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OZET

3T3-L1 PREADIPOSITLERININ PROLIFERASYON, DiIFERANSiYASYON VE MiGRASYONU
UZERINE SINAPIK ASIDIN ETKIiSi: HEDGEHOG SINYAL MEKANIZMASININ ROLU

Glinlimiiziin en biiyiilk saghk sorunlarindan biri olan obezite, tip II diyabet,
hipertansiyon, kanser, safra kesesi hastalig1 ve ateroskleroz gibi bir¢ok patolojik durum ile
iligkilidir.

Obezite gelisiminde en onemli mekanizmalardan birisi yag dokudaki preadipositlerin
olgun adipositlere diferansiyasyonudur.

Piring, yulaf gibi tahillarda, biberiye gibi baz1 baharatlarda ve ¢ilek, brokoli, limon gibi
bazi meyve ve sebzelerde yliksek konsantrasyonlarda bulunan fenolik bir bilesik olan sinapik
asidin insan bobrek hiicreleri HKE293 ve NIH/3T3 fibroblast hiicrelerinde diferansiyasyon
lizerine etkileri gosterilmis ancak, etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamuistur.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, sinapik asidin yani sira diger fenolik bilesikleri
iceren bitkisel ekstraktin, yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde AMPK aktivasyonu araciligiyla
kilo artisin1 engelledigi ve diferansiyasyonu inhibe ettigi gdsterilmistir. Ayrica, sinapik asidin
yani sira 7 farkli hidroksisinnamik asit tiirevi iceren yaban mersini ve ahududu ekstraktlarinin
3T3-L1 preadipositlerinde PPARy, C/EBPa, SREBP1, aP2, FAS, LPL genlerinin ekspresyonlarini
azaltarak diferansiyasyonu inhibe ettigi gosterilmistir. Sinapik asidin diferansiyasyon iizerine
etkisine AMPK sinyal yolaginin aracilik edip etmedigi arastirilmis ancak saf sinapik asidin 3T3-
L1 hicrelerinin diferansiyasyonu tlzerine etkisinin degerlendirildigi yeterli c¢alisma
bulunmamaktadir bu nedenle daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yakin zamanlh bir calismada sineklerden memelilere kadar cok yaygin bir aralikta
eksprese edilen ve hiicreler icin hayati 6nem tasiyan diferansiyasyon, proliferasyon ve hiicre
migrasyonunun yani sira kanser gelisiminde de kritik rol oynadigi gosterilen Hedgehog (Hh)
sinyal yolaginin aktivasyonunun 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu nedenle Hedgehog sinyal yolagin1 aktive eden maddeler, obezite gelisimini
onlemek veya tedavi etmek amaciyla kullanilabilecek etkili ajanlar olabilir.

Sinapik asidin 3T3-L1 hiicrelerinde diferansiyasyonu AMPK veya MAPK sinyal yolaklari
aracilif ile baskilayabildigi gosterilmistir ancak preadiposit diferansiyasyonu iizerine etkilerine
Hedgehog sinyal yolaginin karisip karismadigini gosteren bir calisma bulunmamaktadir. Bunun
yani sira preadiposit proliferasyonu ve migrasyonu {izerine sinapik asidin etkilerinin incelendigi
yeterli sayida ¢alisma da bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda, sinapik asidin Hedgehog
inhibitorii vismodegib varhiginda ya da yoklugunda diferansiyasyon siirecinin farkli zaman
noktalarinda farkli konsantrasyonlarda uygulanmasinin 3T3-L1 hiicrelerinde proliferasyon,
diferansiyasyon ve migrasyonu tlizerine etkisinin degerlendirilmesi ve bu etkiye Hedgehog
sinyal yolaginin aracilik edip etmediginin arastirilmasi amaclandi.

Anahtar Kelimeler: Diferansiyasyon, Sinapik Asit, Hedgehog, Vismodegib, 3T3-L1.

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi, A. Sencer Yurtsever, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali, Mersin.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF SYNAPIC ACID ON THE PROLIFERATION, DIFFERENTIATION AND
MIGRATION OF 3T3-L1 PREADIPOCYTES: THE ROLE OF THE HEDGEHOG SIGNAL
MECHANISM

Obesity, one of the biggest health problems of today, is associated with many
pathological conditions such as type Il diabetes, hypertension, cancer, gallbladder disease and
atherosclerosis.

One of the most important mechanisms in the development of obesity is the
differentiation of preadipocytes in the adipose tissue stromal fraction into mature adipocytes.

Although the pathways involved in preadipocyte differentiation are still not fully known,
it is a complex process involving many transcription factors.

In cereals such as rice and oats; sinapic acid, a phenolic compound found in high
concentrations in some spices such as rosemary and some fruits and vegetables such as
strawberries, broccoli and lemons, has been shown to have effects on differentiation in studies
conducted in different cell cultures such as HKE293 human kidney epithelial cells and NIH/3T3
fibroblast cells, but its mechanism of action has not been fully elucidated.

In a recent study, it was shown that herbal extract consisting of phenolic compounds,
including sinapic acid, prevented weight gain in mice fed a high-fat diet and inhibited
differentiation in 3T3-L1 preadipocytes by activating AMPK signaling pathway.

In a study on 3T3-L1 preadipocytes, extracts of 7 different hydroxycinnamic acid
derivatives, including sinapic acid, obtained from blueberry and raspberry, it has been shown to
inhibit differentiation by reducing PPARy, C/EBPa, SREBP1, aP2, FAS, LPL gene expressions that
are involved in differentiation.

In another study on 3T3-L1 adipocytes, it was observed that sulforafen inhibited
adipocyte differentiation and prevented adipocyte hyperplasia by activating the Hedgehog
signaling pathway. Therefore, substances that activate the Hedgehog signaling pathway may be
effective agents that can be used to prevent or treat the development of obesity.

It has been shown that sinapic acid can suppress differentiation in 3T3-L1 cells via
AMPK or MAPK signaling pathways, but there is no study showing whether Hedgehog signaling
pathway is involved in its effects on preadipocyte differentiation. Therefore, our study was
conducted to clarify the effects of sinapic acid at different concentrations and at different time
points of the differentiation process on proliferation, differentiation and migration in 3T3-L1
cells and whether this effect is mediated by the Hedgehog signaling pathway.

Keywords: Differentiation, Sinapic Acid, Hedgehog, Vismodegib, 3T3-L1.

Advisor: Dr. Ogr. Uyesi, A. Sencer Yurtsever, Department of Medical Pharmacology, Mersin.
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1. GIRIS

Gilinlimiizde en 6nemli saglik sorunlarindan biri haline gelen obezite, Diinya Saglik
Orgiiti'ne gore “saghgl olumsuz etkileyecek diizeyde viicutta asir1 yag birikimi” olarak

aciklanmaktadir [1,2].

Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, kronik bobrek hastaligi, diyabet, metabolik
sendrom, alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi gibi bir¢ok hastalik i¢in de risk faktori

olarak kabul edilmektedir [2].

Obeziteyi dnlemeye ve tedavi etmeye yonelik terapotik yaklasimlar arasinda yasam tarzi
degisikligi, ila¢ tedavisi ve cerrahi tedavi yer almaktadir. Yasam tarzi degisikligi, obezite
gelisiminin 6nlenmesi ve obez bireylerde kilo kaybini saglamaya yonelik 6nemli bir yaklasim
olmakla birlikte, uzun dénemde hasta uyumunun zorlugu ve 6zellikle obezitenin metabolik ya
da hormonal bozukluklara sekonder olarak gelistigi asir1 obez (beden kitle indeksi>35)
bireylerde yeterli sonuc elde edilememesi nedeni ile tek basina yeterli olmayabilir. Bu nedenle,
ozellikle asir1 obez bireylerde ilag tedavisi secenegi degerlendirilmektedir. Yapilan calismalarda
enerji metabolizmasini kontrol eden bir¢ok hormon, mediyatdér ve yolak bulunmaktadir. Bu
yolaklardan birinin bloke edilmesi diger sinyal yolaklarinin aktivitesini etkileyebilir. Dolayisiyla
obeziteyi onlemek ve tedavi etmek icin kullanilabilen ila¢ tedavisinin katkisi, egzersiz ve diyet
kontrolii ile en fazla %10-15 diizeyine ulasabilmektedir. Nitekim fiziksel aktivitenin yani sira
orlistat ve liraglutid ile yapilan tedavilerde kilo kaybinin %5-10 arasinda oldugu gorilmiistiir

[3]- Sonug olarak obezitenin kontrolii i¢cin daha etkili ilaglara halen ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cerrahi tedavi ise gelisebilen komplikasyonlar, islemlerin ortaya ¢ikardig riskler ve bazi
cerrahi islemler sonrasinda hastalarin yasam kalitesinin diismesi gibi nedenler ile son secenek
olarak degerlendirilmektedir [4]. Obeziteyi 6nlemeye ve tedavi etmeye yonelik etkili ve
glvenilir yeni ajanlar gelistirebilmek icin arastirmalar devam etmektedir. Yeni ajanlar
gelistirmeye yonelik yapilan ¢alismalar arasinda; bircok meyve, sebze, tahil ve baharatlarda
yaygin olarak bulunan hidroksisinamik asit tlirevleri de yer almaktadir, kumarik asidin 3T3-L1
hiicrelerinde lipid birikimini azalttigi, baska bir hidroksisinamik asit tiirevi olan kafeik asidin
3T3-L1 hiicrelerinde aP2 ve Fas gibi adipogenezle iliskili genlerin ifadesini azaltarak obeziteyi
onlemeye katki sagladigr bilinmektedir. Bir hidroksisinamik asit tiirevi olan ve iilkemizde
ozellikle Akdeniz bolgesinde yaygin olarak yetistirilen narenciye tiirlerinde yiiksek miktarda
bulundugu gosterilen sinapik asidin preadiposit diferansiyasyon ve proliferasyonunu inhibe
edici etkilerinin oldugu gosterilmistir [5]. Bununla birlikte, bu etkiye karisan sinyal yolaklari

heniiz ortaya konulamamaistir.
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Obezite gelisiminde rol oynayan molekiiler mekanizmalar ve aracilik eden sinyal
yolaklar1 halen tam olarak agikliga kavusturulamamis olmakla birlikte, anti-obezite ajanlarinin
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilan 3T3-L1 hiicre hattinda, Hedgehog sinyal yolagi
aktivasyonun diferansiyasyonu inhibe ederek obeziteyi onlemeye yonelik onemli etkiler
olusturabilecek bir sinyal yolagi oldugu bilinmektedir [6]. Literatiirde sinapik asidin Hedgehog
sinyal yolaginin aktivasyonu flizerine etkisinin incelendigi calisma sayisi ¢ok azdir. Bununla
birlikte yakin zamanda yapilan bir ¢alismada sinapik asidin insan sac¢ folikiilii kok hiicrelerinin
proliferasyonunu artirdigi ve bu etkiyi kanonik hedgehog sinyal yolagi aktivasyonu araciligl ile
olusturdugu gosterilmistir [7]. Ayrica sinapik asidin dermal papilla hiicrelerinde Akt yolag:
aracilig ile Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivasyonuna yol a¢tif1 da gosterilmistir [8]. Ancak,
sinapik asidin preadiposit diferansiyasyonu ve proliferasyonu iizerine etkisine Hedgehog sinyal
yolaginin aracilik edip etmedigini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagla 3T3-L1
hiicrelerinde standart diferansiyasyon, proliferasyon ve migrasyon protokolii iizerine sinapik
asidin etkisi incelendi ve Hedgehog sinyal yolagi inhibitérii varliginda deneyler siirdiriilerek,

Hedgehog sinyal yolaginin karisip karismadigi arastirildi.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Obezite

Uzun dénemde gidalarla alinan enerji harcanan enerjiden fazla oldugunda harcanmayan
enerji viicutta yag dokuda depolanir. Bunun sonucunda viicuttaki yag doku Kkitlesi artar. Bu
artisin belirli bir diizeyi ge¢cmesi obezite olarak degerlendirilir [1,9]. Obezite tanim ve
derecelendirmesi beden kitle indeksi (BKI)'ne dayanarak “BKi= Agirlik (kg) /Boy (m?)” formiilii
ile degerlendirilir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Yetiskinler, cocuklar ve adélesanlarda BKI ile antropometrik degerlendirme [7].

Gruplar Yetigkinler Cocuk ve Adolesanlar  Cocuk ve Adolesanlar
(BKI, kg/m?) BKIi-Z skoru (SD) BKli-persantil
Zayif <18,50 <-2.00 SD <%5
Normal 18,5 — 24,99 -2.00 - 1.00 SD 2%)5 ile <%85 arasinda
Fazla kilolu 25,00 - 29,99 1.01 —2.00 SD > %85 ile <%95 arasinda
Obez >30,00 >2.00 SD > %95
Hafif obez 30,00 - 34,99 - 95. persantile karsilik gelen BKI’nin
%100- 120’si
Orta derecede obez 35,00 - 39,99 - 95 persantile karsilik gelen BKI’nin %
120-140’1
Morbid obez 40,00-49,99 - 95 persantile kargilik gelen BKI’nin
>%140’1
Siiper obez 250,00 -

BKI: Beden kitle indeksi, SD: standart deviasyon.

2.1.1. Obezite Epidemiyolojisi
2.1.1.1. Diinya’da Obezite

Obezite, oldukca yaygin goriilen bir saglik sorunudur. NCD-RisC Grubu (Non-
Communicable Diseases Risk Factor Collaboration) tarafindan diinya genelinde elde edilen
verilere gore 1975 yilinda yetiskin niifusta (18 yas ve iistli) obezite prevalansi erkeklerde %3,2

ve kadinlarda %6,4 iken 2014 yilinda sirasiyla %10,8 ve %14,8’e ylikselmistir [10-12].

Kiiresel Hastalik Yiikii Obezite Is Birligi Grubu'nun (The Global Burden of Disease 2015
Obesity Collaborators) verilerine gore, 2015 yilinda diinyada 107,7 milyon ¢ocuk ve 603,7

milyon yetiskin olmak iizere obez niifus 711,4 milyona ulasmistir [13].

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tahminlerine gore ise, 1975 yilinda 5-19 yas aralifinda
bulunan ¢ocuk ve addlesanlarin %1’den az1 obez iken, 2016 yilinda kizlarin %6’s1, erkeklerin
%38’i obezdir. Bu yas grubunda toplamda 124 milyon obez hastanin oldugu ve bu hastalarin 41
milyonunu 5 yasindan kiiciik ¢ocuklarin olusturdugu tahmin edilmektedir. 2016 yilinda diinya

genelinde, yetiskinlerin %39’u fazla kilolu ve %13’li obezdir [10].
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Obezite genellikle yiiksek gelirli ya da {ist-orta gelir grubundaki tilkelerin sorunu olarak

karsimiza ¢iksa da gelismekte olan tlilkelerde de obezitenin hizla artacagi 6ngoriilmektedir [14].

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Saglk istatistikleri Merkezi (The National
Center for Health Statistics (NCHS))'nin 2017-2018 yili arastirmalarina gore; ABD’de obezite
prevalansinin 20-39 yas arasi eriskinlerde %40, 40-59 yas arasi eriskinlerde %44,8 ve 60 yas ve
Usti erigkinlerde %42,8 oldugu hesaplanmaktadir. 2030 yilinda pek c¢ok eyalette obezite
prevalansinin %50’ye ulasacag tahmin edilmektedir. Avrupa tilkelerinde de benzer prevalans

istatistikleri s6z konusudur [15].
2.1.1.2. Tiirkiye’de Obezite

Ulkemizde hizla degisen yasam tarziyla birlikte obezite, halk saghg lizerine ciddi tehdit
olusturan ve prevalansi giderek artan bir saghk sorunu haline gelmistir. Ulkemizde obezite
prevalansi kadinlarda daha ytliksek olmakla beraber, son yillarda erkeklerde de hizli bir artis
gostermektedir. Tiirkiye’de 20 yas ve tistii 24788 kisinin incelendigi Tiirkiye Diyabet, Obezite ve
Hipertansiyon Epidemiyolojisi Calismasi'nda obezite prevalansinin, 1997-98 yillarinda %22,3

(kadin %30, erkek %13) oldugu agiklanmistir [16-18].

Turkiye Diyabet, Obezite ve Hipertansiyon Epidemiyolojisi Calismasi-II ve Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK) 2016 yih Adrese Dayah Niifus Kayit Sistemi yas ve cinsiyet dagihmina
gore incelendiginde, iilkemizde obezite prevalansinin 20 yas ve lizeri yetiskinlerde %29,5
(kadin %35, erkek %23,9) oldugu ve obez birey sayisinin ise 15.995.392’ye ulasmis oldugu
goriilmistir [19].

2023 yihinda TUIK tarafindan yayinlanan veriler incelendiginde 15 yas ve iistii obez
bireylerin orani1 2016 yilinda %19,6 iken, 2019 yilinda %21,1 oldugu ve kadinlarin %24,8'inin
obez ve %30,4'linlin asin Kkilolu, erkeklerin ise %17,3"linlin obez ve %39,7'sinin asir1 kilolu

oldugu aciklanmigtir [19].

Ulkemizde son yillarda yapilan cesitli calismalar 7-8 yas grubundaki her 4 c¢ocuktan

birinin fazla kilolu veya obez oldugunu géstermektedir [18].

DSO tarafindan 2016 yilinda yapilan arastirmada Tiirkiye'nin 16.092.644 obez birey ve

%29,5 prevalans orani ile Avrupa’da obezitenin en sik goruldigu tilke oldugu bildirilmistir [10].

Ekonomik Is birligi ve Kalkinma Orgiitii tarafindan 2016 yilinda, 36 iilkede yapilan
arastirmada 15 yas lstii bireylerin obezite prevalansi degerlendirildiginde, Tiirkiye'nin %28,8

ile 6'nc1 sirada yer aldig1 goriilmiustiir [20].
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2.1.2. Obezite Patogenezi

Uzun donemde gidalarla alinan enerji harcanan enerjiden fazla oldugunda viicutta enerji
homeostazi bozulur. Obeziteye zemin hazirlayan faktorler arasinda; genetik, epigenetik,
fizyolojik, davranissal, sosyokiiltiirel ve cevresel (fiziksel aktivite eksikligi, enerji-yogun
beslenme, sedanter yasam tarzi, biliyiik porsiyonlar) pek c¢ok faktor ve bunlara ek olarak yeme
bozukluklar1 da sayilabilir. Ayrica adipositlerde meydana gelen hipertrofi, hiperplazi ve
inflamasyon adipoz dokunun yapisinda ve adipokinlerin sekresyonunda bir¢ok degisiklige yol

acar [21].

Cevresel toksinler, beslenme bozuklugu ve obezojenik (yiiksek yagl) diyete maruziyet
obezite ile iligkili epigenetik degisikliklere neden olarak yag dokusunun artmasina yol ac¢abilir

[21-23].

Obezitede asir1 enerji alimina bagh yag dokusunun artmasi iki farkli mekanizma
araciligiyla gerceklesir. Bu mekanizmalardan birisi preadipositlerin adipositlere farklilastigi
hiperplazi (hiicre sayis1 artis1) ve diger mekanizma olan hipertrofi ise yag dokudaki olgun

adipositlerde fazla miktarda yag birikimi sonucu hiicre ¢aplarinin artmasidir [23-26].

Hipertrofi, adipoz doku gelisiminde yag depolama kapasitesine olan ihtiyaci karsilamak
icin hiperplaziden once ortaya ¢ikarken; hiperplazi, adipoz doku gelisiminin yalnizca erken

asamalarinda ortaya ¢ikar [27,28].
2.2. Adipoz Doku

Adipoz doku olarak da adlandirilan yag dokuda sadece adipositler degil makrofajlar,

endotel hiicreler, fibroblastlar ve 16kositler gibi farkli hiicre gruplari da yer alir [29].

Yag dokunun %50'si hipodermiste, %15-20'si ireme organlari etrafinda, kemik iliginde
ve meme dokusunda, %10-15'i omentum ve mezenterde, %12'si bobreklerde %5-8'i kaslarda
bulunur. Kadinlarda tiim viicut agirhginin ortalama %22’si, erkeklerde ise tiim viicut agirhginin
ortalama %15’i yag dokudan olusur. Erkekler daha fazla viseral yag depolama egilimindedir,
asirt kilo alimi bel cevresinde kalinlasmaya yol acar. Bununla birlikte, kadinlar kalca ve
uyluklarda daha fazla deri alt1 yag depolama egilimindedir. Bu farkliliklar, erkekler ve kadinlar

tarafindan tiretilen seks hormonlarindan kaynaklanmaktadir [30].

Saglikl bireylerde beyaz yag dokusu tiim yag dokusunun yaklasik %80'ini olustururken
[31], kahverengi yag dokusu toplam yag dokusunun ortalama %1-2'sini olusturur. Ancak uzun
stireli stimiilasyonlar, fiziksel aktivitenin azalmasi, oksidatif stres, hormonal degisiklikler veya

soguga maruziyet gibi baz1 durumlarda bu yag dokularinin dagilimi degisebilir [16,17,32,33].


https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hipodermis&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Omentum&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mezenter&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6brek
https://www.yourhormones.info/glossary/a#abdomen
https://www.yourhormones.info/glossary/a#abdomen
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Yag dokusunun gorevleri arasinda enerji depolamak ve organizmanin gereksinim
duydugu zaman depolanan yag1 serbest yag asitleri olarak salivermek, viicudu ve organlari
mekanik dis etkilere kars1 korumak, zayif bir 1s1 iletkeni oldugu i¢in viicudun 1s1 yalittmina katki

saglamak ve derinin kurumasini 6nlemek sayilabilir [34].

Adipoz doku hem lokal (otokrin/parakrin) hem de sistemik (endokrin) etkiler
gosterebilen ve adipokinler olarak da bilinen ¢esitli biyoaktif peptidleri eksprese edebilir ve
salgilayabilir. Ayn1 zamanda ¢ok sayida reseptor icerir. Bu etkilesimli ag araciligiyla, yag dokusu,
enerji metabolizmasi, néroendokrin islevi ve bagisiklik islevi dahil olmak tizere ¢esitli biyolojik

slireclerde de yer alir [35].
2.2.1. Adipoz Doku Tiplerinin Simiflandirilmasi ve Islevleri

Memelilerde yag dokusu adipositlerin gelisimsel kokenine, hiicre kompozisyonuna (lipid
damlaciklar1 boyutu, mitokondri sayisi) ve fonksiyonlarina gore beyaz, kahverengi ve bej yag

dokusu olmak tizere iice ayrilir [36].

Beyaz yag doku, noétral yaglarin depolanmasi ve gerektiginde enerji eldesi i¢in serbest
yag asitlerinin saliverilmesinden sorumludur, kahverengi yag doku ise termojenezde gorevlidir.
Bej yag doku morfoloji ve islev olarak kahverengi yag dokusuna benzerken koken olarak beyaz

yag dokusuna benzemektedir [37,38].

Beyaz yag dokusu memeli viicudunda yaygin bir dagilhim gosterirken kahverengi yag
dokusu daha sinirli dagihim gosterir. Yeni dogan bebeklerin biiyiik interskapular ve perirenal
kahverengi yag doku depolar1 vardir. Yetiskinlerde, servikal, supraklavikiiler, aksiller,
periaortik, paravertebral ve bdbrekiistii bolgelerde kahverengi yag doku depolar1 bulunur.
Yetiskinlerde kahverengi yag doku daha soguk ortamda bulunan bireylerde daha fazladir.

Kahverengi yag doku miktarlar bireyler arasi degiskenlik gosterebilir [32,39-43].

Beyaz yag doku hiicresi sitoplazmasinda az sayida mitokondri ve uniokiiler lipid
damlacig1 ve niikleus icerir. Yag dokunun rengi genellikle hiicrelerin yag damlaciklarinda
¢Ozlinen karotenoidlerin varligina bagl olarak, beyazdan koyu sariya kadar degisebilir [37].
Kahverengi adipositler ise multilokiiler lipid damlacigi ve yiliksek sayida mitokondri igerir.
Kahverengi yag doku hiicreleri icerdikleri fazla sayidaki mitokondriye bagh olarak,
mitokondriyal enzim olan sitokrom oksidazdaki hem kofaktoérlerine sahiptir ve bu nedenle

makroskobik olarak doku kahverengi goriiniir [36].

Bej adipositler, beyaz adipositler gibi MYF5-negatif mezodermal koék hiicreden koken
alirken, kahverengi adipositler miyojen faktorii 5 (MYF5)-pozitif adipomyoblastlardan koken
alir [44].


https://tr.wikipedia.org/wiki/Deri
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Bej yag doku hiicreleri beyaz yag doku icinde infiltre olmuslardir ve fazla sayida
mitokondri icerirler. Kronik soguga maruz kalma gibi fizyolojik uyaranlara ek olarak, PPARy
(Peroksizom proliferator aktive edici reseptor gama) agonisti iceren farmakolojik tedavi ve 3-
adrenerjik stimiilasyon, egzersiz, besinsel takviyeler vb. gibi ¢esitli uyaranlarla beyaz yag

dokunun indiiklenerek bej yag dokuya doniisebildigi bilinmektedir [45].
2.3. Preadiposit Diferansiyasyonu

Adipoz doku, preadipositler, adipositler, bagisiklik hiicreleri, fibroblastlar, adventisyal,

vaskiler diiz kas hiicreleri ve vaskiiler endotel hiicreleri iceren kompleks bir yapidir [46-48].

Yag dokusu leptin, resistin ve adiponektin gibi bircok adipokin salgilar ve endokrin,

immiin ve metabolik sistemlerde diizenleyici rollere sahiptir [46,49].

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH’ler) adipojenik uyaranlarin varliginda, adipojenik
yonlenme ile preadipositlere ve ardindan terminal farklilasma ile preadipositlerin olgun
adipositlere doéniismesiyle adipogenez gerceklesir [48]. Adipogenez yoluyla beyaz yag doku

hiicrelerinin hiperplazisi ve hipertrofisi obeziteye neden olur [51,52].
Adipositlerin diferansiyasyonu li¢c asamada gerceklesir;
1) Mezenkimal kok hiicrelerin adiposit olusumuna yonelmesi
2) Mitotik klonal genisleme
3) Terminal farklilasma

Mitotik klonal genisleme evresi DNA replikasyonunu ve hiicrelerin duplikasyonunu
icerirken, terminal farklilasmada CCAAT /enhancer-binding protein (C/EBP) ailesi, PPARY, asetil
CoA karboksilaz/ACC, yag asidi sentaz/FAS ve adiposit yag asidi baglayic1 protein/aP2 gibi

genlerin ve transkripsiyonel faktorlerin ekspresyonu meydana gelir [53-55].

Terminal farklilasma asamasi C/EBPf3 ekspresyonu, cAMP agonisti ve glukokortikoidler
gibi bazi molekiiller tarafindan indiiklenir [56,57]. Adiposit diferansiyasyonunun ana
diizenleyicisi olarak kabul edilen PPARy, C/EBP'ler ve glukokortikoid reseptérii tarafindan
modiile edilir, PPARy yoklugunda diferansiyasyonun terminal farklilasma asamasi in vitro veya
in vivo olarak gerceklesemez [58]. Yapilan in vitro ¢alismalar, adipogenezi aktive ya da inhibe
eden bir¢ok ligandin bu etkilerini PPARy'nin aktivitesini ve ekspresyonunu modiile ederek
ortaya koydugunu gostermistir [59]. Yapilan bir calismada, C/EBPa eksikligi olan fare
embriyonik fibroblastlarinda PPARy'nin asir1 ekspresyonunun, adipogenezi indukledigi
goriilirken, PPARy eksikligi olan fare embriyonik fibroblastlarinda C/EBPo’nin asir
ekspresyonunun diferansiyasyonu gerceklestirmedigi goriilmiistiir, bu durum PPARy'nin

adiposit farklilasmasini belirleyen ana diizenleyici oldugunu gosterir [60,61].
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Adipogenez stireci C/EBP[ proteininin aktivasyonu ile baslar ve C/EBPf ile C/EBPS
ekspresyonu, diferansiyasyonun erken evresinde (ilk 2 giin) artarak preadipositlerin olgun
adipositlere farklilasma siirecini baslatir, ardindan adipogenezin pozitif modiilatorleri olan

C/EBPa ve PPARy'nin ekspresyonunu indiiklerler [62].
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Sekil 2.1. Adipogenezde asamalar [61].

Adipogenez sirasinda hiicreler fibroblastik sekillerini kaybederler ve kiiresel hale
gelirler bu durum hiicre dis1 matriste ve hiicrelerin hiicre iskeleti bilesenlerinde meydana gelen

degisimlerin bir gostergesidir [55,64].
2.4, Sinapik Asit

Sinapik asit (C11H120s, 3,5-dimetoksi-4-hidroksisinamik asit, sinapinik asit), seker
esterleri (glikozidler) seklinde veya farkl organik bilesiklerin esterleri olarak bulunabilen bir

hidroksisinamik asit tiirevidir [65].

Molekil agirlign 224,21 g/mol olup, rengi sar1 kahverengi ve kristal toz seklindedir.
Erime noktas1 203-205°C’dir. Sinapik asit suda az ¢6zliniir, metanol ve dimetil stilfoksit (DMSO)

gibi polar coziiciilerde iyi ¢oziiniir [66].

Limon, portakal, mandalina gibi turunggillerde; cilek, ahududu, avokado, armut ve
mango gibi cesitli meyvelerde; brokoli, lahana gibi baz1 sebzelerde; yulaf, piring gibi bazi
tahillarda ve biber, feslegen gibi bazi baharatlarda bulunan sinapik asit fenolik bir bilesiktir

(Sekil 2.2) [66,67].
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Sekil 2.2. Sinapik asidin kimyasal formiilii [63].

Sinapik asit lizerinde yapilan bir¢cok in vivo ve in vitro calismalarda antienflamatuvar,
antioksidan, antimikrobiyal, anksiyolitik, noroprotektif, kardiyoprotektif, hepaprotektif,
antihiperglisemik ve antikanser etkileri de igeren genis bir yelpazede farmakolojik etkilere yol

actigl gozlenmistir [68,69].

Sinapik asit ¢ilekte (450 pg/g) ve kizilcikta (210 pg/g) yiikksek miktarda bulunmaktadir
[66]. Bunun yani sira aromatik bitkilerden biberiye (Rosmarinus officinalis L), kekik (Thymus
vulgaris L.) ve dereotu (Anethum graveolens L.) oldukea yiiksek sinapik asit icerigine sahiptir
(strasiyla kuru agirhiklar: 690 ug/g; 260 pg/g ve 230 pg/g). Cevizin de yliksek miktarda sinapik
asiticerdigi (348 pg/g) gosterilmistir [71].

Sinapik asit lilkemizde Akdeniz bolgesinde yaygin olarak yetistirilen limon (Citrus limon
L.) ve Murcott mandalinada (C. Reticulata) sirasiyla kuru agirhig1 72,1 pg/g ve 50,1 pg/g olarak
tespit edilmistir [72].

Ayrica sinapik asit ve tiirevleri hardal, anason, turp, brokoli, feslegen, salgam, lahana
tiirleri, karpuz ve hindistan cevizi gibi cesitli sebze, meyve ve baharatlarda da yaygin olarak

bulunur [73].
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Tablo 2.2. Bazi besinlerin icerdigi sinapik asit miktarlar: [71].

Sinapik Asit (ug/g)
Ahududu (Rubus idaeus L.) 36,89 ug/g
Armut (Pyrus communis L.) 0,96 ug/g
Avokado (Persea Americana) 1,93 ug/g
Cilek (Fragaria ananassa L.) 450,3 ug/g
Elma (Malus domestica L.) 13,42 ug/g
Limon (Citrus limon (L.) Burm.f.) 72,1 pug/g
Mango (Mangifera indica L.) 7,55 ug/g
Murcott mandalina (C. reticulata x C. sinensis) 50,1 ug/g
Pomelo (Citrus grandis) 22,2 ng/g

Portakal (Citrus sinensis)

9,67-17,28 pug/g

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L.) 1,1-1,2 ug/g
Brokoli (Brassica oleracea L. var. italica) 25-82 pg/g
Lahana (Brassica oleracea var. capitata) 242 pg/g
Sarimsak (Allium sativum L.) 0,5 ng/g
Adacayi (Salvia officinalis L.) 280 pg/g
Anason (Pimpinella anisum L.) 100 ug/g
Biber (Capsicum) 100 pg/g
Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) 690 pug/g
Defne yapragi (Laurus nobilis) 135 ug/g
Dereotu (Anethum graveolens L.) 230 pg/g
Feslegen (Ocimum basilicum L.) 150 ug/g
Kekik (Thymus vulgaris L.) 260 ug/g
Piring (Zizania aquatica L.) 1,05 ug/g
Yulaf ( Avena sativa L.) 56,05 ug/g
Hindistan Cevizi (Myristica fragrans) 348 ug/g

10
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Literatiirde sinapik asidin etkilerinin incelendigi hiicre kiiltiir calismalar1 oldukg¢a kisith
sayidadir. Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan bir g¢alismada sinapik asidin 3T3-L1
hiicrelerinin viabilitesi iizerine etkisi degerlendirilmistir. Calismada diferansiyasyon
protokoliiniin belirli zaman araliklarinda (48 saat veya 10 giin) uygulanan sinapik asidin (100,
250, 500, 750 ve 1000 umol/ml) hiicre viabilitesini olumsuz etkilemedigi gosterilmistir. Ayni
calismada sinapik asit uygulamasinin 3T3-L1 hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Farklilastirma protokolii uygulanan 3T3-L1 hiicrelerinde ise sinapik asit
uygulamasinin diferansiyasyon belirteclerinden sayillan PPARy, C/EBPB ve SREBP-1c gibi
adipojenik transkripsiyon faktori genlerinin ekspresyonu iizerine etkileri degerlendirildiginde
1000 pM sinapik asit uygulanan adipositlerde, PPARy ve C/EBP3 mRNA seviyelerinde 50 kat ve
SREBP-1c mRNA seviyesinde 70 kat azalmaya neden oldugu gosterilmistir [74]. Yakin zamanda
yapilan bir baska ¢alismada ise sinapik asidin (100-1000 uM) 3T3-L1 hiicrelerinde palmitik asit
uygulamasi ile indiiklenen mitotik klonal ekspansiyonu konsantrasyon bagimh olarak anlaml
sekilde inhibe ettigi bulunmustur. Sinapik asit, palmitik asidin neden oldugu 3T3-L1
hiicrelerinin diferansiyasyonundaki artisi da konsantrasyon bagiml sekilde anlamli olarak
baskilamistir. Calismada preadipositlerin diferansiyasyon protokolii sirasinda palmitik asit (100
uM) uygulamasinin ekspresyonlarini indiikledigi adipojenik transkripsiyon faktorlerinden
PPARy disinda tim transkripsiyon faktorlerinin (C/EBPa ve SREBP-1c, FAS ve NOX4)
ekspresyonunda anlamli azalmaya neden oldugu gosterilmistir [75]. Bununla birlikte, her iki

calismada da sinapik asidin etkisine aracilik eden downstream yolaklar ortaya konulmamaistir.

2.5. Hedgehog Sinyal Yolag:

1970’lerin sonlarinda Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda, Christiane Niisslein-
Volhard ve Eric F. Weischaus tarafindan meyve sinegi Drosophila melanogaster {izerinde
yapilan ve embriyojenik gelisim sirasinda Drosophila larvasinin viicut segmentasyonu iizerine
dogrudan etkili 50’den fazla farkli gen belirlenmistir. Bu genlerde mutasyon meydana
geldiginde meyve sinegi larvalan kirpilerdekine benzer dikensi yapilar gelistirmis ve bu

gozlemden yola cikilarak kesfedilen bu genlere Hedgehog (kirpi) ismi verilmistir [78,79].

Hedgehog geni, embriyonik gelisim ve hiicre farklilasmasi siire¢lerinde 6nemli rol
oynayan bir gen ailesidir. Bu gen ailesi, omurgali ve omurgasiz organizmalarda gelisim ve hiicre
farklilasmasi siireglerinde rol oynar. Hedgehog geni, morfogenik Hedgehog proteini tiretmek
icin kodlanir. Hedgehog proteini, embriyonik gelisimde hiicre farklilasmasini diizenler, organ
olusumunu kontrol eder ve doku onarimi ile rejenerasyon siireclerine katkida bulunur. Ayrica,

Hedgehog proteini hiicre biiylimesini diizenler [6].

Hedgehog proteini, hiicre icinde bir dizi post-translasyonel modifikasyon gecirerek aktif

hale gelir ve hiicre zarinda yer alan ilgili reseptore baglanarak hedef hiicrelerdeki downstream
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sinyal yolaklarinin aktive olmasini ve hedef gen ifadelerinin diizenlenmesini saglar. Hedgehog
geni ve Hedgehog proteini bircok organizmada evrimsel olarak korunmus olan énemli bir sinyal
yolaginda rol oynarlar. Bu sinyal yolunun diizenlenmesinde meydana gelebilecek diizensizlikler
dogum kusurlar1 ve kanser ve gibi bir dizi saglik sorununa yol acabilir. Bu nedenle Hedgehog
geni ve Hedgehog proteini, bilimsel arastirmalarin ve ila¢g gelistirme calismalarinin odak

noktalarindan biridir [6].

Yapilan arastirmalarda vertebralilarda 3 paralog (yapisal olarak benzer fakat 6zdes
olmayan islevlere sahip homolog proteinler) Hedgehog geni bulundugu belirlenmis ve bu
genlerden ilki Sega firmasinin “Sonic the hedgehog” isimli video oyun kahramanindan
esinlenilerek “Sonic Hedgehog” (SHH) olarak isimlendirilmis, diger iki gen ise sirasiyla “Indian
Hedgehog” (IHH) ve “Desert Hedgehog” (DHH) olarak adlandirilmistir. Hedgehog sinyal
yolaginda Patchedl (PTCH1) ve Patched2 (PTCH2) reseptorleri, Frizzled (F sinifi) G protein-
kenetli bir reseptor olan ve sineklerden insanlara kadar ¢ok genis bir yelpazede eksprese edilen
Smoothened (SMO) proteini ve gliomla iliskilendirilmis onkojen 1-2 ve 3 olmak iizere iig

transkripsiyon faktori (Gli1, Gli2, Gli3) gorev alir [80].

Hedgehog genleri arasinda embriyo ve eriskin dokularinda en sik eksprese edilen Sonic
hedgehogdur [81].

Hedgehog proteinleri hiicre proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu, doku paterninin
olusumunu yonetmektedir. Sineklerde Hedgehog sinyali dogru segmentlesmeyi ve kanatlarin
gelisimini kontrol ederken vertebralilarda sag-sol asimetrisini, ekstremitelerin, iskelet
sisteminin, kas yapilarinin, gozlerin, akcigerlerin, dislerin, sinir sisteminin ve bagirsaklarin
olusumunu, sperm ve kikirdak diferansiyasyonunu indiiklemektedir. Hedgehog sinyal
yolagindaki defektler fetusta beyin, yiiz ve diger orta hat anomalilerine neden olmaktadir. On
beyin gelisim bozuklugu sonucu olusan holoprosensefali (fetiiste erken embriyonik evrede 6n
beyin gelisiminin sekteye ugramasi sonucunda hemisferlerin ayrilmasinda bozukluk ile
karakterize yapisal bir beyin anomalisi), ayrica mikroensefali ve siklopi (orbitalarin
boliinmesinde bozukluk sonucu birbirine ¢ok yakin iki orbita ya da tek orbita bulunmasi ile
karakterize nadir bir konjenital sendrom), burun gelisiminin olmamasi ve yarik damak bu

anomalilere 6rnek olarak verilebilir [82-84].

Hedgehog yolaginin stimiilasyonunun anjiogenez ve yara iyilesmesini indiikledigi
gosterilmistir. Memelilerde Hedgehog sinyal yolaginin anormal aktivasyonunun bazal hiicreli
karsinoma, medulloblastoma, pankreas, meme, prostat, akciger kanserlerinin gelisimi ile iliskili

olabilecegi diistiniilmektedir [83,84].
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Hedgehog proteininin sentezi, ¢esitli hiicresel ve molekiiler mekanizmalar tarafindan
diizenlenir ve embriyonik gelisim, yaralanmalar, yaralanma sonras1 dokulardaki inflamatuar
veya rejeneratif stirecler, oksidatif stres veya inflamasyon gibi bazi hiicresel stres durumlari
Hedgehog proteinlerinin sentezini bagslatabilir. Hedgehog proteininin sentezi, hiicrenin
sitoplazmasinda yer alan ribozomlarda baslar. Sentez, genetik bilginin mRNA (messenger RNA)
tarafindan ribozomlara tasinmasi ve amino asitlerin dogru siralamasina gore sentezlenmesiyle

endoplazmik retikulumda (ER) gerceklesir [85].

Hedgehog proteini, endoplazmik retikuluma y6nlenme icin N-ucunda bir sinyal peptidi
segmenti icerir. Bu sinyal peptidi endoplazmik retikulumun membraninda yer alan 6zel
translokon kompleksi tarafindan saglanir. Endoplazmik retikulum limenine ge¢cen Hedgehog
proteinleri islenerek, Hedgehog proteininin aktif formuna déniismesini saglar. Islenmis
Hedgehog proteinleri endoplazmik retikulumdan eksositoz ile hiicre disina salinir. Hedgehog
proteinlerinin salinmasinin ardindan, alic1 hiicrelerde bulunan Hedgehog reseptorleri

proteinlerini tanir ve etkilesime girer [85].

Hedgehog proteinleri, amino-terminal 'Hedge' alan1 (HhN, 20 kDa) ve karboksi-terminal

'Hog' alan1 (HhC, 26 kDa) olmak iizere iki farkli alandan olusur [86].

HINT | SRR/ARR
1 HhN
SS Hedge Hog

Sekil 2.3. Hedgehog proteinlerinin yapisal 6zellikleri. Sinyal sekansi (SS, Signal Sequence, sar1), amino
terminal alan1 (HhN), karboksi terminal alan1 (HhC) bulunur. Karboksi terminal alani iki bdlgeye ayrilir;
ilk tcte ikilik peptid dizisi HINT olarak adlandirilir ve kalan ticte birlik kisimda sterol tanima bolgesi

(sterol recognition region, SRR) veya Eklenti tanima boélgesi (adduct recognition region, ARR) bulunur

[86-88].

Hedgehog protein yapisinda bulunan SS alani hedgehog proteinin endoplazmik
retikuluma translokasyonunda gorev alir. Hedge alani biyolojik sinyal aktivitesine sahipken,
Hog alani Hedgehog proteinin iki pargaya ayrilarak HhN'ye bir kolesterol parcasi eklenmesini
saglayan otokatalitik karboksi terminal alana sahiptir. HINT alan1 hedgehog proteinin N' Hedge
alanindan ayrilmasini saglar. HINT alaninmi bir kolesterol baglama alani takip eder bu kisim
Hedgehog proteinlerinde kolesteroll baglar ve sterol tanima bolgesi (sterol recognition region,
SRR) veya Hedgehog disindaki diger Hog proteinlerinde eklenti tamima bdlgesi (adduct
recognition region, ARR) bulunur, ARR bélgesine baglanan eklentinin ne oldugu heniiz agik

degildir [86,88,89].
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Sekil 2.4. Hedgehog proteininin otoproteolitik aktivasyonunun asamalar1 [Varjosalo 2008’deki
degisikliklerle yeniden cizildi].

Hedgehog endoplazmik retikulumda, yapisinda N-terminal sinyal bélgesi olan HhN ve
herhangi bir polipeptidden kimyasal olarak ayrilabilme veya peptidleri birbirine baglayabilme
ozelliklerine sahip HINT/HOG intein bolgesine sahip HhC boélgelerini iceren bir prekiirsor

protein olarak sentezlenir [91].

Hedgehog prekiirsorii cesitli asamalardan gecerek otoproteolitik olarak aktive olur.

Aktivasyonun birinci basamaginda prekirsor Hedgehog proteinin yapisinda bulunan HhN
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terminalinden 6nce gelen ve Hedgehog proteinini endoplazmik retikulum liimenine yénlendiren
SS bolgesi bir sinyal peptidaz tarafindan kesilir. Boylece palmitoilasyon i¢in kritik dGnemde olan

sistein rezidiisii HhN polipeptidinin ilk amino asidi konumuna gelir [90].

2. adim1 Hedgehog'un C-terminalinde yer alan HINT boélgesi katalize eder. Bu siirecin ilk
asamasinda sistein ve glisin amino asitleri arasindaki peptid bagi bir tiyoester olusturacak
sekilde yeniden diizenlenir (N-S asil kaymasi). Kolesterolizin ilk adimi1 olan N-S asil kaymasi icin
HINT alaninin gerekli oldugu ortaya konulmustur. Kolesterol baglanmasinda SRR alani rol
oynar. Eklenen kolesterol molekiliniin 33-OH grubunun oksijeni HhN alaninda yer alan
tiyoester grubunun karbonilinden kiikiirtii koparir ve Hedgehog prekiirsoériinii, HhN'ye ve
serbest HhC'ye ayirir. Sadece Hedgehog proteinlerine 6zgii olarak kolesterol tarafindan
gerceklestirilen bu otoproteolitik ayrilma peptid bag1 kolesterolizi olarak adlandirilir. Kolesterol
modifikasyonu HhN'nin plazma membranina baglanmasina yardimci olur. Kolesteroliin yani

sira 33-OH grubuna sahip birg¢ok sterol, Hedgehog modifikasyonunu yonlendirebilir [81,93].

HhN

+ SRV
UWF(‘(‘(“.

HINT

HhC

o
:o

‘ STEP 1
G "%y
- noo

S Leas
A STEP 2 , &

Sekil 2.5. Kolesteroliz asamalari [90].

Hedgehog prekiirsoriiniin aktivasyonu icin gerekli iki lipid modifikasyonundan biri
kolesterol modifikasyonunu saglayan kolesteroliz, digeri ise N terminal palmitoilasyondur. Yag
asidi modifikasyonundan (palmitioilasyon) farkli olarak, kolesterol modifikasyonu icin hig¢bir
kofaktor veya yardimci protein gerekmez, katalizor Hedgehog proteininin kendisidir. Yapilan
mutagenez c¢alismalart sonucunda kolesterolizin azaltilmasiyla Hedgehog ligand

saliverilmesinin de azaldigl, Hedgehog ligandlarinin erken degradasyonuna yol ac¢tig1 ve boylece
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sinyal akisinin bozuldugu g6z oOnline alindiginda Kkolesterolizin Hedgehog proteinin
aktivasyonunda kritik bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Kolesterol modifikasyonunun

Hedgehog sinyalini 10 katin iizerinde artirdig1 goriilmiistiir [94-97].

Aktivasyon stirecinin 3. adimi sineklerde Skinny hedgehog, omurgalilarda Hedgehog
aciltransferaz (HHAT) olarak adlandirilan endoplazmik retikulumda yerlesik, zara bagh olarak
bulunan O-asiltransferaz tarafindan katalize edilir. HHAT araciligiyla gerceklesen N-terminal
sisteinin tiyol grubu ile palmitoil koenzim A arasindaki tiyoester degis tokus reaksiyonu
sonucunda palmitoil ile HhN arasinda amid bagi olusarak, HhN bolgesi N-terminaline palmitik

asit eklenir. Bu olaya palmitoilasyon denir [95].

Palmitoilasyon, Hedgehog sinyal yolag1 agisindan kritik 6neme sahiptir. Yapilan in vitro
deneylerde Hedgehog'un palmitoilasyonu ile hidrofobisitesinin artmasi sonucu proteinin
aktivitesinin 30 kata kadar artabildigi gosterilmistir. Bunun yani sira her ne kadar Hedgehog
sinyal yolagi aktivasyonu icin sart olmasa da, Hedgehog proteinlerinin yiiksek molekiil
agirligina sahip solubl multimerik kompleksler olusturmasi icin de palmitoilasyon gereklidir

[98,99].

HhC alan;; HhN kolesterolizasyonunu tamamladiktan sonra endoplazmik retikulum
iligkili degradasyon (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation-ERAD) ile yikilir. ERAD,
HhC’nin yani sira sentez sirasinda olusabilen kolesteroliz kusuru bulunan Hedgehog

prekiirsorlerinin de yikimini gergeklestirir [100].

HhN peptidinin sistein amino asidine palmitat ve glisin amino asidine kolesterol
baglanmasi ile Hedgehog aktif sinyal molekiilii olusur ve aktif Hedgehog proteinleri hiicre
icindeki kesecikler veya vezikiiller araciligiyla hiicre zarina, oradan da hiicre disina saliverilir.
Sahip oldugu iki lipid molekiilii nedeni ile olduk¢ca hidrofobik yapidaki Hedgehog proteinleri
hiicre membranina baglhi durumdadir. Hedgehog proteinlerinin olusturdugu sinyal
transdiiksiyonu temel olarak kisa ya da uzun mesafeli olarak gerceklesebilir. Kisa mesafeli
sinyal transdiiksiyonunda Hedgehog proteinleri tarafindan bitisik hiicrelere direkt temas yolu
ile justakrin sinyal aktarimi gerceklesebilir. Bu mekanizma i¢in araci proteinlerin varligi gerekli
degildir. Bununla birlikte ak6z bir ortam olan ekstraselliiler aralikta Hedgehog proteinlerinin
tasinarak uzun mesafeli sinyal aktariminin gerceklesebilmesi i¢in birtakim saperonlarin varhgi
gereklidir. Oncelikle yiiksek diizeyde hidrofobik yapidaki Hedgehog proteinlerinin membrandan
ayrilmas1 ve sonrasinda tasinma igin lipid eklentilerin bazi yapilar icerisinde korunarak
transportun gerceklesmesi saglanir. Transmembran bir protein olan Dispatched (DISP1)
Hedgehog proteininin yapisindaki kolesterol eklentisine baglanarak plazma membranindan
ayrilmasini ve tasiyici proteinlere baglanmasini organize eder. Hedgehog proteinlerinin

baglandig1 tasiyicilar lipoproteinler, Scube ailesi sekrete proteinler, ekstraselliiler vesikiilleri
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icerir: Bu tasiyicilarin yanmi sira, Hedgehog proteinleri ekstraselliiler ortamda hidrofobik lipid
eklentilerinin i¢ kisminda yer aldigi multimerik olusumlar halinde organize olarak da hedef
hiicrelere tasinabilirler. Hedgehog proteinlerinin hiicreler arasi tasinmasina aracilik eden diger
onemli mekanizma ise yapisinda bir veya daha fazla heparan siilfat glikozaminoglikan yan
zinciri iceren heparan siilfat proteoglikanlarina baglanmasidir. Heniiz tiim detaylar1 agikliga
kavusturulamayan bu yolun Hedgehog proteinlerinin tasinmasinda 6nemli rol oynadig
gosterilmistir. Ilging olarak, membrana baglh Hedgehog proteinleri uzun, aktin esash hiicresel
uzantilar olan sitonemler araciligl ile membrandan ayrilmadan uzaktaki hedef hiicrelere

tasinabilirler [101].

Hedgehog sinyal yolagi, hedef hiicrelerde kanonik ve non-kanonik olarak adlandirilan iki

farkl yolla aktive olabilir.
Kanonik Hedgehog Sinyal Yolag: (PTCH/GLI Yolag)

Kanonik Hedgehog sinyal yolag, Hedgehog ligandinin hiicre zarindaki PTCH
reseptoriine baglanmasiyla baslar. Bu yolagin aktivasyonu hiicre proliferasyonu ve survivalini

promote eden GLI transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile sonug¢lanir [98].

Hedef hiicrelerde Hedgehog ligandi yoklugunda PTCH, yogunlukla primer silyumda
bulunurken smoothened intraselltiler kompartmanlara lokalize durumdadir ve SMO’nun inhibe
durumda tutulmasini saglamaktadir. Hedgehog ligandinin baglanmasi, PTCH reseptoriinii inhibe
eder. Bunun sonucunda SMO’nun inhibisyonu ortadan kalkar ve Hedgehog baghh PTCH

silyumdan uzaklasarak degrade edilirken, aktive Smoothened silyuma akiimtile olur [98].

Aktive olan Smoothened reseptorii, SUFU (Suppressor of Fused) proteini ile etkilesime
girer. Fizyolojik kosullarda SUFU, GLI transkripsiyon faktorlerini baskilayarak onlarin ¢ekirdege
tasinmasini engeller. Aktive Smoothened, SUFU'nun inhibisyonunu ortadan kaldirarak GLI
transkripsiyon faktorlerinin serbest kalmasini saglar. Serbest birakilan GLI transkripsiyon
faktorleri, c¢ekirdege dogru tasinir. Cekirdekte, GLI faktorleri bazi hedef genlerin
transkripsiyonunu diizenler. Hedgehog sinyal yolunun etkisiyle hedef genlerin ekspresyonu ve
bu genlerin kodladig1 proteinlerin sentezi degisir. Bu da cesitli biyolojik yanitlara yol acar.
Ornegin, hiicre farklilasmasi, hiicre biiyiimesi, hiicre hayatta kalmasi, doku onarimi ve organ

gelisimi gibi siirecler Hedgehog sinyal yolunun etkisiyle diizenlenir [98].
Non-kanonik Hedgehog Sinyal Yolag1

Non-kanonik Hedgehog sinyali, Hedgehog sinyal yolunun geleneksel veya "kanonik"
olarak adlandirilan yoldan farkli bir mekanizma iizerinden isleyen bir sinyal yoludur. Kanonik
Hedgehog sinyal yolunun aktivasyonu GLI transkripsiyon faktorlerini etkinlestirirken, non-

kanonik Hedgehog sinyali aktivasyonu, Smoothened ve GLI sinyal transdiiksiyonu olmadan da
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gerceklesebilen bir dizi sinyal yolunu icerir [102].

GLI'den bagimsiz olarak etki olusturan nonkanonik Hedgehog sinyali iki sekilde
gerceklesir. Tip 1 non-kanonik Hedgehog sinyal yolagi SMO’'nun aktin hiicre iskeleti ve hiicre igi
Ca?* diizeylerini modiile etmesi yolu ile etki olustururken tip 2 non-kanonik Hedgehog sinyal
yolag1 aktivasyonu SMO’dan bagimsizdir. Hedgehog ligandi PTCH’e baglandiginda siklin B1 ile
PTCH'nin etkilesimini bozar, bunun sonucunda hiicre survivali ve proliferasyonu indiiklenir
[102]. PTCH, SMO'dan bagimsiz olarak apoptozis, hiicre doéngiisii diizenlemesi, hiicre

migrasyonu gibi siirecleri etkileyebilir [104].

Non-kanonik Hedgehog sinyalizasyonu hala tam olarak anlasilmamis olsa da,
arastirmalar bu sinyal yolunun gelisim, doku homeostazi, apoptozis, hiicre proliferasyonu,

hiicre migrasyonu gibi bir¢ok biyolojik stireci etkileyebildigini gostermektedir [104].
2.6. Hedgehog Sinyal Yolaginin Hiicresel Siireclere EtKisi
Proliferasyon

Hiicre proliferasyonu, hiicrelerin ¢ogalmasi veya cogalma yetenegidir. Hiicreler normal
bir hiicre dongiisii siirecinde bollinerek ve yeniden ¢ogalarak biiyiirler. Hiicre proliferasyonu
normal biiylime ve gelismenin yani sira yaralarin iyilesmesi, dokularin ve organlarin
yenilenmesi gibi silireclerde dnemli bir rol oynar. Ancak, hiicre proliferasyonu kanser gibi
patolojik durumlarin da temel bir 6zelligidir. Kanser hiicreleri, normal hiicrelerden farkl olarak

kontrolsiiz ve diizensiz bir sekilde cogalabilir [105].

Hedgehog sinyal yolu hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve doku olusumunu
diizenleyen Onemli bir sinyal yolagidir. Hedgehog sinyal yolaginin asir1 veya anormal
aktivasyonu, hiicre proliferasyonunu diizenleyen dengeyi bozabilir ve kanser gibi patolojik
durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Ornegin, pankreas adenokarsinomunun kéken
aldigr Panc-1 hiicre hatlarinda, resveratrol uygulamasinin Hedgehog sinyal yolunu inhibe
ederek hiicre proliferasyonunu inhibe edebilecegi diistiniilmustiir [106]. Ayrica fare modeli
tizerinde Hedgehog sinyal yolu inhibitérii olan GANT-61 uygulamasinin hem in vitro hem de in
vivo olarak mide kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi, Hedgehog sinyal yolu

aktivasyonunun ise proliferasyonu artirdigi gosterilmistir [107].

3T3-L1 hiicre kiiltiiriinde yapilan bir calismada Hedgehog sinyal yolunun negatif bir
diizenleyicisi olan HHIP’'in (Hedgehog interacting protein) adiposit proliferasyonunu inhibe
edebildigi gosterilmistir [108]. Insan mezenkimal kok hiicreleri ile yapilan bir calismada
Hedgehog sinyal inhibitérii olan siklopaminin hiicre proliferasyonunu azalttiglr gosterilmistir

[109].
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Diferansiyasyon

Hedgehog sinyal yolunun bir¢ok hiicre tipinde diferansiyasyon icin kritik 6nemde
oldugu gosterilmistir. Hedgehog sinyal yolu aktivasyonu sac¢ folikiiliinde sac¢ tellerinin
biiylimesinde rol alan keratinositlerin farklilasmasini, dorsoventral farklilasma ve néral tiipiin
farklilasmasini promote ederken aymi zamanda Hedgehog sinyal yolaginin asir1 aktivasyonu
epidermisin alt tabakasinda bulunan bazal hiicrelerin diferansiyasyonunu azaltarak hiicrelerin
normal epidermal hiicrelere doniismesini engelleyerek bazal hiicre karsinomaya neden olabilir
[110,111]. Bunun yanmi sira Hedgehog sinyal yolunun inhibisyonunun da hiicre
diferansiyasyonunu azalttigini gésteren calismalar bulunmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada Hedgehog sinyal yolaginin alt efektorii Smoothened antagonisti BMS-833923'ilin
insan kemik iligi kokenli insan mezenkimal kok hiicrelerinin osteoblastik diferansiyasyonunu

azalttig1 gosterilmistir [112].

Preadiposit diferansiyasyonu iizerine Hedgehog aktivasyonunun siiprese edici etkisi
bulundugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Yakin zamanda yapilan ve Hedgehog
aktivatori purmorfamin ve Hedgehog inhibitorii siklopaminin primer domuz mezenkimal kok
hiicrelerinin adipojenik diferansiyasyonu iizerine etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada
Hedgehog sinyal yolagi aktivasyonunun adipojenik diferansiyasyonu siiprese ettigi,
inhibisyonunun ise adiposit diferansiyasyonunu artirdig1 gésterilmistir [113]. Bununla birlikte
Hedgehog sinyal yolaginin preadiposit diferansiyasyonu iizerine etkisi ile ilgili sonuglar
celigkilidir. Cousin ve ark. 3T3-L1 preadipositlerinde Hedgehog inhibitorii siklopamin
uygulamasinin diferansiyasyonu artirmadigini bildirmislerdir. Bunun yani sira siklopaminin
adipojenik transkripsiyon faktorlerinden C/EBPa ve antiadipojenik bir transkripsiyon faktort
olan Pref-1 diizeyleri iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigini géstermislerdir [114]. Buna
karsit olarak Hedgehog inhibitérii siklopaminin insan yag doku kékenli multipotent mezenkimal
kok hiicrelerinin diferansiyasyonunu anlaml sekilde baskiladig1 ve bu bulguyu destekleyecek
sekilde Hedgehog aktivatorii purmorfaminin adiposit diferansiyasyonunu baskiladig1 ortaya

konulmustur [115].
Migrasyon

Migrasyon, hiicrelerin bir yerden baska bir yere dogru hareket etme siirecidir. Bu siireg,
embriyonik gelisim sirasinda hiicrelerin dogru konumlarina yerlesmeleri, doku onarimi ve
organ olusumu gibi bir¢ok biyolojik siirecte énemlidir. Hedgehog sinyal yolagi, embriyonik
gelisim siirecinde hiicrelerin dogru yerlesimini ve farklilasmasini diizenleyen sinyal

mekanizmalarindan biridir [116].
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Yag dokunun gelisimi sirasinda ilk asamada preadipositlerin yag hiicresi kiimelerine
migrasyonun gerceklestigi ve ardindan diferansiye olarak adipositleri olusturduklari
bildirilmistir [117]. Bunun yani sira yiiksek miktarda yag doku kitlesinin varligi ve iskelet
kaslarinin zayifligr ile karakterize bir klinik durum olan sarkopenik obezitede iskelet
kaslarindaki ektopik yag doku birikiminin yag dokudan migrate olarak kas dokuyu infiltre eden
ve burada diferansiye olarak olgun adipositlere doniisen preadipositler tarafindan
olusturuldugu gosterilmistir. Yag dokunun mezenkimal kok hiicrelerden zengin bir doku oldugu
ve subkiitan yag dokudan preadipositlerin dolasima saliverildigi bulunmustur [118]. Yakin
zamanda yapilan bir calismada yliksek yag icerikli diyetle beslenen farelere CXCR4 (CXC
chemokine receptor 4) antagonisti uygulanmasinin mezenterik ve subkiitan yag doku
mezenkimal hiicre iceriginde hizli ve belirgin bir azalmaya yol actig1 ve bu azalmanin hiicre
6limiine ya da uygulanan antagonistin mezenkimal hiicre fenotipinde bir degisiklige degil,
mezenkimal kok hiicrelerin yag dokudan saliverilmesine bagli oldugu gosterilmistir. Bunu
destekleyecek sekilde, CXCR4 antagonisti uygulanan farelerde iskelet kasinda ektopik yag
birikimi saptanmistir [119]. Yag dokunun inert bir yapi1 degil degisen kosullara gore biiytik bir
plastisite gosterebilen dinamik bir doku oldugu bilinmektedir. Konjenital lipodistrofi, Cushing
sendromunda gozlenen lipodistrofi, uzun siireli kortikosteroid ya da kullanmimi, HIV
enfeksiyonlarinin tedavisi icin kullanilan proteaz inhibitorlerinin advers etkisi olarak gelisen
lipodistrofide viicuttaki yag doku dagiliminin belirgin 6lciide degistigi bilinmektedir. Bunun
yani sira yaslanma da yag doku dagilimini 6nemli 6l¢iide degistirmektedir. Yaslhilikla birlikte
deri alt1 yag doku miktar1 azalirken viseral ve iskelet kasinda ektopik yag doku birikimi de
goriilmektedir. Bu degisikliklerin gerceklesmesi lipoliz, hipertrofi, hiperplazi gibi

mekanizmalarin yani sira preadiposit migrasyonunu da iceriyor gibi gériinmektedir [120-122].

Hiicresel gelisim siireglerinde 6nemli bir rol oynayan Hedgehog sinyal yolaginin
migrasyon iizerindeki etkisi hedef hiicre tipine gore degisiklik gosterebilir. Hedgehog sinyal
yolunun aktivasyonu bazal hiicreli karsinom gibi bazal hiicre kékenli cilt kanserlerinde, koku
alma islevini yerine getiren olfaktéor néronlarin burun boslugundan beyine dogru gog
etmesinde, germ hiicrelerinin gonadlara dogru gdciinde rol oynarak migrasyonu artirabilir
[116,123,124]. Insan mide epitel hiicre hatti GES-1 iizerinde yapilan bir calismada Hedgehog
sinyal yolunun baskilanmasinin GES-1 hiicrelerinin migrasyonunu azalttif gosterilmistir [125].
Bununla birlikte preadiposit migrasyonu lizerine Hedgehog sinyal yolunun etkileriyle ilgili

yeterli calisma bulunmamaktadir.
2.7.Vismodegib
Kii¢lik molekillii Hedgehog sinyal yolagi inhibitérii olan vismodegib, DMSO ve etanolde

iyi, suda az ¢oziinen, molekiil agirhg 421.2971 g/mol olan bir etkin maddedir. Benzanilidler
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olarak bilinen organik bilesikler sinifina ait olan Vismodegibin molekiil formiili su sekildedir;

C19H14C12N203S [121].
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Sekil 2.6. Vismodegib kimyasal yapisi

Vismodegib radyoterapi ya da cerrahi tedavi endikasyonu olmayan ilerlemis ya da
metastatik bazal hiicreli karsinom hastalarinda klinikte kullanima sunulan ilk Hedgehog
inhibitoriduir [126]. Vismodegib GDC-0449 kodu ve Erivedge ticari ismi ile 2012 yilinda FDA
(Food and Drug Administration) ve 2013 yilinda EMA (European Medicines Agency) tarafindan
antineoplastik bir ajan olarak onay almistir [127,128].

Vismodegib antineoplastik etkisini, Hedgehog sinyal yolaginda rol alan Smoothened
proteinine baglanip aktivasyonunu engelledikten sonra hedgehog sinyal transdiiksiyonunu
bloke ederek gosterir. Smoothened aktivasyonu hedgehog sinyal iletimi ile birlikte, GLI
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonuna, niikleer lokalizasyonuna ve hedgehog hedef
genlerinin indiiklenmesine neden olur. Bu genlerin bir¢ogu sagkalim, cogalma ve farklilasmada

rol oynar [127].

Caco-2 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatlar1 [129] ve pankreas hiicre hatlar1 olan
AsPC-1, PANC-1 and MIA PaCa2 hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda vismodegib uygulamasinin
hiicre proliferasyonunu azalttigi gozlenmistir [129]. Vismodegib’in bazal hiicreli karsinomada
da hiicre proliferasyonunu baskilayarak anti-tiimor etki gosterdigi ortaya konulmustur [126].
Yakin zamanda yapilan bir calismada ise gebe ICR farelerine vismodegib uygulamasinin
mezenkimal kok hiicre proliferasyonunu azaltarak mandibula gelisimini bozdugu ve
embriyolarda mikrognati olusmasina yol a¢tig1 gdsterilmistir [131]. Bununla birlikte preadiposit
proliferasyonu lizerine vismodegibin etkisinin incelendigi bir calisma bulunmamaktadir. 3T3-L1
hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada siilforafen uygulamasinin adipogenezi baskiladig1 ve bu
etkisinin Hedgehog sinyal yolu inhibitorii olan vismodegib 6n uygulamasi ile ortadan kalktigi
gosterilmistir [132]. Ancak, vismodegibin adipogenez iizerine etkisinin incelendigi calismalar

kisith sayidadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Deneysel calismalar Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama

Merkezi (MEITAM) ve Tip Fakiiltesi Hiicre Kiiltiiri Laboratuvarinda yapildi.

Calismamizda dondurulmus hiicrelerin ¢oézdiiriilerek kiiltiire edilmesi sirasinda ve
diferansiyasyon protokoliiniin 0. giiniinden bitimine kadar olan dénemde hiicreler fetal sigir
serumu (Fetal bovine serum-FBS) iceren komplete medyum [%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1
penisilin-streptomisin iceren Dulbecco’'nun Eagle Medyumu (DMEM)] icerisinde kiiltiire edildi.
Hiicrelerin pasajlanmasi ve ¢ogaltilmasi sirasinda ise sigir buzagi serumu (Bovine calf serum-
BCS) iceren komplete medyum (%10 BCS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin iceren

DMEM) icerisinde kiiltiire edildi.

Calismamizda kullanilan 3T3-L1 hiicre hatti, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali adina
Tibbi Genetik Anabilim Dali Laboratuvari’'nda bulunan -80°C derin dondurucudan soguk zincir
kosullarinda MEITAM hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirildi ve calismaya baslamadan hemen

once dondurulmus hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosunda 1-2 dakika igerisinde ¢6ziildi.

Kriyoprotektif ajan olarak dondurulmus 3T3-L1 preadiposit hiicre hattinda % 10’luk
DMSO bulunmaktadir. DMSO’yu ortamdan uzaklastirmak amaciyla hiicreler ¢6ziindiirtldiikten
sonra her bir kriyo tiipte bulunan hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere alindi ve iizerine DMEM
eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant dikkatli bir sekilde
uzaklastirildiktan sonra altta kalan pellet tlizerine FBS iceren komplete medyumdan eklenerek
hiicrelerin iyice siispande olmasi saglandi ve 25 cm?’lik flasklara ekim yapilarak %5 CO; igceren

37 °C’deki inkiibatore kaldirildi.
Pasajlama

3T3-L1 hicrelerinin karakteristik 6zelliklerinin bozulmamasi i¢in pasajlama, hiicreler

%?70-80 konfliie durumda iken yapilmalidir.

Bu nedenle hiicreler %70-80 konfliie olduklarinda flasklardaki medyum uzaklastirilip,
2-3 ml serum icermeyen DMEM ile yikama yapildi ve medyum uzaklastirildiktan sonra flaska 1
ml tripsin eklendi. Tripsinizasyon sirasinda 5 dakika siiresince flaska hafif hafif vurularak
hiicrelerin tutunduklan yiizeyden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin ylizeyden tamamen ayrilmasi
inverted mikroskopta gozlendikten sonra flask icerisindeki hiicre soliisyonu hafifce pipetaj
yapilarak alinip 15 ml'lik falcon tiipe konularak, tizerine 10 ml DMEM eklendi ve 1800 rpm
hizda 37°C sicakliktaki santrifiij cihazinda 10 dakika siire ile santrifiij yapildi. Santrifiij islemi

tamamlaninca stiipernatant uzaklastirilip hiicre pelletinin tizerine 7,5 ml BCS iceren komplete
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medyum koyuldu, tiipe hafif hafif vurarak hiicre pelletinin ayrilmasi saglandiktan sonra birkag
kez pipetaj yaparak hiicrelerin homojen olarak dagilmasi saglandi ve flasklara 2,5 ml hiicre
cozeltisinden koyularak iizerine 2,5 ml komplete medyum eklendi. Bdylece hiicreler 1:3

oraninda pasajlandi. Flask icindeki atik medyum, komplete medyumla giinasiri degistirildi.

3T3-L1 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicrelerin bir kismi daha sonra ¢alisilmak tizere dondurularak saklandi. Dondurulmak
istenen hiicrelere tripsinizasyon islemi yapildi Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pelletin
lizerine 10 ml freeze medyum (%10 DMSO ve %10 FBS iceren DMEM) eklenip pipetaj yapilarak
hiicrelerin homojen dagilmasi saglandi. Cozelti kriyoviallere 1,5 ml olacak sekilde boliistiirtildii
ve kapaklar1 kapatildiktan sonra +4°C’de 2 saat, -20°C’de 2 saat bekletilip daha sonra -80°C

derin dondurucuya kaldirildi.
3.2. 3T3-L1 Hiicrelerinin Sayilmasi ve Canlilik Testi

Hiicre kiltiirii deneylerinde her kuyucukta esit sayida hiicre olmasi i¢in ekime
baslamadan 6nce ml’deki canli hiicre sayis1 hesaplanir. Hiicre sayimi i¢in hiicreler tripan mavisi
ile boyanarak thoma laminda canli-6li hiicre sayimi yapildi. Tripsinizasyon sonrasi ekim
yapilmak tizere falkon tiiplere alinan hiicreler tripan mavisi ile vialde karistirilarak, oli
hiicrelerin icine tripan mavisinin girmesi icin 2-3 dk bekletildi, pipetaj yapilarak karisimdan

Thoma lamina aktarildi

Sekil 3.1. Thoma lam1 Sekil 3.2. Sayim alani

Thoma laminda 2 ayr1 boélgedeki secili karelerde bulunan canli hiicreler sayilip
ortalamasi alindiktan sonra bulunan hiicre sayisi 20.000 ile ¢arpilarak 1 ml’deki ortalama hiicre
sayis1 bulundu. Hiicreler ¢ok yogun halde ise siispande hiicreler seyreltilerek bulunan sonug

diliisyon katsayisi ile carpildi.
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3.3. Sinapik Asit ve Vismodegib Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sigma markali sinapik asit ve MedChem markali vismodegib ticari olarak satin alindi.
Sinapik asit 80 pM, vismodegib 10 uM olacak sekilde DMSO icerisinde ¢ozdiiriilerek stok
¢ozeltiler hazirlandi. Deney serilerinde kullanmak icin sinapik asit 5uM, 10uM ve 20uM olacak
sekilde stok ¢ozelti DMSO ile seyreltilerek hazirlanip viallere koyuldu; vismodegib icin ise 10 uM

olarak hazirlanan ¢ozelti viallere koyularak -20 °C de saklandi.
3.4. MTT Calisma Soliisyonu ve Coziicii Soliisyonlarin Hazirlanisi

MTT stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in karanlik ortamda 5 mg MTT hassas terazide tartilip
folyo ile sarilmis falkon tiip icerisine alind1 ve iizerine hazirlanan PBS tampon ¢dzeltisinden 10
ml eklenerek ¢ozdiriilmiis 5 mg/ml konsantrasyonunda hazirlanan ¢ézelti 0,2 um’lik filtreden
gecirildi ve +4 °C de 1 giin muhafaza edildi. MTT ¢alisma soliisyonu ise final konsantrasyonu 0,5

mg/ml olacak sekilde deney giinii hazirland.

Formazan Kkristallerini ¢6zmek icin kullanilacak izopropil alkol, HCI eklenerek pH’s1 2

olacak sekilde asidifiye edildi, +4 °C de saklandi.
3.5. 0il Red O Calisma Cozeltisi Hazirlanisi

175 mg 0il Red O hassas terazide tartilip, 50 ml falkon tiipe alindi, izopropanol ile 50
ml’ye tamamlandi. Tiip, folyo ile sarilarak 1siktan korundu. Hazirlanan karisim ¢éziinmesi igin
vortekslendi ve 2 defa 0,2 pm filtreden gecirildi. Hazirlanan stok ¢6zelti 1 giin +4°C’de bekletildi,
ertesi giin stok ¢ézeltiden 6 birim, distile sudan 4 birim karistirilarak seyreltildi. 20 dakika oda

sicakliginda bekletildikten sonra 0,2 um filtreden gecirilerek ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
3.6. Viabilite Deney Serisi

Sinapik asit ve vismodegibin hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin degerlendirildigi deney
gruplarinda hiicre kiiltir ortamina belirli zaman noktalarinda (24, 48 ve 72 saat siiresince)
vismodegib (10 uM) varliginda veya yoklugunda sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 uM)
uyguland1 ve belirlenen siirelerin bitiminde deney sonlandirilarak hiicre viabilitesi MTT

yontemi kullanilarak degerlendirildi.

Deney serisinin baslangicinda hiicre sayimi yapildiktan sonra 24'lik pleytlere her
kuyucukta 50.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi, hiicreler %100 konfliie olana kadar
glinasirt medyum degisimi yapildi. Hiicreler %100 konfliie olduktan sonra belirlenen dozlarda
sinapik asit ve vismodegib uygulamasi yapildi. Kontrol grubu olarak yine ayn1 hacimde DMSO

uygulandi.
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Deney serileri:

1,25 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)
2,5 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)
5 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)
10 puM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)
20 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)
10 uM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)
DMSO Kontrol grubu (n=4)

MTT Analizi

MTT analizi yapilacak olan pleytin kuyucuklarindaki medyum uzaklastirilip PBS
tamponu ile yikama islemi yapildi, kuyucuklara MTT ¢alisma soliisyonu uygulandi. Pleytlerin
151k almasi 6énlendi ve 37°C’de 4 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi dolan
pleytlerdeki MTT ¢ozeltisi uzaklastirihp olusan formazan kristallerinin ¢6ziinmesi igin
kuyucuklara asidifiye izopropanol uygulandi. 10 dakika boyunca orbital calkalayicida
sallandiktan sonra her bir kuyucuga pipetaj yapilarak alinan 6rnekler 96 kuyucuklu ELISA

pleytlerine konuldu ve ELISA okuyucuda 570 nm absorbansta 6l¢iim yapildi.
3.7. Proliferasyon Deney Serisi

Proliferasyonun degerlendirilmesi icin hiicrelere vismodegib (10 uM) varhginda veya
yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20 pM) uygulanarak 0-2, 2-4 ve 0-4’lincii giin deney serileri
olusturuldu ve deney protokoliiniin 4’lincii giinii deneyler sonlandirilarak MTT analizi yapildi.
Deneylerin baslangicinda pleytlere her kuyucuga 50.000 hiicre olacak sekilde hiicre ekimi

yapilarak hiicreler %100 konflie olana kadar giin asir1 medyum degisimi yapildi.

Hiicrelerin %100 konfliie oldugu giin -2'nci giin olarak kabul edildi ve medyum degisimi
yapilarak 2 giin daha bekletildi. Postkonfluent 2’'nci giin standart diferansiyasyon protokoliiniin
0’'inc1 giinii olarak kabul edildi ve deney gruplarina gore belirli glinlerde kuyucuklara ilag

uygulamalari yapildi. Kontrol grubu olarak ayni hacimde DMSO uygulandi.
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Deney serileri;

@® 5 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)

® 10 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)

® 20 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)

® 10 pM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)

@® 5 pM Sinapik asit + 10 uM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)
® 10 pM Sinapik asit + 10 uM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)
® 20 pM Sinapik asit + 10 uM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)
® DMSO Kontrol grubu (n=4)

3.8. Diferansiyasyon Deney Serisi

Vismodegib (10 pM) varliginda veya yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20 pM)
uygulamasinin 3T3-L1 hiicrelerinin diferansiyasyonu tlizerine etkisinin degerlendirildigi deney
serilerinde belirli zaman noktalarinda (0-4, 4-8 ve 0-8’inci giin) ila¢ uygulamalar1 yapildi ve
diferansiyasyon siirecinin 8’inci giinii Oil Red O boyama yo6ntemi ile hiicre diferansiyasyonu
degerlendirildi. Deney baslangicinda pleytlere her kuyucukta 50.000 hiicre olacak sekilde hiicre
ekimi yapilarak hiicreler %100 oraninda konfliie olana kadar BCS iceren komplete medyum ile
giin asir1 medyum degisimi yapildi. Konfliie olduklar1 giin -2’'nci giin olarak kabul edildi,
hiicreler 2 giin daha bekletilerek diferansiyasyon protokoliintin 0'inc1 giinti olarak kabul edildi
Deney protokoliiniin 0'inc1 giiniinde diferansiyasyonu indiiklemek amaciyla kuyucuklara 0,25
uM deksametazon, 0,5 mM izobutilmetilksantin (IBMX) 1uM insiilin iceren FBS’li komplete
medyum uygulandi. Diferansiyasyon protokoliiniin 2’'nci giintinde kuyucuklara 1pM insiilin
iceren %10 FBS’li komplete medyum, protokoliin 4’lincii giinii kuyucuklara %10 FBS iceren
komplete medyum uygulandi. Kuyucuklarin medyumu giinasir1 degistirilerek 8’inci giine kadar
inkiibe edildi ve 0-4, 4-8 ve 0-8’inci glin araliginda kuyucuklara ila¢ uygulamalar yapildi.

Kontrol grubu olarak DMSO kullanildi.
Deney serileri:

® 5 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)

® 10 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)

® 20 pM Sinapik asit uygulamasi yapilan grup (n=4)

® 10 pM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)

@ 5 uM Sinapik asit + 10 pM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)
® 10 pM Sinapik asit + 10 uM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)
® 20 pM Sinapik asit + 10 pM Vismodegib uygulamasi yapilan grup (n=4)
® DMSO Kontrol grubu (n=4)
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0il Red O Analizi

Protokoliin 8’inci glinlinde deney sonlandirilarak, kuyucuklardan medyum
uzaklastirilip, kuyucuklara %10 formalin eklendi ve 5 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklardan
formalin uzaklastirildiktan sonra tekrar formalin eklendi ve 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun bitiminde kuyucuklardaki formalin tamamen uzaklastirihip, kuyucuklar %60’k
izopropanol ile yikandi ve kurutuldu. Her kuyucuga Oil red O ¢alisma soliisyonundan eklendi, 10
dakika inkiibe edildi. Oil Red O soliisyonu kuyucuklardan uzaklastirilip, kuyucuklar 4 kez distile
su ile yikandi, pleytler inverted mikroskop altinda fotograflandi. Distile su kuyucuklardan
uzaklastirilip kuyucuklar kurutuldu, kuyucuklara %100 izopropanol eklendi. Pleytler 10 dakika
orbital calkalayicida sallandi ve kuyucuklardan pipetaj yapilarak 96’lik ELISA pleytlerine

uygulandi. 490 nm absorbansta 6l¢iim yapildi.
3.9. Migrasyon Deneyi

Her kuyucukta 50.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilan pleytlerde hiicreler konflie
hale geldiginde kuyucuklara 200 pl pipet ucu kullanilarak diiz bir yara acildi ve bu yaranin
genisligi 3 farkli noktadan olgiilerek fotograflar ¢ekildi. Fotograflama 24, 48 ve 72’nci saatlerde
ayni noktalardan tekrar yapilarak ol¢ciimler karsilastirilip yara agikhiginin degerlendirmesi

yapildi. Pleytlerdeki medyumun degisimi glinasir1 yapildi.
3.10. istatistiksel Analiz

Deney serileri kolorimetrik olarak degerlendirildi ve veriler ortalama * standart hata
olarak ifade edildi. Istatistiksel degerlendirme i¢in tek yonlii ANOVA’y1 takiben Dunnet post- hoc
testi kullanildi, P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Viabilite Deney Sonuglari
4.1.1. 24. Saat

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin viabilitesi {izerine sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20
uM) ve vismodegibin (10 pM) etkisini incelemek amaciyla hiicrelere sinapik asit ve vismodegib
uygulandi, 24 saatin sonunda deney sonlandirildi ve MTT analizi yapildi. Sinapik asit ve
vismodegib uygulamasinin 24 saatin sonunda viabilite lizerine anlamli bir etki olusturmadigi

gorildu (Sekil 4.1).

1.2- 24, saat
) mm DMSO Kontrol
1.0 N .
E=1 Sinapik Asit 1,25 uM
E A
£ 0.8+ i Sinapik Asit 2,5 uM
g 0.6 1 Sinapik Asit 5 uM
N~
ol 0.4 Sinapik Asit 10 uM
EE Sinapik Asit 20 uM
0.2
EE  Vismodegib 10 uM
0.0-

Sekil 4.1. 24 saat siireyle sinapik asit ya da vismodegib uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
viabilitesi lizerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine vismodegib (10 uM) ve sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20
uM) uygulandi. 24 saatin sonunda viabilite MTT yontemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla
karsilastirildi. Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma icin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler
anlamli kabul edildi.

4.1.2. 48. Saat

Sinapik asit ve vismodegibin 3T3-L1 preadiposit hiicreleri viabilitesi lizerine etkisini
incelemek icin hiicrelere sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 pM) ve vismodegib (10 pM)
uygulandi, 48 saatin sonunda deney sonlandirilarak MTT analizi yapildi. Sinapik asit ve
vismodegibin secilen konsantrasyonlarda uygulanmasinin 48 saatin sonunda viabilite lizerine

anlamli bir etki olusturmadigi goriildi (Sekil 4.2).
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48. saat
1.01
mm DMSO Kontrol
0.8 % E= Sinapik Asit 1,25 pM
o é; T
i Sinapik Asit 2,5 uM
E 0.6 e P H
g [ Sinapik Asit 5uM
5 0.4 NN
ol . Sinapik Asit 10 uM
0.2+ B Sinapik Asit 20 pM
E= Vismodegib 10 uM
0.0-

Sekil 4.2. 48 saat siireyle sinapik asit ya da vismodegib uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
viabilitesi lizerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 uM) ve vismodegib (10
uUM) uygulamasi yapildiktan 48 saat sonra MTT yontemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla
karsilastirildi. Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma icin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler
anlamli kabul edildi.

4.1.3. 72. Saat

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin viabilitesi iizerine sinapik asit ve vismodegibin etkisini
incelemek icin hiicrelere sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 pM) ve vismodegib (10 pM)
uygulamasi yapildi, 72 saatin sonunda viabilite MTT yontemi kullanilarak analiz edildi. Sinapik
asit ve vismodegibin secilen dozlarda uygulanmasinin 72 saatin sonunda viabilite lizerine

anlaml bir etki olusturmadig: goriildii (Sekil 4.3).

72. saat
1.0
mm DMSO Kontrol
0.81 Sinapik Asit 2,5 uM
l 1 Sinapik Asit 5uM
£ 0.6 ; R P .
g Sinapik Asit 10 uM
S 0.4 ” o
0 . B Sinapik Asit 20 pM
0.2+ E= Vismodegib 10 uM
0.0-

Sekil 4.3. 72 saat siireyle sinapik asit ya da vismodegib uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
viabilitesi iizerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 pM) ve vismodegib (10
uM) uygulamasi yapildiktan 72 saat sonra hiicre viabilitesi MTT yontemi ile analiz edildi. Veriler DMSO
kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama # standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel
karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi.
P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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4.2. Proliferasyon Deney Sonuglari
4.2.1. 0-2’nci Giin

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin proliferasyonu lizerine diferansiyasyon protokoliiniin
0-2'nci giinleri arasinda uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog
sinyal yolaginin karisip karismadigini degerlendirmek amaci ile gergeklestirilen deneyde
protokoliin 2-4’lincli giin araliinda vismodegib (10 pM) varliginda veya yoklugunda sinapik
asit (5, 10 ve 20 pM) uygulandi. Deney 4’ilincii glin sonlandirilarak hiicre proliferasyonu MTT
analizi ile degerlendirildi. 5 ve 10 pM sinapik asit uygulamasi ile 3T3-L1 hiicre
proliferasyonunda azalma goriilmekle birlikte bu azalma anlamh bulunmazken, 20 uM sinapik
asit uygulanmasinin 3T3-L1 hiicre proliferasyonunu anlaml olarak azalttig1 goriildii. Hedgehog
inhibitorii vismodegib 6n uygulamasi sinapik asidin olusturdugu proliferasyonu baskilayici

etkisini ortadan kaldirdi (Sekil 4.4).

0-2'nci Guin
5_
4- === DMSO Kontrol
T * T == Vismodegib 10 pM
1S 34 % % Sinapik Asit 5 uM
S = Sinapik Asit 10 uM
b5 2- Sinapik Asit 20 uM
3 Sinapik Asit 5 uM + Vismodegib 10 uM
14 E= Sinapik Asit 10 pM + Vismodegib 10 uM
_____ E=  Sinapik Asit 20 uM + Vismodegib 10 uM
0_

Sekil 4.4. 0-2'nci giin araliginda vismodegib (10 uM) varliginda ya da yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20
uM) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin proliferasyonu iizerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine 0-2’nci
glinler arasinda vismodegib varliginda veya yoklugunda sinapik asit uygulandi ve 4’iincii giiniin sonunda
proliferasyon MTT yontemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

4.2.2. 2-4’iincu Giin

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin proliferasyonu tlizerine diferansiyasyon protokoliiniin
2-4lncii gilinleri arasinda uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog
sinyal yolaginin karisip karismadigini degerlendirmek amaci ile gergeklestirilen deneyde
protokoliin 2-4’lincli giin araliginda vismodegib (10 pM) varhiginda veya yoklugunda sinapik
asit (5, 10 ve 20 puM) uygulandi. Deney 4’lincii glin sonlandirilarak hiicre proliferasyonu MTT

analizi ile degerlendirildi. Sinapik asit 5 ve 10 pM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre
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570 nm

proliferasyonunda bir miktar azalma gozlenmekle ile birlikte bu azalma anlamli bulunmadi.
Bununla birlikte, 20 uM sinapik asit uygulamasi hiicre proliferasyonunu anlaml olarak azaltti,
Hedgehog inhibitorii vismodegib 6n uygulamasi sinapik asidin 20 puM konsantrasyonda

uygulandiginda olusturdugu proliferasyonu baskilayici etkiyi ortadan kaldirdi (Sekil 4.5).

2-4'(incui Giuin

4_
=mm DMSO Kontrol
T * T weews| Vi'smo.degik.) 10 puM
3 Sinapik Asit 5 uM
3 Sinapik Asit 10 uM
2 Sinapik Asit 20 uM
3 Sinapik Asit 5 uM + Vismodegib 10 uM
E==S Sinapik Asit 10 uM + Vismodegib 10 uM
14 E=D Sinapik Asit 20 uM + Vismodegib 10 uM
0_

Sekil 4.5 Diferansiyasyon protokoliiniin 2-4’lincii giinleri arasinda vismodegib varliginda ya da
yoklugunda sinapik asit uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin proliferasyonu iizerine etkisi.
Protokoliin 2-4'lincii giinleri arasinda vismodegib (10 uM) varliginda ya da yoklugunda sinapik asit (5, 10
ve 20 pM) uyguland1. Protokoliin 4’iincii giinii sonunda deney sonlandirildi ve proliferasyon MTT yontemi
ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterildi ve istatistiksel karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc
test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

4.2.3. 0-4’iincu Giin

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin proliferasyonu iizerine diferansiyasyon protokoliiniin
0-4’lincii glinleri arasinda uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog
sinyal yolaginin karisip karismadigini degerlendirmek amaci ile gergeklestirilen deneyde
protokoliin 0-4’iincii giinleri arasinda vismodegib (10 pM) varliginda veya yoklugunda sinapik
asit (5, 10 ve 20 puM) uygulandi. Deney 4’lincii glin sonlandirilarak hiicre proliferasyonu MTT
analizi ile degerlendirildi. Sinapik asit 5 ve 10 pM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre
proliferasyonunda bir miktar azalmaya neden olsa da bu azalma anlaml bulunmadi. Sinapik asit
20 pM konsantrasyonda uygulandiginda hiicre proliferasyonunu anlamli olarak azaltti.
Hedgehog inhibitérii vismodegib o6n wuygulamast 20 pM sinapik asit uygulamasinin

proliferasyonu baskilayici etkisini ortadan kaldirdi (Sekil 4.6).
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0-4'lincii Giin

51 =mm DMSO Kontrol
4 L= Vismodegib 10 uM
T * Sinapik Asit 5uM
£ 31 % — % — 1 Sinapik Asit 10 uM
§ Sinapik Asit 20 uM
6 2] == Sinapik Asit 5uM + Vismodegib 10uM
11 B3 Sinapik Asit 10uM + Vismodegib 10uM
E=E Sinapik Asit 20uM + Vismodegib 10uM
0.

Sekil 4.6. 0-4’lincii giin aralifinda vismodegib varliginda ya da yoklugunda sinapik asit uygulamasinin
3T3-L1 preadipositlerinin proliferasyonu iizerine etkisi. Protokoliin 0-4’lincii giinleri arasinda
vismodegib (10 pM) varliginda ya da yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20 pM) uygulandi. Protokoliin
4’linct glini sonunda deney sonlandirildi ve hiicre proliferasyonu MTT yontemi ile analiz edildi. Veriler
DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel
karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi.
P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

4.3. Diferansiyasyon Deney Sonuglari
4.3.1. 0-4’iincii Giin

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin diferansiyasyonu tizerine deney protokoliiniin 0-4'tinci
glnleri arasinda uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog sinyal
yolaginin karisip karismadigini degerlendirmek amaci ile gergeklestirilen deneyde protokoliin
0-4’iincii giin araliginda vismodegib (10 uM) varliginda veya yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve
20 uM) uygulandi, 8’inci giiniin sonunda deney sonlandirildi ve diferansiyasyon Oil Red O
boyama yontemi ile degerlendirildi. Sonuc¢lara gore, 0-4’lincii giin arasinda 20 pM sinapik asit
uygulamasi diferansiyasyon lizerinde anlaml bir azalmaya neden olurken, Hedgehog inhibitori
vismodegib 6n uygulamasi ise 20 pM sinapik asidin diferansiyasyonu baskilayici etkisini

ortadan kaldirmadi (Sekil 4.7).
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490 nm

0-4'Giincu Gun

0.51
mm DMSO Kontrol
0.4+ =1 Vismodegib 10 uM
% T % L Sinapik Asit 5 uM
0.3 § I Sinapik Asit 10 uM
0.2- Sinapik Asit 20 uM
= Sinapik Asit 5 uM + Vismodegib 10 uM
0.1 E= Sinapik Asit 10 uM + Vismodegib 10 pM
0.0 Sinapik Asit 20 uM + Vismodegib 10 uM

Sekil 4.7. 0-4’linci giin aralifinda vismodegib varliginda ya da yoklugunda sinapik asit uygulamasinin
3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu {izerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine diferansiyasyon
protokoliiniin 0-4’iincii giin aralifinda vismodegib (10 uM) ve sinapik asit (5, 10 ve 20 pM) uygulandi
8’inci giiniin sonunda MTT yontemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma igin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

4.3.2. 4-8’inci Giin

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin diferansiyasyonu lizerine deney protokoliiniin 4-8’inci
giinleri arasinda uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog sinyal
yolaginin karisip karismadigini degerlendirmek amaci ile gerceklestirilen deneyde protokoliin
4-8'inci giinleri arasinda vismodegib (10 uM) varliginda veya yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve
20 pM) uygulandi, 8’inci gliniin sonunda deney sonlandirildi. Diferansiyasyon Oil Red O boyama
yontemi ile degerlendirildi. Bulgulara gore, 4-8’inci giin araliginda 20 uM sinapik asit
uygulamasi diferansiyasyon tlizerinde anlaml bir azalmaya neden oldu. Hedgehog inhibitorii
vismodegib 6n uygulamasinin sinapik asidin diferansiyasyonu baskilayic1 etkisini ortadan

kaldirdig: goriildi (Sekil 4.8).
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4-8'inci Gun
0.5
mm DMSO Kontrol
0.4- E=J Vismodegib 10 uM
% * Sinapik Asit 5 uM
Eo03 £ Sinapik Asit 10 M
§ - Sinapik Asit 20 uM
I Sinapik Asit 5 uM + Vismodegib 10 uM
0.1 E=1  Sinapik Asit 10 uM + Vismodegib 10 uM
0.0 E=I  Sinapik Asit 20 uM + Vismodegib 10 uM

Sekil 4.8. 4-8’inci giin aralifinda vismodegib varliginda ya da yoklugunda sinapik asit uygulamasinin
3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu tizerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine 4-8’inci giin araliginda
vismodegib (10 pM) varliginda veya yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20 uM) uygulandi. Protokoliin
8’inci gilini sonunda deney sonlandirilarak diferansiyasyon Oil Red O boyama yontemi ile analiz edildi.
Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama # standart hata olarak gosterildi ve
istatistiksel karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak
kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

4.3.3. 0-8’inci Giin

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin diferansiyasyonu iizerine deney protokoliiniin 0-8’inci
giinleri arasinda uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog sinyal
yolaginin karisip karismadigini degerlendirmek amaci ile gerceklestirilen deneyde
diferansiyasyon siireci boyunca (0-8’inci giin) vismodegib (10 pM) varliginda veya yoklugunda
sinapik asit (5, 10 ve 20 uM) uygulamasi yapildi ve diferansiyasyon siireci 8'inci gliniin sonunda
sonlandirilip Oil Red O boyamasi yapildi. Sonuglara gore, 0-8’inci giin arasinda 20 pM sinapik
asit uygulamas1 diferansiyasyon iizerinde anlamli bir azalmaya neden olurken, Hedgehog
inhibitéri vismodegib 6n uygulamasinin ise sinapik asidin tek basina uygulandiginda

olusturdugu diferansiyasyonu baskilayici etkisini ortadan kaldirmadigi goriildi (Sekil 4.9).

0-8'inci Gun

0.4
mmm DMSO Kontrol
0.3 % l * l e V?smc?degi.b 10 uM
% Sinapik Asit 5 uM
g C Sinapik Asit 10 uM
§ 0.2 Sinapik Asit 20 uM
= Sinapik Asit 5 uM + Vismodegib 10 uM
0.15 == Sinapik Asit 10 uM + Vismodegib 10 M
0.0 E=  Sinapik Asit 20 uM + Vismodegib 10 uM

Sekil 4.9. 0-8’inci glin aralifinda vismodegib varliginda ya da yoklugunda sinapik asit uygulamasinin
3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu tizerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine 0-8’inci glin araliginda
vismodegib 10 pM ve sinapik asit (5, 10 ve 20 pM) uyguland: .8’inci giiniin sonunda diferansiyasyon Oil
red O boyama yo6ntemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanildi. Dunnet post- hoc test olarak kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

34



Ozge KELES, Yiiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

4.4. Migrasyon Deneyi Sonuclari

Sinapik asit 5 uM Sinapik asit 10 pM
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Sinapik asit 20 pM Vismodegib 10 uM
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Sinapik asit 5 uM + Vismodegib 10 uM Sinapik asit 10 pM + Vismodegib 10 pM

0. saat 0. saat

24. saat 24. saat
~ 757.83 pm

706.43 pm

48. saat 48. saat

897.67 im

72. saat 72. saat
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Sinapik asit 20 uM + Vismodegib 10 pM DMSO kontrol

0. saat 0. saat

24. saat 24. saat

48. saat 48. saat

513.69 ym

Sekil 4.10. Vismodegib varliginda ya da yoklugunda sinapik asit uygulamasinmin 3T3-L1
preadipositlerinin migrasyonu tizerine etkisi (0-72. saat). Protokoliin 24, 48 ve 72 saatleri boyunca
hiicrelere vismodegib (10 uM) varliginda ve yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20 uM) uygulandu.

4.4.1. 24 Saat

Hiicre ekimi yapilmadan dnce, yakin noktalardan o6l¢ciim yapabilmek amaci ile pleytlerin
alt kismina 3’er adet yatay referans ¢izgisi ¢izildi. Deney serisinin baslangicinda her kuyucuga
50.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicre ekimi yapildiktan sonra beklenilen diizeyde
konfliie olunca kuyucuklardaki medyum uzaklastirildi. U¢ kismindan 2-3 mm uzakliktan
kesilerek genisligi artirllmis 200 pl pipet uclar kullanilarak pleytlerde yer alan referans
cizgilerinin tam ortasindan dikey bir sekilde yara acildi. Yara acildiktan sonra kuyucuklarin

tabanindan kalkan hiicrelerin uzaklastirilmasi icin dikkatlice DMEM ile yikama islemi yapildi.
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Kuyucuklara BCS iceren komplete medyum eklendi ve vismodegib (10 uM) varliginda ya da
yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20 uM) uygulamasi yapildi. Kontrol grubu olarak ayni hacimde
DMSO uygulandi. Migrasyonun degerlendirilmesi icin 24 saatin sonunda hiicrelerin bulundugu
pleyt 4x biiylitmede ayarlanan mikroskop altinda goriintiilendi ve referans ¢izgileri baz alinarak

yara acikliginin d6l¢limi yapilarak fotograflandi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11. Vismodegib varliginda veya yoklugunda sinapik asit uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
migrasyonu iizerine etkisi (24. saat). Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Dunnet post- hoc test kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamh kabul edildi.

o

24 saat boyunca hiicrelere 5, 10 ve 20 uM sinapik asit uygulanmasi migrasyonda doza
bagiml bir artisa neden oldu ancak bu artis sadece 20 pM sinapik asit uygulamasinda anlaml
bulundu. Sadece vismodegib uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére migrasyonda azalma
goriildi ancak bu azalma anlamli bulunmadi. 20 pM sinapik asit uygulamasinin migrasyonda

neden oldugu artis vismodegib 6n uygulamasi ile ortadan kaldirildi.
4.4.2. 48 Saat

Hiicrelerin bulundugu kuyucuklara vismodegib (10 puM) varliginda veya yoklugunda 48
saat stire ile sinapik asit (5, 10 ve 20 uM) ve kontrol grubu olarak aymi hacimde DMSO
uygulandi. Migrasyonun degerlendirilmesi icin 48 saatin sonunda mikroskop yardimiyla yara

acikhigr olguldi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.12. Vismodegib varliginda veya yoklugunda sinapik asit uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
migrasyonu lizerine etkisi (48. saat). Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi ve istatistiksel karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Dunnet post- hoc test kullanildi. P<0.05 olan degerler anlaml kabul edildi.

48 saat boyunca hiicrelere 5, 10 ve 20 pM sinapik asit uygulanmasi migrasyonda doza
bagimli bir artisa neden oldu ancak bu artis sadece 20 pM sinapik asit uygulamasinda anlaml
bulundu. Vismodegib 6n uygulamasi 20 pM sinapik asidin migrasyonda neden oldugu artis1 bir

miktar azalttifi, ancak ortadan kaldirmadig: goriildii.
4.4.3. 72 Saat

72 saat siire ile hiicrelerin bulundugu kuyucuklara vismodegib (10 pM) varliginda veya
yoklugunda sinapik asit (5, 10 ve 20 pM) ve kontrol grubu olarak ayni hacimde DMSO
uygulamas1 yapildi. Migrasyonun degerlendirilmesi igin 72 saatin sonunda mikroskop

yardimiyla yara agikligi dl¢tildi (Sekil 4.10).

72 Saat
E 601 * mm DMSO Kontrol
w l 3 Vismodegib 10 uM
é 40 ==2 Sinapik Asit 5 pM
© ; Sinapik Asit 10 yM
S E= Sinapik Asit 20 uM
=_:=3> 20 Sinapik Asit 5 yM + Vismodegib 10 uM
% =3 Sinapik Asit 10 uM + Vismodegib 10 uM
;g 0. 3 Sinapik Asit 20 yM + Vismodegib 10 uM

Sekil 4.13. Vismodegib varliginda veya yoklugunda sinapik asit uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
migrasyonu iizerine etkisi (72. saat). Veriler DMSO kontrol grubuyla karsilastirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gdosterildi ve istatistiksel karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve
Dunnet post- hoc test kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamh kabul edildi.
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Hiicrelere 72 saat boyunca 5, 10 ve 20 puM sinapik asit uygulanmasi migrasyonda doza
bagimli bir artisa neden oldu ancak bu artis sadece 20 pM sinapik asit uygulamasinda anlamh
bulundu. Sadece vismodegib uygulamasinin migrasyonda azalmaya neden oldugu goriilmekle
birlikte bu azalma anlamli bulunmadi. Vismodegib 6n uygulamasi 20 pM sinapik asit

uygulamasinin migrasyonda neden oldugu artis1 ortadan kaldirdu.
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5. TARTISMA ve SONUC

Viicutta asir1 yag birikimiyle karakterize olan obezite fazla kalori alimi, hareketsiz yasam
tarzi, genetik faktorler ve cevresel etkenler gibi ¢esitli nedenlerle ortaya cikabilir. Obezite, kalp
hastalig, yiiksek tansiyon, diyabet ve diger saglik sorunlariyla iliskilendirilir ve yasam kalitesini

olumsuz etkileyebilir [1,2].

Obezitede viicut yag doku miktarindaki artisa yol acan iki mekanizmadan birisi preadiposit
diferansiyasyonu sonucu gercgeklesen adipogenez siirecidir. Calismamizda 3T3-L1 preadiposit
hiicrelerinde, antiadipojenik etkilere sahip olabilecegi diisiiniilen sinapik asidin hiicre
viabilitesi, proliferasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonu iizerindeki etkileri arastirildi ve

Hedgehog sinyal yolaginin bu etkilere aracilik edip etmedigi incelendi.

Hiicre kiltiiriinde viabilite, hiicrelerin canlilik ve hayatta kalma yetenegini ifade eder.
Hiicre viabilitesi, 6zel boyama veya analiz yontemleri kullanilarak canli ve 6lii hiicrelerin
sayisiyla degerlendirilir. 3T3-L1 hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada sinapik asidin 1, 2, 5,
10 ve 20 pM konsantrasyonlarda uygulanmasinin adiposit canliligl iizerinde olumsuz bir etki
olusturmadigi gosterilmistir [5]. Daha 6nce 3T3-L1 hiicre kiiltiirii tizerinde yapilan ¢alismalarda
Hedgehog inhibitorii olarak kullanilan 10 pM vismodegib, hiicre viabilitesi tizerinde olumsuz

etki gdstermemistir [132].

Calismamizda hiicre viabilitesi deney serilerinde kullanilmak iizere segilen 5 farkli sinapik
asit dozunun (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 pM) ve Hedgehog sinyal yolag1 inhibitérii olan vismodegibin
(10 uM) hiicre canhiligr lizerinde anlamh bir etkisi gézlenmedi. Hiicre viabilitesi tizerinde
olumsuz etkisi bulunmadigl gozlenen sinapik asidin proliferasyon, diferansiyasyon ve

migrasyon deneylerinde kullanilmak iizere 3 farkli dozu (5, 10 ve 20 pM) secildi.

Hiicre proliferasyonu, hiicrelerin ¢ogalma yetenegidir [105]. Proliferasyon siirecinin 0-2, 2-
4 ve 0-4’lincii glin araliginda 5 ve 10 pM sinapik asit uygulamasinin hiicre proliferasyonunda
azalmaya neden oldugu gozlenmekle birlikte bu azalma anlamli bulunmazken, 20 pM sinapik
asit uygulamasi hiicre proliferasyonunu anlamli olarak azaltti. Hedgehog inhibitorii vismodegib
o6n uygulamasi ise sinapik asidin tek basina uygulandiginda neden oldugu proliferasyonu
baskilayici etkisini ortadan kaldirdi. Bu sonuglar 15181nda, sinapik asidin antiproliferatif etkisine

Hedgehog sinyal yolag1 aracilik ediyor gibi goériinmektedir.

3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin diferansiyasyon asamasi kademeli ve karmasik bir
sekilde, basta PPARy ve C/EBP protein grubu olmak tzere onemli diger transkripsiyon
faktorleri ile birlikte diizenlenir. Yapilan bir ¢alismada sinapik asidin de iginde yer aldig1 3 farkh

bitkiden elde edilen ekstraktin 3T3-L1 hiicrelerinde lipid birikimini azalttig1 ve PPARy, C/EBPq,
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aP2, FAS, LPL, HSL gen ekspresyonlarini inhibe ederek adipogenez ve lipogenezin
baskilanmasini sagladig1 gosterilmistir. 3T3-L1 preadiposit hiicrelerine verilen farklilastirma
kokteyli ile birlikte diferansiyasyon siireci baslar ve ilk 2 giin diferansiyasyon siirecinin erken
evresi olarak kabul edilir. Diferansiyasyon siirecinin erken evresinde C/EBPS& ile C/EBPf aktive
olur ve bu transkripsiyon faktorleri, 6nce PPAR-y hemen ardindan C/EBPa proteinlerinin
aktivasyonunu saglayarak diferansiyasyonun erken evresinden olgun adiposit olusumuna kadar

ekspresyonlari devam eder [53].

Yonlenme gerceklestikten sonra hiicrelere farklilastirma kokteyli uygulanarak
diferansiyasyon siireci baslatilir. Diferansiyasyon protokoliiniin 0-4, 4-8 ve 0-8’inci giinleri
arasinda sinapik asit 5 ve 10 pM konsantrasyonda uygulandiginda diferansiyasyonu bir miktar
baskiladig goriilmekle birlikte diferansiyasyondaki bu azalmanin anlamli bulunmadig: gorildu.
Benzer sekilde sadece vismodegib 10 pM uygulamasi da diferansiyasyon lizerine anlaml bir etki
olusturmadi. Bununla birlikte 0-4, 4-8 ve 0-8’inci giinler arasinda 20 uM sinapik asit uygulamasi
hiicre diferansiyasyonunda anlamli bir azalmaya neden oldu. ilging olarak diferansiyasyon
protokoliiniin 0-4 ve 0-8’inci glinleri arasinda Hedgehog inhibitorii vismodegib 6n uygulamasi
20 pM konsantrasyonda uygulanan sinapik asidin diferansiyasyonu azaltici etkisini
degistirmemisken, 4-8’inci glinler arasinda vismodegib 6n uygulamasi1 ise sinapik asidin

diferansiyasyonu baskilayici etkisini ortadan kaldirdu.

Calismamizda, 3T3-L1 hiicrelerine 0-2, 2-4 ve 0-4’lincii giin araliginda 20 puM sinapik asit
uygulamasinin hiicre proliferasyonunu anlamh olarak azaltmasi da g6z oniine alindiginda,
sinapik asidin diferansiyasyon protokoliintin 4-8’inci giinleri arasinda 20 uM konsantrasyonda
uygulandiginda diferansiyasyonu baskilayici etkisinin vismodegib 6n uygulamasi ile ortadan
kalkmasi ancak, diferansiyasyon protokoliiniin 0-4 ve 0-8’inci glinleri arasinda vismodegib 6n
uygulamasinin sinapik asidin (20 pM) diferansiyasyonu baskilayic1 etkisini ortadan
kaldirmamasi c¢eliskili goriinmektedir. Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
sinapik asidin preadiposit diferansiyasyonu iizerine baskilayici etkisine AMPK sinyal yolaginin
karistig1 goz oniine alindiginda sinapik asidin deney protokoliiniin diferansiyasyonun basladig
orta-ge¢ asamasinda uygulandiginda Hedgehog sinyal yolagi disinda baska sinyal yolaklar
araciligy ile etki ediyor olabilecegi one siiriilebilir [5,133,134]. Bununla birlikte, bu ¢ikarimin

dogrulanabilmesi i¢in ek deneylerin yapilmasina gereksinim bulunmaktadir.

AMPK sinyal yolagl, viicutta enerji homeostazinin diizenlenmesinde yag asitlerinin
sentezine ve parcalanmasina aracilik ederek kritik bir rol oynar. AMPK sinyal yolag: aktive
edildiginde, karbonhidrat ve lipidlerin metabolizmasi icin hedef proteinleri fosforile eder. Aktif
AMPK, sterol diizenleyici element baglayici protein-1 (SREBP-1), C/EBPa, PPARy ve yag asidi

sentazin (FAS) ekspresyonunu inhibe ederek adipogenez sirasinda lipid birikimini azaltir [133].
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3T3-L1 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada AMPK sinyal yolaginin aktivasyonunun adipogenezin
erken asamasinda diferansiyasyonu baskiladig1 bulunmustur [134]. Ayrica 3T3-L1 hiicrelerinde
yapilan baska bir ¢alismada sinapik asit uygulamasinin AMPK sinyal yolunu aktive ederek
adipogenezi baskiladig1 gosterilmistir [5]. Dolayisiyla 0-4 ve 0-8’inci giin aralifinda sinapik asit
uygulamasinin 3T3-L1 hiicre kiltiiriinde hem Hedgehog sinyal yolagi aktivasyonu hem de
AMPK sinyal yolag aktivasyonu ile diferansiyasyonu erken asamada baskiladigi ve sadece
Hedgehog sinyal yolag1 inhibitorii olan vismodegib én uygulamasinin bu baskilamay: ortadan

kaldirmak i¢in yeterli olmadigi diisiintilebilir.

Kolesterol ve doymamis yag asidi sentezinde kilit bir rol oynayan SREBP1 (Sterol
diizenleyici element baglayic1 transkripsiyon faktoérii 1; Sterol regulatory element-binding
protein 1), adipoz dokuda yiiksek diizeyde eksprese edilen ve adiposit diferansiyasyonunu
modile eden bir transkripsiyon faktoriidiir [135]. Yakin zamanda 3T3-F442 ve 3T3-L1
preadipositlerinin farklilasmasi sirasinda SREBP1’in indiiklendigi bulunmustur [133]. 3T3-L1
hiicrelerinde diferansiyasyon protokoliiniin birinci gini SREBP1’in ekspresyonunun artmaya
basladig1 ve artisin diferansiyasyon protokoliiniin 4’lincii glinli zirveye ulastifl gosterilmistir
[136]. SREBP1’in adipogenezde kilit rol oynayan PPARy ekspresyonunu indiikledigi ve
diferansiyasyonu stimiile ettigi bilinmektedir [137]. Asir1 yagh diyetle beslenen hamsterler
lizerinde yapilan bir calismada diyete eklenen sinapik asidin SREBP1 aktivasyonunu azalttig1
gosterilmistir. S6z konusu calismada sinapik asit hamsterlerin kilo alimini anlamlh olarak
azaltmis, yag dokuda inflamasyon belirteglerinde belirgin azalmaya yol agmis ve asir1 yagh
diyetle beslenen hamsterlerde gozlenen perirenal, inguinal ve epididimal yag kitlesi artisinda
anlamli oranda diismeye neden olmustur [138]. Bu bilgiler 1siginda sinapik asidin
diferansiyasyonun erken evresinden itibaren uygulanmasi durumunda diferansiyasyon {lizerine
baskilayic1 etkisine SREBP1 aktivasyonunun inhibe edilmesinin de aracilik ediyor olabilecegi

akla gelmektedir.

ERK, p38 ve |NK mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), cogalma ve
farklilasma gibi bir¢ok temel hiicresel siirecte gorev alan hiicre ici sinyal yollaridir. MAPK'ler,
cesitli uyaranlar tarafindan aktive edilerek adiposit farklilasmasinda gorev alabilirler [139].
Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada 3T3-L1 hiicrelerine diferansiyasyon protokoliiniin 0’inc1
ve 2'nci giinlerinde sinapik asit uygulamasinin p38/MAPK/CREB sinyalini indiikledigi [134];
diger bir calismada ise MAPK aktivasyonun 3T3-L1 hiicrelerinde diferansiyasyonu 0-2’nci giin
araliginda baskiladig1 gosterilmistir [140]. Dolayisiyla 0-4 ve 0-8’inci glinler arasinda sinapik
asidin diferansiyasyonu baskilayici etkisine p38/MAPK/CREB sinyal aktivasyonun da aracilik

ediyor olabilecegi diistiniilebilir.
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Sinapik asidin farkli hiicre tiplerinde migrasyon iizerine etkisini gdsteren calisma sayisi
oldukga kisith olmakla birlikte, sinapik asidin de iginde bulundugu fenolik bilesikleri iceren H.
Pseudoleave (Kesis kantaronu) ekstresinin in vitro yara iyilesme modelinde L929 fare dermal
fibroblastlarinin migrasyonunu anlaml olarak artirdig1 gésterilmistir [141]. Baska bir calismada
ise aralarinda sinapik asidin de bulundugu hidroksisinamik asit tiirevlerini yiiksek diizeyde
iceren Brassica carinata A. Braun (Etiyopya hardali) ekstrakti uygulanmasinin saghkli Swiss
Albino farelerinde yara iyilesmesini belirgin ve anlaml olarak artirdig1 ve olusturulan tam kat
yara dudaklarinin kapanmasini hizlandirdigi bulunmustur [142,143]. Yakin zamanda yapilan bir
calismada ise %1 sinapik asit iceren jel uygulamasinin streptozosin ile indiiklenen diyabetli
Wistar albino siganlarda yara iyilesmesini belirgin olarak artirdigi gosterilmistir. S6z konusu
calismada sinapik asidin yara boélgesine epitel hiicresi migrasyonunu artirdig1 da bulunmustur
[144]. Bu sonuglarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da hiicrelere tiim zaman araliklarinda
(24, 48 ve 72 saat) sinapik asit (5, 10 ve 20 pM) uygulanmasi kontrol grubuna gére migrasyonu
doza bagiml bir sekilde artirmakla birlikte bu artis 5 ve 10 puM konsantrasyonlarda anlamh
degildi. Bununla birlikte 20 pM sinapik asit uygulamasi tiim zaman araliklarinda hiicre
migrasyonunda anlamli artisa yol acti. Ilging olarak, sinapik asidin migrasyon iizerine etKisi
hiicre tipi secici gibi goriinmektedir. Kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda sinapik asidin
hiicre migrasyonunu ve proliferasyonunu azalttigini gosteren calismalar da bulunmaktadir.
Sinapik asidin PANC-1 ve SW1990 pankreas kanseri hiicrelerinin migrasyonu ve
proliferasyonunu azalttifi ancak HPDE normal pankreatik duktal epitelyal hiicrelerinin
migrasyon ve proliferasyonunu etkilemedigi bulunmustur [145]. Benzer sekilde, sinapik asit
uygulamasi HT-29 kolon kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskilamistir [146]. Yakin
zamanda yapilan baska bir ¢alismada sinapik asidin PC-3(A) ve LNCaP insan prostat kanseri
hiicrelerinin migrasyonunu anlamli olarak azalttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, s6z konusu
calismada kullanilan sinapik asit konsantrasyonlar1 ¢ok yiiksektir (250-4000 uM) ve sinapik
asidin uygulanan konsantrasyonlarda hiicre viabilitesinde belirgin azalmaya da neden oldugu
gorilmektedir [147]. Literatiirden elde edilen bilgiler degerlendirildiginde sinapik asidin kanser
hiicrelerinin migrasyonunu azaltirken saglikli hiicrelerde migrasyonu artirici etkilerinin
bulundugu sdylenebilir. Bununla birlikte, belirtilen ¢alismalarda sinapik asidin bu etkiyi hangi
sinyal yolaklar1 araciligi ile ortaya koydugu karanliktadir. Bizim ¢alismamizda ise sinapik asidin
24 ve 72 saat sliresince hiicre kiiltiir ortamina 20 pM konsantrasyonda uygulandiginda
olusturdugu migrasyon artisinin Hedgehog inhibitérii vismodegib 6n uygulamasi tarafindan
ortadan kaldirilmis olmasi, bu etkiye Hedgehog sinyal yolaginin aracilik ediyor olabilecegini
diisiindirmektedir. Ancak, 20 pM sinapik asitin 48 saat boyunca uygulamasinin migrasyonu
artiricl etkisinin vismodegib 6n uygulamasi ile ortadan kalkmamasi a¢iklanmaya muhtag gibi

goriinmektedir.
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Calismamizda hiicre migrasyonunun degerlendirilmesi icin uygulanan in vitro yara
iyilesme modeli ¢ok basit, diisiik maliyetli ve uygulanabilirligi kolay bir yontem olmasi nedeni
ile hiicre migrasyonunu degerlendirmek icin ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir [148]. Bununla
birlikte yontemin uygulanmisindan kaynaklanan birtakim dezavantajlari1 da bulunmaktadir.
Genellikle monolayer hiicre kiiltiirlerinde uygulanan bu yontem ucu bir miktar kesilerek
genisletilmis pipet uglar1 kullanilarak hiicrelerin tutunduklar: zeminde bir agiklik yaratilarak bu
acikligin belli bir zaman araliginda o bolgeye goéc eden hiicrelerce kapanma hizinin
degerlendirilmesine dayanir. Zeminde manuel olarak olusturulan agikligin genisligi ve derinligi
standart olmamakta, ayn1 deney serisinde farkli kuyucuklarda birbirinden oldukc¢a farkli yara
genislikleri acildig1 goriilebilmektedir. Bu durum da 6l¢iim yapilirken zorluk olusturmaktadir.
Calismamizda ucu kesilerek genisletilmis bir pipet yardimi ile kuyucuklarda manuel bir sekilde
olusturulan yara agikliginin, sabit bir deger olmaktan uzak olup 300-820 nm boyut arasinda
degiskenlik gosterdigi de goz oniinde tutuldugunda bu farkh genislikteki yara agikliklarinin
olciimlerin tutarhhigin etkilemis olmasi miimkiin gériinmektedir. Olciimlerin dogrulugunu
etkileyen bir diger faktéor de kazima islemi sirasinda olusan yara kenarlarinin diizensiz
olmasidir. Ozellikle ¢ok kuyucuklu pleytlerde farkhh zaman noktalarinda c¢oklu o6lciimler
yapildiginda uygulayici tarafindan ayni noktanin tespit edilerek olg¢iilmesi zorlasmakta, buna
bagl olarak 6l¢tim hatalar olabilmektedir [149]. Yara a¢ikligi modelinin diger bir dezavantaji da
kazima islemi sirasinda kimi zaman hasar gormiis hiicrelerin ve hiicre kalintilarinin yara
kenarlarinda kalmasidir. Bu durum hem 0’inc1 saatte yapilan 6l¢ciimde hataya neden olabilmekte
hem de migrate olan hiicrelerin ilerlemesine zorluk c¢ikararak o6lciimleri etkileyebilmektedir
[150,151]. Bunun yani sira ol¢iimler yapilirken uzun siireler boyunca pleytlerdeki kuyucuklarin
ayni boliimlerinin mikroskop altinda bulunmasi sonucunda hiicrelerin uzun siire 1513a maruz
kalmasinin hiicrelere zarar verebildigi ve yara kenarlarinin kapanmasini etkileyerek sonuclari
degistirebildigi belirtilmistir [148]. Deneylerin gerceklestirildigi MEITAM hiicre kiiltiirii
laboratuvarinda bulunan inverted mikroskobun goriintiileme yazilimindaki sorundan otiirii
fotograflama sirasinda gorintii ayarlarinin yapilabilmesi icin uzun siire ugrasmay1
gerektirmekte idi. Bu nedenle 6l¢lim yapilan giinlerde hiicreler goriintiilleme ve fotograflama
asamasinda ¢ok uzun siire ile mikroskop altinda tutulmak zorunda kalindi. Bu durumun 6l¢iim

sonuglarinin giivenilirligini etkilemesi olasilik dahilinde gériinmektedir.

Migrasyon modiilasyonunda rolii oldugu diisiiniilen Hedgehog sinyal yolaginin
preadipositlerin migrasyonu lizerindeki etkileri heniiz aydinlatilamamis olmakla birlikte farkh
hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalar mevcuttur. Yakin zamanda MCF10DCIS.com insan meme
kanseri hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, Hedgehog sinyal yolag1 inhibitorleri

siklopamin ve vismodegibin hiicre migrasyonunu belirgin olarak azalttig1 gosterilmistir [152].
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Benzer sekilde yumurtalik kanser hiicresi lizerinde yapilan bir calismada lizofosfatidik asit
uygulamasi Hedgehog sinyal yolaginin aktivasyonunun da icinde yer aldig1 bir dizi mekanizma
ile hiicre gociinii ve invazyonu artirarak metastaza neden olabilirken, resveratrol uygulamasinin
Hedgehog sinyal yolagini inhibe ederek kanser hiicrelerinin migrasyonunun inhibisyonuna
katkida bulunabildigi aciklanmistir [153]. Ayn1 zamanda Glioblastoma hiicre hatlar iizerinde
yapilan bir calismada da Hedgehog sinyal yolu aktivasyonunun hiicre proliferasyonunu ve

migrasyonunu artirdigi gosterilmistir [154].

Bizim calismamizda ise 24 ve 72 saat boyunca 20 pM sinapik asit uygulamasinin
migrasyonda neden oldugu artisin, vismodegib 6n uygulamasi ile ortadan kaldirilmasi
Hedgehog sinyal yolagi aktivasyonun 3T3-L1 hiicre gociinde rol oynuyor olabilecegini
diistindtiirmekle birlikte; sinapik asidin AMPK, MAPK gibi bazi sinyal yolaklar1 iizerinde de
etkisinin olmas1 deney sonug¢larinin yorumlanmasimi zorlastirarak durumu karmasik hale

getirmektedir.

Antioksidan, antimikrobiyal, anksiyolitik, ndroprotektif, kardiyoprotektif etkileri oldugu
bilinen ve potansiyel antiadipojenik etkilere sahip oldugu tahmin edilen sinapik asidin,
calismamizda kullanilan konsantrasyonlarda 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin canliligim
azaltmadigi, 20 pM sinapik asit uygulamasi ile diferansiyasyonun 6nemli bir asamasi olan
proliferasyonu baskiladigi ve bu baskilamay1 vismodegib varliginda ortadan kaldirmasi
nedeniyle Hedgehog sinyal yolu aktivasyonunun proliferasyonda roli oldugu disiiniiliirken,
diferansiyasyonun biitiin zaman araliklarinda 20 puM sinapik asit uygulamasi ile baskilanmasi ve
bu baskilamanin vismodegib varliginda sadece 0-8’inci giin araliginda ortadan kaldirilmasi ile
sinapik asidin diferansiyasyon iizerine etkilerine Hedgehog sinyal yolagiyla birlikte AMPK,
MAPK, Wnt/B-katenin sinyal yolaklar1 gibi cesitli sinyal yolaklarinin aktivasyonunun ve ayni
zamanda SREBP1 aktivasyonunun azaltilmasinin aracilik ediyor olabilecegi diisiiniildii. Sinapik
asidin artan konsantrasyonlarda migrasyonu artirmasi ve vismodegib varliginda bu etkinin 24
v3 72 saat uygulalarinda ortadan kaldirilmasi nedeniyle sinapik asit uygulamasinin 3T3-L1
preadipositlerinin migrasyonunu artirdig1 ve Hedgehog sinyal yolu aktivasyonunun bu etkiye
aracilik ediyor olabilecegi diisiinlimektedir. Ancak sinapik asidin preadiposit proliferasyonu,
diferansiyasyonu ve migrasyonu lzerindeki etkileri ve bu etkilerin hangi sinyal yolaklar
araciligy ile ilgili olabilecegini acgiklamak ic¢in yeterli ¢calisma bulunmamakla birlikte, cesitli
transkripsiyon faktorlerinin, reseptorlerin ve Hedgehog sinyal yolu proteinlerinin

ekspresyonlarinin 6l¢tildiigii yeni calismalar yapilmasi konunun aydinlatilmasi icin gereklidir.
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