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ÖZET  

Obezitede RAN Geni Anlatımının Adipogenez ile İlişkisinin Araştırılması 

Çalışmamızda preadiposit, olgun adiposit ve yaşlandırılmış adipositler olmak 

üzere farklı gelişim evrelerindeki adipositlerde Ras ile ilişkili nüklear proteine (Ran) ait 

gen anlatımının, olgun adipositlerin değişik dozlarda oksidatif stres faktörlerine (stearik 

asit, linoleik asit, etanol ve hidrojen peroksit) maruz bırakılmasına karşı yanıt olarak 

hücre proliferasyonlarının ve bu olgun adipositlerdeki RAN gen anlatımının ne yönde 

değişim gösterdiği araştırıldı. 

Çalışmamız, literatür taramalarımıza göre adipogenik süreçte RAN geninin 

obezite ile bağlantısını ortaya koyan ilk çalışma olma niteliğini taşımaktadır. 

Çalışmamızda RAN geninin obezitedeki rolünü belirlemek amacıyla fare 

kökenli 3T3-L1 fibroblast hücreleri, iCELLigence sistemi ile gerçek zamanlı olarak 

gözlemlenerek, preadiposit, olgun adiposit ve yaşlandırılmış adipositlere farklılaştırıldı. 

Olgun adipositler farklı konsantrasyonlarda sitotoksik ajanlara maruz bırakılarak hücre 

proliferasyonları gerçek zamanlı hücre izleme sistemi (iCELLigence) ile izlendi. Elde 

edilen hücrelerden haberci RNA izolasyonu, haberci RNA’dan tamamlayıcı DNA 

sentezi ve elde edilen genetik materyalde sitotoksik ajanlara yanıt olarak, RAN geninin 

anlatımındaki değişimler TaqMan gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit 

edildi. 

Oksidatif stres ajanlarının çeşitli konsantrasyonlarının uygulama süreleri, 

iCELLigence sistemi ile IC50 değeri elde edilerek saptandı. 24 saat hidrojen peroksit 

(H2O2) uygulaması sonucu IC50 değeri 807 μM olarak saptandı. 24 saat 1 mM H2O2 

uygulaması 3T3-L1 olgun adiposit hücrelerinde letal etkiye sahipken, 50-250 μM 

konsantrasyon aralığındaki H2O2 uygulamalarının olgun adiposit proliferasyonu üzerine 

istatistiksel anlamlı bir etkisi olmadığı belirlendi.  

Olgun adipositlerde RAN gen anlatımı, oksidatif stres faktörü uygulanmayan 

kontrol adipositlere kıyasla, dört ve beş saatlik 600 ve 800 μM H2O2 uygulaması sonrası 

artarken; 24 saat 50 μM stearik asit, 24 saat 90 mM etanol ve 4 saat 400 μM ve 24 

saat’lik 600 μM H2O2 uygulaması sonrası azaldığı tespit edildi. Linoleik asit uygulaması 

sonrasında ise RAN geni anlatımının ortadan kalktığı gözlendi. 
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600 μM H2O2’e dört saat maruz bırakılan olgun adipositlerde RAN geni anlatımı 

kontrol hücrelere kıyasla iki kat artarken, aynı dozda beş saat muamele edilen 

hücrelerde gen anlatımının altı kata yakın arttırdığının gözlenmesi, farklılaşmış adiposit 

hücrelerinde glikoz homeostazının bozulduğunu düşünmemize neden oldu. 90 mM/24 

saat’lik etanol uygulaması neticesinde RAN gen anlatımında saptanan azalmanın, 

insülin direncinin artmasına katkıda bulunabileceği düşüncesindeyiz. 

Anahtar kelimeler: RAN; obezite; adiposit; gen ekspresyonu; iCELLigence. 
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ABSTRACT 

Investigation of RAN gene expression in Obesity relation with Adipogenesis 

In our study the Ras-related nuclear protein (Ran) gene expression levels were 

evaluated in the adipocytes of different developmental stages such as; preadipocytes, 

mature adipocytes and senescent adipocytes.  Also the RAN gene expression change 

together with cell proliferation activities as a response to, oxidative stress markers 

(stearic acid, linoleic acid, ethanol and hydrogen peroxide) were searched in mature 

adipocytes. 

Our study is the first study, according to literature review, about RAN gene 

expression in adipogenic process. 

In our study, to determine the role of the RAN gene in obesity, we differentiated 

Mouse derived 3T3-L1 fibroblast cells into preadipocytes, mature adipocytes and 

adipocytes under senescense by observing with real-time cell observation system 

(iCELLigence). These cells were exposed to cytotoxic markers at different 

concentrations and cell proliferations were monitored with iCELLigence system. The 

messenger RNA isolation from the obtained cells, complementary DNA synthesis from 

messenger RNA and the changes of RAN gene expression in response to cytotoxic 

markers obtained from the genetic material were identified by TaqMan real-time 

polimerase chain reaction. 

The implementation periods of oxidative stress markers were determined by 

iCELLigence after applying their various concentrations by obtaining IC50 value. After 

24 hours application of hydrogen peroxide (H2O2), IC50 value was found as 807 μM. 24 

hours application of 1 mM H2O2 was found to have lethal effect on mature 3T3-L1 

cells. We did not observe any significant effect of H2O2 applications in the 

concentration range of 50-250. 

The RAN gene expression in mature adipocytes were determined to increase in 

4hr and 5 hr 600 and 800 μM H2O2 administration; and to decrease in 24 hr 50 μM 

stearic acid, 24 hr 90 mM ethanol and 4 hr 400 μM as well as 24 hr 600 μM H2O2 

applications compared to no oxidative stress factor applied control adipocytes. As a 

result of linoleic acid administration, we did not observe any RAN gene expression.  
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The observation of RAN gene expression to increase two fold in 4 hr 600 μM 

H2O2 applied mature adipocytest compared to control cells, while five hours of exposure 

to the same dose to increase nearly six fold may suggest the deterioration of glucose 

homeostasis in differentiated adipocyte cells. We think the fact of ethanol decreasing 

RAN gene expression contributes to the increase of insulin resistance. 

Keywords: RAN; obesity; adipocytes; gene expression; iCELLigence. 
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1. GİRİŞ 

1. 1. Genel Bilgiler 

1. 1. 1. Obezite  

Obezite, vücuda besinler ile alınan enerjinin, harcanan enerjiden fazla 

olmasından kaynaklanan ve vücut yağ kitlesinin (VKİ), yağsız vücut kitlesine oranla 

artması ile karakterize olan kronik bir hastalıktır. VKİ 30 veya daha fazla olan hastalar 

obez olarak nitelendirilirken 25 veya üzeri olan hastalar fazla kilolu olarak 

sınıflandırılmaktadır(Tablo 1.1.). Obezite, başta kardiovasküler ve endokrin sistem 

olmak üzere vücudun tüm organ ve sistemlerini etkileyerek çeşitli bozukluklara ve hatta 

ölümlere yol açabilen önemli bir sağlık problemidir. Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 

tarafından en riskli 10 hastalıktan biri olarak kabul edilen obezitenin, yine aynı örgüt 

tarafından yürütülen son araştırmalarda kanserle yakın ilgisi olduğu da belirlenmiştir[1]. 

Tablo 1. 1.: WHO (World Health Organization) kriterlerine göre VKİ tabanlı 

obezitenin sınıflandırılması [7] 

 

Obezite; beyaz yağ dokusunun (WAT) aşırı derecede artması ile tanımlanan bir 

hastalıktır. Obezite, beyaz yağ dokudaki adipositlerin hipertrofisi ve hiperplazisi ile 
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gelişir. Beyaz yağ dokunun vücutta geliştiği lokasyon ve hücresel mekanizması obezite 

patolojisini büyük ölçüde etkiler. Beyaz yağ dokusu (WAT) vücutta farklı alanlarda 

bulunabileceği gibi çoğunlukla derialtı dokularda (subkutan) SWAT ve iç organların 

çevresinde (visseral) VWAT olarak konumlanır [2]. İnsanlarda VWAT birikimi ve 

abdominal, derin SWAT yerleşimi ile diyabet, kardiyovaküler hastalıklar ve ölüm oranı 

artar [3]. 

Obeziteye neden olarak görülen patolojik nedenler; regülasyon bozukluğu, 

psikojenik kaynaklı obezite, nörojenik bozukluklara bağlı obezite ve genetik kaynaklı 

obezite olarak tanımlanmıştır [4]. 

Obezitenin genetiği ile ilgili çalışmalar genellikle ikizler üzerinde yapılmış olup; 

vücut - kitle indeksinin (VKİ) genetik geçişle aktarıldığı bilinmektedir [5,6]. 

1. 1. 2. Yağ doku 

Yağ doku, adiposit adı verilen ve %95’i yağ damlacığıyla kaplı hücreler 

tarafından oluşturulan bir dokudur. Diğer organlardan farklı olarak, tüm vücutta dağılım 

gösteren yağ doku oldukça dinamiktir. Vücut yerleşimlerine göre adipoz doku 

hücrelerindeki gen ifadelenme kalıplarında küçük farklılıklar görülebilir. Yağ dokusu 

sadece yağ depolamadan sorumlu olmayıp aynı zamanda polipeptidik sitokinler ve 

hormon benzeri moleküller salgılama yeteneğine sahip hücrelerden oluşan organize bir 

endokrin dokudur [8]. 

Yağ dokunun sitokinleri arasında leptin, ddiponektin, rezistin, visfatin, IGF-7, NF-κβ ve 

vb pekçok biyomolekül vardır [9-11].  

1. 1. 3. Ras-İlişkili Nüklear Protein (Ran) 

Ran (Ras-related Nuclear protein) veya GTP-bağlayıcı nüklear protein olarak bilinen 

protein RAN geni tarafından kodlanır. Ras üst familyasının bir üyesi olan bu protein 25 

kDa moleküler ağırlığında bir proteindir (Şekil 1.1.) [12, 13]. 
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Şekil 1.1.: RAN geni insanda 12. kromozom üzerinde bulunur[14]. İnsan hücrelerinde 

RAN’ın sadece bir geni vardır[15]. 

1. 1. 3. 1. Ran proteininin görevleri 

Ran proteini RNA ve proteinlerin translokasyonunda bu moleküllerin, nüklear 

porlardan geçirilmesinde büyük rol oynar. Nukleus-sitosol arasında makromoleküllerin 

geçişinde rol alan mikrotübül ağının organizasyonunu ve formasyonunu ayarlar [16, 

17]. GTP veya GDP’ye bağlanarak nukleus zarından molekül geçişine aracılık eder 

(Şekil 1.2.).  

 

Şekil 1. 2.: Ran proteininin sitosol-nukleus arasında madde transport 

mekanizması [28]. 

İnterfaz safhasında nukleus ve sitoplazma arasındaki orantısız Ran-GTP ve Ran-

GDP dağılımını nüklear RCC1 (Ran-GEF) (Ran Guanin nükleotid değişim faktörü) [18] 

ve sitoplazmik RanGTPaz aktive proteininin (RanGAP) [22] Ran-bağlayıcı proteinlere 

(RanBP1 ve RanBP2) bağlanmasıyla düzenler [23, 24].  
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Ran proteini aynı zamanda DNA sentezinin kontrolünde ve mitotik hücre 

döngüsünün işleyişinde görev görür [23].  

Ran mitoz esnasında, mikrotübül polimerizasyonunda moleküllerin 

düzenlenmesi sinyalizasyonunun anahtarı olabilir. RCC1 kromatin etrafında yüksek 

konsantrasyonlu Ran-GTP üretir. Bu da nukleusun mikrotübüllerini uyarır [23].  

İmportin α/β heterodimeri ve GTPaz Ran nüklear protein taşınımında anahtar rol 

oynar. İmportin, nüklear lokalizasyon sinyaline (NLS) bağlanır. Digitonin permeabiliteli 

hücrelerin (in vitro koşullarda çalışılan, digitonin muamelesi ile işaretlenmiş hücreler) 

nukleuslarına sitosol veya sitosolik fraksiyonların eklenmesiyle yapılan çalışmada 

protein taşınımıyla ilişkili dört adet gen (GTPaz Ran/TC4, importin-α, importin-β ve 

pp1) tanımlanmıştır [24,25].   

Ran’ın birçok işlevinin yanında diğer proteinlerle etkileşime giriyor olması 

sebebiyle RAN geni üzerinde oluşacak bir mutasyon DNA sentezini sekteye uğratır. 

Ran mitoz esnasında hücre döngüsüne katılır ve kromozomlar ayrıldıktan sonra tekrar 

nukleus yapılanmasında rol alır. Profaz safhasında nüklear porlardaki Ran-GDP ve Ran-

GTP oranı azalarak nuklear zar, akıcı ve kararsız bir hale dönüşür. Ran-GPT 

konsantrasyonu kromozomların etrafında RCC1 indüklenmiş halde yüksek oranda 

bulunur. RanBP2 (Nup358) ve RanGAP kromozomların iğ iplikleri ile bağlanmalarını 

kolaylaştırmak için kinetokorlara giderler. Ayrıca Ran-GTP; NuMA ve TPX2 gibi 

inhibe edilmiş faktörlerin importinlere bağlanmasına aracılık eder. İmportinlerin 

salınmasıyla Ran-GTP bu faktörleri aktive eder ve mitotik döngüye katılan moleküllere 

tutunmalarını sağlar. Telofazda ise Ran-GTP hidrolizi ve nükleotid değişimi yeni oluşan 

hücre tarafından hücre gelişiminde kullanılır [26].  

Ran çeşitli uzunluklardaki poliglutamini androjen reseptörüne (AR) bağlayan 

androjen reseptörü koaktivatörüdür (ARA24). Poliglutaminin AR’de yayılma tekrarı 

(poliglutaminin AR’ne art arda eklenmesi ile reseptör üzerinde gösterdiği yayılma), 

Bulber-Spinal Kas Atrofisi (Kennedy hastalığı) ile ilişkilendirilmiştir. Ran’ın androjen 

reseptörüne koaktivasyonun, poliglutaminin AR’de yayılımını azaltır. Bu durumda zayıf 

koaktivasyon, spinal ve bulbar kas gelişimi atrofisi ile kısmi adrojen hassasiyetine sebep 

olabilir [27]. 
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1. 1. 3. 2. Ran proteini ve kanser ilişkisi 

Doherty KJ ve arkadaşlarına göre Ran-GTPaz (Ran) sinyalizasyonunun ve yolaklarının 

tanımlanması, kanser terapötiklerine yeni bir yaklaşım olarak ifade edilmektedir. Ran 

ifadesi ile kanser oluşumu ve ilerlemesi arasındaki önemli ilişkinin aydınlatılmasını 

sağlayan son araştırmalarla, hücredeki Ran'ın endojen düzeylerini düşürecek, mitotik 

karşıtı etkilere sahip olacak küçük moleküllü bir bileşiğin yeni kanser terapötik türleri 

gelişiminde önemli etkisi olabileceği tartışılmaktadır. Ran bağlayıcı proteinlerin 

yokluğunda, Ran'ın, importinler ile üretken olmayan komplekslerde kilitlendiği ve 

sistemden etkili bir şekilde çıkarılacağı öngörülmektedir. Böylece, Ran bağlanma 

proteinleri, kanser hücresindeki Ran sinyalinin engellenmesi için bir moleküler hedef 

olarak algılanmaktadır. Ran protein ailesinin hücre içinde anti-neoplastikt işlevleri 

olduğu gösterilmiştir [29]. 

1. 2. Amaç ve Önem 

Metabolik sendromun birçok komponenti özellikle obezite ve diyabet bazı 

kanser tiplerinin gelişiminde rol alır. Obezitenin endoplazmik retikulum (ER) stresini 

uyardığı ve ER stresininde özellikle obezite, tip 2 diyabet ve insülin direnci arasında 

anahtar rol oynadığı bilinse de [30] çalışmamızda araştırdığımız yağ dokuda obezitenin 

uyardığı ER stresine cevap olarak RAN gen anlatımının ne şekilde gerçekleştiği ile ilgili 

bir çalışmaya literatürde rastlamadık. 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doherty%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21902650


6 
 

 

 

  



7 
 

2. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

2. 1. 3T3-L1 Fibroblast Hücre kültürü 

Çalışmada kullanılan 3T3L-1 fibroblast hücre soyu American Type Culture Collection 

(ATCC) (Manassas, USA) ticari olarak temin edilmiş olup -1960C’de saklanmıştır. 

Hücre kültürü çalışmasına başlamadan önce DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 

medium)  medyumu+%10 FetalBovin Serum (FBS)+ penisilin (100 unit/ml) ve 

streptomisin (100 µg/ml) içeren besi yeri steril şartlarda UV kabin içerisinde hazırlandı 

(Şekil 2.1.). 

        

 Şekil 2. 1.: Adiposit besi yeri hazırlanışı. 

Hücre kültürü içerisindeki besi yeri 2-3 gün arayla değiştirildi. Flask yüzeyinin 

%90’lık bölümü hücre ile dolunca hücreler klasik tripsinojen yöntemi ile pasajlandı 

(Şekil 2.2.).  

  

Şekil 2.2.: Adiposit hücrelerinin pasajlanması. 
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2. 2. 3T3-L1 Fibroblast Hücrelerinin Adiposit Hücrelerine Dönüşümü 

3T3-L1 fibroblast hücrelerinin farklılaşması Miard et al. [31] protokolüne göre 

yapılmıştır. 3T3-L1 fibroblast hücreleri DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 

medyumu+%10 Fetal sığır Serum (FBS) içinde %5’lik karbondioksit etüvde 370 C‘de 4 

gün inkübe edilmiştir. Flaskların %75’inin hücreler tarafından doldurulması ile 

hücrelere DMEM-FBS içine 10µg/ml insülin + 1µM dexametazone + 0.5mM 3-

isobutyl-1-methylxanthine eklenmiş besi yeri ilave edildi. Farklılaşmanın başlatılması 

amacıyla inkübasyon 3 gün sürdürüldü. Daha sonra 2’şer gün aralıklarla DMEM-FBS 

+10µ/ml insülin içeren besi yeri ile hücrelerin 3 kez besi yeri yenilemesi yapıldı. 

Adiposit farklılaşması hücre içi lipid damlacıklarının birikimi ile saptandı (Şekil 2.3., 

Şekil 2.4.).  

A) B)   

C) D)  
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Şekil 2. 3.: 3T3-L1 fibroblastlarının pre-adipositlere dönüşümü. A) Dönüşüm 

öncesi fibroblastlar (10X), B-C) Dönüşüm sırasında fibroblast-preadiposit hücreleri 

(10X), D) Olgun adipositler (40X). 

2. 3. Yaşlanmış Adiposit Hücrelerinin β-Galaktozidaz ile Tespiti 

Morfolojik olarak yaşlandığı izlenen adipositlerin β-Galaktozidaz işaretleyicisi 

ile yaşlandırılmış oldukları saptandı.  

   

Şekil 2. 4. : Yaşlandırılmış adiposit hücreleri (40X) 

Yaşlandırılmış hücrelerin bulunduğu tabaka PBS solüsyonu ile durulandı. 

Tabakadaki her 35 mm/kuyu için 1 mL olmak üzere Fiksatif Solüsyonu eklenerek 10-15 

dakika oda sıcaklığında bekletildi. Plakalar PBS solüsyonu ile iki kez durulandı. 

Tabakadaki her 35 mm/kuyu için 1 mL β-Galactosidase Staining Solution (β-

Galaktozidaz Boyayıcı Solüsyon) eklendi. Plakalar 37 °C’de bir gece inkübasyona 

bırakıldı. β-Galaktozidaz hala tabakada iken mikroskop altında hücrelerdeki mavi 

rengin oluşumu izlendi (Şekil 2.5.).  
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Şekil 2. 5.: β-Galaktozidaz işaretleyicisi ile yaşlandırılmış hücrelerin mavi renkli 

izlenmesi.  

2. 4. Adipositlerin Oil Red O Boyama ile Tespiti 

3T3-L1 fibroblast hücrelerinin olgun adiposit hücrelerine dönüştüğü Oil Red O 

boyama yöntemi ile tespit edildi. Hücreler %10luk formalin solüsyonunda bir saat 

bekletildi. Oil Red O stok çözeltisinden % 60’lık Oil Red O çalışma çözeltisi 

hazırlandı(Şekil 2.6.). Hücreler 5 dakika oda sıcaklığında Oilred O çalışma çözeltisi ile 

inkübasyona bırakıldı. Yağ damlacıkları kırmızı renkle boyandıktan sonra inverted 

mikroskopta gözlemlendi (Şekil 2.7.). 
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Şekil 2.6.: 3T3-L1 adiposit hücrelerinin red oil o ile boyanması 

    

Şekil 2.7.: 3T3-L1 adiposit hücrelerindeki yağ damlacıklarının red oil o 

boyanmış mikroskop (x40) görüntüsü 

2. 5. Gerçek Zamanlı Hücre Monitorizasyon Sistemi: iCELLigence 

iCELLigence, hücre kültürü ortamında hücrelerin sayıları, morfolojileri ve canlılıkları 

ile ilişkili olan elektriksel empedansı gerçek zamanlı ölçerek hücresel olayların 

incelenmesine olanak tanıyan ve oldukça yüksek duyarlılığa sahip bir monitorizasyon 

sistemidir (Şekil 2.8.) [32, 33]. 
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A) B)  

Şekil 2.8.: A) Hücre kültüründe iCELLigence sistemi B) iCELLigence 

sisteminde e-plakalarda çoğalan adipositler 

2. 5. 1. iCelligence sistemi ile 3T3-L1 adiposit hücre sayısının optimizasyonu 

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan 3T3-L1 adiposit hücre sayısı 

iCELLigence sistemi kullanılarak tespit edildi. Hücre sayısının belirlenmesinin 

ardından, hücrelerin ekiminden sonra etanol, stearik asit, hidrojen peroksit, linoleik 

asitin moleküler ve kimyasal etkilerini araştırdığımız madde için muamele saati ve en 

uygun cevap alınacak hücre indeksi zamanı belirlenmiştir. 

3T3-L1 adipositleri flask içinde kültüre edildi. Flask yüzeyinin %75’i kaplayınca 

hücreler PBS ile yıkandıktan sonra tripsinize edilerek zeminden kaldırıldı. 

Hemositometre ile hücreler sayıldı. Sayılan hücreler sırasıyla kuyucuklarda 100.000, 

50.000, 25.000, 12.500, 6.300, 3.100 ve 1.600 hücre/mL olacak şekilde besi yeri ile 

süspanse edilerek ve hücre ekimi gerçekleştirildi. Sistem çalıştırıldıktan sonra 15 dk’lık 

ölçüm alındı ve çalışma için en uygun hücre sayısına ve madde uygulama saatine karar 

verildi. Deneyde kullanılan hücrelerin sayısı optimizasyon deneyi sonucunda yarı 

maksimum inhibitör konsantrasyon (IC50, half maximum inhibitory concentration) 

değerleri sigmoidal doz cevabı (Variableslope, Sigmoidal dose-response)  formülü ile 

hesaplandı. 

2. 5. 2. iCELLigence sisteminde 3T3-L1 adiposit hücrelerine madde 

uygulanması 

Hücreler iCELLigence plakalarına ekilerek ortama farklı konsantrasyonlarda 

etanol, hidrojen peroksit, linoleik asit ve stearik asit eklendi. Farklı dozlarda ajanlara 
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maruz bırakılan hücrelerin yaşam döngüleri belirlenerek maddelerin hangi 

konsantrasyonda, kaçıncı saatten itibaren, hangi zaman aralığında etkili olduğu tespit 

edildi. 

2. 6. Gen Anlatım Düzeylerinin Belirlenmesi 

3T3-L1 fibroblastları (preadipositler), adiposit hücre soylarının yer aldığı hücre 

kültürlerindeki hücrelerden total RNA izole edilerek, izolasyonu yapılan total RNA’dan 

cDNA sentez edilerek RAN gen anlatımı kantitatif olarak gerçek zamanlı polimeraz 

zincir reaksiyonu ile (qPZR) LightCycler nano (Roche Diagnostik, Almanya) cihazında 

belirlendi. Analiz edilen her bir örnek için 2 ayrı deney yapıldı.  

2. 6. 1. Total RNA izolasyonu 

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

protokolüne uygun izole edildi. 

1. Hücreler PBS ile süspanse edildi. 

2. Üzerine 200 μl lizis-bağlayıcı tampon (Lysis/-Binding Buffer) eklendi. 

3. İyice karıştırıldı. 

4. Fitreli tüp, toplatıcı tüpün üzerine konuldu. 

5. Eppendorf tüpteki sıvı, filtreli tüpe aktarıldı. 

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

7. Toplayıcı tüp sıvı ile birlikte atıldı. Filtreli tüp temiz bir toplayıcı tüpün içine 

konularak üzerine 90 μl DNase incubation buffer ve 10 μl DNase I eklendi. 

8. 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.  

9. Üzerine 500 μl yıkama tamponu I (Wash Buffer I) eklendi ve 8000 x g’ de 15 

saniye santrufüj edildi. Alt sıvı atıldı. Filtreli tüp toplayıcı tüp ile birleştirildi.  

10. Filtreli tüpün içine 500 μl yıkama tamponu II (Wash Buffer II) eklendi ve 

8000 x g’de 15 saniye santrufüj edildi. Alt sıvı atıldı. Filtreli tüp toplayıcı tüp 

ile birleştirildi. 

11. Filtreli tüpün içine 300 μl yıkama tamponu II (Wash Buffer II) eklendi ve 

13000 x g’ de 2 dakika santrufüj edildi. Toplayıcı tüp sıvı ile birlikte atıldı. 
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12. RNA içeren filtreli tüp, 1.5 ml’lik eppendorf tüpün içine konuldu. Önceden 

ısıtılmış 100 μl süzme tamponu (Elution Buffer) filtreli tüpe eklendi ve 8000 

x g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

13. İzole edilen total RNA’lar kullanılana kadar −80°C de saklandı. 

2. 6. 2. Total RNA’dan cDNA sentezi 

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

kullanılarak 

sentezlendi. 

1. 1μg total RNA, 2μl random hexamer primer ve 9μl PCR grade water ile 

karıştırıldı. 

2. Toplam hacim 13 μl olan karışım 65°C’de 10 dakika inkübe edildi.  

3. Üzerine 4 μl transcriptor reverse transcriptase reaction buffer, 0.5 μl 

protector RNase inhibitor, 2μl deoksinükleotid karışımı ve 0.5 μl transcriptor 

reverse transcriptase eklenerek toplam hacmi 20 μl olan yeni bir karışım elde 

edildi. 

4. Yeni karışım 250°C’de 10 dakika, 500°C’de 60 dakika ve 850°C’de 5 dakika 

inkübe edildi. 

5. Sentezlenen cDNA’lar -200°C’de analiz yapılana kadar saklandı. 

2. 6. 3. Kantitatif Polimeraz Zincir (qPZR) Analizi 

Farklı gelişim evrelerindeki adipositlerdeki RAN gen anlatımları kantitatif 

olarak gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile (qPZR) LightCycler nano (Roche 

Diagnostik, Almanya) cihazında belirlendi. RAN mRNA’sı, GAPDH mRNA 

düzeylerine göre normalize edildi. RAN genlerine ait anlatım oranları referans gen 

olarak kullanılan GAPDH ile oranlanarak hesaplandı. Spesifik gen ürünlerinin varlığı 

relative quantification analizi ile doğrulandı. Cq değeri 40’ın üzerinde olan örnekler 

çalışmaya dahil edilmedi. 
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2. 7. İstatistiksel Analizler 

 iCELLigence sisteminden elde edilen sonuçların değerlendirilmesi için, 

istatistiksel analizler iCELLigence sistemi yazılımı kullanılarak yapıldı. iCELLigence 

sistemi ile yapılan analizlerinde hesaplanan logaritmik yarım maksimum inhibisyon 

konsantrasyon (IC50) değerleri Sigmoidal dose-response (Variable slope) formülü ile 

hesaplandı.  
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3. BULGULAR VE TARTIŞMA 

3. 1. Bulgular 

3. 1. 1. Hidrojen Peroksitin 3T3-L1 Adiposit Çoğalması Üzerine Etkileri  

3T3-L1 adipositlerine hidrojen peroksit uygulamadan önce hücreler 24 saat standart 

besi yeri içerisinde kültüre edildi. Hücre kültürü ortamına 50, 100, 250, 1.000 μM H2O2 

eklendi ve 24 saat boyunca gözlemlendi (Şekil 3.1.A.).  1mM H2O2 uygulamasının 

olgun adipositler üzerinde letal etkisi olduğu tespit edildi. Diğer H2O2 dozları olgun 

adiposit çoğalması üzerinde hiç bir etki göstermedi (Şekil 3.1.A.). Sitotoksisite sınır 

değerlerini tespit etmek amacıyla 300, 400, 600 ve 800 μM konsantrasyonlarda H2O2 

hücrelere verildi (Şekil 3.1.B.). 24 saat boyunca 600 μM H2O2 muamele edilen 

hücrelerde hücre çoğalmasının inhibe edildiği saptandı (Şekil 3.1.B.). Hidrojen peroksit 

için IC50 değeri Şekil 3.1.A.’daki konsantrasyonlar temel alınarak hesaplandı (Şekil 

3.1.C.). 

A)  
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B)  

C)  

Şekil 3.1.: A) Zaman eğrileri normalleştirilmiş hücre indeksi. 50, 100, 250, 1000 μM 

H2O2 uygulanması sonucunda 3T3-L1 adiposit çoğalmasının karşılaştırılması. B) 300, 

400, 600, 800 μM H2O2 uygulanması sonucunda 3T3-L1 adiposit çoğalmasının 

karşılaştırılması. C) 24 saat H2O2 uygulaması için IC50 değeri. 
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3. 1. 2. Linoleik Asidin 3T3-L1 Adiposit Çoğalması Üzerine Etkileri 

3T3-L1 adipositlerine linoleik asit uygulamadan önce hücreler 24 saat standart besi yeri 

içerisinde kültüre edildi. Hücre kültürü ortamına 200, 400, 600 μM linoleik asit eklendi 

ve 24 saat boyunca gözlemlendi (Şekil 3.2.A.). 600 μM linoleik asidin adipositler 

üzerinde öldürücü etkisi olduğu tespit edildi. 200 ve 400 μM linoleik asidin 3T3-L1 

adipositler üzeinde antiproliferatif etkiye sahip olduğu tespit ettik (Şekil 3.2.A.). 24 saat 

linoleik asit uygulaması sonucunda IC50 değer 480 μM olarak tespit edildi. (Şekil 

3.2.B.). 

A)  
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B)  

Şekil 3.2.: A) Zaman eğrileri normalleştirilmiş hücre indeksi. 200, 400, 600 μM 

linoleik asit uygulanması sonucunda 3T3-L1 adiposit çoğalmasının karşılaştırılması. B) 

48 saat linoleik asit uygulaması için IC50 değeri. 

A)  B)  

Şekil 3.3.: A) Olgun adipositlerdeki yağ damlacıklarının Red Oil O ile 

izlenmesi. B) Linoleik asit ile muamele sonrası olgun adipositlerdeki yağ 

damlacıklarının Red Oil O ile azalmış olarak izlenmesi. 

3. 1. 3.  Stearik Asidin 3T3-L1 Adiposit Çoğalması Üzerine Etkileri 

3T3-L1 adipositlerine stearik asit uygulamadan önce hücreler 24 saat standart 

besi yeri içerisinde kültüre edildi. Hücre kültürü ortamına 500, 750, 1000, 1500 μM 

stearik asit eklendi ve 24 saat boyunca gözlemlendi (Şekil 3.4.). Çalışmada uygulanan 

bu dozlarda hücrelerin çoğalması üzerine hiç bir etki tespit edilmedi. 



21 
 

 

Şekil 3.4.: Zaman eğrileri normalleştirilmiş hücre indeksi. 500, 750, 1000, 1500 

μM stearik asit uygulanması sonucunda 3T3-L1 adiposit çoğalmasının karşılaştırılması. 

3. 1. 4. Etanolün 3T3-L1 Adiposit Çoğalması Üzerine Etkileri 

3T3-L1 adipositlerine etanol uygulamadan önce hücreler 24 saat standart besi yeri 

içerisinde kültüre edildi. Hücre kültürü ortamına 250, 150, 100, 50 mM etanol eklendi 

ve 24 saat boyunca gözlemlendi (Şekil 3.5.A.). Çalışmada uygulanan normalize edilmiş 

şekli ile dozların proliferasyonu inhibe ettiği gözlemlenmiştir (Şekil 3.5.A.). 24 saat 

etanol uygulaması sonucunda IC50 değeri 90 mM olarak tespit edildi (Şekil 3.5.B.). 
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A)  

B)  

 

Şekil 3.5.: A) Zaman eğrileri normalleştirilmiş hücre indeksi. 50, 100, 150, 250 mM 

etanol uygulanması sonucunda 3T3-L1 adiposit çoğalmasının karşılaştırılması. B) 48 

saat etanol uygulaması için IC50 değeri. 
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3. 1. 5. Olgun Adipositlerde Farklı Koşullar Altında RAN Gen Anlatım 

Seviyeleri 

3T3-L1 adipositlerine etanol, stearik asit, linoleik asit ve farklı 

konsantrasyonlarda 4, 5 ve 24 saat uygulanan hidrojen peroksitin RAN gen anlatım 

düzeyleri, herhangi bir oksidatif stres ajanına maruz bırakılmamış adipositlerle 

kıyaslanarak karşılaştırıldı.  

 3. 1. 5. 1. Farklı Gelişim Evrelerindeki Adipositlerin RAN Gen Anlatım 

Seviyeleri 

 Preadiposit, adiposit ve yaşlandırılmış adipositlerin RAN gen ifadeleri ölçüldü 

(Şekil 3.6.).  

 

 Şekil 3.6.: Preadiposit hücrelerde RAN gen anlatım seviyesi kontrol hücreleri ile 

karşılaştırıldığında 0.41 kat, senesense uğratılmış adiposit hücrelerinde ise 0.057 kat 

azaldığı tespit edildi. 
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3. 1. 5. 2. Olgun Adipositlere H2O2 Uygulanması Sonucu RAN Gen Anlatım 

Seviyeleri 

Olgun adipositlere farklı konsantrasyonlarda ve 4, 5, 24 saat sürelerinde 

uygulanan H2O2’in, hücrelerdeki RAN gen anlatım seviyeleri belirlendi.  

4 saat 400 μM hidrojen peroksit uygulanan hücreler ile kontrol hücreleri 

karşılaştırıldığında madde uygulanan hücrelerde RAN gen anlatım seviyesinin hemen 

hemen aynı kaldığı; 600 μM hidrojen peroksit uygulanan hücrelerde 1.737 kat arttığı 

tespit edildi (Şekil 3.7.).  

 

Şekil 3.7.: Olgun adipositlere farklı konsantrasyonlarda H2O2 uygulanması 

sonucu RAN gen anlatımları 

24 saat 600 μM hidrojen peroksit uygulanan hücreler ile kontrol hücreleri 

karşılaştırıldığında madde uygulanan hücrelerde RAN gen anlatım seviyesinin 0.746 kat 

azaldığı tespit edildi (Şekil 3.7.). 
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3. 1. 5. 3. Olgun Adipositlere Linoleik Asit Uygulanması Sonucu RAN Gen 

Anlatım Seviyeleri 

24 saatlik 480 μM linolik asit uygulanan olgun adipositlerde RAN gen anlatımı 

izlenmedi. Üç kez tekrar edilen çalışma sonucunda olgun adipositlere 24 saatlik 480 μM 

linolik asit muamelesinin RAN gen anlatımını susturduğu düşünüldü.  

3. 1. 5. 4. Olgun Adipositlere Stearik Asit Uygulanması Sonucu RAN Gen 

Anlatım Seviyeleri 

24 saat 500 μM stearik asite maruz bırakılan olgun adipositlerde RAN gen 

anlatımının, kontrol grubuna kıyasla 0.114 kat azaldığı saptandı (Şekil 3.8.). 

 

Şekil 3.8.: Olgun adipositlerde, 24 saatlik 50 μM stearik asit muamelesi sonrası 

RAN gen ekspresyon seviyesi 

3. 1. 5. 5. Olgun Adipositlere Etanol Uygulanması Sonucu RAN Gen 

Anlatım Seviyeleri 

24 saat 90 mM etanol ile muamele edilen olgun adipositlerde RAN gen 

ifadesinin 0.62 oranında azaldığı izlendi (Şekil 3.9.).  
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Şekil 3.9.: Olgun adipositlerde, 24 saat 90 mM etanol ile muamele sonrası RAN 

gen ifadesi. 

3. 2. Tartışma 

Farklı gelişim evrelerindeki adipositlerde (preadiposit, olgun adiposit ve 

yaşlandırılmış adiposit) RAN gen anlatımları farklı oranlarda izlendi. Preadiposit RAN 

gen ifadesi kontrol grubuna kıyasla da yaklaşık yarı seviyesinde daha düşük 

saptanırken, yaşlandırılmış adipositlerde bu ifade yok denecek kadar az olarak saptandı 

(Şekil 3.10.). 

RAN gen anlatımı 4 ve 5 saat hidrojen peroksit uygulaması sonrası artarken; 

stearik asit, etanol ve 24 saat hidrojen peroksit uygulaması sonrası azalmıştır. Linoleik 

asit deneylerinde 3 kez tekrarlanan çalışmalarda RAN geni anlatımının izlenmemiş 

olması sonucu Linoleik asitin RAN gen anlatımı üzerinde susturucu etki gösterdiği 

sonucuna varılmıştır. 600 μM H2O2’e 4 saat maruz kalan adipositlerde RAN geni 

anlatımı kontrol hücrelere kıyasla 2 kat artarken, aynı dozda 5 saat muamelenin gen 

anlatımını 6 kata yakın arttırdığı gözlenmiş; etanolün ise olgun adiposit hücrelerinde 

RAN geni ifadesini azalttığı izlenmiştir (Şekil 3.10.).  
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Şekil 3.10.: Farklı gelişim evrelerindeki ve farklı oksidatif stres faktörleri 

uygulanmış olan olgun adipositlerdeki, qPZR ile saptanan RAN gen anlatım seviyeleri. 

Hidrojen peroksit oksidatif stres ajanlarının arasında sulu ve lipid ortamların 

varlığında çözünürlüğü ve yarı ömrünün uzun olması gibi biyokimyasal özelliklere 

sahiptir. Bu nedenle eksojen oksidatif stres modeli tasarlamak amacıyla yaygın olarak 

kullanılmaktadır [34, 35]. Gardner A. ve ark. L929 fibroblastları ve CAL-27 insan 

skuamöz hücreleri ile yaptıkları çalışmalarında geniş konsantrasyon aralıklarında 

hidrojen peroksit uygulamasının sitotoksisite üzerine etkilerini araştırmışlardır [36]. Bu 

araştırmacılar H2O2’nin 10 mM'ın üzerindeki yüksek konsantrasyonlarda nekroz yoluya 

hücre ölümüne, 10 ve 5 mM hidrojen peroksit uygulamalarının endonükleozomal DNA 

parçalanmaları ile eş zamanlı olarak sitotoksisite ve apoptoza sebep olduğunu rapor 

etmişlerdir. Hidrojen peroksitin 24 ve 48 saat 0,5 ve 0,1 mM'lık uygulamalarının 

sitotoksik etki gösterdiğini ancak apoptoz ya da nekroza sebep olmadığını rapor 

etmişlerdir. Hidrojen peroksitin 0,1 mM altında olan konsantrasyonlarda ise 48 saatlik 

uygulama sonrasında herhangi bir etkisini kaydetmemişlerdir. Araştırmacılar yaptıkları 

bu çalışma sonucu elde ettikleri verilere dayanarak, hidrojen peroksit kaynaklı 

sitotoksik etkilerin konsantrasyona bağlı olarak değişiklik gösterebileceğini rapor 

etmişlerdir [37]. Bizde çalışmamızda 3T3-L1 adipositlerinde 50, 100 ve 250 μM 

H2O2’in geniş zaman aralığında hücre proliferasyonuna herhangi bir etkisi olmadığını; 
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300, 400 ve 600 μM H2O2 uygulamasında dozlarla paralel olarak antiproliferatif, 800 ve 

1000 μM H2O2 uygulasında ise letal etkisi olduğunu saptadık. 

Esensiyal yağ asitlerinden biri olan lineloik asit [38] ile yapılan çalışmalar daha 

çok konjuge lineloik asitin (KLA) adipositlerdeki proliferatif ve apoptoz üzerindeki 

etkileri üzerine olmuştur. Konjuge lineloik asit, çalışmada kullandığımız linoleik asitin 

(cis-9,cis-12 oktadekadienoik asit) pozisyonel ve geometrik izomerleri için verilen genel 

addır. Beyaz adipoz doku, KLA izomerlerin depolanmasında tercih edilen bir depo 

organ olduğundan çalışmalarda kullanılması tercih edilmektedir [39]. Yapılan birçok 

çalışmada KLA'nın vücut kütle oranını (BMR) ya da termogenezi azaltması yoluyla 

enerji harcanımını artırarak yağlanmayı azalttığını rapor etmektedir [40-43]. Hayvan, 

[44] insan [45] ve in vitro [46] çalışmardan elde edilen verilerde KLA'nın vücuda olan 

etkilerinin izomer spesifik olduğu bildirilmiştir. Benzer şekilde West D.B ve ark. 

farelerde KLA'nın enerji alımı üzerinde etkili olabileceğini [47], ancak insanla 

yaptıkları çalışmalarında belirgin bir etkisini saptamadıklarını rapor etmişlerdir [48, 49]. 

Park Y. ve ark.’ları linoleik asidin C9T11 KLA izomerinin farelerin gelişimi sırasında 

kilo alımını artırdığını ancak vücuttaki yağ miktarı üzerinde herhangi bir etkisinin 

olmadığını rapor etmişlerdir. [44]. Park Y. ve ark.’ları söz konusu linoleik asit izomeri 

T10c12 olduğunda ise, büyüme üzerinde herhangi bir etkisinin bulunmadığını ve vücut 

yağ kütlesini azalttığını rapor edilmiştir [44]. Benzer olarak linoleik asidin 10,12 KLA 

izomeri uygulamasının lipogenezi ve adipogenezi azalttığına dair birçok çalışma 

mevcuttur [50-55]. Churruca I. ve ark. [56] farklı KLA izomerlerinin kanser, yağlanma, 

ateroskleroz, insülin direnci ve immün sistem üzerine olan etkilerinin birbirinden farklı 

olduğunu saptamışlardır. Riserus U. ve ark. [57] yaptıkları çalışma sonucunda elde 

ettkleri bulgulara göre diyetle alınan KLA’nın vücut yağlanmasını azalttığını tespit 

etmişler ve 4 hafta boyunca KLA uygulamasına maruz bırakılan metabolik sendromlu 

obez erkeklerde abdominal yağlanmada azalma olduğunu bildirmişlerdir. 

Yapılan çalışmalar KLA kullanımı ile yağ kütlesindeki hızlı azalmanın, 

beklenmedik bir şekilde lipodistrofi ile ilişkili olan insülin direnci ve hepatomegaliye 

sebep olduğunu göstermektedir [58,59]. Aynı zamanda Delany J.P. ve ark.’nın farelerle 

yaptıkları bir çalışmada KLA'nın vücut yağlanmasını azalttığını ancak hiperinsülinemi 

ve karaciğerde genişlemeye sebep olduğunu belirtmişlerdir [60]. Kasaoka N.T. ve ark. 

yaptıkları çalışmada düşük yağlı bir diyette KLA alımının lipodistrofiyi uyardığını rapor 
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etmişlerdir [61]. Aynı araştırmacılar KLA kaynaklı adiposit apoptozunun TNF’nin 

belirgin artışı aracılığıyla gerçekleştiğini ve beyaz ile kahverengi adipoz dokularda 

azalma, karaciğerde yağ birikimi ve insulin direnci gibi etkilerin lipodistrofinin 

fenotipik karakteristikleri olarak kabul edilebileceğini bildirmişlerdir [62]. Shen W. ve 

ark. çalışmalarında KLA'nın 10,12 ve 9,11 izomerlerinin yüksek seviyelerinin 

büyümekte olan farelerde adipoziteyi güçlü bir şekilde azalttığını ve bu azalmanın besin 

azlığından kaynaklanmadığını rapor etmişlerdir [62]. Ancak aynı araştırmacılar linoleik 

asidin 10,12 KLA izomerinin yüksek dozlarının steatoza sebep olduğunu, KLA alımının 

serumdaki insulin seviyelerini azalttığını ya da insulin direncine yol açtığını 

bildirmişlerdir [62]. Ayrıca insulin direnci de dahil olmak üzere metabolik hastalıklara 

karşı koruyucu etkileri bulunan M2 makrofajları belirteçlerinin yüksek doz KLA 

uygulamasına cevap olarak gen anlatım seviyelerini de yüksek bulmuşlardır [62]. Akter 

S.H. ve ark. süt ineklerinde yaptıkları çalışmalarında KLA uygulaması sonucu adipoz 

dokudaki adiposit çapındaki küçülmenin KLA'nın lipolitik, antilipogenik ya da her iki 

etkiye işaret edebileceğini rapor etmişlerdir [63]. Parra P. ve ark. [64] farelerle 

yaptıkları çalışma sonucunda KLA izomerlerinin (cis-9, trans-11 ve trans-10, cis-12, 

yarı yarıya karışım halinde verilmiş) yağlanmayı azalttığını rapor etmişlerdir [63]. 

Schaffler A. ve ark. [65] yaptıkları çalışmada 3T3-L1 adipositlerine 24 saat 10 

μM’lık stearik asit uygulaması adipositlerden adiponektin salımını yaklaşık 2 kat 

arttırken, 24 saat 100 μM stearik asit uygulamasında bu artışın yaklaşık 3 kat olduğunu 

saptamıştır. Adiponektinin vücut yağ oranı ile negatif korelasyon içinde olduğu, 

yağların oksidasyonuna sebep olduğu, apoptotik süreçlerde önemli rol alan TNF’yi 

baskılayıcı etkisi olduğu rapor edilmiştir [66]. Furukawa S. ve ark. [67] hücre kültürü 

çalışmarında oksidatif stres gibi stres koşullarının adiponektin salımını baskıladığını 

rapor etmişlerdir. Dolayısıyla yağlanma sonucu ortaya çıkabilen stres koşulları ile 

adiponektin salınımı arasında negatif bir korelasyon olduğu açıktır.  

Etanol mitojenik büyüme faktörlerinin sinyalizasyonunun baskılanması, 

glutatyon azalması, DNA hasarı ve endoplazmik retikulum stresi yoluyla apoptozu 

uyarır [68-72]. Kronik alkol alımı sitokinler, reaktif oksijen ve nitrojen türleri gibi 

hücrelerde çeşitli stres koşullarını tetiklediği bilinen inflamatuar moleküllerin artışı ile 

karakterizedir [73]. Etanol uygulaması reaktif oksijen türlerinin üretimini ve apoptozu 

uyardığına dair birçok çalışma bulunmaktadır [74-76]. Chen X. ve ark.’nın [73] 
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sıçanlarda diyetle kronik olarak etanol alımının adiponektin gen anlatımları ve 

salınımları üzerine olan etkileri araştırdıkları çalışmalarında, 4 hafta boyunca kronik 

etanol alımının subkutan adipoz dokuda adiponektin mRNA sentezinde azalmaya sebep 

olduğunu ancak adiponektin protein seviyeleri üzerine etkisinin olmadığını rapor 

etmişlerdir. Aynı zamanda izole edilmiş retroperitonal ve subkütanoz adipositlerde 

adiponektin salınımında da azalma kaydetmişlerdir. Sonuç olarak kronik etanol alımı 

sonucu subkütanoz ve retroperitonal adipositlerden adiponektin salınımı bozulduğunu 

ve bu bozulma sonucu adiponektin konsantrasyonlarında azalmaya sebep olabileceğini 

vurgulamışlardır [73]. Higuchi H. ve ark. sıçan hepatositleriyle yaptıkları kültür 

çalışmalarında besiyerine ekledikleri 4 saat 50 mmol/L uygulamasının birçok hepatosit 

hücresinde DNA fragmentasyonuna sebep olduğunu rapor etmişlerdir [77].  
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4. SONUÇLAR 

Yaptığımız literatür taramalarına göre, hücrede glikoz homeostazının bozulması 

sonucu gelişen insülin direncinin, adiposit hücrelerinde yağ metabolizmasının 

bozulmasına sebep olduğunu biliyoruz[78].  

Preadiposit, olgun adiposit ve yaşlandırılmış adipositlerdeki RAN gen 

anlatımlarının ölçülmesinde; preadipositlerde RAN gen anlatım seviyesinin, oksidatif 

stres faktörlerine maruz bırakılmamış olgun adipositlerden oluşan kontrol grubuna 

kıyasla yaklaşık yarı seviyesinde saptanması glikoz homeostazına bağlı insülin 

direncinin daha az izleneceğini düşündürdü. Bu düşünce de preadipositlerde insülin 

direncine bağlı yağlanmaya olgun adipositlere kıyasla daha az rastlanacağını 

düşündürdü. Yaşlandırılmış adipositlerde ise kontrol grubuna kıyasla RAN gen 

anlatımının yok denecek kadar az izlenmesi, bize bu hücrelerde glikoz homeostazına 

bağlı insülin direnci gelişmesinin daha az olabileceğini veya insülin direncine karşı 

hücrenin savunma mekanizmasının yeterince işleyemediğini düşündürdü.  

Çalışmamızda 5 saat 600 μM H2O2 uygulamasının hücrede glikoz homeostazını 

bozarak insülin direncini arttırdığı ve hücrenin yükselen insülin direncine karşın RAN 

gen anlatımını yaklaşık altı katına kadar yükselttiğini ve bu sayede durumu dengelediği 

düşünüldü.  

4 saat 600 μM ve 5 saat 800 μM H2O2 uygulanmış hücrelerde RAN geni 

anlatımının artmış olması glikoz homeostazının düzenlenmesi gerekliliğini ortaya 

koymuştur.  

24 saat 600 μM H2O2, 90 mM etanol ve 50 μM stearik asit uygulanması 

hücrelerde glikoz homeostazını dengeleyici olarak etki ederek RAN gen anlatımının 

azalmasına sebep olmuştur. 

Yaptığımız literatür taramalarında karşımıza çıkan çalışmaların çoğunda linoleik 

asit uygulanmış hücrelerde yağlanmanın azaldığı izlenmiş olup, çalışmamızda hücre 

kültüründe linoleik asit ile muamele edilen hücrelerdeki yağ asitlerinin herhangi bir 

ajana maruz kalmayan adipositlere oranla, azalmış olarak izlenmesi ve linoleik asit 

uygulanmış hücrelerde RAN gen ifadesinin gözlenmemiş olması, linoleik asidin insülin 
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direncini baskıladığı ve hücresel boyutta yağlanmanın azalmasına sebep olduğunu 

düşündürdü. Farklı deneylerle bu sitotoksik ajanın hangi evrede ve hangi nedenlerle gen 

anlatımını susturduğunun ortaya konması gerekliliğini oluşturmuştur.  
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