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OZET
Obezitede RAN Geni Anlatiminin Adipogenez ile Iligkisinin Arastirillmasi

Calismamizda preadiposit, olgun adiposit ve yaslandirilmis adipositler olmak
tizere farkli gelisim evrelerindeki adipositlerde Ras ile iligkili niiklear proteine (Ran) ait
gen anlatiminin, olgun adipositlerin degisik dozlarda oksidatif stres faktorlerine (stearik
asit, linoleik asit, etanol ve hidrojen peroksit) maruz birakilmasina karsi yanit olarak
hiicre proliferasyonlarinin ve bu olgun adipositlerdeki RAN gen anlatiminin ne yonde

degisim gosterdigi arastirildi.

Calismamiz, literatiir taramalarimiza gore adipogenik silirecte RAN geninin

obezite ile baglantisini ortaya koyan ilk ¢alisma olma niteligini tasimaktadir.

Calismamizda RAN geninin obezitedeki roliinii belirlemek amaciyla fare
kokenli 3T3-L1 fibroblast hiicreleri, iCELLigence sistemi ile ger¢ek zamanli olarak
gozlemlenerek, preadiposit, olgun adiposit ve yaslandirilmis adipositlere farklilagtirildi.
Olgun adipositler farkli konsantrasyonlarda sitotoksik ajanlara maruz birakilarak hiicre
proliferasyonlar1 gergek zamanli hiicre izleme sistemi (iICELLigence) ile izlendi. Elde
edilen hiicrelerden haberci RNA izolasyonu, haberci RNA’dan tamamlayict DNA
sentezi ve elde edilen genetik materyalde sitotoksik ajanlara yanit olarak, RAN geninin
anlatimindaki degisimler TagMan ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile tespit
edildi.

Oksidatif stres ajanlarmin cesitli konsantrasyonlarimin uygulama siireleri,
ICELLigence sistemi ile IC50 degeri elde edilerek saptandi. 24 saat hidrojen peroksit
(H202) uygulamasi sonucu IC50 degeri 807 uM olarak saptandi. 24 saat 1| mM H20»
uygulamasi 3T3-L1 olgun adiposit hiicrelerinde letal etkiye sahipken, 50-250 uM
konsantrasyon araligindaki H2O2 uygulamalarinin olgun adiposit proliferasyonu iizerine

istatistiksel anlaml1 bir etkisi olmadigi belirlendi.

Olgun adipositlerde RAN gen anlatimi, oksidatif stres faktorii uygulanmayan
kontrol adipositlere kiyasla, dort ve bes saatlik 600 ve 800 uM H>O> uygulamasi sonrasi
artarken; 24 saat 50 uM stearik asit, 24 saat 90 mM etanol ve 4 saat 400 uM ve 24
saat’lik 600 uM H202 uygulamasi sonrasi azaldigi tespit edildi. Linoleik asit uygulamasi

sonrasinda ise RAN geni anlatiminin ortadan kalktig1 gzlendi.



600 uM H202’e dort saat maruz birakilan olgun adipositlerde RAN geni anlatimi
kontrol hiicrelere kiyasla iki kat artarken, aynmi dozda bes saat muamele edilen
hiicrelerde gen anlatiminin alt1 kata yakin arttirdiginin gézlenmesi, farklilasmis adiposit
hiicrelerinde glikoz homeostazinin bozuldugunu diistinmemize neden oldu. 90 mM/24
saat’lik etanol uygulamasi neticesinde RAN gen anlatiminda saptanan azalmanin,

insiilin direncinin artmasina katkida bulunabilecegi diislincesindeyiz.

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 TagMan real-time

polimerase chain reaction.

The implementation periods of oxidative stress markers were determined by
ICELLigence after applying their various concentrations by obtaining 1C50 value. After
24 hours application of hydrogen peroxide (H202), IC50 value was found as 807 uM. 24
hours application of 1 mM H0, was found to have lethal effect on mature 3T3-L1
cells. We did not observe any significant effect of H.O, 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 uM H.O administration; and to decrease in 24 hr 50 uM
stearic acid, 24 hr 90 mM ethanol and 4 hr 400 puM as well as 24 hr 600 uM H20:
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 uM
H20- 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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SEMBOLLER
a: Alfa
f: Beta
%: Ylizde
°C :Santigrat Derece
pg: Mikrogram
uM: MikroMolar
pl: Mikrolitre
f: Beta
a:Alfa
cm?: Santimetrekare
H>0>: Hidrojen Peroksit
kDa: Kilo Dalton
L: Litre
mM : Mili Molar
mmol: Mili Mol
ml : Mili Litre
rpm: Dakikada donme hizi
Rn : Kuyucuklarda hiicre varligindaki hiicre-elektrot empedansi
Rb :Kuyucuklarda hiicre olmadiginda medyuma ait arka plan empedansi

S: Sedimentasyon Katsayis1



KISALTMALAR
3T3-L1: Mus musculus embriyolarindan elde edilen fibroblast hiicre soyu
AR: Androjen reseptorii
ATCC: American Type Culture Collection
cDNA: Tamamlayicit DNA
Cq: Crossing point
DMEM: Dulbecco's modified Eagle's medium
ER: Endoplazmik reticulum
FBS: Fetal Bovin Serum
GTP: Guanozin trifosfat
GDP: Guanozin difosfat
IGF-7: Insiilin benzeri biiyiime hormonu
KLA: Konjuge Lineloik Asit
NF-«B: Nuclear Factor kappa 3
NLS: Niiklear lokalizasyon sinyali
NuMA: Niiklear Mitotik Aparat
PBS: Phosphate-buffered saline
gPZR: Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Ran: Ras-iliskili Niiklear Protein
RanBP1 ve RanBP2: Ran baglayici proteinler
RanGAP: RanGTPaz aktive proteini
RanGTPaz: RanGTP parcalayict enzim
RCC1: Ran Guanin niikleotid degisim faktorii
RNA: Riboniikleik asit

SWAT: Subcutaneous white adipose tissue



TNF: Tiimor nekroz faktori

UV: Ultraviyole

VKI: Viicut Kitle Indeksi

VWAT: Visceral white adipose tissue
WAT: White adipose tissue

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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TABLO LIiSTESI

Sayfa No
1. Tablo 1. 1. WHO (World Health
Organization) kriterlerine gére VKI tabanli

obezitenin siniflandirilmasi [7] 1
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1. GIRIS
1. 1. Genel Bilgiler
1. 1.1. Obezite

Obezite, viicuda besinler ile aliman enerjinin, harcanan enerjiden fazla
olmasindan kaynaklanan ve viicut yag kitlesinin (VKI), yagsiz viicut kitlesine oranla
artmasi ile karakterize olan kronik bir hastaliktir. VKI 30 veya daha fazla olan hastalar
obez olarak nitelendirilirken 25 veya Tlzeri olan hastalar fazla kilolu olarak
simiflandirilmaktadir(Tablo 1.1.). Obezite, basta kardiovaskiiler ve endokrin sistem
olmak tiizere viicudun tiim organ ve sistemlerini etkileyerek cesitli bozukluklara ve hatta
oliimlere yol acabilen &nemli bir saglik problemidir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
tarafindan en riskli 10 hastaliktan biri olarak kabul edilen obezitenin, yine ayni1 orgiit

tarafindan yiiriitiilen son arastirmalarda kanserle yakin ilgisi oldugu da belirlenmistir[1].

Tablo 1. 1.. WHO (World Health Organization) kriterlerine gére VKI tabanli

obezitenin siniflandirilmasi [7]

Siniflandirma VKI (kgfmz)
Simir Arahgi
Zayif <18.50
Ileri Derece Zayif < 16.00
Orta Zayif 16.00-16.99
Hafif Zayif 17.00-18.49
Normal Aralik 18.50-24.99
Fazla Kilolu 25.00-29.99
Sisman > 30.00
Sisman Simf'1 30.00-34.99
Sisman Simf 1T 35.00-39.99
Sisman Sumf IIT >40.00

Obezite; beyaz yag dokusunun (WAT) asir1 derecede artmasi ile tanimlanan bir

hastaliktir. Obezite, beyaz yag dokudaki adipositlerin hipertrofisi ve hiperplazisi ile



gelisir. Beyaz yag dokunun viicutta gelistigi lokasyon ve hiicresel mekanizmasi obezite
patolojisini biiyiik Ol¢lide etkiler. Beyaz yag dokusu (WAT) viicutta farkli alanlarda
bulunabilecegi gibi ¢ogunlukla derialti dokularda (subkutan) SWAT ve i¢ organlarin
cevresinde (visseral) VWAT olarak konumlanir [2]. Insanlarda VWAT birikimi ve
abdominal, derin SWAT yerlesimi ile diyabet, kardiyovakiiler hastaliklar ve 6liim orani
artar [3].

Obeziteye neden olarak goriilen patolojik nedenler; regiilasyon bozuklugu,
psikojenik kaynakli obezite, nérojenik bozukluklara bagli obezite ve genetik kaynakli

obezite olarak tanimlanmaistir [4].

Obezitenin genetigi ile ilgili ¢aligmalar genellikle ikizler iizerinde yapilmig olup;

viicut - kitle indeksinin (VKI) genetik gecisle aktarildigi bilinmektedir [5,6].
1. 1.2.Yagdoku

Yag doku, adiposit adi verilen ve %95’i yag damlacigiyla kapli hiicreler
tarafindan olusturulan bir dokudur. Diger organlardan farkli olarak, tiim viicutta dagilim
gosteren yag doku oldukca dinamiktir. Viicut yerlesimlerine gore adipoz doku
hiicrelerindeki gen ifadelenme kaliplarinda kiiclik farkliliklar goriilebilir. Yag dokusu
sadece yag depolamadan sorumlu olmayip ayni zamanda polipeptidik sitokinler ve
hormon benzeri molekiiller salgilama yetenegine sahip hiicrelerden olusan organize bir

endokrin dokudur [8].
Yag dokunun sitokinleri arasinda leptin, ddiponektin, rezistin, visfatin, IGF-7, NF-kf ve
vb pekgok biyomolekiil vardir [9-11].

1. 1. 3. Ras-Iliskili Niiklear Protein (Ran)

Ran (Ras-related Nuclear protein) veya GTP-baglayici niiklear protein olarak bilinen
protein RAN geni tarafindan kodlanir. Ras {ist familyasinin bir iiyesi olan bu protein 25

kDa molekiiler agirliginda bir proteindir (Sekil 1.1.) [12, 13].

Chr 12

[ | [ ! = 0 — [ B} — M 07 e [ ]
LI o I I B v ] - [V e | = — - — CJd — ) m Loy oy} = o 7 Ao AN [ ]
Lo T L B I B | [ o o [sp ey ] =+ == U - — — — [ e L T~ o = = - =+ =
o e e O e B | - — = - fm B M | b B I T Y ) ('] Lo I I Y [ I Y O Y IR ¥ oY IR o [ Y | [ I |
o0 o O o0 o o 0o o o oo O o oo O [a o o oo O o o O ooo o O o fay
[ TN | I BN w |




Sekil 1.1.: RAN geni insanda 12. kromozom iizerinde bulunur[14]. Insan hiicrelerinde
RAN’1n sadece bir geni vardir[15].

1. 1.3. 1. Ran proteininin gorevleri

Ran proteini RNA ve proteinlerin translokasyonunda bu molekiillerin, niiklear
porlardan gegirilmesinde biiyiik rol oynar. Nukleus-sitosol arasinda makromolekiillerin
gecisinde rol alan mikrotiibiil aginin organizasyonunu ve formasyonunu ayarlar [16,
17]. GTP veya GDP’ye baglanarak nukleus zarindan molekiil gecisine aracilik eder
(Sekil 1.2.).

Cekirdege madde girisi Cekirdekten madde cikisi
Cekirdege lokalizasyon saglayan reseptor saglayan reseptor Sitozole taginan
sinyali tasiyan protein madde

Cekirdekzan

Cekirdege tasinan Cekirdekten madde cikisi
madde sinyali tagiyan protein

Sekil 1. 2.: Ran proteininin sitosol-nukleus arasinda madde transport

mekanizmasi [28].

Interfaz safhasinda nukleus ve sitoplazma arasindaki orantisiz Ran-GTP ve Ran-
GDP dagilimini niiklear RCC1 (Ran-GEF) (Ran Guanin niikleotid degisim faktorii) [18]
ve sitoplazmik RanGTPaz aktive proteininin (RanGAP) [22] Ran-baglayici proteinlere
(RanBP1 ve RanBP2) baglanmasiyla diizenler [23, 24].



Ran proteini ayni zamanda DNA sentezinin kontrolinde ve mitotik hiicre

dongiistiniin isleyisinde gorev goriir [23].

Ran mitoz esnasinda, mikrotiibiil polimerizasyonunda molekiillerin
diizenlenmesi sinyalizasyonunun anahtar1 olabilir. RCC1 kromatin etrafinda yiiksek

konsantrasyonlu Ran-GTP iiretir. Bu da nukleusun mikrotiibiillerini uyarir [23].

Importin o/ heterodimeri ve GTPaz Ran niiklear protein tasiniminda anahtar rol
oynar. Importin, niiklear lokalizasyon sinyaline (NLS) baglanir. Digitonin permeabiliteli
hiicrelerin (in vitro kosullarda ¢alisilan, digitonin muamelesi ile isaretlenmis hiicreler)
nukleuslarina sitosol veya sitosolik fraksiyonlarin eklenmesiyle yapilan g¢alismada
protein tasimmimiyla iliskili dort adet gen (GTPaz Ran/TC4, importin-a, importin-f3 ve
ppl) tanimlanmustir [24,25].

Ran’in bir¢ok islevinin yaninda diger proteinlerle etkilesime giriyor olmast
sebebiyle RAN geni iizerinde olusacak bir mutasyon DNA sentezini sekteye ugratir.
Ran mitoz esnasinda hiicre dongiisiine katilir ve kromozomlar ayrildiktan sonra tekrar
nukleus yapilanmasinda rol alir. Profaz sathasinda niiklear porlardaki Ran-GDP ve Ran-
GTP oram1 azalarak nuklear zar, akici ve kararsiz bir hale doniislir. Ran-GPT
konsantrasyonu kromozomlarin etrafinda RCC1 indiiklenmis halde yiiksek oranda
bulunur. RanBP2 (Nup358) ve RanGAP kromozomlarin ig iplikleri ile baglanmalarim
kolaylastirmak i¢in kinetokorlara giderler. Ayrica Ran-GTP; NuMA ve TPX2 gibi
inhibe edilmis faktdrlerin importinlere baglanmasma aracilik eder. Importinlerin
salinmasiyla Ran-GTP bu faktorleri aktive eder ve mitotik dongiiye katilan molekiillere
tutunmalarini saglar. Telofazda ise Ran-GTP hidrolizi ve niikleotid degisimi yeni olusan

hiicre tarafindan hiicre gelisiminde kullanilir [26].

Ran c¢esitli uzunluklardaki poliglutamini androjen reseptoriine (AR) baglayan
androjen reseptorli koaktivatoriidiir (ARA24). Poliglutaminin AR’de yayilma tekrar
(poliglutaminin AR’ne art arda eklenmesi ile reseptor iizerinde gosterdigi yayilma),
Bulber-Spinal Kas Atrofisi (Kennedy hastaligi) ile iliskilendirilmistir. Ran’in androjen
reseptoriine koaktivasyonun, poliglutaminin AR’de yayilimini azaltir. Bu durumda zayif
koaktivasyon, spinal ve bulbar kas gelisimi atrofisi ile kismi adrojen hassasiyetine sebep
olabilir [27].



1. 1.3. 2. Ran proteini ve kanser iliskisi

Doherty KJ ve arkadaslarina gére Ran-GTPaz (Ran) sinyalizasyonunun ve yolaklarinin
tamimlanmasi, kanser terapétiklerine yeni bir yaklasim olarak ifade edilmektedir. Ran
ifadesi ile kanser olusumu ve ilerlemesi arasindaki 6nemli iliskinin aydinlatilmasin
saglayan son arastirmalarla, hiicredeki Ran'in endojen diizeylerini diisiirecek, mitotik
karsit1 etkilere sahip olacak kii¢lik molekiillii bir bilesigin yeni kanser terapotik tiirleri
gelisiminde Onemli etkisi olabilecegi tartisilmaktadir. Ran baglayici proteinlerin
yoklugunda, Ran'in, importinler ile iiretken olmayan komplekslerde kilitlendigi ve
sistemden etkili bir sekilde cikarilacagi Ongoriilmektedir. Boylece, Ran baglanma
proteinleri, kanser hiicresindeki Ran sinyalinin engellenmesi icin bir molekiiler hedef
olarak algilanmaktadir. Ran protein ailesinin hiicre iginde anti-neoplastikt islevleri

oldugu gosterilmistir [29].
1. 2. Amac¢ ve Onem

Metabolik sendromun bir¢ok komponenti Ozellikle obezite ve diyabet bazi
kanser tiplerinin gelisiminde rol alir. Obezitenin endoplazmik retikulum (ER) stresini
uyardiglr ve ER stresininde 6zellikle obezite, tip 2 diyabet ve insiilin direnci arasinda
anahtar rol oynadigi bilinse de [30] ¢alismamizda arastirdigimiz yag dokuda obezitenin
uyardigi ER stresine cevap olarak RAN gen anlatiminin ne sekilde gergeklestigi ile ilgili

bir ¢aligmaya literatiirde rastlamadik.


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




2. GEREC VE YONTEMLER
2. 1. 3T3-L1 Fibroblast Hiicre kiuiltiirii

Calismada kullanilan 3T3L-1 fibroblast hiicre soyu American Type Culture Collection
(ATCC) (Manassas, USA) ticari olarak temin edilmis olup -196°C’de saklanmustir.
Hiicre kiiltlirii calismasina baslamadan once DMEM (Dulbecco's modified Eagle's
medium)  medyumu+%10 FetalBovin Serum (FBS)+ penisilin (100 unit/ml) ve
streptomisin (100 pg/ml) igeren besi yeri steril sartlarda UV kabin icerisinde hazirlandi
(Sekil 2.1.).

Sekil 2. 1.: Adiposit besi yeri hazirlanisi.

Hiicre kiiltiirii igerisindeki besi yeri 2-3 giin arayla degistirildi. Flask yiizeyinin
%9011k boliimii hiicre ile dolunca hiicreler klasik tripsinojen yontemi ile pasajlandi
(Sekil 2.2.).

Sekil 2.2.: Adiposit hiicrelerinin pasajlanmasi.



2. 2. 3T3-L1 Fibroblast Hiicrelerinin Adiposit Hiicrelerine Doniisiimii

3T3-L1 fibroblast hiicrelerinin farklilasmas1 Miard et al. [31] protokoliine goére
yapilmistir. 3T3-L1 fibroblast hiicreleri DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)
medyumu+%10 Fetal sigir Serum (FBS) i¢inde %5°lik karbondioksit etiivde 370 C*de 4
giin inkiibe edilmistir. Flasklarin %75’inin hiicreler tarafindan doldurulmasi ile
hiicrelere DMEM-FBS i¢ine 10ug/ml insilin + 1uM dexametazone + 0.5mM 3-
isobutyl-1-methylxanthine eklenmis besi yeri ilave edildi. Farklilasmanin baslatilmasi
amaciyla inkiibasyon 3 giin siirdiiriildii. Daha sonra 2’ser giin araliklarla DMEM-FBS

+10p/ml insiilin igeren besi yeri ile hiicrelerin 3 kez besi yeri yenilemesi yapildi.

Adiposit farklilasmast hiicre i¢i lipid damlaciklarinin birikimi ile saptandi (Sekil 2.3.,
Sekil 2.4.).




Sekil 2. 3.: 3T3-L1 fibroblastlarinin pre-adipositlere doniistimii. A) Doniisiim
oncesi fibroblastlar (10X), B-C) Doniisiim sirasinda fibroblast-preadiposit hiicreleri
(10X), D) Olgun adipositler (40X).

2. 3. Yaslanms Adiposit Hiicrelerinin f-Galaktozidaz ile Tespiti

Morfolojik olarak yaslandigi izlenen adipositlerin B-Galaktozidaz isaretleyicisi

ile yaslandirilmis olduklari saptandi.

Sekil 2. 4. : Yaglandirilmis adiposit hiicreleri (40X)

Yaglandirilmig hiicrelerin bulundugu tabaka PBS soliisyonu ile durulandi.
Tabakadaki her 35 mm/kuyu i¢in 1 mL olmak {izere Fiksatif Soliisyonu eklenerek 10-15
dakika oda sicakliginda bekletildi. Plakalar PBS soliisyonu ile iki kez durulandi.
Tabakadaki her 35 mm/kuyu icin 1 mL [p-Galactosidase Staining Solution (B-
Galaktozidaz Boyayic1 Soliisyon) eklendi. Plakalar 37 °C’de bir gece inkiibasyona
birakildi. B-Galaktozidaz hala tabakada iken mikroskop altinda hiicrelerdeki mavi

rengin olusumu izlendi (Sekil 2.5.).



Sekil 2. 5.: B-Galaktozidaz isaretleyicisi ile yaslandirilmis hiicrelerin mavi renkli

izlenmesi.
2. 4. Adipositlerin Oil Red O Boyama ile Tespiti

3T3-L1 fibroblast hiicrelerinin olgun adiposit hiicrelerine doniistiigii Oil Red O
boyama yontemi ile tespit edildi. Hiicreler %10luk formalin soliisyonunda bir saat
bekletildi. Oil Red O stok c¢ozeltisinden % 60’lik Oil Red O ¢alisma c¢ozeltisi
hazirlandi(Sekil 2.6.). Hiicreler 5 dakika oda sicakliginda Oilred O galisma ¢ozeltisi ile
inkiibasyona birakildi. Yag damlaciklar1 kirmizi renkle boyandiktan sonra inverted

mikroskopta gozlemlendi (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7.: 3T3-L1 adiposit hiicrelerindeki yag damlaciklarinin red oil o
boyanmig mikroskop (x40) goriintiisii

2. 5. Ger¢ek Zamanh Hiicre Monitorizasyon Sistemi: iCELLigence
1CELLigence, hiicre kiiltiirii ortaminda hiicrelerin sayilari, morfolojileri ve canliliklar
ile iligkili olan elektriksel empedanst gercek zamanli Olgerek hiicresel olaylarin

incelenmesine olanak taniyan ve oldukga yiiksek duyarliliga sahip bir monitorizasyon
sistemidir (Sekil 2.8.) [32, 33].
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Sekil 2.8.: A) Hiicre kiiltiriinde iCELLigence sistemi B) ICELLigence

sisteminde e-plakalarda ¢ogalan adipositler
2.5. 1. iCelligence sistemi ile 3T3-L1 adiposit hiicre sayisimin optimizasyonu

Hiicre Kkiiltiiri ¢aligmalarinda  kullanilan 3T3-L1 adiposit hiicre sayisi
ICELLigence sistemi kullanilarak tespit edildi. Hiicre sayisinin belirlenmesinin
ardindan, hiicrelerin ekiminden sonra etanol, stearik asit, hidrojen peroksit, linoleik
asitin molekiiler ve kimyasal etkilerini arastirdi§imiz madde i¢in muamele saati ve en

uygun cevap alinacak hiicre indeksi zamani belirlenmistir.

3T3-L1 adipositleri flask i¢inde kiiltiire edildi. Flask ylizeyinin %751 kaplayinca
hiicreler PBS ile yikandiktan sonra tripsinize edilerek zeminden kaldirildi.
Hemositometre ile hiicreler sayildi. Sayilan hiicreler sirasiyla kuyucuklarda 100.000,
50.000, 25.000, 12.500, 6.300, 3.100 ve 1.600 hiicre/mL olacak sekilde besi yeri ile
siispanse edilerek ve hiicre ekimi gergeklestirildi. Sistem ¢alistirildiktan sonra 15 dk’lik
Ol¢tim alind1 ve ¢alisma i¢in en uygun hiicre sayisina ve madde uygulama saatine karar
verildi. Deneyde kullanilan hiicrelerin sayisi optimizasyon deneyi sonucunda yari
maksimum inhibitér konsantrasyon (IC50, half maximum inhibitory concentration)
degerleri sigmoidal doz cevabi (Variableslope, Sigmoidal dose-response) formiilii ile

hesaplanda.

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

uygulanmasi

Hiicreler iCELLigence plakalarina ekilerek ortama farkli konsantrasyonlarda

etanol, hidrojen peroksit, linoleik asit ve stearik asit eklendi. Farkli dozlarda ajanlara
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maruz birakilan hiicrelerin yasam dongiileri belirlenerek maddelerin  hangi

konsantrasyonda, kacinci saatten itibaren, hangi zaman araliginda etkili oldugu tespit
edildi.

2. 6. Gen Anlatim Diizeylerinin Belirlenmesi

3T3-L1 fibroblastlar1 (preadipositler), adiposit hiicre soylarin yer aldig: hiicre
kiiltiirlerindeki hiicrelerden total RNA izole edilerek, izolasyonu yapilan total RNA’dan
cDNA sentez edilerek RAN gen anlatimi1 kantitatif olarak ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu ile (QPZR) LightCycler nano (Roche Diagnostik, Almanya) cihazinda
belirlendi. Analiz edilen her bir 6rnek i¢in 2 ayr1 deney yapildi.

2. 6. 1. Total RNA izolasyonu

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

protokoliine uygun izole edildi.

Hiicreler PBS ile siispanse edildi.

Uzerine 200 ul lizis-baglayic1 tampon (Lysis/-Binding Buffer) eklendi.
Iyice karigtirilda.

Fitreli tiip, toplatici tiipiin {izerine konuldu.

Eppendorf tiipteki sivi, filtreli tiipe aktarildi.

8000 x g’ de 15 saniye santrifiij edildi.

N o o~ wDnhoE

Toplayicr tiip s1vi ile birlikte atildi. Filtreli tiip temiz bir toplayici tiipiin igine

konularak tizerine 90 pl DNase incubation buffer ve 10 ul DNase | eklendi.

8. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

9. Uzerine 500 pl yikama tamponu I (Wash Buffer I) eklendi ve 8000 x g’ de 15
saniye santrufiij edildi. Alt s1v1 atild1. Filtreli tiip toplayici tiip ile birlestirildi.

10. Filtreli tiiptin i¢ine 500 pl yikama tamponu II (Wash Buffer I1) eklendi ve
8000 x g’de 15 saniye santrufiij edildi. Alt s1v1 atildi. Filtreli tiip toplayici tiip
ile birlestirildi.

11. Filtreli tiiptin i¢ine 300 pl yikama tamponu II (Wash Buffer I1) eklendi ve

13000 x g’ de 2 dakika santrufiij edildi. Toplayic1 tiip siv1 ile birlikte atildi.
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12. RNA igeren filtreli tiip, 1.5 mI’lik eppendorf tiipiin i¢ine konuldu. Onceden

1sitilmig 100 pl stizme tamponu (Elution Buffer) filtreli tiipe eklendi ve 8000
x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

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

2

. 6. 2. Total RNA’dan ¢cDNA sentezi

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

kullanilarak

sentezlendi.

1. Ipg total RNA, 2ul random hexamer primer ve 9ul PCR grade water ile
karigtirildu.

2. Toplam hacim 13 pl olan karisim 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

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

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

5. Sentezlenen cDNA’lar -200°C’de analiz yapilana kadar saklandi.

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

Farkli gelisim evrelerindeki adipositlerdeki RAN gen anlatimlar1 kantitatif

olarak gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile (qQPZR) LightCycler nano (Roche
Diagnostik, Almanya) cihazinda belirlendii RAN mRNA’s;, GAPDH mRNA

diizeylerine gore normalize edildi. RAN genlerine ait anlatim oranlar1 referans gen

olarak kullanilan GAPDH ile oranlanarak hesaplandi. Spesifik gen iiriinlerinin varligi

relative quantification analizi ile dogrulandi. Cq degeri 40’1n iizerinde olan ornekler

calismaya dahil edilmedi.
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2. 7. istatistiksel Analizler

iCELLigence sisteminden elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi igin,
istatistiksel analizler iCELLigence sistemi yazilimi kullanilarak yapildi. iCELLigence
sistemi ile yapilan analizlerinde hesaplanan logaritmik yarim maksimum inhibisyon
konsantrasyon (IC50) degerleri Sigmoidal dose-response (Variable slope) formiili ile

hesaplandi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3. 1. Bulgular
3. 1. 1. Hidrojen Peroksitin 3T3-L1 Adiposit Cogalmas1 Uzerine Etkileri

3T3-L1 adipositlerine hidrojen peroksit uygulamadan once hiicreler 24 saat standart
besi yeri igerisinde kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii ortamina 50, 100, 250, 1.000 uM H20:>
eklendi ve 24 saat boyunca gozlemlendi (Sekil 3.1.A.). 1mM H20; uygulamasinin
olgun adipositler tizerinde letal etkisi oldugu tespit edildi. Diger H2O2 dozlar1 olgun
adiposit ¢cogalmasi tizerinde hi¢ bir etki gdstermedi (Sekil 3.1.A.). Sitotoksisite sinir
degerlerini tespit etmek amaciyla 300, 400, 600 ve 800 uM konsantrasyonlarda H2O>
hiicrelere verildi (Sekil 3.1.B.). 24 saat boyunca 600 pM H>O> muamele edilen
hiicrelerde hiicre gogalmasinin inhibe edildigi saptandi (Sekil 3.1.B.). Hidrojen peroksit
icin IC50 degeri Sekil 3.1.A.’daki konsantrasyonlar temel alinarak hesaplandi (Sekil
3.1.C)).

A)

02:07:30 34:08:31 86:08:32 298:10:34 130:11:35 162:12:37
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C) Log of Concentration (M)

Sekil 3.1.: A) Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 50, 100, 250, 1000 uM
H20, uygulanmasi sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasmin karsilagtirilmasi. B) 300,
400, 600, 800 uM H20, uygulanmasi sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasinin
karsilastirilmasi. C) 24 saat H202 uygulamasi igin IC50 degeri.
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3. 1. 2. Linoleik Asidin 3T3-L1 Adiposit Cogalmas1 Uzerine Etkileri

3T3-L1 adipositlerine linoleik asit uygulamadan once hiicreler 24 saat standart besi yeri
igerisinde kiiltlire edildi. Hiicre kiiltlirii ortamina 200, 400, 600 uM linoleik asit eklendi
ve 24 saat boyunca gozlemlendi (Sekil 3.2.A.). 600 uM linoleik asidin adipositler
tizerinde oldiiriicli etkisi oldugu tespit edildi. 200 ve 400 uM linoleik asidin 3T3-L1
adipositler lizeinde antiproliferatif etkiye sahip oldugu tespit ettik (Sekil 3.2.A.). 24 saat
linoleik asit uygulamasi sonucunda IC50 deger 480 uM olarak tespit edildi. (Sekil
3.2.B)).

4.843 T : : : H 1 lincleikasit

- &00_0ulM

4521 linocleikasit
S— 400_0uh
BOO | —— z00.0um
X contral
Reird:]
= OrmpbaA
2.7
2.235
14
=2
50
A) 04:14:35 28:13:00 52:11:25 76:09:50 100:08:15 124:06:41
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0.370 | \
e - \
-0.010 I
-0.200
-3. 794 -3.661 -3.527 -3.394 -3.260 -3.1286

Log of Concentration (M)

B)
Sekil 3.2.: A) Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 200, 400, 600 uM
linoleik asit uygulanmasi sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasinin karsilastiriimasi. B)

48 saat linoleik asit uygulamasi i¢in IC50 degeri.

Sekil 3.3.: A) Olgun adipositlerdeki yag damlaciklarinin Red Oil O ile
izlenmesi. B) Linoleik asit ile muamele sonrast olgun adipositlerdeki yag

damlaciklarinin Red Oil O ile azalmis olarak izlenmesi.
3. 1. 3. Stearik Asidin 3T3-L1 Adiposit Cogalmasi Uzerine Etkileri

3T3-L1 adipositlerine stearik asit uygulamadan once hiicreler 24 saat standart
besi yeri icerisinde kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiiri ortamina 500, 750, 1000, 1500 uM
stearik asit eklendi ve 24 saat boyunca gbézlemlendi (Sekil 3.4.). Calismada uygulanan

bu dozlarda hiicrelerin gogalmasi tizerine hig bir etki tespit edilmedi.
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10:00:00 23:22:57 46:45:54 70:08:52 93:31:49 116:54:47

Sekil 3.4.: Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 500, 750, 1000, 1500

UM stearik asit uygulanmasi sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasinin karsilastirilmasi.
3. 1. 4. Etanoliin 3T3-L1 Adiposit Cogalmas: Uzerine Etkileri

3T3-L1 adipositlerine etanol uygulamadan 6nce hiicreler 24 saat standart besi yeri
igerisinde kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirli ortamina 250, 150, 100, 50 mM etanol eklendi
ve 24 saat boyunca goézlemlendi (Sekil 3.5.A.). Calismada uygulanan normalize edilmis
sekli ile dozlarin proliferasyonu inhibe ettigi gozlemlenmistir (Sekil 3.5.A.). 24 saat
etanol uygulamasi sonucunda IC50 degeri 90 mM olarak tespit edildi (Sekil 3.5.B.).
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Sekil 3.5.: A) Zaman egrileri normallestirilmis hiicre indeksi. 50, 100, 150, 250 mM
etanol uygulanmasi sonucunda 3T3-L1 adiposit ¢ogalmasinin karsilagtirillmasi. B) 48

saat etanol uygulamasi i¢in IC50 degeri.
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3. 1. 5. Olgun Adipositlerde Farkh Kosullar Alinda RAN Gen Anlatim

Seviyeleri

3T3-L1 adipositlerine etanol, stearik asit, linoleik asit ve farkli
konsantrasyonlarda 4, 5 ve 24 saat uygulanan hidrojen peroksitin RAN gen anlatim
diizeyleri, herhangi bir oksidatif stres ajanina maruz birakilmamis adipositlerle

kiyaslanarak karsilastirildi.

3. 1. 5. 1. Farkh Gelisim Evrelerindeki Adipositlerin RAN Gen Anlatim

Seviyeleri

Preadiposit, adiposit ve yaslandirilmis adipositlerin RAN gen ifadeleri 6lgiildii
(Sekil 3.6.).

Herhangi bir oksidatif stres ajanina
maruz birakilmayan, farkl gelisim
evrelerindeki (olgun, preadiposit, yash)
adipositlerde RAN gen anlatimlari

1,2
1
1
&
€08 W Olgun Adiposit (kontrol)
T
c
2 0,6 M Preadiposit
&
= 0,4 3
< Senesense Ugratiimis
e« Adipositler
0,2
0,057
0

Eksen Baslgi

Sekil 3.6.: Preadiposit hiicrelerde RAN gen anlatim seviyesi kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda 0.41 kat, senesense ugratilmis adiposit hiicrelerinde ise 0.057 kat

azaldig: tespit edildi.
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3. 1. 5. 2. Olgun Adipositlere H202 Uygulanmasi Sonucu RAN Gen Anlatim

Seviyeleri

Olgun adipositlere farkli konsantrasyonlarda ve 4, 5, 24 saat siirelerinde

uygulanan H2O’in, hiicrelerdeki RAN gen anlatim seviyeleri belirlendi.

4 saat 400 uM hidrojen peroksit uygulanan hiicreler ile kontrol hiicreleri
karsilastirildiginda madde uygulanan hiicrelerde RAN gen anlatim seviyesinin hemen
hemen ayni kaldigi; 600 uM hidrojen peroksit uygulanan hiicrelerde 1.737 kat arttig1
tespit edildi (Sekil 3.7.).

Olgun adipositlere farkli konsantrasyonlarda H202
uygulanmasi sonucu RAN gen anlatimlar

5,925

6
% 5 H Olgun Adiposit (kontol)
€ B 4 saat H202 400 pM
=]
K 4 4 saat H202 600 pM
©
c W 5 saat H202 600 uM
g)n 3
2 B 5 saat H202 800 puM
g, 1,737

24 saat H202 600 pM
0,99 1,138

1
1 . 0,746
0 . .

Sekil 3.7.: Olgun adipositlere farkli konsantrasyonlarda H20: uygulanmasi

sonucu RAN gen anlatimlari

24 saat 600 uM hidrojen peroksit uygulanan hiicreler ile kontrol hiicreleri
karsilastirildiginda madde uygulanan hiicrelerde RAN gen anlatim seviyesinin 0.746 kat
azaldig tespit edildi (Sekil 3.7.).
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3. 1. 5. 3. Olgun Adipositlere Linoleik Asit Uygulanmasi Sonucu RAN Gen

Anlatim Seviyeleri

24 saatlik 480 uM linolik asit uygulanan olgun adipositlerde RAN gen anlatimi
izlenmedi. Ug kez tekrar edilen ¢alisma sonucunda olgun adipositlere 24 saatlik 480 uM

linolik asit muamelesinin RAN gen anlatimini susturdugu diisiiniildii.

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

Anlatim Seviyeleri
24 saat 500 pM stearik asite maruz birakilan olgun adipositlerde RAN gen

anlatiminin, kontrol grubuna kiyasla 0.114 kat azaldig1 saptandi (Sekil 3.8.).

Olgun adipositlerde, stearik asit
muamelesi sonrasi RAN gen

ekspresyonu
1,2
1

B 1
£
20,8
= B Olgun Adiposit (kontrol)

0,6
é) M 24 saat Stearik Asit 50 uM
=z 0,4
<
I

0,2 0,114

Sekil 3.8.: Olgun adipositlerde, 24 saatlik 50 pM stearik asit muamelesi sonrasi

RAN gen ekspresyon seviyesi

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

Anlatim Seviyeleri

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

ifadesinin 0.62 oraninda azaldigi izlendi (Sekil 3.9.).
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Olgun adipositlerde, etanol muamelesi sonrasi
RAN gen ekspresyonu

1,2

0,8
B Olgun Adiposit (kontrol)
0,6
M 24 saat Etanol 90 mM

0,4

RAN gen anlatimi

Sekil 3.9.: Olgun adipositlerde, 24 saat 90 mM etanol ile muamele sonras1t RAN

gen ifadesi.
3. 2. Tartisma

Farkli gelisim evrelerindeki adipositlerde (preadiposit, olgun adiposit ve
yaslandirilmis adiposit) RAN gen anlatimlar1 farkli oranlarda izlendi. Preadiposit RAN
gen ifadesi kontrol grubuna kiyasla da yaklasik yar1 seviyesinde daha diisiik
saptanirken, yaslandirilmis adipositlerde bu ifade yok denecek kadar az olarak saptandi

(Sekil 3.10.).

RAN gen anlatimi1 4 ve 5 saat hidrojen peroksit uygulamasi sonrasi artarken;
stearik asit, etanol ve 24 saat hidrojen peroksit uygulamasi sonrasi azalmistir. Linoleik
asit deneylerinde 3 kez tekrarlanan caligmalarda RAN geni anlatiminin izlenmemis
olmast sonucu Linoleik asitin RAN gen anlatimi iizerinde susturucu etki gosterdigi
sonucuna varilmigtir. 600 uM H202’e 4 saat maruz kalan adipositlerde RAN geni
anlatim1 kontrol hiicrelere kiyasla 2 kat artarken, ayni1 dozda 5 saat muamelenin gen
anlatimimi 6 kata yakin arttirdi§i gozlenmis; etanoliin ise olgun adiposit hiicrelerinde

RAN geni ifadesini azalttig1 izlenmistir (Sekil 3.10.).
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7 B Olgun Adiposit (kontrol)

M Preadiposit

H Yaslandirilmis Adipositler

4 saat H202 400 uM

B 4 saat H202 600 pM

B 5 saat H202 600 uMm

5 saat H202 800 uMm

RAN gen anlatim seviyeleri

24 saat H202 600 pM

24 saat Etanol 90 mM

24 saat Stearik Asit 50
uM

Sekil 3.10.: Farkli gelisim evrelerindeki ve farkli oksidatif stres faktorleri

uygulanmis olan olgun adipositlerdeki, qPZR ile saptanan RAN gen anlatim seviyeleri.

Hidrojen peroksit oksidatif stres ajanlarinin arasinda sulu ve lipid ortamlarin
varliginda ¢ozinilrliigli ve yar1 omriiniin uzun olmasi gibi biyokimyasal &zelliklere
sahiptir. Bu nedenle eksojen oksidatif stres modeli tasarlamak amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir [34, 35]. Gardner A. ve ark. 1.929 fibroblastlar1 ve CAL-27 insan
skuamoz hiicreleri ile yaptiklar1 g¢aligsmalarinda genis konsantrasyon araliklarinda
hidrojen peroksit uygulamasinin sitotoksisite tizerine etkilerini arastirmislardir [36]. Bu
arastirmacilar H>O2’nin 10 mM"n iizerindeki yiiksek konsantrasyonlarda nekroz yoluya
hiicre 6liimiine, 10 ve 5 mM hidrojen peroksit uygulamalarinin endoniikleozomal DNA
pargalanmalar1 ile es zamanli olarak sitotoksisite ve apoptoza sebep oldugunu rapor
etmislerdir. Hidrojen peroksitin 24 ve 48 saat 0,5 ve 0,1 mM'lik uygulamalarinin
sitotoksik etki gosterdigini ancak apoptoz ya da nekroza sebep olmadigini rapor
etmiglerdir. Hidrojen peroksitin 0,1 mM altinda olan konsantrasyonlarda ise 48 saatlik
uygulama sonrasinda herhangi bir etkisini kaydetmemislerdir. Aragtirmacilar yaptiklari
bu caligma sonucu elde ettikleri verilere dayanarak, hidrojen peroksit kaynakli
sitotoksik etkilerin konsantrasyona bagli olarak degisiklik gosterebilecegini rapor
etmislerdir [37]. Bizde ¢alismamizda 3T3-L1 adipositlerinde 50, 100 ve 250 uM

H202’in genis zaman araliginda hiicre proliferasyonuna herhangi bir etkisi olmadigini;
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300, 400 ve 600 uM H»0O> uygulamasinda dozlarla paralel olarak antiproliferatif, 800 ve
1000 uM H20O> uygulasinda ise letal etkisi oldugunu saptadik.

Esensiyal yag asitlerinden biri olan lineloik asit [38] ile yapilan ¢aligmalar daha
cok konjuge lineloik asitin (KLA) adipositlerdeki proliferatif ve apoptoz iizerindeki
etkileri lizerine olmustur. Konjuge lineloik asit, ¢alismada kullandigimiz linoleik asitin
(cis-9,cis-12 oktadekadienoik asit) pozisyonel ve geometrik izomerleri i¢in verilen genel
addir. Beyaz adipoz doku, KLA izomerlerin depolanmasinda tercih edilen bir depo
organ oldugundan caligmalarda kullanilmas1 tercih edilmektedir [39]. Yapilan birgok
calismada KLA'nin viicut kiitle oranin1 (BMR) ya da termogenezi azaltmasi yoluyla
enerji harcanimini artirarak yaglanmay1 azalttigini1 rapor etmektedir [40-43]. Hayvan,
[44] insan [45] ve in vitro [46] ¢alismardan elde edilen verilerde KLA'nin viicuda olan
etkilerinin izomer spesifik oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde West D.B ve ark.
farelerde KLA'nin enerji alimi fiizerinde etkili olabilecegini [47], ancak insanla
yaptiklart caligmalarinda belirgin bir etkisini saptamadiklarini rapor etmislerdir [48, 49].
Park Y. ve ark.’lar1 linoleik asidin C9T11 KLA izomerinin farelerin gelisimi sirasinda
kilo alimimi artirdigini ancak viicuttaki yag miktar1 lizerinde herhangi bir etkisinin
olmadigini rapor etmislerdir. [44]. Park Y. ve ark.’lar1 s6z konusu linoleik asit izomeri
T10c12 oldugunda ise, biiyiime iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigini ve viicut
yag kiitlesini azalttigini rapor edilmistir [44]. Benzer olarak linoleik asidin 10,12 KLA
izomeri uygulamasinin lipogenezi ve adipogenezi azalttifina dair bir¢ok calisma
mevcuttur [50-55]. Churruca 1. ve ark. [56] farkli KLA izomerlerinin kanser, yaglanma,
ateroskleroz, insiilin direnci ve immiin sistem iizerine olan etkilerinin birbirinden farkl
oldugunu saptamislardir. Riserus U. ve ark. [57] yaptiklar1 ¢alisma sonucunda elde
ettkleri bulgulara gore diyetle alinan KLA’nin viicut yaglanmasini azalttigini tespit
etmisler ve 4 hafta boyunca KLA uygulamasina maruz birakilan metabolik sendromlu

obez erkeklerde abdominal yaglanmada azalma oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan c¢alismalar KLA kullanimi1 ile yag kiitlesindeki hizli azalmanin,
beklenmedik bir sekilde lipodistrofi ile iligkili olan insiilin direnci ve hepatomegaliye
sebep oldugunu gostermektedir [58,59]. Ayn1 zamanda Delany J.P. ve ark.’nin farelerle
yaptiklar1 bir calismada KLA'nin viicut yaglanmasini azalttigini1 ancak hiperinsiilinemi
ve karacigerde genislemeye sebep oldugunu belirtmislerdir [60]. Kasaoka N.T. ve ark.
yaptiklar ¢caligmada diisiik yagl bir diyette KLA aliminin lipodistrofiyi uyardigini rapor
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etmislerdir [61]. Ayni arastirmacilar KLA kaynakli adiposit apoptozunun TNF’nin
belirgin artis1 aracilifiyla gerceklestigini ve beyaz ile kahverengi adipoz dokularda
azalma, karacigerde yag birikimi ve insulin direnci gibi etkilerin lipodistrofinin
fenotipik karakteristikleri olarak kabul edilebilecegini bildirmislerdir [62]. Shen W. ve
ark. calismalarinda KLA'min 10,12 ve 9,11 izomerlerinin yiliksek seviyelerinin
biiylimekte olan farelerde adipoziteyi giiglii bir sekilde azalttigini ve bu azalmanin besin
azligindan kaynaklanmadigini rapor etmislerdir [62]. Ancak ayni arastirmacilar linoleik
asidin 10,12 KLA izomerinin yiiksek dozlarinin steatoza sebep oldugunu, KL A aliminin
serumdaki insulin seviyelerini azalttigini ya da insulin direncine yol agtigini
bildirmislerdir [62]. Ayrica insulin direnci de dahil olmak iizere metabolik hastaliklara
kars1 koruyucu etkileri bulunan M2 makrofajlar1 belirteclerinin yiiksek doz KLA
uygulamasina cevap olarak gen anlatim seviyelerini de yiiksek bulmuslardir [62]. Akter
S.H. ve ark. siit ineklerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda KLLA uygulamasi sonucu adipoz
dokudaki adiposit ¢apindaki kiictilmenin KLA'nin lipolitik, antilipogenik ya da her iki
etkiye isaret edebilecegini rapor etmislerdir [63]. Parra P. ve ark. [64] farelerle
yaptiklar1 ¢alisma sonucunda KLA izomerlerinin (cis-9, trans-11 ve trans-10, cis-12,

yarl yartya karigim halinde verilmis) yaglanmay1 azalttigini rapor etmislerdir [63].

Schaffler A. ve ark. [65] yaptiklar1 ¢alismada 3T3-L1 adipositlerine 24 saat 10
uM’lik stearik asit uygulamasi adipositlerden adiponektin salimimi yaklasik 2 kat
arttirken, 24 saat 100 uM stearik asit uygulamasinda bu artigin yaklasik 3 kat oldugunu
saptamistir. Adiponektinin viicut yag orani ile negatif korelasyon i¢inde oldugu,
yaglarin oksidasyonuna sebep oldugu, apoptotik siireglerde 6nemli rol alan TNF’yi
baskilayici etkisi oldugu rapor edilmistir [66]. Furukawa S. ve ark. [67] hiicre kiiltiirti
caligmarinda oksidatif stres gibi stres kosullarinin adiponektin salimini baskiladigini
rapor etmislerdir. Dolayisiyla yaglanma sonucu ortaya ¢ikabilen stres kosullari ile

adiponektin salinimi arasinda negatif bir korelasyon oldugu agiktir.

Etanol mitojenik biliylime faktorlerinin sinyalizasyonunun baskilanmasi,
glutatyon azalmasi, DNA hasar1 ve endoplazmik retikulum stresi yoluyla apoptozu
uyarir [68-72]. Kronik alkol alimi sitokinler, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi
hiicrelerde ¢esitli stres kosullarini tetikledigi bilinen inflamatuar molekiillerin artisi ile
karakterizedir [73]. Etanol uygulamasi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini ve apoptozu

uyardigina dair birgok c¢alisma bulunmaktadir [74-76]. Chen X. ve ark.’min [73]
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sicanlarda diyetle kronik olarak etanol aliminin adiponektin gen anlatimlari ve
salmimlar1 tizerine olan etkileri arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 4 hafta boyunca kronik
etanol alimimin subkutan adipoz dokuda adiponektin mMRNA sentezinde azalmaya sebep
oldugunu ancak adiponektin protein seviyeleri iizerine etkisinin olmadigini rapor
etmislerdir. Ayn1 zamanda izole edilmis retroperitonal ve subkiitanoz adipositlerde
adiponektin salimiminda da azalma kaydetmislerdir. Sonug olarak kronik etanol alimi
sonucu subkiitanoz ve retroperitonal adipositlerden adiponektin salinimi bozuldugunu
ve bu bozulma sonucu adiponektin konsantrasyonlarinda azalmaya sebep olabilecegini
vurgulamiglardir [73]. Higuchi H. ve ark. sican hepatositleriyle yaptiklari kiiltiir
calismalarinda besiyerine ekledikleri 4 saat 50 mmol/L uygulamasinin birgok hepatosit

hiicresinde DNA fragmentasyonuna sebep oldugunu rapor etmislerdir [77].
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4. SONUCLAR

Yaptigimiz literatlir taramalarina gore, hiicrede glikoz homeostazinin bozulmasi
sonucu gelisen insiilin direncinin, adiposit hiicrelerinde ya§ metabolizmasinin

bozulmasina sebep oldugunu biliyoruz[78].

Preadiposit, olgun adiposit ve yaslandirilmis adipositlerdeki RAN gen
anlatimlarmin 6lgiilmesinde; preadipositlerde RAN gen anlatim seviyesinin, oksidatif
stres faktorlerine maruz birakilmamis olgun adipositlerden olusan kontrol grubuna
kiyasla yaklasik yar1 seviyesinde saptanmasi glikoz homeostazina bagli insiilin
direncinin daha az izlenecegini diislindiirdii. Bu diisiince de preadipositlerde insiilin
direncine bagli yaglanmaya olgun adipositlere kiyasla daha az rastlanacagim
diistindiirdii. Yaslandirilmis adipositlerde ise kontrol grubuna kiyasla RAN gen
anlattminin yok denecek kadar az izlenmesi, bize bu hiicrelerde glikoz homeostazina
bagl insiilin direnci gelismesinin daha az olabilecegini veya insiilin direncine karsi

hiicrenin savunma mekanizmasinin yeterince isleyemedigini diistindiirdii.

Calismamizda 5 saat 600 uM H20; uygulamasinin hiicrede glikoz homeostazini
bozarak insiilin direncini arttirdigi ve hiicrenin yiikselen insiilin direncine karsin RAN
gen anlatimini yaklagsik alt1 katina kadar yiikselttigini ve bu sayede durumu dengeledigi

diistinildii.

4 saat 600 uM ve 5 saat 800 uM H202 uygulanmis hiicrelerde RAN geni
anlatimmin artmis olmasi glikoz homeostazinin diizenlenmesi gerekliligini ortaya

koymustur.

24 saat 600 uM H202, 90 mM etanol ve 50 puM stearik asit uygulanmasi
hiicrelerde glikoz homeostazin1 dengeleyici olarak etki ederek RAN gen anlatiminin

azalmasina sebep olmustur.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda karsimiza ¢ikan ¢alismalarin cogunda linoleik
asit uygulanmis hiicrelerde yaglanmanin azaldigi izlenmis olup, c¢alismamizda hiicre
kiiltirinde linoleik asit ile muamele edilen hiicrelerdeki yag asitlerinin herhangi bir
ajana maruz kalmayan adipositlere oranla, azalmis olarak izlenmesi ve linoleik asit

uygulanmis hiicrelerde RAN gen ifadesinin gozlenmemis olmasi, linoleik asidin insiilin
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direncini baskiladigi ve hiicresel boyutta yaglanmanin azalmasma sebep oldugunu
diisiindiirdii. Farkli deneylerle bu sitotoksik ajanin hangi evrede ve hangi nedenlerle gen

anlatimini susturdugunun ortaya konmasi gerekliligini olusturmustur.
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