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OZET

NARENCIYE ALKALOIDi OLAN LIMONIN VE NOMILIN'IN PREADiPOSITLERDE (3T3-L1)
PROLIFERASYON VE DIFERANSIYASYON UZERINE ETKILERI

Bu calismanin amaci narenciye meyvelerinde bulunan limonin ve nomilin alkaloidlerinin
adiposit farklilasmasi icin yaygin olarak kullanilan preadiposit 3T3-L1 hiicre hatt1 {izerinde
proliferasyon ve diferansiyasyona etkisinin belirlenmesidir. Limonin ve nomilinin 3T3-L1
preadipositlerinde proliferasyon ilizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla diferansiyasyon
protokoliiniin 0-4'incli glinleri boyunca 5, 10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarda limonin ve
nomilin uygulamasi yapildi (n=4). Alkaloidlerin proliferasyon iizerine etkisi MTT (3-(4, 5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) analizi ile 6l¢iildii. Limonin ve nomilinin 3T3-
L1 preadipositlerinde diferansiyasyon {lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
diferansiyasyon protokoliiniin 0-8'inci giinleri boyunca 5, 10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarda
limonin ve nomilin uygulamasi yapildi (n=4). Alkaloidlerin diferansiyasyon iizerine etkisi ise Oil
Red O boyama yéntemi ile 6lgiildii. ilaveten nomilin ve limoninin hiicre viabilitesi iizerine etkisi
de degerlendirildi. Hiicre viabilitesi lizerine etkilerinin degerlendirildigi deney serilerinde
limonin ve nomilinin 5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarda 48 ve 96 saat siiresince hiicre
kiltiir ortamina uygulandi (n=4) ve sonuclar MTT analizi yapilarak degerlendirildi. Test edilen
tlim konsantrasyonlarda limonin ve nomilin 3T3-L1 preadipositlerinin canlilig1 {izerine bir etki
olusturmadi. Diferansiyasyon protokoliiniin 0-4’lincii giinlerinde 5 mcg/ml ve 25 mcg/ml
konsantrasyonda uygulanan limonin, 3T3-L1 hiicrelerinin proliferasyonunu anlamli olarak
artirirken 10 mcg/ml konsantrasyonda bir etki yapmadi. Nomilin uygulanan dozlarda 3T3-L1
preadipositlerinin proliferasyonu tlizerinde anlamli bir etki olusturmadi. Nomilin, uygulanan
tlim konsatrasyonlarda 3T3-L1 hiicrelerinin terminal diferansiyasyonunu doza bagiml sekilde
anlamli olarak siiprese etti. Limoninin diferansiyasyon iizerine herhangi bir etkisi olmadi. Sonug
olarak, bir narenciye alkaloidi olan nomilinin 3T3-L1 hiicrelerinde preadiposit farklilasmasini
sliprese edebilecegi gorilmektedir. Bu nedenle, potansiyel olarak bu alkaloidin anti-obezite
etkisi olabilir.

Anahtar Kelimeler: Obezite, 3T3-L1, Nomilin, Limonin, Narenciye alkaloidleri, diferansiyasyon,
proliferasyon.

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ahmet Sencer YURTSEVER, Mersin Universitesi, Kék Hiicre ve
Rejeneratif Tip Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE LIMONIN AND NOMILIN, CITRUS ALKALOIDS, ON PROLIFERATION AND
DIFFERENTIATION ON PREADIPOCYTES (3T3-L1)

The aim of this study was to determine the effects of limonin and nomilin alkaloids in
citrus fruits on proliferation and differentiation on the preadipocyte 3T3-L1 cell line, which is
widely used for adipocyte differentiation. In order to evaluate the effects of limonin and nomilin
on proliferation in 3T3-L1 preadipocytes, limonin and nomilin were administered at 5, 10 and
25 mcg/ml concentrations during the 0-4 days of the differentiation protocol (n=4). The effect
of alkaloids on proliferation was measured by MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) analysis. In order to evaluate the effects of both alkaloids on
differentiation in 3T3-L1 preadipocytes, limonin and nomilin were applied at concentrations of
5, 10 and 25 mcg/ml during the 0-8th days of the differentiation protocol (n=4). The effect of
alkaloids on differentiation was measured by Oil Red O staining method. In addition, the effects
of nomilin and limonin on cell viability were also evaluated. In the experimental series in which
the effects of limonin and nomilin on cell viability were evaluated, limonin and nomilin were
applied at concentrations of 5, 10 and 25 mcg/ml to the cell culture medium for 48 and 96
hours, and the results were evaluated by MTT analysis (n=4). Limonin and nomilin at all
concentrations tested had no effect on the viability of 3T3-L1 preadipocytes. Limonin applied at
5 mcg/ml and 25 mcg/ml concentrations on days 0-4 of the differentiation protocol significantly
increased the proliferation of 3T3-L1 cells, but did not have an effect at 10 mcg/ml
concentration. Nomilin had no significant effect on the proliferation of 3T3-L1 preadipocytes at
administered doses. Nomilin significantly suppressed the terminal differentiation of 3T3-L1
cells at all applied concentrations in a dose-dependent manner. Limonin had no effect on
differentiation. In conclusion, it seems that nomilin, a citrus alkaloid, can suppress preadipocyte
differentiation in 3T3-L1 cells. Therefore, potentially this alkaloid may have an anti-obesity
effect.

Keywords: Obesity, 3T3-L1, Nomilin, Limonin, Citrus.
Advisor: Dr. Ahmet Sencer YURTSEVER, Department of Stem Cell and Regenerative Medicine,
University of Mersin, Mersin.

Vi



TESEKKUR

Bu calismanin yiiriitiilmesinde bana yol gosteren, bilgi ve destegini hicbir zaman
esirgemeyen, sabirla ve anlayisla beni destekleyen danisman hocam Sn. Dr. Ogr. Uyesi Ahmet
Sencer YURTSEVER’e;

Tez konusunun belirlenmesinde, bulgularin yorumlanmasinda degerli katkilar1 ve
kazandirdigr bilimsel bakis acis1 i¢cin Anabilim Dali Baskanimiz Sn. Prof. Dr. Kansu
BUYUKAFSAR’a

Tezimde kullandigim 3T3-L1 hiicrelerini bizimle paylasarak biiylik bir yardimda
bulunan degerli bilim insan1 Sn.Prof. Dr. Resat UNAL'a

Yiiksek lisans egitimime baslamam i¢in beni cesaretlendiren ve destegini her zaman
hissettigim Sn. Prof. Dr. Selma UNAL’a

Hayatimin her aninda oldugu gibi yliksek lisans egitimim boyunca da yanimda olan ve
kosulsuz destegini hicbir zaman esirgemeyen annem Nuray SOBACI'ya sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Bu tez, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2021-1-TP2-4239
proje kodu ile desteklenmistir.

vii



ICINDEKILER

Sayfa
IC KAPAK i
ONAY iii
ETIK BEYAN iv
OZET v
ABSTRACT vi
TESEKKUR vii
ICINDEKILER viii
SEKILLER DIZINI X
KISALTMALAR ve SIMGELER xi
1. GIRIS 1
2. KAYNAK ARASTIRMALARI 2
2.1. Obezite, Tanimi, Nedenleri, Komorbiditeler 2
2.2.Yag Dokusu 4
2.3. Yag Dokusu Tipleri 4
2.3.1. Beyaz Yag Doku 4
2.3.2. Kahverengi Yag Doku 5
2.3.3. Bej Yag Doku 6
2.4. Lipogenez ve Lipoliz 7
2.5. Yag Dokunun Endokrin Fonksiyonu 8
2.6. Preadiposit Hiicre Hatlar1 9
2.7. Adipogenez 9
2.7.1. Biytumenin Durmasi 9
2.7.2. Mitotik Klonal Ekspansiyon 10
2.7.3. Terminal Farklilasma 12
2.8. Narenciye Limonoidleri 13
2.8.1. Narenciye Limonoidlerinin Yapisal Ozellikleri 13
2.8.2 Limonin ve Nomilin 14
3. MATERYAL ve YONTEM 17

viii



Sayfa

3.1. Hicre Kiiltiiri 17
3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi 17
3.3. Hiicre Sayimi 18
3.4. Limonin ve Nomilin Co6zeltilerinin Hazirlanmasi 18
3.5. Viabilite Deneyi 18
3.6. Proliferasyon Deneyi 19
3.7. Diferansiyasyon Deneyi 19
3.8. MTT Analizi 20
3.9. MTT ve Coziicii Soliisyonlarin Hazirlanisi 20
3.10. MTT Analizinin Yapilmasi 20
3.11. 3T3-L1 Hiicre Hatt1 Diferansiyasyon Protokolii 20
3.12. Oil Red O ¢alisma soliisyonunun Hazirlanmasi 21
3.13. Oil Red O Boyama ile Diferansiyasyon Analizi 21
3.14. Istatistiksel Analiz 22
4. BULGULAR 23
4.1. Viabilite Bulgular: 23
4.1.1. Limonin Uygulamasinin Viabilite Uzerine Etkisi 23
4.1.1.1. 48 Saat 23
4.1.1.2. 96 Saat 23
4.1.2. Nomilin Uygulamasinin Viabilite Uzerine Etkisi 24
4.1.2.1 48 Saat 24
4.1.2.2. 96 Saat 25
4.2. Proliferasyon Bulgulari 26
4.2.1. Limonin Uygulamasinin Proliferasyon Uzerine Etkileri 26
4.2.2. Nomilin Uygulamasinin Proliferasyon Uzerine Etkileri 27
4.3. Diferansiyasyon Bulgulari 28
4.3.1. Limonin Uygulamasinin Diferansiyasyon Uzerine Etkileri 28
4.3.2. Nomilin Uygulamasinin Diferansiyasyon Uzerine Etkileri 29
5. TARTISMA ve SONUC 31
KAYNAKLAR 37
OZGECMIS 45




SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1. Baslica obezite gelisim nedenleri 3
Sekil 2.2. Beyaz, kahverengi ve bej yag dokusunun lokalizasyonu 6
Sekil 2.3. Adipogenez evreleri 13
Sekil 2.4. Temel limonoid yapisi 14
Sekil 2.5. Limonin’ in kimyasal yapisi 15
Sekil 2.6. Nomilin’ in kimyasal yapisi 15
Sekil 4.1. Limonin uygulamasinin preadiposit viabilitesi lizerine etkisi (0-2'nci giin) 23
Sekil 4.2. Limonin uygulamasinin preadiposit viabilitesi tizerine etkisi (0-4'ilinct 24
gtin)
Sekil 4.3. Nomilin uygulamasinin preadiposit viabilitesi tizerine etkisi (0-2'nci giin) 25
Sekil 4.4. Nomilin uygulamasinin preadiposit viabilitesi lizerine etkisi (0-4’tincii 26
glin)
Sekil 4.5. Limonin uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi (0-4’tincii 27
gln)
Sekil 4.6. Nomilin uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi (0-4’tincii 28
glin)
Sekil 4.7. Limonin uygulamasinin adiposit diferansiyasyonu tizerine etkisi (0-8’inci 29
gtin)
Sekil 4.8. Nomilin uygulamasinin adiposit diferansiyasyonu lizerine etkisi (0-8’inci 30

glin)



Kisaltma/Simge
ACC
AMPK
aP2
ATF
ATGL
BSA
C/EBP
C/EBPa
C/EBPS
C/EPBj
CDK
CDK2
CDK4
CDK6
CHOP

CREB
CRP
CS
DMEM
DMSO
EBF
GLUT4
GPCR
IBMX
IL

KLF
LPL
mcg
MCP-1
MKE

KISALTMALAR ve SIMGELER

Tanim

Asetil KoA karboksilaz

AMP-activated protein kinase

Adiposit yag asidine baglanan protein-2
Activating transcription factor

Adipoz trigliserid lipaz

Sigir serum albliimini
CCAAT-enhancer-binding protein
CCAAT-enhancer-binding protein alfa
CCAAT-enhancer-binding protein delta
CCAAT-enhancer-binding protein beta
Cyclin-dependent kinase
Cyclin-dependent kinase2
Cyclin-dependent kinase4
Cyclin-dependent kinase6

C/EBP homolog protein

cAMP response element-binding protein
C-reaktif protein

Calf serum

Dulbecco’'nun modifiye eagle medyumu
Dimetil stlfoksit

Early B cell factor

Glucose transporter type 4

G-protein coupled receptor 5
Izobutilmetilksantin

Interlékin

Kruppel-like factor

Lipoprotein lipaz

Mikrogram

Monocyte chemotactic protein-1

Mitotik klonal ekspansiyon



Kisaltma/Simge
MTT

PBS
PGC-1a
PPARy
Pref-1

Rb

RBP4
SREBP-1a
SREBP-1c
SREBP-2
TGFpB
TGR5
TNF-a
UcCp
UCP1

Tanim

3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolyum bromid
Phosphate buffered saline

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1la
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma

Preadiposit faktor-1

Retinoblastoma

Retinol binding protein4

Sterol regulatory-element binding protein-1a
Sterol regulatory-element binding protein-1c
Sterol regulatory-element binding protein-2
Transforming growth factor beta

Takeda G-protein coupled receptor 5

Tlimor nekroz faktor alfa

Uncoupling protein

Uncoupling protein1

Xii



Abdullah Baransel Yalcin, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

1. GIRIS

Obezite, karmasik ve c¢ok faktorlii olmakla birlikte Ontine gegilebilir bir hastaliktir.
Giiniimiizde diinya popiilasyonunun ii¢te biri hafif sisman sinifina girmektedir. Tahminler, obez
hasta sayisindaki artisin devam etmesiyle, 2030 yilina kadar yetiskin niifusun yaklasik %38'’i
hafif sisman, %20’sinin ise obez olacagi yoniindedir [1]. Obezite ve hafif sisman
tanimlanmasinda kullanilan en 6nemli 6lgiit viicut kitle indeksidir. Bilimsel ¢calismalar obezite
gelisimine sebep olan birden fazla faktoér oldugunu géstermistir. Bu faktorler, beslenme, uyku,
fiziksel aktivite, hijyen, mental saglik/duygu durum ve medya kullanimidir [2]. Obezite tedavisi
icin cesitli ilaglar veya ila¢c kombinasyonlari klinik olarak kullanilmaktadir, fakat heniiz obezite
icin etkili bir tedavi bulunamamistir. Obezite besinlerle alinan enerjinin harcanan enerjiden
fazla olmasi durumunda, fazla enerjinin adipoz dokuda lipid olarak birikmesi ve bunun
sonucunda adipoz dokunun biiylimesiyle gelisir. Adipoz dokunun biiylimesinde iki etkin
mekanizma vardir. Bunlardan ilki hiicre sayisindaki artis olan hiperplazi, ikincisi ise hiicre
boyutundaki artis olan hipertrofidir [3].

Limonoidler, Rutaceae ve Meliaceae bitki familyalarinin bitki tiirlerinde dogal olarak
bulunur. Limonoidler, turuncgillerde asetat-mevalonat yolundan biyosentezlenen yiiksek
oranda oksijenlenmis modifiye triterpenlerdir. Yapilan c¢alismalarda limonoidlerin meme
kanseri inhibisyonundaki etkisi [4], antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri [5] ve kolesterol
metabolizmasindaki olumlu etkileri [6] gosterilmistir. Yakin zamanda yapilan calismada bir
TGR5 (Takeda G protein-coupled receptor 5) agonisti limonoid olan nomilinin farelerde anti-
obezite ve anti-hiperglisemik etki gosterdigi bulunmustur [7]. Ancak nomilinin 3T3-L1
hiicrelerinde proliferasyon ve diferansiyasyon tizerine etkisini gosteren ¢alisma
bulunmamaktadir. Buna ek olarak limoninin de farelerde diyetle indiiklenen obeziteyi 6nleyici
etki gosterdigi bulunmus ve siklodekstrin ile muamele edilmis limoninin 3T3-L1 hiicrelerinde
diferansiyasyon lzerine siliprese edici etkisi oldugu gosterilmis, fakat s6z konusu calismada
limoninin proliferasyon iizerine etkisi degerlendirilmemistir [8]. Buna ek olarak modifiye
edilmemis limoninin 3T3-L1 hiicrelerinin diferansiyasyonu iizerine etkisini gdsteren ¢alisma
bulunmamaktadir. Sonu¢ olarak, baslica narenciye alkaloidleri olan nomilin ve limoninin
preadiposit canlilik, proliferasyon ve diferansiyasyon {iizerine etkileri tam olarak ortaya
konulmamistir. Bu nedenle bu calismada iilkemizde yaygin olarak yetistirilen narenciye
triinlerinin tohum ve kabuklarinda yiiksek miktarda bulunan limonin ve nomilin’in 3T3-L1

hiicrelerinin proliferasyon ve diferansiyasyonu tizerine etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Obezite Tanimi, Nedenleri ve Komorbiditeler

Obezite, gidalar vasitasiyla alinan enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasi sonucu gelisen
ve viicut yag Kkitlesinin, yagsiz viicut kitlesine oranla artmasi ile gelisen bir hastaliktir [9].
Kilogram cinsinden agirligin, metrekare cinsinden yiikseklige boéliinmesiyle bulunan viicut kitle
indeksi (VKI), obeziteyi tanimlamak i¢in kullanilir. VKI degeri 25,0 ile 29,9 kg/m? arasinda olan
yetiskinler asir1 kilolu olarak tanimlanirken, 30 kg/m? ve iistii VKI degeri olan yetiskinler obez
olarak smiflandirlmaktadir [10]. VKi'de 25 kg/m?'nin lizerindeki her 5 birimlik artis, genel
6lim oranini %29, kardiyovaskiiler nedenli 6liim oranini %41 ve diyabete bagh 6liim oranini
%210 arttirmaktadir [11]. 1970'lerden bu yana, kiiresel obezite prevalansi yetiskinlerde
neredeyse li¢ katina ¢ikmis, cocuklarda ve ergenlerde daha da ¢arpic bir sekilde artmistir [12].
Bu artislar hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde goriilmiistiir. Bununla birlikte,
gelismis tilkelerde asir kilo ve obezite prevalansi her yasta, gelismekte olan iilkelere gore daha
ylksektir. Gelismis tilkelerde, obezite kadinlara gore erkeklerde daha sik goriilmekteyken
gelismekte olan lilkelerde ise tam tersi bir cinsiyete gore dagilim goriilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde obezite oranlar1 20 yas alt1 erkeklerde %12,4, 20 yas ve lizeri erkeklerde
%31,7, 20 yasindan kiiciik kizlarda %13,4 ve 20 yas ve lizeri kadinlarda %33,9'dur. Prevalans
oranlarinin 1992 ve 2002 yillar1 arasinda artmis oldugu, ancak o zamandan beri sabit ilerledigi
goriilmektedir [13].

Obezite viicudun hemen hemen tiim fizyolojik fonksiyonlarini olumsuz etkilemekte ve
halk saglig1 i¢cin 6nemli bir tehdit olusturmaktadir. Diabetes mellitus [14], kardiyovaskiiler
hastaliklar [15], cesitli kanser tiirleri [16] artrit [17], gut [18], uyku apnesi [19] ve ruh
saghginda bozulma [20] gibi birden fazla hastalik durumu gelistirme riskini artirir. Bunlarin
hepsinin is verimliligi, yasam kalitesi ve saglik hizmetleri maliyetleri lizerinde olumsuz etkileri
vardir.

Obezitenin kesin nedeni bilinmemekte olup, gelisim nedenleri kiiltiirel yapi, genetik ve
sosyoekonomik durum gibi faktorleri iceren biyolojik, psikososyal ve davranigsal faktorler
arasindaki iliski gibi etmenler araciligi ile aciklanmaya c¢alisilmaktadir. [21]. Obezitenin
gelisimine besin alim miktari, fiziksel aktivite, cinsiyet, mikrobiyota, uyku, ila¢ kullanimi vb.
daha bircok faktoriin etki ettigi bildirilmektedir [22]. Bununla birlikte, giinlimiizde bir pandemi
niteligini tasiyan obeziteye neden olan faktorlerin hentiz agikliga kavusturulamadigi

degerlendirilebilir.
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r Nede*nleri ﬁ

Asir1 besin alimi Diigitk metabolizma hizi Fiziksel hareketsizlik

e Sosyo-kiiltiirel faktérler | e Yas Sosyo-killtiirel

e Fizyolojik veya ¢ Cinsiyet ¢ Biyomedikal faktorler
homeostatik faktorler o Genetik o Psikolojik faktorler ve
e Psikolojik veya hedonik | ¢ Noroendokrin ruh sagligi
faktorler faktorler o ilaglar
o ilaglar e Sarkopeni
o ilaglar

Sekil 2.1. Baslica obezite nedenleri [22]

Adipositler, obezitenin ve buna bagh metabolik sendromlarin ilerlemesinde énemli bir
rol oynar. Tiiketilen ve harcanan kaloriler arasindaki kronik enerji dengesizligi nedeniyle fazla
enerji trigliserid seklinde adipositlerde depolanir [23]. Adipositler, enerji depolari olmanin yani
sira, adipokin adi verilen cok cesitli proteinler iireten ve salgilayan aktif endokrin hiicreler
olarak tanimlanir. Adipokinler, enerji homeostazi, inflamasyon ve instilin sinyalizasyonu ile ilgili
coklu hiicresel diizenlemelerde yer alir ve bu da bireyin saglik durumunu yansitir [24].
Obezitede adiposit doku kiitlesindeki artis, yag doku icerisindeki olgun adipositlerin ¢ok
miktarda yag birikimi yolu ile hipertrofisine ve/veya oncii hiicrelerden (preadipositler) yeni
adipositlerin olusumu yolu ile (adipogenez) yag dokunun hiperplazisinebagh olarak gerceklesir
[25]. Adiposit hipertrofisi, onceden var olan yag hiicrelerinde lipid birikiminin bir sonucu olarak
olgun adipositlerin boyutunda bir artistir. Buna karsilik, adiposit hiperplazisi, esas olarak
cocukluk ve ergenlik doneminde ortaya ¢ikan adiposit sayisini belirlemede kilit bir stirectir. Bu
anahtar yolda, preadipositler olgun adipositler haline gelir ve bu da yag dokusunun kiitlesini
arttirir [26]. Yetiskinlerde kilo kaybindan sonra bile hiicre sayisi sabit kalir ve bu nedenle kilo

kaybi esas olarak adiposit hacmindeki azalmanin bir sonucudur [27]. Bu nedenle, adipositlerin
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hem boyutunu hem de sayisini diizenleyen stratejiler, obezite tedavisinde olas1 bir terapotik

yaklasim olarak diisiiniilebilir.
2.2.Yag Dokusu

Yag dokusu, saglhkli bireylerde viicut kiitlesinin %20-28'ini olusturmaktadir. Obez
bireylerde ise bu oran, viicut Kkiitlesinin %80 ine kadar ulasabilmektedir. Yag dokusunun

viicuttaki dagilimi ve lokalizasyonu islevini belirlemektedir. Viicutta depolanan yaginin biiyiik
kismini deri alt1 yag dokusu olusturmaktadir [28]. Deri alt1 yag doku viicudun 1s1 yalitimini
saglamanin yani sira travmalara karsi darbe emici olarak da islev gormektedir. Bunun yani sira,
deri alt1 yag dokuda bulunan adipositlerin hiicre biitlinliigiiniin bozuldugu durumlarda yara
iyilesmesinde ve onarimda aktif gorev aldiklari da gosterilmistir [29]. Viseral yag dokusu basta
bobrekler (perirenal yag dokusu), bagirsak (mezenterik ve omental yag dokusu), gonadlar
(epididimal ve parametrial adipoz doku), vaskiilatiir (perivaskiiler veya periadventisiyal adipoz
doku) ve kalp (epikardiyal ve perikardiyal yag dokusu) olmak tizere viicuttaki organlari
cevreler [30]. Yag doku, organlara veya sistemlere kohezyon saglamakla gorevli bag doku
grubuna aittir. Yag dokusu, adipositlerin yani sira bag dokusu matriksi, sinir dokusu,
stromavaskiiler hiicreler ve bagisiklik hiicreleri icerir [31]. Yapilara destek verme
fonksiyonunun yani sira, yag dokusu enerji dengesini diizenlemektedir. Son zamanlarda, yag
dokusunun bir enerji deposu veya pasif bir metabolizma organi olmakla kalmadigi, aym
zamanda enerji durumunu etkiledigi ve buna katkida bulundugu gosterilmistir [22].
Gilinlimiizde yag doku adipokin olarak adlandirilan ¢ok sayida hormonuin sentezlenip
saliverildigi bir endokrin organ olarak kabul edilmektedir [32]. Yag dokusu bunun yani sira,
cinsel dimorfizm, bagisiklik, lireme, adipogenez, anjiyogenez, hiicre dis1 matriks yeniden
yapilandirilmasi, steroid metabolizmasi, hemostaz ve viicut 1s1sinin siirdiiriilmesi gibi fizyolojik

slireclerin diizenlenmesine de katkida bulunmaktadir [33, 34].

2.3. Yag Dokusu Tipleri

Islevine, rengine ve yapisina gére beyaz yag doku, kahverengi yag doku ve bej yag doku

olmak tizere ti¢ tip yag dokusu vardir.

2.3.1. Beyaz Yag Doku

Beyaz yag dokusu, kahverengi dokuya gore daha az vaskiilarizasyon ve innervasyona
sahip, sar1 veya beyaz renkli bir doku olmasiyla karakterizedir. Beyaz yag dokusu yag
hiicrelerinin boyutu 20 ila 200 pm arasindadir ve tek bir lipid vakuoli icerirler. S6z konusu

vakuolde, enerji ihtiyaci oldugunda kullanilmak {iizere lipitler depolanir. Beyaz adipositlerde
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bulunan lipid vakuollerinin lipid igeriginin %90 ila 99'unu triasilgliseroller olusturmaktadir
[35]. Lipid vakuolde biriken triasilgliseroller, saglikli bir yetiskinin enerji gereksinimlerini en az
iki ay boyunca karsilamaya yetecek kadar enerji igerir. Beyaz yag doku, ¢ok sayida adipokin
tretir. Adipokinler, metabolizmay1 diizenleyen hormonlar veya haberciler gibi davranan
peptidlerdir. Yag dokusu tarafindan ifade edilen genlerin %40’1inin islevleri yeni kesfedilmistir
ve bunlarin %20 veya 30'unun salgl proteinlerine karsilik geldigi tahmin edilmektedir [35].
Adipoz dokunun proinflamatuar sitokinler, bagisiklik, fibrinolitik sistem, renin-anjiyotensin
sistemi, lipid metabolizmasi, transport ve steroid metabolizmasi enzimleri gibi sistemlerle
iligkili yiliksek ¢ok yonlii proteinler salgiladigi artik bilinmektedir [36]. Bu nedenle yag dokusu
bir endokrin organ olarak kabul edilir [37].

2.3.2. Kahverengi Yag Doku

Daha yiiksek vaskiilarize ve yiliksek mitokondri icerigi sebebiyle yogun sitokrom igerigi,
dokunun kahverengilesmesini saglamaktadir. Kahverengi yag dokusunu olusturan yag hiicreleri
multilokiilerdir ve birkag lipid vakuole sahiptir. Bu hiicreler poligonal bir sekle sahiptir ve 15 ile
50 um boyutlarindadir [38]. Kahverengi yag dokusu, iskelet kasi ile ortak bir progenitor hiicre
olan Myf5 pozitif hiicrelere sahiptir [39]. Beyaz yag dokusunun aksine, kahverengi doku enerji
depolama islevine sahip degildir, ancak termojenez yoluyla enerjiyi dagitir. Viicut 1sisini
diizenleyebilmek icin kahverengi yag doku ylizeysel ve derin bolgelerde lokalize edilir. Yiizeysel
bolgelerde interskapular, servikal ve aksiller bélgelerde bulunurken, derin bolgelerde perirenal,
periaortik, kasik ve perikardiyal kahverengi yag dokulari bulunur [40]. Kahverengi yag
dokusunun varlig1 6zellikle neonatal dénemde belirgindir. Bununla birlikte, son zamanlarda
yapilan bazi ¢alismalar, insanlarda kahverengi yag dokusunun metabolik olarak aktif birkag
doku yapist ile temsil edildigini gostermistir [41, 42]. Soguga maruziyet ve asir1 yeme bu
yapilarin aktivitesini ve boyutunu artirirken yas onlar1 azaltir [43]. Ote yandan kemirgenlerde
kahverengi yag dokusu yasam boyunca korunur ve termojenez yoluyla enerji harcamasini
saglar [44].

Kahverengi yag dokusunda (-adrenerjik reseptor aktivasyonu, oksidatif fosforilasyon
proton akisini kullanan ve dolayisiyla ATP yerine 1s1 iireten uncoupling proteinlerin (UCP)
uyarilmasini stimiile eder. Is1 kahverengi yag dokusunun mitokondrilerinde UCP'ler tarafindan
tiretilir ve bunun sonucunda enerji harcamasi artar. Yiyecek bulunmadiginda, hipotalamustan
gelen aclik sinyalleri, kahverengi yag dokusunda termojenezi azaltmak ve enerji tiiketimini
azaltmak icin sempatik sistem aktivasyonunu bloke eden gabaminerjik néronlar1 aktive eder

[45].
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Sekil 2.2. Beyaz, kahverengi ve bej yag dokusunun lokalizasyonu [46].

2.3.3. Bej Yag Doku

Son zamanlarda, bej renkli ve UCP1 ekspresyonu icin pozitif olan kahverengi
adipositlere benzer yag hiicrelerinin, egzersiz, soguga maruz kalma veya bazi hormonlar gibi
belirli uyaranlara yanit olarak ortaya c¢ikma olasiliginin yiiksek oldugu gosterilmistir [47]. Bu
adipositler beyaz yagda dokuda birikebilirler ve bej veya brite adipositler olarak adlandirilirlar.
Bej adipositler, morfolojileri (birkac lipid vakuolii icerirler) gibi kahverengi olanlara benzer
ozelliklere sahip olsalar da, farkli anatomik lokalizasyonlara sahiptirler. Bej adipositler, beyaz
adipoz dokunun deri alt1 bolgelerinde bulunurken, kahverengi adipositler esas olarak daha
ylizeysel bolgelerde bulunur.

Kahverengi ve bej adipositlerin farkli embriyonik onciillerden gelistigi gosterilmistir
[48]. Kahverengi adipositler Myf5-pozitif hiicrelerden kdken alirken bej yag hiicreleri Myf5-
negatif soydan gelmektedir, ancak tam kokenleri hala tartisiimaktadir ve iki olasilik 6ne
strilmistiir. Birincisi, beyaz adiposit progenitorlerden tiiretildiklerini ve soguga maruz kalma

gibi cevresel uyaranlara yanit olarak bej adipositler olduklarini ileri siirmektedir. ikincisi, olgun
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beyaz adipositlerin bej olabilmek icin uygun uyaranlarla temas kurarak farklilastirilabilecegini
onermektedir [49]. Her iki 6nerinin de dogru olmasi cevreye, genetik arka plana ve bej hiicre
iceren yag doku lokalizasyona bagl olarak olasi gibi gortinmektedir [50].

Bazal kosullar altinda bej adipositlerde, beyaz adipositlerde ifade edilen molekiiler
belirteclere benzer belirtegler ifade edilir, ancak transdiferansiyasyondan sonra, daha yiiksek
enerji tiiketimini ve oksijen tiiketimini yansitan termojenik bir ifade kalib1 kazanarak

kahverengi adipositlerinkine benzer bir ekspresyon paterni kazanirlar [51].

2.4. Lipogenez ve Lipoliz

Yag birikimi, yag sentezi (lipogenez) ve yag yikimi (lipoliz/yag asidi oksidasyonu)
arasindaki denge ile belirlenir. Lipogenez, tercihen yag dokusunda olusan bir siirectir, ancak
karacigerde de meydana gelir ve enerji rezervi olarak kullanilan yag asitlerinin sentezidir. Bu
stire¢ diyetteki degisikliklere duyarhdir [48]. Lipogenez ytiksek karbonhidrath diyetle uyarilir
ve yemek sonrasi plazma trigliserid seviyelerinin yiikselmesine neden olurken, ¢coklu doymamis
yag asitleri ve aglik tarafindan inhibe edilir. Orug, plazma glikozunda bir diisiis ve plazma yag
asitlerinde bir artisa yol agabilir. Bu etkilere kismen, lipogenezi inhibe eden (leptin) veya
uyaran (anjiyotensin, asilasyon uyarici protein) hormonlar aracilik eder. Glikozun kendisi,
lipogenez icin bir substrattir, insiilin salinimini uyararak ve pankreastan glukagon salinimini
inhibe ederek lipogenezi uyarir [52].

Lipoliz, yag dokusunda meydana gelir ve yagin, diger bir deyisle enerji iiretimi i¢in enerji
rezervlerinden (trigliseridler), triasilgliserol molekiillerinin serbest yag asitlerine ve gliserole
hidrolize edilmesidir. Metabolik stres zamanlarinda, adipositin triasilgliserol damlasi, diger
dokular tarafindan enerji kaynag olarak kullanilmak tizere serbest yag asitlerini saglamak icin
degrade olur. Cok sayida uyar, adipositlerde lipolitik yaniti ortaya ¢ikarabilir. Bununla birlikte,
nihayetinde ayni enzim cifti, hormona duyarl lipaz ve monoasilgliserol lipaz, triasilgliserol ester
baglarinin hidrolizini katalize etmekten sorumludur. Triasilgliseroliin tam hidrolizi, serbest yag
asitlerini ve bir gliserol parc¢asini serbest birakmak icin 3 ester baginin kirilmasini igerir. Ayni

enzim, hormona duyarh lipaz, triasilgliseroliin 1inci ve 3‘lincii pozisyonlarinda esterlerin

hidrolizini kolaylastirmaktan sorumludur. ikinci bir enzim olan 2-monoagilgliserol lipaz, ii¢iincii
bir serbest yag asidi ve gliserol verecek sekilde kalan esterin hidrolizini katalize eder. Hormona
duyarh lipaz, instlin tarafindan inhibe edilir [53]. Gliserol, akuaporin tipi bir tasima molekiilii
aracilifiyla adipositlerden disar1 atilir ve oksidasyon veya glukoneojenezde kullanilmak iizere
karacigere geri gonderilmelidir. Bununla birlikte, maksimum lipolitik kosullar altinda, yag
asitlerinin esasl geri doniisiimii, gliserol molekiilii basina ortalama olarak yaklasik iki yag asidi
molekiilii salinacak sekilde cereyan etmektedir. Adipositin disinda, yag asitleri hemen albtimine

baglanir ve kan dolasiminda oksidasyon i¢in karacigere, kaslara ve diger dokulara tasinir [54].
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B-Oksidasyon, lipoliz sonucu olusan serbest yag asitlerinin viicut tarafindan enerji kaynagi
olarak kullanildig1 katabolik bir siirectir. Yag asidi molekiilleri, asetil koenzim A molekiillerine

doéntstirilir [55].

2.5. Yag Dokunun Endokrin Fonksiyonu

Obezitenin tip 2 diyabet, dislipidemi, yagh karaciger hastaligi, kronik inflamasyon,
hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastalik i¢in bir risk oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir
[56-58]. Obezitenin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi, metabolik ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisi, bu bozukluklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni stratejiler
gelistirmek adina gereklidir. Son yillarda obezite arastirmalarindaki gelismeler, adipoz dokunun
adipokinler olarak adlandirilan 600'den fazla biyoaktif faktor salgilayan aktif bir endokrin
organ oldugunun anlasilmasina yol agmistir [59]. Adipokinler istah ve tokluk kontroli, yag
dagilimyi, insiilin duyarlilig1 ve insiilin salgilanmasi, enerji harcamasi, inflamasyon, kan basinci,
hemostaz ve endotel fonksiyonunun diizenlenmesinde onemli roller oynarlar [32,60-65].
Otokrin, parakrin ve endokrin sinyallerle adipokinler, adipogenezin modiilasyonuna, adipoz
dokuda immiin hiicre infiltasyonuna, adiposit metabolizmasina ve islevine katkida bulunur [61].
Ayrica adipokinlerin beyin, karaciger, kas, damar sistemi, kalp ve pankreas (-hiicreleri gibi
hedef organlar lizerinde 6nemli sistemik etkileri vardir [61]. Adipokin sekresyon paterni, yag
dokusu fonksiyonunu yansitmaktadir ve obezitenin metabolik ve Kkardiyovaskiiler
komorbiditelerinin gelisme riskinin belirlenmesinde 6nemli oldugu dusiilmektedir [60].

1987'de yag dokusu, seks steroid metabolizmasi1 [62] ve kemirgenlerde obezite ile
negatif iliskili bir endokrin faktor olan adipsin {iretimi i¢in ana bélge olarak tanimlanmistir [63].
Bir adipokin olarak leptinin kesfi [32], yag dokusu kaynakli yeni sinyal molekiilleri icin
arastirma alani agmistir.

Adipoz dokudan salgilanan adipokinler arasinda, interlékinler (IL)-1, -6, -8, -10, TNFa
(Timor nekroz faktorii alfa), TGFB (Transforming growth factor B-Dontstiiriicii biiylime
faktori ), interferon-y, CRP (C-reaktif protein), plazminojen aktivator inhibitorii-1 ve chemerin
dahil olmak tizere inflamatuar yanitta rol oynayan molekiiller de vardir.

RBP4 (Retinol binding protein4 - Retinol baglayici protein 4), chemerin, vaspin, fetuin-A,
omentin ve yag asidi baglayic1 protein 4 dahil olmak tizere bir¢ok adipokin, insiilin direnci ve
yagh karaciger hastaligi ile iliskilendirilmistir. Adiponektin ise insiilin duyarlihig ile pozitif
korelasyon gostermektedir [60]. Ayrica, adipokinler, obezite ve hipertansiyon (6rn.,
anjiyotensinojen), endotelyal fonksiyon (6rn., omentin, apelin), hemostaz (6rn., fibrinojen), yag
dokusunda immiin hiicre infiltrasyonu (6rn., MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1 - Monosit
kemotaktik protein-1), prograniilin ve makrofaj inflamatuar proteinla) arasindaki baglantiyi

temsil edebilmektedirler [59].
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2.6. Preadiposit Hiicre Hatlar

3T3-L1 ve 3T3-F422A hiicre hatlan1 17-19 giinlik Swiss 3T3 fare embriyolarinin
disagrege edilmesi ve izole edilmesi ile elde edilen embriyonik fibroblastlardir [66]. Klonal
hiicre hatlari, hiicre popiilasyonu acisindan homojendir ve hiicre tiplerinin hepsi ayni
farklilasma asamasindadir. Bu, tedavilere homojen bir yanit saglar. Ek olarak, bu hiicreler
sliresiz olarak pasajlanabilir, bu da ¢alisma icin tutarli bir preadiposit kaynagi saglar. Bu
nedenle klonal hiicre modelleri deneysel calismalar i¢in hayvan modellerini tamamlayici bir
aractir. Proliferasyon sirasinda, tiim preadiposit hiicre modelleri fibroblastlara benzer bir
morfoloji gosterir. Farklilasmanin uyarilmasi, kiiresel hale gelen ve lipid damlaciklari ile dolu
olan preadipositlerin fenotipik degisikliklerini tetikler ve in vivo olarak farklilasan adipositlerin
morfolojik ve biyokimyasal 6zelligini gosterir.

3T3-L1 fibroblastlarinin adiposit hiicrelere farklilasmasi, adiposit biyolojisi
calismalarinda kullanilan en yaygin in vitro modellerden biridir. Bu model, adipogenez, lipid

metabolizmasi ve hormonlarin etkilerine iliskin anlayin gelistirilmesinde kritik bir yere sahiptir.

2.7. Adipogenez

Adipogenezin molekiiler ve hiicresel siirecleri, 3T3-L1 preadiposit fibroblast klonal
hiicre dizisi kullanilarak kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir. 3T3-L1 preadiposit hiicre
hattinda farklilasma asamalar: iyi karakterize edildiginden, obezite arastirmalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir [67]. 3T3-L1 preadipositlerinde adipogenez, biiyiime durmasi, mitotik
klonal ekspansiyon (MKE) ve terminal farklilasma olmak ilizere {i¢ ana asamayu icerir [68].

3T3-L1 post-konfluent preadipositlerin  farklilasmasi  deksametazon (DEX),
izobiitilmetilksantin (IBMX) ve insiilin kullanilarak hormonal stimiilasyon ile indiklenir. MKE
olarak adlandirilan bu erken farklilasma asamasinda, hiicreler geri doniisiimsiiz olarak
farklilasma siirecine girerler [69]. Adipojenik kokteylin neden oldugu farklilasma, hiicre sayisini
iki katina ¢ikaran klonal genislemeyi uyarir [70] ve preadipositler, farklilasmanin ilk iki giini
boyunca bir veya iki replikasyon gecirir. Olgunlasan preadipositler, obezitenin 6nlenmesi

ve/veya tedavisinde dogal triinler i¢cin 6nemli bir hedef olabilmektedir.

2.7.1. Biiyiimenin Durmasi

Erken adipogenez icin bir 6n kosul olarak hiicre dongiisii ve diizenlenmesi, MKE'nin
tamamlanmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynar. Farklilasmadan iki giin 6nce 3T3-L1 preadipositleri

konfluent oldugunda komsu hiicrelerle fiziksel temas hiicre biiylimesini inhibe eder (-2 nci

gilin). Konfluensi sonrasi preadipositler, yliksek seviyelerde siklin bagimhi kinaz inhibitor
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proteinleri (CIP) olan p27¢IP ve p27KIP1 ve hiperfosforile tiimor baskilayic retinablastoma (Rb)
proteinleri seviyelerinde artisla hiicre dongiisii G1 fazinda durdurulur [71].

Farklilasmanin erken evresinde, hiicre donglisiinde durdurulan hiicreler, MKE ile
birlikte tekrar hiicre dongiisiine girerler ve bir veya iki tur hiicre déngtisii gecirirler [72]. Siklin
D'nin CDK4 (Cyclin-dependent kinase-4 - siklin bagimh kinaz-4) ve CDK6 (Cyclin-dependent
kinase-6 - siklin bagiml kinaz-6), Siklin E'nin CDK2 (Cyclin-dependent kinase-2 - siklin bagimh
kinaz-2) ile birlesmesi ve aktivasyonu gerceklesir ve CDK (Cyclin-dependent kinase - siklin
bagimh kinaz) inhibitériiniin degredasyonu meydana gelir. Siklin D-CDK4/CDK6 kompleksi,
hiicre dongiisiiniin erken G1 fazinin diizenleyicisidir, siklin E-CDK2 kompleksi ise G1 ve S fazi
gecisi icin kritik 6neme sahiptir ve bunlarin tiimi biiylimesi durmus olan hiicrelerin hiicre
dongiisiine yeniden girmeleri icin dongiintin G1/S fazina ilerlemesini saglar [73]. CDK'nin
sikline baglanmasi, kinaz aktivitesi ve E2F transkripsiyon faktorii ailesinin bir diizenleyicisi olan
Rb proteininin fosforilasyonu icin gereklidir. Rb proteininin fosforilasyon durumu,
farklilasmanin erken evresinde hiicre dongiisii ilerlemesini aktive eden hiperfosforile formdan,
terminal farklilasma sirasinda hiicre dongiisiinii baskilayan hipofosforile forma degisir [74]. S
fazinin girisi, adipojenik kokteyl ile muameleden yaklasik 14 saat sonra gergeklesir ve en

yliksek DNA sentezi ise hormonal uyarimdan yaklasik 18 saat sonra gozlenir [75].

2.7.2. Mitotik Klonal Ekspansiyon

Mitotik klonal ekspansiyonla birlikte bir dizi transkripsiyon faktoriiniin ardisik olarak
aktive oldugu olduk¢a karmasik ve cok iyi diizenlenmis bir kaskad baslar. Farklilasmamis
durumda preadipositler yiiksek seviyelerde Pref-1 (Preadiposit faktor-1), CHOP (C/EBP
homolog protein), KLF (Kruppel-like factor), GATA transkripsiyon faktorii ve Wnt proteinleri
icerirken, adipogenez siirecine girdiklerinde bu seviyeler hizla diiser [76]. Bu proteinlerden
herhangi birinin seviyesinin azalmamasi, adipogenez siirecini durdurur ve hiicreleri preadiposit
asamada tutar. C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) transkripsiyon faktorleri ailesinin bir
tiyesi olan CHOP, C/EBPJ ile heterodimer olusturur ve bu baglanma, C/EBPf'nin inaktive
durumda kalmasini saglayarak adipogenezin inhibisyonuna yol acar [77]. Adipogenez lizerine
baskilayic etki gosteren diger transkripsiyon faktorleri olan GATA2 ve GATA3 ekspresyonu ve
Wnt10b'nin ektopik ekspresyonu adipogenezi inhibe eder [78,79].

Hormonal stimiilasyon adipojenik transkripsiyon kaskadinin aktivasyonuna yol agar.
Biiylimesi durmus hiicreler, fetal sigir serumu (FBS) iceren ortamda DEX, IBMX ve insiilinden
olusan standart bir adipojenik kokteyl ile stimiile edilebilir. Sentetik bir glukokortikoid olan
DEX, glukokortikoid reseptor yolunu uyarir ve C/EBPf ekspresyonunu arttirir [80]. Ayrica DEX,
Pref-1 degradasyonunu da saglamaktadir [81]. Fosfodiesteraz inhibitérii olan IBMX, cAMP'ye

baglh protein kinaz yolunu aktive eder ve C/EBP§ ekspresyonunu indiikler [82]. Insiilin ise IGF-
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1 reseptorii araciligiyla etki eder [83]. Farklilasmanin erken evrelerinde FBSnin CHOP10

seviyesini azalttif1 ve adipojenik gen ekspresyonunu aktive etmek icin C/EBPf salinmasini
uyardig1 bilinmektedir [84]. C/EBP transkripsiyon faktorleri ailesinin bu iiyeleri ve ayrica
PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma), adipogenezde anahtar roller
oynar. C/EBPf ve C/EBPS adipogenezin erken evresinde eksprese edilir ve PPARy ve C/EBPa
ekspresyonunu indiikler [87]. Transkripsiyon faktorleri PPARy ve C/EBPq, lipid metabolizmasi
ile ilgili genlerin ekspresyonunu aktive eder. PPARy ve C/EBPa, adipogenezin ana diizenleyicisi
olarak kabul edilir ve hem in vitro hem de in vivo olarak adipogenez icin gerekli oldugu
gosterilmistir [85]. PPARy ve C/EBPa terminal farklilasmanin kontrolii ve farklilasmis durumun
korunmasi icin birbirleri ile uyum icinde hareket ederler [86]. 3T3-L1 preadipositlerinde,
PPARy ve C/EBP transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu hormonal stimiilasyondan sonraki 4
saat icinde meydana gelir ve C/EBPB‘nin susturulmasinin bu adipojenik gen lokuslarinda
kromatin agilmasini bozdugu gosterilmistir [88].

EBF (Early B cell factor) ailesi transkripsiyon faktorlerinin de adipogenezin erken

safhasinda gorev aldig1 disiintilmektedir. EBF1/2 nin susturulmasi 3T3-L1 preadipositlerinde
adipogenezi siiprese etmektedir [89]. EBF2 nin kahverengi adiposit 6zelliklerinin korunmasina

katki sagladigi yapilan bazi calismalarla gosterilmistir [90,91]. EBF2 termojenik gen
ekspresyonunu aktive etmekle gorevli bir gen olan Dpf3’iin ekspresyonunu diizenlemektedir
[91]. Ebf2-null fare embriyolarinda, embriyonik 18. giinde kontrol gruba kiyasla kahverengi yag
doku kiitlesinde azalma gozlemlenmistir [90]. Bu nedenle, EBF2'nin hem genel adipojenik gen
ekspresyonunu hem de kahverengi adiposit spesifik gen ekspresyonunu aktive etmek icin diger
adipojenik transkripsiyon faktorleri ile koordine bir sekilde etki gosteriyor olabilecegi
diistintilmektedir [90].

ATF4 (Activating transcription factor4), CREB/ATF (cAMP response element-binding
protein/Activating transcription factor) ailesi liyesi bir transkripsiyon faktéridur. 3T3-L1
preadipositlerinde yapilan bir ¢alismada ATP4’lin susturulmasinin adipogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir ve adipogenez esnasinda ATF4'tin C/EBPB’'nin promotor aktivitesini arttirarak
gorev yaptig1 ve boylece C/EBPB’nin transaktivasyonunu sagladig1 gosterilmistir. [92]. KLF4 ve
KLF15 adipogenezi indiiklerken KLF3 ve KLF7 adipogenezi inhibe etmektedir [93]. KLF4,
adipogenezde erken evrede eksprese edilir ve C/EBPB ekspresyonunu indiikler, KLF4'iin
yikilmasinin adipogenezi inhibe ettigini gosteren c¢alismalar mevcuttur [94]. KLF5 de
adipogenezde erken evrede eksprese edilir ve KLF5+/- farelerde beyaz yag doku kitlesinde
belirgin bir azalma gozlenmektedir [95]. KLF15'in 3T3-L1 adipositlerinde diferansiyasyon
slirecinin 3. glinii civari eksprese edilmeye basladig1 ve terminal diferansiyasyon evresinde
KLF15 ekspresyonunda yaklasik 80 kat artis goriildiigii bulunmustur [96]. Bunun yani sira

insan preadiposit hiicre kiiltiirii modeli kullanilarak yapilan bir ¢alismada adipogenez siirecinin
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1inci glini eksprese edilmeye basladigi ve diferansiyasyon siireci boyunca eksprese edildigi

gosterilmistir [97]. Hem KLF2 hem de KLF3'iin asir1 ekspresyonu adipogenezi inhibe
etmektedir. KLF2 nin dogrudan PPARy promotor aktivitesini inhibe ettigi, KLF3’iin ise C/EBP«a
promotor aktivitesini azalttig1 yapilan ¢calismalarla gosterilmistir [98,99].

Adipogenezde rol oynayan diger transkripsiyon faktorlerinden CREB ve STAT5a'nin,
genetik olarak susturulmasi 3T3-L1 preadipositlerinde adipogenezi inhibe etmistir [100,101].
SREBP-1a (Sterol regulatory-element binding protein-1a), SREBP-1c (Sterol regulatory-element
binding protein-1c) ve SREBP-2 (Sterol regulatory-element binding protein-2) ise yag asidi ve
kolesterol sentezini diizenleyen temel transkripsiyon faktorleridir [102]. Hiicre Kkdltiir
ortaminda, SREBP-1c'nin, PPARy aktivasyonuna aracilik eden lipid ligandlar1 saglayarak
adipogenezi destekledigi gosterilmistir [103].

2.7.3. Terminal Farklilasma

Preadiposit diferansiyasyonunun MKE asamasinin bitimi ile birlikte hiicreler siirecin
sonunda olgun yag hiicrelerinin morfolojisine sahip olacaklar1 terminal diferansiyasyon
asamasina girerler. Bu asamada hiicreler hiicre dongiistinden ¢ikar ve hiicre icinde yiiksek
miktarda lipid sentezi baslar. Bu silirecin sonunda ortasinda tek bir biiyiik lipid damlacigi
bulunan, sitoplazmasi ve nukleusu kenara itilmis, tipik tash yliziik goriintiisiine sahip olgun
adipositler halini alirlar. Hiicrelerde, yag asidi sentaz, aP2 (adiposit protein 2) gibi lipojernik
enzim ekspresyon ve aktivitesinin artisinin yani sira LPL (Lipoprotein lipaz) ve ATGL (adipoz
trigliserid lipaz) gibi lipolitik enzimlerin de ekspresyon ve aktivitesinin artisi1 nedeni ile lipid
metabolizmas1 artmistir [104]. Buna ek olarak, leptin, adiponektin ve resistin gibi adipokinler
olgun adipositler tarafindan yiiksek oranda eksprese edilir ve salgilanir [105]. Adipogenez
sirasinda, C/EBP aktivitesi sadece lipojenik SREBP1c indiiksiyonunu degil, ayn1 zamanda
inflamatuar adipokin TNF-a'y1 da diizenler [106]. Ayrica, C/EBPa ve PPARYy, pozitif geri besleme
dongiileriyle birbirlerini capraz diizenler ve aP2, LPL ve SREBP-1 gibi hedef genleri transaktive
eder [107].
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Sekil 2.3. Adipogenez evreleri [108]

2.8. Narenciye Limonoidleri

Narenciye limonoidleri, ¢gogunlukla limon, misket limonu, portakal, pomelo, greyfurt,
bergamot ve mandalina gibi narenciye meyvelerinin tohumlarinda [109], meyvelerinde [110]ve
kabuklarinda [111] bulunan kalabalik bir polisiklik sekonder metabolit ailesidir [112].
Yapilarinda nispeten yiiksek sayida oksijen atomu [113] icerdiginden yiiksek oranda oksijenli
triterpenoidler olarak kabul edilir. Narenciye limonoidleri hem serbest aglikonlar hem de (3-D-
glikozitler olarak bulunur. Aglikonlar cogunlukla tohumlarda bulunurken B-D-glikozitler meyve
olgunlasmas1 sirasinda olusur. [-D-glikozitlerin olusumu, turuncgillerde aci limonoid
aglikonlarin konsantrasyonunu azaltan ve bdylece narenciye meyve sularina ve diger iirtinlere

hos bir tat veren spesifik bir limonoid glikoziltransferaz tarafindan katalize edilir [114].

2.8.1 Narenciye Limonoidlerinin Yapisal Ozellikleri

Limonoidler, prototipik 4,4,8-trimetil-17-furanilsteroid iskeletinden [115] tiiretilen,

stereokimyasal olarak homojen bilesiklerdir. Dogal olarak olusan narenciye limonoidleri,
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C-17'de D halkasina bagh bir furan halkasinin yani sira C-3, C-4, C-7, C-16 ve C-17'de oksijene
sahip fonksiyonel gruplar igerir [116].

Sekil 2.4. Temel limonoid yapisi (Beema and
Corey's 'protolimonoid’) [120]

Narenciye limonoidleri terpen ailesi simifinda yer almaktadir. Terpenler (CioHis),
izopren (CsHs) birimlerinin bas-kuyruk polimerizasyonundan tiiretilen dogal iirtinlerdir [117].
Iki yaygin izopren yapi tas: olan izopentenil pirofosfat (IPP) ve dimetilalil pirofosfat (DMAPP),
skualen gibi triterpen onciilerini olusturmak icin enzimatik olarak polimerize olur. Bu nedenle,
biyosentetik olarak narenciye limonoidinin temel hidrokarbonu olan triterpen skualeni
olusturmak icin alt1 izopren birimine ihtiya¢ vardir. Tiim limonoidlerde bir izobiitil terminal
parcasi eksik oldugundan, genellikle tetranortriterpenoidler olarak adlandirilirlar, burada
"tetranor-' 6n eki dort karbon atomunun kaybini gostermektedir [118]. Temel limonoid yapisi,
steroid benzeri bir sekilde yogunlastirilmis ve A ila D olarak adlandirilan dért halkadan olusur
[119]. C-17 konumunda bir furan halkasi eklenirken bes metil C-4'te, iki - ve bir a-hidrojen

sirasiyla C-8, C-10 ve C-13"te konumlanmistir.
2.8.2 Limonin ve Nomilin

Limonin, tetrasiklik triterpenoiddir ve narenciye tiirii bitkilerde yaygin olarak bulunan
ve yliksek diizeyde biyolojik aktiviteye sahip bir sekonder metabolittir. Molekiiler formiilii
C26H300g'dir ve molekiiler agirhgi 470,25'tir. Limonin genellikle Rutaceae ve Meliaceae
bitkilerinden tiiretilir [121]. Narenciye meyveleri limonin bakimindan zengindir ve genellikle
limonin, narenciye tohumlarinda yiiksek konsantrasyonda bulunur [122]. Limonin ve nomilinin
Tohumlarin yani sira gesitli citrus tiirlerinin tohum ve meyvelerinde bulundugu gésterilmistir.
Narenciye meyvelerindeki limonin ve nomilin miktar1 meyvenin olgunlasma diizeyine goére

degisiklik gostermektedir [123].
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Sekil 2.5. Limonin in kimyasal yapis1 [120]

Nomilin yapisi A halkasi harig, C-3 ve C-4 arasinda oksijen atomu bulunan yedi tiyeli bir
lakton olan limonin yapisi ile benzerlik gosterir. Molekiiler formiili C2sH3409‘dur ve molekiil

agirhigr 514,6’dir. Nomilin, limoninden sonra narenciye tiirlerinde en ¢ok bulunan limonoiddir

[124].

OAc :

Sekil 2.6. Nomilin in kimyasal yapisi [120]

Son yillarda limonin ve nomilinin biyolojik aktivitelerini gosteren ¢ok sayida calisma
yapilmistir. Insan kolon adenokarsinomu (SW480) hiicrelerinde limoninin antiproliferatif etkisi
mitokondriyal membran potansiyeli analizi ile gosterilmistir [125]. Ayrica laktat dehidrojenaz
(LDH) hiicre canlilig1 analizi kullanarak limoninin insan hepatoma HepG2 hiicrelerine karsi
antiproliferatif etkisi degerlendirilmistir. HepG2 hiicrelerinde limonin tarafindan apoptozun
indiiklendigi bulunmus, western blot analizi sonucunda limonin uygulamasiin Bax ve siklin
D1'in ekspresyonunun azalmasina, apoptozta Kkilit oyuncular olan kaspaz-3 ve kaspaz-9un
ekspresyonlarinda ise artisa yol agtig1 gosterilmistir. Limonin’in ayrica bu ¢alismada LRP5,

LRP6 ve DKK wnt sinyal yolag: proteinlerinin ifadesini downregiile ettigi bulunmustur [126].
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Yapilmis olan bir in-vivo ¢calismada ise limonoidlerin farelerde faz II detoksifiye edici enzim
aktivitesini nasil etkileyecegi degerlendirilmis ve midede 1-kloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)
kars1 %58 GST indiiksiyonu gézlemlenmistir [127].

Vaskiler diiz kas hiicrelerinde deasetil nomilin, obakunon, metil nomilinat, defuran
nomilin, defuran limonin, limonin ve nomilini iceren limonoidlerin p38 MAP kinaz aktivitesi
modiilasyonuyla inflamatuar yolaklar iizerine etkisi arastirilmistir. Nomilin, p38 MAP kinaz
aktivitesini en belirgin olarak inhibe etmis, inhibitor etkinligi en yiiksek ikinci limonoidin ise
limonin oldugu bulunmustur. Nomilin diz kas hiicrelerinde TNF-« ile indiiklenen p38 MAP
kinaz aktivitesini tamamen ortadan kaldirmistir [128]. Yapilan bir in-vivo ¢alismada ise sican
modellerinde limoninin hepatik hasar (yliksek karaciger enzim aktiviteleri ve total bilirubin),
hepatik inflamasyon (TNF-a, notrofillerin infiltrasyonu), oksidatif stres ve TLR-4
ekspresyonunun zayiflamasini destekledigi gosterilmistir [129].

Nomilinin, yiiksek yagh diyetle beslenen farelerde kontrole gére anlamli bir agirlik
azalmasina yol actig1 gosterilmistir. Nomilin bunun yani sira kan glikoz ve insiilin diizeylerini
azaltmis ve glikoz toleransini diizeltmistir. Calismada nomilinin 6nemli metabolik etkileri
bulunan TGR5'i doz bagiml yolla ve anlaml 6lciide aktive ettigi bulunmustur. [7]. Buna karsin
ayni calismada limoninin TGR5 iizerine herhangi bir etkisi bulunmamistir. TGR5, GPCR (G-
protein-coupled receptor) ailesi liyesi membran reseptoriidiir. TGR5, safra asidi ile aktive olur
ve aktivasyonu hiicre ici cCAMP iiretimini artirir [130]. Insanlarda kahverengi yag dokunun yani
sira subkiitan yag dokuda da TGR5 geninin eksprese edildigi gosterilmistir [131]. TGR5’in lipid
metabolizmasini diizenleyici etkisinin yani sira yag doku tzerine onemli etkileri oldugunu
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir: Uzun siire soguga maruz birakilan farelerde TGR5 agonisti
INT-777 uygulanmasinin kontrole gore beyaz yag dokunun bejlesmesini anlamli olarak artirdigi
gosterilmis, bunu destekleyecek sekilde TGR5 knockout farelerde soguga maruziyet sonrasi
beyaz yag doku morfolojisinde degisiklik gdzlenmemigstir. Bunun yani sira TGR5/- fareler ilimh
ortam 1sisinda bulunduklarinda viicut agirliginda artis egilimi bulundugu ve bu fareler soguga
maruz birakildiklarinda daha az kilo kaybettikleri gosterilmistir. Fare primer adiposit
kiiltirlerinde TGR5’in ERK aktivasyonu araciligi ile mitokondriyal solunumu indiikledigi
bulunmustur. Biitlin bu etkilerine ek olarak TGR5 aktivasyonunun primer adipositlerde lipolizi

belirgin olciide artirdig gosterilmistir [132].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiiri

3T3-L1 hiicre hatti, murin Swiss 3T3 hiicrelerinden gelistirilmis preadiposit hiicre
hattidir. Son yillarda yapilan adipogenez ve obezite iligkili calismalarda 3T3-L1 hiicre hatti
kullanimi yayginlagmistir.

Bu hiicre hattinin ana avantajlarindan biri, olgun adipositler gibi yeni izole edilmis
hiicrelere gore kiiltiirlenmesinin daha kolay ve kullaniminin daha az maliyetli olmasidir. Ayrica,
artan saylda pasaji tolere edebilirler ve hiicre popiilasyonu ac¢isindan homojendirler. Bdylece,
deney kosullarindaki uygulamalar1 ve degisiklikleri takiben homojen bir yanit saglar. Bu
nedenle, 3T3-L1 hiicreleri, adipogenez iizerindeki bilesiklerin veya besinlerin etkilerini
degerlendirmek, adipogenezin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 anlamak, c¢esitli
bilesiklerin ve besinlerin obezite tedavisinde potansiyel uygulamalarin1 degerlendirmek icin
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [133]. Bu ¢calismada da 3T3-L1 hiicre hatti kullanildi.

1 mllik cryo tiip igerisinde -80°C derece donmus olarak bulunan 3T3-L1 hiicreleri
dolaptan cikarilarak 37°C sicak su banyosunda ortalama 1 dakikada ¢ozdiiriildii. Cozdiiriilen
hiicreler 15 ml lik falkon tiipe aktarildi ve 15 lik hacim daha 6nce 37°C ye getirilmis komplete
medyum (%10 buzagr serumu, %1 Penisilin-Streptomisin ve %1 L-Glutamin bulunan

Dulbecco nun modifiye Eagle medyumu (DMEM)) ile tamamlandi. Hacmi 15 ml’ye tamamlanan,
icinde hiicrelerin bulundugu tiip 37°C sicakliga ayarlanmis santrifiijde 1800 rpm de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplin siipernatant kismi atildi, pelletin {lizeri komplete
medyum ile 4 mlye tamamlanarak pipetaj yapildi. Pipetaj yapilarak homojen bir sekilde

karismis olan hiicreler 25 ml hacimdeki flasklara ekildi. Ekilen hiicrelerin tizeri komplede

medyum ile 5 mlye tamamlandi. Cozdirilmesi saglanan 3T3-L1 hiicre hatti, %5 CO:

konsantrasyona ve 37°C ortam sicakligina sahip inkiibatérde, pH degeri 7,0-7,4 olan, iceriginde

%10 buzagi serumu, %1 Penisilin-Streptomisin ve %1 L-Glutamin bulunan Dulbecco nun

modifiye Eagle medyumu (DMEM) iceren ortamda ¢ogaltildi ve pasajlandi. Flask icindeki

medyum giin asir1 degistirildi.

3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask icerinde hiicrelerin yogunlugu %70-80’e ulastifinda hiicrelerin biiylime durmasi
evresine gecmemesi icin pasajlama yapildi. Flask icindeki medyum uzaklastirildi ve serum
kalintilarinin tripsini inhibe etmemesi icin PBS tamponu ile yikama yapildi. Flask i¢cine 2 ml

kadar tripsin eklendi. Hafif ¢alkalamalarla tripsinin flask ytizeyine yayilmasi saglandi ve 37°C
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inkiibatérde 5 dakika inkiibe edildi. 5 dakikanin sonunda inverted mikroskopta hiicrelerin
ylizeyden ayrilmalari degerlendirildi ve hiicrelerin yiizeyden tamamen ayrilmasi saglandiktan
sonra pipetaj yapilarak 15 ml’lik falkon tiipe aktarildi. Falkon tiip icindeki hiicrelerin hacmi PBS
tamponu ile 15 ml'ye tamamlandi. 37°C sicaklikta 1800 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi.
Santrifiijjden alinan tiipdeki slipernatant atildi ve pelletin tlizeri komplete medyum ile
tamamlanarak 1:3 oraninda pasaj yapildi. Pasajlama sonrasi flasklardaki hiicrelerin medyumlari
iki giinde bir degistirildi. Konfluensi %70-80 oldugunda tripsinizasyon islemi tekrarlanarak

pasajlandi.

3.3. Hiicre Sayimi

Deney serilerinde kullanilacak pleytlerdeki kuyucuklara esit hiicre ekilebilmesi i¢in
ekim Oncesi hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi, tripan boyama teknigi kullanarak hiicre sayimi
yapan Cedex XS hiicre sayim cihazi ile yapildi. Flasklardaki hiicrelerin kaldirilmasi icin tripsin
kullanildi, ardindan hiicreler 15 mllik falkon tiipe toplandi ve tlzerlerine 15 ml lik hacmi
tamamlamak icin lizerine PBS eklendi. Ardindan 1800 rpm e ayarlanan santrifiij cihazinda
hiicreler 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi atildi ve
pelletin lizeri komplete medyum ile tamamlandi. Pipetaj yapilarak hiicrelerin homojenizasyonu
saglandi. Ardindan hiicre siispansiyonundan 10 pl ve tripan blue soliisyonundan 10 pl tripan
blue alind1 ve karistirildi. Daha sonra bu karisimdan 10 pl alinarak Cedex XS hiicre sayim
cihazinda kullanilan Cedex XS slaytlarindaki yuvaya birakildi. Slayt Cedex XS cihazindaki

yuvasina yerlestirilerek otomatik sayim yapildi.

3.4. Limonin ve Nomilin Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Sigma-Aldrich marka limonin ve nomilin ticari olarak satin alindi, DMSO iginde
¢ozdiiriilerek stok hazirlandi. Stok +4°C de muhafaza edildi. Deney serilerinde kullanilacak

miktarlar stok ¢ozeltiden medyum ile seyreltilerek kullanildi.

3.5. Viabilite Deneyi

Hiicre canliliginin degerlendirilmesi amaci ile 48 saat ve 96 saatlik viabilite deney
serileri planlandi ve canlilik analizi MTT ile yapildi. Sayimin ardindan 24 liikk pleytlerde her
kuyucuga 20.000 hiicre diisecek sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin kuyucuk tabanina tutunmalari
icin 24 saat beklenildi. 24 saatin ardindan limonin ve nomilin uygulamasi1 gergeklestirildi.
Kontrol gruplarinda ¢ozeltilerle ayni hacimde, son konsantrasyon 0,002 mcg/ml olarak DMSO
uygulandi. Deney serileri asagidaki gibi gerceklestirildi.

e Kontrol grubu (n=4)
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5 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)

10 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)

25 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)

5 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)

10 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)
¢ 25 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)
48 saatlik ve 96 saatlik iki grup sekilde planlanan deneyde, her grubun kendisi i¢in

planlanan siirenin sonunda deney durduruldu ve MTT analizi yapildi.

3.6. Proliferasyon Deneyi

Proliferasyonun degerlendirildigi deney serilende limonin ve nomilin tek baslarina
diferansiyasyon siirecinin 0-4'lincii giinii boyunca uygulandi. 4’iincii giinde MTT proliferasyon
analizi yapildi. Kontrol gruplarinda ¢ozeltilerle ayni hacimde, son konsantrasyon 0,002 mcg/ml
olarak DMSO uygulandi. Deney serileri asagidaki gibi gerceklestirildi.

e Kontrol grubu (n=4)

5 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)

10 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)

25 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)

5 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)

10 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)

¢ 25 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)

3.7. Diferansiyasyon Deneyi

Diferansiyasyonun degerlendirildigi deney serilende limonin ve nomilin tek baslarina

diferansiyasyon siirecinin 0-8 inci giinii boyunca uygulandi. 8 inci giinde Oil Red O boyamasi

yapildi. Kontrol gruplarinda ¢ozeltilerle ayni hacimde, son konsantrasyon 0,002 mcg/ml olarak
DMSO uygulandi. Deney serileri asagidaki gibi gerceklestirildi.
 Kontrol grubu (n=4)

e 5 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)
e 10 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)
e 25 mcg/ml limonin uygulanan grup (n=4)
¢ 5 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)
¢ 10 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)

e 25 mcg/ml nomilin uygulanan grup (n=4)
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3.8. MTT Analizi

MTT analizi, MTT nin ((3-(4, 5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolyum bromid)
rediiksiyonuna bagh olarak enzimatik aktivitenin kolorimetrik o6lciimiine dayanan hiicre
¢ogalma miktarinin tespit edildigi bir yontemdir. Bu yontem kullanilacak olan herhangi bir
terapotik ajanin hiicreye olasi sitotoksik veya proliferatif etkisinin belirlenmesi amaciyla
kullanilabilmektedir. MTT mitokondriyal rediiktazlar tarafindan metabolize edilir ve bunun
sonunda ortaya formazan tuzu c¢ikar. Formazan tuzu ¢oézdiriilerek ELISA reader ile 570 nm

dalga boyunda okuma yapilarak degerlendirilmektedir.

3.9. MTT ve Coziicii Soliisyonlarin Hazirlanisi

MTT, deneyden bir giin énce 5 mg/ml olarak hesaplandi ve pH 7,4 olan PBS icinde
coziildi. Cozelti 0,2 umlik filtreden gecirildi. MTT ¢ozeltisinin bulundugu tipiin 1siktan
korunmasina dikkat edildi. Saklanmasi i¢in +4°C sicaklikta buzdolabina kaldirildi. Formazan
kristallerini ¢dézmek icin kullanilacak izopropil alkole 0,04 M HCI eklenerek asidifiye edildi.
Deney gilinll hazirlanmis olan MTT c¢ozeltisi final konsantrasyon 0,5 mg/ml olacak sekilde
kullanildi.

3.10. MTT Analizinin Yapilmasi

24 kuyucuklu pleytler inkiibatérden ¢ikarildi ve kuyucuklardaki tiim medyum bosaltildi.
Ardindan, kuyucuklarda kalmis olabilecek medyumda bulunan fenol red in deney sonuclarinda
hataya yol agmamasi i¢in kuyucuklar 37°C sicaklikta renksiz RPMI 1640 ile yikandi. MTT
cozeltisi filtre edildi ve %10 unu MTT nin olusturdugu, final konsantrasyon 0,5 mg/ml olan
medyum kuyucuklara eklendi. Pleytler tekrar 37°Cde 3 saat inkiibe edildi. 3 saatlik
inklibasyonun akabinde pleytler inkiibatérden ¢ikarildi ve kuyucuklarda bulunan medyum
bosaltildi. Olusan formazan Kristalleri iizerine asidifiye izopropil alkol eklenerek 10 dakika
boyunca ¢alkalama islemi yapild1 ve bdylece formazan tuzlarinin iyice ¢ézdiirtilmesi saglandi.
Calkalama isleminin bitiminde pipetaj yapilarak her kuyucuktan 200 pl alinarak 96 kuyucuklu
ELISA pleytlerine aktarildi ve ELISA okuyucusunda 570 nm absorbansta okuma yapildi. Negatif

kontrol i¢in hiicresiz pleytlere ayni islem yapildi ve ayn1 absorbansta ol¢tildii.

3.11. 3T3-L1 Hiicre Hatt1 Diferansiyasyon Protokolii

Hiicre sayiminin ardindan 24 kuyucuklu pleytlerin her kuyucuguna 20.000 hiicre ekildi.

Kuyucuktaki hiicrelerin ekimi ve ¢ogalmasi asamalarinda komplete medyum (%10 buzagi
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serumu, %1 glutamin ve %1 penisilin/streptomisin ile hazirlanmis DMEM) kullanildi. Her
kuyucuktaki medyum iki giinde bir degistirildi. Bu siire boyunca hiicrelerin kuyucuklarda
ulastiklar1 yogunluk inverted mikroskopta araciligiyla izlendi. Hiicrelerin tam konfluent
olduklar giin -2 nci giin kabul edilerek buzagi serumu iceren komplete medyumda 2 giin daha
kalmalarina izin verildi. Konfluensi sonrasi 2 nci gilin diferansiyasyon stirecinin 0. glinii olarak
kabul edildi. Protokoliin 0. glinlinde adiposit diferansiyasyonunun indiiklenmesi i¢in hiicrelere
0,25 uM deksametazon, 1uM insiilin ve 0,5 mM izobutilmetilksantin (IBMX) iceren %10 FBS
olacak sekilde hazirlanmis DMEM (fetal sigir serumu/Dulbecco nun modifiye Eagle medyumu)
uygulandj, iki giin inkiibe edildi (0-2 nci giin). 2 giin sonra kuyucuklarda bulunan hiicrelere 1uM
instlin iceren %10u FBS olan DMEM uygulandi, iki gin inkiibe edildi (2-4’lincii giin).
Protokoliiniin 4'lincii glini kuyucuklardaki medyum %10 FBS iceren komplete medyum ile
degistirildi. Iki giinde bir medyum degisimi yapildi ve inkiibasyon 8 inci giine kadar ilerletildi
(4-8inci giin). Diferansiyasyon protokoliniin 8inci glniinde deney sonlandirilds,

kuyucuklardaki hiicrelere Oil Red O boyama yapilarak adiposit diferansiyasyonu gézlemlendi ve

degerlendirildi.
3.12. 0il Red O Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Toz seklindeki Oil red O boyasi 0,35 g tartilarak 100 ml izopropanol i¢erisinde aktarildi,
iyice ¢oziinmesi saglandi. Soliisyon haline gelen boya 1 gece +4°C sicaklikta 1siktan korunarak
sakland1. Ertesi giin 0,22 pum membran filtre kullanilarak soliisyon filtrelendi ve stok soliisyonu
+4°C de 151ktan korunarak bekletildi. Boyama islemi yapilacagi zaman 6 birim Oil Red O stok
soliisyon 4 birim dH,0 ile seyreltildi. 20 dakika oda sicaklifinda i1siktan korunarak

bekletildikten sonra 0,22 um membran filtresi kullanilarak tekrar filtrelendi ve kullanildu.
3.13. 0il Red O Boyama ile Diferansiyasyon Analizi

Adiposit diferansiyasyon protokolii 8 giin siiresince uygulandi ve 8inci giinde deney
sonlandirildi. Hiicrelerin bulundugu kuyucuklardaki medyum mikropipet ile bosaltild.
Kuyucuklara %10 luk formalin eklenerek 5 dakika beklenildi. 5 dakika beklenildikten sonra
kuyucuklardaki formalin taze formalin ile degistirildi. Hiicreler formalin icerisinde 1 saat
inkiibasyona birakildi. Kuyucuklardaki formalin tamamen bosaltildi. Kuyucuklara %60 lik
izopropanol ile yikama yapildi. Yikama isleminden sonra kuyucuklarin kurumasi igin bir siire
beklenildi. Kuyucuklarin kurudugundan emin olunduktan sonra hazirlanmis ve seyreltilmis olan
0il Red O soliisyonundan 200 pl kuyucuklara konuldu. Hiicreler 10 dakika Oil red O soliisyonu

icinde inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde Oil Red O calisma soliisyonu kuyucuklardan
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uzaklastirildi, akabinde kuyucuklar 4 kez ddH;0 ile yikandi. Bu asamada kuyucuklar inverted
mikroskop ile goriintiilendi. Ardindan kuyucuklar tekrar kurutuldu. Kuyucuklardaki yag
hiicreleri boyamis olan Oil Red O calisma soliisyonunu ¢6zmesi icin kuyucuklara %100
izopropanol eklendi. Pleytler 10 dakika calkalayicida oda sicaklifinda ve i1siktan korunarak

calkalandi. Ardindan pipetaj yapilarak her kuyucuktan 200 pl ¢ozelti alind1 ve 96 ik ELISA
pleytlerine transfer edildi. Pleytler ELISA cihazinda 490 nm absorbansta odlctildii.

3.14 istatistiksel Analiz

Kolorimetrik olarak degerlendirilen diferansiyasyon ve proliferasyon verileri ortalama

standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel degerlendirme icin tek yonliit ANOVA'y1 takiben

Dunnet post- hoc testi kullanildi ve P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

22



Abdullah Baransel Yalcin, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

4. BULGULAR

4.1. Viabilite Bulgular

4.1.1 Limonin Uygulamasinin Viabilite Uzerine Etkisi
4.1.1.1. 48 Saat

Hiicre kiiltiir ortaminda limonin uygulamasinin preadiposit viabilitesi lizerine etkisinin
degerlendirilmesi i¢in 3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina limonin (5, 10 ve 25 mcg/ml) uygulamasi
yapildi. 48 saat sonunda MTT viabilite analizi yapilarak viabilite degerlendirildi. Limonin, 48
saatin sonunda uygulanan konsantrasyonlarda viabilite iizerine anlamh bir etki gdstermedi

(Sekil 4.1.).

Limonin
48 Saat Viabilite
é ~ % ; DSnfcc;lml
g 2- % 10 mcg/ml
.E_ % 72 25 mcg/ml
s //

Sekil 4.1. Limonin uygulamasinin preadiposit viabilitesi tizerine etkisi (0-2 nci giin).
Preadiposit (3T3-L1) hiicre Kkiiltiiriinde, deney protokoliinde her kuyucuga 0-2 giin
limonin 5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi (n=4). Preadiposit
viabilitesi lizerine limonin uygulamasinin etkisi MTT analiz yontemi ile degerlendirildi.
Veriler ortalama standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilagtirmalar i¢in tek
yonli varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post hoc test olarak kullanildi. P<0.05
anlamli olarak degerlendirildi.

4.1.1.2. 96 Saat

Hiicre kiiltiir ortaminda limonin uygulamasinin preadiposit viabilitesi lizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile 3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina limonin (5,10 ve 25 mcg/ml)

uygulamasi yapildi. 96 saat sonunda MTT viabilite analizi yapilarak viabilite degerlendirildi.
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Limonin, 96 saat sonunda uygulanan konsantrasyonlarda viabilite izerine anlaml bir etki

gostermedi (Sekil 4.2.).

Limonin
96 Saat Viabilite

Bl DMSO

1 5 mcg/mi
10 mcg/mi
25mcg/ml

7

OD570 nm/kuyucuk
N
l

0 = —

Sekil 4.2. Limonin uygulamasinin preadiposit viabilitesi {lizerine etkisi (0-4 giin).
Preadiposit (3T3-L1) hiicre kiltiiriinde, deney protokoliinde her kuyucuga 0-4 giin
limonin 5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi (n=4). Preadiposit viabilitesi
iizerine limonin uygulamasinin etkisi MTT analiz yontemi ile degerlendirildi. Veriler
ortalama standart hata olarak gdosterildi ve istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yonli
varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post hoc test olarak kullanildi. P<0.05 anlaml
olarak degerlendirildi.

4.1.2. Nomilin Uygulamasinin Viabilite Uzerine Etkisi
4.1.2.1. 48 Saat

Hiicre kiiltiir ortaminda nomilin uygulamasinin preadiposit viabilitesi lizerine etkisinin
degerlendirilmesi i¢cin 3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina nomilin (5,10 ve 25 mcg/ml) uygulamasi
yapildi. 48 saat sonunda MTT viabilite analizi yapilarak viabilite degerlendirildi. Nomilin, 48
saatin sonunda uygulanan konsantrasyonlarda viabilite lizerine anlamli bir etki gostermedi

(Sekil 4.3.).

24



Abdullah Baransel Yalcin, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Nomilin
48 Saat Viabilite

3_
v — Bl DMSO
3 1 5mcg/ml
=
> 24 10 mcg/ml
-E 25 mcg/ml
c
o 17
~
w
o
@)
0

Sekil 4.3. Nomilin uygulamasinin preadiposit viabilitesi lizerine etkisi (0-2 nci giin).
Preadiposit (3T3-L1) hiicre kiltiiriinde, deney protokoliinde her kuyucuga 0-2 giin nomilin
5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi (n=4). Preadiposit viabilitesi iizerine
limonin uygulamasinin etkisi MTT analiz yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama
standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yonli varyans analizi
(ANOVA) kullanildi. Dunnet post hoc test olarak kullanildi. P<0.05 anlamli olarak
degerlendirildi.

4.1.2.2, 96 Saat

Hiicre kiiltiir ortaminda nomilin uygulamasinin preadiposit viabilitesi iizerine etkisinin
degerlendirilmesi icin 3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina nomilin (5,10 ve 25 mcg/ml) uygulamasi
yapildi. 96 saat sonunda MTT viabilite analizi yapilarak viabilite degerlendirildi. Nomilin, 96
saat sonunda uygulanan konsantrasyonlarda viabilite lizerine anlaml bir etki géstermedi (Sekil

4.4).

25



Abdullah Baransel Yalcin, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2022

Nomilin
96 Saat Viabilite

4_
« — Bl DMSO
§ - ] 5mcg/mi
S 10 mcg/ml
_E 2- 25 mcg/ml
c
o
5 1-
a
O

0_

SEKIL 4.4. Nomilin uygulamasimn preadiposit viabilitesi iizerine etkisi (0-4'iincii giin).
Preadiposit (3T3-L1) hiicre kiiltiirtinde, deney protokoliinde her kuyucuga 0-4 giin nomilin
5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi (n=4). Preadiposit viabilitesi lizerine
limonin uygulamasinin etkisi MTT analiz yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yonli varyans analizi
(ANOVA) kullanildi. Dunnet post hoc test olarak kullanildi. P<0.05 anlamli olarak
degerlendirildi.

4.2. Proliferasyon Bulgular
4.2.1. Limonin Uygulamasinin Proliferasyon Uzerine Etkisi

Hiicre kiiltiir ortamina limonin uygulamasinin adiposit proliferasyonu lizerine etki
gosterip gostermeyecegini test etmek amaciyla 3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina diferansiyasyon
strecinin 0-4'lincii giini limonin (5, 10 ve 25 mcg/ml) uygulamasi yapildi. Protokoliin 4’{incii
glinii sonunda deney sonlandirilarak MTT proliferasyon analizi yapildi. 5 mcg/ml ve 25 mcg/ml
konsantrasyonda uygulanan limonin proliferasyonu arttirirken, 10 mcg/ml konsantrasyonda

anlamli bir etki olusturmadi (Sekil 4.5.).
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Limonin
Proliferasyon 0-4. Gun

4 - *k Fkek
« — HElE DMSO
o 3 - 1 5 mcg/ml
>
5 10 mcg/ml
?.‘E_ 2- 72 25 mcg/ml
c
o
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Sekil 4.5. Limonin uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi (0-4’tincii
glin). Preadiposit (3T3-L1) hiicre kiiltiirtinde, diferansiyasyon siirecinde her
kuyucuga 0-4 giin limonin 5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi
(n=4). Adiposit proliferasyon tzerine limonin uygulamasinin etkisi MTT analiz
yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama standart hata olarak gosterildi ve
istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi
Dunnet post hoc test olarak kullanildi. P<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.

**: P<0.01, ***: P<0.001 (kontrole karsi anlamlilik).

4.2.2. Nomilin Uygulamasinin Proliferasyon Uzerine Etkisi

Hiicre kiiltliir ortamina nomilin uygulamasinin adiposit proliferasyonu uzerine etki
gosterip gostermeyecegini test etmek amaciyla 3T3-L1 hiicre kiiltlir ortamina diferansiyasyon
strecinin 0-4'lnci giini nomilin (5, 10 ve 25 mcg/ml) uygulamasi yapildi. Protokoliin 4’{incii
giinii sonunda deney sonlandirilarak MTT proliferasyon analizi yapildi. Nomilin, uygulanan

konsantrasyonlarda proliferasyon iizerine anlamli bir etki olusturmad (Sekil 4.6.).
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Nomilin
Proliferasyon 0-4. Gun
o . _ . BN DMSO
8 3 - / ] 5 mcg/ml
5 % 10 mcg/ml
E 2 / 4 25 mcg/ml
s /

Sekil 4.6. Nomilin uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisi (0-4’linct giin).
Preadiposit (3T3-L1) hiicre kiiltiirtinde, diferansiyasyon stirecinde her kuyucuga 0-4 giin
nomilin 5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi (n=4). Adiposit
proliferasyon iizerine nomilin uygulamasinin etkisi MTT analiz ydntemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama  standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel
karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post hoc test
olarak kullanildi. P<0.05 anlaml olarak degerlendirildi.

4.3. Diferansiyasyon Bulgulari
4.3.1. Limonin Uygulamasinin Diferansiyasyon Uzerine Etkisi

Hiicre kiiltiir ortamina diferansiyasyon protokoliiniin 0-8 inci giinleri boyunca limonin
(5,10 ve 25 mcg/ml) uygulanmasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu iizerine etkisi

test edildi. Diferansiyasyon siirecinin 0-8inci gilinleri arasinda hiicrelere limonin
uygulanmasinin ardindan 8 inci giinde deney sonlandirildi ve Oil Red O boyamasi yapilarak

diferansiyasyon degerlendirildi. Limonin, uygulanan konsantrasyonlarda preadiposit

diferansiyasyonu lizerine anlamli bir etki olusturmadi (Sekil 4.7.).
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Limonin
Diferensiyasyon 0-8. Gun

... e
-E _ % 71 25 mcg/mi
é !

Sekil 4.7. Limonin uygulamasinin adiposit diferansiyasyonu iizerine etkisi (0-8 inci
glin). Preadiposit (3T3-L1) hiicre kiltiiriinde, diferansiyasyon siirecinde her
kuyucuga 0-8 giin limonin 5,10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi (n=4).
Adiposit diferansiyasyon tlizerine limonin uygulamasinin etkisi Oil Red O boyama
yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama standart hata olarak gosterildi ve
istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
Dunnet post hoc test olarak kullanildi. P<0.05 anlamli olarak degerlendirildi.

4.3.2. Nomilin Uygulamasinin Diferansiyasyon Uzerine EtKisi

Hiicre kiiltiir ortamina diferansiyasyon protokoliiniin 0-8 inci giinleri boyunca limonin

(5,10 ve 25 mcg/ml) uygulanmasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu iizerine etkisi

test edildi. Diferansiyasyon silirecinin 0-8inci giinleri arasinda hiicrelere limonin
uygulanmasinin ardindan 8inci giinde deney sonlandirildi ve Oil Red O boyamas:1 yapildi.

Nomilin, uygulanan konsantrasyonlarda doza bagiml olarak diferansiyasyonu baskiladi (Sekil

4.8.)
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Nomilin
Diferensiyasyon 0-8. Gun
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Sekil 4.8. Nomilin uygulamasinin adiposit diferansiyasyonu iizerine etkisi (0-8 inci
glin). Preadiposit (3T3-L1) hiicre kiiltiiriinde, diferansiyasyon siirecinde her kuyucuga
0-8 glin nomilin 5, 10 ve 25 mcg/ml konsantrasyonlarinda uygulandi (n=4). Adiposit
diferansiyasyon iizerine nomilin uygulamasinin etkisi Oil Red O boyama yontemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel
karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post hoc test
olarak kullanildi. P<0.05 anlamli olarak degerlendirildi. *: P<0.05, **: P<0.01,

**%: P<0.001 (kontrole karsi anlamlilik).
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5. TARTISMA ve SONUC

Enerji alim1 ve harcanmasi arasindaki dengesizlik ile beyaz yag dokusunda asiri lipid
birikimi sonucu gelisen obezite, tip 2 diyabet, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastalik dahil
olmak lizere ¢esitli metabolik komplikasyonlarla iliskili bir metabolik hastaliktir. Obezite
gelisiminde adipositlerin lipid birikimi sonucu genislemesi kadar yag dokuda bulunan
progenitor hiicrelerin (preadipositler) olgun adipoz hiicrelere diferansiyasyonunun da 6nemli
oldugu bilinmektedir. Calismamizda preadiposit diferansiyasyonu ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan bir klon hiicre hatti olan 3T3-L1 preadipositlerinde narenciye alkaloidleri olan
limonin ve nomilinin diferansiyasyon ve proliferasyon lizerine etkileri arastirildi.

Limonin ve nomilinin hiicre viabilitesi tlizerine etkilerinin degerlendirildigi deney
serilerinde hem limonin (5,10,25 mcg/ml, 48 ve 96 saat) hem de nomilinin (5,10,25 mcg/ml, 48
ve 96 saat) hiicre canlilig1 lizerine anlaml bir etkisi bulunmamistir. Halder ve arkadaslarinin
calismasinda siklodekstrin kapli limonin 3T3-L1 preadipositlerinde 48 saat boyunca 25, 50,
100, 200, 300 mcg/ml konsantrasyonlarda uygulanmis ve viabilite lizerine anlamli bir etki
gorilmemistir [8]. Bu bulgular bizim c¢alismamizda limoninin 3T3-L1 preadipositlerinde
viabilite Ttlzerinde etkisinin olmadigin1 gosteren verilerimizle uyumludur. Kimira ve
arkadaslarinin ¢alismasinda nomilin RAW 264.7 hiicrelerine 72 saat boyunca uygulanmis ve 50
uM ve daha diisiik konsantrasyonlarda sitotoksik etki géostermemistir [134]. Nomilinin 3T3-L1
preadipositlerinde viabilite lizerine etkisini gosteren bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

Diferansiyasyon deneylerinde kullanilan klon preadiposit hiicre hatlar1 (3T3-L1, 3T3-
F442A ve Ob17), konfluent olmalarinin ardindan biiylimenin durmasi asamasina ulastiklarinda,
uygun hormonal indiiksiyon ile yeniden hiicre doéngiisiine girerler ve mitotik klonal
ekspansiyon (MKE) olarak bilinen en fazla iki tekrarli postkonfluent mitoz béliinmeye ugrarlar.
Bu, klon hiicre hatlari ile yapilan deneylerde hiicrelerin terminal adiposit farklilagsmasi evresine
girmesi icin temel bir gerekliliktir. Bununla birlikte, insan koékenli preadipositler ile yapilan
calismalarda terminal diferansiyasyon evresi oncesinde mitotik klonal ekspansiyon evresi
gozlenmemektedir [135]. Insan adiposit prekiirsér hiicrelerinin -D-arabinofuranosilsitozin ile
mitotik boliinmesinin inhibe edilmesinin terminal diferansiyasyonu etkilemedigi gosterilmistir.
[136]. Bu sonug, insan kokenli preadipositlerin in vivo olarak potansiyel kritik hiicre
boliinmelerinden gecmis olabilecegini diistindiirmiistiir [137]. Yapilan bir baska ¢alismada ise
insan kokenli preadipositlerde siRNA aracilig1 ile 6nemli bir hiicre dongiisti diizenleyicisi olan
Cdk1 gibi hiicre dongiisii genlerinin downregiile edilmesi ile mitoz bdliinmenin azaltilmasi
sonucunda terminal diferensiyasyonun artirmis fakat adipogenez sirasinda hiicre kiiltir
ortamina fibroblast biiylime faktorii eklenmesi ile proliferasyonda artis goriiliirken terminal

farklilasmada azalma go6zlemlenmistir. [138]. Bu nedenle mitotik klonal ekspansiyon miirin
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preadipositlerinde adipogenez icin bir 6n kosulken, insan adipositlerinde proliferasyonun rolii
hala belirsizdir.

Calismamizda 3T3-L1 hiicrelerinin proliferasyonu iizerine limonin ve nomilin
alkaloidlerinin etkisinin degerlendirilmesi amaci ile alkaloidlerin her biri 3 farkh
konsantrasyonda kontrol grubuna karsi test edildi. Nomilin uygulanan tiim konsantrasyonlarda
0-4’lincli glin zaman araliinda proliferasyon tizerine etkisiz bulundu. Limonin 5 mcg/ml ve 25
mcg/ml konsantrasyonda uygulandiginda proliferasyonu artirdi. Bununla birlikte 10
mcg/ml’lik uygulama proliferasyonu bir miktar arttirmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh
bulunmadi. Limonin proliferasyonu artirici yonde etki olusturuyor gibi gériinmekle birlikte 10
mcg/ml konsantrasyonda bu yonde etki g6zlenmemis olmasi deneysel bir hata olabilecegi
ihtimalini diisiindiirmektedir. Preadiposit proliferasyonundaki artisin 5 ve 25 mcg/ml
konsantrasyonlarda gerceklesip 10 mcg/ml konsantrasyonda gerceklesmemesi hiicre ekimi
sirasinda pipetleme ile ilgili bir hata olmasi nedeni ile hiicrelerin esit dagilmamis olmasi
olasiligin1 akla getirmektedir. Sonucun netlestiriilmesi adina deney tekrar1i gerekli
goriinmektedir fakat limonin miktarinin kisith olmasi nedeniyle deney serisinin tekrari
miimkiin olmamistir. Yapilan bazi ¢alismalarda limonin ve nomilinin kanser hiicrelerinde anti-
proliferatif etkisi gdsterilmistir. insan pankreatik adenokarsinom hiicre hatti olan Panc-28
hiicre hattina 2, 4 ve 6 gilin boyunca 20, 40 ve 60 pM konsantrasyonlarda limonin ve nomilin
uygulamasi yapilmistir. 6’nc1 giiniin sonunda limonin uygulanan hiicrelerde %71, nomilin
uygulanan hiicrelerde ise %81 proliferasyon inhibisyonu goriilmiistiir [139]. Limonin ve
nomilinin 3T3-L1 preadipositlerinde proliferasyona olan etkisini gosteren bir c¢alisma
literatiirde bulunmamaktadir. Bu acidan bizim verilerimiz literatiirde ilk olma 6zelligi
tasimaktadir.

Diferansiyasyon iizerine limonin ve nomilin alkaloidlerinin etkisinin degerlendirilmesi
amaci ile limonin (5,10,25 mcg/ml) ve nomilin (5,10,25 mcg/ml) kontrol grubuna karsi test
edilmistir. Uygulanan konsantrasyonlarda limonin, 3T3-L1 hiicre diferansiyasyonu tzerinde
etkisiz bulunmustur. Halder ve arkadaslari siklodekstrin ile modifiye edilmis limoninin 30
mcg/ml de 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonunu siiprese ettigini gdstermislerdir [8].
Bizim calismamizda uygulanan dozlarda limoninin diferansiyasyon lizerine anlamli bir etkisi
olmamistir. Limonin ve nomilin suda ve alkolde ¢6zlinmezken, DMSO limonin ve nomilin icin iyi
bir ¢o6ziicidiir. Bunun DMSO sitotoksisitesinden Kkacinmak amact ile daha disiik
konsantrasyonlari denemis olmamizdan veya modifiye edilmemis limonin kullanmis
olmamizdan kaynaklanabilecegini diisiiniiyoruz. Yakin zamanda siklodekstrinin lipid
metabolizmas1 {izerine etkileri oldugu gosterilmistir. Bunun yani sira siklodekstrin
uygulamasinin kilo alimini baskiladigi da ortaya konulmustur. Artiss ve arkadaslarinin erkek

Wistar sicanlari tizerinde yaptigl bir calismada 6 hafta boyunca yliksek yagh diyetle beslenen
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sicanlarin diyetlerine, diyetteki yagin %10 u kadar a-siklodekstrin eklenmesi siganlarin kilo
alimini sadece yliksek yagh diyetle beslenen gruba gore 6nemli 6lciide azaltmistir. Ayrica, a-
siklodekstrin ekli yiiksek yagli diyetle beslenen siganlarda plazma trigliserit seviyelerinde %30,
toplam kolesterol seviyelerinde %9'luk bir azalma goriilmiis, diskidaki yag icerigi artmis ve
serum leptin seviyeleri normale doénmiistiir. 6 nc1 haftanin sonunda si¢anlarda insiilin
duyarhilig: gelistigi goriilmiistiir [140]. Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde siklodekstrinin
adiposit diferansiyasyonu iizerine bir etki olusturuyor olmasi olasi gériinmektedir. Bu nedenle
Halder ve arkadaslarinin calismasinda diferansiyasyonda gozlenen silipresyonun limonin
disinda siklodekstrinden kaynaklanma ihtimali akla gelmektedir. Calismamizda kullanilan diger
narenciye alkaloidi olan nomilin 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonunu tim
konsantrasyonlarda ve doz bagiml sekilde siliprese etmistir. Nomilinin preadiposit
diferansiyasyonu iizerine sliprese edici etkisinin gosterildigi ilk calisma olmasi nedeni ile
calismamiz 6zgiindir. Bununla birlikte, bu siiprese edici etkinin hangi sinyal yolaklar1 araciligi
ile ortaya ¢iktiginin belirlenebilmesi icin ek deneylere gereksinim bulunmaktadir. Diger taraftan
nomilinin bu etkisinin in vivo deneylerle de ortaya konulmasi gerekmektedir. Ornegin obez
farelerde agirlik lizerine etkisi, insiilin direnci ve bununla ilgili metabolik hastalik modellerinde
de test edilmesi ilgin¢ ve timit vadedici gibi durmaktadir. Biitiin bunlarin sonucunda, toksisite
acisindan da olumsuz bir durum olmazsa, nomilin potansiyel bir antiobezite ila¢ haline gelebilir.

Adiposite 6zgii faktorler olan PPARy ve C/EBP-a, adiposit farklilasmasinda erken fazda
yer almaktadirlar [141]. 3T3-L1 preadipositlerinin de iginde bulundugu 8 tip miirin fibroblastik

hiicre hattinda C/EBP-a’nin ektopik ekspresyonu saglandiginda hiicre Kkiiltiir ortaminda

hormonal indiiksiyon olmamasina ragmen hiicrelerde lipid birikimi gézlemlenmis ve C/EBP-
anin adipogenez kontrol mekanizmasinin énemli bir bileseni oldugu gosterilmistir [142].
Ayrica antisense RNA kullanilarak C/EBP-anin segici olarak susturulmasi 3T3-L1
preadipositlerinin farklilagmasi sirasinda GLUT4 (Glucose transporter type 4), aP2 gibi olgun
adipositlerde eksprese olan genlerin ekspresyonunu ve trigliserid brikimini baskilamistir [143].
PPAR‘ynin roliintiniin anlagilmasi icin yapilan bir baska ¢alismada ¢inko parmak baskilayici
proteinler ile PPARy2'ye 0zgli promotor bolge hedeflenerek PPARy2 ekspresyonunun
baskilanmasi adipogenezin inhibisyonu ile sonu¢lanmistir. Ayni hiicrelerde PPARy2 nin tekrar
ekspresyonunun saglanmasi1 adipogenez inhibisyonunu ortadan kaldirmistir [144].
Hiperkolestrolemi iizerine etkisi oldugu bilinen berberinin 3T3-L1 preadipositlerin
diferansiyasyonunu 3T3-L1 neredeyse tamamen bloke ettigi gosterilmistir. Ayrica PPARy ve
C/EBP-a mRNA seviyelerini yaklasik %98 oraninda inhibe etmistir [145]. Yapilan calismalarda
kafein, kurkumin delfinidin, genistein ve kakao gibi bircok fitokimyasalin terminal

diferansiyasyonu baskilarken PPARy ve C/EBP-a ekspresyon seviyelerini de disiirdigi
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gosterilmistir [146,147,148,149,150]. Elde ettigimiz sonuclar, 6zellikle nomilinin 3T3-L1

preadipositlerinde = PPARy ve C/EBP-a ekspresyon seviyelerini disiirebilecegini
diistindiirmistiir. Ancak, bunun acikliga kavusmasi icin ek deneylere gereksinim vardir.

G protein-kenetli reseptéor TGR5’in glikoz homeostazi ve obeziteye karsi koruyucu
olabilecegini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Watanabe ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
C57Bl/6] farelerinde bir grup yiiksek yagh diyetle beslenmis, diger gruba ise yiiksek yagh diyete
ek olarak TGR5 agonisti olan kolik asit verilmistir. Sadece yliksek yaghh diyetle beslenen
farelerde kontrole kiyasla kilo alimi artarken, yiiksek yagh diyete kolik asit eklenen grupta kilo
aliminin daha smirh oldugu goriilmistiir. 120 gliniin sonunda yiiksek yagh diyetle beslenen
grubun diyetine de kolik asit eklenmis ve 30 giin icinde viicut agirlikliklarinin normale déndugi,
beyaz yag doku Kkiitlesinde ise azalma oldugu gozlemlenmistir. Ayrica PGC-1a (peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator-1a), UCP1 gibi enerji harcanmasinda gorev
alan genlerin ifadesinin kolik asit ile beslenen farelerde arttig1 gosterilmistir. [151]. Wang ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada diyabetik farelerin TGR5 agonisti olan INT-777 ile tedavisi
renal mitokondriyal biyogenezi artirmis, oksidatif stresi azaltmis ve yag asidi $-oksidasyonunu
artirmistir. INT-777 uygulamasinin diyabetik farelerde AMPK'nin (AMP-activated protein
kinase - AMP ile aktive olan protein kinaz) aktivasyonuna yol a¢tig1 gosterilmistir [152]. Hem
preadiposit  diferansiyasyonunda hem de adipositlerde lipid metabolizmasinin
diizenlenmesinde merkezi bir rolii olan AMPK aktivasyonu PPARy ve C/EBP-a gibi preadiposit
diferansiyasyonunun erken transkripsiyon faktorlerini baskilayarak adipogenezi inhibe
etmektedir [153]. Yiiksek yagh diyetle beslenen farelerde glikoz toleransimi diizelttigi ve kilo
alimini azalttig1 gosterilen nomilinin, bu etkisini TGR5 aktivasyonu yolu ile ortaya koydugu
gosterilmistir. Bunun yani sira kimyasal yap1 olarak ¢ok benzer oldugu diger bir narenciye
alkaloidi olan obakunon’'un da TGR5 agonisti oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, halka
yapisinda nomilin ve obakunon’a gore belirgin fark bulunan limonin’in TGR5 aktivasyonuna yol
acmadig1 gosterilmistir [7]. Preadipositlerde TGR5 aktivasyonunun etkilerini gésteren calisma
bulunmamakla birlikte yukarida aktarilan bilgiler 1s18inda nomilinin 3T3-L1 preadipositlerinin
adipogenezi tlzerindeki stliprese edici etkisinin TGR5 aktivasyonu araciligiyla AMPK
aktivitesinin indiiklenmesi yolu ile gerceklesebilecegi 6ne siiriilebilir. Ancak bu noktay1 acikliga
kavusturmak icin ek deneylere gereksinim vardir ve TGR5’in beyaz adipositlerin
fizyolojisindeki rolii belirsizligini korumaktadir.

Calismamizdaki deneylerde madde ve malzeme sinirlamalarindan dolayr n sayis1 4
olarak belirlenmis, deney tekrari yapilamamis ve konsantrasyon araligi kisa tutulmustur. Sinirh
madde kullanimindan dolay1 limonin ve nomilin, adipogenezin farkli asamalarinda ayrica test
edilememistir. Bu yiizden nomilinin adipogenezi siiprese edici etkisi terminal bir etki mi yoksa

adipogenezin erken asamalarinda gerceklesen bir etki mi net bir yorum yapilamamaktadir.
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Limonin ve nomilinin proliferasyon ve diferansiyasyon iizerine etkilerine katilan sinyal
yolaklar1 ve transkripsiyon faktorlerinin anlasilmasina dair yapilmasi gereken deneyler ek
madde ve malzeme ihtiyacini dogurmaktadir. Bu durum deney cesitliligi ve kullanilan teknikleri
sinirlandirmistir.

Obezite prevelansi ¢agimizda gitgide artmaktadir ve hem gelismekte olan hem de
gelismis iilkeler icin ciddi bir saghk sorunu olmay: siirdiirmektedir. Iliskili oldugu kronik
hastaliklar nedeni ile yol a¢tigi morbidite ve mortalite oranlarindaki artis nedeni ile obezite
tilkelerin saglik sistemleri tizerine olumsuz etki gostermekte ve bunun yani sira ekonomik
acidan biiytik bir yiik olusturmaktadir. Glinlimiizde ¢ok sayida merkezde obezitenin molekiiler
temellerinin anlasilmasina ve obeziteye kars: etkili yaklasimlar gelistirilmeye calisiilmaktadir.
Bununla birlikte, hentiz etkili bir tedavi bulunabilmis degildir. Ancak, olduk¢a dinamik ve enerji
dengesinin hangi yonde agir bastigina bagh olarak kompozisyonu, hiicre sayisi ve hiicresel lipid
icerigi acisindan cok biiytlik degisiklikler gosterebilen yag dokunun hacimsel olarak artisinin
onlenebilmesi diferansiyasyonun siipresyonu araciligl ile saglanabilir. Adipositlerin lipid
iceriginin artis1 kadar onemli bir mekanizma olan sayica artisinin baskilanabilmesi énemli bir
yaklasim olarak degerlendirilmektedir.

Bu calismada narenciye limonoidi olan limonin ve nomilinin adipogenez iizerindeki
etkisi arastirlmistir. Bu amagla standart diferansiyasyon protokolii kullanilarak 3T3-L1
preadiposit hiicrelerinin adipositlere diferansiyasyonuna narenciye alkaloidleri olan limonin ve
nomilinin etkileri degerlendirilmistir. Yapmis oldugumuz bu calisma narenciye alkaloidi olan
limonin ve nomilinin 3T3-L1 preadipositlerinde proliferasyon ve diferansiyasyon tuzerine
etkisinin anlasilmasi i¢in yapilmasi gereken calismalarin ilk basamagini olusturmaktadir.
Limonin preadiposit proliferasyonunu artiriyor gibi goériinmekle birlikte diferansiyasyon
lizerine bir etki gdstermemistir. Bunun uygulanan konsantrasyon araliginin dar olusundan
kaynaklanip kaynaklanmadigi arastirmaya muhtac gibi gériinmektedir. Calismamizda nomilinin
preadiposit diferansiyasyonunu doz bagimli olarak siliprese ettigini gosterdik. Bununla birlikte
bu etkiye karisan sinyal yolaklar1 ve transkripsiyon faktorlerinin ortaya konulabilmesi icin ek
deneylere gereksinim bulunmaktadir. Sonu¢ olarak, limonin ve nomilinin 3T3-L1
preadipositlerinde proliferasyon ve diferansiyasyon lzerine etkisinin netlestirilmesi icin ek
calismalara ihtiyac vardir. Hem nomilin hem de limonin ile ilgili olarak literatiirde olduk¢a
kisith sayida calisma bulunmaktadir. Bu nedenle daha genis bir konsantrasyon araligi
kullanilarak limonin ve nomilinin hangi sinyal yolaklari tzerinden lipid metabolizmasi ve
adipogenezi etkiledigi, hangi transkripsiyon faktérii veya faktorleri iizerinde nasil bir etki
yaptigi aydinlatilmahdir. Ulkemizde 6zellikle Akdeniz bolgesinde yaygin olarak iiretilen
narenciye triinlerinde yiiksek miktarda bulunan bu alkaloidlerin adiposit diferansiyasyonu

lizerine etkilerinin gosterilmesi ve buna karisan mekanizmalarin aydinlatilabilmesi oldukca
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biiylik bir saglik sorunu olan obeziteye karsi yeni molekiillerin gelistirilmesine yardimci
olabilme ve iilkemiz acisindan kazanim saglayabilme potansiyeli bulunan bir yaklasim gibi

gorinmektedir.
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