Kontrol grubuna ise ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi. Protokoliin 2-
4’lincii giinleri arasinda hiicrelere 1 pM instlin iceren FBS’'li medyum uygulandi. Protokoliin 4.
glininde MTT c¢alisma soliisyonu ile proliferasyon analizi yapildi. Hiicrelere proliferasyon
slirecinin 0-2’inci glinleri araliginda 10 uM apigenin uygulanmasi proliferasyon lizerinde anlaml

bir azalmaya sebep oldu (Sekil 4.4.). Niklozamid 6n uygulamasi bu azalmay1 ortadan kaldirdi.
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Apigenin ve/veya niklozamid 0-2. gin

4-
e Em DMSO Kontrol
3- 1 Niklozamid 0,25 uM
=3I Apigenin 2,5 uM
g , Apigenin 5 uM
e E= Apigenin 10 uM
O s Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
1- e Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 pM
e 3 Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 uM
0- —

Sekil 4.4. Niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulanmasinin 3T3-
L1 preadiposit hiicreleri proliferasyonu iizerine etkisi (0-2’inci giin). Kuyucuklara apigenin ve niklozamid
uygulandi (n=4). Protokoliin 4. giinliniin sonunda MTT analiz y6ntemi ile apigenin ve niklozamidin etkisi
degerlendirildi. Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonli
varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml
kabul edildi.

4.2.2. 2-4’iincu giin

Apigenin ve niklozamidin 3T3-L1 preadiposit hiicreleri proliferasyonu {tizerindeki
etkisinin incelendigi deney serilerinde standart diferansiyasyon protokoliiniin 2-4’lincii glinleri
arasinda hiicrelere niklozamid (0,25 puM) varliginda ya da yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM)
ve kontrol gruplarina ise ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi. Protokoliin 2-4’iincii
glinleri arasinda hiicrelere 1 uM insiilin iceren FBS’li medyum uygulandi. Protokoliin 4’iincii
gliniinde MTT ¢alisma sollisyonu ile proliferasyon analizi yapildi. Apigenin ve/veya niklozamid 2-
4’lincli giin araliginda uygulanan dozlarda proliferasyon tizerinde anlamh bir etki gostermedi

(Sekil 4.5.).
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Apigenin vel/veya niklozamid 2-4. Giin
DMSO Kontrol

4 [
1 Niklozamid 0,25 uM
3- l L % % EZ] Apigenin 2,5 uM
c Apigenin 5 uM
S 2 E= Apigenin 10 pM
i Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
19 Apigenin 5 pM + Niklozamid 0,25 pM
@ Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 pM
0-

Sekil 4.5. Niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulanmasinin 3T3-
L1 preadiposit hiicreleri proliferasyonu iizerine etkisi (2-4'lincii giin). Kuyucuklara apigenin ve niklozamid
uygulandi (n=4). Protokoliin 4’lincii giinliniin sonunda MTT analiz yontemi ile apigenin ve niklozamidin
etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek
yonlil varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler
anlaml kabul edildi.

4.2.3. 0-4’iinci giin

Apigenin ve niklozamidin 3T3-L1 preadiposit hiicreleri proliferasyonu {tizerindeki
etkisinin incelendigi deney serilerinde standart diferansiyasyon protokoliiniin 0-4’iincii giinleri
arasinda hiicrelere niklozamid (0,25 puM) varliginda ya da yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM)
ve kontrol gruplarina ise ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi. Protokoliin 4’'ncii
glinlinde MTT calisma soliisyonu ile proliferasyon analizi yapildi. Hiicrelere 0-4’incii giin
araliginda 10 pM apigenin uygulanmasi proliferasyon iizerinde anlaml bir azalmaya sebep oldu.

Niklozamid 6n uygulamasi bu azalmay ortadan kaldirdi. (Sekil 4.6.)
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Apigenin velveya niklozamid 0-4. gin
DMSO Kontrol

4- [
1 Niklozamid 0,25 uM
3 l 1 % % l EZ2 Apigenin 2,5 uM
e = Apigenin 5 uM
S  2- E= Apigenin 10 uM
5 Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
1 Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 uM
= Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 uM
O_

Sekil 4.6. Niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulanmasinin 3T3-
L1 preadiposit hiicreleri proliferasyonu iizerine etkisi (0-4’lincii giin). Veriler ortalama * standart hata
olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet
post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

4.3. Diferansiyasyon Deney Sonuclari

4.3.1. 0-4’iinci giin

Ekimi yapilan 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin konfluent oldugu giin protokoliin -2’inci
glinl olarak kabul edildi. Hiicreler BCS iceren komplete medyumda 2 giin daha bekletildi ve
postkonfluent 2’inci giin protokoliin 0'1nc1 giinii kabul edildi. Hiicrelere diferansiyasyon siirecinin
0-4’lincii giinleri boyunca niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10
uM) uygulamasi yapildi. Kontrol grubunda kuyucuklara ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO
uygulandi. Diferansiyasyon siirecinin 8’inci glinlinlin sonunda deney sonlandirildi ve Oil Red O
boyamasi ile diferansiyasyon degerlendirilmesi yapildi. Hiicrelere diferansiyasyon siirecinin 0-
4’lincli giin araliginda 10 pM apigenin uygulanmasi diferansiyasyon iizerinde anlamli bir

azalmaya sebep oldu. Niklozamid 6n uygulamasi bu azalmay ortadan kaldirdi (Sekil 4.7.).
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Apigenin velveya niklozamid 0-4. gin

DMSO Kontrol

0.5- -
1 Niklozamid 0,25 uM
47 I e 7 I § E=1 Apigenin 2,5 uM
g 0.3+ Apigenin 5 uM
§ 0.2 E= Apigenin 10 pM
Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
0-17 Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 uM
0.0- @ Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 uM

Sekil 4.7. Niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda 0-4’lincii giin apigenin (2,5, 5 ve 10 uM)
uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu iizerine etkisi. Diferansiyasyon protokoliiniin
0-4’lincii glinleri araliginda hiicrelere apigenin ve niklozamid uygulandi (n=4). Deney protokoliiniin 8’inci
giliniiniin sonunda Oil Red O Boyama ile apigenin ve niklozamidin etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

4.3.2. 4-8’inci giin

Hiicrelere diferansiyasyon siirecinin 4-8’inci giinleri boyunca niklozamid (0,25 pM)
varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) ve kontrol gruplarina ayni hacim ve
konsantrasyonda DMSO uygulamasi yapildi. Diferansiyasyon siirecinin 8’inci giiniiniin sonunda
deney sonlandirildi ve Oil Red O boyamas: ile diferansiyasyon degerlendirilmesi yapild.
Hiicrelere diferansiyasyonun 4-8’inci gilinleri araliginda 10 pM apigenin uygulanmasi
diferansiyasyon lizerinde anlaml bir azalmaya sebep oldu. Niklozamid 6n uygulamasi ise bu

azalmayi ortadan kaldird. (Sekil 4.8.).
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Apigenin ve/veya niklozamid 4-8. gln

0.5 Il DMSO Kontrol
(1 Niklozamid 0,25 uM
0.44 —
T l 3 Apigenin 2,5 uM
g 0.34 % % Apigenin 5 uM
K E3 Apigenin 10 uM
< 0.2
Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
0.19 Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 uM
0.0- 1 Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 pM

Sekil 4.8. Niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulamasinin 3T3-
L1 preadipositleri diferansiyasyonu iizerine etkisi (4-8’inci giin). Diferansiyasyon protokoliiniin 4-8'inci
giinleri araliginda hiicrelere apigenin ve niklozamid uygulandi (n=4). Stirecin 8’inci Glinliniin sonunda 0il
Red O Boyama ile apigenin ve niklozamidin etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc
test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

4.3.3. 0-8’inci giin

Hiicrelere diferansiyasyon siirecinin 0-8’inci gilinleri boyunca niklozamid (0,25 pM)
varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) ve kontrol gruplarina ayni hacim ve
konsantrasyonda DMSO uygulamasi yapildi. Diferansiyasyon siirecinin 8’inci giiniiniin sonunda
deney sonlandirildi ve Oil Red O boyamas: ile diferansiyasyon degerlendirilmesi yapildu.
Hiicrelere diferansiyasyon siirecinin 0-8’inci giinleri araliginda 10 pM apigenin uygulanmasi
diferansiyasyon tlizerinde anlaml bir azalmaya sebep oldu. Niklozamid 6n uygulamasi ise bu

azalmayi ortadan kaldird: (Sekil 4.9.).
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Apigenin ve/veya niklozamid 0-8. glin

0.4 Em DMSO Kontrol
1 L1 Niklozamid 0,25 uM
0.39 - % - § 5 Apigenin 2,5 uM
g - Apigenin 5 uM
C:D)r ' E= Apigenin 10 uM
0.1+ Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 pM
Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 uM
0.0 = Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 uM

Sekil 4.9. Niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulamasinin 3T3-
L1 preadipositleri diferansiyasyonu {lizerine etkisi (0-8’inci giin). Veriler ortalama * standart hata olarak
gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc
test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

4.4. Migrasyon Deney Sonuclar1

4.4.1. 24 Saat

Hiicre ekimi yapilmadan once, tutarl bir 6l¢clim yapabilmek amaci ile kuyucuklarin dis
taban kismina 3’er adet yatay referans cizgisi ¢izildi. Daha sonra ekimi yapilan hiicreler beklenilen
yogunluga ulastiginda kuyucuklardaki medyum c¢ekilip atildi. 200 pl pipet uclar1 kullanilarak
kuyucuk tabanina referans cizgilerinin tam ortasindan dikey bir sekilde 300-750 mm arasi
genisliginde yara acildi. Cizim islemi sonrasinda tabandan kalkan hiicrelerin uzaklastirilmasi
amaci ile serum, penisilin-streptomisin ve glutamin icermeyen DMEM ile yikama islemi yapildi.
Kuyucuklara BCS iceren komplete medyum eklendi ve niklozamid (0,25 uM) varliginda ya da
yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulandi. Ek olarak kontrol gruplarina ayni hacim ve
konsantrasyonda DMSO uygulandi. Hiicre gociiniin degerlendirilmesi i¢cin 24 saatin sonunda
hiicrelerin bulundugu pleyt 4x boyutunda ayarlanan mikroskop altina alind1 ve referans c¢izgileri
baz alinarak yara acikliginin dl¢iimi ve fotografi alindi (Sekil 4.10). Apigeninin 2,5, 5 ve 10 pM
uygulanmasi migrasyonda doza baglh bir artisa sebep oldu, bu artis anlamli bulunmadi. Apigenin
ayni dozlarda niklozamid (0,25 uM) ile birlikte uygulandiginda ise bu artis1 kismen baskiladigi
gozlendi. Ek olarak niklozamidin (0,25 pM) tek basina uygulanmasiyla migrasyonda anlaml

olmayan bir artis gézlendi (Sekil 4.11).
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i Apigenin 2,5 utM Apigenin 5 uM

338.14 ym

338.16 pym

24. st

48. st

72.st

Sekil 4.10. Niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) uygulamasinin 3T3-
L1 preadipositleri migrasyonu iizerine etkisi (0-72’inci saat). Protokoliin 24, 48 ve 72 saatleri boyunca
hiicrelere niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulandu.
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Sekil 4.10. (devami) Niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM)
uygulamasinin 3T3-L1 preadipositleri migrasyonu iizerine etkisi (0-72’inci saat). Protokoliin 24, 48 ve 72
saatleri boyunca hiicrelere niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM)
uygulandi.
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Apigenin 2,5 uM + Apigenin 5 pM +
Niklozamid 0,25 uM

S f

0.

¥

Apigenin 10 uM +

0. dk Niklozamid 0,25 uM DMSO Kontrol

~374.52pm

350.98 pym

Sekil 4.10. (devami) Niklozamid (0,25 puM) varlhiginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM)
uygulamasinin 3T3-L1 preadipositleri migrasyonu iizerine etkisi (0-72’inci saat). Protokoliin 24, 48 ve 72
saatleri boyunca hiicrelere niklozamid (0,25 puM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM)
uygulandi.
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Migrasyon 24 saat

= 607 mm DMSO Kontrol

? 1 Niklozamid 0,25 uM

g 401 4 Apigenin 2,5 uM

IS Apigenin 5 pM

S E= Apigenin 10 uM

é 201 Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
3:(_,—; £ Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 puM
E ol @ Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 uM

Sekil 4.11. Niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) uygulamasinin 3T3-
L1 preadipositleri migrasyonu iizerine etkisi (24'ncii saat). Veriler ortalama #* standart hata olarak
gosterildi ve istatistiksel karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Dunnet post- hoc test
kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamh kabul edildi. .* Kontrole gére anlamlilik, # niklozamid 6n
uygulamasina gore anlamlilik.

4.4.2. 48 Saat

Hiicrelerin bulundugu kuyucuklara niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda
apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) ve kontrol gruplarina ayni1 hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi.
Hiicre gociiniin degerlendirilmesi icin 48 saatin sonunda hiicrelerin bulundugu pleyt mikroskop
altina alindi ve yara agikliginin 6l¢iimii yapildi. Hiicrelerin 48 saat boyunca 2,5 ve 5 pM apigenine
maruz birakilmasi migrasyonda anlaml bir artisa sebep oldu. Bununla birlikte kuyucuklara 10 p
apigenin uygulandiginda hiicre migrasyonunda bir artis gériilmedi. ilging olarak niklozamidin
(0,25 uM) tek basina uygulanmasi migrasyonda anlamli bir artisa sebep oldu. Niklozamid 6n
uygulamasi 2,5 ve 5 pM apigeninin hiicre migrasyonunu artirici etkisini ortadan kaldird1 (Sekil

4.12).
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Migrasyon 48 saat

mEm DMSO Kontrol
—~ 1507
i _— [ Niklozamid 0,25 uM
'g = Apigenin 2,5 uM
% 1001 Apigenin 5 uM
GE_, ** i E= Apigenin 10 uM
g 501 " Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
':% id ’J_‘ £ Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 uM
& _ﬁ % § . B Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 uM

o

Sekil 4.12. Niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulamasinin 3T3-
L1 preadipositleri migrasyonu iizerine etkisi (48’inci saat). Veriler ortalama #* standart hata olarak
gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc
test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.* Kontrole gére anlamlilik, # niklozamid 6n
uygulamasina gore anlamlilik.

4.4.2.72 Saat

Kuyucuklara niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) ve
kontrol gruplarina da ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulandi. Degerlendirme i¢in 72
saatin sonunda pleyt mikroskop altina alind1 ve yara agikliginin 6l¢iimii yapildi. Hiicrelerin 72 saat
boyunca 5 pM konsantrasyonunda apigenine maruz birakilmasi migrasyon oraninda anlaml bir
artisa sebep oldu. Apigeninin ayni dozlarda niklozamid (0,25 pM) ile birlikte uygulanmasiyla, bu
artis ortadan kalkti. Ek olarak niklozamidin (0,25 pM) tek basina uygulanmasiyla migrasyonda bir

artis gozlendi ancak bu artis anlaml bulunmadi (Sekil 4.13).
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Migrasyon 72 saat

— 1507

S - mEm DMSO Kontrol

- 1 Niklozamid 0,25 uM

[} S

£ 1001 == Apigenin 2,5 uM

g Apigenin 5 uM

o E= Apigenin 10 uM

(&)

2 501 Apigenin 2,5 uM + Niklozamid 0,25 uM
= =3 Apigenin 5 uM + Niklozamid 0,25 puM
:Q? 0 j E Apigenin 10 uM + Niklozamid 0,25 uM

Sekil 4.13. Niklozamid (0,25 uM) varliginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 pM) uygulamasinin 3T3-
L1 preadipositleri migrasyonu iizerine etkisi (72’inci saat). Hiicrelere niklozamid (0,25 pM) varliginda veya
yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulandi ve 72 saat sonra hiicreler mikroskop altina alinip yara
aciklig1 6l¢limii yapildi. Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma igin
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler
anlaml kabul edildi. .* Kontrole gére anlamlilik, # niklozamid 6n uygulamasina goére anlamlilik.
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5. TARTISMA ve SONUC

Enerji alim1 ve harcanmasi arasindaki dengesizlik ile iliskili olan obezite, enerji
metabolizmasinin  kontrol edildigi yag dokusunun biiyime ve genislemesinden
kaynaklanmaktadir. Hiperlipidemi, hipertansiyon, ateroskleroz ve tip 2 diyabet gibi cesitli
metabolik hastaliklara sebep olabilen obezitenin onlenmesi kritik bir éneme sahiptir. Yag
dokusunun miktari, adipogenez siirecinin baskilanmasi ile diizenlenebilmektedir. Bu ¢alismada
3T3-L1 preadiposit hiicrelerinde, antiadipojenik etki gosterecegi diistiniilen apigeninin hiicre

viabilitesi, proliferasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonu tlizerindeki etkileri arastirildi.

Hiicre viabilitesinin incelendigi deney serilerinde, apigenin (2,5, 5 ve 10 uM; 24, 48 ve 72
saat) ve niklozamidin (0,25 pM; 24, 48 ve 72 saat) hiicre canliligl tizerinde anlamli bir etkisi
gozlenmedi. Calismamizda Wnt sinyal yolagini inhibe etmek icin 6ncelikle 0,5 uM niklozamid
kullandik, fakat bu konsantrasyonda hiicre canliliginda bir miktar azalma goézlendi. Bu yiizden,
niklozamidi literatiirde Wnt sinyal yolunu inhibe ettigi gosterilen 0,25 pM konsantrasyonunda
uyguladik [106]. Literatiire bakildiginda, Mafuyu Ono ve Ko Fujimori'nin yaptiklar1 ¢alismada,
3T3-L1 hiicrelerine 0-50 uM arasinda apigenin uygulanmistir ve 1,4 ve 8 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Apigeninin 10 pM konsantrasyonuna kadar hiicre canliginda herhangi bir azalma
goriilmemistir. Fakat 50 uM apigenin uygulanmasi ile hiicre canliliginda azalma g6zlenmistir [86].
Yakin zamanda Rebecca C. Arend ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, kanser hiicrelerine 0,5,
1,5 ve 7 uM niklozamid uygulanarak niklozamidin sitotoksisitesi dl¢tilmiistiir. Niklozamidin 0,5
uM uygulanmasi hiicrelerin viabilitesini %10 azaltmistir [107]. Bu yonii ile bulgularimiz literatiir
ile uyumludur. Bu sonuclar, ¢alismamizdaki apigenin ve niklozamidin 3T3-L1 preadiposit
viabilitesi tizerindeki etkisi ile ortiismektedir. Sonug¢ olarak, apigenin ve niklozamidin, bu tez
¢alismasinda bulunan 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyon, proliferasyon ve migrasyonu

tizerindeki etkilerinin hiticre toksisitesinden bagimsiz oldugu diistiniilebilir.

Adipogenez, obezitede anahtar rol oynayan bir siirectir. Calismamizda, adipogenez
slirecinin 6nemli bir asamasi olan mitotik klonal ekspansiyon asamasinda gerceklesen hiicre
proliferasyonu lizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla 3T3-L1 preadiposit hiicrelerine,
proliferasyon siirecinin 0-2, 2-4 ve 0,4’incii giinleri boyunca niklozamid (0,25 uM) varhginda ve
yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulandi ve kontrol grubu ile karsilagtirildi. Proliferasyon
slirecinin 0-2 ve 0-4’lincii giinlerinde 10 pM apigenin uygulanmasi, 3T3-L1 preadiposit
proliferasyonunu anlaml 6l¢iide baskiladi. Wnt inhibitérii niklozamid 6n uygulamasi apigeninin
yol actig1 bu baskilamay ortadan kaldirdi. Bununla birlikte, apigeninin proliferasyonun 2-4'tincii

glinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina uygulanmasinin hiicre proliferasyonu iizerine herhangi
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bir etkisi bulunmadi. Bu bulgular 1518inda, apigeninin adipogenez siirecinin erken evresinde
antiadipojenik etkinlik gosterdigi diisiintldii. Ek olarak, apigeninin hiicrelere Wnt sinyal yolagi
inhibitori niklozamid 6n uygulamasinin uygulanmasinin proliferasyondaki baskilanmay1 kismen
ortadan kaldirmasi, apigeninin antiproliferatif etkisinin Wnt sinyal yolagi lizerinden olabilecegini

distindiirdi.

3T3-L1 preadiposit hiicreleri tam olarak konflue oldugunda biiyiime durmasi ve ardindan
yonlenme (commitment) gerceklesir. Bu asamanin bitiminde hiicrelere farklilastirma kokteyli
uygulanir, diferansiyasyon siireci baslar. 3T3-L1 preadiposit farklilasmasinin degerlendirildigi
deney serilerinde hiicrelere diferansiyasyon siirecinin 0-4, 4-8 ve 0-8'inci giinleri boyunca
niklozamid (0,25 pM) varlhiginda ve yoklugunda apigenin (2,5, 5 ve 10 uM) uygulandi. Oil Red O
boyama ile farklilasma degerlendirildiginde, tlim zaman araliklarinda hiicrelere 10 uM apigenin
uygulanmasinin preadiposit farklilasmasini anlaml 6l¢iide baskiladig1 gozlendi. Apigenin 2,5 ve 5
UM konsantrasyonda ise diferansiyasyonu bir miktar baskilamakla birlikte bu artis anlaml
bulunmadi. Wnt inhibitérii niklozamid 6n uygulamasi ise hiicre kiiltiir ortammna 10 pM
konsantrasyonda uygulanan apigeninin diferansiyasyonu baskilayic1 etkisini ortadan kaldirdi.
Niklozamid tek basina uygulandiginda diferansiyasyon tizerine bir etki olusturmadi. Bu bulgular
apigeninin preadiposit diferansiyasyonu tlizerine olusturdugu supresyona Wnt sinyal yolaginin

aracilik ediyor olabilecegini diisiindiirdi.

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin diferansiyasyon asamasi basta C/EBP protein grubu ve
PPARY olmak iizere 6nemli transkripsiyon faktorleri tarafindan kademeli ve karmasik bir sekilde
diizenlenir. 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin postkonfluent 2’inci giinii hiicrelere farklilastirma
kokteyli verildiginde, diferansiyasyonun erken evresinde (ilk 2 giin) rol alan C/EBPS ve C/ EBPj3
aktive olur ve farklilasma siireci baslar. Bu transkripsiyon faktorleri, daha sonra, C/EBPa ve
PPAR-y proteinlerinin aktivasyonunu saglar ve diferansiyasyonun erken evresinden bitimine
kadar ekspresyonlari devam eder [108]. Calismamizdaki proliferasyon bulgular ele alindiginda,
hiicrelere proliferasyon siirecinin 0-2 ve 0-4lnci gilinleri boyunca 10 pM apigenin
uygulanmasinin proliferasyonu suprese etmesi, apigeninin, erken evrede aktive olan C/EBPS ve
C/ EBPB proteinlerinin ekspresyonunu baskilamasi yoluyla olabilecegi diisiiniildii. Ayrica
diferansiyasyon bulgularimiz degerlendirildiginde, diferansiyasyonun 0-4, 4-8 ve 0-8’inci giinleri
araliginda uygulanan 10 pM apigenin, hiicre farklilasmasini anlamh diizeyde suprese etti. Bu
baglamda, diferansiyasyonun baslangicindan bitimine kadar olan siirecte gozlenen apigeninin bu
etkisini, C/ EBPS ve C/ EBPf proteinlerine ek olarak C/EBPa ve PPAR-y transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu da baskilayarak gosterdigi diisiiniildi. Bunlara ek olarak, hiicre
gelisimi ve farklilasmasi gibi hiicresel olaylarda 6nemli rol oynayan Kriippel benzeri faktorlerin

(Kruppel-Like Factor, KLF) adipogenezi destekleyici veya engelleyici rolleri oldugu bilinmektedir.
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Yapilan bir calismada adipojenik KLF9 transkripsiyon faktorii ekspresyonunun 3T3-L1
preadiposit farklilasmasinin ge¢ evresinde arttig1 ve PPAR-y seviyesini artirarak diferansiyasyonu
destekledigi gozlenmistir [109]. Bu baglamda, 10 puM apigeninin, diferansiyasyonun 4-8’inci
giinlerinde gosterdigi antiadipojenik etkiyi KLF9 ekspresyonunu baskilayarak da yapmis
olabilecegi diisiiniildii. Ayrica, 3T3-L1 preadipositlerinde yapilan bir ¢calismada, 1, 10 ve 50 uM
apigenin uygulamasi, PPAR-y ve bunun hedef genleri olan yag asidi baglayici protein 4 (fatty acid
binding protein 4, aP2) ve stearoil-CoA desatlirazi (stearoyl-CoA desaturase, SCD) baskilamistir.
Calismada apigeninin AMPK (adenosine monophosphate-activated protein kinase, AMPK)
fosforilasyonunu artirdig1 gosterilmis ve adipogenezi suprese edici etkisine AMPK sinyal yolagi
aktivasyonunun aracilik ediyor olabilecegi one siiriilmiistiir [88]. Bu baglamda, apigeninin
antiadipojenik etkisinin AMPK sinyal yolagi aktivasyonunu da igerebilecegi diistiniilebilir.

Bununla birlikte bu varsayimlarin dogrulanabilmesi i¢cin ek deneylere ihtiyac vardir.

Yara iyilesme modeli ile hiicre go¢iiniin degerlendirildigi deney serilerinde 3T3-L1 preadiposit
hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat boyunca niklozamid (0,25 pM) varliginda ve yoklugunda apigenin
(2,5, 5 ve 10 puM) ve kontrol grubuna ayni hacim ve konsantrasyonda DMSO uygulanarak hiicre
gocli degerlendirmesi yapildi. Bu asamada, ilk migrasyon deneylerinde hiicrelerin bazal
aktivitelerinin azaltilmasi ve serumun icinde bulunan biyiime faktorlerinin etkisinin hiicre
cevabini etkilememesi amaci hiicrelere serumsuz medyum uygulandi. Fakat bu uygulama ile
hiicre viabilitesinin belirgin olarak azaldiginin goriilmesi iizerine hticrelere BCS iceren komplete
medyum uygulandi. Bununla birlikte, elde edilen migrasyon bulgulari degerlendirildiginde serum
iceren medyum uygulanmasinin hiicre migrasyonunu etkileyebilme olasiliginin da goéz ardi
edilmemesi gerekmektedir. Ancak, yakin zamanda yapilan bir calismada hiicrelerin serumsuz
birakilmasinin hiicre tipine ve uygulama siiresine bagh olarak karmasik ve dngoriilemez etkiler
yapabildigi gosterilmistir. S6z konusu calismada hiicrelerin serumsuz birakilmasinin bazal
aktivitenin azalmasi agisindan {iniform bir yanit olusturmadig1 ortaya konulmustur [110]. Bu
bilginin 15181nda, 3T3-L1 hiicre viabilitesinin serumsuz ortamda belirgin sekilde azaldig1 da goz
ontine alindiginda disiik diizeyde biiyiime faktorii iceren BCS eklenmis medyum kullanilmasi bir
gereklilik gibi gériinmektedir. Bununla birlikte, serumun icerdigi bliytime faktéri miktari gorece
az olsa daileride yapilacak calismalarda daha tutarli sonuclar elde edilmesi icin medyum icindeki
BCS ytizdesinin azaltilmasi bir se¢enek olarak durmaktadir. Hiicre migrasyonu deneylerinde
siklikla tercih edilen metotlar ise iki hiicre grubu arasinda bosluk olusturan bir insert
kullanilmasiyla gergeklestirilen, hiicrelerin belirli bir kemoatraktani algilayarak fiziksel bir
bariyerden ona dogru go¢ etme yeteneginin analiz edilmesi ve hiicrelere yara acilmasi ile
gerceklestirilen, hiicrelerin gocii ile yaray1 kapatma yeteneklerinin 6l¢iilmesi metodudur [111].
Yara agma yontemi, temel ekipman gerektirdiginden daha erisilebilir bir ydntemdir ve diger

metotlar ile kiyaslandiginda hiicre go¢ii analizinin daha basit bir yoludur. Bununla birlikte, 3T3-
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L1 preadiposit hiicrelerinde yara agma yontemi ile migrasyon analizi yapilan ¢alisma sayisi
oldukca azdir. Literatiirde yara acikligi modeli ile 3T3-L1 hiicrelerinde yapilmis iki calisma
bulunmaktadir [112, 113]. Bunun nedeni olasilikla 3T3-L1 hiicrelerinin yara agilirken daha kolay
zarar gorebilmeleri ya da tutunduklar1 yerden ayrilmalarinda artis goriilmesi olabilir. Yukarida
belirtilen bu faktorler nedeni ile 3T3-L1 hiicrelerinin migrasyon deneylerinde ¢ogunlukla insert
kullanilarak migrasyon degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamizda tez biitgesinin insert kullanimina
izin vermeyecek diizeyde olmasi nedeni ile yara agma yontemi ile migrasyon analizi yapildi.
Bulgulara gore, hiicrelere 24 saat boyunca apigenin ve/ veya niklozamid uygulanmasi
migrasyonda anlamli bir farka yol a¢madi. Hiicrelere 48 saat boyunca 2,5 ve 5 puM
konsantrasyonda apigenin uygulandiginda migrasyonda anlamli bir artis gézlendi. Ancak 10 pM
apigenin uygulanmasi hiicre migrasyonu iizerine anlamh bir etki gostermedi. Ek olarak
niklozamidin tek basina uygulanmasi da migrasyonda anlaml bir artisa sebep oldu. Hiicrelere
niklozamid 6n uygulamasi apigeninin 2,5 ve 5 pM konsantrasyonda uygulanmasinin hiicre
migrasyonunu artirici etkisini ortadan kaldirdi. Hiicrelere 72 saat boyunca niklozamid varliginda
ya da yoklugunda apigenin uygulandiginda, apigenin 5 uM grubunda migrasyonda anlaml bir
artis gozlendi. Preadipositler polar yapida, uzun, ince igsi goriiniimde fibroblastik hiicrelerdir.
Fibroblastlarin migrasyon 6zelliklerinin bulundugu bilinmektedir. Yara iyilesmesi inflamasyon,
proliferasyon ve fibroblastlar vb. bircok hiicre c¢esidinin gocii gibi hiicresel olaylarla
gerceklesmektedir. Fibroblastlar, yara iyilesmenin inflamasyon asamasindan onarimina kadar
tiim stireclerinde onemli rol oynar. Bu siirecte fibroblastlar biliyiime faktorleri, sitokinler ve
kollajen gibi bilesenler salgilayarak yara onarimi siirecine katkida bulunur [114]. 3T3-L1
preadipositleri iizerinde yapilan bir calismada, hiicre 6zellikleri ve morfolojik parametrelerinin
migrasyon gibi hiicresel olaylarda etkili oldugu bildirilmistir [115] Ayn1 ¢calismada, hiicre sekli ve
polarizasyonunun migrasyonda énemli rol oynadig1 vurgulanmis ve preadipositlerin polarize
oldugu ve yapilarinin daha uzun olduguy; ici lipid dolu olgun adipositlerin ise daha yuvarlak, daha
kii¢iik oldugu ve bundan dolay1 preadipositlerin olgun adipositlerden neredeyse 4 kat daha hizli
ve hareketli oldugu belirtilmistir. Preadiposit hiicrelerinin hiz degerleri ise 20-100 mm/saat
oldugu gosterilmistir. Ayni ¢calismada preadipositlerin daha uzak mesafelere go¢ etme egiliminde
olduklar1 gozlenmistir. Yag doku iizerinde yapilan bir arastirmada, hiicre iskeletinin ve hiicre
dongilisiiniin diizenlenmesi, adezyon, proliferasyon ve hiicre gocii gibi hiicresel olaylarda énemli
rol oynayan kemokin bagimh G protein aracili reseptor ailesi liyesi bir alfa kemokin reseptori
olan CXCR4 reseptoriiniin bloke edilmesi durumunda yag dokudan preadiposit serbestlesmesinin
arttig1 ve preadiposit hiicrelerinin migrasyonunda bir artis oldugu gézlenmistir [116]. Buna ek
olarak farkli mekanizmalarin preadiposit migrasyonuna yol acabilecegi gosterilmistir. 3T3-L1
preadipositlerinde yapilan bir ¢alismada bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilen ve gelisme,

farklilasma ve 6liim gibi hiicresel fonksiyonlarda rol alan piirinerjik reseptorlerden biri olan P2Y
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reseptoriiniin aktivasyonunun, hiicre migrasyonunu indiikledigi gosterilmistir. Bunun yani sira,
konjenital lipodistrofi, edinsel lipodistrofi gibi hastaliklarda ve HIV tedavisinde kullanilan proteaz
inhibitorlerine bagh olarak gelisen lipodistrofide de viicut yag dagiliminin belirgin sekilde
degistigi bilinmektedir [117]. Bu tablolarda adipoz doku kiitlesinin azalmasinin yani sira anormal
dagilimi ve daha o6nce yag dokusu bulunmayan bolgelerde ektopik yag doku olusumu
goriilmektedir. [118]. Ek olarak, adiposit prekiirsorlerinin adipoz dokudan iskelet kasina gociiyle
gelisen ve iskelet kasinda lipid birikimi ile sonuglanan sarkopenik obezitede benzer sekilde yag
dokunun dagilimi belirgin olarak degismektedir [116]. Ayrica yashlikta deri alt1 yag doku
kitlesinin azaldig), viseral yag doku kitlesinin arttig1 da bilinmektedir. Yag doku kitle artisinin
adiposit hipertrofisi yani sira preadiposit diferansiyasyonu yolu ile de olabilecegi gosterilmistir.
Yeni yag doku olusumunun ilk asamasinda preadipositlerin yag doku hiicre kiimelerine dogru
migrate olup ardindan diferansiye olduklar1 gosterilmistir [119]. Bu bilgiler 1s181nda yag doku
stromasindaki preadipositlerin uygun uyaranlar geldiginde migrate olabilecekleri diisiiniilebilir.
Hiicre migrasyonunda rol oynayan 6nemli aktdrlerden birisi Wnt sinyal yolagidir. Wnt sinyal
yolaginin farkli hiicre tiplerinde hiicre migrasyonunu modile ettigi gosterilmistir.
Hepatokarsinom hiicreleri lizerinde yapilan bir calismada, cesitli hiicresel olaylarda rol oynayan
Wnt sinyal yolaginin inhibisyonu, hiicre migrasyonunu baskilamistir ve bu etkiyi hiicre
proliferasyonunu baskilayarak yaptig1 diistintilmiistiir [120]. Bir baska calismada, kolon kanseri
hiicrelerinde, Wnt sinyal yolunun baskilanmasi, apoptozu indiiklemistir, hiicrelerin
proliferasyonunu ve goclinii engellemistir [121]. Bu bilgilere gore, hiicre migrasyonu genellikle
hiicre proliferasyonu ile paralel sonuglar gostermistir. Ek olarak, Wnt sinyal yolaginin 3T3-L1
preadiposit hiicre migrasyonu lizerindeki etkilerini gdsteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bununla birlikte, diger hiicre tiplerinde migrasyon iizerine etkileri géz oniine alindiginda,
preadipositlerin migrasyonuna da karisiyor olabilecegi akla gelmektedir. Bizim ¢alismamizda
apigeninin 5 pM konsantrasyonda hiicre kiiltiir ortaminda bulunmasinin 48 ve 72’inci saat
Olcimlerinde yara kapanma oraninda anlaml bir artisa yol agmasi ve Wnt inhibitoérii niklozamid
On uygulamasinin bu artisi ortadan kaldirmasi birlikte degerlendirildiginde 3T3-L1 hiicrelerinde
apigeninin hiicre migrasyonu lizerine etkisinin Wnt sinyal yolagi aktivasyonu ile olabilecegi olasi
goriinmektedir. Bununla birlikte apigeninin migrasyonu artirici etkisinin 24 saatlik uygulamada
goriilmemesi ve apigenin 10 pM konsantrasyonda uygulanmasinda yara kapanma oraninda bir
artisa yol agmamis olmasi bu sonuclarin giivenilirligi hakkinda sorulara neden olmaktadir. Ancak
hiicre kiiltiirii deneyleri total olarak ele alindiginda bu durumu agiklayabilmek miimkiin gibi
goriinmektedir. Viabilite deneyleri sirasinda apigeninin 10 pM konsantrasyonda uygulanmasinin
viabiliteyi bir miktar azalttig1 ancak bu azalmanin anlaml olmadig1 gériilmiistiir. Bunun yani sira
proliferasyon deneylerinde de yine 10 pM konsantrasyonda apigenin uygulamasinin 0-2 ve 0-

4’lincii glin araliginda proliferasyonu anlaml olarak azalttig1 da g6z 6niine alindiginda, s6z konusu
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konsantrasyonun olasilikla proliferasyonun baskilanmasinin yani sira viabilitedeki bir miktar
azalmanin da katkisi ile migrasyonun baskilanmasina yol acabilecegi akla gelmektedir. Bunun
yani sira ilging bir bulgu olarak, 6n uygulama sonrasinda apigeninin hiicre migrasyonunu artirici
etkisini ortadan kaldirdig1 goriilen niklozamidin tek basina uygulandiginda 48 saatin bitiminde
alinan ol¢iimde migrasyonda artisa yol acmasi da diisiindiirticiidiir. Niklozamid, 72 saatlik
uygulama sirasinda migrasyonda bir artisa yol agmakla birlikte bu artis anlamli bulunmamustir.
Wnt yolaginin inhibisyonunun hiicre migrasyonunu artirdigi varsayiminin kabul edilmesi
durumunda 6n uygulama ile Wnt inhibisyonu yapilmasinin apigeninin yol ac¢tigi hiicre
migrasyonundaki artisi ortadan kaldirmis olmasi geliskili goriinmektedir. Bununla birlikte,
baslangic yara acikhigi Olciileri degerlendirildiginde tek basina niklozamid uygulanan
kuyucuklarda yara agikliginin diger gruplara gore belirgin sekilde genis oldugu goriilmiigtiir.
Olasilikla niklozamidin tek basina uygulandiginda yara kapanma oraninin yiiksek bulunmasinda

bu durumun da katkis1 bulunmaktadir.

Niklozamid, insanlarda parazitik enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in kullanilan antihelmintik
bir ilactir. Niklozamidin, tenyalarda oksidatif fosforilasyondan sorumlu enzimleri baskilayarak
enerjisiz kalmalarina neden olur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ise, niklozamidin, kanser, Tip
2 diyabet, metabolik hastaliklar ve viral enfeksiyonlar gibi farkli hastaliklarin tedavisinde de
kullanilabilecegini gostermistir [122]. Niklozamidin bu etkilerine araciik eden ¢esitli
mekanizmalar bulunmaktadir. Ornegin, meme kanseri hiicreleri iizerinde yapilan bir arastirmada,
niklozamid uygulamasinin mTORC1 sinyalini baskilayarak antitiimor etkinlik gosterdigi
gozlenmistir [123]. Ek olarak yumurtalik kanseri hiicrelerine uygulanan niklozamid, Wnt/3-
katenin sinyal yolagini inhibe ederek antikanser etkinlik gostermistir [124]. Ayrica, yapilan bir
calismada, niklozamid uygulamasinin STAT3, AKT ve Wnt/B-katenin sinyal yolaklarini inhibe
ederek sistemik skleroz hastaliginin iyilesmesine katkida bulundugu gézlenmistir [125]. Ek
olarak, niklozamidin suda daha iyi ¢6ziinebilen bir formu olan niklozamid etanolamin tuzunun,
tip 2 diyabetli farelerde uygulanmasinin, metabolik semptomlari azalttig1, enerji harcamasini ve
lipid oksidasyonunu artirdig, aclik kan sekeri ve insiilin konsantrasyonlarinin artisini 6nledigi
gozlenmistir [126]. Fakat altinda yatan mekanizma tam olarak aydinlatilamamistir. Bu baglamda,
¢esitli mekanizmalar etkileyerek farkl etkiler gosterebilen niklozamidin, bu calismada gozlenen
bulgularini, Wnt sinyal yolaginin disinda farkli mekanizmalar tizerinden de yapmis olabilecegi

diisiintldii.

Calismamizin tiim bulgular: ele alindiginda, antioksidan, antiinflamatuar, antikanser ve
potansiyel antiadipojenik etkileri bulunan bir flavonoid olan apigeninin 3T3-L1 preadipositlerine
10 pM konsantrasyonunda uygulanmasi, diferansiyasyon siirecinin 0-4, 4-8 ve 0-8’inci zaman

araliklarinda hiicrelerin diferansiyasyonunu baskiladi. Ek olarak, hiicrelere diferansiyasyonun

44



Tugee COSKUNCA, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

onemli bir agsamasi olan proliferasyonun 0-2, 2-4 ve 0-4’lincii giinleri araliginda 10 uM apigenin
uygulandiginda ise, 0-2 ve 0-4'lincii giinler araliginda proliferasyonun baskilandigi goézlendi.
Ayrica apigenin bu etkileri hiicre canliligini azaltmadan gésterdi. Hiicre gociiniin degerlendirildigi
deney serilerinde apigenin, 48 ve 72 saat boyunca 5 pM konsantrasyonda uygulandiginda
migrasyonda artisa sebep oldu. Apigeninin bu etkileri, diferansiyasyon siirecinde aktive olan
belirli transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu ya da bazi sinyal yolaklarini baskilayarak
yaptig1 diisliniildii. Apigeninin migrasyonu artirmasinin ise, hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinden
kaynakl olabilecegi diisiiniildii. Ek olarak, apigenin hiicrelere Wnt sinyal yolu inhibitérii olan
niklozamid ile kombine bir sekilde uygulandiginda, antiproliferatif ve antiadipojenik etkileri ve
migrasyonu arttirici etkisi ortadan kalkti. Bu bulgular bize, apigeninin bu etkilerini Wnt sinyal
yolu iizerinden yapmis olabilecegini diisiindiirdii. Bu ¢ikarimlarin dogrulanabilmesi i¢cin ve
apigeninin obeziteye karsi giivenilir bir ajan olarak kullanilabilmesi icin cesitli transkripsiyon
faktorlerinin, reseptorlerin ve Wnt sinyal yolu proteinlerinin dl¢timii yapilmasi gerekmektedir.
Fakat calismamizda madde ve malzeme kisitliligindan dolay1 ve laboratuvar ortamimiz yetersiz

oldugu icin sonuglara gore olusturdugumuz varsayimlar dogrulanamamaistir.
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