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OZET

FARKLI GELiSiM EVRELERINDEKiI YAG HUCRELERINDE NiBAN
GENININ ANTIAPOPTOTIK VE LiPOGENIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Gergek zamanl hiicre monitorizasyon sistemi kullanilarak olgun adipositlerin birtakim
stres kosullarim1 tetikledigi bilinen lineloik asit (LA), stearik asit (SA), etanol ve
hidrojen peroksitin farkli dozlarina cevap olarak proliferasyonlar1 incelenmistir. Bu
proliferasyon egrilerinden faydalanilarak IC50 degerleri tespit edilmistir. 50, 100, 250,
300, 400, 600, 800 ve 1000 uM hidrojen peroksitin (H202) olgun adipositler iizerine
olan etkisi 130 saat boyunca gozlemlendi. 1 mM ve 800 uM hidrojen peroksitin 3T3-L1
adipositleri tizerine letal etkili oldugu saptandi.

600, 400 ve 200 uM linoleik asit uygulamasinin adiposit proliferasyonuna olan
etkisi yaklagik 120 saat boyunca incelendi ve kontrol grubuna gére 600 uM linoleik
asitin adipositler ilizerine letal etkili; diger dozlarin ise antiproliferatif etkili oldugu
saptand1. 250, 150, 100 ve 50 mM etanoliin olgun adipositlerin proliferasyonu {izerine
olan etkileri yaklagik 190 saat boyunca incelendi. Uygulanan tiim dozlarin kontrole gore
antiproliferatif etkili oldugu tespit edildi. Bu ¢aligmalar sonrasi proliferasyon verilerine
dayanarak her bir ajan icin belirli saatlerdeki IC50 degerleri tespit edildi. Bu degerler
belirli siireler boyunca hiicrelere uygulandiktan sonra hiicrelerden Total RNA
izolasyonu yapilarak Niban genine ait ger¢cek zamanli qPZR (Kantitatif Polimeraz
Zincir Raeksiyonu) ¢aligsmasi yapildi.

4 saat 300, 5 saat 600 ve 800, 24 saat 600 ve 800 puM hidrojen peroksit
uygulamasi; 4 saat 50 mM stearik asit ve 24 saat 90 mM etanol uygulamalar sonucu
Niban gen anlatimi1 kontrole gére azaltmis bulunmustur. 24 saat 480 uM linoleik asit
uygulamasi ise Niban gen anlatimini kontrole gdre arttirmistir. Ayrica adipositlerdeki
apoptozun inhibisyonun obezite ile iligkili hastaliklarin tedavisinde kullaniminin yeni
bir terapotik strateji olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak Niban geninin adipogenik ve
lipogenik siirecteki roliiniin ortaya konulmasi amaciyla heniiz yeni farklilagmis ancak
yag birikimi ¢ok az olan pre-adipositler ile uzun siire kiiltiire edilmis ve asir1 yag

birikimi gdzlemlenen olgun adipositlerde Niban gen anlatimi karsilagtirmali olarak



calisilmigtir. Sonug olarak olgun adipositlerdeki Niban gen anlatimi kontrole gore ¢ok

yiiksek; pre-adipositlerdeki ise kontrole gore diisiik bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Niban Geni, 3T3-L1 Adiposit, Obezite, iCELLigence, Gergek
Zamanh PZR
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIAPOPTOTIC AND LIPOGENIC EFFECTS OF
NIBAN GENE ON DIFFERENT DEVELOPMENT STAGES OF ADIPOCYTES

By using real-time monitoring system, as a response to different doses of some
stress triggering substances such as linoleic acid (LA), stearic acid (SA),ethanol and
hydrogen peroxide, the proliferations of mature adipocytes were examined. 1C50 values
were determined by utilizing the proliferation curves. 50, 100, 250, 300, 400, 600, 800
and 1000 uM of hydrogen peroxide concentrations were observed on mature adipocytes
for 130 hours. 1 mM ve 800 uM hydrogen peroxide was found to have lethal effect on
3T3-L1 adipocytes.

600, 400 and 200 uM linoleic acid application was examined for about 120 hours and

600 uM linoleic acid was found to have lethal effect compared to controls; whereas
other doses were found to have antiproliferative effect. 250, 150, 100 and 50 mM
ethanol effects were examined for about 180 hours for the proliferation of mature
adipocytes. All doses administered were found have antiproliferative effect compared to
controls. These 1C50 values of each agent for certain times after operation data based on
their proliferation were observed. After applying these doses over the cells for certain
periods total RNA was isolated from cells, and gPCR was for NIBAN gene was

performed.

The NIBAN gene expression levels were found to be decreased compared to
controls in 4 hours, 300, 600 and 800 for 5 h, 24 h 600 and 800 mm the hydrogen
peroxide treatment; 4 hours 24 hours 90 mm 50 mm stearic acid and ethanol
administered cells. The 24-hour 480 uM linoleic acid administration was found to
increase Niban gene expression compared to control. Also starting from the hypothesis
that a new therapeutic strategy for use in the treatment of diseases associated with
obesity, inhibition of apoptosis in adipocytes Niban to reveal the role adipogenic and
the lipogenic process of gene order has not differentiated new but fat accumulation with
little pre-adipocytes has been a long time culture and excessive fat accumulation

observed narrative Niban genes in mature adipocytes were studied comparatively. As a

Vi



result, Niban gene expression was found to be higher in mature adipoctes, and lower in

preadipocytes compared to control.
Anahtar Kelimeler: Niban Geni, 3T3-L1 Adiposit, Obezite, iCELLigence, Gergek

Zamanli PZR
Key Words: Niban Gene, 3T3-L1 Adipocyte, Obesity, iCELLigence, Real Time

PCR
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SEMBOLLER

% : Yiizde

°C :Santigrat Derece

ng : Mikrogram

[T0Y | : MikroMolar

nl : Mikrolitre

] : Beta

o :Alfa

cm? : Santimetrekare

H202 : Hidrojen Peroksit

kDa : Kilo Dalton

L . Litre

mM : Mili Molar

mmol : Mili Mol

mM : Milimolar

ml > Mililitre

rpm : Dakikada donme hizi

Rn . Kuyucuklarda hiicre varligindaki hiicre-elektrot empedansi

Rb :Kuyucuklarda hiicre olmadiginda medyuma ait arka plan
empedansi

S : Sedimentasyon Katsayisi
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KISALTMALAR
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LNCaP - Insan Prostat Kanseri Hiicre Hatt1

MRNA : mesajct RNA

MDM2 : Murine Double Munite 2

MDM4 : Murine Double Munite 4

MDMX : Murine Double Munite X

MSC : Mezenkimal Stromal Hiicreler

mBMMC : Fare Kemik Iligi Tiirevli Mast Hiicreleri

NPM : Niikkleofosmin

Ob/ob : Obez Fare

PBS : Phosphate-buffered saline

PC3 : Prostat Kanseri Hiicre Hatt1

PERK : Cift Zincirli RNA Bagimli Protein Kinaz Benzeri-ER
Kinaz

SA : Stearik Asit

gPZR . quantatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA : Riboniikleik Asit

ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

SIRNA : Small Interfering Riboniikleik Asit

T10c12 : Konjuge Lineloik Asitin Trans10,Cis-12 izomeri

T2D : Tip 2 Diyabet

TNF : Timor nekroz faktor

TSC2 : Tuberoskleroz 2 Geni

UPR :Katlanmamis Protein Cevabi

uv . Ultraviyole
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Metabolik Sendrom

Insan hayatin1 olumsuz yonde etkileyip mortaliteye sebep olan temel
unsurlardan olan obezite; insiilin direnci, tip 2 diyabet (T2D), dislipidemi,
hipertansiyon ve kardiovaskiiler hastalik gibi bir dizi metabolik hastaligin da dahil
oldugu patolojilerle birlikte metabolik sendrom olarak tanimlanmaktadir [1-3].
Metabolik sendrom, obezitenin yayginlik oranindaki artis ile beraber seyreder ve
diinyanin bir ¢ok bolgesinde obezitenin goriilme sikligindaki artis, metabolik sendrom
komponentlerinden 6zellikle insiilin direnci ve tip 2 diyabetin ortaya ¢ikmasina katkida
bulunur [2,3]. Metabolik sendrom komponentlerinin molekiiler mekanizmalar1 tam
olarak aydinlatilmis degildir [3]. Son yillarda metabolik sendrom sikligindaki artisin
daha ¢ok obezite ve tip 2 diyabete bagl olarak gerceklestigi bilinmektedir [4].

1.1.2. Obezite

Obezite, adipoz dokuda asir1 yag birikimi ile karakterize edilen ve lipid
metabolizmas1 hastaliklari, hipertansiyon, ateroskleroz ve iskemik kalp hastaliklarinin
yant sira insulin direnci, tip 2 diyabet, kalp damar hastaliklar1 ve kanser gibi
metabolizma ile iligkili hastaliklara yol acan kronik ve inflamasyonla beraber seyreden
bir hastaliktir [5-7]. Son yillarda yapilan caligmalardan elde edilen veriler, obezitenin
hiicrelerdeki stres sinyalleri ve inflamasyon yolaklariyla iligkili oldugunu gosterse de
[8-11], bu stresin kaynagi tam olarak aydinlatilamamistir. Obezitenin mekanik stres,
asirt lipid birikimi, hiicreler arasi enerji degisimlerindeki bozukluklar ve besine
erisebilirlik ile iligkili oldugu rapor edilmistir [3]. Obez bireylerin adipoz dokularinda
oksidatif stres, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve hipoksi gibi stres kosullari
mevcuttur [3,12,13]. Ob/ob diyabetli farelerin adipoz doku ve karacigerlerinde, fosforile

edilmis Cift Zincirli RNA Bagmmli Protein Kinaz Benzeri-ER Kinaz (PERK),



immunoglobulin baglayic1 protein (BiP) ve fosforile edilmis Okaryotik translasyon
baslatma faktorii (elF2a) gibi ER stres belirteglerinin  molekiiler seviyede
mekanizmalarini agiga ¢ikarmak i¢in yapilan ¢alismalarda obezite ile artan serbest yag
asitlerinin 6zellikle adiposit ve diger hiicrelerde ER stresini uyarici potansiyeli oldugu

rapor edilmistir [3,14,15].

Obezite sikliginin tiim diinyada artmasina ragmen, obezite ve obezite iliskili
hastaliklarin tedavisinde kullanilan mevcut terapotik secenekler smirli ve etkisiz
kalmaktadir [6]. Bu nedenle obezite gelisimindeki molekiiler mekanizmalar1 anlamak
obezite tedavisinde basar1 elde etmek i¢in kritik dneme sahiptir. Obezitede adipositlerde
gozlenen apoptozun, insanlarda adipoz doku, insiilin direnci ve hepatik steatozda
makrofaj infiltrasyonunun baslamasina katkida bulundugunun ortaya konmasi,
adipositlerde apoptozun baskilanmasinin metabolik komplikasyonlara bagli olarak

obezitenin tedavisinde yeni bir yontem olabilecegi savini ortaya ¢ikarmaktadir [16].

Obez insan ve farelerde yapilan deneyler sonucu elde edilen verilerde, bireylerin
yag dokusunda adiposit oliimlerinin tespit edildigi rapor edilse de [16], heniiz tip 2
diyabet, insiilin direnci, inflamasyon aracili obezite gibi metabolik hastaliklarda
apoptozun hangi sartlara cevap olarak olustugu bilinmemektedir. Alkhouri N. ve
ark.’larinin  [16] insan ve farelere ait adipoz dokuda yaptiklart ¢aligma
sonucunda, adiposit apoptozunun obez farelerde ve insanlarda arttigi verilerine

ulasilmistir.

1.1.3. Beyaz Adipoz Doku ve Adipogenez

Beyaz adipoz doku enerji tikketimi ve yag asitlerinin salinimi sirasinda
trigliseritlerin depolanmasinda ve enerji metabolizmasini kontrol ederek metabolik
olaylarda aktif rol alir. Adipositler genel olarak endokrin, parakrin ve otokrin sinyaller
ile diger yag hiicrelerinin ve bazi hiicrelerin metabolizmalarini diizenlerler [17]. Adipoz
dokunun metabolizma iizerine 3 temel etkisi bilinmektedir. Soyle ki, adipoz doku lipid
metabolizmasinda yag asidi saliniminda ve trigliserit depolanmasinda gorev yaparak rol

alir; karaciger ve diger dokularda glikoz metabolizmasinda trigliseritleri katabolize



ederek gliserol ve yag asidi salinimina yol acgar ve son olarak spesifik biyolojik
fonksiyonlart bulunan hormon, adipokinler ve diger bazi proteinlerin sentezlenmesinden
sorumludurlar [18]. Adipositlerden salinan bu molekiiller metabolizmanin, enerji ve yag
depolanmasiin diizenlenmesinde rol alirlar. Tiim bu etkilerinden dolay1 adipoz doku
adipositlerin biiylimesi ve enerji hemostazi gibi fizyolojik siire¢lerin gelisiminde énemli
bir etkiye sahiptir. Ayrica adipoz doku ve adipositler, anjiyogenez, adipogenez,
ekstraselliiler matriks ¢6ziinmesi ve yeniden sekillenme gibi metabolik siireclerde aktif
olarak rol alirlar [19]. Bireylerin viicut agirliginda bir artis meydana geldiginde adiposit
capinda biiylime gozlenir, mevcut kontrol mekanizmalart bozulur, adipoz dokuda
makrofaj birikimi baslar ve inflamasyon ortaya ¢ikar. Adipositlerdeki serbest yag asidi
depolanmasinda ve oksidasyonunda goérev alan diizenleyici molekiiller ve cevresel
faktorler yag metabolizmasi hemostazinda rol alir. Yapilan bir ¢alismada obezitenin
oksidatif stresi indiikledigi ve yag birikimi ile artan oksidatif stresinde adipokinlerin
degredasyonuna ve metabolik sendromun gelismesine kismen aracilik ettigi rapor
edilmistir [13].

Enerji  alimimin  enerji  harcanimmi  gectigi  durumlarda fazla enerji
trigliseritler seklinde adipositlerde depolanir. Adiposit farklilasmasi ve lipogenezi
diizenleyen molekiiler mekanizmalar yag hiicrelerinde enerji dengesinin kontroliinde
anahtar rol oynar [20]. Adipositlerdeki lipid depolama kapasitesi adipoz dokunun
biiyiimesi ile dengelenmistir. Bu sebeple adipoz dokuda hiperplazi ve hipertrofi
goriilebilir [21]. Adipoz dokunun artmasinda hiperplazinin rolii biytktiir. Asir
miktarda artan adipoz doku kiitlesi adiposit boyutu, sayis1 ya da her ikisi sonucuda
ortaya ¢ikabilir. Adipositler yapilarinda depolanmis olan trigliserit miktarina bagh
olarak c¢ok cesitli biiyiikliiklerde olabilirler. Hafif sismanlik durumlarinda (hipertrofik
obezite) fazla yag birikimine bagli olarak adipositlerin boyutlarinda artis gézlemlenir.
Ancak cocukluk cagi ve diger obezite tiplerinde ise adipositlerin sayisinda da artig
gbzlemlenir (hiperplastik obezite). Hipertrofik adipositler ¢evrelerinde bulunan pre-
adipositlerin doniisiimiinii uyararak lipid depolama kapasitesinin yiikselmesine yol agan
yag asiti salinimina sebep olurlar [22]. Obez bireylerin adipositlerinde biiylime ile
birlikte adipoz dokularinda sistemik metabolizmay1 etkileyen molekiiler ve hiicresel

degisimler bulunur. Obezitede artis ile birlikte adipositlerden bazi proinflamator



molekiillerin sentezlendigi ve obezite ile iligkili hastaliklarin gelisimine aracilik ettigi
bilinmektedir [23]. Adipogenez bir¢ok molekiiliin etkilesimi ile gerceklesen bir
farklilasma siirecidir [24]. Adipogenezde adipositler 6nciil hiicrelerden farklilagma ile
olusurlar [25]. Fonksiyonel anlamda hiicre farklilasmasi fenotip iizerine etkili gen
anlatim patern degisimleri olarak tanimlanabilir. Hiicrelerin sekli ve adipogenez ile
ortaya cikan lipid birikimi gibi morfolojik degisimler hiicre farklilagmasini uyaran
genlerin aktiviteleri sonucu olusur. Dolayisiyla farklilagsma siiregleri transkripsiyon
faktorlerinin anlatiminda ve aktivitelerindeki degisimler ile ortaya c¢ikar [26]. Tim
organizmalarda pre-adipositlerin farklilasma yetenekleri mevcut olup viicudun enerji
durumuna ve yag depolama ihtiyacina bagli olarak degisim gosterir. Literatiirde adiposit
gelisimini incelemek amaciyla yapilmis olan calismalarda kullanilan 2 farkli hiicre
hattindan biri miyosit, kondrosit ve fibroblast kaynakli pluripotent fibroblastlar, digeri
ise sadece olgun adipositlerin olusumuna izin veren unipotent 3T3-L1 hiicre hatlaridir
[27,28]. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasinin baskilanmasinda, farklilagsma siireglerinin
baslatilmasinda ve doniisiim siireglerinde bir¢ok protein rol alir [29,30]. 3T3-L1
hiicrelerinin maksimum farklilagsmasi i¢in biiylime ortaminda insulin, dekzametazon ve
izometil-biitil ksantinden olusan bir karisim gereklidir. Bu molekiillerle 5-7 giinliik
muameleden sonra adipositler yuvarlak bir form kazanirlar ve lipoliz ve lipogenezde rol

alan enzimleri yapilarinda bulundurmaya baglarlar [31].

Lipogenez karbonhidratlardan ve diger dietle alinan enerji kaynaklarindan
esrterlesmis yag asitlerinin trigliserit olarak sentezi olarak tanimlanir. Sicanlarda
lipogenez karacigerde ve beyaz adipoz dokuda meydana gelir [32]. Lipid sentezi tokluk
evresinde ve karbonhidrat tliketiminden sonra artis gosterir ve aclik kosullarinda inhibe
edilir [33]. Adipoz dokudaki lipid birikimi dolagimdaki yag asidi alimina bagl olarak
degisiklik gosterir [34]. Yag asitleri silomikronlardaki trigliseritlerin lipoprotein lipaz
aracili enzimatik yikimi sonucu ortaya cikarlar. Yag asitleri adipositlere alindiktan sonra

tekrar trigliseritler halinde depo edilirler [35].



1.1.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

Hiicresel strese bagli olarak endoplazmik retikulum (ER) fonksiyonlarinin gesitli
kosullar altinda bozulmasi sonucu protein katlanmalarinda sorunlar ortaya cikarak,
katlanmis ya da yanlig katlanmis proteinler ER liimeninde birikebilir. ER dengesinin
bozulmasiyla sonuglanan bu siireg, ER stresi olarak adlandirilir [36,37]. Kalsiyum
dengesi, glikozilasyon inhibitorleri ve hiicre i¢indeki dogru katlanmamis proteinlerin
birikimi ER stresine neden olabilir [38]. ER stresi, ER’nin protein katlanma kapasitesini
azaltarak hatali proteinlerin birikimine yol acar [39]. ER stresini tetikleyen durumlar
arasinda glikoz veya besin yetersizligi, viral enfeksiyonlar, yaglar, salgi proteinlerinin
miktarinda artis ve yanlis katlanmis proteinlerin varligi gibi kosullar mevcut olup bu

kosullardan bazilar1 obezitenin olusmasindan sorumlu tutulmaktadir [40-42].

Hiicrelerde toksik etkiye sebep olan ER stresine cevap olarak memeli hiicreleri
katlanmamis protein cevabt (UPR) olarak adlandirilan ¢oklu adaptif yolaklar
gelistirmislerdir [43]. Glikoz ve enerji yoksunlugu, artan protein sentezi ve protein
glikozilasyonun inhibisyonu, ER kalsiyum diizeyinde dengesizlik, mutasyon ve yanlig
katlanmis proteinlerin varligi gibi hiicresel stresler UPR aktivasyonuna neden olabilirler
[44]. Hiicresel sinyaller araciliiyla islev goren katlanmamis protein cevabi gift zincirli
RNA bagimli protein kinaz benzeri-ER kinaz (PERK), inositol-Gerektiren Enzim
1(IRE-1) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF-6) olmak tizere 3 farkli
mekanizma ile gergeklesebilir. UPR aracilt ER islevlerinin diizenlenmesi, katlanmamis
proteinlerin azaltilmasi yoluyla saglanir. ER stresine bagli olarak protein sentezini
baskilama, dkaryotik translasyon baslatma faktoriiniin (eIF2a) fosforilasyonunun artigi
ile saglanmaktadir. Fosforilasyon aracili gerceklestirilen bu modifikasyon, aktif 43S

translasyon baslama kompleksinin olusumunu engeller [44-46].

Immunoglobulin Baglayici Protein (BiP) araciligiyla gerceklestirilen hatali ya
da yanlis katlanmis proteinlerin birikimi ER kapasitesini asmasi nedeniyle UPR
sensoOrlerine baglanacak olan BiP miktar1 azalacaktir. UPR sensérlerine daha az BiP
baglanmas1 PERK ve IRE-1'in oligomerlesip otofosforilasyona ugrayarak asagi yonde

sinyallerin uyarilmasima sebep olur. ATF-6, Golgi’den salindiktan sonra belirli



islemler sonucu aktif transkripsiyon faktorii olarak islev goriir. PERK'in aktivasyonu
elF2a'nin fosforilasyonunun inhibisyonu ile protein translasyonunu secici olarak
zayiflatir. Bu fosforilasyon ayn1 zamanda apoptotik siiregclerde de yer alan birgok genin
anlattiminda gorev alan ATF-4'lin tranlasyonunun artmasi ile sonug¢lanir. De novo
protein sentezinin seg¢ici inhibisyonuna ek olarak UPR yolagi ayni zamanda
katlanmamis protein ylikiinii azaltmak ic¢in saperonlarin transkripsiyonunu da uyarir.
Aktive edilmis ATF-6 nukleusa hareket eder ve saperonlarin gen anlatimlarini artirarak,
ER stresi siirecinde rol alan birgok molekiiliin uyarilmasina neden olur. UPR ayni
zamanda siklin D protein sentezini baskilayarak PERK/elF2a vasitasiyla hiicre

dongiistinii G1 fazinda bloke eder [47,48].

ER stresi sirasinda UPR yolaginda yer alan birbiri ile baglantili yolaklar ve
bir¢ok diger farkl: siire¢ hiicrenin kurtarilip hayatta kalabilmesi amaciyla devreye girer.
ER stresi ortadan kaldirilamadiginda ise, UPR’da rol alan bazi molekiiller apoptotik

stirecleri uyararak hiicre 6liimiine yol agar [49].

1.1.5. Niban Geni

FAM129A gen ailesinin bir iiyesi olan ve 14 eksondan olusan Niban geni insan
ve farelerde 1., sicanlarda ise 13. kromozomda yer alir [50]. Niban geninin varligi
TSC2 mutasyonlu sigan renal karsinomunda tanimlanmistir [51]. Fare, sigan ve insanlar
arasinda Niban homologlarindaki amino terminal ug¢ boélgesindeki amino asit dizi
korunumunun ytiksek seviyede olmasi, bu bdlgenin fonksiyonel 6nemi oldugunu isaret
etmektedir. Niban gen dizisinin genetik veri tabanlar ile karsilagtirilmasi sonucunda 1s1
soku protein ailesinin iiyelerinde bulunan bir DNAj motifinin ortak oldugu anlagilmigtir
[53]. Niban geninin fonksiyonu bilinmemesine ragmen, DNAj motifine sahip olusu,
cesitli stres kosullar1 altinda anlatimlar1 artabilen 1s1 soku protein ailesi ile iligkili
olabilecegini ortaya koymaktadir [52]. Cesitli stres kosullart altinda Niban proteininin
sitoplazmadan nukleusa hareket ettigi immunhistokimyasal analizlerle tespit edilmistir
[52]. LK9d(L) renal tiimor hiicrelerinde yapilan ¢alismada normal hiicre kiiltiirii
kosullarinda 130 kDa Niban proteini sentezi saptanirken, kiiltiir ortam1 stres sartlarina

maruz birakildiginda 130 kDa yan1 sira ayrica 70kDa’luk Niban proteininde



sentezlendigi gosterilmistir [52]. Niban’in karsinogenezde hiicreyi 6liime karsi koruyor
olabilecegi de belirtilmistir [52]. Niban’in insan hastaliklar1 ve neoplastik kosullarda,
cesitli organlardaki anlatim paterni ve fonksiyonel Onemi tamamen karakterize

edilememistir.

Niban gen anlatiminin saglikli insana ait kalp, iskelet kasi, pankreas, akyuvar ve
prostat bezi dokularinda giiclii, kolon ve dalakta ise orta seviyede oldugu rapor
edilmistir. Bobrek, karaciger, akciger, timiis, testis, ovaryum, ince bagirsak, beyin ve
plasentada ise Niban gen anlatiminin olmadigi bilinmektedir [53]. Niban Okaryotik
translasyon bagslatici faktor 2o (eIF2a), p70 ribozomal S6 kinaz 1 alt birimi ve dkaryotik
translasyon baslatic1 faktor 4E baglayici protein 1’in fosforilasyonunu modiile ederek
protein sentezini diizenlemektedir [53]. Ancak Niban’in hiicre fonksiyonlarina etki

mekanizmasi ve hiicrenin yasam dongii siirecindeki rolii tam olarak aydinlatilmamastir.

Ye F. ve ark. [54] yaptig1 calismada 3T3-L1 fibroblastlarin yag damlaciklar
iceren adipositlere farklilagmasi sonrasindaki proteomik degisimleri analiz etmislerdir.
Fibroblastlardan farkli olarak farklilasmis adipositlerde Niban proteininde iginde

bulundugu, anlatimi yapilan birgok protein saptamislardir.

1.1.6. Niban ve Apoptoz iliskisi

1.1.6.1. MDM2-Niban

Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve DNA hasari, oksidatif stres, metabolik
stres, diizensiz onkogen aktivasyonu gibi ¢oklu stres sinyallerine cevaben apoptozun
uyarilmasinda p53 proteinin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [55-57]. Stres altinda
olmayan saglikli hiicrelerde murine double munite 2 (MDM2) aracili p53 yikimi ve
transkripsiyonel gen anlatimindaki kisitlama ile p53 aktivitesi diisiik seviyelerde tutulur
[58]. MDM2, p53 aktivitesini hem ubikuitin bagimli p53 yikimi hem de p53’°iin gen
anlattmmi baskilayarak diizenler [59,60]. p53’in kararliligt ve transkripsiyonel
aktivitesi MDM2 araciligiyla farkli mekanizmalar yoluyla kontrol edilir. MDM2-p53

etkilesimi; ADP-ribozilasyon faktorii, p53 stabilizasyonu ve aktivasyonu yoluyla



gerceklesir [61]. MDM2’nin bir diger diizenleyici faktérii de MDM4 olarak da bilinen
MDMX’dir. MDM2 ve MDMX birbirleriyle karboksil uclarindaki halka bolgeleri
araciligiyla etkilesirler ve MDMX, MDM2’nin E3-ligaz aktivitesini p53 yikimi i¢in
uyarir [60]. Nukleolus ve sitoplazma arasinda siirekli olarak yer degistirerek gorev
yapan bir nukleolar fosfoprotein olan nukleofosmin (NPM), MDM?2’ye baglanarak,
MDM2-p53 etkilesimini engeller ve p53 proteinini stabilize ederek transkripsiyonel
aktivitesini artirir [62,63]. Bununla birlikte NPM’nin etki mekanizmasi sirasinda hangi
molekiiller tarafindan kontrol edildigi bilinmemektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucu elde
edilen verilerde Niban’in ultraviyole radyasyon ile protein kinaz B (AKT) aracilt
fosforilasyonu sonucu, Niban ve NPM arasindaki baglanmayr uyardigi ve NPM’nin
p53-MDM2 kompleksi iizerindeki etkisini inhibe ederek p53’iin stabilizasyonunu bozup
apoptozu engelledigi tespit edilmistir (Sekil 1.1) [64].

UV Uyarimi
+

AKT

NPM
NPM
-
MDM2 MDM2
>—‘ MDM2) ____, —— Hiicrenin hayatta kalmasi
p53
p53

Sekil 1.1: AKT bagimli Niban fosforilasyonu tarafindan diizenlenen antiapoptotik yolak [64].

1.1.1.6.2. Endoplazmik Retikulum Stresi ve Niban Geni Iliskisi

Obezitenin ER stresini uyardig1 ve ER stresininde 6zellikle obezite, tip 2 diyabet

ve insiilin direnci arasinda anahtar rol oynadig: bilinse de [65] adipoz dokuda obezite
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aracili ER stresine cevap olarak Niban gen anlatiminin ne sekilde degistigi yoniinde bir

calismaya rastlanmamustir.

ER stresine cevap olarak Niban mRNA ve protein anlatim seviyelerinin arttigi
yapilan calismalar sonucu tespit edilmistir [53,54]. Sun G.D. ve ark. [54] ER stresorii
olan tunikamisinin (TM) Niban mRNA ve protein seviyelerini arttirdigini
gostermislerdir. Ayni arastirmacilar Niban’in in vivo fonksiyonlarini ortaya koyabilmek
amactyla Niban / ~ fareler olusturmuslar ve Niban geninin fibroblastik proliferasyon
tizerinde etkili olmadigmi kanitlamislardir. Ayrica ER stresi esnasinda elF2a
fosforilasyonunun Niban 7/ ~ hiicrelerde artigini gostermislerdir. Boylece Niban’in
elF2a’nin fosforilasyonunu baskilayarak protein translasyon mekanizmalarini etkiledigi
ortaya konmustur. Ayni arastirmacilar HeLa hiicrelerinde yaptiklari calismalarinda
Niban gen anlatiminin baskilanmasi sonucu apoptozun uyarildigini ortaya koymuslardir.
Tiim bu veriler Niban’in ER stres cevabinda etkin rol oynadigini ve translasyonu
diizenleyip hiicre 6liim sinyallesmesini organize ederek antiapoptotik bir rol tistlendigini
gostermektedir [53]. Ayni sekilde tip 2 diyabetli bireylerin pankreas hiicreleriyle
yapilan ¢alismada c¢esitli ajanlarla ER stresi uyarildiginda, hiicrelerde Niban gen anlatim
seviyesinin artttigt ve Niban proteininin [ hiicrelerini apoptoza karsi koruyucu rol
iistlendigi ortaya konmustur [66]. Tip 2 diyabette de [ hiicre oliimlerinin oncelikli
sebebi ER stresi kaynakli apoptoz oldugundan [67], Niban’in hipometilasyonu, protein
sentezinin azaltilmasi ile ER hemostazinin yeniden kurulmasinda rol oynayabilir [66-
68]. Obezite ve obezite iliskili hastaliklardaki adipogenik siirecte Niban’in hangi yolak
tizerinden etki ettigine dair bilgi mevcut degildir. Obezitenin ER stresini uyardigi ve ER
stresinin de Ozellikle obezite, tip 2 diyabet ve insiilin direnci arasinda anahtar rol
oynadig1 bilinse de [65] adipoz dokuda obezitenin uyardigi ER stresine cevap olarak

Niban gen anlatiminin ne yonde degistigine dair bir ¢aligmaya rastlanmadi.
1.1.7. Kanser ve Niban Iliskisi
Metabolik bir hastalik olan kanserin diger metabolizma hastaliklari ile ortak bazi

genetik temellerinin oldugu bilinmektedir. [69-73]. Epidemiyolojik arastirmalardan elde

edilen mevcut kanitlara ek olarak deneysel, translasyonel ve klinik calisma



verileri, metabolik sendromun bazi kanser tiplerinin gelisiminde ve progresyonunda
onemli etiyolojik rol alabilecegi hipotezini destekledigini gostermektedir [69].
Metabolik sendromun birgok komponentlerinden o6zellikle obezite ve diyabet, bazi
kanser tiplerinin gelisiminde rol almaktadir [71-73]. Bir meta analiz ¢alisma sonuglarina
gore, metabolik sendromun yetiskinlerde, bazi kanser tiirlerindeki artisla iliskili oldugu
ifade edilmektedir [49]. Metabolik sendromun bazi kanser tiplerinin gelisiminde yiiksek
risk faktorii olarak ele algilandig1 calismalar da bulunmaktadir [73]. Ayrica Calle E.E.
ve ark.’larmin yaptigi ¢alisma beden kiitle indeksinin artigi, birgok kanser tipinin 6liim
oraninin artigi ile alakali oldugunu ortaya koymustur [74]. Ayrica kilo alimi ve kaybinin
da kanser olusumunda Onemli bir risk faktorii olabilecegi yapilan ¢aligmalarda
belirlenmigtir [75,76]. Eldeki bu verilere ragmen metabolik sendrom ve kanser

arasindaki iliskinin ayrintili mekanizmasi halen tam olarak netlesmemistir.

Obezite ve obezite iligkili hastaliklarda rol aldig1 ortaya konulan Niban’in kanser
gelisiminde de rol aldigina dair sinirli sayida veri mevcuttur. Literatiir verileri, Niban
geninin ¢esitli doku ve organlarda erken ve gec evrelerdeki kanser hiicrelerinde asiri
ifade edildigini rapor etmislerdir [50,52,76,78]. Eker si¢canlari lizerinde yapilan bir
calismada renal karsinomlarinda, erken preneoplastik lezyonlarda Niban geninin
anlatim yaptig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda Niban gen anlatimi insan bobrek
hiicrelerinin de dahil oldugu diger renal karsinomlarinda da tespit edilmistir. Niban gen
anlatiminin normal insan ve fare bobreklerinde olmayip, renal karsinomlu hiicrelerde
bulunmas1 insan ve farelerde renal karsinogenez i¢in yeni bir tiimor markeri olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir [50].

1.1.8. Ger¢ek Zamanh Hiicre Monitorizasyon Sistemi: iCELLigence

1CELLigence, hiicre kiiltiirii ortaminda hiicrelerin sayilari, morfolojileri ve
canliliklart ile iligkili olan elektriksel empedansi gercek zamanli Olgerek hiicresel
olaylarin incelenmesine olanak taniyan ve oldukc¢a yiiksek duyarliliga sahip bir
monitorizasyon sistemidir [79,80]. Bu sistem hiicre c¢ogalmasini, morfoloji
degisikliklerini, hiicrelerin hareketlerini ve hiicrelerin zemine baglanma kalitelerini

herhangi bir isaretlemeye ihtiya¢ duymaksizin gercek zamanli olarak noninvaziv
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elektriksel empedansi dlgerek analiz eder (Sekil 1.2) [81]. Sistem rastgele hiicre indeks
birimleri olan (Rn — Rb)/4.6 'nin empedansini ifade eder. Rn kuyucuklarin hiicre
varhigindaki hiicre-elektrot empedansidir. Rb ise kuyucuklarda hiicre olmadiginda
medyuma ait arka plan empedansidir [79]. Sistem 8 kuyucuklu 2 adet elektronik plaka
(E-Plate) yiiklenebilen cihaz ve bunun bagli oldugu ve analizlerin yapildig1 bilgisayar
sisteminden olusur. Cihaz standart CO: etiiv igerisine yerlestirilir ve buradan kablosuz

olarak Kontrol Unitesi 'ne (etiiviin disinda yer alan bir iPad) veri aktarimi gergeklestirir.

bbbl b =7
— (2
elektrot hiicresiz bazal deger
elektrot yiizeyi
* Hiicre )
\ ra—
: - L 222
elektrot bir hiicre baglanmig X
elektrot yiizeyi empedans
* % Hiicreler
\ — H e o M -d
elektrot iki hucre baglanmig

elektrot yiizeyi 2 kat empedans

'I
guglii blr §ek||de 2 hiicre | ileri empedans

baglanmis elektrot yiizeyi

Sekil 1.2: iCELLigence ger¢ek zamanli hiicre monitorizasyon sisteminin ¢aligsma prensibi.

Bu ¢alismamizda hiicrelerde birtakim stres kosullarini tetkledigi bilinen lineloik asit,
stearik asit, etanol ve hidrojen peroksitin, obezitenin modellendigi adipositlerin
gelisimlerine olan etkileri ger¢ek zamanli olarak incelenmistir. Daha sonra adiposit
apoptozunun dnlenmesinin obezite tedavisinde yeni bir terapi olabilecegi diisiincesinden
yola ¢ikarak, bu ajanlarin belirli doz ve siirelerde adipositlere uygulanmasi sonrasi stres
kosullarina cevap olarak antiapoptotik rol etkisi olan Niban gen anlatim paternindeki

degisimler tespit edilmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

© ©° N o g bk~ w DR

O N A S T e o o o e
O © O N O 0O~ W N P O

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

FastStart Essential DNA Probes Master (Roche )

High Pure RNA Tissue Kit(ROCHE)

Cell Proliferation Kit I (MTT) (Roche)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (ROCHE)
RealTime ready Catalog Assays (ROCHE)

RealTime ready Designer Assays, 300 reactions (ROCHE)
Dulbecco’s MEM

Phosphate Buffer Saline (PBS) (THERMO)

Amfoterisin b ¢6zeltisi (THERMO)

. Penicillin Streptomisin Cozeltisi (THERMO)
. Fetal Bovin Serum (FBS) (THERMO)

. 3-1zobutil-1- Metil Ksantin (SIGMA)

. Insulin (Sigma)

. Lineloik Asit (Sigma)

. Stearik Asit

. Etanol

. Hidrojen Peroksit (% 35 MERCK)

. Oil Red O (Sigma Aldrich)

. Formalin (Sigma)

. Deksametazon
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2.1.2. Kullamilan Arac ve Gerecler

LightCyler R Nano (ROCHE)

ICELLigence Real Time Cell Monitoring System (ACEA, Bioscience)

Spektrofotometre (Beckman Coulter)
CO: Etiiv (Thermo Scientific)

-80 Derin Dondurucu (Thermo Scientific Forma 700 Series)

-20 Derin Dondurucu (Vestel No Frost)
+4 Buzdolabi (Vestel)

Otoklav (ALP)

Elektronik Pipet Seti (Thermo)

. Vorteks (Biosan V-1 Plus)

. Mikrosantrifiij (Beckman Coulter)

. Sogutmal1 Santrifiij (Sigma 3-18K)

. UV Kabin (Tez-San Biosafety Cabinet Class I1)
. Su banyosu (Stuart)

. Etiiv (Elektromag)

. Hassas Terazi (Radwag)

. Distile Su Cihazi (Elga)

. Inverted Faz Konstrat Mikroskop

. Floresan Mikroskop (Euromax/IR Serisi)

. Istticili Manyetik Karistirict (Stuart)
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2.2. Yontem

2.2.1. Hiicre kiiltiirii

Calismada kullanilan 3T3L-1 fibroblast hiicre soyu American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, USA) ticari olarak temin edilmistir. Calismalar
baslayincaya kadar ve gerektiginde fibroblastlar ve adipositler -150 °C’ de muhafaza
edilmislerdir. Hiicre kiiltiirii calismalarinda hiicrelerin beslenme ortami olarak DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's medium) medyumu, %10 Fetal Bovin Serum (FBS),
Penisilin (100 unit/ml)-Streptomisin (100 pg/ml) Soliisyonu ve Amfoterisin B
soliisyonu kullanildi (Sekil 2.3). Hiicrelerin gelismesi ve biiyiimesi igin 25 cm?’lik
flasklar icine komplet medyumdan 10 ml dokiildii. Daha sonra dondurulmus haldeki
hiicreler kademeli olarak ¢oziindiiriildii. Hizli bir sekilde hiicreler flasklara paylastirildi
(Sekil 2.2). Hiicrelerin flasklara ekilmelerinin ardindan inverted mikroskop altinda
gozlem yapilarak hiicrelerin varliklar1 teyit edildi. Mikroskobik gdzlemin ardindan
flasklar 9%5’lik karbondioksit etiivde 37 °C’ de inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin
zemine yapisip yapismadigini gozlemlemek amaciyla ekimden 24 saat sonra hiicreler
tekrar inverted mikroskop altinda incelendi. Tiim bu calismalar steril sartlarda

ultraviyole (UV) kabin igerisinde ger¢eklestirildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Hiicre kiiltiirii ile ilgili tiim deneylerin yapildig1 kabinin ¢aligma dncesi sterilizasyonu.
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Sekil 2.3: Besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler. A) High Glucose DMEM, B) New Born

Calf Serum, C) Amfoterisin B Soliisyonu, D) Penisillin-Streptomisin Soliisyonu.

2.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Calismalar stiresince rutin olarak flasklar igindeki besi yerleri 2-3 giin arayla

degistirildi ve flask yiizeyinin %90’ lik boliimii hiicreler ile kaplaninca, hiicreler klasik
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tripsinojen yontemi ile pasajlandi. Hiicreler dnce ardisik olarak 2 ml ve 1 ml PBS ile
yikandi. Daha sonra 1 ml tripsin-EDTA soliisyonu uygulamasi yapilarak hiicreler
kaldirild1 (Sekil 2.4). 2-3 dakikalik uygulama sonrasi tripsin, serum igeren besiyeri
eklenmesiyle inaktif hale getirildi. Daha sonra 20 ml’lik falkon tiiplere alinan hiicreler 7
dakika 5000 rpm’de santrifiij edildi. Tripsin yontemi ile hiicrelerin kaldirilmasina dair
yukarida anlatilan islemler, rutin pasajlamada, iCELLigence deneyleri ve RNA

izolasyonlar1 6ncesinde yapildi.

Sekil 2.4: Hiicrelerin zeminden kaldirilmasi ve hiicrelerarasi baglantilarin koparilmasi i¢in kullanilan

malzemeler. A) Tripsin-EDTA B) PBS.

2.2.3. 3T3-L1 Fibroblast Hiicrelerinin Adiposit Hiicrelerine Doniistiiriilmesi

3T3-L1 fibroblast hiicrelerinin adiposit hiicrelerine doniistiiriilmesi Miard S. ve
ark.’larinin [82] protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. 3T3-L1 fibroblast hiicreleri
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) medyumu, %10 Fetal Bovin Serum
(FBS) icinde %S5’lik karbondioksit etiivde 37 °C‘de 4 giin inkiibasyonu sonrasi
flasklarin %75°1 hiicreler tarafindan kaplaninca hiicrelere doniisim besiyeri verildi.
Doéntisiim besiyerinin hazirlanmasinda DMEM-FBS i¢ine 10 pg/ml insiilin, 1 pM
dekzametazon, 0.5 mM 3-izobiitil-1-metil ksantin eklenmis besiyeri kullanildi.
Ardindan bu besiyeri ile birlikte hiicreler %5°lik karbondioksit etiivde 37 °C* de 3 giin
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 2’ser giin araliklarla DMEM-FBS +10p/ml insiilin
iceren besi yeri ile hiicrelerin 3 kez besiyeri yenilemesi yapildi. Hiicrelerin gelisimleri

belirli periyotlarda inverted mikroskop altinda incelendi (Sekil 2.5-2.6).
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D)
Sekil 2.6: 3T3-L1 fibroblastlarinin pre-adipositlere doniisiimii. A) Doniisiim 6ncesi fibroblastlar (10X),
B-C) Doniisiim sirasinda fibroblast-preadiposit hiicreleri (10X), D) Olgun adipositler (40X).

17



2.2.4. 3T3-L1 Fibroblastlarimin Adiposit Hiicrelerine Doniisiimiiniin Saptanmasi

Temel olarak adipositlerdeki hiicre i¢i lipid damlaciklarinin birikimi ile
fibroblastlarin adiposit hiicrelerine doniisiimii saptandi. Bu doniisiim sirasinda belirli
araliklarla mikroskop ile gozlem yapilarak incelenerek hiicrelerin gelisim asamalari
kaydedilmistir. 3T3-L1 fibroblast hiicrelerinin olgun adiposit hiicrelerine doniisiimii Oil
Red O boyama yontemi ile tespit edildi. Hiicreler ilk olarak %10’luk formalin
soliisyonunda bir saat bekletildi. Daha sonra 5 dakika oda sicakliginda % 60’lik oil red
o ¢ozeltisinde inkiibasyona birakildi. Inverted mikroskopta yag damlaciklari kirmizi

renkte izlendi (Sekil 2.7).

A)
Sekil 2.7: A) Oil-Red O ile boyanan adipositler, B) Oil Red O boyasi.

2.2.5. iCELLigence Ger¢ek Zamanh Monitorizasyon Sistemi Kullanilarak Hiicre

Sayisinin Optimizasyonu

Calisma sonucunda daha dogru bir sonug elde edilmesi i¢in deneyler sirasinda
gerekli olan 3T3-L1 adiposit hiicre sayis1 iCELLigence sistemi kullanilarak tespit
edilmistir (Sekil 2.8). 37 "C’de %5’lik karbondioksit etlivde inkiibasyona birakilmis
olan hiicreler ilk 6nce PBS ile yikandiktan sonra tripsin kullanilarak zeminden
kaldirildi. Daha sonra fiizerine 1 ml serum igeren besiyeri eklenerek tripsinin
inhibisyonu saglandi. Santrifiij ile tripsin igeren besiyeri uzaklastirildi ve 1 ml taze
besiyeri bu hiicrelerin {izerine eklendi. 1 ml besiyeri igindeki yer alan hiicre sayist

hemositometre kullanilarak hesaplandi. Bu arada iCELLigence sistemine ait elektronik
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plakalarin her bir kuyusuna 150 pL besiyeri eklendi. Deneye baslamadan 6nce arka plan
Ol¢iimii icin besiyeri igeren elektronik plakalar iCELLigence sistemine yerlestirildi ve
Olclim yapildi. Sayimi yapilan hiicreler elektronik plakaya ait kuyucuklarda yaklasik
olarak sirasityla 100000, 50000, 25000, 12500, 6300, 3100 ve 1600 hiicre/ml olacak
sekilde besi yeri ile siispansiyonu yapildi. Daha sonra her bir kuyucukta toplamda 300
ul besi yeri olacak sekilde besiyeri eklendi. Elektronik plakalar sisteme yiiklendikten
sonra deneye baslamadan once 30 dakika beklenerek hiicrelerin zemine ¢Okmesi
saglandi. Daha sonra sistem galistirilarak 15’er dakikalik periyotlar ile 120 saat boyunca
hiicrelerin proliferasyonu 0lgiildii. 120 saatlik c¢alisma sonrasinda proliferasyon
egrilerinden yararlanarak deneyler i¢in en uygun hiicre sayist 50000 hiicre/kuyucuk
olarak belirlendi (Sekil 2.9-2.10). Bu deney analizlerinde hesaplanan half maximum
inhibitory concentrations (IC50) degerleri “Sigmoidal dose-response (Variable slope)”

formiilii ile hesaplandi.
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Sekil 2.8: A) iCELLigence sisteminin kurulmasi ve optimizasyonu. B-C) Hiicrelerin ekimi yapildiktan

sonra elektronik plakalarin CO; kabin i¢inde yerlestirilmis cihaza yiiklenmesi.
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Sekil 2.9: A-B) iCELLigence sisteminde 120 saatlik kiiltiir sonrasi hiicre diliisyonlarina ait proliferasyon

egrileri.
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Sekil 2.10: iCELLigence sisteminde 120 saatlik kiiltiir sonras: kontrole gore en iyi prolifere olan hiicre

dilisyonu.

2.2.6. ICELLingence Sisteminde 3T3-L1 Adiposit Hiicrelerine Linoleik Asit ve
Stearik Asit Uygulamalari

3T3-L1 adipositlerine yag asitlerinin uygulanmasi Chavez J.A. ve ark.’larmin
[83] verilerine gore yapildi. Kiiltlir ortamina serum igermeyen besiyeri ilave edildi.
Linoleik ve stearik asit alkol ve besi yeri iginde ¢oziindiiriildii. Adiposit hiicrelerinin
elektronik plakalara ekiminden yaklasik 24 saat sonra 3T3-L1 adipositlerine 200 uM,
400 uM ve 600 puM linoleik asit; 500 uM, 750 uM, 1000 uM ve 1500 uM stearik asit
yaklasik 120 saat boyunca uygulandi ve 15°er dakikalik periyotlar ile dl¢timler alindi.

Kontrol hiicrelerine sadece kiiltiir medyumu eklendi.

2.2.7. ICELLingence Sisteminde Adiposit Hiicrelerine Hidrojen Peroksit ve Etanol
Uygulamalar
Adiposit hiicrelerinin elektronik plakalara ekiminden yaklasik 24 saat sonra

hiicrelere 50, 100, 250, 300, 400, 600, 800, 1000 uM hidrojen peroksit ve 50, 100, 150,
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250 mM etanol uygulamasi yapildi. Kontrol hiicrelerine sadece kiiltiir medyumu
eklendi. Sirasiyla yaklasik 120 ve 190 saat boyunca ve 15’er dakikalik periyotlar ile

Olgtimler alindi.
2.2.8. iCELLingence Sisteminde IC50 Degerlerinin Belirlenmesi

Linoleik asit, stearik asit, hidrojen peroksit ve etanol uygulamasi yapilmis
adiposit hiicrelerinin 120 saatlik proliferasyon egrileri incelendi. Daha sonra her biri
icin, Sigmoidal dose-response (Variable slope) formiilii kullanilarak half maximum

inhibitory concentrations (IC50) degerleri hesaplandi.

2.2.9. 3T3-L1 Adiposit Hiicrelerine Linoleik Asit, Stearik Asit, Hidrojen Peroksit

ve Etanol Uygulamasi

IC50 degerleri hesaplandiktan sonra hiicreler belirli doz ve siire boyunca linoleik
asit, stearik asit, hidrojen peroksit ve etanol ile muamele edildiler. Buna gore 4 saat 300,
400 ve 600 uM H202, 5 saat 600 ve 800 pM H202, 24 saat 600 ve 800 pM H202; 24 saat
480 puM linoleik asit, 24 saat 50 uM stearik asit ve 24 saat 90 mM etanol uygulamasi
yapildi.

2.2.10. Adipogenik Siirecte Niban Gen Anlatimindaki Degisimlerin Belirlenmesi

Adipositlerdeki adipogenik siire¢te Niban gen anlatim paterninin yaglanmaya
bagli olarak ortaya c¢ikan stres siireclerine cevabinin belirlenmesi i¢in heniiz yeni
farklilasmis pre-adipositler ile yaklasik 21 giin kiiltiirde yetistirilmis ve yag birikimi
mikroskop altinda rahatg¢a gézlemlenebilen olgun adipositlerden (Sekil 2.11) total RNA

izolasyonlar1 yapilmistir.
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Sekil 2.11: Yag birikimi gozlemlenen olgun adipositler (40X).

2.2.11. Total RNA izolasyonu

Total RNA hiicrelerden High Pure RNA Tissue Kit (Roche, Germany)

protokoliine uygun izole edildi.

1. Hiicreler PBS ile siispanse edildi.

2. Uzerine 200 pl lizis-baglayic1 tampon (Lysis/-Binding Buffer) eklendi.
3. lyice karistirilda.

4. Fitreli tiip, toplatic tiipiin lizerine konuldu.

5. Eppendorf tiipteki sivi, filtreli tiipe aktarildi.

6. 8000 x g’ de 15 saniye santrufiij edildi.

7. Toplayici tiip sivi ile birlikte atildi. Filtreli tiip temiz bir toplayici tiipiin igine
konularak tizerine 90 ul DNase incubation buffer ve 10 pul DNase | eklendi.

8. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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9. Uzerine 500 pl ytkama tamponu I (Wash Buffer 1) eklendi ve 8000 x g’ de 15 saniye
santrufiij edildi. Alt siv1 atild1. Filtreli tiip toplayici tiip ile birlestirildi.

10. Filtreli tiipiin igine 500 ul yikama tamponu II (Wash Buffer Il) eklendi ve 8000 x g’
de 15 saniye santrufiij edildi. Alt s1v1 atildi. Filtreli tiip toplayici tiip ile birlestirildi.

11. Filtreli tiipiin igine 300 pl yikama tamponu Il (Wash Buffer 11) eklendi ve 13000 x g’
de 2 dakika santrufiij edildi. Toplayic tiip sivi ile birlikte atildi.

12. RNA igeren filtreli tiip, 1.5 ml’lik eppendorf tiipiin icine konuldu. Onceden 1sitilmis
100 pl siizme tamponu (Elution Buffer) filtreli tiipe eklendi ve 8000 x g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

13. izole edilen total RNA’lar kullanilana kadar —80°C de saklandi.

2.2.12. Total RNA’dan ¢cDNA Sentezi

Total RNA’dan cDNA transcriptor HiFi cDNA synthesis kit (Roche) kullanilarak

sentezlendi.

1. 1ug total RNA, 2ul random hexamer primer ve 9ul PCR grade water ile karistirildi.
2. Toplam hacim 13 pl olan karigim 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3. Uzerine 4 pl transcriptor reverse transcriptase reaction buffer, 0.5 ul protector
RNase inhibitor, 2ul deoksiniikleotid karisimi ve 0.5 pl transcriptor reverse
transcriptase eklenerek toplam hacmi 20 pl olan yeni bir karisim elde edildi.

4. Yeni karisim 25°C’de 10 dakika, 50°C°de 60 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe
edildi.

5. Sentezlenen cDNA’lar -20°C’de analiz yapilana kadar saklandu.

2.2.13. Kantitatif Polimeraz Zincir (QPZR) Analizi

Niban gen anlatimlart kantitatif olarak ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu ile (qPZR) LightCycler nano (Roche Diagnostik, Almanya) cihazinda
belirlendi. Niban mRNA’s1, GAPDH mRNA diizeylerine gore normalize edildi. Niban

genlerine ait anlatim oranlari referans gen olarak kullanilan GAPDH ile oranlanarak
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hesaplandi. Spesifik gen iirlinlerinin varligi relative quantification analizi ile dogrulandi.

Cq deger 40’1n lizerinde olan 6rnekler calismaya dahil edilmedi.

2.2.14. istatistiksel Analizler

qPZR deneylerinden elde
degerlendirilmistir (Sekil 2.12).

PCR efficiency
Ctvalues
Kontrol

4 saat 300 pM H202
4 saat 400 pM H202
4 saat 600pM H202
6 saat 600 pM H202
NIBAN 5 saat 800 pMH202
24 saat 600 pM H202
24 saat 800 pM H202
24 saat 480 pM Lineloik Asit
4 saat 50 pM Stearik Asit
24 saat 90 mM Etanol
pre-adiposit
Olgun Adiposit

ratio =

AC
(Emrgcl)

target gene reference gene

1,00
061
0,9
1,20

2,0000 2,0000
Cttarget Ctreference fold induction
32,772 18,554
32,924 19,001
31,694 18,421
32,500 19,547
32,631 17,388
34,232 18,761

31,362 15,402

30,988 15,262
32,949 20,189
31,526 15,829
31,635 18,175
31,008 17,052
30,585 18,249
P (control —sample)

Target

(Erer)

ACP__(control —sample)

025
0,21
0,15
0,18
1,37
0,18
0,85
0,60
1,83

edilen

sonuglar

Pfaffl analizi [84] ile

Sekil 2.12: qPZR deneyleri sonucu NIBAN ve GAPDH genlerine ait Ct ve katlanma indiiksiyon

degerleri.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Hidrojen Peroksitin 3T3-L1 Adipositlerin Cogalmas1 Uzerine Etkileri

3T3-L1 adipositlerine hidrojen peroksit uygulamadan 6nce hiicreler 24 saat standart besi
yerinde kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii ortamina 50, 100, 250, 1000 uM H»O: eklendi ve
yaklasik 130 saat boyunca gozlemlendi (Sekil 3.1). ImM H>O’in adipositler iizerinde
letal etkisi oldugu tespit edildi. 50, 100, 250, uM H202 dozlarinin adipositlerde
antiproliferatif etkili oldugu gozlemlendi (Sekil 3.1). Sinir sitotoksite degerlerini tespit
etmek amaciyla 300, 400, 600, 800 uM konsantrasyonlarda H»O: hiicrelere verildi
(Sekil 3.2). Yaklasik 145 saat boyunca 600 uM H20: ile muamele edilen hiicrelerde
hiicre ¢ogalmasinin inhibe edildigi saptandi (Sekil 3.2). Hidrojen peroksit i¢in IC50
degeri Sekil 3.3’teki konsantrasyonlar temel alinarak hesaplandi (Sekil 3.3).

Sekil 3.1: Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 50, 100, 250, 1000 uM HO; uygulanmasi

sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.2: Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 300, 400, 600, 800 uM H>0- uygulanmasi
sonucunda 3T3-L1 adiposit cogalmasinin karsilastirilmasi.

Sekil 3.3: 24 saat HoO uygulamasi i¢in IC50 degeri.
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3.2. Linoleik Asidin 3T3-L1 Adiposit Cogalmasi Uzerine Etkileri

3T3-L1 adipositlerine linoleik asit uygulamadan 6nce hiicreler 24 saat standart besi yeri
igerisinde kiiltlire edildi. Hiicre kiiltlirii ortamina 200, 400, 600 uM linoleik asit eklendi
ve 124 saat boyunca gozlemlendi (Sekil 3.4). 600 uM linoleik asidin adipositler
tizerinde oldiiriicti etkisi oldugu tespit edildi. 200 ve 400 uM linoleik asidin 3T3-L1
adipositler lizerinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu tespit edildi (Sekil 3.4). 24 saat
linoleik asit uygulamasi sonucunda IC50 degeri 480 uM olarak tespit edildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.4: Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 200, 400, 600 uM linoleik asit uygulanmasi

sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasinin karsilastirilmasi.

Lineloik asit uygulamasi1 sonucu izlenen bu grafikler proliferasyonla ilgili olabilecegi
gibi hiicredeki yag miktarinin azalmasindan dolayr hiicre boyutlarinda olusan

kiicilmeden de kaynaklantyor olabilir diisiincesindeyiz.
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Sekil 3.5: 24 saat lineloik asit uygulamasi i¢in IC50 degeri.

3.3. Stearik Asidin 3T3-L1 Adiposit Cogalmas: Uzerine Etkileri
3T3-L1 adipositlerine stearik asit uygulamadan 6nce hiicreler 24 saat standart besi yeri
igerisinde kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii ortamina 500, 750, 1000, 1500 uM stearik asit
eklendi ve 116 saat boyunca gozlemlendi (Sekil 3.6). Calismada uygulanan bu dozlarda

stearik asitin hiicrelerin ¢ogalmasi tizerine etkisi tespit edilmedi.
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Sekil 3.6: Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 500, 750, 1000, 1500 uM stearik asit

uygulanmasi sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢cogalmasinin karsilastirilmasi.

3.4. Etanol’iin 3T3-L1 Adiposit Cogalmasi Uzerine Etkileri
3T3-L1 adipositlerine etanol uygulamadan once hiicreler 24 saat standart besi yeri
igerisinde kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirli ortamina 250, 150, 100, 50 mM etanol eklendi
ve 192 saat boyunca gozlemlendi (Sekil 3.7). Calismada uygulanan normalize edilmis
sekli ile dozlarmm kontrol grubuna gore proliferasyonu inhibe ettigi gézlemlenmistir
(Sekil 3.7). 24 saat etanol uygulamasi sonucunda IC50 degeri 90 mM olarak tespit
edildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7: Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi.

sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasinin karsilastirilmast.

50, 100, 150, 250 mM etanol uygulanmast
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Sekil 3.8: 24 saat etanol uygulamasi i¢in IC50 degeri.
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3.5. Farkh Dozlarda H202, Linoleik Asit, Etanol ve Stearik Asit Uygulamasi
Yapilan 3T3-L1 Adipositlerinde Niban Gen Anlatimi

Niban Genine ait Ct Referans Gene ait
Deney Gruplari degerleri (GAPDH) Ct degerleri
Kontrol 32,772 19,554
4 saat 300 pM H20: 32,924 19,001
4 saat 400 pM H20: 31,694 18,421
4 saat 600uM H20> 32,500 19,547
5 saat 600 uM H20: 32,631 17,388
5 saat 800 uM H20: 34,232 18,761
24 saat 600 uM H20- 31,362 15,402
24 saat 800 uM H20:> 30,988 15,262
24 saat 480 uM Lineloik Asit | 32,949 20,189
4 saat 50 uM Stearik Asit 31,526 15,829
24 saat 90 mM Etanol 31,635 18,175
pre-adiposit 31,006 17,052
Olgun Adiposit 30,595 18,249

Tablo 3.1: qPZR analizi ile elde edilen Niban ve GAPDH genlerine ait Ct degerleri.
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Sekil 3.9: Farkli dozlarda H20>, etanol, lineloik asit ve stearik asit uygulamalar1 sonucu Niban

gen anlatiminda herhangi madde uygulamasi yapilmamis kontrole gére meydana gelen degisimler.

Niban gen anlatim seviyelerinin adipogenez siirecindeki degisimlerini tespit
etmek i¢in pre-adipositlerde ve yag damlaciklart oldukga biiylik bir sekilde
gozlemlenebilen olgun adipositlerde Niban gen anlatimi1 degisimi beklenen yonde
olmustur. Her ikiside kontrolle kiyaslandiklarinda olgun adipositlerdeki Niban gen

anlatim seviyesinde anlamli (fold induction: 1,83) bir artis gdzlenmistir (Sekil 3.9).

4 saat 300 uM H20z2, 5 saat 600 pM H202, 5 saat 800 uM H20z, 24 saat 600 pM
H202, 24 saat 800 uM H203, 4 saat 50 uM stearik asit, uygulamalari sonucu Niban gen
anlatimi seviyelerinde kontrole kiyasla anlamli bir diisiis gézlenmektedir. 4 saat 400 uM

H202 uygulamasi sonucunda ise kontrole kiyasla anlamli bir farklilik saptanmamastir.

24 saat 90 mM etanol uygulamas1 sonucu ise Niban gen anlatim seviyelerinde

belirgin bir degisim kaydedilmedi.
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4 saat 600uM H20: (fold induction:1,20)ve 24 saat 480 uM lineloik asit (fold
induction:1,37) uygulamasi sonrast Niban gen anlatim seviyelerinde anlamli artig

gbzlenmistir.
3.6. Tartisma

Ye F. ve ark. [54] yaptiklar1 proteom analizinde pre-adipositlerden farkli olarak,
farklilasmis ve yag damlaciklar1 gbzlemlenen adiposit hiicrelerinde Niban proteinin
anlatim yaptigini saptamislardir. Adipogenez siirecinde yaglanmayla birlikte Niban
geninin anlatimidaki artis bizim ¢alismamizda da tespit edilmistir. 21 giin boyunca
kiiltiire edilmis farklilasmis adipositlerde biiyiik yag damlaciklart gozlemlendikten
sonra hiicrelerin total RNA’lar1 izole edildi ve qPZR analizi sonucu Niban gen
anlatiminin yaklasik 2 kat arttigi gézlemlendi. Farklilagma siirecini ve dolayisiyla yag
birikimini yeterince saglamamis olan pre-adipostlerde ise Niban gen anlatimi kontrole

kiyasla daha diisiik bulunmustur.

Esensiyal yag asitlerinden biri olan lineloik asit [85] ile yapilan ¢alismalar daha
cok konjuge lineloik asitin (KLA) adipositlerdeki proliferatif ve apoptoz iizerindeki
etkileri iizerine olmugtur. Konjuge lineloik asit, ¢aligmada kullandigimiz linoleik asitin
(cis-9,cis-12 oktadekadienoik asit) pozisyonel ve geometrik izomerleri igin verilen genel
addir. Beyaz adipoz doku, KLA izomerlerin depolanmasinda tercih edilen bir depo
organ oldugundan calismalarda kullanilmasi tercih edilmektedir [86]. Yapilan bircok
calismada KLA'min viicut kiitle oranim1 (BMR) ya da termogenezi azaltmasi
yoluyla enerji harcanimini artirarak yaglanmayi azalttigini rapor etmektedir [87-90].
Literatiirde yer alan in vivo ve in vitro ¢aligmalarin sonuglarina gore konjuge linoleik
asitlerin, enerji metabolizmasi, adipogenez, inflamasyon, lipid metabolizmas: ve
apoptoz gibi farkli mekanizmalarin diizenlenmesi araciliiyla yaglanmanin azalmasina

sebep olduklari rapor edilmistir [91].

Hayvan, [92] insan [93] ve in vitro [94] calismarindan elde edilen verilerde
KLA'in viicuda olan etkilerinin izomer spesifik oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde
West D.B ve ark. farelerde KLA'min enerji alimi {izerinde etkili olabilecegini
[95], ancak insanla yaptiklart caligmalarinda belirgin etki saptamadiklarini rapor

etmislerdir [96,97]. Park Y. ve ark.’lar1 linoleik asidin C9T11 KLA izomerinin farelerin
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gelisimi sirasinda kilo alimin artirdigin ancak viicuttaki yag miktar1 iizerinde herhangi
bir etkisinin olmadigini rapor etmislerdir. [92]. Ancak s6z konusu linoleik asit izomeri
T10c12 oldugunda biiylime iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadig1 ve viicut yag
kiitlesini azalttigi rapor edilmistir [92]. Benzer olarak linoleik asidin 10,12 KLA
izomeri uygulamasinin lipogenezi ve adipogenezi azalttigina dair bir ¢ok c¢aligma
mevcuttur [98-103]. Churruca 1. ve ark. [104] farkli KLA izomerlerinin kanser,
yaglanma, ateroskleroz, insiilin direnci ve immiin sistem {izerine olan etkilerinin
birbirinden farkli oldugunu saptamislardir. Riserus U. ve ark. [105] yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda elde ettkleri bulgulara gore diyetle alinan KLA’nin viicut yaglanmasini
azalttigini tespit etmislerdir. Bu calismada 4 hafta boyunca KLA uygulamasina maruz
birakilan metabolik sendromlu obez erkeklerde abdominal yaglanmada azalma oldugu

bildirilmistir.

Yapilan g¢aligmalar KLA kullanimi ile yag kiitlesindeki hizli azalmanin,
beklenmedik bir sekilde lipodistrofi ile iliskili olan insulin direnci ve hepatomegaliye
sebep oldugunu gostermektedir [106,107]. Ayn1 zamanda Delany J.P. ve ark.’nin
farelerle yaptiklar1 bir calisjmada KLA'nin viicut yaglanmasini azalttigini ancak
hiperinsiilinemi ve karacigerde genislemeye sebep oldugunu belirtmislerdir [108].
Kasaoka N.T. ve ark. yaptigi calismada diisik yagli bir diyette KLA aliminin
lipodistrofiyi uyardigini1 rapor etmislerdir [109]. Aymi arastirmacilar KLA kaynakli
adiposit apoptozunun TNF’nin belirgin artis1 araciligiyla gerceklestigini ve beyaz ile
kahverengi adipoz dokularda azalma, karacigerde yag birikimi ve insulin direnci gibi
etkilerin lipodistrofinin fenotipik karakteristikleri olarak kabul edilebilecegini
bildirmislerdir [109]. Yapilan ¢alismalar adipoz dokuda apoptozu uyaran TNF'in viicut
yaglanmasinmi azaltarak hepatomegaliye ve insulin direncine yol agabilecegi goriisiini
desteklemektedir [110,111]. Sonug olarak bu arastirmacilar ¢alismalarinda elde ettikleri
verilerde KLA uygulamasinin yag kiitlesini apoptoz yoluyla azalttigin1 saptamislardir
[109]. Shen W. ve ark. [112] galismalarinda KLA'nin 10,12 ve 9,11 izomerlerinin
yiiksek seviyelerinin biiyliimekte olan farelerde adipoziteyi giiclii bir sekilde azalttigin
ve bu azalmanin besin azligindan kaynaklanmadigini rapor etmislerdir [112]. Ancak
ayni arastirmacilar linoleik asidin 10,12 KLA izomerinin yiiksek dozlarinin
steatoza sebep oldugunu, KLA aliminin serumdaki insulin seviyelerini azalttigin1 ya da

insulin direncine yol agtigini rapor etmislerdir [112]. Ayrica insulin direnci de dahil
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olmak {izere metabolik hastaliklara karst koruyan M2 makrofajlart belirteclerinin
yilksek doz KLA uygulamasma cevap olarak gen anlatim seviyelerini de yiiksek

bulmusglardir [112].

Akter S.H. ve ark. siit ineklerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda KLA uygulamasi
sonucu adipoz dokudaki adiposit ¢capindaki kii¢ciilmenin KLA'nin lipolitik, antilipogenik
ya da her iki etkiye isaret edebilecegini rapor etmislerdir [114]. El Roz ve ark. t9,t11
KLA’nin MCF-7 (gogiis kanseri hiicre hatt) hiicrelerinde proliferasyonu inhibe
ettigini, hiicre gocilinlii baskiladigin1 ve apoptozu uyardigini rapor etmislerdir [115].
Parra P. ve ark. [113] farelerle yaptiklari ¢alisma sonucunda KLA izomerlerinin (Cis-9,
trans-11 ve trans-10, cis-12, yar1 yariya karisim halinde verilmis) yaglanmayi azalttigini

rapor etmislerdir [113].

Yaptigimiz calismada olgun adipositlere 480 uM LA uygulamasi yapilmis ve
sonrasinda antiapoptotik etkili oldugu bilinen Niban geninin anlatiminin kontrole
kiyasla anlamli olarak arttig1 tespit edilmistir. Literatiirdeki bilgilerin 1s18inda LA
uygulamasinin yaglanmayr azaltmasinin yani sira bazi stres siireglerini tetikleyip
apoptotik siirecleri uyararak Niban gen anlatiminin artmasma sebep olmus olabilir

diisiincesindeyiz.

Hidrojen peroksit sulu ve lipid ortamlarin varhiginda c¢oziintirliigii ve yari-
omriiniin uzun olmas1 gibi essiz biyokimyasal 6zellikleri nedeniyle eksojen oksidatif
stres modeli tasarlamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir [116,117]. Ayrica
hidrojen peroksitinde iiyesi oldugu reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) apoptozu uyardig
bilinmektedir [118]. Bu calismada da oksidatif strese cevap olarak olgun 3T3-L1
hiicrelerinde apoptotik yolaklarda rol alan Niban geninin anlatimini belirlemek amaciyla

farkli doz ve siirelerde hidrojen peroksit uygulandi.

Literatiirde yapilan calismalar sonucu elde edilen verilerde H202 nin uygulama
dozuna bagli olarak nekrotik ve apoptotik 6liim siireclerine neden oldugu bilinmektedir
[119,120]. Gardner A. ve ark. L929 fibroblastlar1 ve CAL-27 insan skuamoz hiicreleri
ile yaptiklart ¢alismalarinda genis konsantrasyon araliklarinda hidrojen peroksit
uygulamasinin sitotoksisite iizerine etkilerini aragtirmislardir [121]. Bu arastirmacilar

H202’nin 10 mM'm iizerindeki yiiksek konsantrasyonlarda nekroz yoluya hiicre
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Olimiine, 10 ve 5 mM hidrojen peroksit uygulamalarinin endoniikleozomal DNA
pargalanmalar1 ile es zamanli olarak sitotoksisite ve apoptoza sebep oldugunu rapor
etmislerdir. Hidrojen peroksitin 24 ve 48 saat 0,5 ve 0,1 mM'lik uygulamalarinin
sitotoksik etki ettigini ancak apoptoz ya da nekroza sebep olmadigini rapor etmislerdir.
0,1 mM altinda olan konsantrasyonlarda ise 48 saatlik uygulama sonrasi herhangi bir
etki kaydetmemislerdir. Arastirmacilar yaptiklari bu ¢alisma sonucu elde ettikleri
verilere dayanarak, hidrojen peroksit kaynakli sitotoksik etkilerin konsantrasyona bagl
olarak degisiklik gosterebilecegini rapor etmislerdir [122]. Bizde ¢aligmamizda 3T3-L1
adipositlerinde 50, 100 ve 250 uM H2O2’in genis zaman araliginda hiicre
proliferasyonuna herhangi bir etkisi olmadigini; 300, 400 ve 600 puM H20:
uygulamasinda dozlarla paralel olarak antiproliferatif, 800 ve 1000 uM H20>

uygulasinda ise letal etkisi oldugunu saptadik.

Wei H. ve ark. [123] yaptiklari, mezenkimal kok hiicrelerine (MSC) 6-24 saat
siirelerle hidrojen peroksitin farkli konsantrasyonlarinin (0,06, 0,09, 0,12 mM)
uygulandigr calismanin sonucunda H2O2'nin apoptoz iizerine olan uyarict etkisinin,
uygulanan doz ve zamana bagh olarak degiskenlik gosterdigini saptamislardir. Bu
calismadan elde edilen verilerde H202” nin MSC’lerde hiicre Oliimiinii hem
mitokondriyal hem de ER stresi aracili olarak uyardigi rapor edilmistir. Annexin V-
FITC/Pl boyamasi sonucu elde ettikleri verilerde 24 saat 0.06 mM H>O> uygulamasi
sonucu hiicrelerde apoptoz gozlemlediklerini; (3.73 = % 1.5,) 24 saat 0.09 mM ve 0.12
mM H202 uygulamasi sonucu ise apoptotik hiicre sayisinin arttigini (13.55 + % 4.56,
21.85 £% 5.92) rapor etmislerdir. Arastirmacilar H2O2’nin ER stresine de sebep
oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alisgmada diisik dozlarda uygulanan H2O2'nin bile
mezensimal kok hiicrelerinin canliligi lizerine etkisi oldugu belirtilmistir. 0.12 mM
H2O2’in 6, 12 ve 24 saatlik siirelerde mezenkimal kok hiicreler iizerine olan etkilerini
incelemisler ve apoptotik hiicre sayisinin, etki siiresiyle dogru orantili olarak (sirasiyla

5.3+%3.06, 16.08+%5.23ve 21.79+%6.58) artigin1 gbzlemlemislerdir [123].

Bilgimiz dahilinde literatiirde adipositlere H2O2 uygulamasi ile ilgili bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu sebeple bu ¢alismadan elde edilen veriler hidrojen peroksitin
adiposit proliferasyonu ve Niban’in rol aldig1 ER stres aracili apoptotoik yolaktaki rolii

hakkinda bilgi veren ilk ¢alisma olma niteligi tasimaktadir.
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Yoon S. ve ark. HT1080 hiicre soyu iizerinde yaptiklart ¢alismada 500 pM H20-
uygulamasinin apoptotik stireci ve AKT-bagimli antiapoptotik yolagi uyardigini
saptamislardir [124]. Niban’in AKT-bagl apoptotik yolakta rol aldig1 bilindiginden ve
calismamizda 4 saat 600 puM H>O; uygulamasi Niban gen anlatimini arttirmis

bulundugundan [64] sonuglarimiz literatiir bilgisini desteklemektedir.

Schaffler A. ve ark. [125] yaptiklari ¢alismada 3T3-L1 adipositlerine 24 saat 10
uM’lik stearik asit uygulamasi adipositlerden adiponektin salimini yaklagik 2 kat
arttirken, 24 saat 100 uM stearik asit uygulamasinda bu artisin yaklasik 3 kat oldugu
saptanmistir. Adiponektinin viicut yag orani ile negatif korelasyon i¢inde oldugu,
yaglarin oksidasyonuna sebep oldugu, apoptotik siireclerde onemli rol alan TNF’yi
baskilayici etkisi oldugu rapor edilmistir [126]. Furukawa S. ve ark. [13] hiicre kiltiirti
calismarinda oksidatif stres gibi stres kosullarmin adiponektin salimini baskiladigini
rapor etmislerdir. Dolayisiyla yaglanma sonucu ortaya ¢ikabilen stres kosullari ile

adiponektin salinim1 arasinda negatif bir korelasyon oldugu agiktir.

1CELLigence deneylerinden elde ettigimiz verilerde yaklasik 120 saat boyunca
L5 mM, ImM, 750 pM ve 500 pM stearik asit uygulamasi sonucu hiicrelerin
proliferasyon egrilerinde kontrol grubuna gore bir farklilik saptanmamigtir. Ancak
qPZR sonuglarinda 4 saat 50 uM stearik asit uygulamasi sonrast Niban gen anlatim

seviyeleri olduke¢a diisiik bulunmustur.

Etanol mitojenik biiylime faktorlerinin sinyalizasyonunun baskilanmasi,
glutatyon azalmasi, DNA hasar1 ve endoplazmik retikulum stresini yoluyla apoptozu
uyarir [127-131]. Kronik alkol alimi sitokinler, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi
hiicrelerde cesitli stres kosullarini tetikledigi bilinen inflamatuar molekiillerin artis1 ile
karakterizedir [132]. Etanol uygulamasi reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini ve apoptozu
uyardigina dair birgok ¢alisma bulunmaktadir [133-135].

Chen X. ve ark.’nin [132] siganlarda diyetle kronik olarak etanol alimimin adiponektin
gen anlatimlart ve salinimlari {izerine olan etkileri arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 4 hafta
boyunca kronik etanol aliminin subkiitanoz adipoz dokuda adiponektin mRNA
sentezinde azalmaya sebep oldugunu ancak adiponektin protein seviyeleri iizerine

etkisinin olmadigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda izole edilmis retroperitonal ve
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subkiitanoz adipositlerde adiponektin saliniminda da azalma kaydetmislerdir. Sonug
olarak kronik etanol alimi sonucu subkiitanoz ve retroperiteonal adipositlerden
adiponektin  salinimi bozuldugunu ve bu bozulma sonucu adiponektin

konsantrasyonlarinda azalmaya sebep olabilecegini vurgulamiglardir [132].

Etanol uygulamasi sonucu hiicre 6liimlerinin uyarildigina dair farkli hiicrelerle
yapilmis caligmalar mevcuttur. Plante ve ark.’nin yaptiklar1 c¢alismalarinda PC3 ve
LNCaP hiicrelerine 48 saat boyunca %4’liikk etanol uygulamasi sonucunda etanoliin
apoptotik yolakta yol alan p21’in ekspresyonunu artirdigini ve hiicrelerin hayatta
kalmasinda rol alan faktorler olan fosforillenmis Akt ve Bcl-2’nin ekspresyonlarinin ise
azaldigini rapor etmislerdir [136]. Idrus N.M. ve ark gelismekte olan serebellumda
etanoliin purkinje hiicreleri lizerine olan etkilerini arastirildiklart c¢aligmalarinda
apoptozun uyarildigini rapor etmislerdir [ 137]. Higuchi H. ve ark. si¢an hepatositleriyle
yaptiklari kiiltiir caligmalarinda besiyerine ekledikleri 4 saat 50 mmol/L uygulamasinin
bir¢ok hepatosit hiicresinde DNA fragmentasyonuna sebep oldugunu rapor etmislerdir
[138]. Ayn1 arastirmacilar farkli bir ¢aligmalarinda ise 100 mmol/L etanol uygulamasi
sonras1 daha fazla apoptotik hiicre tespit etmislerdir [139]. Neuman M.G. ve ark. In
vitroda insan hepatositlerinde farkli dozlardaki (40, 60, 80/24 saat mmol/L) etanoliin
apoptoz siireglerindeki etkisi arastirmiglardir. Caligmalar1 sonucunda etanol aracili
apoptozun uygulanan doza ve siireye bagli olarak degistigini rapor etmislerdir [140].
Etanol iceren diyet ile beslenen siganlarda ve farelerde apoptoza ugrayan hiicrelerin
sayinda, dagiliminda ve degisimlerinde artis oldugu rapor edilmistir [141,142]. Bu
arastirmacilar daha oOnceki calismalarinda 80 mmol/L etanol uygulamasi sonucu
transmisyon elektron mikroskobisi ile mitokondri, endoplazmik retikulum, lipid
vezikiillerinde ve lipid damlaciklarinin igeriginde degisiklikler kaydetmislerdir
[143,144]. Normal goriiniimlii nukleuslara sahip hiicrelerin mitokondrilerinde
pleomorfizm, endoplazmik retikulumda dilatasyon ve vezikiillesme oldugunu
gozlemlemislerdir. Yine birgok hiicrede ise bleb yapilarinin oldukg¢a belirgin oldugunu
rapor etmislerdir. DNA yapisinda meydana gelen fragmentasyonlarin oraninin ise
uygulanan doza ve siireye gore farkli oldugunu rapor etmislerdir. Hiicrelerde kontrol
gruplarina gore apoptoz oranint 60 mmol/L etanol uygulamasi sonucu 15 + % 2 (p,
0.05); 80 mmol/L etanol uygulamasi sonrasi 26+%1 (p, 0.001); 24 saatlik ardisik iki 80
mmol/L etanol uygulamasi sonucu 55+ %3 (p, 0.0001) olarak kaydetmislerdir [140].
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Sonu¢ olarak 24 saat 80 mmol/L’lik yiiksek doz etanol uygulamasi, DNA
fragmentasyonu oOl¢limlerine dayanarak apoptozu artirdiini rapor etmislerdir [140].
Nurmi K. ve ark. [145] etanol ve etanoliin ilk metaboliti olan asetaldehit’in mast
hiicrelerinin yasam, ¢ogalma ve apoptoz siireglerindeki etkilerini insan mast hiicre soyu
(HMC-1), fare kemik iligi tiirevli mast hiicreleri (mBMMC) ve insan periferal kan
tiirevli mast hiicreleri (HuMC) kullanarak incelemislerdir. Ayn1 arastirmacilar hiicrelere
43, 86, 344, 860, 1720 ve 3440 mM etanol uygulamasi yapmis ve hiicrelerin
canliliklarmi 4 giin boyunca goézlemlemislerdir. 4 giin sonunda HMC-1 ve mBMMC
hiicrelerin canliliklarinda artan dozla iliskili olarak diisiis rapor etmislerdir (¢ HMC-1
(p< 0.05), mBMMC (p= 0.057)). Ozelikle binde 5’lik 86 mM etanol uygulamasinin
hiicre canlilig1 lizerine oldukga fazla etkisi oldugunu kaydetmislerdir. 1720 and 3440
mM’lik uygulamalarda ise sadece birka¢ hiicrenin canli kaldigin1 belirtmislerdir. Mast
hiicrelerinin etanol uygulamasina bagl olarak proliferasyonlari ise ayni1 ¢aligma grubu
tarafindan [3H] timidin alimina bagli olarak Slgiilmiis ve artan etanol dozuyla paralel
olarak [3H] timidin alimlarinda belirgin diisiis saptamiglardir (HMC-1 cells (p<
0.0001)) [145]. Vaculova ve ark. calismalarinda etanoliin ER stresine yol actigi
bilinen tunikamisin ve tapsigardin aracili néron hiicre 6liimiinii tetikledigini rapor
etmislerdir [146].

Volkmar M. ve ark. [66] 5 tip 2 diyabetli ve 11 diyabetik olmayan kadindan aldiklari
pankreas dokularindan izole ettikleri B hiicrelerinde DNA metilasyon profilini ortaya
cikarmiglardir. Deneyleri sonucunda elde ettikleri verilerde, ER stres siirecinde rol alan
2 genin (NIBAN ve CHAC1) T2D’li B hiicrelerde hipometile oldugunu saptamislardir.
Bu genlerin ER stresindeki islevlerini ortaya koyabilmek tizere yaptiklari daha ileri
seviye calismalarinda ise B hiicrelerine ER stresorli olduklar1 bilinen palmitat, oleat,
tapsigardin ve tunikamisin uygulamislar ve Niban ve CHAC 1 gen anlatimlar1 bu
stresOrlerin ER stres potensiyellerinin oranlariyla paralel olarak artmis bulmuslardir.
Niban'in siRNA ile knockdown edilmesi sonrast B hiicrelerinde apoptoz oraninin
normale gore arttigl; CHACI’in knockdown edilmesi ile de B hiicrelerini apoptozdan
korundugunu goézlemlemiglerdir. Ayni ¢alisma grubu, CHAC1'in ER hemostazinin
yeniden kurulmasi asamasinda basarisiz oldugunda apoptozu uyardigi savini ortaya
atmiglardir. Arastirmacilar insan f hiicreleriye yaptiklar1 ¢aligmalarinda CHAC1 ve

Niban'm ER stres aracili apoptototik yolakta birbirlerine zit etkili olarak c¢alistiklarini
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rapor etmislerdir [66]. Niban’in B hiicrelerini apoptoza kars1 korurken, CHACI
aktivasyonu ile B hiicrelerinin geri kazanim siireglerinde basarisizlia neden oldugu ve

ER stresi aracili apoptozu uyarici etkilerinin bulundugu sonuglarini elde edilmistir [66-

681.

Calismamizda iCELLigence deneylerinden elde edilen verilerde farkli dozlarda etanol
ile muamele edilmis adipositlerde kontrol grubuna gore proliferasyonun inhibe edildigi
gozlemlenmistir. Bununla birlikte qPZR sonuglarimizda ise Niban gen anlatiminda
kayda deger bir degisim gozlemlenmemistir. Adipositler ve diger bir¢cok hiicrede stres
kosullarinin tstesinden gelinmedigi durumlarda hiicrelerin apoptoza yonlendirildikleri
bilinmektedir. Ayrica Volkmar M. ve ark.’nin [66] yaptig1 ¢alismaya gore Niban’in
CHAC1 adli gen ile antogonistik ¢alistigi bilindiginden, etanol uygulanmis
adipositlerde stres kosullar1 ilerlemis olabileceginden dolayr Niban gen anlatimi

baskilanmaya baslanarak apoptotik mekanizmalar devreye girmis olabilir.
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4. SONUCLAR

Bu ¢alismada lineloik asit (LA), stearik asit (SA), etanol ve hidrojen peroksit
gibi bazi stres kosullarini tetikledigi bilinen 4 farkli ajanin olgun 3T3-L1 adipositlerinin
proliferasyonlarina olan etkileri gergek zamanli hiicre monitorizasyon sistemi
kullanilarak incelenmistir. 50, 100, 250, 300, 400, 600, 800 ve 1000 uM hidrojen
peroksitin olgun adipositler iizerine olan etkisi genis zaman aralifi boyunca
gozlemlendi. 1 mM ve 800 uM hidrojen peroksitin 3T3-L1 adipositleri {izerine letal
etkili oldugu; 300, 400 ve 600 uM’1n dozlarla orantili olarak antiproliferatif etki ettigini
ve 50, 100 ve 250 uM uygulamanin hiicre ¢ogalmasinda belirgin bir etkisi olmadigini
gbzlemledik. Bu sonuclar farkl: hiicrelerle yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan [119-
123] elde edilen verilerle genel anlamda paralellik gostermektedir. 600, 400 ve 200 uM
linoleik asit uygulamasinin adiposit proliferasyonuna olan etkisi ger¢ek zamanl olarak
yaklagik 120 saat boyunca incelendi ve 600 uM linoleik asitin adipositler iizerine letal
etkili; 400 ve 200 uM lineloik asitin ise dozla orantili olarak antiproliferatif etkili
oldugu saptandi. Bu verilerden elde edilen IC50 degeri olan 480 uM lineloik asit
uygulamasina cevap olarak ise antiapoptotik etkili Niban gen anlatimi normale gore
yiiksek bulundu.

Linoleik asitin hiicreye olan etkisinin izomerine bagl olarak degisim gosterdigi
bilinmektedir [92-94]. Calismada kullandigimiz LA izomeri ile apoptoz ve lipogenez
iliskisini aragtiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bazi KLA izomerlerinin hiicrelerde
yaglanmay1 azaltigi ancak bununla birlikte birtakim siireglerde sorunlara yol actif
bilindiginden, calismamizda Niban gen anlatimmin artmis bulunmast 3T3-L1
adipositlerinde de birtakim stres kosullarmin olusumuna yol actigi sdylenebilir.
1CELLigence sistemi zemine yapisan hiicrelerin sayr ve hacmine bagh olarak
proliferasyon egrisi verdiginden linoleik asit uygulamasi sonrast yaglanmanin
azalmasina bagl olarak hiicrelerin hacminde de bir azalmaya sebep olacagindan elde
edilen bu grafikler hem hiicre proliferasyonunun diismesi hem de yaglanmanin azalmasi

olarak yorumlanabilir.
Etanol ile yapilmis bir¢ok calismada hiicrelerde apoptoza yol actigr rapor
edilmistir [136-146]. Calismamizda 250, 150, 100 ve 50 mM etanoliin olgun

adipositlerin proliferasyonu iizerine olan etkileri yaklasik 190 saat boyunca incelendi.
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Uygulanan tiim dozlarin kontrole gore antiproliferatif etkili oldugu tespit edildi. gPZR
analizi sonuglarinda ise 90 mM etanol uygulamasinda kontrole gore ¢cok az bir azalma
saptadik. Volkmar M. ve ark.’nin [66] yaptigi calismaya gore Niban’in apoptoz
siirecinde bagka molekiillerle antogonistik calisabilecegi goz Oniine alindiginda,
iCELLigence deneylerinden ve qPZR analizlerinden elde etti§imiz bu sonuglara gore
etanol uygulanmig adipositlerde stres kosullari ilerlemis olabileceg§inden Niban gen
anlatim1 baskilanmaya baslanarak apoptotik mekanizmalar devreye girmis olabilir.

Niban geninin adipogenik ve lipogenik siirecteki roliiniin ortaya konulmasi
amaciyla heniiz yeni farklilagsmis ancak yag birikimi ¢ok az olan pre-adipositler ile uzun
stire kiiltiire edilmis ve asir1 yag birikimi gozlemlenen yaslh adipositlerde Niban gen
anlatimi karsilastirmali olarak calisilmistir. Bu deneyin sonunda yasli adipositlerdeki
Niban gen anlatimi kontrole gore ¢ok yiiksek; pre-adipositlerdeki ise kontrole gore
diisiik bulunmustur.

Niban geninin lipogenik ve adipogenik siiregte anlatim paternindeki
degisimlerin saptanmas1 i¢in pre-adipositler ile asir1 yag birikimi gerceklesmis yash
adipositlerden elde edilen total RNA’lardan karsilastirmali qPZR analizi yapilmigtir.
Deney sonucu elde edilen verilerde Niban gen anlatimi kontrole gore pre-adipositlerde
diisiik; yash adipositlerde yiiksek bulunmustur. Bu sonuglarimiz 3T3-L1 pre-adiposit ve
olgun adipositlerinde karsilastirmali proteom analizi yapan Ye ve ark.’min [54]
sonuglarin1 desteklemektedir.

Ozetle yaptigmz bu c¢aligmada, lineloik asit uygulamasmin 3T3-L1
adipositlerinin yasamsal aktiviteleri tizerine durdurucu etkiye sahip oldugu, hidrojen
peroksit ve etanoliin 3T3-L1 adipositlerinin yasam ve proliferasyonlarina olan
etkilerinin doza ve siireye bagl olarak gergeklestigi, Stearik asit uygulmasinin 3T3-L1
adipositlerinin yagamsal aktiviteleri iizerine herhangi etkisinin olmadigim ve
adipogenezle birlikte ortaya c¢ikan yag birikiminin Niban gen ekspresyonunu artirdigi

belirlenmistir.
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