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OZET

NITRIK OKSIDIN PREADIPOSITLERDE (3T3-L1) PROLIFERASYON, DIFERENSIYASYON VE
AKTIN HUCRE ISKELETI ORGANIZASYONU UZERINE ETKILERI: RHO/RHO-KINAZ
YOLAGININ OLASI ROLU

Ahmet Sencer Yurtsever tarafindan yapilan bu tezde 3T3-L1 preadipositlerinin
diferensiyasyonu, proliferasyonu ve aktin hiicre iskeleti organizasyonu iizerine nitrik oksidin
(NO) sentez/saliverilmesini artiran ajanlarin ve NO donérlerinin etkisi arastirildi. Buna ek olarak
bu olasi etkinin yine preadipositlerin diferensiyasyonunda 6nemli bir sinyal ileti mekanizmasi
oldugu goriinen Rho/Rho-kinaz yolagi ile olasi iliskisi incelendi.

Calismamizda bu amagla, NO donorleri olarak DETA-NO [2,2'-
(Hidroxinitrozohidrazono)bis-etanimin] ve sodyum nitrit (NaNO)kullanildi. Buna ek olarak NO
sentez ve saliverilmesini artiran lipopolisakkarid ile Rho-kinaz aktivatorii lizofosfatidik asit
(LPA) ve trombin’in ve ayrica Nitrik oksit sentaz (NOS) enzim inhibitorii L-NAME'nin (NG¢-nitro-
L-arginin metil ester) ve Rho-kinaz enzim inhibitdrleri Y-27632 ve H-1152'nin preadipositlerin
(3T3-L1 hiicrelerinin) proliferasyon, diferensiyasyon ve hiicre iskeleti aktininin organizasyonu
lizerine olan etkilerini arastirdik. Bu amagla post-konfluent preadipositlere diferensiyasyon
protokoliiniin cesitli glinlerinde (0-2, 2-4, 4-8, 0-8. giinler) NO donoérleri ve NOS indiikleyicileri
DETA-NO (10-7-10-5 M), NaNOz (10-7-10-3 M), LPS (10, 100 ng/ml), RhoA aktivatérleri LPA (10-7-
105 M), Trombin (1-5 U/ml), Rho-kinaz inhibitérleri Y-27632 (10> M), H-1152 (10-7-10-¢ M)
uygulandi. Oil red O boyamasi yapilarak 3T3-L1 hiicrelerinin diferensiyasyonu degerlendirildi.
Adiposit proliferasyonunu degerlendirmek i¢cin MTT testi, Rho-kinaz enzim ekspresyon ve
aktivitesini degerlendirmek icin Western blot yontemi kullanildi. Griess metodu ile nitrit/nitrat
tayini yapildi ve RhoA aktivitesini 6l¢cmek icin G-LISA yontemleri kullanildi. Aktin hiicre
iskeletindeki degisimler ise floresan boyama yontemi ile degerlendirildi.

NO donorleri DETA-NO ve NaNOy'in, preadiposit diferasyonu iizerine, uygulandiklari
zaman araliklarinda, (0-2, 0-4, 4-8. giinlerde) herhangi bir etkisi olmadi. Bununla birlikte iNOS
sentezini artirdif1 bilinen bakteriyel lipopolisakkarid (LPS), 0-2. Giin disindaki diger zaman
araliklarinda diferensiyasyonu baskiladi. NOS inhibitorii L-NAME, diferensiyasyonu baskilamakla
birlikte LPS ile kombine olarak uygulandiginda LPS’nin olusturdugu supresyonu énlemedi. Rho-
kinaz (ROCK) enzim inhibitori Y-27632, [(R)-(+)-trans-4-(1-Aminoetil)-N-(4-
Piridil)siklohekzankarboksamid dihidroklorid] diferensiyasyonu stimiile etti. Rho/ROCK
yolaginin aktivasyonuna yol a¢tig1 bilinen trombin, 3T3-L1 hiicre diferensiyasyonunu suprese
etti. Trombin, buna ek olarak Y-27632'nin olusturdugu diferensiyasyon artisini onledi.
Calismamizda kullanilan ajanlarin proliferasyon tuzerine etkilerine gelince, Y-27632, 3T3-L1
hiicrelerinde proliferasyonu baskiladi. Y-27632'nin LPA ile kombine olarak uygulanmasi bu etkiyi
degistirmedi. 2x10+ M L-NAME, tek basina proliferasyon iizerine belirgin bir etki
olusturmamakla beraber 0-8 giin boyunca uygulandiginda proliferasyonu azaltti. LPS ile L-NAME
kombinasyonunun proliferasyon tzerine anlamli bir etkisi olmadi. L-NAME, daha yiiksek
konsantrasyonda (5x10-* M), uygulandiginda genellikle proliferasyonu baskiladi ancak 10 ve 100
ng/ml LPS ile kombine edilmesi, proliferasyon iizerine belirgin bir etki géstermedi. Ote yandan,
trombin 1-5 U/ml konsantrasyonda, uygulandiginda preadiposit proliferasyonunu degistirmedi.
Ancak 0-8. Giin araliginda ayni dozda trombin uygulanmasi, proliferasyonu stimiile etti. Y-27632,
trombin tarafindan olusturulan proliferasyon artisini 6nledi.

Sonu¢ olarak 3T3-L1  hiicrelerinin gerek proliferasyonunda ve gerekse
diferansiyasyonunda nitrik oksit ve Rho/Rho-kinaz yolaginin farkli zamanlarinda (0-2-4-8.
giinlerde) farkli etkiler olusturmaktadir.

Ote yandan, NO donér ve sentez/saliverilme artisi yapan ajanlar ile Rho/ROCK yolagini
etkileyen ajanlarin RhoA ve ROCK aktivasyonu (LIM kinaz fosforilasyonu lizerinden) ile ROCK ve
iNOS ekspresyonlari iizerine olan etkileri degerlendirildiginde, LPS (10 ve 100 ng/ml), ROCK-2
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enziminin ekspresyonunu artirdi. NOS inhibitoérii L-NAME’nin 6n uygulamasi bu artis1 ortadan
kaldirmadi. Calismamizda ortaya cikan ilging bir nokta L-NAME’in tek basina uygulamasinin
ROCK ekspresyonunda up-regiilasyon olusturmasiydi. Ote yandan, NO donérii DETA-NO (10-7-
10-5> M) ROCK-2 ekspresyonlari iizerine anlamh etki gostermedi. LPS, her iki (10, 100 ng/ml)
konsantrasyonda da3T3-L1 hiicrelerinde iNOS ekspresyonunu artirdi ve buna ek olarak
uygulandiktan sonra 30. dakikada ROCK aktivitesinin bir gostergesi olan LIM kinaz
fosforilasyonunda da bir artis olusturdu. Ancak L-NAME (2x10-4 M) 6n uygulamasi sonrasi LPS
uygulandiginda, LIM kinaz fosforilasyonunda artis olusmadi. L-NAME tek basina uygulandiginda
LIM kinaz fosforilasyonu lizerine etki géstermedi. ilging olarak NaNO;, 107 M konsantrasyonda
uygulandiginda LIM kinaz fosforilasyonunu arttirdi.

Baska bir deney serisinde ise nitrit/nitrat 6lciimleri yapildi. LPS uygulandigi her iki
konsantrasyonda da nitrit/nitrat diizeylerinde anlamh bir degisiklik olusturmadi. L-NAME ile
LPS’'nin kombine uygulamasi da nitrit/nitrat diizeylerinde bir degisiklik olusturmadi. LPA (10-7-
10-5 M) uygulamasi nitrit/nitrat diizeyleri izerine etki gostermedi. Buna karsin ROCK inhibit6rii
Y-27632 (10-5 M), 3T3-L1 nitrit/nitrat dlizeylerinde anlaml artislar olusturdu.

Elde edilen bulgular, inflamatuar bir ajan olan LPS'nin iNOS indiiksiyonu yaptigimi1 ve
bunun yani sira ROCK-2 enzim ekspresyonunda up-regiilasyon olusturdugunu ve LPS'nin bu
etkisine NO’in aracilik etmedigini gostermektedir; ¢linkii, LPS ile olusturulan ROCK-2 up-
regiilasyonu L-NAME tarafindan énlenmedi. Bunun disinda, DETA-NO, ROCK-2 ekspresyonunda
belirgin bir degisiklik olusturmadi. Sonug olarak, LPS, ROCK-2 up-regiilasyonuna yol agmaktadir
ve bu etki olasilikla NO disinda baska inflamatuar mediyator(ler) araciligi ile olmaktadir.

Trombin ve Lizofosfatidik asit ve 3T3-L1 hiicrelerinde RhoA translokasyonunu anlaml
olarak artirdi. Trombin ile indiiklenen RhoA aktivasyonunun gostergesi olan RhoA
translokasyonu Clostridum botulinum ekzoenzimi C-3 tarafindan kismen bloke edildi. Ilging
olarak NO donorleri DETA-NO ve NaNO; RhoA aktivasyonu iizerine herhangi bir etki
olusturmazken NO sentaz inhibitori L-NAME RhoA translokasyonunda anlaml artislar
olusturdu.

NO donér ve sentez/salivericilerinin Aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu iizerine
etkilerine gelince, NO donorleri, DETA-NO, NaNO ile RhoA aktivatoérii LPA, hiicre iskeleti
aktininde belirgin bir sekil degisikligi olusturmadi. Ancak NOS inhibitérii L-NAME,
preadipositlerin aktininde hiicre iskeletinde bir toplanma ve membran sekil degisikligi
olusturmustur. Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-27632 uygulamasi ise 3T3-L1 hiicrelerinde belirgin
uzamalar ve sekil degisiklikleri olusturdu. Ote yandan 0-2. giin zaman araliginda DETA-NO ve
NaNO; uygulamas hiicre iskeletinde bir degisiklik olusturmazken LPA aktin hiicre iskeletinde
toplanmalar ve hiicre sekil degisikligi meydana getirdi. DETA-NO ve NaNO,, 0-4. ve 0-8 glin zaman
araliginda uygulandiginda aktin hiicre iskeletinde belirginlesmeler, hiicre sinirlarina ¢ekilmeler,
stres lifleri ve hiicre hacminde artislar olusturdu. NOS inhibitérii L-NAME, 0-2, 0-4. ve 0-8.
glnlerde aktin hiicre iskeletilizerine etki gdstermedi. ROCK inhibitérii Y-27632, 0-8. glin zaman
araliginda uygulandiginda lipid damlaciklarin olusumunu artirdi, bu da Y-27632'nin lipogenezi
stimiile ettigini gosterebilir.

Sonug olarak, 3T3-L1 preadipositlerin hiicre iskeleti aktininin morfolojisi tizerine NO ve
RhoA/Rho-kinaz yolaklarinin etkiler olusturdugu acik olarak goriilmektedir. Ancak uygulamanin
preadiposit diferensiyasyonun hangi giinlerinde yapildigina baghh olarak bu etkiler
degisebilmektedir. Bunun yani sira, bir¢ok hiicre tipinde de RhoA aktivasyonu olusturan trombin
ve LPA, 3T3-L1 preadipositlerde de RhoA translokasyonuna (aktivasyonuna) neden oldu.

Anahtar Kelimeler: Adiposit, Aktin hiicre iskeleti, Diferensiyasyon, H-1152, LPA, LPS, Nitrik
oksit, Proliferasyon, Rho-kinaz, Trombin, Y-27632.

Danisman: Prof. Dr. Kansu BUYUKAFSAR, Mersin Universitesi, Tibbi farmakoloji Anabilim Daly,
Mersin.
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ABSTRACT

EFFECTS OF NITRIC OXIDE ON PREADIPOCYTE (3T3-L1) PROLIFERATION,
DIFFERENTIATION, AND REORGANIZATION OF ACTIN CYTOSKELETON: POSSIBLE ROLE
OF RHO/RHO-KINASE SIGNALLING

In this thesis dissertation which performed by Ahmet Sencer Yurtsever, it is aimed to
investigate possible effects of nitric oxide (NO) donors and the compounds inducing NO
synthesis/release on the proliferation, differentiation and reorganization of actin cytoskeleton.
Furthermore, we sought any relationship between NO signalling and Rho/Rho-kinase pathway
that seems to be essential for pre/adipocytes metabolism.

In this purpose, NO donors and NO generators, DETA-NO (10-7-10-5 M), NaNO (10-7-10-3
M), bacterial lipopolysaccharide (LPS, 10, 100 ng/ml), RhoA activators including
lysophosphatidic acid (LPA, 10-7-10-5 M) and thrombine (1-5 U/ml) as well as Rho-kinase
inhibitors, Y-27632 (10-> M), and H-1152 (10-7-10-¢ M) were treated on 3T3-L1 cells at different
time points of differentiation (0-2, 2-4, 4-8, 0-8. days). In order to assess pre/adipocyte
proliferation, MTT cell analysis and for differentiation, Oil Red O staining were performed. To
evaluate Rho-kinase activity and expression, Western blotting was used. Moreover, the detection
of nitrite/nitrate levels and RhoA activity, Griess and G-LISA methods were respectively used.
Finally, specific fluorescent staining was employed for the assessment of actin cytoskeleton
reorganization.

NO donors, DETA-NO and NaNO, had no effects on preadipocyte differentiation at
different day points tested (0-2nd, 0-4th, 4-8 th days). The bacterial lipopolysaccharide known to
induce INOS supressed the differentiation in general. The NOS inhibitor, L-NAME supressed the
differantiation; while, it did not prevent the suppresive effect of LPS. The Rho-kinase (ROCK)
enzyme inhibitor, Y-27632, facilitated the differentiation. Thrombin, which has been reported to
activate Rho/ROCK signalling decreased the differentiation. Moreover, it prevented the increase
of the differentiation by the ROCK inhibitor, Y-27632. As to the effects of these agents over the
preadipocyte proliferation, Y-27632 decreased the rate of proliferation of 3T3-L1 cells. The
combination of Y-27632 with LPA did not differentiate this effect. 2x10-4 M L-NAME, had no
effects of the proliferation at all time points except 0-8th day-application in which it suppressed
the 3T3-L1 cell growth. The combination of LPS with L-NAME had no substantial changes on the
proliferation. The higher concentration of L-NAME (5x10-4 M) generally suppressed the growth
but its combination with LPS had no effects. Another compound tested, thrombin also did not
alter the growth rate at all time points except 0-8th day-application in which it boosted the
proliferation, which was attenuated by the ROCK inhibitor, Y-27632.

In conclusion, nitric oxide and Rho/ROCK signalling seem to have differential effects on
3T3-L1 cell growth and differentiation at different application points (0-2nd, 0-4th, 4-8 th days)

With regard to the effects of NO donors and generators as well as the agents that
manipulate Rho/ROCK pathway on RhoA activation, ROCK expression and the reorganization of
actin cytoskeleton, LPS (10, 100 ng/ml) upregulated ROCK-2 protein, which was not prevented
by L-NAME pre-treatment. Interestingly, L-NAME alone did upregulate ROCK-2 too. NO donors,
DETA-NO (10-7-10-5 M) did not significantly change the expression. In addition to ROCK-2, LPS
also induced iNOS expression not to mention LIM kinase, which shows ROCK activation. However,
under the condition in which L-NAME (2x10-* M) was pre-treated to 3T3-L1 cell, LPS did not up-
regulate LIM kinase as LPS alone did. L-NAME did not modify the phosphorylation of LIM kinase.
Interestingly, NaNO; (10-7 M) also increased LIM kinase phosphorylation.

In another sets of experiments, nitrite/nitrate level was detected as an index of NO
production. LPS, in contrast to the iNOS induction, failed to elevate the nitrite/nitrate level. The
combination of L-NAME with LPS did not also induce any changes. LPA (10-7-10-5 M) also did not
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regulate these NO metabolites. However, the ROCK inhibitor, Y-27632 (10-5 M) dramatically
elevated nitrite/nitrate level in the medium culturing 3T3-L1 cells.

Taken together, as an inflammatory agent, LPS up-regulated ROCK as well as iNOS.
However the induction of iNOS by LPS was not modified in the presence of L-NAME, implying that
NO may not be involved. Furthermore an NO donor, DETA-NO did not altered ROCK-2 expression.
Overall, some inflammatory agents other than NO might take roles in the up-regulation of ROCK-
2.

As to the effects of NO-donors, DETA-NO and NaNO, on preadipocyte cell shape changes
and actin re-organization, either these NO donors or the RhoA activator, LPA induced no
substantial changes in cytoskeleton actin re-organization and cell shape changes. In contrast, a
NOS inhibitor, L-NAME (applied between 0-2 days) evoked the assembly of actin fibers and cell
shape changes. The ROCK inhibitor, Y-27632 produced elongation of preadipocytes and cell
shape changes in 3T3-L1 cells. On the other hand, DETA-NO and NaNO3, applied between day 0-
2 induced no cell shape changes. LPA elicited an assembly of actin fiber together and cell shape
changes. However, both DETA-NO and NaNO; applied for 4 and 8 days, caused a dense collection
of actin fiber at the borders of cells, formation of stress fibers and an increase of cell volume. L-
NAME, aplied on 0-2, 0-4. and 0-8. days had no effects on cell cytoskeleton. The ROCK inhibitor,
Y-27632 applied between 0-8 days, facilitated lipogenesis, so increase the appearence of lipid
droplet in cells.

In conclusion, it seems that nitric oxide as well as Rho/ROCK signaling cascade may have
a role on preadipocyte proliferation, differentiation and cell cytoskeleton. However, it differs
based on the stage of preadipocyte differentiation. Moreover, known activator of RhoA in
different kind of cell types, LPA and thrombin also induced a substantial increase in RhoA
activation in preadipocytes.

Keywords: Adipocyte, Actin cytoskeleton, Differentiation, H-1152, LPA, LPS, Nitric oxide,
Proliferation, Rho-kinase, Thrombin, Y-27632.

Advisor: Prof. Kansu BUYUKAFSAR, Department of Medical Pharmacology, University of
Mersin, Mersin.
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GIRIS

Obezite organizmanin gidalar yolu ile aldig1 enerjinin, harcadig: enerjiden fazla olmasi
sonucu gelisen ve viicut yag kitlesinin, yagsiz viicut kitlesine oranla artmasi ile karakterize kronik
bir hastaliktir [1]. Etyolojisinde bir¢cok faktor rol oynamaktadir. Obeziteye yol acan etkenlerin ve
obezitenin gelisiminin nasil dnleneceginin tam olarak anlasilamamasi 6nemli bir sorun olarak
goriinmektedir [2]. Diinya genelinde obezite ve eslik eden metabolik sendrom (bozulmus glikoz
toleransi ve instlin direnci ile birlikte hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi, santral obezite ve
mikroalbliminiiriden en az ikisinin eslik etmesi) prevalansinda artis gozleniyor olmasindan 6tiirii
son zamanlarda bir metabolik ve endokrin organ olan yag dokusuna olan ilgiyi belirgin sekilde
arttirmaktadir [3].

Bag dokusunun 6zellesmis bir tipi olan yag dokusu yakin zamana kadar genellikle icerdigi
yag asitlerinin organizma tarafindan gerektiginde enerji amaciyla kullanilmak {izere depolandig
bir doku olarak bilinmekteydi. Ancak yag doku kdkenli adipokinlerin ve diger mediyatdrlerin
varliginin gosterilmesiyle birlikte yag dokusu artik sadece bir enerji deposu degil, ayni zamanda
aktif endokrin organ alarak kabul edilmektedir [4, 5]. Viicudun kullanacagindan fazla enerjinin
yag hiicresinde depolanmasi ve salgilanmasi glukokortikoidler, insiilin ve katekolaminler gibi
hormonal sinyallerle kontrol edilmektedir. Yag hiicresinden salgilandig1 bildirilen ve adipokin
olarak adlandirilan c¢ok sayida madde (leptin, rezistin, TNF-a, adiponektin ve IL-6 vs.)
bulunmakta [6, 7] ve yapilan arastirmalar sonucunda bu maddelerin sayisi giderek artmaktadir.

Obezite temel olarak beyaz yag dokunun yag kitlesinde artis ile karakterizedir [8].
Giiniimiizde DSO (Diinya Saghik Orgiitii) tarafindan yapilan obezite tamimina gére diinyada 1,7
milyar insan fazla kilolu (viicut kitle indeksi> 25 kg/m?) ve bunlarin 400 milyonu obezdir (Viicut
kitle indeksi> 30 kg/m2) [9, 10]. Ateroskleroz, instlin direnci, dislipidemi, Tip-2 diyabet, gut,
hipoventilasyon, hipertansiyon, safra kesesi hastaligi, uyku apnesi ve osteoartrit gibi birgok
patolojik bozuklugun obezite ile iligkili oldugu ortaya konulmustur [9, 11, 12]. Bunun yan1 sira
obezitenin bobrek, endometrium, gogiis, kolon, 6zofagus ve pankreas kanseri, 16semi, multipl
myelom ve non-Hodgkin lenfoma gibi bircok kanser tipinin insidansinda artisa yol actigi
gosterilmistir [13]. Obezite 6liim riskini arttirmakta ve beklenen yasam siiresini kisaltmaktadir
[14, 15].

Memelilerde beyaz ve kahverengi olmak lizere iki ayr1 tipte yag doku bulunmaktadir.
Beyaz yag doku temel olarak enerji depolanmasindan, kahverengi yag doku ise ener;ji
harcanmasindan sorumludur. Eriskin insanda sadece viicudun belli bolgelerinde ¢cok az miktarda
bulundugu gosterilen kahverengi yag dokusunun temel islevi besinler ile alinan enerjiyi
kullanarak 1s1 tiretmek ve viicut sicakligini belirli bir diizeyde tutmaktir [12] Viicuttaki beyaz yag

dokunun hiicresel kompozisyon ve boyutu organizmanin enerji alimi ile harcamasi arasindaki
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dengeye bagh olarak yasam boyu biiyiik degisimler gosterebilir. Uzun donemde bireyin enerji
alimi1 enerji harcamasindan fazla oldugunda viicuttaki beyaz yag doku Kkitlesi, var olan
adipositlerin hiicre i¢i lipid birikiminin artis1 sonucu blyiimesi ve yag doku stromal vaskiiler
fraksiyonundaki preadiposit (adiposit 6nciilii hiicre) havuzundan diferensiyasyon sonucu olusan
yeni adipositlerin (yag hiicresi) eklenmesi sonucu artar [16].

Adiposit diferensiyasyonu kondrojenik, osteojenik, myojenik ve adipojenik
diferensiyasyon (farklilasma) potansiyeli olan pluripotent mezensimal kok hiicrelerin
yonlenmesi sonucu olur [17-19]. Son ¢alismalarda yetiskin yag dokudan izole edilen stromal
hiicrelerden preadipositlerin elde edilebildigi gosterilmistir [17, 20]. Beyaz yag doku, yogun
olarak yag depolanmas icin farklilasmis, ici lipid ile dolu ve cevresi kolajen lif ag1 ile cevrili
hiicreler olan adipositleri (yag hiicreleri) iceren gevsek bag dokusunun 6zellesmis bir tipidir [9,
21]. Olgun adipositlerin yani sira beyaz yag dokuda endotelyal hiicreler, fibroblastlar,
makrofajlar, monositler, preadipositler ve perisitler de bulunmaktadir. Bu hiicreler yaygin olarak
yag dokunun stromal vaskiiler fraksiyonu olarak adlandirilmaktadir [9, 22]. Yag doku kitlesinin
artist dokuda bulunan adipositlerin boyutunda artis ve de novo adiposit diferensiyasyonu
(farklilagsmasi) yolu ile olur [22]. Viicutta bulunan adiposit sayisini belirleyen temel olgu biiyiik
Olctide fibroblast benzeri preadipositlerden olgun adipositlerin olustugu diferensiyasyon
strecidir [23]. Gliniimiizde yag doku salgiladigi leptin, adiponektin, resistin, visfatin, anjiotensin,
interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi
yag dokusu kaynakl faktorler araciligl ile (adipokinler ya da adipositokinler) birc¢ok fizyolojik
islevi dliizenleyen bir endokrin organ olarak kabul edilmektedir [22]. Yag doku stromal vaskiiler
fraksiyonundaki bir¢ok hiicre immiin sistem hiicresi oldugundan 6tiirii yag doku immiin yanitta
da kritik rol oynamaktadir [22]. Ayrica, yag dokunun salgiladig sitokinler araciligl ile obezitede
gozlenen kronik diisiik dereceli inflamasyona neden oldugu ve bu inflamatuar durumun
Alzheimer hastalig], aterosklerotik kalp ve damar hastaligy, insiilin direnci, tip 2 diyabet, kanser,
romatoid artrit gibi bircok hastalikla iliskili oldugu gosterilmistir [21]. Bu durumdan otiirii
obezitenin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi yeni ilaglarin ve tedavi
protokollerinin gelistirilmesi acisindan 6nem tasimaktadir.

Rho ailesi kiiciik molekiil agirlikli GTP’azlardan olan RhoA'nin aktin hiicre iskeletinin
diizenlenmesinde rol oynadig1 ve bu yolla hiicre morfolojisinde degisiklikler, fokal adhezyon ve
stres liflerinin olusumu, sitokinezis, hiicre sikliis progresyonu, diferensiyasyon gibi hiicre
iskeleti-bagimli bir¢ok hiicresel islevi diizenledigi gosterilmistir [24, 25]. RhoA bu etkileri Rho-
kinaz, LIM-kinaz, protein kinaz N gibi alt efektdérler araciigl ile ortaya koymaktadir.
Preadipositlerin yetiskin bireylerin yag dokusunda bulundugu ve enerji dengesinin durumuna
gore olgun adipositlere prolifere ve diferensiye olabildigi ortaya konulmustur [16]. 3T3-L1

hiicrelerinde Rho-kinaz'in inhibisyonunun adipogenezi arttirdigl gosterilmistir [26]. Bununla
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birlikte, Rho inhibitor proteini p190RhoGAP knockout farelerde olgun adipositlerin
bulunmadiginin gosterilmesine ek olarak hem 3T3-L1 ve hem de yabanil tip fare embriyonik
fibroblast kiltiirlerinde Rho-kinaz aktivitesinin asir1 indiksiyonunun adipogenezi inhibe
ettiginin ortaya konulmasi [27], RhoA’nin adipogenezis ac¢isindan 6nemli bir modiilator
olabilecegini gostermektedir. Diger 6nemli bir modiilator nitrik oksittir (NO). NO, ikisi yapisal,
birisi indiiklenebilir olmak tizere 3 farklh nitrik oksit sentaz (NOS) enzim izoformu tarafindan
sentezlenir. Yag dokuda eNOS ve iNOS varligi saptanmis [28, 29] ve iNOS’un abdominal obezitede
gozlenen diisiik dereceli kronik inflamasyon tarafindan indiiklendigi gosterilmistir [30]. Bununla
birlikte, nitrik oksidin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkileri ile ilgili calismalarda birbiri ile
celisen sonuclar bulunmustur: NO’in sican primer kahverengi yag doku preadipositlerinin ve
sican beyaz yag doku preadipositlerinin diferensiyasyonunu stimiile ettigi [31], 3T3-L1
preadipositlerinde ise diferensiyasyonu siiprese ettigi gosterilmistir [32]. Ayrica, iNOS'in kronik
inflamasyonda adipogenezisi stimiile ettigi gosterilmistir. Bunun yani sira nitrik oksidin lipolizi
stimiile ettigini gésteren ¢alismalar bulunmaktadir [33, 34].

Nitrik oksit ve Rho/Rho-kinaz yolag1 arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaci ile gesitli
dokularda calismalar yapilmis ve bu ¢alismalarda da farkli sonuglar elde edilmistir: Damar diiz
kasinda RhoA’'nin inhibe edilmesinin eNOS’in stimiilasyonuna yol ag¢tif, statinler tarafindan
RhoA inhibisyonunun eNOS ekspresyonunda artisa neden oldugu gosterilmekle beraber, sican
koroner endotel hiicrelerinde nitrik oksidin Rho-kinaz'in downregiilasyonuna aracilik etmedigi
ortaya konulmustur [35]. Bunun yani sira enterositlerde yapilmis bir ¢alismada nitrik oksidin
Rho’yu aktive ederek enterosit migrasyonunu inhibe ettiginin gosterilmesi [36] nitrik oksit ile
Rho/Rho-kinaz yolagi arasindaki iliskinin aydinlatilmaya muhta¢ bir konu olduguna isaret
etmektedir.

3T3-L1 hiicrelerinde Rho-kinaz (ROCK) enziminin eksprese edildigi ortaya konulmustur.
Rho-kinaz enziminin Y-27632 tarafindan secici olarak inhibe edilmesinin yag hiicrelerinde lipid
birikimini ve adipogenezi arttirdig1 saptanmistir. Rho-kinazin bu etkilerinin olasilikla adipojenik
transkripsiyon faktorlerinin artisi yolu ile oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yani sira Rho-kinaz
inhibisyonunun adipojenik diferensiyasyonun ge¢ dénem belirteclerden biri olan adiponektin
ekspresyonunu da artirdigl gosterilmistir [26]. Yapilan c¢alismalarda Rho GTPaz aktivitesinin
modiile edilmesinin noéron [37], lenfosit [38], myosit [39] ve keratinositlerde [40]
diferensiyasyon siireci iizerine etki gosterdigi ortaya konulmustur. Bunun yani sira yakin
zamanlarda yapilan bir ¢alismada preadipositlerde adipojenik diferensiyasyon siireci i¢in Rho
GTPaz aktivitesinin inhibisyonunun gerekli bir faktér oldugu bulunmustur [26].

Rho-kinazin alt efektdrii olan LIM-kinaz'in iki izoformu bulunmaktadir (LIMK-1, LIMK-2)
[41-43]. LIMK-1 ve LIMK-2 enzimlerinin fare dokularinda yaygin olarak eksprese edildigi

gosterilmistir [44]. Her iki izoform Rho-kinaz tarafindan fosforile edildiklerinde aktin
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depolimerize edici faktor olan kofilini fosforile edip inaktive eder ve aktin stres liflerinin ve fokal
adezyonlarin olusmasinmi indiikler [44-46]. Yakin zamanlarda, LIMK-1 aktivitesinin hiicre
sikliistinde G2/M gecisi icin gerekli oldugu [47] ve LIMK-1 ekspresyonundaki bozulmalarin cesitli
sitokinez bozukluklarina yol actig1 gosterilmistir [48].

Bunun yani sira MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda LIMK-1 kinaz aktivitesinin
hiicre sikliist sirasinda anlaml olarak degistigi, en yiiksek aktivite artisinin profaz ve metafaz
evrelerinde oldugu [49] ve mitozun erken evrelerinde y tubulin ile kolokalize oldugu ortaya
konulmustur [50]. Swiss 3T3 fibroblast hiicre Kkiiltlirlerinde ROCK-1'in TGF-f tarafindan aktive
edildigi ve bunun sonucunda LIMK-2 aktivasyonunun gerceklestigi, bunun da kofilin
fosforilasyonu ile aktin hiicre iskeletini diizenledigi gosterilmistir [43].

3T3-L1 (fare embriyonik fibroblast) hiicre kiiltiiriinde ROCK-2 enziminin inhibe
edilmesinin adipogenezde artisa neden oldugu gosterilmistir [26]. Rho inhibitor proteini p190-B
RhoGAP knockout farelerde olgun adipositlerin mevcut olmadig1 gosterilmistir. Buna ek olarak
p190-B RhoGAP knockout farelerden elde edilen embriyonik fibroblastlarda adipogenez defekti
bulundugu ve bu defektin 6zgiin ROCK inhibitori uygulamasi ile diizeltildigi bulunmustur [27].
Bunun yani sira baska calismalarda da Rho-kinaz aktivitesinin asir1 diizeyde indiiklenmesinin
hem 3T3-L1 ve hem de yabanil tip fare embriyonik fibroblast kiiltiirlerinde adipogenezi
bozdugunun bulunmasi, Rho/Rho-kinaz yolaginin adipogenezisin 6nemli bir modiilatori
olabilecegini gostermektedir [26].

Rho/Rho-kinaz yolaginin yani sira bircok hiicre tipi tarafindan iiretilen, hiicrede ¢ok
yaygin bir aralikta etki gosteren diger dnemli bir sinyal ajani nitrik oksittir (NO) [51-53]. NO kisa
omirlidir (3-5 saniye), vaskiiler toniis kontroliiniin yani sira inflamatuar siireclere ve
metabolizma gibi bircok fizyolojik olaylara karismaktadir. Nitrik oksit hiicre tipine bagh olarak
degisen lg¢ farkli NO sentaz (NOS) izoformu tarafindan katalizlenen bir enzimatik reaksiyon
sonucu sentezlenmektedir [54]. Endotelyal NOS (eNOS, NOS3) ve noronal NOS (nNOS, NOS1)
yapisal enzimlerdir ve intraselliiler Ca?* konsantrasyonlarini arttiran uyarilar sonrasi kii¢iik
miktarlarda NO iiretirler. Ugiincii izoform olan indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS2) ise Ca?*'dan
bagimsizdir; sitokinler ve bakteriyel lipopolisakkarid gibi etkenler tarafindan indiiklenir. iNOS
makrofajlar ve diger bircok cekirdekli hiicrelerde eksprese edilmektedir [55]. iNOS’in
indiiksiyonu sonucu olusan nitrik oksit salinimi yapisal NOS izoformlarinin indiiksiyonuna gére
¢ok daha biiyiik miktarda ve ¢ok daha uzun siirelidir. iNOS indiiksiyonu icin gen transkripsiyonu
gerektiginden otiirii etkene maruziyetten saatler sonra baslar ve glinler boyunca devam edebilir
[56]. Nitrik oksit, ¢6zlinlir guanilil siklaz1 aktive ederek sGMP olusumuna neden olur; sGMP
protein kinaz G'yi aktive eder. Nitrik oksidin demire olan afinitesi nedeniyle bir Krebs sikliisii

enzimi olan akonitaz gibi demir igeren diger bazi metalloproteinler de nitrik oksidin hedefleri
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arasindadir. Nitrik oksit, sitokrom oksidazin inhibisyonu yolu ile mitokondriyal solunumu inhibe
eder [57-59].

Farelere nonspesifik NOS inhibitorii NG-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME)
uygulamasinin agirlik artisina yol actif1 ve gida alimini azalttigr gosterildiginden dolay1 nitrik
oksidin organizmanin enerji dengesinin diizenlenmesinde O6nemli bir roli oldugu
diistintilmektedir [60]. Yapilan ¢alismalarda beyaz ve kahverengi yag dokuda hem eNOS hem
iNOS'1n eksprese edildigi gosterilmistir [28, 29, 61, 62]. Bunun yani sira viicut kitle indeksi ve
viicut yag kitlesi ile nitrik oksit metabolitlerinin plazma diizeyleri ile arasinda korelasyon oldugu
gosterilmistir [63-65]. ilging olarak enfeksiyon ve inflamatuar hastaliklarda da dolasimda NO
metabolitlerinin dilizeyinin arttifi gosterilmistir [53]. Obez fareler ve Zucker diyabetik
sicanlarinda karaciger, iskelet kas1 ve beyaz yag dokusunda iNOS ekspresyonunda artis oldugu
bulunmustur [66-67]. Farelerde iNOS gen silinmesinin asir1 yagh diyet araciligl ile indiiklenen
insiilin direncine karsi koruyucu etkisinin oldugunun gosterilmesi, nitrik oksidin insiilin direnci
gelisiminde rol oynadiginmi disiindiirmektedir [67]. Farelerde NOS inhibitorii L-NAME'in kronik
olarak uygulanmasinin viicut agirliginda azalmaya yol actig1 ve bu etkinin yiiksek yag iceren diyet
aliminda daha belirgin oldugu gosterilmistir [68]. L-NAME uygulamasi yag hiicrelerinin hacmini
ve trigliserid birikimini azaltmistir [68]. Bunun yani sira diyabetik hastalarda plazma nitrit
diizeyleri orta diizeyde ylkselmistir [69]. iINOS enziminin abdominal obezitede gozlenen diisiik
dereceli kronik inflamasyon tarafindan indiiklendigi ortaya konulmustur [30]. Ayrica ilging
olarak, endotoksemi sirasinda iNOS ekspresyonunun ana kaynaginin yag dokusu oldugu
gosterilmistir [70]. 3T3-L1 hiicre kiilttiriinde NO'in yag dokudan salinan ve monosit migrasyonu,
fibrinoliz ve anjiogeneze (yeni damar olusumu) karisan, viseral yag birikimini ve bununla iliskili
inflamasyonu etkileyen plazminojen aktivator inhibitorii ve inflamatuar bir sitokin olan IL-6
mRNA ekspresyonlarini arttirdiginin gosterilmesi NOS aktivitesinin inhibe edilmesinin beyaz yag
dokuda inflamasyonun diizelmesine katkida bulunabilecegini diisiindtiirmektedir [28].

Bu tez calismasinin amaci, preadiposit onciilii 3T3-L1 hiicrelerinde nitrik oksidin
diferensiyasyon, proliferasyon ve aktin hiicre iskeleti organizasyonu iizerine etkilerini incelemek
ve bu etkilere Rho/Rho-kinaz yolaginin herhangi bir katkisinin bulunup bulunmadigini
arastirmaktir; zira Rho/ROCK yolaginin stimiile edilmesi adiposit diferensiyasyonu
engellemektedir. Nitrik oksit, acaba preadiposit diferensiyasyonu iizerine etkisini, vaskiiler diiz
kaslarda gosterdigi etkiye benzer sekilde Rho/ROCK yolagini inhibe ederek mi ortaya
koymaktadir?
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Bir Epidemi Olarak Obezite

Enerji alimi1 enerji harcamasindan fazla oldugunda, alinan fazla enerjinin lipid depolarda
depolanmasi sonucu olusan obezite, son dekadda diinya icin bir numarali saglik sorunu olan bir
epidemi halini almistir [71, 72]. Gliniimiizde kisinin normal (18,5-24,9 kg/m?), fazla kilolu (25-
29,9 kg/m?2) ya da obez (30 kg/m?2) olarak ayirimi viicut kitle indeksi tanimina gére yapilmaktadir
(kilogram cinsinden viicut agirligi/ santimetre cinsinden boy uzunlugunun karesi). Obezitenin
yayginligi degerlendirildiginde, Diinya Saghk Orgiitii verilerine gére diinyada 1,9 milyar insan
fazla kilolu ve bunlarin 600 milyonu obezdir. 1980-2014 yillar1 arasinda obezite prevalansi 2
kattan fazla artmistir [73]. Obezite 6liim riskini arttirmakta ve beklenen yasam siiresini
kisaltmaktadir (kadinlar i¢in 5,8 y1l, erkekler icin 7,1 yil) [14, 74]. Son yapilan arastirmalara gore
Amerika Birlesik Devletleri'nde her 3 yetiskinden 2si fazla kilolu ya da obez ve 20 yetiskinden
biri asir1 obezdir [75]. 2012 yilinda16-19 yas ergenlerin 1/3 iiniin fazla kilolu ya da obez oldugu
saptanmistir [76]. 2013 yilinda 5 yas alti cocuklarin 42 milyonunun asir1 kilolu ya da obez oldugu
gosterilmistir. Biitlinsel olarak diinya niifusunun %13’ obezdir [73]. Yakinlarda yapilan bir
calismada obezite trendi degismeden devam ederse Amerika’da niifusun %50’sinin obez olacagi
ongorilmistir [77].

Temel olarak beyaz yag doku kiitlesinde artis ile karakterize olan obezitenin [8]
aralarinda alzheimer, ateroskleroz, dislipidemi, gut, hipertansiyon, instilin direnci, Tip-2 diyabet,
osteoartrit, safra kesesi hastalig1 ve uyku apnesinin de bulundugu bir¢ok patolojik durum ile
iliskili oldugu gosterilmistir [9, 11, 12, 78]. Bunun yani sira obezitenin bobrek kanseri,
endometrium, gogiis, kolon 6zofagus ve pankreas kanserleri, 16semi, multipl myelom ve non-
Hodgkin lenfoma gibi bircok kanser tipinin insidansinda artisa neden oldugu gosterilmistir [13].
Buna ek olarak obezite, kanser hastalarinda mortalite hizin1 kadinlarda %52, erkeklerde %85
artirmaktadir [79]. Biitiin bu bulgularin 1s181nda obeziteye neden olan molekiiler

mekanizmalarin anlasilmasi, bu epideminin 6nlenebilmesi icin biiylik 6nem tasimaktadir.
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2.2. Yag Dokusu

Bag dokusunun 6zel bir tipi olan yag dokusu, biiyiik oranda bulunan adipositlerin yani
sira fibroblast, 16kosit, makrofaj ve preadiposit gibi bir¢ok hiicreden olusmaktadir. Saghkl
erigskinlerde yag dokunun vicut agirligina orani degerlendirildiginde, erkekler icin viicut
agirhiginin - %15-21’i, kadinlar igin ise wviicut agirhiginin %25-33’'i yag dokusundan
olusturmaktadir [81]. Fetusta adipogenez ilk olarak 14. gebelik haftasindan sonra beyaz yag
dokusunda goriilmeye baslar [82]. Beyaz adipositler lateral plak mezodermdeki myojenik faktor
Myf5 negatif mezensimal kok hiicrelerden koken alir [83]. Kahverengi adipositler Myf5 pozitif
hiicrelerden kéken alir [84]. Ilging olarak, beyaz yag doku icerisinde bulunan bej yag doku
hiicreleri Myf5 negatiftir [84]. Beyaz yag doku gelisimi, mezensimal kok hiicrelerin yeni damar
olusumunun oldugu farkl yerlerde birikimi ile baglar. Mezensimal kok hiicreler kapiller damar
aglarina yakin bolgelerde diferensiye olarak adipositlere déniisiir. ilk olarak olusan yag hiicresi
kiimeleri daha sonra damarlar ve yogun sekilde bir araya gelmis beyaz adipositlerden olusan
beyaz yag dokuya dontsiir [85]. Yag hiicrelerinin biiytikliik ve sayisinda en biiyiik artis yagamin

ilk 2 yilinda goriiliir [86]. Bu evrede preadipositlerden yag hiicreleri olusumu yogunluktadir.
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Viicuttaki yag doku kitlesinin artis1 mevcut adipositlerin hacimlerinde ve icerdikleri yag
miktarinda artisa ek olarak, yag doku icerisinde bulundugu gosterilen fibroblast benzeri
preadipositlerin olgun adipositlere diferensiyasyonu (farklilasmast) yolu ile olur [9, 16].

Eriskin bir insanda yag dokuda varolan adipositlerin sayisi biiyiik 6l¢ciide diferensiyasyon
streci tarafindan belirlenir [23]. Hiicresel diizeyde incelendiginde, kahverengi (multilokiiler) ve
beyaz (unilokiiler) yag dokusu olmak iizere iki farkli yag dokusu tipi bulundugu kabul edilmekle
beraber, son calismalarda bej (beige/brite) ya da kahverengi-benzeri yag doku olarak
adlandirilan tigiincii bir yag dokusu tipi tammmlanmistir [87-89].

Onceleri yalnzca yeni doganda bulundugu kabul edilen kahverengi yag dokunun, yakin
zamanda pozitron emisyon tomografi ile yapilan ¢calismalarda eriskinde viicutta cesitli bolgelerde
bulundugu gosterilmistir [90, 91]. Kahverengi yag dokusu viicutta 6zellikle peritiroid bolgede,
trake cevresinde, supraklavikiiler bolgede, aksiler bolgede, mediastende biiyiik damarlarin ve
ozofagusun cevresinde, perivaskiiler bolgede, perikard cevresinde, intraskapular aralikta,
sinoatriyal diiglimde, solid organlarin ¢evresinde ve bobrek tistii bezi cevresinde, intraperitoneal
alanda ve inguinal fossada bulunur [92-94]. Yenidogan bebegin viicut agirliginin %?2-3’{int
kahverengi yag dokusu olusturur. Bebegin 1s1 diizenleme mekanizmalarinin devreye girmesiyle
birlikte kahverengi yag dokusunun yerini beyaz yag dokusu alir.

Kahverengi yag doku, ¢cok sayida demirden ve UCP-1 (Uncoupling protein-1)’den zengin
mitokondri iceren hiicreleri sayesinde 6zellikle yeni dogan bebeklerde 1s1 dengesinin korunmasi
icin o6nemli bir mekanizma olan adaptif termogenezi (non-shivering thermogenesis)
gerceklestirir [95]. Diger dokularin agiga ¢ikardigi enerji miktar1 1mW/mg iken, kahverengi yag
doku maksimum aktivasyon dilizeyinde 300-480W/kg enerjiyi 1siya doniistiirebilir [96-99]
Soguga yanit olarak gerceklesen bu stirec, hipoglisemi, yiyecek aliminda kisitlama [100] ya da
hipoksi [101] gibi durumlarda inhibe olur. Kahverengi yag dokuda oldukc¢a yaygin bir kapiller
damar ag1 mevcuttur. Viicuttaki kahverengi yag doku miktari yasla birlikte azalir [102].

Yiyecek bulundugunda alinan fazla enerjinin depolanarak uzun siireli kitlik donemlerinde
tiiketilmesi yolu ile insan 1irkinin yasamini devam ettirmesi i¢in evrimsel olarak 6nemli bir avantaj
saglayan beyaz yag doku [103], ici lipid ile dolu adipositlere ek olarak ¢evresinde bulunan ve
fibroblastlar, endotelyal hiicreler, makrofajlar, monositler, perisitler ve preadipositleri iceren
stromal vaskiiler fraksiyondan olusur [9, 21].

Uzun bir siire boyunca yalnizca inert bir enerji deposu gorevi gordiigii diisiiniilen beyaz
yag doku son yillarda yapilan arastirmalarin da net olarak ortaya ¢ikardigi gibi salgiladig1 cok
saylda adipokin ile endokrin bir organ olarak islev gormektedir. Yasam siiresince organizmanin
enerji alimindaki degisikliklere bagl olarak beyaz yag dokuda hem hiicre boyut ve igeriginde ve
hem de yag doku kitlesinin buyiikliiglinde biiyiik degisimler gozlenebilir. Enerji alimi ile

harcamasi arasindaki denge alim lehine bozuldugunda beyaz yag doku kitlesi iki temel
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mekanizma ile artar. Bu mekanizmalardan ilki hiicre ici lipid birikiminin artis1 yolu ile mevcut
adipositlerin ¢apinin 1000 katina kadar artmasi ve ikincisi ise yag doku stromasinda bulunan
preadipositlerin adipositlere diferensiye olmasi sonucu olgun yag hiicresi sayisinin artmasidir
[16]. Eriskin bir insanin yag hiicrelerinin yillik yenilenme hizi yaklasik %10’dur [104]. Viicuttaki
beyaz yag hiicrelerinin yaklasik yarisi her 8,3 yilda bir yenilenir [104].

Beyaz yag dokusu viicuttaki dagilimina gére abdominal ya da viseral yag (abdomen
boslugunda i¢ organlar etrafinda yerlesmis olan omental yag) ve trunkal ya da subkiitanoz yag
doku olmak tizere iki ayr1 boliimde degerlendirilir [105]. Saglikl eriskinlerde total viicut yaginin
erkekler i¢in %10-20’sini, kadinlar i¢in %5-8’ini olusturan viseral yagin orani yashlikla birlikte
artar [106]. Deri alt1 ve viseral yag doku arasinda ¢esitli farkliliklar vardir. Anatomik yerlesimi
nedeni ile direkt olarak portal vene drene olan viseral yag dokudan serbest yag asitlerinin ve
adipokinlerin karacigere direkt olarak gecmesi karacigerde inflamasyona neden olur. Bu
inflamasyon hepatik immiin mekanizmalarin aktivasyonu yolu ile karacigerden CRP (c-reaktif
protein) gibi inflamatuar mediatorlerin iretimini indiikler [107, 108]. Viseral yag doku,
subkiitandz yag dokuya gore daha zengin vaskilariteye ve daha yogun noéral innervasyona
sahiptir [109]. Subkiitan6z yag dokuya gore visseral yag dokuda daha fazla glukokortikoid [110],
androjen [111] ve 3 adrenerjik reseptor bulunmaktadir [101].

Adipokinler acgisindan degerlendirildiginde de viseral ve subkiitan6z yag doku arasinda
farklar bulunmaktadir: Anti-diabetik ve anti-aterojenik etkileri bulunan adiponektin subkiitan6z
yag dokuda daha fazla bulunurken IL-6, TNF-a [109], CRP [112], anjiotensinojen [106, 113] ve
PAI-1 (Plazminojen aktivator inhibitdr) [114] gibi proaterojenik ve prodiabetik 6zellikleri olan
adipokinler viseral yag dokudan daha ytliksek miktarda salinmaktadir [109]. Bunun yani sira,
viseral yag doku metabolik acidan ¢ok daha aktiftir ve daha biiyiik bir lipolitik aktiviteye sahiptir.

Bej yag dokusu ilk olarak inguinal bolgedeki beyaz yag dokudan izole edilmistir [87].
Mitokondri miktari beyaz yag dokuya gore fazladir ve soguga yanit olarak mitokondri miktari
artar. Ancak, uyarimla artan mitokondri miktar: hi¢cbir zaman kahverengi yag dokudaki miktara

ulasamaz [115]. Bej yag doku adaptif termogenez yolu ile 1s1 regiilasyonunda rol oynar.

2.3. Yag Dokunun Temel islevleri

1. Alinan enerjinin daha sonra kullanilmak tizere trigliserid halinde depolanmasi. Yag doku
hidrofobiktir ve oldukca az su igerigi ile daha fazla enerji depolanmasini saglar. Bu miktar obez
olmayan saglikli bir erigkin i¢in 200.000-300.000 kcal (Kilo kalori) kadardir.

2. Is1iiretimi yolu ile viicut merkez sicakliginin korunmasinin saglanmasi. Kahverengi ve bej

yag doku adaptif termogenez yolu ile 1s1 liretimini saglar.
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3. Beyaz yag doku i¢ organlarin ¢evresinde, el ve ayak tabanlarinda mekanik travmalara
karsi koruyucu olarak gorev alir.

4. Bir¢okic organin ¢evresini bir tabaka olarak saran yag doku bu organlari hasar gérmekten
koruyucu gorev alir.

5. Deri alt1 beyaz yag doku tabakasi cilt yolu ile 1s1 kaybini 6nler ve 1s1 yalitimini saglar [116].

2.4. Yag Hiicrelerinin Siniflandirilmasi ve islevleri

Kahverengi yag hiicresi genellikle elipsoid sekillidir, sitoplazmasinda ¢cok sayida lipid
damlacigl icerir (multilokiiler) [117]. Kahverengi yag hiicresinin biiyiikliigii 15-50 uM arasinda
degisir [117]. Kahverengi yag hiicreleri ¢cok sayida demir bakimindan zengin mitokondri igerir ve
1s1 Uiretimi yolu ile termoregiilasyonda gorev almasi ile beyaz yag hiicrelerinden farklilik gosterir.
Kahverengi yag hiicrelerinin mitokondrileri, spesifik bir protein olan c¢ok sayida UCP-1
(uncoupling protein-1) icerir. UCP-1, mitokondri i¢ membranina lokalizedir. Yalnizca
memelilerde bulunan bu protein sayesinde, kahverengi yag dokusu mitokondrilerinde elektron
transport zincirinde oksidatif metabolizma ATP {iretiminden ayrilir. Bu ayrimi nasil
gerceklestirdigi ile ilgili baz1 noktalar hentliz net olmamakla birlikte [118, 119], soguk gibi bir
etken nedeni ile 1s1 liretimi gerektiginde, yag dokudaki 33 adrenerjik liflerden salinan adrenalin,
lipolizi arttirir. Bunun sonucu olarak kahverengi yag hiicre mitokondrisinde miktari artan serbest
yag asitleri UCP-1'i aktive eder [120-123]. UCP-1 mitokondri i¢ membraninda yerlesik olarak
bulunmaktadir. UCP-1 protonlarin dis membrandan i¢ mebrana transportuna aracilik eder ve
elektron transport zinciri tarafindan olusturulan elektrokimyasal gradientin olusturdugu enerjiyi
1s1 olarak harcar [93, 95, 124-127]

Beyaz yag hiicresi genellikle yuvarlak sekillidir, sitoplazmasinda ortada hiicrenin
hacminin %90’1n1 kaplayan tek bir buyiik lipid damlacig ve hiicrenin bir kenarina lokalize
niikleusa sahiptir (unilokiiler). Beyaz yag hiicrelerinin ¢ap1 20-200 pM arasindadir. Diyetle alinan
enerjinin fazlaligina yanit olarak beyaz yag hiicresinin boyutlari ¢ap olarak 20 kata kadar, hacim
olarak ise 1000 kata kadar artabilir [128].

Bej yag hiicreleri yuvarlak sekilli, tek biiylik ya da ¢ok sayida lipid damlaciklar: iceren
hiicrelerdir. Cok sayida demirden zengin mitokondri icerirler ve soguga maruz kalma ya da
adrenerjik uyari gibi stimuluslar ile mitokondri miktar: artabilir [88]. UCP-1 eksprese ederler.
Uzun siliren soguga maruziyet, uzun siireli giic egzersizleri, 3 adrenerjik uyarilar, PPARy
(peroksizom proliferator aktivator reseptorii gama) agonistlerinin kullanilmasi gibi durumlarda

beyaz yag hiicrelerinin bej yag hiicrelerine transforme olabildigi gdsterilmistir [129-133].
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- INAKTIF BEJ ADIPOSIT

p-

BEJ ADIPOSIT

Sekil 2.2. Adiposit tipleri [134]

2.5. Endokrin Bir Organ Olarak Yag Doku

Yag hiicresinden salinan bir hormon olan leptinin 1994 yilinda kesfine kadar, alinan
ihtiyac fazlasi enerjiyi sonradan kullanilabilecek sekilde depolamak ve ¢evresini sardigi doku ve
organlar1 korumak disinda herhangi bir gorevi oldugu diisiiniilmeyen, fazlaligi disinda klinik
anlamda dikkate alinmayan yag doku, giderek artan arastirmalarin da net olarak ortaya ¢ikardigi
gibi, salgiladig1 adipokin olarak adlandirilan ¢ok sayida sitokin ya da hormon aracilig: ile
metabolik regiilasyonun merkezinde yer alan dinamik bir doku [135-138], ya da kimi
arastirmacilar tarafindan ifade edildigi sekilde bir organdir [117].

Yag doku salgiladigr immiin yamitla iligkili TNF-q, IL-6, IL-1f, IL-8, IL-10, IL-15, serum
amiloid A proteinleri, monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1), makrofaj inflamatuar
proteinleri, TGF-f (transforming growth faktor 8) gibi biiylime faktorleri alternatif komplement
yolagi-adipsin gibi adipokinler araciligi ile bagisiklik sisteminin regiilasyonunda rol oynamasinin
yanl sira anjiotensinojen ve monobutirin araciligi ile kan basincinin diizenlenmesini etkiler. Ek
olarak, PAI-1 ve doku faktorii araciligl ile koagililasyon yanitin1 diizenler. VEGF (vaskiiler
endotelyal blyiime faktorii) ve monobutirin araciligi ile anjiogeneze, leptin, visfatin, adiponektin
resistin araciligi ile de instilin yanitina ve glisemik homeostaza etki eder [116]. Bunun yani sira

yag doku, icerdigi aromataz araciligl ile erkek ve menapoz sonrasi kadinlarda temel dstrojen
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kaynagidir. Yag dokudan salinan TNF-q, immiin sistemdeki roliine ek olarak instilin bagimh
slirecler olan karbonhidrat homeostazi ve lipid metabolizmasi iizerine etki gosterir [139]. TNF-a

lipogenezi inhibe eder ve lipolizi stimiile eder [116].

ASP Leptin  MIF

Agutl Steroidler
S Katekolaminler
Lt} \ \ // Anjiotensinojen
ILoatsh \ . / Visfatin
\ ‘}g}' o Y é’ Omentin
- ]

TNF o +sR — > Kompleman faktorleri
e A
PG - AdipoQ

/ Q’ Adipolin
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/ \ PAI-1
Monobutirin
Doku faktéri

TGFB .
PEDF Adipofilin

VEGF Resistin  Apo E
PGRN

Sekil 2.3. Yag dokudan sekrete edilen adipokinler. Yag doku glukoz ve lipid metabolizmasi, enerji
homeostazi, pro- ve anti-inflamatuar yanit1 diizenleyen ve organizmanin aglik, stress, infeksiyon
ve enerji fazlalig1 periyodlari gibi cesitli zorlayici metabolik durumlara adapte olabilmesini
saglayan bir endokrin sinyal sebekesidir [140].

2.6. Yag doku kokenli hormonlar/Adipokinler

2.6.1. Leptin

Leptin hormonu, 1994 yilinda ilk olarak kesfedildikten sonra eski Yunancada anlami ince
olan lepto sozcligiinden tiiretilen leptin ismi ile adlandirilmistir [141, 142]. Baslica beyaz yag
doku adipositleri tarafindan salinan ve ob geni tarafindan kodlanan leptin, peptid yapida bir
hormondur. Gida alimini, viicut yag kompozisyonunu, insiilin aktivitesini, termogenezi,
anjiogenezi ve immiin sistemi modiile eden leptin, diger dokularda da diisiik diizeylerde bulunsa
da ¢ogunlukla yag dokuda eksprese edilir [143-145].Yag doku disinda gastro-intestinal sistemde
baslica midede [146] sentezlenen leptin, bunun yam sira derideki fibroblastlar [147],
endometriyum|[148], hipofiz [149], iskelet kas1 [150], kemik iligi [151], meme bezleri [152],
ovaryum ve testislerde de [153] eksprese edilir. Anoreksinojen bir hormon olan ve dolasimda

serbest ya da proteine bagh olarak bulunan leptin, beyin tlizerine etki gostererek gida alimini
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azaltir ve enerji harcamasim arttirir [154]. Bunun yani sira, yapilan cesitli calismalarda leptinin
pre-puberte ve erken puberte donemindeki bireylerde yiliksek diizeylerde bulunmus olmasi bu
hormonun puberte baslangici acisindan da 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir [155]. Leptin
hipotalamustaki reseptorlere baglanarak etki eder [156]. Organizmadaki leptin diizeyi enerji
dengesine, tokluk durumuna ve viicuttaki yag miktarina bagh olarak degisir. Obez bireylerde
leptin diizeyi ince bireylere gore daha yiiksektir. A¢lik durumunda diizeyi dramatik olarak diiser
ve beslenmeyi takiben hizla artar. Insiilin, glukokortikoidler ve ates leptin saliniminda artisa

neden olurken soguk maruziyeti, testosteron ve noradrenalin leptin salimimini azaltir [155, 157].

2.6.2. Adiponektin

Adipositler tarafindan en fazla tliretilen adipokinlerin basinda gelen adiponektin endotel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri 16kosit ve trombositler arasindaki etkilesimi diizenleyici roli ile
dolasim sistemi homeostazinin siirdiiriilmesinde temel bir 6neme sahiptir [158]. Leptinin aksine
adiponektin plazma diizeyleri zayif bireylerde yiiksek olarak saptanmistir ve obezite ve tip2
diabetli insan ve hayvan deneklerde plazma diizeyleri diiser [159-161]. Yapilan arastirmalarda
insan adiponektininin abdominal obezite ve metabolik sendrom acgisindan temel 6nemde oldugu
gosterilmis olan 3q27 kromozomu iizerinde lokalize ADIPOQ geni tarafindan kodlandig
bulunmustur [162, 163]. 26 kDa uzunlukta bir protein olan adiponektin [164] dolasimda diisiik
molekiil agirlikh trimer [165], orta molekiil agirlikli heksamer [165, 166] ve 12-18 monomerden
olusan yiiksek molekil agirlikli multimerler olmak iizere ¢esitli multimerik kompleksler halinde
bulunur [165, 167]. Plazmadaki yiiksek molekil agirlikli multimerler insiilin duyarhigi ile iliskili
bulunmusken, multimerizasyonda bozukluk tip2 diabet ile iligkilidir [165]. Adiponektinin damar
hasar1 ve aterogeneze karsi koruyucu islev gordiigi gosterilmistir [168]. Bunun yani sira
antidiabetik ve anti inflamatuar etkinligi oldugu da ortaya konulmustur. Vaskiiler endotel
hiicrelerinde nitrik oksit Uiretiminde artis aracilif1 ile endotel bagimli vazodilatasyonu artirdigi
[169] gosterilen adiponektin, TNF-a tarafindan indiiklenen inflamatuar sitokinlerin iiretimini
baskilar [168]. Hayvan deneylerinde rekombinant adiponektin uygulanmasinin obezite ve
obezite ile iliskili bozukluklar1 diizelttigi gosterilmistir [170]. Buna ek olarak adiponektinin
makrofaj kopiik hiicrelerinin transformasyonunu 6nleyerek ve insanlarda aterosklerotik plak
olusumuna katildiklar1 gosterilen makrofaj ylizey adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu
azaltarak ateroskleroz gelisimine karsi koruyucu etki gosterdigi ortaya konulmustur [171].
Ancak, yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada ytliksek adiponektin diizeylerinin stabil iskemik
kalp hastalig1 olan bireylerde mortalite ve kalp yetmezligi gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir
[172]. Bu da adiponektin ile obezite iligkili kardiyak patolojiler arasindaki iliskinin heniiz

aydinlatilmaya muhtag¢ oldugunu géstermektedir.
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2.6.3. Adipolin

Yeni bulunan bir yag doku kokenli insiilin duyarlastirict adipokin olan adipolin (CTRP12)
plazmada iki farkl izoformda bulunur: Tam boy fCTRP12 (40kDa) ve béliinmiis gCTRP12 (25
kDa). Plazmada bulunan baslica izoform gCTRP12’dir [173]. Adipolin IRS-1, IRS-2 (insiilin
reseptor substrat), Akt (Protein kinaz B) ve MAPK (Mitojen ile aktive kinaz) gibi insiilin sinyal
proteinlerinin fosforilasyonunu arttirarak insiilin duyarliginda artisa yol agar [173]. Buna ek
olarak adipolin plazma diizeyleri ile inflamatuar bir sitokin olan resistin diizeyleri arasinda
negatif korelasyon bulunmustur [173]. Adipolin yag dokuya makrofaj infiltrasyonunu ve yag
dokudan inflamatuar sitokinlerin salinimini azaltarak insiilin direnci ve obezitede

antiinflamatuar etki gosterir [174].

2.6.4. Visfatin

Ik olarak periferik kandaki lenfositlerdeki ekspresyonu gosterilen ve kolonizasyon
arttirici faktor olarak tanimlanan visfatin, 2005 yilinda visseral yag dokuda daha yiiksek diizeyde
eksprese edildiginin saptanmasi ile yeni bir adipokin olarak tanimlanmis ve visfatin adini almistir
[175]. Yapilan in vitro calismalarda visfatin insiilin benzeri bir etki gostererek adiposit ve
myositler tarafindan glukoz alinimini arttirmis, hepatik glukoz salinimini inhibe etmis ve adiposit
diferensiyasyonunu arttrmistir [175]. Insiilin benzeri bu etkiler IRS-1 ve IRS-2'nin, insiilinin
baglandigindan farkl bir bdlgeden fosforilasyonu araciligi ile olur. Tip2 diabet hastalarinda

visfatin diizeyleri artarken tip1 diabetlilerde diisme egilimindedir [176, 177].

2.6.5. Omentin

Ilk olarak galaktofuranoz baglanan solubl lektin olarak tanimlanan [178] baslica visseral
yag dokunun stromal vaskiiler fraksiyonu tarafindan tiretilen 38-40 kDa protein olan omentin
yeni bulunmus bir adipokindir. Yapilan in vitro ¢alismalarda Akt sinyal yolag: araciligi ile insan
adipositleri tarafindan glukoz alinimini arttirdig) gésterilen omentin ekspresyonunun obezite ve
insiilin direncinde azaldig1 bulunmustur [179, 180]. Endotel hiicrelerine omentin uygulamasinin
nitrik oksit aracilikli vazodilatasyona neden oldugu ve TNF-a nin yol actifi inflamasyonu
baskiladig1 gosterilmistir [181, 182]. Yapilan ¢alismalarda omentinin santral oreksojenik etki
gosterdigi bulunmustur [183]. Normal bireylere kiyasla anoreksia nervozada plazma omentin
diizeylerinin yiiksek iken obezitede daha diisiik oldugunun gosterilmesi ve plazma omentin
diizeyleri ile BKI (Beden kitle indeksi) arasindaki negatif korelasyonun ortaya konulmasi

omentinin anti obezojenik etki gdsterdigini diistindiirmektedir [184]. Omentinin insanlarda
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instlin duyarligini arttirici etkisini adiponektin upregiilasyonu yaparak indirekt yolla gosterdigi

diistiniilmektedir [185].

2.6.6. Resistin

Resistin benzeri molekiiller ailesinin (RELM) bir tiyesi olan resistin, ratlarda adipositler
tarafindan sentezlenirken insanlarda immiin sistem hiicreleri tarafindan tretilmektedir. Saglikl
farelere resistin uygulanmasinin glukoz toleransini bozdugunun gosterilmesi ve diyetle
indiiklenen obezite gelismis farelerde resistinin immiinolojik olarak notralize edilmesinin glukoz
toleransini ve insiilin duyarhigini arttirdiginin bulunmasi [186], obezitede insiilin rezistansina
resistinin artmis diizeylerinin yolactgini diistindiirmektedir [187]. Buna ek olarak, tiazolidindion
grubu ilaglar gibi PPAR-y ligandlarinin resistin salinimini inhibe ettigi gosterilmistir [188].
Resistinin endotel hiicrelerinden endotelin-1ve MCP-1 disinda ICAM-1 ve ICAM-2 gibi hiicre
adhezyon molekiillerinin salinimini da indiikledigi [189, 190] ve buna ek olarak aortik diiz kas
hiicre proliferasyonunu arttirdigl gosterilmistir [191]. Biitlin bu bulgular, resistinin ateroskleroz

patogenezinde de rol oynadigini géstermektedir.

2.6.7. TNF-a

Varlig1 ortaya konulan ilk yag doku kokenli faktér olan ve obezite ile inflamasyon ve
diabet olusumu arasindaki ilk baglantinin kurulmasini saglayan TNF-a’'nin bir adipokin olarak
tanimlanmasi 1993 yilinda Hotamisligil ve arkadaslari tarafindan yapilmistir [192]. TNF-a 26 kDa
bir transmembran protein olarak sentezlenir ve bir metalloproteinaz tarafindan yikilarak
dolasima 17 kDa bir protein olarak salinir [193]. Insiilin rezistansi ve obezite ile insan adipositleri
tarafindan tUretilen TNF-a arasinda saglam bir pozitif korelasyon saptanmis olmasina [194])
karsin daha sonraki calismalar gostermistir ki obezitede artan TNF-a’'nin primer kaynag: yag
dokuya artan miktarlarda infiltre olan M1 makrofajlardir [195]. IRS1’in fosforilasyonu yolu [196,
197] ile insiilinin etkilerini inhibe eden TNF-a, JNK1’in (c-Jun N-terminal kinaz1) aktivasyonuna
neden olurken IkB kinaz(IKK)/NFkB yolagini inhibe eder [198]. Buna ek olarak yapilan
calismalarda TNF-o'nin hepatik lipogenezi de stimiile ettigi gdsterilmistir [199]. Yapilan bir
calismada TNF-a'nin yag asidi ile indiiklenen sitokin iiretimini arttirdig1 gosterilmistir [200].

Obezite ve kanser arasindaki ana baglantilardan birinin TNF-a oldugu diistintilmektedir [201].
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2.6.8.1L-6

Ilk olarak 1985 yilinda B hiicre diferensiyasyon faktorii (BSF-2) olarak identifiye edilen
Interlékin-6 (IL-6) dolasimda 22-27 kDa ¢oklu glikolize formlarda bulunur [202, 203]. IL-6'nin
ticte biri yag doku koékenlidir [203]. Geriye kalan iicte ikilik kisim; astrositler, lenfositler, endotel
hiicreleri, fibroblastlar, kemik iligi stroma hiicreleri, keratinosit, mezensimal hiicreler, monosit
ve cesitli timor hiicreleri tarafindan tretilir. IL-6 yag dokuda stromal vaskiiler fraksiyondaki
monosit, miyosit ve makrofajlardan salinir (Fain vd, 2004). Visseral yag dokudan salinan IL-6
miktari deri alt1 yag dokudan salinan IL-6’dan 2-3 kat fazladir [205]. Bir akut faz reaktani olan IL-
6, akut faz yamitina karismanin disinda bagisiklik, endometrial dokunun biyiimesi, kemik
olusumu, lireme, hipofiz hormonlarinin salinmasi [206, 207], tiimor olusumu, artrit [208] ve
yaslanmada da aktif rol oynar [209, 210]. IL-6 etkilerini hem solubl hem de membrana bagh
formlar: aktif durumda olan IL-6R reseptorleri araciligi ile gosterir [211]. Yapilan ¢alismalarda
IL-6'nin yapisal bir uyku diizenleyici faktéor oldugu bulunmustur. Narkolepsi, uyku apne
sendromu gibi durumlarda IL-6 diizeylerinin arttigi gosterilmistir [212]. Yapilan klinik
calismalarda artmis serum IL-6 diizeyleri obezite, insiilin direnci ve tip 2 diabet ile korele
bulunmustur [213-216]. insan deneklere IL-6 infiizyonu hepatik glukoz ¢ikisinda artis ve
hiperglisemiye neden olur. Bunun yani sira, lipolitik etki gosterir ve dolasimdaki serbest yag asidi

diizeylerini arttirir [217-219].

2.6.9. Retinol Baglayan Protein-4 (Rbp4)

Temel olarak karacigerde iretilen bir retinol transport proteini olan Rbp4 adipositler
tarafindan da iiretilir [220]. Insanlarda yiiksek Rbp4 dolasim diizeyleri insiilin direnci ve obezite
ile iligkili bulunmustur [221]. Rbp4’iin metabolik sendromun erken doénemlerine karistigi
diisiiniilmektedir [220, 222]. Rbp4 enjeksiyonlar1 ya da transgenik Rbp4 ekspresyonunun
farelerde insiilin rezistansina karistigl gosterilmistir [223]. Bunun yani sira bir¢ok klinik

calismada tip2 diabet hastalarinda Rbp-4’ iin yiiksek oldugu gosterilmistir [221, 224, 225].

2.6.10. SFRP5 (Secreted Frizzled Related Protein 5)

Yakin zamanlarda antiinflamatuar bir adipokin olarak tanimlanan sfrp5’in yag kiitlesi ile
siki bir korelasyon icinde oldugu gosterilmistir. Zayif farelerde diizeyleri yiiksek olarak saptanan
sfrp5’in obez farelerde diisiik diizeyde eksprese edildigi gosterilmistir [226]. Bunun yani sira
obez ve diabetik farelere sfrp5 enjeksiyonu metabolik fonksiyonu diizeltir ve yag doku

inflamasyonunu azaltir. Srpf5 Wnt5a sinyal yolagi araciligi ile yag doku inflamasyonunun 6nemli
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bir mediatorii olan JNK1 sinyal yolaginin [227, 228] aktivasyonunu ortadan kaldirir. Bu yolla, JNK

aktivasyonu sonucu olusan yag doku inflamasyonunu diizeltir [226].

2.6.11. PEDF (Pigment Epitelyum Kékenli Faktor)

PEDF bir serin proteaz inhibitdr(serpin) ailesi liyesidir. Baslangi¢cta insan retinal pigment
epitelyum hiicrelerinden salindig1 gosterilen bir norotrofik faktor olarak identifiye edilmistir
[229]. PEDF, retinoblastom timor hiicrelerini diferensiye non-proliferatif noéronlara
doniistirebildigi bulunan 50 kDa bir glikoproteindir [230]. Bunun yani sira, potent bir anjiogenez
inhibitori olan [231] PEDF vaskiiler endotel growth faktor (VEGF) ve reseptorlerini modiile
ederek etki gosterir [232]. Yakin zamanlarda, PEDF’nin adipositler tarafindan olduk¢a yaygin
olarak salindig ve insiilin direnci, diabet ve obeziteye bagli hastaliklarin gelisiminde rol oynadig:
gosterilmistir [233]. PEDF diizeyleri metabolik sendromlu bireyler ve tip 2 diabet hastalarinda
yiiksek bulunmustur. inflamatuar bir sitokin olan PEDF adiposit lipolizini artirir, mitokondriyal
disfonksiyona yol acar ve kas dokuda ve karacigerde yag birikimini arttirarak insiilin direncine
yol acar [234, 235]. PEDF inflamatuar etkilerini bir hiicre ylizey reseptorii araciligl ile gosterir
[236]. Yapilan ¢alismalarda bu reseptoriin yag ve glukoz homeostazinin siirdiirtilmesi icin kilit

onemde olan adipoz trigliserit lipaz oldugu gosterilmistir.

2.6.12. Progranulin(PGRN)

90 kDa glikozile bir peptid olan progranulin, salindiginda proteolize olarak granulinlere
degrade olur [237]. Insiilin direnci hiicre kiiltiirii modellerinde yapilan hiicre kiiltiirii
calismalarinda salinimi TNF-a ve deksametazon tarafindan indiiklenen bir adipokin oldugu
bulunmustur. Obez farelerde kan ve yag dokudaki diizeyi yiiksek bulunmus olan PGRN,
pioglitazon uygulamasi ile normal diizeylere iner [238]. PGRNnin IL-6 iizerine etki gdstererek
ylksek yagl diyet ile indiiklenen insiilin direnci ve obeziteye aracilik ettigi gosterilmistir [238].
PGRN’nin IL-6 ekspresyonunu arttirdig1 gosterilmistir [238]. Bunun yani sira obez bireylerde yag
doku Kkitlesi ile PGRN diizeyleri arasinda korelasyon oldugu gosterilmistir [239]. PGRN dolasim
diizeylerinin tip2 diabetli bireylerde anlaml olarak yiiksek oldugu ve IL-6, yiiksek duyarlikli C-
reaktif protein (HsCRP) ve omental yag dokuya makrofaj infiltrasyonu ile siki korelasyon icinde

oldugu gosterilmistir [240].
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2.6.13. aP2 (Adiposit Yag Asidine Baglanan Protein-2)

Sitoplazmik yag asidine baglanan proteinler (FABP-fatty acid binding protein) ailesinin
bir iiyesi olan aP2 (adiposit lipid-baglanan protein 2), 14-15 kDa bir proteindir. FABPlar dokuya
spesifik olarak eksprese edilir ve yag asitlerine baglanir [241, 242]. Adipositler tarafindan
salgilanan major FABP liyesi oldugu gosterilen aP2’nin yag dokudaki makrofajlar tarafindan da
salindig1 gosterilmistir [243]. Makrofajlarda aP2 ekspresyonunun PPAR agonistleri ve LDL
uygulamasinin yani sira monositlerin makrofajlara diferensiyasyonu tarafindan arttirildigi ve
statinler tarafindan diisiirtildiigii gosterilmistir [243-246]. Morbid obezitede yag dokuda goriilen
hipoksik kosullarin simiile edildigi hiicre kiiltiirii calismalarinda adipositlerden aP2 saliniminin
arttig1 gozlenmistir. Bu deneylerde artmis olan aP2nin glukoz ile stimiile edilen insiilin salinimini
anlamli olarak arttirdigl bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda aP2 eksikliginin diyet kaynakli ya da
genetik obezitede sistemik glukoz ve lipid metabolizmasini duzelttigi gosterilmistir [247, 248].
Bunun yani sira hem in vivo hem de in vitro c¢alismalarda aterosklerotik plaklardaki
makrofajlarda aP2nin yliksek diizeyde eksprese edildigi gosterilmistir [243]. Buna ek olarak
deneysel hayvan modellerinde aP2 eksikliginin ateroskleroz gelisiminde belirgin bir azalmaya
yol actif1 ortaya konulmustur [243]. Bu sonuglar makrofajlardan salinan aP2’nin ateroskleroz

gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

2.6.14. Apelin

1998 yilinda bir G proteini kenetli reseptor olan APJ'nin (apelin reseptorii) ligandi olarak
identifiye edilen apelin [249], apelin-36, apelin-17, apelin-13 ve piroglutamat apelin-13’i de
iceren birkag bioaktif peptidden olusan77 aminoasitli bir propeptid olarak saliverilir [250]. Insan
plazmasinda her ti¢ izoformda bulunur [251]. Apelin mayalardan insanlara kadar bir¢cok dkaryot
organizmalarda eksprese edilir. 1993 yilinda kesfedildikten sonra [252] apelinin kesfine kadar
orfan reseptor olarak kabul edilen APJ’e (apelin reseptorii) baglanarak etki gosterir [249]. Apelin
reseptorii ile anjiotensin-1 reseptorii arasinda %54 homoloji mevcuttur ancak, anjiotensin-2
apelin reseptoriine baglanmaz [252]. Apelin ve apelin reseptoriiniin beyin [253-256], kemik iligi
stromasi [257], akciger [258], kalp, bliyiik ve orta arterlerin intima ve media tabakas1 [258-260],
dalak, ince barsak ve kolon mukozasinda [253] eksprese edildigi gosterilmistir. Obez ve insiilin
direnci olan bireylerde plazma apelin diizeylerinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu bireylerde
apelinin yag dokudaki adipositlerden ytliksek miktarda salindiginin gosterilmesi ile birlikte apelin
bir adipokin olarak tanimlanmistir [261]. Apelin kahverengi yag dokudan da salinmaktadir [262].
Apelinin kahverengi adipositlerin diferensiyasyonunu indtikledigi ve beyaz ve bej yag dokunun

kahverengi yag dokuya doniisimiinii arttirdig1 gosterilmistir [263]. Organizmada cok genis bir
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aralikta farkli etkiler gosteren apelin ve apelin reseptorleri giiniimiizde apelinerjik sistem olarak
adlandirilmaktadir. Apelinin bazi HIV (Human immune deficiency virus) enfeksiyonu tiirlerine
karst onleyici etki gosterdigi bulunmustur [264]. Bunun yam sira apelinin kan basincinm
diistirdiigii gosterilmistir [265, 266]. Apelinin kan basinci iizerine etkisini nitrik oksit aracilikl
bir mekanizma ile olusturdugu ortaya konulmustur [266]. Apelin kardiyak kaslar ve kan
damarlarinin kontraksiyonunu modiile eder [267, 268], su ve gida alimim1 diizenler, hipofiz
hormonlarinin salinimint modiile eder [269]). Yapilan c¢alismalarda apelinin enerji
metabolizmasim1 diizenledigi ve sivi homeostazinin diizenlenmesinde etkili oldugu ortaya
konulmustur [269]. Bununla birlikte, apelinin bu bolgelerde olusturdugu etkiler anjiotensinojene
karsit yondedir [270-272]. Beyinde sivi homeostazi i¢in Kkilit bolgelerde apelin mRNA
ekspresyonu gdosterilmistir. Apelin vasopressinerjik noronlarda bulunan apelin reseptorleri
araciligiyla bu noronlarin aktivitesini ve vasporessin salinimin1 modiile eder [269, 273-276].
Apelinin gebelik ve laktasyon siiresince meme bezlerinde yiiksek diizeyde eksprese edildigi ve
kolostrum igeriginde fazla olmak iizere siitle de sekrete edildigi gosterilmistir [277]. Obezitede
yag doku kitlesinin artisina yol acan nedenlerden birisi oldugu gosterilen hipoksi nedeniyle
apelin sekresyonunun arttig1 ve yag dokuda olusan anjiogenezi indiikledigi gésterilmistir [278,
279]. Apelin kardiyovaskiiler sistemde hem potent vazodilatatér hem de pozitif inotrop etki
gosterir. Yapilan calismalarda bu pozitif inotropik etki hem intakt hem yetmezlikteki kalpte
ortaya konulmustur [280-282]. Nanomolar diizeydeki etkinligi ile apelin, bilinen en potent
inotropik ajanlardandir. Apelinin olusturdugu kasilmalar izopreterenoliin olusturdugu
kasilmalarin %70’ine ulasir. Apelinin olusturdugu kasilmalara PLC (Fosfolipaz C), PKC (Protein
kinaz C), NHE (Nat*/H*exchanger) ve NCX'in (Na*/Ca?* Exchanger) aracilik ettigi ortaya
konulmustur [283]. Apelinin damar diiz kas hiicrelerinde myozin hafif zincir (MLC)

fosforilasyonu yolu ile kasilmaya neden oldugu gosterilmistir [284].
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Sekil 2.4. Apelin/AP] etkilesimine karisan yolaklar. Endotel disfonksiyonu varliginda ya da
yoklugunda apelin/AP] etkilesimi sonucu olusan vazomotor etkilerden sorumlu intraselliiler
yolaklar gériilmektedir. DAG- Diacilgliserol; eNOS- Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz; Gi- inhibitor G
proteini; sGC- Solubl Guanilat Siklaz; GTP- Guanozin trifosfat; cGMP- Siklik Guanozin Monofosfat;
IP3- Inositol Trifosfat; L-Arg- L-Arginin; NCX- Na*/Ca2* Exchanger; NHE- Na*/H* Exchanger; NO-
Nitrik Oksit; PI3K- fosfoinozitid 3-kinaz; PKC- Protein Kinaz C; PLC- fosfolipaz C. [285]

2.7. Bir inflamasyon Kaynagi Olarak Yag DoKkusu

Obez kemirgenlerde TNF-a'nin yag dokudan saliverildiginin [192] ve bu adipokinin
notralizasyonunun insiilin direncini ortadan kaldirdiginin bulunmasinin [286] ardindan,
obezitenin inflamatuar boyutu olabilecegi diistiniilmeye baslanmis ve bunu takiben yapilan
calismalar bu konsepti dogrulamistir. Bunun 6tesinde, yag doku kdkenli kronik diistik diizeyde
inflamasyonun insiilin direncine ve metabolik sendroma neden oldugu gosterilmistir [287]

Yag dokusu hiicresel diizeyde incelendiginde %50’sinin olgun adipositlerden olustugu,
geri kalan %50’yi stromal vaskiiler fraksiyonun olusturdugu goériilmektedir. Stromal vaskiiler
fraksiyon fibroblastlar, preadipositler, immiin hiicreler, endotel hiicreleri ve diiz kas
hiicrelerinden olusur [83, 288, 289]. Saglikl eriskinlerde yag dokusunda bulunan makrofajlarin
ylzdesi %10 civarindayken, bu oran obez bireylerde %40-50ye kadar ¢ikabilir [290]. Viseral yag
dokuda subkiitandz yag dokuya gore daha fazla miktarda makrofaj infiltrasyonu bulunmaktadir
[291]. Yag dokuda makrofaj artisimi baslatan faktorlerden birinin adipositler tarafindan
salgilanan MCP-1 oldugu gosterilmistir [292]. Zayif bireylerde yag dokusundaki makrofajlarin
biiylik kismi anti-inflamatuar 6zellikleri olan M2 fenotipindeki makrofajlardan olusurken, obez
bireylerde makrofajlar agirlikli olarak viral ve bakteriyel infeksiyonlara karsi konak

savunmasinda merkezi rol oynayan ve salgiladiklar sitokinlerle insiilin direncini arttiran pro-
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inflamatuar M1 fenotipidir [293]. Bu pro-inflamatuar makrofajlarin salgiladiklar1 sitokinler
mitokondrinin fonksiyonlarini inhibe ederek bozulmus lipolize yol acar, mitokondrial reaktif
oksijen radikallerinin artisina ve instilin direncine, dislipidemi ve inflamasyona neden olur [288].
Bircok calismada BKi'nin (beden kitle indeksi) sistemik dolasimdaki CRP, IL-1, IL-6, IL-8, PAI-1,
P-selektin, vaskiiler hiicre adezyon molekiili 1 (VCAM-1), fibrinojen, angiotensinojen, SAA3
(Serum Amiloid A 3), ve al-asit glikoprotein, ANGPTL2 (angiopoietin-like protein 2); RBP-4 gibi

bir¢ok inflamatuar proteinin dolasimdaki diizeyleri ile korele oldugu gosterilmistir [294-297].

2.8. Metabolik islevler Agisindan Yag Doku

Metabolik islevler acisindan degerlendirildiginde beyaz yag dokunun iki temel islevi
bulunmaktadir: Alinan fazla enerjinin depolanmasi amaci ile yag asitlerinin sentezi (lipogenez)
ve trigliseritlerin mobilizasyonu ve hidrolizi (lipoliz) [298]. Adipositlerde hiicresel icerigin %80-
90’1n1 hiicrenin merkezinde yer alan tek biiyiik lipid dropletinin i¢cinde bulunan trigliseritler
olusturur. Trigliserid sentezi, li¢ yag asidinin bir gliserol molekiilii ile birlesmesi yoluyla olur. Bu
islem icin gereken yag asitleri ya silomikron ve VLDL'nin (Cok diisiik dansiteli lipoprotein)
eksternal uptake ile yag hiicresine alinmasi yolu ile ya da asetil KoA’dan sentez yolu ile saglanir.
Eksternal uptake ile alinan yag asitleri ya dolasimda albiimine bagl olan serbest yag asidi olarak,
ya da trigliseritlerin hidrolizi ile olusan yag asitlerinden saglanir. Yag dokuda de novo lipogenez
insanlarda karacigere gore daha diisiik 6nemdedir [299]. Bu siirecte oksaloasetat, malat
dehidrogenaz tarafindan malat’a indirgenirken, asetil-KoA asetil-KoA karboksilaz tarafindan
malonil-KoA’ya karboksile edilir. Yag asidi sentazin aktivasyonu sonucu malonil KoA ve asetil
Koa'nin birleserek palmitik asiti olusturur. Palmitik asitten de stearik asit olusur. Palmitik ve
stearik asit stearoyl-KoA desaturaz tarafindan desature edilerek palmitoleik ve oleik asit olusur.

Bu bilesikler gliserol 3 fosfat ile birleserek trigliseritler olusur.

2.9. Adiposit Diferensiyasyonu

Obezitenin hiicresel diizeyde gelisim mekanizmalarindan birinin var olan adipositlerin
hacimlerinin artisina ek olarak yag dokusu stromal vaskiiler fraksiyonu icerisinde bulunan
mezensimal hiicrelerin diferensiyasyona ugrayarak olgun adipositlere doniisimi oldugu
bilinmektedir. Viicuttaki yag dokusunun artisina yol acan bu mekanizmaya ek olarak kemik
iliginde bulunan mezensimal hiicrelerin de tiazolidindionlar ya da fazla yag alimi gibi uyarilara
yanit olarak yag dokuda toplanabildikleri ve adipositlere diferensiye olabildikleri gosterilmistir

[300]. Preadipositlerin diferensiyasyon siirecini olusturan basamaklarin net olarak agikliga
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kavusmasi, diferensiyasyonun inhibisyonuna ve boylece viicuttaki adiposit sayisinin
sinirlandirilmasina yardimci olacak yeni yaklasimlar gelistirilmesini olasi kilacaktir.

Giiniimiizde adiposit diferensiyasyonunu degerlendirmek amaci ile cesitli hiicre tipleri
kullanilmakta olup, bu hiicre tipleri potenslerine gére baslica iki grupta incelenebilir. ilk grup
adiposit, myosit ve kondrositlere yonlenebilen pluripotent fibroblast hiicre hatlarini1 (10T1/2,
BALB/c-3T3,RC]3.1 ve CHEF /18 fibroblastlari) icerir. Diger grup ise adipositlere diferensiye olan
yonlenmis fibroblast benzeri preadipositleri (3T3-L1, 3T3-F422A, 1246, 0b1771, TA1, and 30A5
preadipositleri) icerir. Diferensiyasyon calismalarinda daha sik kullanilan bu ikinci grup hiicre
hatlaridir [301]. Bu hatlardan 3T3-L1 ve 3T3-F422A en kapsamli sekilde tanimlanmis olan ve
adipositlerle ilgili diferensiyasyon ¢alismalarinda en yaygin kullanilan hiicrelerdir [301]. 3T3-L1
ve 3T3-F422A hiicre hatlar1 17-19 giinliik Swiss 3T3 fare embriyolarinin disagrege edilmesi ve
klonlanmasi ile elde edilen embriyonik fibroblastlardir [301-303]. 3T3-L1 preadipositleri fareye
enjekte edildiginde diferensiye olarak, yag dokudan ayirt edilemeyen yag pedleri olustururlar
[304]. 30 yildan fazla siiredir bu hatlarin tercih edilmesinin nedenlerinden en 6nemlilerinden
birisi, uygun diferensiyasyon indiikleyicileri ile standardize bir diferensiyasyon siirecinin
ardindan yapisal ve biyokimyasal olarak in situ adiposit benzeri homojen olgun adiposit hiicre
populasyonu olusturmalaridir. Pasajlamalar sonucu hiicresel varyasyonlar gostermemeleri ve
bunun yani sira, uzun dénemli ¢alismalarda giivenle kullanilabilmeleri, cesitli ajanlarin lipolitik

ve anti-lipolitik etkilerinin degerlendirilmesi i¢cin uygun olmalar1 diger avantajlaridir [305].

2.10. Adiposit Diferensiyasyonunun Pozitif ve Negatif Efektorleri

Preadipositlerden olgun adipositlerin olusumu ile sonuclanan diferensiyasyon, biribirini
izleyen net olarak tanimlanmis bir dizi basamaktan olusan ¢ok iyi organize olmus bir siirectir.
3T3-L1 klon hiicre hatlari ile yapilan deneylerde bu siirecin temel olarak 2 basamaktan olustugu
ortaya konmustur: Determinasyon evresi ve terminal diferensiyasyon evresi. Determinasyon
evresi temel olarak mezensimal kok hiicrelerin baska hiicre tiplerine diferensiye olabilme
yeteneklerini kaybederek preadipositlere doniistiikleri evre olarak tanimlanabilir. Terminal
diferensiyasyon evresi ise preadipositlerin ¢arpici bir morfolojik degisim gecirerek igsi fibroblast
yapisindan yuvarlak yapidaki adipositlere doniistiigii evredir. Bu evrede hiicreler insiilin etkisine
yanit verebilme, lipid sentezi, transportu ve depolanabilmesi icin gereken hiicresel
mekanizmalar, adipokin salgillama gibi temel olgun adiposit 6zelliklerini kazanirlar [306].
Diferensiyasyon siirecine etkili gesitli faktorler temel olarak transkripsiyonal ya da ekstraniikleer
diizeyde etki olustururlar. Pozitif etkili efektorlerden beyaz yag hiicresi diferensiyasyonunun en
erken aktivatorleri AP-1 (aktive edici protein-1) ailesi transkripsiyon faktorleridir. v-Jun, c-Jun,

JunB, JunD, v-Fos, c-Fos, FosB, Fral, Fra2 ve aktivasyon transkripsiyon faktorlerini (ATF2,
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ATF3/LRF1 ve B-ATF) iceren genis bir grup olan AP-1'in aktivasyonu kritik bir adipojenik
transkripsiyon faktérii olan PPARy'y1 indiikkler [301]. Yapilan c¢esitli ¢alismalarda
diferensiyasyonun baslangicinda bu aileden c-Fos, c-Jun, Fos-B, ve Fral'in aktive oldugu
gosterilmistir [307]. Diferensiyasyon siireci lizerine pozitif etkili diger transkripsiyon faktorleri
KLF (Kruppel like factors) ailesinin bazi tyeleri (KLF 4, 5, 6 ve 15), C/EBP (CCAAT-enhancer-
binding protein) ailesi liyeleri, SREBP’dir (sterol yanit elemani baglayici protein). KLF5 adiposit
diferensiyasyonunun erken asamalarinda aktive olan ve cesitli calismalarda diferensiyasyon i¢in
mutlaka gerekli oldugu gosterilen bir proteindir [308]. KLF-4 beyaz yag doku stromal vaskiiler
fraksiyonundaki preadipositlerde yliksek oranda eksprese edilirken olgun adipositlerde ¢ok
diistik diizeyde oldugu gosterilmistir [309]. Adiposit diferensiyasyonunun erken asamalarinda
KLF-4 mRNA’sinin indiiklendigi ve SiRNA ile “knockdown” edilmesinin adiposit olusumunu
belirgin diizeyde azalttig1 gosterildiginden, KLF-4'iin diferensiyasyon ic¢in kilit proteinlerden biri
oldugu diisiiniilmektedir [310]. C/EBP ailesi a, B, 6 ve y'nin adiposit diferensiyasyonunda
organize bir sekilde etki gostererek diferensiyasyonu indiikledikleri gosterilmistir.
Diferensiyasyonun ¢ok erken asamalarinda C/EPB, izobutilmetilksantin tarafindan ve C/EBPS,
deksametazon tarafindan indiiklenir. C/EBPa ise C/EPBB ve C/EBP&nin organize etkisi
tarafindan aktive edilir [311]. Yapilan ¢alismalarda C/EBPf, 6 ya da o'nin inhibisyonunun
diferensiyasyonda azalma ile sonug¢landigi goriilmiistiir [312]. SREBP ailesi proteinlerden beyaz
yag dokuda en fazla eksprese edilen izoform SREBP1-c’ dir ve adipogenezde rol oynar [313].
Adipogeneze karistig1 bilinen bir diger efektoér protein grubu STAT (Signal transducer and
activator of transcription) ailesidir. Bu proteinlerden STAT 1, 3, 5a, 5b ve 6 adipositlerde eksprese
edilir ve 1, 5a ve 5b’nin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu sirasinda yiiksek diizeyde
eksprese edildigi bulunmustur [314]. Bunun yani sira STAT5a ve 5b protenlerinin
aktivasyonunun 3T3-L1 hiicrelerinde PPARy ekspresyonunda artis olusturdugu gosterilmistir
[315]. Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili bir¢ok proteinin varligl ortaya konulmussa da
bunlardan en 6nemlisi, adiposit diferensiyasyonu i¢in gerekli ve yeterli oldugu gésterilen hormon
niikleer reseptorleri siiperfamilyasinin bir t{yesi olan PPARy'dir [316-318]. PPARy
diferensiyasyonun ana diizenleyicisidir. PPARy1l ve PPARy2 alt tiplerinden PPARy2 yag
hiicrelerinde yaygin olarak eksprese edilir ve adiposit diferensiyasyonunu diizenleyen temel
alttip oldugu gosterilmistir [318, 319]. Yapilan gesitli calismalarda PPARy2 nin adiposit

diferensiyasyonu ve instlin sensitivitesi icin 6énemli oldugu gosterilmistir [320, 321]

2.11. 3T3-L1 Preadipositlerinin Diferensiyasyonu Sirasinda Gen Ekspresyonu

Diferensiyasyon stirecinin baslangicinda 3T3-L1 preadipositleri konfluent oldugunda

diferensiyasyonun erken belirtecleri eksprese edilmeye baslar. Yapilan calismalarda temas

23



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

inhibisyonu asamasinda ilk olarak ekspresyonunda artis olan genlerin tip VI kolajen ve lipaz
genleri oldugu gosterilmistir [322, 323]. Diferensiyasyonun en erken asamasinda,
diferensiyasyon indiikleyici deksametazon, insiilin, izobutilmetilksantinin hiicre kiiltiir ortamina
eklenmesinden yalnizca 1 saat sonra 3T3-L1 hiicrelerinde c-fos, c-jun, junB, c-myc ile C/EBP 3 ve
6'nin indiiklendigi gosterilmistir [324]. C/EBP [ deksametazona yanit olarak indiiklenirken,
C/EBP &'nin izobutilmetilksantin eklenmesi sonrasi indiiklendigi gosterilmistir. C/EBP 3 ve §'nin
diferensiyasyonun 2. giiniinde baslayan ve 3.-4. giiniinde maksimum diizeyine ulasan PPARy’nin
ekspresyonuna aracilik ettigi disiiniilmektedir [325, 326]. C/EBP 3 ve &nin ekspresyonu
koordine sekilde diferensiyasyon indiikleyici kokteyl uygulanmasindan 2 giin sonra baslayan ve

5. ginde maksimuma ulasan C/EBP o’nin ekspresyonunu indiikler [327, 328].

2.12. Adiposit Diferensiyasyonu Evreleri

3T3-L1 ve NIH3T3F42A gibi klonal hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda adiposit

diferensiyasyonu temel olarak iki evrede karakterize edilmistir:

2.12.1. Yonlenme:

Bu asamada mezensimal kok hiicre yapisal olarak diger kok hiicrelerden ayirt edilemeyen
ancak adiposit disindaki diger hiicrelere yonlenme yetenegini kaybettigi preadiposit halini alir.
Hiicre kiiltiir ortamindaki hiicreler belirli bir yogunluga ulastiginda kontakt inhibisyon adi
verilen bir mekanizma ile hiicreler biliyiime duraklamasi asamasina geger. Bu asamada tiim
hiicreler G1 fazina girerler [329]. Yag doku vaskiiler stromal fraksiyonunda bulunan mezensimal
kok hiicrelerin preadipositlere yonlenme asamasina girmesini tetikleyen faktoriin ne oldugu net
olarak bilinmemekle birlikte, yapilan ¢alismalarda Bmp ve Wnt ailesi proteinlerin bu siirecte
kritik rol oynadig1 goriilmektedir [82]. Yakin zamanlarda yapilan bir calismada BMP-4'tin (Bone
morphogenic protein-4) over kanseri hiicre hattinda Rho-kinaz aktivasyonu yaptig
gosterilmistir [330]. Bunun yani sira, ROCK inhibitérii Y-27632’nin uygulanmasinin BMP-2 (Bone
morphogenic protein-2) indiiksiyonu yolu ile ektopik kemik olusumunu arttirdig1 gosterilmistir
[331]. Ayrica, BMP-2 ve BMP-4'tin kok hiicrelerin adiposit hattina yonlenmesini indiikledigi
gosterilmistir [332-335]. Ilging olarak Wnt ailesi glikoproteinler yénlenme agamasini indiikleyici
rollerinin [336] yani sira, terminal diferensiyasyon asamasinda inhibitor etki gosterirler [337,
338].

Son ¢alismalarda A33 hiicrelerinde Wnt sinyal yolagini aktive ettigi gosterilen ve yeni
tanimlanmis R-spondin2 ve 3’lin proliferasyon siireci sirasinda kdken aldiklar1 C3H10T1/2 kék

hiicrelerine oranla dramatik olarak upregiile oldugu gosterilmistir [336]. Bunun yani sira, Wnt
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sinyal yolaginin downstream transkripsiyon faktorleri olan Lef1(Lymphoid enhancer-binding
factor 1) ve Tcf nin (transcription factor) ekpresyon diizeylerinin de prolifere A33 hiicrelerinde
C3H10T1/2 kok hiicrelerine gore degistigi gosterilmistir. Bununla birlikte, preadipositlerde
yliksek miktarda eksprese edilen ve diferensiyasyon siireci sirasinda diizeylerinin diistiigii
gosterilen WNT10b'nin adiposit diferensiyasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [337]. Bu
bulgular 1s181nda Wnt sinyal yolag1 6zellikle yonlenme ve proliferasyon olmak iizere adiposit

diferensiyasyon siirecinin tiim asamalarina karisiyor gibi gériinmektedir.

2.12.2. Mitotik Klonal Ekspansiyon:

Adiposit diferensiyasyon siirecinin indiiklenmesi amaci ile klon hiicre hatlarinin
konfliient olmasinin ardindan temas inhibisyonu ve preadiposit yonlenmesi olduktan sonra
hiicre kiltiir ortamina verilen adiposit diferensiyasyon indiikleyicileri tarafindan adipogenez
indiiklenir. Bu asamadan itibaren preadipositler karmasik bir siire¢ sonucunda ardisik olarak
aktive olan cesitli transkripsiyon faktorlerinin etkisi ile eszamanli olarak tekrar hiicre sikliisiine
girerek iki tur mitotik béliinme gerceklestirdikleri mitotik klonal ekspansiyon olarak adlandirilan
bir evreye ulasirlar. Klon hiicre hatlar ile yapilan ¢alismalarda mitotik klonal ekspansiyonun
varlig1 ve diferensiyasyon siireci icin gerekliligi gosterilmis olmakla birlikte, insanlardan elde
edilen yag doku kokenli mezensimal kok hiicrelerin diferensiyasyon siirecinde mitotik klonal
ekspansiyona girmedigi gosterilmistir [339]. Bu hiicrelere sitozin arabinozid verilerek mitoz
boéliinmenin inhibe edilmesinin adiposit gelisiminde herhangi bir duraklama ya da azalmaya yol
acmamast [329] iki olasiliktan birini akla getirmektedir: Ya mitotik klonal ekspansiyon insan
primer yag doku fibroblastlarinin diferensiyasyon siireci icin gerekli bir basamak degildir; ya da
bu hiicreler halihazirda insan viicudunda bu asamay1 ge¢mis durumda bulunmaktadirlar [340].
Bunun yani sira, 3T3-L1 preadipositlerine selektif hiicre permeabl MEK (Map kinaz kinaz)
inhibitorii PD 98059 (2'-Amino-3'-metoxiflavon) uygulanmasinin preadipositlerin mitotik klonal
ekspansiyonunu inhibe etmesine ragmen diferensiyasyon iizerine herhangi bir etki yapmadigi
gosterilmistir [341]. Adipogenezin indiiksiyonunun ilk 24 saati icerisinde artmaya baslar ve
bununla birlikte eszamanl olarak hiicreler hiicre sikliisiine tekrar girerler ve mitotik klonal
ekpansiyon durur [342]. Hicre siklisiiniin G1 fazindan S fazina gecis sirasinda C/EBP-f3
hiperfosforile olur ve ardisik olarak glikojen sentaz kinaz-3-f3 ve mitojen aktive protein kinaz
(MAPK) tarafindan aktive edilir. Ardindan C/EBP-f’ C/EBP-a ve PPAR-y'ninpromoter
bolgelerindeki C/EBP diizenleyici elemanlar ile etkilesime girmesi adiposit diferensiyasyonunun
kilit transkripsiyon faktorleri olan C/EBP-a ve PPAR-y'y1 indiikler [343]. Mitotik klonal
ekspansiyon sirasinda ilk mitoz dongiisii indiiksiyondan 24-36 saat sonra tamamlanirken ikinci

mitoz dongilisii indiiksiyondan 48-60 saat sonra tamamlanir. Bu iki mitoz doéngiisii sonucunda
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hiicre sayis1 4 kat kadar artar [342]. Diferensiyasyon icin gerekliligi tartismali olmasina ragmen,
mitotik klonal ekspansiyon olarak adlandirilan evrenin oldukca karmasik, biribirini eszamanl
olarak izleyen basamaklardan olusan ve tiim hiicrelerin ayn1 zamanda hiicre dongiisiiniin belirli

asamalarina girdigi bir slire¢ oldugu gosterilmistir [342].

2.12.3.Terminal Diferensiyasyon:

Mitotik klonal ekspansiyon evresinin tamamlanmasinin ardindan hiicreler, terminal
diferensiyasyon asamasina girerler. Bu donem, preadipositlerin olgun adiposit 6zelliklerini
kazanmaya basladiklar1 donemdir. Hiicreler, lipid sentez ve depolanmasi icin gereken 6zelliklerin
yani sira, insiilin etkisi ve adipositokinler ile diger adiposit-6zgiin proteinlerin sentezi i¢in gerekli
ozellikleri edinmeye baglarlar. Siirecin baslangicinda sitozole daginik partikiiller olarak hiicre
icinde biriken lipid damlaciklar1 boyut olarak biiyiimeye baslar ve biribirleri ile birleserek
terminal diferensiyasyon evresinin tamamlanmasi ile hiicrenin merkezinde nukleusu ve diger

hiicre ici organelleri kenara iten biiyiik tek bir lipid damlacigi halini alir [306].
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Sekil 5. Adiposit diferensiyasyonunun evreleri. Icinde adipositlerin de bulundugu farkh
hiicrelere diferensiye olabilme yetenegindeki multipotent kok hticrelere uygun cevresel kosullar
saglandiginda bu hiicreler preadipositlere doniiserek mitotik klonal ekspansiyona ve ardindan
terminal diferensiyasyon stirecine girer. Hiicreler boyut olarak biyiirken, hiicre i¢cinde biriken
lipid damlaciklar birlesir ve neredeyse hiicrenin tiimiinii dolduran tek bir lipid damlas1 olusur.
Bu siirece eslik eden molekiiler olaylar sagda yaklasik uzunlugunu gosteren oklarla gosterilmistir
[344].

2.13. G Proteinleri

Hiicre ytlizeyindeki reseptore biitiinlesik halde bulunan ve gelen uyarilarin reseptoéru
aktive etmesini takiben sonucu hiicre i¢ine aktarilarak hiicre icindeki ¢esitli sinyal yolaklarinin
aktive olmasini saglayan G proteinleri baslica iki sinifa ayrilir: Heterotrimerik G proteinleri ve

monomerik kiiciik G proteinleri.

2.13.1. Heterotrimerik G Proteinleri

Heterotrimerik G proteini aracilikl sinyal iletim sistemi, hlicre membraninda yerlesik bir
reseptor, buna biitiinlesik bir heterotrimerik G proteini ve bir efektérden olusan kompleks bir
molekiiler anahtar olarak tanimlanabilir. Bir agonist transmembranal reseptorii uyardigi zaman,

reseptor aktive olur ve bu aktivasyon sonucunda olusan sinyal reseptore biitlinlesik G proteinini
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uyarir ve sonrasinda efektori aktive eder. G protein aracili sinyal iletim sistemi, hiicre i¢ine iletilen
sinyalin amplifikasyonunu da saglayarak etkinin giiclenmesine neden olur [345]. Heterotrimerik
G proteinleri GTPyi baglayan ve hidroliz eden bir a subuniti ve bununla kompleks olusturan 8 ve

y subunitlerinden olusur [346-348].

2.13.2. Monomerik G Proteinleri

Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda hiicre ici sinyalleme yolaklarinda monomerik
GTP-bagh proteinlerin (G proteinleri) 6nemli role sahip oldugunu goésterilmistir. Oldukga kiiglik
boyutlu olan monomerik G proteinleri (20-35 kDa) hiicre boliinmesi, farklilasmasi ve c¢esitli
hiicresel stirecler sirasinda hiicre iskeletinde olusan kyapi degisimlerinin diizenlenmesi gibi
farkli hiicresel olaylarda goérev alir. Mayalardan insanlara evrimsel olarak en asagidaki
hiicrelerden memelilerdeki hiicrelere kadar tiim o6karyot hiicrelerde bulunan monomerik G
proteinleri 100’den fazla liyesi bulunan bir biyiik ailedir [349]. Diger G proteinleri gibi
monomerik G proteinlerinin de GTP’az aktivitesi vardir. Monomerik G proteinleri inaktif (GDP-
bagh) ve aktif (GTP-bagh) olmak iizere dinamik olarak birbirine ddniisebilen iki ayr1 formda
bulunabilirler. inaktif GDP bagh formun aktif GTP bagh forma déniisiimii icin GDP'nin GTP ile yer
degistirmesi, GEF (Guanin niikleotid degistirici protein, guanin niikleotid degistirici faktor)
tarafindan katalize edilmekteyken, GDP/GTP doniisiim reaksiyonunun inhibisyonu GDI (Guanin
niikleotid dissosiasyon inhibitorii) tarafindan katalize edilir. G proteininin aktivasyonunda hiz
kisitlayic1 basamagi GDP/GTP dontisiim reaksiyonu sirasinda GDP-bagh formdan GDP’nin
ayrilmasidir. GEF tarafindan katalize edilen bu asama ¢ok yavas bir sekilde gerceklesir. Hiicreye
bir stimulus geldiginde GEF aracilig1 ile monomerik G proteininin inaktif formdan aktif forma

doniistimii gergeklesir [350, 351].

2.14. Rho Proteinleri

Cok yaygin bir yelpazedeki hiicresel islevleri diizenledikleri ortaya konulan ve en basit
yapidaki hiicrelerden insan hiicrelerine kadar tim 6karyot hiicrelerde yaygin olarak eksprese
edildikleri gosterilen Rho GTPazlar, 5 major gruptan olusan (Ras, Rho, Rab, Arf ve Ran) ve 166
liyeden olusan Ras siiperailesinin bir alt grubunu olusturmaktadir. Rho GTPazlar diger Ras
stuperailesi GTPAzlardan farkl olarak, a3 sarmali ile $5 biikiimii arasinda heniiz islevi tam olarak

aydinlatilamamis 10-15 amino asitlik ekstra bir dizi igerirler [352, 353].
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Sekil 2.6. insan Rho GTPazlar1: 20 insan RhoGTPazi filogenetik agacta gosterilmistir. Rho
ailesi sekans homolojisine gore alt ailelere bélinmistiir. Her bir aile farkhh bir renkte
gosterilmistir [354].

20-30 kilodalton agirliginda GTP bagh proteinler olan Rho GTPazlardan ilk kez RhoA, Ras
ile iligkili genlerin arastirildigl bir ¢alisma sirasinda 1985 yilinda Aplysia Californica’dan izole
edilmistir [355]. Insanlarda 26 civarinda farkh proteinden olusan Rho proteinleri géstermis
olduklar1 homolojiye gore 6 alt aileye ayrilir: Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoBTB ve RhoT/Miro. Rho
BTB ve RhoT proteinleri diger GTPazlardan yapisal, diizenleyici ve islevsel acidan ¢ok farkli
olduklarindan atipik Rho/Rac GTPazlar olarak da adlandirilirlar [356]. RhoA, diger monomerik G
proteinleri gibi aktif bir GTP bagh form ile inaktif GDP bagh form arasinda siirekli degiserek
molekiiler bir anahtar gibi islev gérmektedir [345, 357].

29



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Plazma Membrani

GEF
Rho-GDP Rho-GTP

GDI| Rho-GDP @ Efektorler

Sekil 2.7. Rho GTPaz sikliisii. RhoGTPazlarin Aktif (GTP-bagli) ve inaktif (GDP-bagh)
durumu arasindaki siklis. Bu sikliis 3 farkli grup protein tarafindan diizenlenir: GEFler (guanin
niikleotid exchange faktor) niikleotid degisimini katalizler ve aktivasyona aracilik eder; GAPlar
(GTPaz aktive edici protein) GTP hidrolizini stimiile eder, inaktivasyona yol acar ve GDllar
(guanin niikleotid dissosiyasyon inhibitorleri) inaktif GTPazlar1 membranlardan ayirirlar. Tim
Rho GTPazlar C terminal ucundan prenile olur. Bu islev gormeleri i¢in gereklidir [358].

Rho proteinleri hiicresel diizeyde morfogenez, hiicre polaritesi, hiicre farklilasmasi,
proliferasyonu gibi farkli hiicresel islevlerde 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yani sira molekiiler
diizeyde hiicre iskeleti dinamikleri, vezikiiler transport ve gen ekspresyonuna karistiklari da
gosterilmistir [359]. Yakin zamanlarda yapilan bir calismada RhoA’nin kalpte iletim sisteminin
gelisiminde 6nemli rol oynadigi ortaya konulmustur [360]. Bunun yani sira, RhoA’nin aktin stres
fiber olusumu ve fokal adhezyon kurulumunu arttirdig1 gésterilmistir [361]. Bunun yani sira Rho
proteinlerinin timoér biiylime ve metastaz1 ile iliskili cesitli mekanizmalarda da kilit rol
oynadiklar1 bulunmustur [362-368].

Rho proteinleri GDP-bagh durumda iken sitozolde inaktif halde bulunmaktadir ve
lizofosfatidik asid (LPA) ve sfingozin-1-fosfat (S1P) gibi ajanlarla stimiile edildiklerinde GTP-bagh
hale gecip aktif forma doniisiirler [369]. Aktive forma doniisiim gerceklestiginde Rho proteinleri
hiicre membraninin i¢ yiizeyine tutunur ve p21-aktive protein kinazlar (PAK), IQGAP, PARG6 ve
p67fox gibi alt efektorleri ile etkilesir [352, 370, 371]. Bunun sonucunda spesifik etkilerin
olusumu gergeklesir. Rho proteinlerinin membrana tutunmasi icin C-terminal ucuna
geranilgeranilpirofosfat ya da farnesilpirofosfat rezidiisii gibi bir lipid zincirinin eklenmesi
gereklidir [372-374]. Bu prenil grubu RhoGDI tarafindan ortiildiigli zaman Rho GTPazlar sitozole
sekestre olurlar [374-376]. Rho GDI bunun yani sira spontan GDP-GTP degisimini ve GTPaz
aktivitesini de inhibe eder [374]. Diger Rho proteinlerinin aksine siirekli GTP-bagli durumda olan

ve aktivitesi GEF ya da GAP’lar tarafindan kontrol edilmeyen Rnd proteinleri iki farkli mekanizma
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ile RhoA yolagini inhibe ederler. Rnd1 ve Rnd3’iin p190GAP’a baglanip aktive ederek RhoA
aktivitesinde azalmaya yol acmalarinin [377] yam siraRnd3(RhoE) iin direkt olarak ROCK’a
baglanarak inhibe ettigi de gosterilmistir [378].

2.15. GTP-GDP Déngiisiiniin Diizenleyici Proteinleri

2.15.1. GAP:

Kiiglik G proteinleri GTPazlar olarak adlandirilsa da aslinda GTP hidroliz hizlar1 olduk¢a
yavastir (RhoA icin 0,039/dakika) [379] ve etkili bir GTP hidrolizi icin GAP (gtpase activating
protein) proteinlerinin reaksiyona katilmasi gereklidir [350]. Molekiiler agirliklar1 50-250 kDa
arasinda degisen GAP’larin temel islevi GTP hidrolizini hizlandirarak kiigiik G proteinlerinin
aktive durumdan inaktive duruma gecisini saglamaktir [353]. GAPlar GTP hidroliz hizin1 birkag
kata kadar arttirirlar. GAPlar temel olarak GTPaz dongiisiiniin negatif efektorleri olarak islev
gormelerine karsin, ailenin bazi tyeleri sinyal transdiiksiyon molekiilleri olarak da etki
olusturmaktadirlar: Ras-spesifik p120GAP'1n aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu f{izerine

onemli bir etki gésterdigi ortaya konulmustur [380].

2.15.2. GEF

Inaktive durumda GDP’ye bagh olarak bulunan G proteinlerinin aktivasyonu icin siki bir
sekilde bagli bulunan GDP nin GTP ile yer degistirmesi gereklidir ve bu yer degisimi GEF (guanine
nucleotide exchange factor) katalize eder. Bunun sonucunda G proteinlerinin GTPye baglanarak
aktive olmalar1 ve efektor proteinlerle etkilesmeleri artar. RhoGTPazlarin GTP-GDP doéngiisii
tizerine etkili GEF sayisinin RhoGTPazlarin yaklasik 4 kati kadar oldugunun ortaya konulmus
olmasi, RhoGTPazlarin multipl RhoGEFler tarafindan aktive edilebilecegini diistindiirmektedir

[381]. RhoA, Racl ve Cdc42 yi aktive eden en az 25 RhoGEF oldugu gosterilmistir [382, 383].

2.15.3.GDI

RhoGDI (guanin nucleotide dissociation inhibitor) rho gtpazlarin bagl oldugu GDP ya da
GTPden ayrilmasini inhibe ederek hiicre icindeki RhoGTPaz havuzunun biiyiik kisminin inaktive
durumda tutulmasini saglar [384]. Bunun yani sira hem intrinsik hem de GAP lar tarafindan
stimiile edilen GTPaz aktivitesini inhibe eder [385]. Bu iki mekanizma aracilig1 ile herhangi bir
anda hiicrede bulunan Rho proteinlerinin yaklasik %90-95’inin inaktive durumda oldugu

sitoplazmik havuzda tutulmasini saglar ve hiicreye bir stimulus geldigi zaman RhoGTPazlarin
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hizlica membrana lokalize olarak hizh bir yanit olusmasina katkida bulunur [381]. Buna ek olarak
RhoGD], tiim RhoGTPazlarin karboksi terminal ucunda yer alan hidrofobik izoprenil grubunu
orterek Rho proteinlerinin daha diizgiin katlanmasini boylece stabilize olmasini saglayarak
degradasyonlarini da 6nler [381]. Hiicredeki RhoGDI miktarinin yaklasik olarak hiicrede bulunan
tiim RhoGTPazlarin (Rho, Rac, CDc42 vb) toplam miktarina esit oldugu ve RhoGDI ile baglanak
icin bu GTPazlar arasinda bir kompetisyon oldugu gosterilmistir [386]. Yakin zamanlarda yapilan
bir ¢alismada RhoGDI ile baglanmanin 6nlenmesi durumunda hiicre i¢ci Rho protein havuzunun

stabil olmadig1 ve kolayca proteaz bagiml yolla degrade oldugu gosterilmistir [387].

2.16. RhoA ve alt efektorleri

Aktive GTP bagli RhoA hiicrede aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu, diiz kas kasilmas;,
hiicre ici trafigin diizenlenmesini de iceren cok genis bir yelpazedeki etkilerini ¢esitli alt
efektorleri ile etkileserek ortaya cikarir. Bu alt efektorlerden ortaya konulmus olanlar Rho-kinaz
[388], rhofilin-1 ve rhofilin-2 [389], rhotekin [390], -p140 mDia [391], citron [392], fosfolipaz D,
PRK1 (PKC-related kinase-1) ve PRK2 (PKC-related kinase-2) [393] dir. Yakin zamanlarda G
protein eslenik reseptor kinaz-2 (GRK-2) nin de RhoA’nin bir alt efektori oldugu gosterilmistir.
Aktive RhoA direkt olarak GRK-2'nin katalitik bolgesine baglanir ve GRK-2'nin Raf1(Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma-1), MEK1 ve ERK2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase) ile
etkilesimini indiikler [394]. RhoA'nin alt efektdrlerinden en kapsaml olarak arastirilan Rho-

kinazdir (ROCK).

2.17.Rho/Rho Kinaz Yolagi

AGC ailesi serin/treonin protein kinazlarin bir iiyesi olan Rho-kinaz (ROCK) enzimi
RhoA’'nin alt efektoriidiir. ilk olarak 1996 yilinda kesfedilen [388] Rho-kinaz'in baslica iki
izoformu bulunmaktadir: ROKB/ Rho-kinaz 3 / p160ROCK olarak bilinen ROCK 1, 18. kromozoma
lokalizedir ve 1354 amino asit iceren bir proteindir. ROKa/ Rho-kinaz a olarak bilinen ROCK 2
ise, 12. kromozoma lokalizedir ve 1388 amino asit igerir [395]. ROCK 1 ve ROCK 2 enzimlerinin
amino asit sekanslar1 %64 6zdestir [396]. Her iki izoformun N-terminal ucunda GTP bagh RhoA,
Rho B ve Rho C’'nin baglandig1 Rho-baglanma alani (RBA) bulunur [397-400]. Her iki izoform
bircok dokuda yaygin olarak eksprese edilse de ROCK 2 beyin ve kas dokuda daha yiiksek
diizeylerde bulunurken, ROCK 1 akciger, karaciger ve testislerde daha ytliksek diizeyde eksprese
edilir [388, 396]. iki izoform arasinda birtakim farkhliklar bulunmaktadir: ROCK 1 6zellikle
kaspaz 3 tarafindan kirilirken ROCK 2 granzim B tarafindan kirilmaktadir [401-403]. RhoE ROCK
1’e baglanir, ROCK 2’ye baglanmaz. MYPT1’e yalnizca ROCK 2 baglanir [404, 405]. Bunun yani
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sira ROCK 2’nin PH-C1 boélgesinin fosfatidil inositol trifosfat (3,4,5) ve fosfatidil inositol bifosfata
(4, 5) sikica baglanirken ROCK 1 PH-C1bolgesi baglanmaz [406]. Yapilan calismalarda stres
fiberlerinin olusumu icin ROCK 1’in, fagositoz ve hiicre kontraksiyonu i¢in ise ROCK 2’nin gerekli
oldugu gosterilmistir [405, 406].

Rho-kinaz yolaginin diiz kas hiicrelerinde Ca2* duyarhiligi, aktin hiicre iskeleti
reorganizasyonu, hiicre adezyonu, hiicresel kontraksiyon gibi fizyolojik olaylarin yanisira, anjina,
glokom, hipertansiyon, inflamasyon, kanser invazyonu, oksidatif stres, preeklampsi, vaskiiler
remodelling gibi patolojik olaylarda rol oynadig1 gosterilmistir [407, 408]. Bunun yani sira, yakin
zamanlarda yapilan ¢alismalarda bu yolagin pulmoner hipertansiyon ve serebrovaskiiler
hastaliklarda da etkin oldugu ortaya konulmustur [409]. Rho-kinaz yolag1 addusin, ERM (ezrin-
radiksin-moezin), LIM kinaz, MLCP (myosin light chain phosphatase) ve Na*/H+exchanger (NHE)’
in [395, 410, 411] serin-treonin fosforilasyonu araciligi ile hiicre kontraksiyonunu diizenler.

Basta diiz kas olmak tizere kontraktil dokularda kontraksiyon olusumu icin hiicre i¢i Ca2*
seviyelerinin yasamsal oénemde oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. Diiz kaslarda kasilmay1 baslatan
temel uyaran sitoplazmik serbest Ca?* diizeylerindeki artistir. Intraselliiler Ca2+ seviyesindeki
artis, Caz+un kalmoduline baglanmasini arttirir. Diiz kas hiicresine gelen spesifik bir stimulusa
yanit olarak diizeyi artan hiicre i¢i Ca?*, kalmodulin ile birleserek kompleks olusturur. Olusan
Caz*-kalmodulin kompleksi MLCK’i (myosin light chain kinase-miyozin hafif zincir kinaz) aktive
ederek myozin hafif zincir fosforilasyonu sonucunda diiz kas kasilmasini baslatan temel
aktivatordiir. Hiicre membranindaki heterotrimerik G-proteini eslenik reseptorlere
noradrenalin, anjiotensin II, endotelin gibi agonistlerin baglanmasi sonucunda olusan sinyalin
Ggq/11 tipi G proteinine aktarilmasi fosfolipaz C'nin aktivasyonuna yol acar. Fosfolipaz C hiicre
membraninda bulunan fosfatidil inozitol 4,5-difosfatin hidrolizini saglar ve bunun sonucunda
diagilgliserol (DAG) ve inozitol-3-fosfat (IP3) meydana gelir. Ortaya ¢ikan DAG, protein kinaz C'nin
aktivasyonu yolu ile kalsiyum duyarlasmasini da igeren bazi hiicresel etkilere neden olurken,
olusan IP; membrandan sitoplazmaya diffiize olur ve sarkoplazmik retikulumdaki IP3 reseptor
kanalina baglanip sarkoplazmik retikulumdan Ca2*salinmasini saglayarak hiicre i¢i Ca?*
diizeylerini arttirir. Buna ek olarak olusan DAG da PKC (protein kinaz C) yi aktive eder ve L tipi
Ca?* kanallar1 aracilig ile hiicre disindan Ca?+ girisi yolu ile hiicre i¢i Caz* dlizeylerinin artisina
katkida bulunur. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu kritik degere ulasinca myozin hafif zincir
kinaz enziminin (MLCK) aktivasyonu gerceklesir. MLCK, myozin hafif zincirin (MLC) serin 19
rezidisiinden fosforilasyonunu saglar. MLC nin fosforilasyonu, aktin ve myozin Il arasindaki
etkilesimi promote eder ve kasilmayi indtkler.

Ancak, diiz kas kasilmasinin regiilasyonunda etkili tek faktoriin hiicre i¢i Ca2* diizeyleri
olmadigi, bunun yani sira baska diizenleyici mekanizmalarin da var oldugu ortaya konulmustur.

Yapilan arastirmalarda fenilefrin ya da karbakol gibi agonistler araciligi ile diiz kaslarda
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olusturulan maksimum Kkasilmalarin ortama yiiksek konsantrasyonda K+ eklenmesi sonucu
olusan depolarizasyon aracilif ile indiiklenen maksimum kasilmalardan daha fazla oldugunun
gozlenmesi ve Ca?* indikatorleri (6rnegin aequorin) kullanilarak diiz kas hiicresinin
intrasitoplazmik Ca2+ diizeylerinin anlik olarak 6l¢iildiigii calismalarda hiicre i¢i Ca2+ diizeylerinin
myozin hafif zincir fosforilasyon derecesi ve buna bagh kontraksiyon giicli ile her zaman
korelasyon gostermediginin ortaya konulmasi [412, 413] sonucu diiz kaslarda kasilmaya aracilik
eden baska mekanizmalarin olabilecegi savi ortaya atilmistir.

Diiz kas kasilmasinin diizeyinin MLC fosforilasyonu derecesi tarafindan belirlendigi genel
olarak kabul goren bir olgudur. MLC fosforilasyonu diiz kaslarda kontraksiyona neden olurken,
hiicre ici Ca2* seviyesinin azalmas1 MLC defosforilasyonuna yol agar ve bu da gevsemeye neden
olur. Diiz kas hiicresinde agonistler tarafindan olusturulan reseptor aracili kasilma yanitlari ile
hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin eszamanlh olarak 6l¢iildiigli ¢alismalar, hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerinin diismesine ve MLCK aktivitesinin azalmasina karsin fosforile MLC diizeylerinin
yliksek olarak saptanmasinin nedeninin kalsiyum duyarliliginin artmasi oldugunu ve bu yolla
baslamis olan kontraksiyonlarin strdiiriilebildigini gostermistir [369, 414-416]. Ayrica, bu
calismalarda hiicre icinde Ca?+ dizeylerinin esit bulunmasina karsin agonistlerce olusturulan
reseptor aracili kasilmalar sirasinda fosforile MLC diizeylerinin, depolarizasyon ile olusturulan
kasilmalar sirasinda o6lgiillen MLC diizeylerinden daha yiliksek oldugu gdsterilmistir. Ortaya
konulan bu fenomen kalsiyum duyarlasmasi (calcium sensitization) olarak adlandirilmistir.

Diiz kas hiicrelerinde kalsiyum duyarlasmasina karisan yolaklardan belki de en 6nemlisi,
Rho/Rho-kinaz yolagidir [417]. Buna ek olarak kalsiyum duyarlasmasi tizerine etkili baska
yolaklar bulundugu da gosterilmistir (fosfatidilinozitol-3 kinaz, protein kinaz C ve tirozin kinaz
yolaklari). Ancak, yukarida anilan kalsiyum duyarlasmasinin ortaya cikisinda etkili tiim yolaklar
ya myozin hafif zincirin direk fosforilasyonu ve/veya myozin fosfataz enzim inhibisyonu aracilig
ile fosforile olmus myozin hafif zincir diizeylerinin artisina yol acarak Ca2+ ile baslatilmis kasilma,
hiicre gocii, hiicresel sekil degisikligi vs. gibi hiicre iskeleti aktini aracilig1 ile gerceklestirilen
olaylarin siirdiiriilmesini saglarlar [418]. Myozin fosfataz inhibisyonu, hiicre i¢cinde fosforile
myozin hafif zincir diizeylerinin kiimiilatif olarak artisina aracilik etmektedir.

Diiz kas hiicrelerinde agonistler tarafindan olusturulan kasilmalara aracilik ettigi
gosterilen kalsiyum duyarlilifindan kiigik G proteini RhoA’'nin sorumlu oldugu ve miyozin
fosfataz aktivitesinin inhibisyonu araciligi ile etki olusturdugu ortaya konulmustur. RhoA, bu

etkiyi downstream efektorii olan Rho-kinaz enzimi araciligi ile olusturmaktadir.
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2.18. Aktin hiicre iskeleti

Hiicrelerin yasam doénglisii boyunca hiicre ic¢i transport, hiicre seklinin korunmasi ya da
hareket sirasinda sekil degisikligi, hiicre bdliinmesi, hiicre polaritesi gibi hiicrenin
diferensiyasyonunu ve gelisimini etkileyen fizyolojik siireclerin gerceklesmesi, birbiri ile
baglantili filament6z polimer sebekesi ve diizenleyici proteinlerden olusan aktin hiicre iskeleti
tizerinde gerceklesen degisiklikler sayesinde miimkiin olur. Hiicre iskeleti birgok
intrasitoplazmik protein ve organelin ¢ok organize bir sekilde aktivasyonu araciligi ile hiicre
iceriginin li¢c boyutlu planda organize olmasini, dis gevre ile hem kimyasal hem de fiziksel olarak
baglantida olmasinin yani sira, hiicrenin hareket edebilmesine ve sekil degistirebilmesine aracilik
eden giicii saglar. Iskelet s6zciigii statik ve degismeyen bir yapiy1 cagristirmasina karsin, hiicre
iskeleti degismez ve statik bir yap1 degil, aksine kosullara oldukga ileri diizeyde adapte olabilen
ve yapisindaki polimer ve diizenleyici proteinlerin strekli degisen kompozisyonlar:1 dolayisi ile
dinamik bir yapidir. Hiicre membraninin i¢ ylizeyini kaplayan ve korteks olarak adlandirilan ince
bir aktin tabakasi mevcuttur. Bu aktin tabakasi hiicre bi¢ciminin korunma ve siirdiiriilmesi

acisindan 6nemlidir [419].
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Korteks

Capraz bagh
sebekeler

Stress fiberleri
Anti-paralel kontrakeil yapilar

Lamellipodium
Dallanmus ve gapraz bagh
sebekeler

Filopodium
Paralel lifler

Visko-elastik elemanlar Rijid rodlar

Sekil 2.8. Hareket eden bir hiicrede aktin yapisi. A: Hiicrede isaret edilen farkli yapilarin
sematik gosterimi: i) hiicre korteksi ii) Birkontraktil fiber olan stress fiberi iii) lamellipodia iv)
filopodia. Biylitiilen bdlgeler hiicrenin farkli boliimlerindeki yapisal farkliliklarin altini
¢izmektedir. B: Aktin yapisinin ve mekanik profilinin goriinlimi. Kirmizi kareler aktin sebekesini
simgeleyen sok absorbe edicilerdir. Yesil daireler myozin motor aktivitesinin olusturdugu aktif
yaylardir [419]

Hiicre iskeletini olusturan polimerler temel olarak tlice ayrilir: Aktin filamentler, ara

filamentler ve mikrotiibiiller. Bu {i¢ tip polimer hiicrenin deformasyona karsi koyabilmesini
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miimkiin kilar ve hiicreye disaridan uygulanan kuvvetlere karsi reorganizasyona ugrayarak
hiicrenin adaptasyonunun gerceklesmesinin yani sira hiicre igeriginin organizasyonunu ve hiicre
icindeki boliimlerin biitiinliglinliin korunmasi ve siirdiiriilmesini saglar. Nukleusun hiicre i¢inde
bulundugu konumda tutulmasi bu ii¢ polimerin yalmiz ya da birlikte nukleus iizerine giic
uygulamasi sayesinde olur [420, 421].

Aktin filamentleri globular aktin (G-aktin) monomerlerinin lineer bir konformasyonda
polimerize olarak filament6z aktine ddniisiimii (F-aktin) sonucu olusur [422]. Aktin hizli bir
sekilde polimerize olup, ardindan yine hizli bir sekilde monomerize olabilir. Aktin filamentlerine
eklenen her bir aktin monomeri i¢in 1 aktin-bagli ATP hidrolize edilir. Hiicrede total ATP
turnoverinin %401 aktin polimerizasyonu i¢cin harcanir [423]. 30-100 pm uzunluga ulasabilen ve
fizyolojik konsantrasyonlarda (5-20 mg/ml), bozunum basinci 100-1000 Pa olan viskoelastik
sebekeler olusturabilen aktin filamentlerin ¢ap1 7-10 nm dir [424-427].

Adlarmin  diisiindiirdiigi. gibi ara filamentler aktin filamentlerden kalin,
mikrotiibiillerden incedir. Yaklasik 10 nm c¢apinda olan ara filamentler, hiicre membranindan
nukleusa kadar uzanacak uzunluktadirlar. In vitro ¢alismalarda diisiik konsantrasyonlarda
viskoelastik sebekeler olusturduklar: gdsterilen ara filamanlar hiicrenin mekanik dayanikliliginm
saglarlar [428-430]. Bes ayr1 sinifa ayrilan (desmin, keratinler, laminin, norofilamentler ve
vimentin) ara filamentler yaklasik 40 farkli subunit proteininden olusur. Ara filamentler
ektraselliiler matriksle baglantilidir ve sitoplazmada niikleusu ¢evreler [431].

Yapist a ve [ tiibiilin heterodimerlerinden olusan mikrotiibiiller bu ii¢ polimerin en
sertidir ve olusum ve bozunumu ¢ok karmasik stiregler icerir. Mikrotiibtiller 5 mm uzunluga
kadar ulasabilir ve bu da tek bir mikrotiibiliin genellikle baskilayici ytikler altinda biikliimlenmis
olarak bulunmasina ragmen hiicrenin uzunlugu boyunca uzanabilmesine olanak tanir [432, 433].
Mikrotibiiller hiicre biiytimesi, vezikiiler transport ve mitoz gibi fizyolojik siire¢lerde Kkilit rol
oynayan hiicre ici yapilardir. Mikrotiibiillerin polimerizasyon ve depolarizasyonu sirasinda,

polimerin a/f heterodimerlerinin (3 subunitinde GTP hidrolizi olur [431, 434].

2.19. Rho/Rho-kinaz Yolag: ve Aktin Hiicre iskeleti Reorganizasyonu

Aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde kilit 6neme sahip sinyal yolaklarindan birisi
Rho/Rho-kinaz yolagidir. Rho-kinaz enzimi myozin hafif zincir fosforilasyonunun yani sira alt
efektorleri olan LIM-kinaz ve kofilin araciligi ile aktin hiicre iskeleti remodellingi iizerine etki
gosterir. RhoA, bunun yani sira diger bir alt efektorii olan mDia [391] araciligl ile de aktin hiicre
iskeleti lizerine etki gostermektedir. mDia aktin kiimelenmesini ve polimerizasyonunu arttirarak
uzun diiz aktin filamentlerinin olusumunu indiikler. [435, 436] ROCK ise miyozini aktive ederek

antiparalel diiz aktin filamentleri arasinda ¢apraz baglarin olusumunu saglar [437].
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Yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada MKN45 gastrik adenokarsinom hiicrelerinin
motilitesinin diizenlenmesinde kilit rol oynayan mikrotiibiillerin, hiicre iskeleti reorganizasyonu
ve ameboid hareketin ortaya ¢ikmasini saglayan olusum ve bozunumundaki degisimlerde
Rho/Rho-kinaz yolaginin aktivitesindeki artisin etkili oldugu ortaya konulmustur [438].

Akciger kanseri, meme kanseri, gliom, over kanseri ve oral skuamoz hiicreli kanser gibi
bir¢ok kanser tiirtinde kofilin ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir [439-443]. Bunun yani
sira, yapilan calismalarda artmis LIMK-1 ekspresyonunun bir¢ok farkli tiimoér tipinin
invazyonunda rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica, LIMK-1 ekspresyonundaki azalmanin invazyon
yeteneginde azalma ile korele oldugu, artmis ekspresyonun ise tlimorlerin invazyon yetenegini
arttirdig1 ortaya konulmustur [444-447].

Artmis LIMK-1 ekspresyonunun hiicre motilitesi {tizerine etkilerinin kofilin
ekspresyonundaki artis tarafindan tersine gevrildigi géz oniine alindiginda LIMK-1 ve kofilin
ekpresyonlar1 arasindaki dengenin yani baska bir deyisle LIMK-1/kofilin oraninin hiicresel
yanitlarin Dbelirleyicisi oldugu ve aktin dinamiklerindeki kiiciik degisimlerin bile timor
hiicrelerinin invazyonu iizerine etkili oldugu aciktir [440, 447]. Yapilan ¢alismalarda Rho/Rho-
kinaz yolaginin, LIMK aktivitesinin regilasyonunun yam sira, MLC'nin defosforilasyonunun
MLCP inhibisyonu ile bloke edilmesinin disinda MLC'nin direkt olarak ROCK tarafindan fosforile
edilmesi ile de aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu ve stres fiberlerinin olusumu yolu ile hiicre

migrasyonu tizerine etki gosterdigi bilinmektedir [448-450].

2.20. Hiicre Gelisim Siireclerine Rho/Rho-kinaz Yolaginin Etkisi

2.20.1. Diferensiyasyon ve Proliferasyon

Yapilan calismalarda Rho/Rho-kinaz yolaginin hiicre proliferasyonu ve/veya
diferensiyasyonu lizerine etkili oldugu gosterilmistir. Ancak, hiicre tipine gore elde edilen
sonuglar farklilik gostermektedir. Kiiltiire keratinositlere ROCK inhibitori Y-27632 uygulanmasi
keratinosit hiicre kiiltiirtinde diferensiyasyonu inhibe eder ve proliferasyonu indiiklerken [40],
kiiltlire CCE fare embriyonik kok hiicrelerinde ROCK enzimlerinin hiicrelerin diferensiyasyonunu
inhibe ederek hiicrelerin undiferensiye durumda kalmasini ve kolonize olmasini indtikler [451].

Adiposit diferensiyasyonu sirasinda hiicrede adiposit spesifik genlerin up-
regiilasyonundan dnce aktin sentezinde ve aktin reorganizasyonunda azalmay1 da iceren hiicre
sekil degisiklikleri olustugu gosterilmistir [452, 453]. Yapilan bir calismada insan mezensimal
kok hiicrelerinde aktin reorganizasyonundaki degisikliklerin adipogenezde rol oynadigi

bulunmustur [454].
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2.20.2. Mitoz béliinme ve Rho/Rho-kinaz Yolagi

Hiicre sikliisiiniin son evresi olan mitoz boliinme biribirini izleyen 6 asamadan olusur:
profaz, prometafaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez. RhoA'nin mitoz béliinme sirasinda cyclin
D1 ya da p21 WAF1 gibi dzellikle hiicre sikliisiinde G1/S gecisine karisan genlerin regiilasyonu
yolu ile hiicre sikliisii tizerine etki gosterdikleri bulunmustur [455]. Mitoz boliinmenin her
asamasinda Rho/Rho-kinaz yolaginin etkili oldugu ortaya konulmustur: Mitoza giris sirasinda
RhoA aktivitesinin arttig1 ve hiicre korteksinde lokalize oldugu gosterilmistir [456-459]. NIH 3T3
fibroblast hiicre kiiltiiriinde ROCK aktivasyonunun cyclin A ve cyclin D1 diizeylerinde artisa yol
acarken p27 diizeylerinde diisiise yol actif1 gosterilmistir [460]. Hiicrede mitoz béliinmenin
baslangicinda kortikal retraksiyona Rho/Rho-kinaz yolaginin aracilik ettigi gosterilmistir. Mitoz
baslangicindaki bu Rho/Rho-kinaz aktivasyonunun P190RhoGAP-A'nin Cdk1l tarafindan
fosforilasyonu sonucunda oldugu diisiiniilmektedir [457]. Mitotik ig olusumu ve mikrotiibiillerin
kinetokorlara tutunmasi icin aracilik eden yolaklardan birisinin GEF-H1/RhoA/mDial yolagi
oldugu gosterilmistir [461, 462]. Mitozun gec evresinde ise aktin hiicre iskeleti lizerine etkileri
ile kontraktil halka olusumunu diizenledigi ortaya konulmustur [463, 464]. Boliinmekte olan
Xenopus embriyolarina RhoA inhibitérii C3 ekzoenzim enjeksiyonu yapilmasi hiicrelerde
kontraktil halka olusumunu ve béliinmeyi 6nlemistir [465, 466]. Kiiltiire rat bobrek epitelyum
hiicreleri ve fare T lenfoma hiicrelerine RhoA inhibitori C3 ekzoenzim uygulanmasinin sitokinezi
tiimiiyle bloke ettigi gosterilmistir [467, 468]. Mitoz boliinme sirasinda LIMK-1 aktivitesinin
arttiginin ortaya konulmasi [469] ile birlikte fosforile LIMK-1'in mitotik ig cevresinde
yogunlastiginin gosterilmesi [470], Rho/Rho-kinaz yolaginin mitoz boéliinme sirasinda 6nemli rol
oynadigini gostermektedir. Bir GEF olan ECT2 (Epithelial cell transforming 2) boéliinme yariginda
RhoA’nin lokalize olmasini ve aktivasyonunu saglar [471]. Biitiin bu bulgular 1siginda hiicre

boéliinmesinde etkili 6nemli yolaklardan birisinin Rho/Rho-kinaz yolagi oldugu séylenebilir.
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Sekil 2.9. Aktin hiicre iskeleti, hiicre sikliis progresyonu ve Rho GTPazlarin diizenlenmesine
karisan proteinler arasindaki islevsel baglantilar. Farkli proteinlerin aktiviteleri ve hiicre
sikliistiniin farkli asamalarinda biribirlerini nasil etkiledikleri 6zetlenmistir [472]

2.21. LIM-Kinaz

Hiicre iskeleti aktininin organizasyonunda kilit rol oynayan ve embriyonik ve adult
dokularda yaygin olarak eksprese edilen proteinlerden olan LIM-kinazlar, serin/protein kinazlar
ailesinin tiyesidirler. LIM-kinazlar yapisinda iki adet N-terminal LIMbélgesi (Lin-11, Isl-1 ve Mec-
3 proteinlerinden olusan bélge), bir santral PDZ (PSD-95: Post sinaptik dansite protein, DLG:
Drozofila disk biiyiik timdr supressor proteini ve Z0-1: Zonula occludens-1 protein) bolgesi ve
bir C-terminal kinaz bélgesi icerirler. LIM bolgelerinin protein-protein etkilesimleri ve hiicresel
yerlesimde rol oynadig1 diisiiniilmektedir [473-475]. PDZ boélgesi ise protein etkilesimlerine
yardimc1 olur ve protein komplekslerinde bulunmaktadir [476, 477]. N-terminal LIM bolgeleri
enzimin kinaz boélgesi ile direkt etkilesim yolu ile LIMK kinaz aktivitesi tizerine inhibitor etki
gosterir [478]. LIM bolgeleri ya enzimin kinaz bolgesini inaktif durumda tutar ya da katalitik
bolgeleri ve substrat baglanma bolgelerini maskeleyerek substratlarin enzime baglanmasini
onler.1994 yilinda kesfedilenLIMK-1 ve 1995 yilinda kesfedilen LIMK-2 olmak iizere iki farkl
LIM-Kinaz enzimi saptanmistir [479, 480]. Bu enzimlerden LIMK-1 akciger, beyin, mide ve
testiste yaygin olarak eksprese edilir [44, 481].
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Sekil 2.10. LIM kinaz enzimlerinin protein yapisi. LIM kinaz proteinleri iki LIM bolgesi
icerir. LIMK-1 ve LIMK-2'nin boélgesel dizilimi ve her iki izoform arasindaki 6zdeslik ytizdeleri
belirtilmistir [482].
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LIMK-1 ve LIMK-2’nin hiicre i¢i lokalizasyonlari belirgin sekilde farklidir [44, 481]. LIMK-
1 temel olarak fokal adhezyonlara lokalize iken LIMK-2 endozomlara lokalize gibi gériinmektedir.
Bu da LIMK-2’nin aktin hiicre iskeleti iizerine diizenleyici etkilerine ek olarak LIMK-1’den farkli
hiicresel fonksiyonlar1 olabilecegini diistindiirmektedir [483]. LIMK-1 primer olarak
sitoplazmada bulunmaktadir ancak nukleusa da transporte olur. Sitoplazmada LIMK-1
mikrotiibiillerle, fokal adhezyonlarda aktin ile ve lamellipodiada stres fiberleri ile birlikte
bulunur. Mitotik hiicrelerde LIMK-1 erken telofaza kadar sentrozomlarda, ge¢ telofazda ise
mitotik yarikta bulunur [484].

LIMK-1 ve LIMK-2'nin aktivasyon lupunda diizenleyici fosforilasyon bolgeleri
bulunmaktadir. LIMK-1 in diizenleyici fosforilasyon bolgesi Thr508 ve LIMK-2 icin Thr 505
rezidiileridir. ROCK, LIM-kinaz-1'i Thr508 rezidisiinden, LIM-kinaz-2’yi ise Thr 505
rezidiisiinden fosforilleyerek aktive eder [42, 485]. Cdc42’'nin alt efektérii olan MRCK-a
(Myotonik distrofi kinaz-iliskili Cdc42-baglanan kinaz alfa) LIM-kinaz 1'i Thr 508 rezidiisiinden
LIM-kinaz 2'yi ise Thr 505 rezidiisiinden fosforile eder [45]. Rac ve Cdc42 nin alt efektorii
olanPAK1 ve PAK4 (p21-aktive kinaz) LIM-kinaz 1'i Thr-508’den fosforile ederek aktive eder
[486, 487].

LIMK-1 enziminin 3 formu bulunmaktadir. Bunlardan ilki tam uzunluktaki yaygin
bulunan LIMK-1 dir. Diger iki izoformdan LIMK-1s’in (LIMK1 short/ kisa LIMK1) yapisinda kinaz
bolgesinin ortasinda ayri bir eksona lokalize 60 niikleotidlik bir sekans bulunmaktadir ve ATP

baglanma boélgesinin modifikasyonundan o6tiri kinaz aktivitesini kaybetmistir. Bu izoform bu
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nedenle LIMK-1 enziminin dominant negatif formu olarak etki gosterir [493]. Diger izoform olan

dLIMK1 ise kinaz aktivitesini tlimiiyle kaybetmistir [493].

LIMK1 1={umt J{um2 == ppz KiNAZ 647

LIMK1-s  mo{uMi pfumz2 oo ppz |/\KiNAZ —)

dLIMK1 {umt fumz = ppz [

Sekil 2.11. LIMK-1 izoformlar1. 647 amino aside sahip bir protein olan LIMK-1a, iki N-terminal
LIM bolgesi, bir PDZ bdlgesi ve bir C-terminal kinaz boélgesi igerir. Dominant negatif form olan
LIMK1-s proteinin ATP baglanma boélgesindeki 20 amino asitlik bir sekans eksiktir. Tiimiiyle
inaktif olan dLIMK1 izoformunun kinaz bolgesi yoktur [493].

LIMK-2'nin ic islevsel izoformu vardir: N terminal sekanslarin alternatif birlesimi ile
olusan LIMK-2a, LIMK-2b ve testise-6zgiin tLIMK-2 [488-491]. 70 kDa bir protein olan LIMK-1"in
alternatif birlesimi sonucu daha kisa izoformu olan45 kDa LIMK (-) olusur. LIMK (-) nin katalitik

olarak inaktif oldugu disinda bilinen pek fazla sey yoktur [492].

LIMK2a 1M1 p{OM2 o= PDZ || KINAZ e 638

LIMK2b oMz = pbz [ KINAZ —

LIMK2t KiNAZ —)

Sekil 2.12. LIMK-2 Izoformlar1.638-amino asitli bir protein olan LIMK-2a, iki N-terminal LIM
bolgesi, bir PDZ bolgesi ve bir C-terminal kinazboélgesi i¢erir. LIMK-2b bir tam ve bir yarim LIM
bolgesi ve 6zgiin bir N-terminal sekans icerir. Testis spesifik LIMK-2t, dallanmis bir PDZ bolgesi
ve bir kinaz bolgesi icerir. Yukaridakilere ek olarak izole edilmis ama heniiz karakterize
edilememis iki LIMK-2 izoformu daha oldugu bildirilmistir [493].
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LIM-Kinazlarin dagilimi1 dokuya gore degisiklik gdsterir. LIMK-1'in en yliksek diizeyde
eksprese edildigi dokular beyin, spinal korddur kalpte de orta diizeyde eksprese edilir. LIMK-2a
bircok dokuda yaygin olarak eksprese edilirken LIMK-2b baslica beyinde, tLIMK-2 ise
spermatojenik hiicrelerde eksprese edilmektedir [491].

LIM-kinazlarin substrat1 aktin depolimerize edici ve ayiric faktor olan kofilindir [494].
Kofilin LIM-kinazlar tarafindan Ser-3 rezidiisiinden fosforile edilerek inaktive edilir ve boylece F-
aktin oraninin artisina yol agar [495-498]. Boylece hiicresel aktin filamentlerinin birikimi ve
stabilizasyonu yolu ile aktin hiicre iskeletinin stabilizasyonu saglanir [494, 499].

ADF /Kofilin proteinlerinin ii¢ formu vardir: Destrin olarak da adlandirilan ADF, kofilin-1
ve kofilin-2. Bu proteinlerden kofilin-1 kas dis1 dokularda eksprese edilmekteyken kas dokuda en
yaygin eksprese edilen izoform kofilin-2dir. ADF/kofilin proteinleri ADF homoloji bolgesi adi

verilen ve monomerik ve filamentdz aktin ile etkilesimde rol alan islevsel bir bolge icerirler [500].
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Sekil 2.13. Kofilin tarafindan aktin turnoverinin diizenlenmesi. Aktin depolimerize edici
faktor (ADF)/kofilin aktin filamentlerine baglanir ve kirar. ADF/Kofilin aktivitesi LIM-kinaz
(LIMK) ve slingshot fosfataz tarafindan diizenlenir. LIMK tarafindan fosforilasyon ADF /Kofilini
inaktive ederken slingshot fosfataz tarafindan defosforilasyon kofilini aktive eder [501].

Hiicreyi strese sokan 1s1 soku, ATP deplesyonu, DMSO uygulamasi, sitokalazin D
uygulamasi gibi durumlarda ya da sitozolik G aktin miktar1 ¢ok arttiginda kofilin-1’in aktinin
nukleusa translokasyonuna yolac¢tig1 ve nukleusta aktinin ¢ubuk benzeri sekil almasini sagladigi

gosterilmistir [502-505]. Biyolojik islevi tam olarak bilinmemekle birlikte, aktin polimerizasyonu
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sirasinda kullanilan ATP miktar1 ¢ok fazla oldugundan, bu mekanizmanin hiicrenin enerji
harcamasini azaltmak icin kullanildig1 diisiiniilmektedir [506].

LIM-kinazlarin hiicre yapisi ve motilitesini modiile ettikleri kortikal sitoplazma ve fokal
adhezyonlardan mitoz boliinme ve sitokinezi diizenledikleri sentrozom ve nukleusa transloke
olduklar1 bulunmustur [483]. Kanser invazyonu ile LIM-kinaz ekspresyonu arasinda iliski
bulundugunu diisiindiiren bulgular mevcuttur. Gogiis, akciger, cilt, karaciger ve prostat kanserini
de iceren cesitli kanser tiirlerinde LIM-kinazlarin overeksprese edildigi gosterilmistir [444, 445].
Buna ek olarak gogiis kanseri ya da hepatoma kanser hiicre hatlarinda LIMK-1 aktivitesindeki
downregiilasyonun timor hiicrelerinin invazivligini azalttig1 gosterilmistir [507]. Ayrica, gesitli
tiimor hiicre hatlarinda LIM-Kinaz overekspresyonunun tiimor hiicrelerinin motilitesi ile siki bir
sekilde korele oldugu ve Artmis LIM-kinaz ekspresyonunun kemik metastazlarinda artisa yol
actigl ortaya konulmustur [508].

LIM-kinazlarin hiicre sikliisii progresyonunda rol oynadigi ortaya konulmustur. LIMK-1
ekspresyonundaki azalmanin hem normal meme hiicre hatlar1 hem de prostat ve meme kanser
hiicrelerini G2/M evresinde arrestine yol acarak hiicre proliferasyonunu degistirdigi
gosterilmistir. Hiicre sikliisiinlin prometafaz ve metafaz evrelerinde LIMK-1’in hiperfosforile
oldugu ve telofaz evresinde bazal diizeylere geriledigi bulunmustur [49]. Buna ek olarak LIMK-1
aktivitesinin interfaz sirasinda diisik oldugu ve mitoz boéliinme sirasinda pik yaptigi
gosterilmistir [509]. Insan hiicre hatlarinda LIMK-1 inhibisyonunun hiicre korteksinde
alisiimamis kofilin lokalizasyonuna, kortikal aktin instabilitesine ve diizensiz ve yanlis yerlesimli
mitotik ig olusumuna ve anafaza geciste gecikmeye neden oldugu bulunmustur [469]. LIMK
aracilikli kofilin fosforilasyonu aralarinda kemotaksis, akson yonlenmesi, anjiogenez ve timor
invazyonunun da bulundugu birgok fizyolojik ve patolojik siirecte kilit rol oynar [508, 510-513].
LIMK-1'in sinir sistemi gelisiminde rol oynadigini diisiindiiren bulgular mevcuttur. LIMK-1 gen
silinmesinin gorsel uzaysal algida bozukluk ile karakterize olan Williams Sendromuna neden
oldugu bulunmustur. LIMK-1 in ektopik ekspresyonunun kofilin fosforilasyonunu artisina yol
acarak noronal biliylime konisi motilitesini ve uzamasini suprese ettigi gosterilmistir [514].
Lamellipodia ve filopodia gibi membranal yapilardaki aktinin dinamik kurulum ve bozunum
stireclerinde kismen LIMK-1 rol oynamaktadir. Bu da LIMK-1 aracilikli hiicre motilite artisinin ve

invazyonun temel mekanizmasi gibi gériinmektedir [508, 510, 515].

2.22. Nitrik Oksit

Renksiz, neredeyse kokusuz bir gaz olan nitrik oksidin tarihgesi 1847 yilinda Ascanio
Sobrero tarafindan nitrogliserinin kesfi ile baslar. Baslangicta basagrisi icin recete edilen

nitrogliserin, daha sonra angina pektoris icin regete edilmeye baslanmistir. Angina pektoristeki
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etkisinin mekanizmasi 1970’ lere kadar net olarak ortaya konulamayan nitrogliserinin guanilat
siklazi aktive ederek etki gosterdigi Ferid Murad tarafindan gosterilmistir [516]. Ik olarak 1772
yilinda Joseph Priestley tarafindan izole edilen ve “nitroz hava” olarak tanimlanan [517] nitrik
oksidin organizmada ¢ok genis bir aralikta oynadigi rol giiniimiize varincaya degin ortaya
konulamamistir. 1978 yilinda bir yanlislik sonucu insan fizyolojisine dair bildiklerimiz a¢isindan
bir doniim noktasi olarak adlandirilabilecek siirecin sonucunda 1980 yilinda Furchgott ve
Zavadski tarafindan kesfedilen [518] endotel kokenli gevsetici faktoriin (EDRF) nitrik oksit
oldugu savi 1987 yilinda farkli arastirma ekiplerindeki Ignarro ve Moncada tarafindan ortaya
atilmistir [519, 520]. Bu tarihe kadar yalnizca toksik bir gaz ve bir hava kirliligi etmeni olarak
bilinen nitrik oksit, ¢igir acici bu noktadan itibaren énemli bir mediatdr olarak kabul edilmeye
baslanmistir. 1992 yilinda yilin molekili segilen nitrik oksidin kesfi nedeni ile 1998 yilinda

Furchgott, Ignarro, ve Murad Nobel Tip/fizyoloji ddiiliine layik gérilmiislerdir.

2.22.1. Nitrik Oksidin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Standart kosullar altinda renksiz bir gaz olan nitrik oksit molekiiler yapisinda son
yoriingesinde eslenmemis bir elektron iceren yiiksiiz bir bir serbest radikaldir. Suda eser
miktarda ¢oziinur. Nitrik oksit dogada bulunan en kiiciik 10 stabil molekiilden birisidir [521].
Nitrik oksit, yapisinda eslenmemis elektron iceren diger serbest radikaller veya hem demiri gibi
gecis metalleri ile reaksiyona girer. Paramanyetik o6zelliktedir ve termodinamik olarak
unstabildir [522]. Nitrik oksit, molekiiler ¢ap1 kiiciik oldugundan 6tiirii bilinen en hizh diffiize
olabilen molekiillerdendir. Suda [523, 524] ya da beyin gibi intakt dokudaki [525] difflizyon sabiti
yaklasik 3300-3800 mmz2/sn dir. Nitrik oksidin koefisient katsayis1 oksijenden 1,4 kat biiyiiktiir
ve birkag saniye icinde salindig1 yerden 100pum uzakliga kadar difiize olarak etki gosterir [525,
526]. Nitrik oksidin yar1 émru diliisyon oranina ve ortamda oksijen varligina gore degisiklik
gostermektedir. Nitrik oksidin sudaki doymus c¢ozeltisindeki (2mM) yar1 émrii 1 saniyenin
altindadir. Fizyolojik konsantrasyonlar ise bundan yaklasik 1000-200.000 kat daha diliedir
(iskemik inmede beyinde 6lciilen 6 uM diizeyi ile guanilat siklaz1 aktive etmek icin gereken
konsantrasyon olan 5 nM araliginda). Bu konsantrasyonlarda ortamdaki nitrik oksit miktar1 cok
daha az olacagindan iki nitrik oksit molekiiliintin karsilasmasi ve nitrik diokside doniisiimii ¢ok
yavas bir hizda olacaktir. Bu nedenle guanilat siklazi aktive etmek icin gerekli fizyolojik
konsantrasyon olan 5 nM konsantrasyonda nitrik oksidin yar1 6mrii 70 saate ulasacaktir [522].
Ancak, oksijenle olan reaksiyon sonucunda nitrojen dioksit olusumu in vivo olarak anlamh
miktarda degildir. Ciinkii dolasima salinan nitrik oksit hizli bir sekilde eritrositlerdeki
oksihemoglobin tarafindan baglanarak ortamdan uzaklastirilacaktir. Ortamda 15 g/dl

hemoglobin (dolasimdaki hemoglobin miktari) varliginda nitrik oksidin yar1 6mrt ¢ok kisadir ve
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2 milisaniyenin altindadir [527]. Bununla birlikte, S-nitrozoglutatyon gibi diisiik molekiil agirlikli
S-nitrozotioller, nitrozil-metal kompleksleri ve S-nitrozile proteinler ya spontan olarak ya da B ve
T lenfositlerde bulunan enzimlerce Kkatalizlenen reaksiyonlarla ortama NO saliveren uzun
mesafeli tasiyicilar olarak islev gordiiklerinden otiirti, NO aktivitesi mesafe ile kisitlanmig

durumda degildir [528-530].

2.22.2. Nitrik Oksidin Sentezi

Hiicre tipine bagl olarak NO, tli¢ farkliNO sentaz (NOS) izoformu tarafindan katalizlenen
bir enzimatik reaksiyonla sentezlenir [54]. NOS hem hidroksilasyon hem de NADPH
rediiksiyonunu katalizleyebilen tek memeli enzimi olmasi nedeni ile essizdir [531]. Néronal NOS
(nNOS, NOS1) ve endotelyal NOS (eNOS, NOS3) yapisaldir ve intraselliler Ca2*
konsantrasyonlarini arttiran uyarilardan sonra kiiciik miktarlarda (pikomolar diizeyde) NO
tretirler. Bu izoformlar tarafindan NO iiretimi kalmodulin tarafindan regiile edilmektedir [53,
532, 533].

Ugiincii izoform olan indiiklenebilir NOS (iNOS, NOS2) ise Ca?+’dan bagimsizdir; sitokinler
ve bakteriyel lipopolisakkarid gibi etkenlerce indiiksiyon sonrasi makrofajlar ve diger bircok
cekirdekli hiicreler tarafindan eksprese edilir [55]. iNOSin indiiksiyonu yapisal NOS
izoformlarinin indiiksiyonuna gore ¢ok daha biiyiik miktarda ve ¢ok daha uzun stireli nitrik oksit
salinimina neden olur. iNOS indiiksiyonu gen transkripsiyonunu gerektirdiginden, etkene
maruziyetten saatler sonra baslar ve giinlerce devam edebilir [56].

Her ti¢ NOS izoformu hem sitokrom P-450 rediiktaz ile hem biribirileri ile %55-60
homoloji gosterir [534]. Bununla birlikte ii¢ izoform arasinda bazi yapisal farkliliklar vardir.
ENOS’un amino terminal ucu enzimin membrana lokalizasyonunda 6nemli rol oynayan N-
mristoylasyon i¢in bir konsensus bélgesi icerir. eNOS buna ek olarak palmitoylasyona da
ugramaktadir. Bu da iNOS ve nNOS sitozolik olarak bulunmaktayken eNOS’'un membranal olarak
bulunmasini destekleyen bulgulardandir. Buna ek olarak nNOS amino terminal ucunda nNOSun

hiicre i¢i lokalizasyonunda rol oynayan bir PDZ boélgesi icerdiginden 6tiirii daha uzundur [535].
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Sekil 2.14. insan nNOS, eNOS ve iNOS izoformlarinin yapisi. Oksijenaz, rediiktaz ve PDZ
bolgeleri dolu kutular olarak isaretlenmistir ve her bdlgenin baslangi¢ ve bitisindeki amino asit
rezidiisiiniin numarasi gosterilmistir [536].

Nitrik oksit NOS enzimlerince Kkatalizlenen bir reaksiyonla L-argininin guanidino
azotunun oksidizasyonu sonucu olusur [534, 537]. Bu reaksiyonun sonucunda nitrik oksit ve L-

sitrilin olusur.

HoN__NH,* HaN__N-OH H.N. O
NH  NADPH NADP* NH 0.5 NADPH 0.5 NADP* NH
0=0  H,0 0=0  H,0
A A
L-arginin NC-hidroksi-L-arginin Sitriilin

Sekil 2.15. NOS enzimi tarafindan katalizlenen nitrik oksit sentezi [538].
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Monomerler halinde bulunan NOS enzimleri dimerize olarak katalitik olarak aktif hale
gecerler. NOS enzimleri nitrik oksit sentezi icin molekiiler oksijen, NADPH (Nikotinamid
diniikleotid fosfat hidrojen), FAD (Flavin adenin diniikleotid), FMN (Flavin mononiikleotid) ve
hem demir gruplar gibi substratlar kullanir ve kofaktor olarak enzime homodimer olarak

baglanan kalmodulin ve tetrahidrobiopterin (BH4) varligina gerek duyar [534].

NADP + (H* B

i NADPH

— G
ﬁ U oha

Monomer 1 Cam CaM. Monomer 2

’
&
O, —0,

Sekil 2.16. NOS enziminin yapisi ve katalitik mekanizmasi. A. NOS monomerleri NADPHden FAD
ve FMN'’ye elektron transfer edebilir, sinirli miktarda oksijeni siiperoksite rediikte edebilir,
kalmoduline baglanabilir ancak BH4 ve L-arginine baglanamaz ve nitrik oksit tiretimini katalize
edemez [539, 540]. B. Hem varliginda NOS monomerleri birleserek islevsel dimerleri olusturur.
Hem grubu, elektronlarin bir monomerdeki flavinlerden diger monomerdeki heme bolgeler arasi
transferi icin esansiyeldir [541].

Bu sentez reaksiyonu yeterli oksijen ve kofaktdr bulunmasi durumunda gerceklesir.
NADPH proton donérii olarak islev goriirken BH4 hem-dioksi ara iirtine elektron verir [542]. NOS
enzimleri elektronlar1 NADPH, flavinler FAD ve FMN yolu ile karboksiterminal rediiktaz
bolgesinden amino-terminal oksijenaz bolgesindeki heme transfer eder. Ortamda yeterli
miktarda kofaktor ve oksijen bulunmamasi durumunda eslenmemis elektron siiperoksit iyonu

sentezine yonlenir [534, 537].
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Eslenmis eNOS Eslenmemis eNOS

Sekil 2.17. Tetrahidrobiopterinin (BH4) vaskiiler hastalikta eNOS aktivitesini diizenleyici rolii.
Sol taraf: Saghkli endotel goriilmektedir. BH4 yeterli miktarda bulunmaktadir. Elektron transferi
sonucunda NO olusur. Sag taraf: BH4 sinirli oldugunda elektron transferi L-Arginin oksidasyonu
ile kenetsizlesir, demir-dioksijen kompleksi ayrilir ve oksijenaz bolgesinde siiperoksit anyonu
olusur [543].

2.22.3. Nitrik OKsit Sentaz izoformlari

2.22.3.1. eNOS (Endotelyal nitrik oksit sentaz, NOS3)

136 kDa bir protein olan eNOS en yaygin olarak kardiyovaskiiler sistemde endotel
hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir. Buna ek olarak kardiyak myositler, trombositler, bazi
noronlar (6zellikle hipokampal piramidal hiicreler), bobrek tiibiiler epitelyum hiicreleri ve
plasenta sinsityotrofoblastlarinda da eksprese edildigi gosterilmistir [544, 545]. eNOS tarafindan
NO sentezi Caz+-kalmodulin tarafindan regiile edilir ve hiicre i¢i Caz* konsantrasyonu arttiginda
kalmodulinin enzime baglanmasi artarak pulsatil tarzda NO sentezi gerceklesir [546]. Bunun yani
sira, kayma gerilimi (shear stress) hiicre i¢ci Ca?* konsantrasyonunda artisa yol agmadan da
eNOS’u aktive eder. Bu aktivasyonun enzimin fosforilasyonu yolu ile oldugu gosterilmistir [547,
548]. eNOS fosforilasyonu farkl serin, treonin ya da tirozin rezidiilerinden olabilir. Akt tarafindan
Serin 1177 fosforilasyonu eNOS’un Ca2+ duyarhigini arttirir, elektronlarin rediiktaz bolgesindeki
akisini stimtile eder [549]. Akt tarafindan fosforilasyon yolu ile aktivasyon mekanizmasi 6strojen,
VEGF (vaskiiler endotelyal growth faktor) ve insiilin tarafindan eNOS aktivasyonuna aracilik
etmektedir [549, 550]. Bunun disinda, bradikinin ile indiiklenen eNOS fosforilasyonu CaMKII
(Caz*/kalmodulin bagiml protein kinaz II) araciligiyla olurken, kayma gerilimi PKA (protein
kinaz A) araciligi ile Serin 1177 fosforilasyonuna yol acar. eNOS kaveolaya lokalizedir, hiicre ici

Ca?* konsantrasyonundaki artisa yanit olarak hiicre icine migrate olur [551]. eNOS’ un endotelyal
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hiicrelerde kaveolin-1, kardiyak myositlerde kaveolin-3 ile kolokalize oldugu gosterilmistir.
Kaveolin-1 eNOS'un aktivitesini suprese eder ve inaktive durumda tutar [552, 553]. Hiicre i¢i Ca2+
konsantrasyonunu arttiran uyarilar sonucu kaveolin-1 Ca%+/kalmodulin ile yer degistirir ve eNOS
aktive olur [54, 552].

eNOS tarafindan tiretilen NO yaygin bir araliktaki ¢esitli etkilere sahiptir: Vazodilatasyona
yol acar, platelet aggregasyonunu [554] ve plateletlerin endotele adhezyonunu [555] inhibe eder,
diiz kas hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu bloke eder. NO, buna ek olarak hem
anjiogenezde ve hem de endotel permeabilitesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar [556].

eNOS kaynakli NO bunun yani sira adhezyon molekiilerinin salinimini inhibe eder [557-560].

2.22.3.2. nNOS (néronal nitrik oksit sentaz, NOS1)

Yapisal bir enzim olan nNOS, 160 kDa bir proteindir. i1k olarak saflastirilan NOS enzimidir
[561, 562]. nNOS beyin ve periferik sinir sisteminde en yaygin bulunan izoformdur. eNOS'un
aksine nNOS membrana tutunmaz [548]. nNOS iskelet kaslarinda da yiiksek miktarda eksprese
edilir [535]. Beyin ve iskelet kaslarina ek olarak nNOS spinal kord, sempatik ganglionlar, siirrenal
bezler, bobrek makula densa hiicreleri, pankreas islet hiicreleri ve vaskiiler diiz kaslarda da
eksprese edilir [563]. nNOS, hiicre ici Ca2* diizeyindeki artisa bagh olarak kalmodulin tarafindan
aktive edilir [561]. nNOS, CaMKIIa (Ca2*/kalmodulin bagiml kinaz Ila) tarafindan serin 847
rezidiisiinden fosforile edilerek inhibe edilir [564, 565]. Onceden Akt tarafindan fosforile
edilmedigi diistiniilen nNOS’un Akt tarafindan serin-1412 rezidiisiinden fosforile edildigi ortaya
konulmustur [566]. Serin-1412 rezidiistinden fosforilasyon NOS aktivitesinde hizl bir artisa yol
acar. Bu fosforilasyonun enzimin Ca2*/kalmodulin duyarliginda artis aracihigi ile aktivitesini
arttirdigl ortaya konulmustur [567]. nNOS'un 6grenme, bellek, nérogenez ve uzun doénem

potensiyasyon gibi siireclere aracilik ettigi gosterilmistir [568-572].

2.22.3.3.1INOS (indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, NOS2)

131 kDa bir protein olan iNOS, 1153 amino asit icerir. ilk kez aktive olmus rat
makrofajlarindan elde edilerek saflastinlmistir [573, 574]. Insanda ilk olarak hepatositlerden
saflastirllmistir [575]. Yapisal olarak eksprese edilmedigi; LPS, interferon-gamma (IFN-y), TNF-
a, interlokin-1 (IL-1) gibi uyaranlara karsi konagin bir savunma cevabi olarak yiiksek miktarlarda
eksprese edildigi kabul edilmektedir. immiin yanit1 takiben makrofaj, monosit, epitelyum hiicresi,
endotel hiicresi, astrosit, fibroblast, keratinosit ve noétrofiller tarafindan eksprese edilir [576].
Bununla birlikte yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda herhangi bir uyaran tarafindan

indiiksiyon olmaksizin insan hava yolu epiteli ve bobrek gibi bazi dokularda yapisal olarak
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eksprese edildigi ortaya konulmustur [577, 578]. Hiicre i¢i Ca?* konsantrasyonundaki artistan
bagimsiz olarak eksprese edilir. iNOS bir kere eksprese edildiginde degrade edilinceye kadar
biiylik miktarlarda NO salinimina devam eder. Bilinen ilk postranslasyonel iNOS regiilasyon
mekanizmalarindan birisi transforme edici growth faktér tarafindan NO {retiminin
supresyonudur. Bu yolla iNOS'un degradasyonu arttirthr [579]. Bunun disinda proteazom

degradasyon yolagi da iNOS degradasyonunda rol oynar [580].

2.22.4. Nitrik Oksidin Etki Mekanizmasi

Nitrik oksidin etkileri direkt ve indirekt olmak tizere iki farkli gruba boliinebilir. Direkt
etkiler nitrik oksidin hedef proteinlerle etkilesimini icerir. Nitrik oksit yapisindaki eslenmemis
elektron araciligl ile gecis metalleri ile hizla reaksiyona girer. Organizmada en ¢ok bulunan ve
nitrik oksidin en ¢ok etkilestigi gecis metali demirdir. Nitrik oksidin yapisinda demir iceren
proteinlerdeki demir ile reaksiyonu gibi bazi metallerle olan reaksiyonu sonucunda stabil metal-
nitrozil kompleksleri olusur [581]. Nitrik oksidin yapisinda ferréz demir iceren ¢oziiniir guanilil
siklaz [582] ile etkilesimi nitrik oksit-metal reaksiyonu sonucu metal-nitrozil kompleksi
olusumunun organizmadaki en yaygin 6rnegidir. Nitrik oksit bunun disinda ferréz demir iceren
sitokrom oksidaz [57, 583] ve ferrik hem iceren katalaz [584] ile de etkilesmektedir. Nitrik oksit,
sitokrom oksidazin inhibisyonu yolu ile mitokondriyal solunumu inhibe eder [585]. Nitrik oksidin
demire olan afinitesi nedeniyle bir trikarboksilik asit sikliisii enzimi olan akonitaz gibi demir-

stlfiir iceren diger bazi metalloproteinler de nitrik oksidin hedefleri arasindadir [586, 587].
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NO, +2H" Fe(lll)

NO Enzim inhibisyonu

Katalaz

Fe(lll)-NO

Sekil 2.18. NO ve Hem demirinin etkilesimleri [588].

Nitrik oksit, ¢6zilinlir major reseptorii olan sitozolik guanilil siklaz1 aktive ederek sGMP
olusumuna neden olur; sGMP protein kinaz G’yi aktive eder [53, 537]. C6ziinebilir guanil siklaz
bir 80 kDa a subuniti ve bir 70 kDa 3 subunitinden olusan bir heterodimerdir [589]. 8 subunitinin
105 histidin rezidiistine baglh bir ferr6z hem prostetik grubu bulunmaktadir. Nitrik oksit ferroz
hem demirine baglandiginda demirin histidin 105 ile baglantis1 kopar ve ¢6ziiniir guanil siklazin
hem tarafindan inhibisyonu sona ererek katalitik olarak aktive olur [590]. Coziiniir guanilil siklaz
aktivasyonu sonucu hiicre icinde sGMP (siklik guanozin monofosfat) artisi olusur. sGMP artisi
sitozolik Ca2+'un sarkoplazmik retikuluma geri alinimini arttirip Ca2+’ un hiicre disina atilimini ve
kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarinin agilmasini saglayan protein kinaz G (PKG)
enzimini aktive eder [591-595]. PKG aktivasyonu ile olusan olaylar dizisi sonucunda intraselliiler
Caz+ diizeyi diiser, MLCK tarafindan myozin fosforilasyonu sonlanir ve diiz kas gevsemesi
gerceklesir [596-599]. Nitrik oksit sGC (solubl guanil siklaz) aktivasyonundan bagimsiz olarak
baska etkiler gosterir: Sarko endoplazmik retikulum Kalsiyum ATPazi (SERCA) stimiile ederek
hiicre i¢i Ca2* konsantrasyonunu diisiiriir ve diiz kas gevsemesine yol agar. Buna ek olarak nitrik
oksidin doniisimii sonucu olusan peroksinitrit (ONOO-) S-glutatyolasyon aracilig: ile direkt

olarak SERCA aktivitesini indtikler [600]. Nitrik oksit, S-nitrozilasyon aracilig1 ile GPCR (G protein
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coupled receptor) ekspresyon ve islevleri {lizerine etki gostererek vaskiiler toniistu

diizenlemektedir [601, 602].
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Sekil 2.19. NO tarafindan damar toniisti dizenlenme mekanizmalari. I: Coziinebilir guanilil siklaz
(sGC) stimiilasyonu ile sSGMP olusumunun indiiksiyonu. sGMP, voltaj bagiml Ca2?+ kanallarindan
Ca?* ige akisini ve inositol 1,4,5-trifosfat reseptoriinden (IP3R) Ca2* salinimini inhibe eden PKG’yi
aktive eder. PKG SERCA’1 indiikleyerek sitozolik Ca?*'un sarkoplazmik retikuluma (SR) geri
alimim arttirir. Sitozolik Ca?*konsantrasyonu diiser, kalmodulin inaktive olur ve MLCK
aktivasyonu ortadan kalkar. Caz+* deplesyonu MLCP aktivitesini de arttirir. Aktin-myozin ¢apraz
baglar1 koparak diiz kas gevsemesi olusur. II: Hipoksik kosullardasGC, sGMP yerine, Rho-kinaz1
aktive eden ve MLCP inhibisyonu ile kontraksiyona yol acan inozin siklik 3,5'-monofosfat (cIMP)
tiretir. III: NO tarafindan protein S-nitrozilasyonu. Illa: S-nitrozilasyon SERCA aktivitesini arttirir
Ca?* deplesyonunu arttirarak gevsemeyi indiikler. IIlb: direkt olarak NO tarafindan GPCR S-
nitrozilasyonu. Illc: G protein-eslenik reseptér kinaz 2 (GRK2)nin S-nitrozilasyonu -
adrenoseptorlerin internalizasyon ve desensitizasyonunu oOnler. IIId: f arrestin 2 S-
nitrozilasyonu reseptor internalizasyonunu arttirir [603].

Nitrik oksit tarafindan olusturulan indirekt etkiler nitrik oksidin 0; ya da stiperoksit (02)
ile etkilesimi sonucu olusan reaktif nitrojen oksit tiirevleri aracilif ile olusur. Organizmada en
yaygin olarak iiretilen reaktif nitrojen oksit tiirleri, oksidatif ve nitrozatif strese neden olduklar1
gosterilen dinitrojen trioksit (N203) ve peroksinitrittir (ONOO-) [604]. Inflamasyon gibi
durumlarda, iNOS indiiksiyonu sonucu olusan asir1 miktardaki nitrik oksit okside ya da nitroze
olarak reaktif nitrojen oksitleri olusturur [604]. Ortamda hemoproteinlerin varligi durumunda
nitrik oksit hizla hem grubu ile reaksiyona gireceginden, bu reaktif oksitlerin olusumu ¢ok yavas
olacaktir ancak membranlar gibi hidrofobik ortamlarda oksidasyon ya da nitrozasyon

reaksiyonlarinin normalin 1000 katina kadar hizlandig1 gosterilmistir [605]. Bu reaksiyonlar
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sonucu olusan irinlerden birisi olan N,03, hedef proteinlerle etkilesimi sonucu karsinojen
nitrozaminlerin olusumuna neden oldugu gosterilen potent bir nitrozatif ajandir [606]. N2Os3,

nitrik oksidin oto-oksidasyonu ile olusur.

® Vaskiiler toniis
® Hiicre adhezyonu
® Vaskiiler permeabilite

® Platelet adhezyonu
inhibisyonu

DUZENLEYICI

O\

KORUYUCU ZARARLI

e —— e —

® Anti oksidan etki ® Enzim iglev inhibisyonu
e Lokosit adhezyonu ® DNA hasari indiiksiyonu
inhibisyonu ® Lipid peroksidasyonunda
indiiklenme

@ Hiicreleri oksidasyon
hasarindan koruyucu
etki

@ Anti oksidan depolarin
tiiketilmesi

® Radyasyon, alkile edici
ajanlar ve toksik metallere
karsi duyarhilik artisi

Sekil 2.20. Nitrik oksidin diizenleyici, koruyucu ve zararl biyolojik etkileri [607]
2.22.5. Nitrik oksidin yag doku ve enerji metabolizmasi iizerine etkileri

Hipoksik kosullar gibi hiicresel stres durumlarinda mitokondriyal bir enzim olan
sitokrom oksidaza baglanarak mitokondriyal solunumu inhibe ettigi gosterilen [57] nitrik oksidin
mitokondriyal solunumun Kkontrolii iizerinden hiicresel enerji tiiketimini diizenledigi
bilinmektedir. Yapilan bir calismada nonspesifik NOS inhibitérii L-NAME uygulamasinin
farelerde agirlik artisi ve gida alimim azalttigy gosterildiginden o6tiirii organizmanin enerji
dengesinin diizenlenmesinde nitrik oksidin énemli rol oynadig1 diistiniilmektedir [60]. eNOS ve
iNOS’un hem beyaz hem de kahverengi yag dokuda eksprese edildigi bulunmustur [28, 29, 61,
62]. Bunun yani sira beden kitle indeksi ve yag kitlesi ile nitrik oksit metabolitlerinin plazma

diizeyleri arasinda korelasyon bulundugu ortaya konulmustur [63-65]. Ilgin¢ olarak infeksiyon
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ve inflamatuar hastaliklarda da kan NO metabolitlerinin diizeyi artmaktadir [608-610]. Obez
fareler ve Zucker diyabetik sicanlarinda karaciger, iskelet kas1 ve beyaz yag dokusunda iNOS
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir [66, 67]. Farelerde iNOS gen silinmesinin fazla yagh diyetle
indiiklenen insiilin direncine karsi koruyucu etkisinin oldugunun gdsterilmesi, nitrik oksidin
instlin direnci gelisiminde rol oynadigini diisiindiirmektedir [67]. Farelere kronik olarak NOS
inhibitorii L-NAME uygulanmasinin viicut agirliginda azalmaya neden oldugu gosterilmistir.
Viicut agirhigindaki bu azalma yiiksek yag iceren diyet ile beslenme durumunda daha anlamh
bulunmustur [68]. L-NAME uygulanmasi yag hiicrelerinin hacminde ve yag hiicrelerinde
trigliserit birikiminde azalmaya yol agmistir [68]. Bunun yani sira diyabetik hastalarda plazma
nitrit diizeyleri orta diizeyde ytlikselmistir [611]. Visseral obezitede saptanan disiik dereceli
kronik inflamasyonun iNOS enziminin indiiksiyonuna yol actig1 ortaya konulmustur [30]. Ayrica
ilging olarak, endotoksemi sirasinda iNOS ekspresyonunun ana kaynaginin yag dokusu oldugu
gosterilmistir [70]. 3T3-L1 hiicre kilttriinde NO'in yag dokudan salinan ve monosit migrasyonu,
fibrinoliz ve anjiogeneze (yeni damar olusumu) karisan, viseral yag birikimini ve bununla iliskili
inflamasyonu etkileyen plazminojen aktivator inhibitorii ve inflamatuar bir sitokin olan IL-6
mRNA ekspresyonlarini arttirdiginin gosterilmesi NOS aktivitesinin inhibe edilmesinin beyaz yag
dokuda inflamasyonu diizeltebilecegini diisiindiirmektedir [28].

Bununla birlikte, adiposit diferensiyasyonu lizerine NO etkileri ile ilgili calismalarda farkl
sonuglar elde edilmistir. NO’in in vitro olarak sican kahverengi adipositlerinde proliferasyonu
inhibe ettigi ve adipojenik marker genler olan PPARy ve UCP-1 ekspresyonunu stimiile ettigi
gosterilmistir [52, 612]. NO’in primer sican kahverengi yag doku preadipositlerinin ve sigan
beyaz yag doku preadipositlerinin diferensiyasyonunu stimiile ettigi [31], 3T3-
L1preadipositlerinde ise diferensiyasyonu siiprese ettigi gosterilmistir [32]. Ayrica, iNOS
enziminin kronik inflamasyonda adipogenezisi stimiile ettigi gosterilmistir. Bunun yani sira nitrik
oksidin lipolizi stimiile ettigini gosteren calismalar da bulunmaktadir [33, 34]. Yakin zamanlarda
yapillan bir g¢alismada 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu sirasinda eNOS
ekspresyonunda artis bulunmustur [613].

Kardiovaskiiler sistemde vazodilatdr, antiagregan ve antiproliferatif rolleriyle nitrik
oksidin, bu sistemde vazokonstriksiyon ve vaskiler diiz kas proliferasyonuna aracilik eden
Rho/Rho-kinaz yolaginin fizyolojik antagonisti oldugu diisiiniilmektedir [614, 615]. Ancak
endotoksemi, kronik inflamasyon (obezite giiniimiizde artik kronik bir inflamatuar bir hastalik
olarak kabul edilmektedir) ve diyabet gibi patolojik sartlarda yiiksek konsantrasyonlarda
saliverilen NO ile s6z konusu yolak arasindaki iliskinin detaylari ¢ok net bilinmemektedir. Kisa
streli calismalarda NO'nun Rho inaktivasyonu tizerinden Rho/Rho-kinaz yolagini baskiladigina
iliskin literatiirde pek c¢ok c¢alisma bulunmaktadir. Ayrica, Rho/Rho-kinaz sinyal ileti

mekanizmasinin inhibe edilmesi, NO’nun fizyolojik etkilerini giiclendirmektedir. Ornegin
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vaskiiler diiz kasta Rho inhibisyonunun eNOS’1 stimiile ettigi [616], statinler tarafindan Rho
inhibisyonunun eNOS ekspresyonunu arttirdig1 [617] gosterilmistir. Yakin zamanlarda Ksenopus
embryolarinda yapilan bir calismada nitrik oksidin RhoA aktivitesini, sGMP’nin yanisira,
RhoA’'nin yapisinda bulunan sistein rezidiilerinin S-nitrozilasyonu yolu ile de oOnledigi
gosterilmistir [618]. Ancak NO ile Rho/ROCK arasindaki “cross-talk” olaymin mikrovaskiiler
damar yataklarinda (sigan mezenterik ve sican koroner damar yataklarinda) cok yaygin olmadig,
bizim laboratuarimizda yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur [35, 619].

Farelerin spinal kordunda prostaglandin E3 reseptorii (EP3) agonisti ONO-AE-248
tarafindan indiiklenen nitrik oksit olusumu, spesifik Rho-kinaz inhibitoérii H-1152 tarafindan
tiimiiyle ortadan kaldirildig1 gésterilmistir [620]. ilging olarak, nitrik oksidin RhoA’y1 aktive
ederek enterosit migrasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [36]. Sican primer noéral kiiltiirlerinde
nitrik oksit donérii, NOC-5 uygulamasinin kofilin fosforilasyonunu belirgin olarak arttirdigi
bulunmustur [621]. Rho-kinaz'in alt efektorii LIMK tarafindan fosforile edildigi bilinen aktin
destabilize edici faktor kofilin fosforilasyonundaki bu anlamli artisin nitrik oksit tarafindan
protein kinaz G yolu ile RhoA’'nin aktivasyonuna baglh oldugu ileri siiriilmiistiir [621]. Bu bulgu

nitrik oksidin aktin hiicre iskeleti diizenlenmesi iizerine etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. 3T3-L1 Preadiposit Hiicre Kiiltiirtii:

Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda kullanilan klon hiicre
hatlar1 temel olarak iki grupta incelenebilir: Pluripotent fibroblastlar (Balb/c 3T3, 1246, RC]3.1
ve CHEF/18) ve unipotent preadipositler (3T3-L1, 3T3-F442A, Ob1771). Unipotent
preadipositler determinasyon asamasindan sonra yalnizca adipositlere diferensiye
olabildiklerinden o6tiirii, preadipositlerin adipositlere diferensiyasyonu ile ilgili ¢alismalar icin
ideal hiicre hatlaridir. Bu hiicre hatlarindan en yaygin olarak kullanilani fare embriyonik
fibroblastlar1 olan 3T3-L1 hiicre hattidir. 3T3-L1 hiicreleri fibroblast morfolojisine sahiptir.
Hiicre kiiltiirti ortaminda konfluent hale gecince spontan olarak biliyiime duraklamasi evresine
gecerler ve bu asamada standardize edilmis bir protokolii takip ederek uygun indiikleyiciler ile
adipositlere diferensiye olurlar. Immortal klon hiicre hatlaridir. Hiicre kiiltiirii laboratuarinda
uygun kosullarda hiicre 6zelliklerinde herhangi bir degisiklik olmaksizin sayisiz pasajlamalar
yapilabilir. Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili olarak yapilan bu ¢alismada 3T3-L1 hiicre hatti
kullanildi. 3T3-L1 hiicreleri Amerikan Tip Hiicre Koleksiyonundan (ATCC-CL-173) 1 ml vial
icerisinde dondurulmus olarak satin alindi. CO; konsantrasyonu %5 olan inkiibatérde 37°C ortam
sicakligindaki hiicre kiiltiirti besi ortaminda 25 ml flask icerisinde pH degeri 7,0-7,4 olan %10
fotal sigir serumu, %1 Penisilin, %1 Streptomisin ve%1 L-Glutamin iceren Dulbecco’nun modifiye

Eagle medyumunda (DMEM) pasajlandi.

3.1.1. 3T3-L1 Hiicre Hattinin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi:

ATCC'den (American Type Culture Collection) 1 ml vial icerisinde dondurulmus olarak
gelen 3T3-L1 hiicrelerinin 37°C’de sicak su banyosu igerisinde 1-2 dk. iginde ¢6ziilmesi saglandu.
Coziilen hiicreler 15 ml hacmindeki tiipe konularak lizerine daha 6nce ATCC tarafindan verilen
kitapeiktaki talimatlara uygun olarak hazirlanan ve 37°C sicaklifa gelmesi saglanan komplete
medyum [%10 buzag1 serumu, %1 glutamin, %1 Penisilin/streptomisin igeren Dulbecco’nun
modifiye Eagle medyumu (DMEM)] ile 15 ml’ye tamamlanarak kapagi kapatildi. Ardindan, iginde
hiicre soliisyonunun bulundugu tiip santrifiij cihazina konularak 37°C sicaklikta 1800 g’'de 10
dakika stiresince santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiiptlin tist kismindaki stipernatant dokiildi.
Altta kalan pelletin lizerine 4-6 ml hacminde taze hazirlanmis komplete medyum eklenerek bir
pipet yardimu ile hiicrelerin homojen bir sekilde karigsmasi saglandi. Ardindan hiicreler i¢inde 4
ml civarinda komplete medyum bulunan 25 ml hacmindeki flasklara ekim yapilarak inkiibatoére

kaldirildi.

57



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Inkiibatérdeki hiicrelerin medyumu giin asir1 degistirildi. Medyum degisimi sirasinda
flasklar inverted mikroskopta incelenerek ekimi yapilan hiicrelerin flask igerisinde ulastigi
yogunluk degerlendirildi. Hiicrelerin biiylime duraklamasi evresine gegmelerinin 6nlenmesi icin
yogunlugu flask tabaninin %70-80’ine ulastig1 anda daha fazla konfluent olmasina izin verilmedi.
Bu asamada hiicrelere tripsinizasyon yapildi. Flasklar, medyumun uzaklastirilmasi icin PBS
tamponu ile yikanarak iizerine 1-1,5 ml kadar tripsin eklendi. Flasklar hafif hafif sallanarak
tripsinin flask tabanina iyice yayilmasi saglandi ve 5 dakika stire ile 37°C inkiibatorde inkiibe
edildi. 5 dk. sonra flasklar inverted mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin flaskin tabanindan
ayrilip ayrilmadiklari degerlendirildi. Hiicrelerin flask tabanindan tiimiiyle ayrildigindan emin
olunduktan sonra pipetaj yapilarak hiicreler 15 ml'lik tiipe aktarildi. Tiipdeki hiicrelerin tizeri
PBS tamponu ile13-14 ml hacme tamamlandi ve 37°C sicaklikta 1800 g’'de 10 dk. siiresince
santrifiijlendi. Santrifiijjden alinan tiipdeki siipernatant dokiildii. Ardindan tiipiin dibindeki
pelletin lizeri komplete medyum ile tamamlandi ve 1:3 oraninda pasaj yapildi. Pasajlama sonrasi
flasklardaki hiicrelerin medyumlar1 yine giin asir1 degistirildi. Hiicreler %70-80 konfluent
olduklarinda tripsinizasyon yapilarak pasajlandi. Pasaj islemi sirasinda hiicre sayimi yapilarak
adiposit diferensiyasyon deneyleri icin gereken hiicre miktar1 disindaki hiicreler 1 ml hacminde

viallere konularak -80°C derin dondurucuda dondurularak ileride kullanilmak tizere saklandu.

Sekil 3.1. Ekildikten sonra flask tabanina tutunan 3T3-L1 hiicrelerinin inverted mikroskoptaki
goriintiisii. 3T3-L1 hiicreleri ilk ekildiklerinde fibroblast halindedirler ve diferensiyasyon
medyumuna (IBMX, insiilin ve deksametazon) maruz birakildiktan sonra zaman iginde olgun
adipositlere diferensiye olurlar.

3.2. Hiicre Sayimi:

Deney serilerinde her kuyucuk/flask/petriye esit sayida hiicre ekilmesini saglamak i¢in

ekim oncesi hiicre sayimi yapildi. Bu amagla standart tripan mavisi boyama teknigini kullanarak
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hiicre sayimi yapan, hiicre popitilasyonundaki canli/6lii hiicre sayisin1 saptayan otomatik bir
sayim cihazi olan Countess otomatik hiicre sayim cihazi kullanildi. Sayim asamasinda 6nce
flasklardaki hiicreler tripsin ile kaldirildi, ardindan hiicreler 50 ml hacimdeki tiipe toplandi ve
tizerleri PBS ile 50 ml hacme tamamlandi. Ardindan hiicreler 1800 g de 10 dakika siiresince
santrifiij edildi. Santrfiij cihazindan alinan tlipteki siipernanant atildi ve dipteki pelletin {izeri
komplete medyum ile tamamlandi. Pastor pipeti ile dikkatlice pipetaj yapilarak hiicrelerin
homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Ardindan hassas otomatik pipet ile tilipteki hiicre
stispansiyonundan 10 pl alindi ve tripan blue soliisyonundan alinan10 pl tripan blue ile iyice
karistirildi. Daha sonra yine hassas otomatik pipetle bu karisimdan 10 pl alinarak Countess hiicre
sayim cihazinda hiicre sayimi yapmak amaci ile kullanilan ve iizerinde iki sayim kuyucugu
bulunan tek kullanimlik slaytlardaki 6zel yuvaya birakildi. Slayt Countess hiicre sayim cihazina
takilarak otomatik olarak sayim yapildi. Her sayim islemi iki kez tekrar edilerek bulunan hiicre

sayisinin ortalamasi alindi.

Sekil 3.2. Countess otomatik hiicre sayim cihazi ve slaytinin goriintimii.

3.3. 3T3-L1 Preadiposit Diferensiyasyon Protokolii:

Hiicre sayimi yapildiktan sonra deney serileri icin gereken hiicre miktar1 hesaplanarak 24
kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 20.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekim islemi
sirasinda tiipteki hiicre siispansiyonuna belirli araliklarla stirekli dikkatlice pipetaj yapilarak
stispansiyonun homojen olmasi saglandi. Her bir kuyucuktaki hiicre siispansiyonlar1 komplete
medyum [%10 buzagi serumu (calf serum /CS), %1 Penisilin/streptomisin ve %1 glutamin iceren
DMEM] ile 1 ml hacme tamamlandi. Medyum degisimi giinasiri yapildi. Bu sirada hiicrelerin
flasklarda ulastiklar1 yogunluk inverted mikroskopta izlendi. Hiicrelerin tam konfluent olduklari
glin -2. gliin kabul edildi. Hiicreler buzagi serumu iceren komplete medyumda 2 giin daha
bekletildi. Postkonfluent 2. giin diferensiyasyon protokoliiniin 0. giinii olarak kabul edildi. Deney
protokoliiniin 0. giiniinde adiposit diferensiyasyonunun indiiklenmesi amaci ile kuyucuklardaki

hiicrelere 0,25 uM deksametazon, 0,5 mM izobutilmetilksantin (IBMX) 1uM insiilin iceren %10
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FBS/DMEM (fetal sigir serumu/Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu) uygulandi (0-2. giin). 2
giin sonra kuyucuklardaki hiicrelere 1uM insiilin iceren %10 FBS/DMEM uygulandi (2-4. giin).
Deney protokoliiniin 4. giinii kuyucuklara %10 FBS iceren komplete medyum konuldu. Giinasiri
medyum degisimi yapilarak inkiibasyon 8. giine kadar siirdiirtildii (4-8. giin). Diferensiyasyon
protokoliiniin 8. giiniinde deney sonlandirilarak kuyucuklardaki hiicrelere Oil Red O boyama

yapilarak adiposit diferensiyasyonu degerlendirildi.

3.3.1. 0il Red O Calisma Soliisyonunun Hazirlanmast:

0,7 gr Oil red O tartilarak 200 ml izopropanol igerisinde ¢6ziildii. Hazirlanan soliisyon 1
gece boyunca +4°C sicaklikta bekletildi. Ertesi giin 0,22 pum membran filtresinden gecirilerek elde
edilen stok soliisyonu +4°C’de bekletildi. Oil Red O stok soliisyonu boyama isleminde
kullanilacagi zaman 6 birim stok soliisyon 4 birim dH0 ile karistirild1 ve 20 dakika siiresince oda

sicakliginda bekletildikten sonra 0,22 um membran filtresinden gegirilerek kullanildu.

3.3.2. 0il Red O boyama ile adiposit diferensiyasyonunun degerlendirilmesi:

Adiposit diferensiyasyon protokoliiniin 8. giiniinde deney sonlandirildi. Kuyucuklardaki
hiicrelerin medyumlar1 bosaltilarak iizerine %10’luk formalin eklendi ve 5 dakika siiresince
bekletildi. Ardindan kuyucuklardaki formalin bosaltilarak taze formalin ile degistirildi. Hiicreler
oda sicakliginda formalin icerisinde 1 saat siireyle inkiibe edildi. Kuyucuklardaki formalin
tlimiiyle bosaltildiktan sonra kuyucuklar %60’lik izopropanol ile yikandi. Yikama isleminden
sonra kuyucuklardaki tiim formalin dikkatlice bosaltildi ve pleytler iyice kurutuldu. Ardindan her
kuyucuga daha 6nce hazirlanmis olan Oil Red O ¢alisma soliisyonundan 200 pl konuldu. Hiicreler
10 dakika siiresince Oil red O ¢alisma soliisyonunda inkiibe edildi. Ardindan Oil Red O calisma
solisyonu hizlica kuyucuklardan uzaklastirilarak kuyucuklar 4 kez ddH:O ile yikandi. Bu
asamada pleytler inverted mikroskoba konularak goériintiilendi. Bunun ardindan kuyucuklardaki
su bosaltildi ve iyice kurutuldu. Kuyucuklardaki boyanmis olan yag hiicrelerinden Oil Red O
calisma soliisyonunu agiga ¢ikarmak i¢in kuyucuklara %100 izopropanol konuldu. Pleytler 10
dakika stiresince doner galkalayicida 1000 rpm hizda, oda sicakliginda ve 1siktan korunarak
inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde birkag kez pipetaj yapilarak aciga ¢ikmis olan izopropanolun
homojen bir sekilde karismasi saglandi. Ardindan her kuyucuktan 200 pl sivi alinarak 96’lik eliza
pleytlerine transfer edildi. Pleytler ELISA okuyucu cihaza yerlestirilerek 490 nm optik

adsorbansta 6lgiim yapildi.
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3.3.3. Diferensiyasyon Deney Serileri

Diferensiyasyonun degerlendirildigi deney serilerinde efektoér ve inhibitorler tek
baslarina ya da kombine olarak diferensiyasyon siirecinin 0-2., 0-4., 4-8. ve 0-8. giinleri boyunca
uygulandi. Belirtilen zaman araliklar1 bitiminden itibaren diferensiyasyon siirecinin 8. giiniine
kadar hiicre kiiltiir ortami giin asir1 olarak yenilendi ve 8. giin hiicreler harvest edilerek Oil Red
0 boyamasi yapildi. Kontrol gruplarina deney siiresi boyunca ayni hacimde distile su ya da ayni
hacim ve oranda dimetil siilfoksit iceren soliisyonlar uygulandi. Diferensiyasyon deney serileri
asagidaki gibidir:

¢ Nitrik oksit donasyonu yapan DETA-NO (DETA-NO (2,2'-[Hidroksinitrozohidrazono] bis-
etanimin, 10-7-10-5> M) ve sodyum nitrit (NaNOz, 10-7-10-3 M) tek basina uygulandigi
gruplar (n=4)

e iNOSindiikleyicisilipopolisakkaridin (LPS, 10 ve 100 ng/ml) NOS inhibitérii L-NAME (NG6-
nitro-L-arginin metil esteri, 2x10+ M ve 5x104 M) varliginda ya da yoklugunda
uygulandigi gruplar (n=4)

e RhoA aktivatorii lizofosfatidik asit ((1-Oleoyl-sn-gliserol 3-fosfat sodyum tuzu, LPA, 10-7-
10-5 M) ve trombinin (1 ve 5 U/ml) ROCK inhibitéri Y-27632'nin ((R)-(+)-trans-4-(1-
aminoethyl)-N-(4-Pyridyl) cyclohexanecarboxamide dihydrochloride monohydrate, 10-5
M) varliginda ya da yoklugunda uygulandigi gruplar (n=4)

e Selektif ROCK inhibitérii H-1152’nin ((S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-isokinolinil) sulfonil]
homopiperazin, 10-7, 10-¢ M) tek basina uygulandigi gruplar (n=4)

3.4. MTT Hiicre Proliferasyon Analizi

Glintimiizde hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi amaci ile ¢esitli farkli metodlar
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda hem uygulamasi kolay hem sonuglar1 doyurucu ve hem de
ylksek hizli analizlere izin verebilen yontemlerden birisi, MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid) hiicre proliferasyon analizidir. Bu analiz yonteminin temel prensibi
kultiire canli hiicrelerin standart kiiltiir kosullarinda belli bir siire boyunca dengeli bir hiicre
kultiir medyumu igerisinde ¢6ziilmiis MTT ile 1-4 saat arasi bir siirede inkiibasyonu sonrasi hiicre
icine penetre olan MTT’nin hiicre icinde mitokondrilerdeki mitokondriyal rediiktazlar tarafindan
mor renkli bir formazan tuzuna g¢evrilmesidir. MTT'nin mitokondriyal rediiktazlar tarafindan
metabolize edilmesi ile ortaya cikan formazan tuzunun olusturdugu sinyal kolorimetrik ya da
floresan metod ile ELISA reader ile 570 nm dalga boyunda okuma yapilarak degerlendirilir [622].
Hiicrelere penetre olan MTT hiicreler o6ldiigiinde formazana doniismeyeceginden otiird,

hiicrelerin olusturdugu formazan miktar1 olciilerek hiicre popiilasyonundaki hiicrelerin
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yasamsallig1 degerlendirilebilir. Bunun yan sira, hiicreler prolifere olarak kiiltiir ortamindaki
hiicre miktar arttiginda daha ¢ok miktarda MTT hiicre i¢cinde formazan tuzuna gevrileceginden
otlri ELISA reader ile yapilan okumada olusan formazan sinyali de artacaktir. Bu da MTT analizi

ile hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesini saglar.
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MTT Formazan

Sekil 3.3. MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)'nin formazana
donilisiimii. Pozitif yiikli bir molekiil olan MTT kolayca hiicrelere penetre olur. Hiicre icinde
mitokondrilerde bulunan mitokondriyal rediiktaz enzimleri araciligl ile formazan tuzuna cevrilir
[623].

3.4.1. MTT Calisma Ve Coziicii Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

MTT, deneyden 6nceki giin final konsantrasyon 5 mg/ml olacak sekilde pH 7.4 olan PBS
icinde ¢oziildii. Ardindan 0,2 pm’lik filtreden gegirilerek 1siktan korunmus bir siseye alindi ve
+4°C sicaklikta buzdolabinda saklandi. Deneyde olusan formazan kristallerinin ¢oziinebilmesi
icin kullanilacak soliisyon, absolii izopropil alkoliin 0,04 M HCI eklenerek asidifiye edilmesi ile
hazirlandi. Deney giinii buzdolabindan ¢ikarilan stok soliisyondan final konsantrasyon 0,5 mg/ml
olacak sekilde hazirlanan c¢alisma soliisyonu oda sicakligina gelene kadar 1sik almayan bir

ortamda bekletildi.

3.4.2. MTT Hiicre Proliferasyon Analizinin Yapilmasi

MTT proliferasyon analizinin baslangicinda hiicre kiiltiirii laboratuarinda inkiibatérdeki
24 kuyucuklu pleytler dikkatli bir sekilde cikarildi ve hafif¢ce yana dogru egilerek kuyucuklardaki

tim medyum hiicrelerin kuyucuk zemininden kalkmamasi i¢in azami dikkat gosterilerek
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bosaltildi. Ardindan, icerdigi fenol red’in pembe-kirmizi rengi nedeni ile deney sonuglarinda
hataya yol agmamasi icin kuyucuklarda kalmis olabilecek medyum, 37°C sicakliktaki fenol red
icermeyen RPMI 1640 ile dikkatlice yikandi. Ardindan kuyucuklara dikkatlice filtre edilmis
0.5mg/ml konsantrasyondaki MTT soliisyonundan medyumdaki MTT orani %15 olacak sekilde
eklendi ve pleytler tekrar inkiibatére konularak 37°C’de 3 saat sliresince inkiibe edildi.
Inkiibasyon periyodunun bitiminde pleytler inkiibatérden alindi ve kuyucuklarda bulunan
medyum hiicre icine penetre olmamis ve degismemis MTTnin ortamdan alinmasi i¢in dikkatle
bosaltildl. Ardindan, MTT’nin mitokondriyal rediiktazlarca metabolize edilmesi sonucu olusmus
olan formazan kristalleri 1 ml asidifiye edilmis izopropil alkol (absolii izopropil alkol igerisinde
0.04 M HCl) eklenerek ¢oziildii. Formazan kristallerinin tiimiiyle ¢6ziindiiglinden emin olmak icin
soliisyon iiniform bir renk alana kadar birkag kez pipetaj yapildi. Ardindan herbir kuyucuktan
200 pl alinarak 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine yerlestirildi ve 570 nm adsorbansta ELISA
okuyucusunda okundu. Negatif kontrol olarak hiicresiz pleytlere ayni yolla uygulanmis MTT nin

adsorbansi 6lgtldu.

3.4.3. Proliferasyon Deney Serileri

Proliferasyonun degerlendirildigi deney serilerinde efektor ve inhibitorler tek baslarina
ya da kombine olarak diferensiyasyon siirecinin 0-2., 0-4., ve 0-8. giinleri boyunca uygulandi. Her
bir deney grubu icin, belirlenen zaman araliginin bitiminde deney sonlandirilarak MTT
proliferasyon analizi yapildi. Kontrol gruplarina deney siiresi boyunca ayni hacimde distile su ya
da ayni hacim ve oranda dimetil siilfoksit iceren sollisyonlar uygulandi. Proliferasyon deney
serileri asagidaki gibidir:

e Nitrik oksit donasyonu yapan DETA-NO (10-7-10-5 M) ve NaNOz'in (10-7-10-3 M) tek basina
uygulandig gruplar (n=4)
e iNOS indiikleyicisi LPS’'in (10 ve 100 ng/ml) NOS inhibitérii L-NAME (2x10-4 M ve 5x10+

M) varliginda ya da yoklugunda uygulandigi gruplar (n=4)

e RhoA aktivatorii LPA (107-105 M) ve trombinin (1 ve 5 U/ml) ROCK inhibitorii Y-
27632'nin (10-5 M) varliginda ya da yoklugunda uygulandigi gruplar (n=4)
o Selektif ROCK inhibitorii H-1152'nin (107, 10-6¢ M) tek basina uygulandig1 gruplar (n=4)

3.5. Rho A ve ROCK-2 Ekspresyonlart:

RhoA-ROCK ekspresyonunun degerlendirildigi deney serisi i¢cin 25 cm?’lik hiicre kiiltiir
flasklarina ekim yapildi. Adiposit diferensiyasyonu iizerine etkileri test edilen ajanlarin

uygulandigl deney gruplarinda diferensiyasyon protokoliiniin 6nceden belirlenmis giinlerinde
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deney sonlandirildi. Test edilen ajanlarin ROCK-2 enzim ekspresyonlar1 lzerine etkisini
degerlendirmek icin protein-protein etkilesimlerini degerlendirmek amaci ile yaygin olarak
kullanilan bir teknik olan Western-Blot yontemi kullanildi. Western blot yapilacak olan deney
gruplarinda uygulama sonrasinda 3T3-L1 hiicrelerinin bulundugu 25 cm?lik flasklardaki
medyum 1 ml hacmindeki ependorf tiiplere alindi. Flasklar bir kez dikkatlicePBS ile yikandi ve
ardindan hiicreleri lize etmek i¢in flasklara RIPA lizis tamponu (25mM TriseHCI pH 7,6, 150mM
NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoksikolat, %0,1 SDS) eklendi ve +4°C’de 5 dakika siiresince inkiibe
edildi. Inkiibasyon bitiminde kazima islemi yapilarak flasklardaki tiim hiicreler alindu.
Flasklardan elde edilen homojenatlar 1 ml hacmindeki 200 g’de +4 °C’de 10 dakika siiresince
santrifiij edildi. Ardindan alttaki pelleti kaldirmamaya dikkat ederek silipernatant ependorf
tiiplere alindi. Her tiipteki siipernatanttan 10 pl alinarak Bradford yontemi ile protein tayini i¢in
kullanildi. Kalan proteinler ise Western-blot yonteminde kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza

edildi.

3.5.1. Bradford Yontemi ile Protein Tayini:

Coommasie Blue G250 boyasinin proteinlere baglanmasina dayanan hizli ve oldukga
duyarli olan Bradford yontemi ile protein tayini biyolojik 6rneklerdeki protein dis1 komponentler
ve yaygin olarak kullanilan reagentler ile etkilesiminin olduk¢a az olmasi nedeni ile protein
¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Boya soliisyonu igerisinde ti¢ farkl yiikli boya
formu bulunmaktadir. Bunlardan daha katyonik yiikli kirmizi form 470 nm ve yesil form 650 nm
dalgaboyunda maksimum absorbans vermektedir. Proteine baglanan asil form olan daha anyonik
yuklii mavi boya ise 590 nm dalga boyunda maksimum absorbansa ulasir. Metod, proteine
baglanmis olan mavi iyonik formdaki boya miktarinin 595 nm dalga boyundaki absorbansinin
Olciilmesi yolu ile protein miktarinin hesaplanmasini saglar. Boya proteinlerin arginin ve lizin
rezidilerine baglanmaktadir. Bu nedenle boyanin homojenatlardaki farkli proteinlere karsi
yanitinin farkli olmasi metodun tek temel dezavantaji olsa da yapilan tim modifikasyonlar
duyarligin azalmasina neden olmustur. Bu nedenle halen protein 6l¢iimi i¢cin yaygin olarak
kullanilan yontem Bradford tarafindan tanimlanan orijinal metoddur [624]. Western blotting
hizly, etkili ve tekrarlanabilir bir metoddur. Ozellikle cok az miktardaki proteinlerin saptanmasi
amaci ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Akrilamid jellerdeki ulasilmasi ve analizi zor olan
proteinlerin membranlara transfer edilerek stabilize edilmesini ve etkin bir sekilde analiz
edilebilmesini saglar.

Protein 6l¢limi i¢in 6nce 1 mg/ml sigir serum albumini (BSA) soliisyonu deney standardi
olarak kullanilmak tizere hazirlandi. Standartlar her bir konsantrasyon degeri icin ikiser ependorf

tiipli olmak tizere 0, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 pl BSA konsantrasyonunda hazirlandi. Ependorf
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tiiplerindeki soliisyonlarin iizeri distile su eklenerek 100’er ul'ye tamamlandi. Olgiimii yapilacak
olan 6rnekler de yine ayni sekilde cift olarak hazirlandi ve distile su eklenerek 100’er pl'ye
tamamlandi. Ardindan standart ve 6rneklerin tizerine 1’er ml bradford soliisyonu eklendi. Tim
tiiplerdeki soliisyonlar vortekslenerek homojen bir sekilde karismasi saglandi. Tiim standart ve
orneklerden 200 pl alinarak 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine konuldu. Ardindan érnekler 595
(620) nm dalgaboyuna ayarlanmis olan ELISA okuyucuda kore karsi okutuldu. Daha sonra elde
edilen absorbanslarin her 6rnek icin ayr1 ayri1 ortalamalar1 alinarak pl deki protein miktarlar:

Graphpad Prism programi kullanilarak belirlendi.

3.5.2. Western-Blot Yontemi:

Protein blotlama olarak da adlandirilan western blot metodu elektroforez islemi sonrasi
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jelde (SDS-PAGE) ¢6ziinmiis olan proteinlerin bir elektrik
akimi yardimi ile absorban bir membrana transferidir [625, 626]. Hizl1 ve etkili bir metod olan
western blotting, 6zellikle cok az miktarda bulunan proteinlerin kantitasyonu i¢in uygun olmasi,
poliakrilamid jelde ulasilmasi gii¢ olan proteinlerin membrana transferi sonrasi kolay bir sekilde
analizine izin vermesi ve tekrarlanabilirligi dolayisi ile protein analizi ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir [627].

Diferensiyasyon protokoliiniin farkli giinlerinde uygulanan test ajanlarinin ROCK-2
protein ekspresyonlarina etkisinin degerlendirilecegi deney gruplarinda 3T3-L1 hiicrelerinden
elde edilen homojenatlar poliakrilamid jelde hazirlanan kuyucuklara ytiklenecek miktarlar
hesaplanip buna gore alinan miktar1 Laemmli protein yiikleme tamponu (0,5 M Tris HCI pH 6.8
solisyonu 0,125 M, 0,14 M %10 SDS, %20 gliserol, 0,2 mM 2-merkaptoetanol, 0,03 mM
bromofenol blue) ile 1/3 oranlarinda karistirilip vortekslendikten sonra 5’er dakika siiresince
kaynatildi. Esit miktarlarda protein 6nceden hazirlanmis olan %8-12’lik sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid (SDS-PAGE) jel tizerindeki kuyucuklara yiiklenerek elektroforez yapildi ve
ylklenen 6rneklerdeki farkl biiytikliikteki proteinlerin molekiler agirliklarina gore jel izerinde
birbirlerinden ayrilmalar1 saglandi. Poliakrilamid jel tizerinde biiytikliiklerine goére ayrilarak
bantlar olusturan proteinler elektrik akimi altinda gece boyunca +4°C sicaklikta blotlama
yapilarak nitroseliiloz bir membrana transferi gerceklestirildi. Blot isleminin bitiminin ardindan
transblot cihazindan ¢ikarilan membranlar 6nceden hazirlanarak filtre edilmis %2’lik Tween-20
ve yagsiz siit tozu iceren Tris soliisyonu (TBS-T) ile 1 saat siiresince dairesel ¢alkalayicida diisiik
hizda ¢alkalanarak bloklama islemine tabi tutuldu. Bu sayede membranlarin protein bulunmayan
boliimlerine 6zgiin olmayan bir yolla protein baglanmasi saglandi. Bu 6zgiin olmayan baglanma
ile protein yapida olan primer antikorun bir sonraki asamada membrana baglanmasi

engellenerek deneyin dogrulugu arttirilmis oldu. Membranlar bir saat siiresince bloklama
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islemine tabi tutulduktan sonra3 kez 10’ar dakika siiresince dairesel ¢alkalayicida diistik hizda
TBS-T sollisyonu ile yikandi. Bu sayede membrana yapismamis olan proteinlerin uzaklastirilmasi
saglandi. Her yikama sonrasi soliisyon dokilerek yenilendi. Yikama islemi bittikten sonra
membranlar 1:2,000 diliisyonda hazirlanmis olan ROCK enzimine 6zgii ROCK-2 (ROKa) primer
antikoru ile 2 saat siiresince +4°C sicaklikta dairesel c¢alkalayicida diisiik hizda calkalanarak
inkiibe edildi. Bu yolla primer antikorlarin membranda baglanmis durumda bulunan hedef
proteinleri olan ROCK-2 enzimine baglanmasi saglandi. Primer antikor ile inkiibasyon bitiminde
tiim antikor alinarak membranlar bir kez dikkatlice TBS-T soliisyonu ile calkalandi. Bu islem
sonrasinda da membranlar TBS-T soliisyonu ile 3 defa 10’ar dakika siiresince yikanarak
baglanmamis durumdaki primer antikorun uzaklastirilmasi saglandi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish peroxidase) bagh sekonder antikor
ile (1:2,000 diliisyonda) bir saat inkiibe edildi ve boylece primer antikorlara sekonder antikorun
baglanmas1 saglandi. Sekonder antikor ile inkiibasyon bitiminde tiim antikor alinarak
membranlar bir kez dikkatlice TBS-T soliisyonu ile ¢alkalandi. Bunun ardindan membranlar
tekrar 3 kez 10’ar dakika siiresince TBS-T soliisyonu ile yikandi. Bu sayede baglanmamis olan
sekonder antikor uzaklastirildi. Daha sonra membranlar ECL (enhanced chemiluminescence)
Plus Kit goriintiileme soliisyonu ile 10 dakika siiresince karanlik odada inkiibe edildi. inkiibasyon
bitiminde goriintiileme soliisyonu alinarak membranlar arada hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edilerek streg film ile kaplandi ve karanlik odada ¢esitli siirelerde medikal rontgen filme

basilarak goriintiilendi.

3.5.3. ROCK-2 Enzim Ekspresyonlarinin Degerlendirildigi Deney Serileri

Western blot yontemi ile ROCK-2 ekspresyonlarinin degerlendirildigi deney serilerinde
NO donori ve iNOS indtikleyicisi test ajanlar diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinleri arasinda
tek basina ya da kombine olarak uygulandi. Ardindan deney protokoliiniin 8. giiniinde hiicreler
harvest edilerek Western blot deneylerinde kullanildi. Deney serileri asagidaki gibidir:
e LPS’in (10, 100 ng/ml) NOS inhibitérii L-NAME (2x10-* ve 5x10-4 M) varliginda ya da
yoklugunda uygulandigi gruplar (n=3)
o Nitrik oksit donérii DETA-NO’un (10-7, 10-6, 10-5 M) uygulandig1 gruplar (n=3)

3.5.4.iNOS Enzim Ekspresyonlarinin Degerlendirildigi Deney Serileri

Western blot yontemi ile iINOS ekspresyonlarinin degerlendirildigi deney serilerinde LPS

(10, 100 ng/ml) diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. gilinleri arasinda tek basina uyguland.
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Ardindan deney protokoliiniin 8. gliniinde hiicreler hasat edilerek Western blot deneylerinde

kullanildi.

3.5.5. LIM-Kinaz Aktivitesinin Degerlendirildigi Deney Serileri

Rho-kinaz tarafindan fosforile edilerek aktive olan ve ROCK aktivitesinin gostergesi olan
LIM-kinaz fosforilasyonunun Western blot yontemi ile degerlendirildigi deney serilerinde efektor
ve inhibitorler diferensiyasyon protokoliiniin 0. giint belirlenmis zaman araliklarinda (0, 5., 15.,
30. dakika) hiicre kiiltiir ortamina tek basina ya da kombine olarak uygulandi. Belirlenmis zaman
araliginin bitiminde hiicreler hizlica buz iizerinde hasat edilerek western blot deneylerinde
kullanildi. Bu deneylerdeki deney serileri asagidaki gibidir:

e LPS'in (10, 100 ng/ml) tek basina ya da L-NAME (2x10# M) ile kombine olarak
uygulandigi gruplar (n=3)

e L[-NAMFE’in (2x10-4M) tek basina uygulandigi grup (n=3)

e NaNO;'in (10-7 M) tek basina uygulandigi grup (n=3)

3.6. G-LISA RhoA Aktivasyon Analizi

3.6.1. Lizis:

Deneyden bir giin dnce G-Lisa RhoA aktivasyon analizi kitinin iginde bulunan malzemeler
lireticinin talimatlarina gore hazirlandi ve deney icin gereken ancak liretici tarafindan temin
edilmeyen malzemeler temin edilerek hazirlandi. Deney giinii inkiibatérden ¢ikarilan hiicre
kiltiir pleytleri buz tizerine konularak medyumlar: alindi ve buz soguklugunda PBS soliisyonu ile
yikandi. Bu asamada pleytler yaklasik 1 dakika buz iizerinde tutuldu. Ardindan pleytlerdeki tiim
PBS’nin alinabilmesi amaci ile pleytler buzdan ayrilmadan olabildigince dik vaziyete getirildi.
Pleytlerin tabanindaki hiicrelerin kalkmamasina 6zen gostererek tiim PBS dikkatlice aspire
edildi. Ardindan pleytlerdeki her birkuyucuga 140 pl buz soguklugunda lizis tamponu konularak
hiicreler buz tlizerinde lize edildi ve pleytler yine buzdan ayrilmadan hafifce egilerek hiicre
kaziyici ile toplandi.

Kazima islemi sonrasinda her kuyucuktan toplanan lizatlarin 20ser pl'si 6nceden
etiketlenerek hazirlanmis tiiplere konularak protein miktar tayini icin ayrildi. G-lisa RhoA
aktivasyon analizi icin her kuyucuktan alinan 100 pl lizat yine buz tlzerinde onceden
etiketlenerek hazirlanmis olan 0,5 ml hacmindeki tiiplere transfer edildi. G-lisa RhoA aktivasyon
analizi icin ayrilan lizatlar hemen ¢alisma alaninda hazir bulundurulan sivi nitrojene daldirilarak

donduruldu. Sivi nitrojenden alinan lizatlar hemen -86°C derin dondurucuya aktarildi. Protein
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miktar tayini icin 96 kuyucuklu bir ELISA pleytindeki kuyucuklara 10 pl lizat ya da lizis tamponu
(blank olarak) konuldu ve her kuyucuga 290 pl Precision Red™ Advanced Protein Assay Reagent
eklenerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Ardindan pleyt ELISA okuyucu cihaza
konularak kore kars1 600 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Elde edilen sonuclar
3,75 ile carpilarak her bir kuyucuktaki lizat icin protein konsantrasyonu (mg/ml) saptandi.
Ardindan 6zdes protein konsantrasyonlarina ulasmak icin orneklere eklenmesi gereken lizis

tamponu miktarinin hesaplanmasi amaci ile asagidaki denklem kullanildi:

% X (A'minhacmi) = pul

Denklemde A konsantrasyonun ytiksek oldugu lizatin konsantrasyonu (mg/ml) ve B en diliie 6rnegin

konsantrasyonudur (mg/ml)

Tim lizatlarda esit konsantrasyonda protein bulunmasi icin her tiipe eklenmesi gereken

lizis tamponu miktari belirlendikten sonra G-lisa analizi deneyine baslandi.
3.6.2. G-LISA Analizi:

Deney baslangicinda buz tizerinde 60 pl lizis tamponu etiketli bir mikro tiibe alindi ve
tizerine 60 ul buz soguklugunda baglanma tamponu eklendi, 3-5 saniye siiresince
vortekslendikten sonra eliza reader okumasi sirasinda blank olarak kullanilmak iizere buza
gomiilerek bekletildi. 12 pl Rho kontrol proteini Eliza okumasi icin 6rnekleri eliza pleyte
yerlestirmeden hemen oOnce etiketli bir mikro tiibe alindi ve {lstiine hizlica 48 pl buz
soguklugunda lizis tamponu ve 60 pl baglanma tamponu eklendi. 3-5 saniye vortekslendikten
sonra buza goémiildii ve eliza okumasi sirasinda pozitif kontrol olarak kullanildi. Calisilmasi
planlanan gruplara yetecek sayida G-LISA stribi paketinden ¢ikarildi ve bu amagla hazirlanmis
olan strip tutucu pleyte yerlestirilerek buza géomiildi. Daha sonra G-LISA pleyt kuyucuklarinin
tabaninda bulunan tozun ¢oziinduriilmesi icin iizerine buz soguklugunda 100 pl ultra saf distile
su eklendi. Hiicre lizatlar1 -80°C derin dondurucudan ¢ikarildi. Donmus durumdaki hiicre lizatlari
oda sicakhigindaki su banyosuna alinarak ¢oziindiriildiikten sonra hizlica buz iistiine alindi.
Onceden yapilan hesaplamaya gore lizatlardaki protein konsantrasyonunun esitlenebilmesi igin
her o6rnege gereken miktarlarda lizis tamponu eklendi. Ardindan 3-5 saniye slresince
vortekslenerek homojen hale gelmesi saglandiktan sonra buza gomiildii. Bu lizatlardan 40 pl

alinarak oOnceden etiketlenerek hazirlanmis olan buz soguklugundaki bos mikrosantrifiij
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tiiplerine konuldu. Her tiipe esit hacimde baglanma tamponu eklendikten sonra 3-5 saniye
stresince vortekslenerek tekrar buz tstiine konuldu.

G-LISA striplerinin bulundugu pleyt ters ¢evrilip dokiildii ve icinde hig sivi kalmamasi i¢in
bir tezgaha yerlestirilmis bir kagit havlu rulosuna 5-7 kez sertce vurularak kuyucuklardaki tiim
distile suyun bosalmasi saglandi (deneyin tiim asamalarinda kuyucuklarin iyi bosalmamis
olmasindan otiirii sonugclar arasinda biiytk farkliliklar olmasini engellemek igin stripler hep ayni
sekilde bosaltildi). Bunun ardindan pleyt tekrar buz listiine alindi. Her kuyucuga hizlica 50 pl
hiicre lizat1 konuldu. Pleytteki iki kuyucuga sadece 50 pl blank kontrol soliisyonu konuldu. Diger
iki kuyucuga ise sadece 50 pl RhoA pozitif kontrol soliisyonu konuldu. Pleyt hizlica 4°C
sicakliktaki soguk orbital mikropleyt calkalayiciya yerlestirilerek 400 rpm hizda 30 dakika
sliresince calkalanarak inkiibe edildi. Bu sirada inkiibasyon devam ederken pleytteki strip
miktarina gore gereken miktarda antikor soliisyonu hazirlamak icin RhoA primer antikoru
antikor diliisyon tamponu ile 1/250 oraninda diliie edildi (her 8 kuyucuklu strip i¢in gereken
hacim 500 pl idi). 30 dakika sonra pleyt mikropleyt ¢alkalayicidan alinarak icindeki soliisyon
bosaltildi. Pleyt iki kez yikama tamponu ile yikandi ve tezgaha konularak pleytteki kuyucuklara
¢ok kanall1 bir pipet araciligiyla hizlica oda sicakligindaki 200 pl antijen sunum tamponu eklendi.
Pleyt oda sicakliginda 2 dakika siiresince inkiibe edildi. Bunun ardindan pleytteki sollisyon
bosaltildi ve hizlica tli¢ kez oda sicakligindaki200 pl yikama tamponu ile yikandi. Ardindan her
kuyucuga 50 pl diliie anti-RhoA primer antikoru konuldu ve pleyt oda sicakliginda mikropleyt
calkalayicida 45 dakika siiresince 400 rpm hizda ¢alkalanarak inkiibe edildi.

Primer antikor ile inkiibasyon sirasinda pleytler icin gereken miktarda sekonder antikor
soliisyonu hazirlamak icin HRP ile isaretli sekonder antikor, antikor diliisyon tamponu ile 1/62,5
oraninda diliie edildi (her 8li strip icin gereken antikor solliisyonu miktar1 500 pl idi).
Inkiibasyonun bitiminde pleyt bosaltilarak hizlica ii¢ kez 200 ul oda sicakligindaki yikama
tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 50 pl diliie sekonder antikor eklendi ve mikropleyt
calkalayiciya konularak 45 dakika siiresince oda sicakliginda 400 rpm hizda ¢alkalanarak inkiibe
edildi. Sekonder antikor inkiibasyonu sirasinda pleyt icin gereken miktarda HRP soliisyonu
hazirlamak icin HRP deteksiyon reajan soliisyonu A ve B -80°C derin dondurucudan alinarak oda
sicakligindaki su banyosunda ¢6ziilmesi saglandi. Sekonder antikor inkiibasyonunun bitiminden
hemen 6nce her iki soliisyon esit miktarda karistirilarak HRP soliisyonu hazirlandi. Sekonder
antikor ile inkiibasyon bitiminde pleyt bosaltilarak oda sicakligindaki 200 pl yikama tamponu ile
ic kez yikandi. Yikama bitiminde her kuyucuga 50 ul HRP soliisyonu eklendi ve 37°C sicaklikta
15 dakika siiresince inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklara 50 pl HRP stop soliisyonu

eklendi ve eliza okuyucuda 490 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.
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3.6.3 RhoA Translokasyonlarinin Degerlendirildigi Deney Serileri

G-LISA RhoA aktivasyon analizi yapilan deney serilerinde efektor ve inhibitorler
diferensiyasyon protokoliiniin 0. glinii belirlenmis zaman araliklarinda (0, 5., 15., 30. dakika)
hiicre kiiltiir ortamina tek basina ya da kombine olarak uygulandi. Belirlenmis zaman araliginin
bitiminde hiicreler hizlica buz iizerinde hasat edilerek G-LISA RhoA aktivasyon analizi yapildi.
RhoA translokasyonlarinin degerlendirildigi deney serileri asagidaki gibidir:

e NaNO; (107 ve 10-5 M, n=3) uygulanan gruplar (n=3)

e DETA-NO (107 ve 10-5 M, n=3) uygulanan gruplar (n=3)

e L-NAME (2X10-4ve 5x10-4 M, n=3) uygulanan gruplar (n=3)

e LPA (107 ve 10-5M, n=3) uygulanan gruplar (n=3)

e Trombin (1 ve 5 U/ml) ve RhoA inhibitéri C3 ekzoenzim (2p/ml) tek basina ya da

kombine olarak uygulandigi gruplar (n=3)

3.7. Griess Metodu ile Nitrik Oksit Metabolitlerinin Tayini

Organizmada iretilen nitrik oksidin nitrit ve nitrata metabolize olmas1 basamakli bir
reaksiyon zinciri ile olur. Plazma ve diger sivilarda NO neredeyse tiimiiyle nitrite (NO2’)
metabolize olur. Griess yontemi, nitrik oksidin en ¢ok olusan iki metabolitinin (nitrit ve nitrat)
o6lciimiine dayal bir él¢iimdiir. Ik defa 1879 yilinda tanimlanan ve basitligi nedeni ile plazma,
serum, idrar, tiikriik ve hiicre kiiltiir medyumunu iceren drneklerde analiz i¢in yaygin bir sekilde
kullanilan Griess metodunda nitrit 6nce asidik ortamda sulfanilamid gibi bir diazotize edici ajanla
muamele edilerek gecici bir diazonyum tuzu olusur. Ardindan bu ara {irtin bir esleyici ajan olan
N-naftil-etilendiamin ile reaksiyona girerek stabil bir azo bilesigi olusur. Olusan bilesigin yogun
mor rengi griess metodu ile nitrit 6l¢iimiintin 540 nm optik absorbansta 0,5 pM kadar diisiik

diizeyde yliksek hassasiyetle yapilabilmesini saglar.
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Sekil 3.4: Griess metodu ile NO 6l¢iimiiniin sematize edilmis gosterimi [632].

Nitrit/nitrat 6l¢iimii i¢in planlanan deney gruplarinda 3T3-L1 hiicreleri 6 kuyucuklu
pleytlere her kuyucukta 80.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Daha sonra kuyucuklardaki hiicreler
tam konfluent oluncaya kadar %10 buzagi serumu iceren komplete medyumda inkiibe edildi.
Kuyucuklardaki hiicrelerin tam konfluent oldugu giin-2. giin kabul edilerek hiicreler iki giin
siireyle %10 buzag1 serumu iceren komplete medyumda inkiibe edildi. Hiicreler tam konfluent
olduktan sonraki 2. giin diferensiyasyon protokoliiniin 0. giinii kabul edildi. Bu noktada medyum
degisimi yapildi ve kuyucuklara 0,5 mM IBMX, 0,25 uM deksametazon ve 1 uM insiilin iceren %10
FBS/DMEM verilerek 2 giin boyunca diferensiyasyon indiiklendi. Ardindan 2 giin stiresince (2-4.
giin) hicreler insiilin iceren %10 FBS/DMEM icerisinde inkibe edildi. Diferensiyasyon
protokoliiniin 4. giiniinden 8’inci giiniine kadar hiicreler %10 FBS/DMEM de inkiibe edildi.
Inkiibatérdeki hiicrelerin medyumu giinagir1 degistirildi. Nitrik oksit él¢iimii i¢cin belirlenen
glnlerde kuyucuklardan alinan medyum 6nceden etiketlenmis 1,5 ml hacmindeki viallere alindi
ve nitrik oksit 6l¢timii yapilana kadar -20°C sicakliktaki derin dondurucuda sakland:.

Nitrik oksit 6l¢tim deneyinden bir giin 6nce nitrik oksit 6l¢tim kitinde bulunan malzemeler
lireticinin talimatlarina gore hazirlandi, kitte bulunmayan ancak deney icin gerekli malzemeler

temin edildi.

3.7.1. Nitrit Ol¢iimii:

Deney yapilacagl zaman ornekler -20°C derin dondurucudan cikarilarak ¢oziildii. Nitrit
Olcimi icin bir eliza pleytinin yan yana ilk iki kuyucuguna 200 pl 1x reajan diliienti eklendi.
Ardindan 50pl nitrit standardi 1-7 yan yana kuyucuklara duplike olarak eklendi. 50 pl1x reajan
diliienti sifir standart olarak yan yana iki kuyucuga eklendi. Ardindan sirayla kuyucuklara 50 pl

ornek eklendi. Blank kuyucuklar1 disindaki diger tiim kuyucuklara 50 pl Griess reajani I eklendi.
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Ardindan blank disindaki tiim kuyucuklara 50 pl Griess reajani II eklendi ve iyice karistirildi. Pleyt
oda sicakliginda 10 dakika siiresince inkiibe edildi ve eliza okuyucuda 540 nm dalga boyunda

absorbansi dl¢iildii.

3.7.2. Nitrat Ol¢iimii:

Nitrat 6l¢limii icin bir eliza pleytinin yan yana ilk iki kuyucuguna 200 pl reajan diliienti
eklendi. 50 pl nitrat standardi 1-6 yan yana kuyucuklara duplike olarak eklendi. 50 pl 1x reagent
diliient yan yana kuyucuklara sifir standart olarak eklendi. Ardindan sirayla kuyucuklara 50 pl
ornek eklendi. Tiim standart ve orneklere 25 ul diliie NADH eklendi. Tiim standart ve drnek
kuyucuklarina 25 pl diliie nitrat rediiktaz soliisyonu eklendi. Pleytin tistii kapatildi ve 30 dakika
37°C sicaklikta inkiibe edildi. Blank disindaki tiim kuyucuklara 50 pl Griess reajani eklendi.
Ardindan blank disinda tiim kuyucuklara 50 pl Griess II reajani eklendi ve iyice karistirildi. Pleyt
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi ve eliza okuyucuda 540 nm dalga boyunda absorbansi

slciildii.

3.7.3. Nitrit/Nitrat 6l¢iimii Yapilan Deney Serileri

Nitrit/nitrat 6l¢limii yapilan deney serilerinde efektor ve inhibitorler diferensiyasyon
protokoliiniin belirlenmis zaman araliklar1 boyunca (0-2., 0-4., 0-8. giinleri arasinda) hiicre kiiltiir
ortamina uygulandi ve belirlenmis zaman araliginin bitiminde hiicre kiiltiir medyumunda
nitrit/nitrat 6l¢limii yapildi. Bu amagla olusturulan deney serileri asagidaki gibidir:

e iNOS indiikleyici bakteriyel lipopolisakkarid (10 ve 100 ng/ml) ve NOS inhibitéri L-

NAME (2x10-4 ve 5x10-* M) tek basina ya da kombine olarak uygulandigi gruplar (n=4)

e RhoA aktivatéri LPA (107, 10-¢, 10-> M) ve ROCK inhibitéri Y-27632 (10-> M) tek basina

ya da kombine olarak hiicre kiiltlir ortamina uygulandigi gruplar (n=4)

3.8. Aktin Hiicre iskeleti Boyanmasi

Deneyden 6nce Oregon green 488 phalloidin iireticinin talimatina gore diliie edildi ve
viallere alinarak -20°C sicakliktaki derin dondurucuya konuldu. Fiksasyon icin gereken %4’liik
formaldehid soliisyonu hazirlandi. Deney giinii, hiicre iskeleti boyamasi i¢cin 24 kuyucuklu
pleytlere ekilmis olan hiicreler inkiibatérden cikarildi ve dikkatlice bir kez 2-3 dakika siiresince
oda sicakliginda PBS (Phosphate Buffered Saline/fosfatla tamponlanmis tuzlu su) ile yikandi.
Ardindan kuyucuklardaki tiim PBS bir pipetle dikkatlice alind1 ve kuyucuklara énce 1 dakika

suresince 250 pl %4 formaldehit + %0,1 TX (triton-X 100) soltisyonu konuldu ve stire bitiminde
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dikkatlice bosaltilarak kuyucuklara bu kez 250 pl %4 formaldehit soliisyonu konuldu ve 30
dakika siiresince oda sicaklifinda inkiibe edildi. Siirenin bitiminde formaldehit bosaltilarak
hiicreler 3 kez 2-3 dakika PBS ile yikand1. PBS bosaltildiktan sonra kuyucuklara 250 pl %0,25 TX
iceren PBS konularak 10 dakika siiresince inkiibe edildi ve hiicrelerin permeabilize olmasi
saglandu. Soltisyon bosaltildi ve kuyucuklara PBS icerisinde %5 BSA (Bovine Serum Albumin), %5
NGS (Normal Goat Serum) ve %0,25 TX iceren bloklama soliisyonu eklenerek 20 dakika siiresince
oda sicakliginda bloklama yapildi.

Bloklamanin bitiminden hemen 6nce -20°C sicakliktaki derin dondurucudan c¢ikarilan
Oregon green phalloidin 1siktan etkilenmemesi icin aliiminyum folyo ile sarilmis ve boyama
yapilacak kuyucuk sayisina gore gereken miktar dnceden hesaplanarak hazirlanmis %0,5 BSA,
%5 NGS, %0,25 TX iceren PBS soliisyonuna 1/50 (hacim/hacim) oraninda eklenerek hazirlanan
boyama soliisyonundan her kuyucuga 250 pl konuldu ve oda sicakliginda, 1siktan koruyarak 20
dakika siiresince inkiibasyon yapildi. Bu asamanin ardindan, pleytleri olabildigince isiktan
koruyarak 2-3 kez 2-3 dakika siire ile PBS soliisyonu ile yikama yapildu.

Yikamanin bitmesinin ardindan pleytler Nikon Eclipse TS 100 invert mikroskopta ve
floresan atacmanina treticinin kilavuzuna gore Oregon gren 488 phalloidin icin kullanimi
onerilen FITC (Fluorescein isothiocyanate) floresan filtre kiibii (eksitasyon: 496, emisyon: 524

nm dalga boyu) takilarak 40 X biiylitmede goriintiilendi ve fotograflandi.

3.8.1. Aktin Hiicre iskeleti Boyamasi Yapilan Deney Serileri

Aktin hiicre iskeleti organizasyonundaki degisiklikleri degerlendirmek amaci ile aktin
hiicre iskeleti boyamasi yapilan deney serilerinde efektdr ve inhibitorler diferensiyasyon
protokoliiniin belirlenmis zaman araliklar1 boyunca (0. giin ve 0-2., 0-4., 0-8. giinleri arasinda)
hiicre kiiltiir ortamina uygulandi. Belirlenmis zaman araliginin bitiminde hiicreler Oregon Green
Phalloidin ile boyanarak floresan mikroskop altinda goriintiilendi. Bu amagla olusturulan deney
serileri asagidaki gibidir:

e DETA-NO (107 ve 105 M, n=4) uygulamasi yapilan gruplar

e NaNO; (107 ve 10-5 M, n=4) uygulamasi yapilan gruplar

e LPS(10ve 100 ng/ml) ve L-NAME'in (2x 10-* ve 5x10-¢ M, n=4) tek basina ya da kombine
olarak uygulandig: gruplar

e LPA(107ve 10-5M)ve Y-27632'nin (10-5 M) tek basina ya da kombine olarak uygulandigi
gruplar
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3.9. istatistiksel Analiz:

Diferensiyasyon, proliferasyon, nitrit/nitrat tayinleri ve RhoA aktivasyonu (G-LISA)
kolorimetrik olarak degerlendirildi ve veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Western
Blot teknigi ile elde edilen bantlarin analizi icin Scion Image programindan faydalanildi.
Istatistiksel degerlendirilme icin ANOVA’y1 takiben Dunnet veya Bonferroni post- hoc testi

kullanildi. P<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Proliferasyon Bulgular

4.1.1. DETA-NO Uygulamasinin Proliferasyon Uzerine EtKisi

4.1.1.1. 0-2. Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinleri arasinda 3T3-L1
hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO (10-7-10-5 M) uygulamasi yapildi. Ardindan deney protokoliiniin
2. giinii MTT proliferasyon analizi yapilarak proliferasyon degerlendirildi. DETA-NO, 0-2 giin
boyunca uygulanan konsantrasyonlarda proliferasyon lizerine anlaml bir etki gostermedi (Sekil

4.1.1.1).

DETA-NO
05— 0-2. Giin
Kontrol

DETA-NO 107 M
DETA-NO 10° M

DETA-NO 10° M

OD570/KUYUCUK

Sekil 4.1.1.1. 0-2. giin DETA-NO uygulamasinin adiposit proliferasyonu tlizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara deney protokoliiniin 0-2. giinii DETA-NO 10-7-10-> M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Ardindan DETA-NO uygulamasinin adiposit proliferasyonu
tizerine etkisi MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama #* standart
hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post
hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.1.1.2. 0-4. Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisinin

degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinii stiresince DETA-
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NO (10-7-10-5 M) uygulamasi yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 4. giinii MTT proliferasyon
analizi yapilarak proliferasyon degerlendirildi. DETA-NO, 0-2 giin boyunca uygulanan

konsantrasyonlarda proliferasyon iizerine anlaml bir etki gdstermedi (Sekil 4.1.1.2.).

i s DETA-NO
0-4.Giin EEE ontrol
< == DETA-NO 107 M
= -IT—

1.0 - i .
S == DETA-NO 10° M
>
o o -5
X E= DETA-NO 10° M
o
5 0.5+
S =

0.0 - %

Sekil 4.1.1.2. 0-4. Giin DETA-NO uygulamasinin adiposit proliferasyonu lizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara deney protokoliiniin 0-4. giinii DETA-NO 10-7-10-5 M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Ardindan deney protokoliiniin 4. ginii DETA-NO
uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi MTT proliferasyon analizi yontemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05
anlamli kabul edildi.

4.1.1.3. 0-8. Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon siirecinin 0-8. giinii siiresince DETA-NO
(10-7-10-5 M) uygulamasi yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 8. giinii MTT proliferasyon
analizi yapilarak proliferasyon degerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda

proliferasyon iizerine anlaml bir etki gostermedi (Sekil 4.1.1.3.).
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Sekil 4.1.1.3. 0-8. Giin DETA-NO uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiltiiriinde, deney protokoliiniin 0-8. glinii hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO 10-
7-10-5 M konsantrasyonda uygulandi (n=4). Ardindan 8. giin DETA-NO uygulamasinin adiposit
proliferasyonu iizerine etkisi MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler
ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yénlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.1.2. NaNO; Uygulamasinin Adiposit Proliferasyonu Uzerine Etkisi

4.1.2.1. 0-2. Giin:

Hiicre kiiltlir ortamina NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu {izerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon siirecinin 0-2. giinlerinde NaNO; (10-7-10-3
M) uygulamasi yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 2. giini MTT proliferasyon analizi
yapilarak proliferasyon degerlendirildi. Sodyum nitrit, uygulanan hi¢bir konsantrasyonda

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Sekil 4.1.2.1.).
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Sekil 4.1.2.1. 0-2. giin NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiirtinde, kuyucuklara deney protokoltiniin 0-2. giinti arasinda NaNO; 10-7-
103 M konsantrasyonda uygulandi (n=4). Ardindan deney protokoliiniin 2. giinii MTT
proliferasyon analizi yapilarak NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05
anlaml kabul edildi.

4.1.2.2. 0-4. Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon siirecinin 0-4. giinii stiresince NaNO; (10-
7-10-3 M) uygulamas1 yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 4. giinii MTT proliferasyon analizi
yapilarak proliferasyon degerlendirildi. Test edilen hicbir konsantrasyonda sodyum nitrit

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Sekil 4.1.2.2.).
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Sekil 4.1.2.2. 0-4. giin NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltliriinde, deney protokoliiniin 0-4. giinleri boyunca hiicre kiiltiir ortamina
NaNO; 10-7-10-3 M konsantrasyonda uygulandi (n=4). Ardindan deney protokoliiniin 4. giinii
NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisi MTT proliferasyon analizi yontemi
ile degerlendirildi. Veriler ortalama # standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05
anlaml kabul edildi.

4.1.2.3. 0-8. Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu {izerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon siirecinin 0-8. giinii stiresince NaNO; (10-
7-10-3 M) uygulamas1 yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 8. giiniit MTT proliferasyon analizi
yapilarak proliferasyon degerlendirildi. Test edilen hi¢bir konsantrasyonda sodyum nitrit

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Sekil 4.1.2.3.).
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Sekil 4.1.2.3. 0-8. giin NaNO; uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara deney protokoliiniin 0-8. giinii NaNO; 10-7-105 M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Ardindan deney protokoliiniin 8. giinii NaNO uygulamasinin
adiposit proliferasyonu lizerine etkisi MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi.
Veriler ortalama * standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul
edildi.

4.1.3. Lipopolisakkarid Uygulamasinin Adiposit Proliferasyonu Uzerine Etkisi ve bu

Etkinin L-NAME Varliginda Ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.1.3.1. 0-2. Giin:

Lipopolisakkarid  uygulamasinin  adiposit  proliferasyonu iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak hiicre kiiltiir ortamina diferensiyasyon siirecinin 0-2. giinii
lipopolisakkarid (10, 100 ng/ml) uygulamasi yapildi. LPS'nin etkisi L-NAME (2 ve 5x10-* M)
varliginda ya da yoklugunda degerlendirildi. MTT proliferasyon analizi sonucunda LPS,
preadiposit proliferasyonunu L-NAME varhiginda ya da yoklugunda etkilemedi. Diger taraftan tek
basina L-NAME'in de proliferasyon lizerine anlamh bir etkisi goriilmedi. (Sekil 4.1.3.1).
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Sekil 4.1.3.1. 0-2. giin L-NAME varliginda LPS uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine
etkisi. 3T3-L1 deney protokoliiniin 0-2. giinii preadiposit hiicre kiiltliriinde birer gruba tek basina
LPS (10, 100 ng/ml) uygulandi. Birer gruba L-NAME 2 ve 5x10-* M konsantrasyonda uygulandi
ve bunu takiben hiicrelere lipopolisakkarid 10, 100 ng/ml konsantrasyonda uygulandi (n=4).
Birer gruba sadece L-NAME (2 ve 5x10-4 M) uygulandi. Ardindan, bu uygulamalarin adiposit
proliferasyonu iizerine etkisi deney protokoliiniin 2. giinii yapilan MTT proliferasyon analizi
yontemi ile degerlendirildi. Uygulama proliferasyon lizerine herhangi bir etki gdstermedi. Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yénlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli
kabul edildi.

4.1.3.2. 0-4. Giin:

Lipopolisakkarid = uygulamasinin  adiposit  proliferasyonu  ilizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak hiicre kiiltiir ortamina diferensiyasyon siirecinin 0-4. giinii
lipopolisakkarid (10, 100 ng/ml) uygulamasi yapildi. LPS'nin etkisi L-NAME (2 ve 5x10-* M)
varlifinda ya da yoklugunda degerlendirildi Protokoliin 4. glinii deney sonlandirilarak MTT
proliferasyon analizi yapildi. LPS hem 10 ng/ml hem de 100 ng/ ml konsantrasyonda
proliferasyonu anlamli olarak siiprese etti. L-NAME’in (2x10-4 M) diisiik konsantrasyonda LPS
(10 ng/ml) ile kombinasyonu proliferasyondaki siipresyonu ortadan kaldirmazken, kombine
uygulama yapilan diger gruplarda proliferasyonda LPS tarafindan olusturulan siipresyonu
ortadan Kkaldirdi. Preadipositlerin tek basina L-NAME (5x104 M) ile preinkiibasyonu
proliferasyonu siiprese etti. Buna karsin, 2x10-4 M L-NAME proliferasyonda bir miktar azalmaya

neden olmakla birlikte bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadu. (Sekil 4.1.3.2.).
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Sekil 4.1.3.2. 0-4. giin L-NAME varliginda LPS uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine
etkisi. Deney protokoliiniin 0-4. giinleri boyunca birer gruba tek basina LPS (10, 100 ng/ml)
uygulandi. Birer gruba L-NAME 2 ve 5x10-* M konsantrasyonda uygulandi ve bunun ardindan
hiicrelere lipopolisakkarid 10, 100 ng/ml konsantrasyonda uygulandi (n=4). Birer gruba sadece
L-NAME (2 ve 5x10-* M) uygulandi. Ardindan, bu uygulamanin adiposit proliferasyonu iizerine
etkisi deney protokoliiniin 4. giinii yapilan MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi.
Veriler ortalama # standart hata olarak gésterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05
anlamli kabul edildi. *: P<0.05, ***: P<0.001 (kontrole karsi anlamlilik); ++: P<0.01, (tek basina
LPS uygulamasina gore anlamlilik).

4.1.3.3. 0-8. Giin:

LPS uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile
diferensiyasyon stirecinin 0-8. glinii boyunca hiicre kiiltiir ortamina lipopolisakkarid (10, 100
ng/ml) uygulamasi yapildi. LPS'nin etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varlifinda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Protokoliin 8. glinli deney sonlandirilarak proliferasyon degerlendirildi. LPS tek
basina uygulandiginda her iki konsantrasyonda da proliferasyon iizerine etki gdstermezken
diisiik doz LPS (10 ng/ml) ile L-NAME’'nin kombinasyonu proliferasyonu siiprese etti. Buna
karsilik yiiksek doz LPS (100 ng/ml) ile L-NAME'in (2 ve 5x10-* M) kombine edilmesi preadiposit
proliferasyonunu degistirmedi Bunun yani sira preadipositlerin tek basina L-NAME (2x10-4 ve

5x10-¢ M) ile preinkiibasyonu, proliferasyonu siiprese etti (Sekil 4.1.3.3).
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Sekil 4.1.3.3. 0-8. giin L-NAME varliginda LPS uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine
etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirtinde deney protokoliiniin 0-8. giinii birer gruba tek basina
LPS (10, 100 ng/ml) uygulandi. Birer gruba L-NAME 2 ve 5x10-4 M konsantrasyonda uygulandi
ve bunu takiben hiicre kiiltiir ortamina lipopolisakkarid 10, 100 ng/ml konsantrasyonda
uygulandi (n=4). Birer gruba ise tek basina L-NAME (2 ve 5x10-4 M) uygulandi. Ardindan, bu
uygulamanin adiposit proliferasyonu lizerine etkisi deney protokoliiniin 8. giinii yapilan MTT
proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama # standart hata olarak
gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test
olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01.

4.1.4. Lizofosfatidik Asit Uygulamasimin Adiposit Proliferasyonu Uzerine Etkisi ve bu

Etkinin Y-27632 Varliginda Ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.1.4.1. 0-2. Giin:

Lizofosfatidik asit uygulamasinin (10-7-10-> M) adiposit proliferasyonu tizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-2. giiniinde hiicre kiiltiir ortamina
lizofosfatidik asit uygulamasi yapildi. LPA'nin etkisi Y-27632 (10> M) varliinda ya da
yoklugunda degerlendirildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 2. giinii deney sonlandirilarak
proliferasyon degerlendirildi. LPA, tek basina 10-6 ve 105> M konsantrasyonda uygulandiginda
proliferasyonu anlamli olarak arttirdi. Bu anlamlilik Y-27632’nin LPA ile kombine edilmesi ile
ortadan kalktl. Y-27632’nin tek basina uygulanmasi preadiposit proliferasyonunu etkilemedi.

(Sekil 4.1.4.1.).
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Sekil 4.1.4.1. 0-2. giin LPA ve Y-27632 uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerin proliferasyonu
lizerine etkisi. Deney protokoliintin 0-2. giinii birer gruba LPA tek basina 10-7-10° M
konsantrasyonda uygulandi. Y-27632 (10-5 M) 3 ayr1 deney grubuna uygulandi ve bunu takiben
bu gruplardaki hiicrelere artan konsantrasyonlarda lizofosfatidik asit (10-7-10-> M) uygulamasi
yapildi (n=4). Bir gruba da Y-27632 (10-5 M) tek basina uygulandi. Ardindan, bu uygulamanin
adiposit proliferasyonu tizerine etkisi deney protokoliiniin 2. giinii yapilan MTT proliferasyon
analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel
karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve
Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01.

4.1.4.2. 0-4. Giin:

LPA uygulamasinin (107-105 M) adiposit proliferasyonu iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-4. giiniinde hiicre kiiltiir ortamina LPA
uygulamasi yapildi. LPA'nin etkisi Y-27632 (10-5 M) varliginda ya da yoklugunda degerlendirildi.
Diferensiyasyon protokoliiniin 4. giinii deney sonlandirilarak proliferasyon degerlendirildi. LPA,
uygulanan konsantrasyonlarda preadiposit proliferasyonunu arttirmakla birlikte, bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Y-27632'nin tek basina uygulanmasi preadiposit
proliferasyonunu suprese etti. Ayrica, Y-27632'nin farkli dozlarda LPA ile kombine edilmesi de

preadiposit proliferasyonunu anlamli olarak baskiladi (Sekil 4.1.4.2.).
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Sekil 4.1.4.2. 0-4. giin LPA ve Y-27632 uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerin proliferasyonu
lizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde deney protokoliiniin 0-4. giinleri boyunca
birer gruba tek basina LPA 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandi. Birer gruba ise dnce Y-27632
10-5> M konsantrasyonda uygulandi ve bunun ardindan hiicrelere lizofosfatidik asit 10-7-10-> M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir gruba tek basina 105> M konsantrasyonda Y-27632
uygulamasi yapildi. Ardindan, bu uygulamalarin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi deney
protokoliiniin 4. giinli yapilan MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler
ortalama + standart hata olarak gésterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yénlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamh
kabul edildi. **: P<0.01, ***: P<0.001 (LPA'nin tek basina uygulanmasina gore anlamlilik).

4.1.4.3. 0-8. Giin:

Lizofosfatidik asit uygulamasinin (10-7-10-> M) adiposit proliferasyonu tizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-8. giiniinde hiicre kiiltiir ortamina
lizofosfatidik asit uygulamasi yapildi. LPA'nin etkisi Y-27632 (10> M) varliinda ya da
yoklugunda degerlendirildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak
proliferasyon degerlendirildi. Hem LPA ve hem de Y-27632 tek basina uygulandiginda
preadiposit proliferasyonunu siiprese etti. Ancak, Y-27632'nin farkli dozlarda LPA ile kombine
edilmesi, preadiposit proliferasyonu ilizerine LPA tarafindan olusturulan etkide anlamli bir

degisiklige yol agmad (Sekil 4.1.4.3.).
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Sekil 4.1.4.3. 0-8. giin Y-27632 ve LPA uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerin proliferasyonu
lizerine etkisi.3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirtinde, kuyucuklara deney protokoliiniin 0-8. giinii
birer gruba LPA tek basina 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandi. Birer gruba ise dnce Y-27632
105> M konsantrasyonda uygulandi ve bunu takiben hiicrelere lizofosfatidik asit 10-7-10-> M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir gruba sadece 10> M konsantrasyonda Y-27632
uygulamasi yapildi. Ardindan, bu uygulamalarin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi deney
protokoliiniin 8. giinii MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul
edildi. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001 (kontrole kars1 anlamlilik).

4.1.5. Trombin Uygulamasinin Adiposit Proliferasyonu Uzerine Etkisi ve bu Etkinin Y-

27632 Varliginda Ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.1.5.1. 0-2. Giin:

Trombin uygulamasinin (1-5 U/ml) adiposit proliferasyonu {izerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-2. giiniinde hiicre Kkiiltiir ortamina
trombin uygulamasi yapildi. Trombinin etkisi Y-27632 (10-> M) varliginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 2. giinii deney sonlandirilarak proliferasyon
degerlendirildi. Trombin tek basina uygulandiginda 1U/ml konsantrasyonda proliferasyonu
arttirmakla beraber, bu artis anlamlh bulunmadi. Bununla birlikte tek basina 5U/ ml
konsantrasyonda uygulandiginda preadiposit proliferasyonu artt1 ve 1, 5 U/ml konsantrasyonda
trombin Y-27632 (10-> M) ile kombine edildiginde proliferasyondaki artis degismedi. Y-27632
(10-> M) tek basina uygulandiginda proliferasyon tizerine etki gostermedi (Sekil 4.1.5.1.).
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Sekil 4.1.5.1. 0-2. giin Y-27632 varliginda ya da yoklugunda trombin uygulamasinin adiposit
proliferasyonu iizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirtinde, deney protokoliiniin 0-2.
glinll trombin bir gruba tek basina 1U/ml baska bir gruba 5 U/ml konsantrasyonda uygulandu.
Birer grupta Y-27632 (10-5 M) 6n uygulamasi yapildi ve ardindan kuyucuklara trombin 1-5 U/ml
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir gruba da sadece Y-27632 (10-5 M) uygulamas1 yapildi.
Ardindan, bu uygulamalarin adiposit proliferasyonu tlizerine etkisi deney protokoliiniin 2. glinii
yapilan MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama # standart hata
olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

4.1.5.2. 0-4. Gun:

Trombin uygulamasinin (1-5 U/ml) preadiposit proliferasyonu {izerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-4. giinli boyunca hiicre kiiltiir ortamina
trombin uygulamasi yapildi. Trombinin etkisi Y-27632 (10-> M) varliginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 4. giinii deney sonlandirilarak proliferasyon
degerlendirildi. Trombin, 1U/ml konsantrasyonda uygulandiginda proliferasyonu anlaml olarak
arttirdi. 5U/ml konsantrasyonda ise proliferasyonda artis olmakla birlikte bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Y-27632 (10-5 M) ile preinkiibasyon yapilmasi proliferasyondaki artisi
tersine cevirdi (Sekil 4.1.5.2.).
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Sekil 4.1.5.2. 0-4. giin Y-27632 varliginda ya da yoklugunda trombin uygulamasinin adiposit
proliferasyonu tlizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, deney protokoliiniin 0-4.
giinii birer gruba tek basina trombin (1-5 U/ml) uygulandi. Birer grupta Y-27632 (10-> M) 6n
uygulamasi yapildi ve ardindan kuyucuklara trombin 1-5 U/ml konsantrasyonda uygulandi
(n=4). Bir gruba tek basina Y-27632 (105 M) uygulamasi yapildi. Ardindan, bu uygulamanin
adiposit proliferasyonu iizerine etkisi 4. giin yapilan MTT proliferasyon analizi yontemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar
icin tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri
kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. *: P<0.05 (kontrole karsi anlamlilik), +: P<0.05 (Tek basina
trombin uygulanan gruba gore anlamlilik).

4.1.5.3. 0-8. Giin:

Trombin uygulamasinin (1-5 U/ml) adiposit proliferasyonu iizerine etkisini
degerlendirmek amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-8. glinii boyunca hiicre kiiltiir ortamina
trombin uygulamasi yapildi. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5> M) varhiginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak proliferasyon
degerlendirildi. 1 ve 5 U/ml konsantrasyonda trombin preadiposit proliferasyonunu stimdile etti.

Buna karsilik bu artis Y-27632 varliginda tersine dondii (Sekil 4.1.5.3.).
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Sekil 4.1.5.3. 0-8. giin Y-27632 varliginda ya da yoklugunda trombin uygulamasinin adiposit
proliferasyonu tlizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, deney protokoliiniin 0-8.
glinll trombin bir gruba tek basina 1U/ml bagka bir gruba 5 U/ml konsantrasyonda uygulandu.
Birer grupta Y-27632 (10-5 M) 6n uygulamasi yapildi ve ardindan kuyucuklara trombin 1-5 U/ml
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir gruba da sadece Y-27632 (10-5 M) uygulamas1 yapildi.
Ardindan, bu uygulamanin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi 8. giin yapilan MTT
proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama # standart hata olarak
gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test
olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01,
*#*: P<0.001 (kontrole gore anlamlilik); +++: P<0.001 (tek basina trombin uygulamasina gore
anlamlilik).

4.1.6. H-1152 Uygulamasinin Adiposit Proliferasyonu Uzerine Etkisi

4.1.6.1. 0-2. Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina H-1152 (107, 10-¢ M) uygulamasinin adiposit proliferasyonu
lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon siirecinin 0-2. giini
arasinda H-1152 uygulamasi yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 2. glinii MTT proliferasyon
analizi yapilarak proliferasyon degerlendirildi. Test edilen hi¢cbir konsantrasyonda H-1152

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Sekil 4.1.6.1.).
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Sekil 4.1.6.1. 0-2. giin H-1152 uygulamasinin adiposit proliferasyonu tlizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara deney protokoliiniin 2. giinii H-1152 10-7-106¢ M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Ardindan H-1152uygulamasinin adiposit proliferasyonu
tizerine etkisi MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama # standart
hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post
hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

4.1.6.2. 0-4.Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina H-1152 (107, 10-¢ M) uygulamasinin adiposit proliferasyonu
lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile ilk olarak diferensiyasyon siirecinin 0-4. giint
stresince H-1152 uygulamasi yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 4. gtini MTT proliferasyon
analizi yapilarak proliferasyon degerlendirildi. Test edilen hicbir konsantrasyonda H-1152

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Sekil 4.1.6.2).
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Sekil 4.1.6.2. 0-4. giin H-1152 uygulamasinin adiposit proliferasyonu iizerine etkisi. H-1152 (10-
7-10-6 M) 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde deney protokoliiniin 0-4. giinii hiicre kiiltiir
ortamina uygulandi (n=4). Ardindan 4. giin H-1152 uygulamasinin adiposit proliferasyonu
tizerine etkisi MTT proliferasyon analizi yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama # standart
hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post
hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

4.1.6.3. 0-8. Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina H-1152 (107, 106 M) uygulamasinin adiposit proliferasyonu
lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-8. giinti siiresince H-
1152 uygulamasi yapilan hiicrelere deney protokoliiniin 8. giinii MTT proliferasyon analizi
yapilarak proliferasyon degerlendirildi. Test edilen her iki konsantrasyonda H-1152 preadiposit

proliferasyonunu anlaml olarak siiprese etti (Sekil 4.1.6.3).
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Sekil 4.1.6.3. 0-8. giin H-1152 uygulamasinin adiposit proliferasyonu tizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara deney protokoliiniin 0-8. ginii H-1152(10-7-10-6 M)
uygulandi (n=4). Ardindan adiposit proliferasyonu. Veriler ortalama + standart hata olarak
gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test
olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. ***: P < 0,001

4.2. Diferensiyasyon Bulgular1

4.2.1. DETA-NO Uygulamasinin Diferensiyasyon Uzerine Etkisi

4.2.1.1. 0-2. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO (10-
7-105 M) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu iizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amacla 0-2. giinler arasinda DETA-NO uygulamasi yapilan deney serilerinde
diferensiyasyon protokoliiniin 8. glinli deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi yapildi. DETA-
NO, hiicre kiltiir ortamina 10-5 M degil ama 107 ve 10-6 M konsantrasyonda uygulandiginda

preadiposit diferensiyasyonunu anlamli olarak arttirdi (Sekil 4.2.1.1).
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Sekil 4.2.1.1. 0-2 giin DETA-NO uygulamasinin diferensiyasyon iizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiirtinde, DETA-NO deney protokolii boyunca 0-2. giinler arasinda
kuyucuklara 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandi (n=11). Bunun ardindan DETA-NO’nun
adiposit diferensiyasyonu tizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler
ortalama #+ standart hata olarak gésterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P <0.05 anlaml kabul edildi. **
P<0.01.

4.2.1.2. 0-4. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO (10-
7-105 M) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu tuzerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla 0-4. giinler arasinda DETA-NO uygulamasi yapilan deney serilerinde
diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi yapildi ve
diferensiyasyon degerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda preadiposit

diferensiyasyonu lizerine anlamli bir etki gostermedi (Sekil 4.2.1.2).
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Sekil 4.2.1.2 0-4 giin DETA-NO uygulamasinin diferensiyasyon {iizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara DETA-NO deney protokolii boyunca 0-4. gilinler
arasinda 107-105 M konsantrasyonda uygulandi (n=8). Takiben DETA-NO’nun adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama
tstandart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

4.2.1.3. 4-8. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 4-8. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO (10-
7-105 M) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu iizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla 4-8. giinler arasinda DETA-NO uygulamasi yapilan deney serilerinde
diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi yapildi ve
diferensiyasyon degerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda preadiposit

diferensiyasyonu lizerine anlamli bir etki gostermedi (Sekil 4.2.1.3).
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Sekil 4.2.1.3. 4-8 giin DETA-NO uygulamasinin diferensiyasyon tizerine etkisi. DETA-NO 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiirinde kuyucuklara deney protokolii boyunca 4-8. giinler arasinda 10-7-
10> M konsantrasyonda uygulandi (n=8). Takiben DETA-NO’nun adiposit diferensiyasyonu
tizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama * standart hata
olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yénlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.2.1.4. 0-8. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. glinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina DETA-NO (10-
7-105M) uygulamasinin  3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu iizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amacla diferensiyasyon siirecinin 0-8. giinleri arasinda DETA-NO uygulamasi
yapilan deney serilerinde diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda

preadiposit diferensiyasyonu tizerine anlaml bir etki gostermedi (Sekil 4.2.1.4).
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Sekil 4.2.1.4. 0-8 giin DETA-NO uygulamasinin diferensiyasyon tizerine etkisi. 3T3-L1
preadiposit hiicre kiiltiirinde, DETA-NO deney protokolii boyunca 0-8. giinler arasinda
kuyucuklara 10-7-10-5> M konsantrasyonda uygulandi (n=8). Bunun ardindan DETA-NO’nun
adiposit diferensiyasyonu lizerine etkisi Oil Red-O boyamasi yapilarak degerlendirildi. Veriler
ortalama * standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi

4.2.2. NaNO; Uygulamasinin Diferensiyasyon Uzerine Etkisi

4.2.2.1. 0-2. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina NaNO;
(sodyum nitrit) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu iizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla hiicrelere diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinleri arasinda NaNO;
(10-4, 10-3 M) uygulandi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. Uygulanan konsantrasyonlarda NaNO;

diferensiyasyon lizerine anlamli etki gostermedi (Sekil 4.2.2.1).
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Sekil 4.2.2.1. 0-2. glin NaNO; uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu tizerine
etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara NaNO; deney protokolii boyunca 0-2.
giinler arasinda 104103 M konsantrasyonda uygulandi (n=8). Takiben NaNO;nin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-0 boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek yoénlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.2.2.2. 0-4. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina NaNO;
(sodyum nitrit) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu ftzerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla hiicrelere diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinleri arasinda NaNO;
(10-4, 10-3 M) uygulandi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. NaNO;, uygulanan konsantrasyonlarda

diferensiyasyon lizerine anlamli etki gostermedi (Sekil 4.2.2.2.).
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Sekil 4.2.2.2. 0-4. glin NaNO; uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu tizerine
etkisi. NaNO;, 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara deney protokolii boyunca 0-4.
giinler arasinda 10-4-10-3 M konsantrasyonda uygulandi (n=8). Ardindan NaNO;'nin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-0 boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.2.2.3. 4-8. Giin:

4-8. glin arasinda hiicre kiiltiir ortamina NaNO; (sodyum nitrit) uygulamasinin 3T3-L1
preadipositlerinin diferensiyasyonu {izerine etkisi degerlendirildi. Bu amagla hiicrelere
diferensiyasyon protokoliiniin 4-8. giinleri arasinda NaNO; (10#4 103 M) uyguland.
Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi yapildi ve
diferensiyasyon degerlendirildi. Uygulanan konsantrasyonlarda NaNO; diferensiyasyon {izerine

anlamli etki gostermedi (Sekil 4.2.2.3).
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Sekil 4.2.2.3. 4-8. glin NaNO; uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu tizerine
etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, kuyucuklara NaNO; deney protokolii boyunca 4-8.
giinler arasinda 104103 M konsantrasyonda uygulandi (n=8). Takiben NaNO:'nin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-O yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama * standart
hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post
hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.2.2.4. 0-8. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina NaNO;
(sodyum nitrit) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu iizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla hiicrelere diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinleri arasinda NaNO;
(10-4, 10-3 M) uygulandi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. Uygulanan konsantrasyonlarda NaNO;

diferensiyasyon lizerine anlamli etki gostermedi (Sekil 4.2.2.4).
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Sekil 4.2.2.4. 0-8. glin NaNO; uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu tizerine
etkisi. NaNO. deney protokolii boyunca kuyucuklara 0-8. giinler arasinda 104103 M
konsantrasyonda uygulandi (n=8). Ardindan NaNOz'nin adiposit diferensiyasyonu lizerine etkisi
0il Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama #* standart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel karsilagtirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.2.3. Lipopolisakkarid Uygulamasiin Diferensiyasyon Uzerine Etkisi ve bu Etkinin L-

NAME Varliginda Ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.2.3.1. 0-2. Giin:

Lipopolisakkarid uygulamasinin (LPS, 10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit diferensiyasyonu
lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-2. gliniinde hiicre
kiltiir ortamina LPS uygulamasi yapildi. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varliginda ya da
yoklugunda degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney
sonlandirilarak Oil Red O boyamasi yapildi ve bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu lizerine
etkisi degerlendirildi. LPS uygulanan konsantrasyonlarda diferensiyasyon tlzerine etki

gostermedi. L-NAME ne tek basina ne de kombine uygulamada etki gostermedi (Sekil 4.2.3.1).
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Sekil 4.2.3.1 0-2. Giin L-NAME varliginda ya da yoklugunda lipopolisakkarid uygulamasinin
diferensiyasyon tlizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde deney protokoliiniin 0-2'nci
giinleri arasinda birer gruba 10, 100 ng/ml LPS uygulandi. Birer gruba L-NAME (2 ve 5x10-4 M)
On uygulamasi yapildi ve ardindan LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandi. Birer gruba ise 2 ve 5x10-
4+ M konsantrasyonda L-NAME uygulandi. Ardindan 8’inci giin Oil Red-O boyama yontemi ile
LPS’nin adiposit diferensiyasyonu tizerine etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama * standart hata
olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yénlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

4.2.3.2. 0-4. Giin:

Lipopolisakkarid uygulamasinin (LPS, 10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit diferensiyasyonu
lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-4. giinii stiresince hiicre
kiltiir ortamina LPS uygulamasi yapildi. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varliginda ya da
yoklugunda degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney
sonlandirilarak Oil Red O boyamasi yapildi ve bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu lizerine
etkisi degerlendirildi. Diferensiyasyon siirecinin 0-4’tincii glinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina
LPS uygulanmasi adiposit diferensiyasyonunu anlaml olarak azaltti, L-NAME 6n uygulamasi bu

etkiyi degistirmedi (Sekil 4.2.3.2.).
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Sekil 4.2.3.2. 0-4. giin L-NAME varliginda ya da yoklugunda lipopolisakkarid uygulamasinin
diferensiyasyon iizerine etkisi. LPS birer grupta 3T3-L1 hiicrelerine deney protokoliiniin 0-
4’lincii giinleri arasinda 10, 100 ng/ml uygulandi. Birer gruba L-NAME (2 ve 5x10-4 M) 6n
uygulamasi yapildi ve ardindan LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandi. Birer gruba ise 2 ve 5x10-
M konsantrasyonda L-NAME uygulandi. Ardindan bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu
tizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama * standart hata
olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc
test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. *: P<0.05

4.2.3.3. 4-8. Giin:

LPS uygulamasinin (10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit diferensiyasyonu tlizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 4-8. giinii siiresince hiicre kiiltiir ortamina
LPS uygulamasi yapildi. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10#* M) varlhiginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliintin 8. glinti deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu tiizerine etkisi degerlendirildi.
Diferensiyasyon siirecinin 4-8’inci giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina LPS uygulanmasi
adiposit diferensiyasyonunu anlaml olarak azaltti, L-NAME 6n uygulamasi bu etkiyi degistirmedi
(Sekil 4.2.3.3.).
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Sekil 4.2.3.3. 4-8. giin L-NAME varliginda ya da yoklugunda lipopolisakkarid uygulamasinin
diferensiyasyon iizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, deney protokolii boyunca
4-8’inci glinler arasinda birer gruba 10, 100 ng/ml LPS uygulandi. Birer gruba L-NAME (2 ve
5x10-4 M) 6n uygulamasi yapildi ve ardindan LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandi. Birer gruba ise
2 ve 5x10#* M konsantrasyonda L-NAME uygulandi. Ardindan bu uygulamanin adiposit
diferensiyasyonu tizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yoénlii varyans analizi
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. *: P<0.05.

4.2.3.4. 0-8. Giin:

LPS uygulamasmmin (10, 100 ng/ml) preadiposit diferensiyasyonu {lizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-8. giinli boyunca hiicre kiiltiir ortamina
LPS uygulamasi yapildi. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varliginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi degerlendirildi.
Diferensiyasyon siirecinin 0-8’inci giinleri arasinda LPS uygulamasi adiposit diferensiyasyonunu

anlamli olarak azaltti, L-NAME 6n uygulamasi bu etkiyi degistirmedi (Sekil 4.2.3.4.).
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Sekil 4.2.3.4. 0-8. giin L-NAME varliginda ya da yoklugunda lipopolisakkarid uygulamasinin
diferensiyasyon tizerine etkisi. Deney protokolii boyunca 0-8’inci glinler arasinda birer gruba tek
basina 10, 100 ng/ml LPS uygulandi. Birer gruba L-NAME (2 ve 5x10-4 M) 6n uygulamasi yapildi
ve ardindan LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandi. Birer gruba ise 2 ve 5x10-* M konsantrasyonda
L-NAME uygulandi. Ardindan bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu tizerine etkisi Oil Red-0
boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama #* standart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel karsilagtirmalar icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. *: P<0.05

4.2.4. Lizofosfatidik Asit Uygulamasimin Diferensiyasyon Uzerine Etkisi ve bu Etkinin Y-

27632 Varhiginda Ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.2.4.1. 0-2. Giin:

Lizofosfatidik asit (10-7-10-> M) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu tzerine
etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-2. giinii boyunca hiicre kiiltiir
ortamina LPA uygulamasi yapildi. LPA’'nin etkisi Y-27632 (10-5 M) varliginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi degerlendirildi.
LPA, uygulandig: tim konsantrasyonlarda diferensiyasyonu anlamh diizeyde azaltt1. Y-27632 tek
basina uygulandiginda diferensiyasyonu arttirmakla birlikte, bu artis anlamli kabul edilmedi.

LPA'nin Y-27632 ile kombine uygulanmasi LPA'nin etkisini degistirmedi (Sekil 4.2.4.1).
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Sekil 4.2.4.1 0-2. giin Y-27632 varhiginda ya da yoklugunda LPA uygulamasinin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiltiirtinde, kuyucuklara deney
protokoliiniin 0-2. glinii birer gruba yalniz basina 10-7-10-M konsantrasyonda LPA uygulandi.
Birer gruba Y-27632 10-5 M konsantrasyonda uygulandi ve bunu takiben hiicrelere LPA 10-7-10-5
M konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir gruba ise tek basina 10-> M konsantrasyonda Y-27632
uygulamas1 yapildi. Ardindan 8’inci giin Oil Red-O boyama yodntemi ile LPA’'nin adiposit
diferensiyasyonu tlizerine etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01, *:
P<0.001 (kontrole kars1 anlamlilik).

4.2.4.2. 0-4. Giin:

Lizofosfatidik asit (10-7-10-> M) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu {izerine
etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 0-4. giinii boyunca hiicre kiiltiir
ortamina LPA uygulamasi yapildi. LPA’'nin etkisi Y-27632 (10-5 M) varliginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliiniin 8. glinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu {izerine etkisi degerlendirildi. Y-
27632 tek basina uygulandiginda diferensiyasyonu belirgin olarak arttirdi. LPA uygulamasi bu
artisi ortadan kaldird: (Sekil 4.2.4.2.).
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Sekil 4.2.4.2. 0-4. glin Y-27632 varliginda ya da yoklugunda LPA uygulamasinin adiposit
diferensiyasyonu lizerine etkisi. LPA, 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde deney protokoliiniin
0-4’lincii glinl birer gruba yalniz basina 10-7-10-> M konsantrasyonda uygulandi. Birer gruba Y-
27632 105 M konsantrasyonda uygulandi ve bunu takiben hiicrelere LPA 10-7-105 M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir gruba ise 10-5> M konsantrasyonda Y-27632 uygulamasi
yapildi. Ardindan 8'inci giin Oil Red-O boyama yontemi ile LPA'nin Y-27632 varlifinda ya da
yoklugunda adiposit diferensiyasyonu lizerine etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama + standart
hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post
hoc test olarak Bonferroni ve Dunnet testleri kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi. +: P<0.05 (Y-
27632’ye gore anlamlilik), +: P<0.01, ***: P<0.001(kontrole gore anlamlilik).

4.2.4.3. 4-8. Giin:

Lizofosfatidik asit (10-7-10-> M) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu Ulzerine
etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon siirecinin 4-8. giinii boyunca hiicre kiiltiir
ortamina LPA uygulamasi yapildi. LPA’'nin etkisi Y-27632 (10-5 M) varliginda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi ile adiposit diferensiyasyonu analiz edildi. Y-27632 uygulamasinin adiposit
diferensiyasyonu lizerine etkisi olmadi. LPA hem tek basina uygulandiginda hem de Y-27632 6n

uygulamasi yapilmis hiicrelere uygulandiginda herhangi bir etki gézlenmedi (Sekil 4.2.4.3.).
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Sekil 4.2.4.3 4-8. giin Y-27632 varhginda ya da yoklugunda LPA uygulamasinin adiposit
diferensiyasyonu lizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde deney protokoliiniin 4-
8’inci glnleri arasinda birer gruba tek basina 10-7-10-5 M konsantrasyonda LPA uygulandi. Birer
gruba 10-5 M konsantrasyonda Y-27632 6n uygulamasi yapildi ve bunu takiben hiicrelere LPA 10-
7-10-5 M konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir gruba ise tek basina 10> M konsantrasyonda Y-
27632 uygulamasi yapildi. Ardindan 8’inci giin Oil Red-O boyama ydntemi ile LPA'nin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama # standart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel karsilagtirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak
Dunnet ve Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

4.2.4.4. 0-8. Giin:

Lizofosfatidik asit (10-7-10-5> M) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu {izerine
etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-8. giinii boyunca hiicre kiltiir
ortamina LPA uygulamasi yapildi. LPA’'nin etkisi Y-27632 (10-5> M) varlifinda ya da yoklugunda
degerlendirildi. Ardindan diferensiyasyon protokoliiniin 8. glinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi degerlendirildi.
LPA test edilen biitiin konsantrasyonlarda diferensiyasyonu arttirici yéonde etki olusturuyor
olmasina ragmen bu artislar istatistiksel anlamliliga ulasamadi. Buna karsilik Y-27632 tek basina
uygulandiginda diferensiyasyonu belirgin olarak arttirdi. LPA ile Y-27632’nin kombinasyonu

diferensiyasyonda anlaml bir degisiklik olusturmadi (Sekil 4.2.4.4.).
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Sekil 4.2.4.4. 0-8. glin Y-27632 varliginda ya da yoklugunda LPA uygulamasinin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde deney protokoliiniin 0-8.
giinii birer gruba yalniz basina LPA 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandi. Birer gruba ise Y-
27632 105 M konsantrasyonda uygulandi ve ardindan hiicrelere LPA 107-105 M
konsantrasyonda uygulandi (n=4). Bir diger gruba 10-> M konsantrasyonda Y-27632 uygulamasi
yapildi. Ardindan 8’inci giin Oil Red-O boyama yontemi ile LPA'nin adiposit diferensiyasyonu
lizerine etkisi degerlendirildi. Veriler ortalama * standart hata olarak goésterildi. Istatistiksel
karsilastirmalar igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve
Bonferroni testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. ***: P<0.001 (kontrole gore anlamllik).

4.2.5. Trombin Uygulamasinin Diferensiyasyon Uzerine Etkisi ve bu Etkinin Y-27632

Varliginda Ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.2.5.1. 0-2 Giin:

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-2. giinti boyunca hiicre kiiltiir ortamina
trombin uygulamasi yapildi. Trombinin etkisi Y-27632 (10-> M) varliginda ya da yoklugunda test
edildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi ile
adiposit diferensiyasyonu degerlendirildi. Trombin tek basina uygulandiginda etki olusmazken,
Y-27632 uygulamasi adiposit diferensiyasyonunu anlamli olarak arttirdi. Trombin uygulamas1 Y-

27632'nin etkisini ortadan kaldird: (Sekil 4.2.5.1).
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Sekil 4.2.5.1. 0-2. giin Y-27632 varliginda trombin uygulamasinin adiposit diferensiyasyonu
lizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, deney protokolii boyunca 0-2'nci gilinler
arasinda birer gruba trombin (1, 5 U/ml, n=4) uyguland1. Birer grupta ise Y-27632 (10-> M) 6n
uygulamasi yapilmis 3T3-L1 hiicrelerine trombin (1, 5 U/ml, n=4) uygulandi. Bir baska gruba da
Y-27632 (105 M) konsantrasyonda uygulandi. Ardindan trombin uygulamasinin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-0 boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler ortalama *
standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yoénlii varyans analizi
(ANOVA) ve Dunnet ya da Bonferroni post hoc testleri kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi. **:
P<0.01 (Kontrole karsi anlamlilik), +++: P<0.001 (Y-27632 uygulanan hiicreler ile Y-27632 6n
uygulamasinin ardindan trombin uygulamas1 yapilmis hiicreler arasinda istatistiksel analiz
sonucunda bulunan anlamlilik).

4.2.5.2. 0-4. Guin:

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu iizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-4. giinti boyunca hiicre kiiltiir ortamina
trombin uygulamasi yapildi. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5> M) varliginda ya da yoklugunda test
edildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi ile
adiposit diferensiyasyonu degerlendirildi. Trombin tek basina uygulandiginda adiposit
diferensiyasyonunu anlamli olarak azaltti. Y-27632'nin tek basina uygulanmasi adiposit
diferensiyasyonunu anlamli olarak arttirdi. Trombin ile Y-27632 kombinasyonu, tek basina Y-

27632 ile arttirilan diferensiyasyonu baskiladi (Sekil 4.2.5.2.).
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Sekil 4.2.5.2. 0-4. glin Y-27632 varliginda trombin uygulamasinin adiposit diferensiyasyonu
lizerine etkisi. Trombin (1-5 U/ml, n=4) 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde deney protokolii
boyunca 0-4’iincii glinler arasinda birer gruba tek basina uygulandi. Birer gruba ise Y-27632 (10-
5M) 6n uygulamasi yapildi ve ardindan trombin (1, 5 U/ml, n=4) uygulandi. Bir gruba da Y-27632
(105 M) konsantrasyonda uygulandi. Ardindan Y-27632 varliginda ya da yoklugunda trombin
uygulamasinin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Dunnet ya da Bonferroni post hoc testleri kullanildi.
P<0.05 anlaml kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01 (kontrole karsi anlamlilik), +++: P<0.001 (Y-
27632 uygulanan hiicreler ile Y-27632 6n uygulamasinin ardindan trombin uygulamasi yapilmis
hiicreler arasinda istatistiksel analiz sonucunda bulunan anlamlilik).

4.2.5.3. 4-8. Guin:

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu tlizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 4-8. giinti boyunca hiicre kiiltiir ortamina
trombin uygulamasi yapildi. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5> M) varliginda ya da yoklugunda test
edildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi ile
adiposit diferensiyasyonu degerlendirildi. Trombin tek basina uygulandiginda adiposit
diferensiyasyonunu anlamli olarak azaltti. Y-27632'nin tek basina uygulanmasi adiposit
diferensiyasyonunu anlaml olarak arttirdi. Y-27632 ve trombinin birlikte uygulandig1 deney
serilerinde trombin tarafindan Rho/Rho-kinaz yolaginin aktive edilmesi sonucu

diferensiyasyonda gézlenen anlamli azalmayi ortadan kaldirdi (Sekil 4.2.5.3.).

110



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Trombin ve/lveya Y-27632

1.0 - 4-8. Giin
I Kontrol
*
« 0.8 A T = Trombin 1 U/ml
3 T Trombin 5 U/ml
3 i .
206 = Trombin 1 U/mI+Y-27632 10° M
) - .
< =+ B Trombin 5 U/mI+Y-27632 10° M
S i .
> 0.4 Y-27632 10° M
[a]
R

© 0.2

0.0 -

Sekil 4.2.5.3. 4-8. glin Y-27632 varliginda trombin uygulamasinin adiposit diferensiyasyonu
tizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde, deney protokolti boyunca 4-8’inci giinler
arasinda birer gruba tek basina trombin (1-5 U/ml, n=4) uygulandi. Birer grupta ise Y-27632 (10
5 M) 6n uygulamasi yapilmis 3T3-L1 hiicrelerine trombin (1, 5 U/ml, n=4) uygulandi. Bir gruba da
Y-27632 (105 M) konsantrasyonda uygulandi. Ardindan bu uygulamanin adiposit
diferensiyasyonu iizerine etkisi 8. giin yapilan Oil Red-O boyama ydntemi ile degerlendirildi.
Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yénlii
varyans analizi (ANOVA) ile Dunnet ve Bonferroni post hoc testleri kullanildi. P<0.05 anlamh
kabul edildi. *: P<0.05, (kontrole karsi anlamlilik); +++: P<0.001 (Y-27632 uygulanan hiicreler ile
Y-27632 6n uygulamasinin ardindan trombin uygulamasi yapilmis hiicreler arasinda istatistiksel
analiz sonucunda bulunan anlamlilik.

4.2.5.4. 0-8. Gun:

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasinin preadiposit diferensiyasyonu tizerine etkisinin
degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-8. giinli boyunca hiicre kiiltiir ortamina
trombin uygulamasi yapildi. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varliginda ya da yoklugunda test
edildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O boyamasi ile
adiposit diferensiyasyonu degerlendirildi. Trombin adiposit diferensiyasyonunu anlamli olarak
azaltti. Y-27632 trombin ile kombine uygulandiginda trombin tarafindan olusturulan
supresyondaki anlamlhlik ortadan kalkti. Y-27632, tek basina uygulandiginda diferensiyasyonu
anlamli olarak arttirdi. (Sekil 4.2.5.4).
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Sekil 4.2.5.4. 0-8. giin Y-27632 varliginda trombin uygulamasinin adiposit diferensiyasyonu
lizerine etkisi. Deney protokolii boyunca 0-8'inci giinler arasinda birer gruba trombin (1, 5 U/ml,
n=4) uygulandi. Birer gruba Y-27632 (10-5 M) 6n uygulamasi yapild1 ve ardindan trombin (1, 5
U/ml, n=4) uygulandi. Bir baska gruba da Y-27632 (10-5 M) konsantrasyonda uygulandi. Ardindan
bu uygulamanin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-O boyama yodntemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gésterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile Dunnet ve Bonferroni post hoc testleri kullanildi.
P<0.05 anlamh kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01(kontrole kars1 anlamlilik); +++: P<0.001 (Y-
27632 uygulanan hiicreler ile Y-27632 6n uygulamasinin ardindan trombin uygulamasi yapilmis
hiicreler arasinda istatistiksel analiz sonucunda bulunan anlamlilik).

4.2.6. H-1152 Uygulamasinin Diferensiyasyon Uzerine Etkisi

4.2.6.1. 0-2. Giin:

Diferensiyasyon protokoliintin 0-2. giinleri arasinda hticre kiiltlir ortamina selektif ROCK
inhibitord H-1152  (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil)  sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-
diazepin dihidroklorid) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu iizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla hiicrelere diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinleri arasinda H-1152
(107, 10-¢ M) uygulandi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. H-1152, uygulanan her iki konsantrasyonda

da 3T3-L1 preadipositlerinin differensiyasyonu tizerine etki gostermedi (Sekil4.2.6.1.).
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Sekil 4.2.6.1. 0-2. giin H-1152 uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu
tizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirtinde, kuyucuklara H-1152 deney protokolii
boyunca 0-2. glinler arasinda 10-7, 10-¢ M konsantrasyonda uygulandi (n=4). Takiben H-1152’nin
adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi. Veriler
ortalama #+ standart hata olarak gésterildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.2.6.2. 0-4. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina selektif ROCK
inhibitoric. H-1152  (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil)  sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-
diazepin dihidroklorid) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu tizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla hiicrelere diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinleri arasinda H-1152
(107, 10-¢ M) uygulandi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. H-1152’nin diferensiyasyon protokoliiniin
0-4. glinleri arasinda uygulanmasi 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonunu anlamh olarak

arttirdi (Sekil 4.2.6.2.).
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Sekil 4.2.6.2. 0-4. giin H-1152 uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu
lizerine etkisi. H-1152 deney protokolii boyunca 3T3-L1 preadiposit hiicre Kkiiltiirtinde
kuyucuklara 0-4. giinler arasinda 10-7, 10-¢ M konsantrasyonda uygulandi (n=4). Takiben H-
1152’nin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile degerlendirildi.
Veriler ortalama # standart hata olarak gésterildi. istatistiksel karsilastirmalar icin tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul
edildi. *: P<0.05 (kontrole gore anlamlilik).

4.2.6.3. 4-8. Giin:

Diferensiyasyon protokoliintin 4-8. giinleri arasinda hticre kiiltlir ortamina selektif ROCK
inhibitéri H-1152  (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil)  sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-
diazepin dihidroklorid) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu {izerine etkisi
degerlendirildi. Bu amacla hiicrelere diferensiyasyon protokoliiniin 4-8. giinleri arasinda H-1152
(107, 10-¢ M) uygulandi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. H-1152, uygulanan her iki konsantrasyonda

da 3T3-L1 preadipositlerinin differensiyasyonu {lizerine etki gostermedi (Sekil 4.2.6.3.).
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Sekil 4.2.6.3. 4-8. gin H-1152 uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
diferensiyasyonu iizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirtinde, kuyucuklara H-1152
deney protokolii boyunca 4-8. glinler arasinda 10-7, 10-¢ M konsantrasyonda uygulandi (n=4).
Takiben H-1152'nin adiposit diferensiyasyonu tizerine etkisi Oil Red-O boyama yontemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilastirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05
anlamli kabul edildi.

4.2.6.4. 0-8. Giin:

Diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinleri arasinda hiicre kiiltiir ortamina selektif ROCK
inhibitoritc. H-1152  (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil)  sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-
diazepin dihidroklorid) uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu tizerine etkisi
degerlendirildi. Bu amagla hiicrelere diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinleri arasinda H-1152
(107, 10-¢ M) uygulandi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney sonlandirilarak Oil Red O
boyamasi yapildi ve diferensiyasyon degerlendirildi. H-1152’nin diferensiyasyon protokoliiniin
0-8. giinleri arasinda 10¢ M konsantrasyonda uygulanmasi 3T3-L1 preadipositlerinin

diferensiyasyonunu anlamli olarak arttird: (Sekil 4.2.6.4.).
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Sekil 4.2.6.4. 0-8. gin H-1152 uygulamasinin 3T3-L1 preadipositlerinin
diferensiyasyonu iizerine etkisi. H-1152, 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirtinde kuyucuklara
deney protokoll boyunca 0-8. glinler arasinda 10-7, 10-¢ M konsantrasyonda uygulandi (n=4).
Bunu takiben H-1152’nin adiposit diferensiyasyonu iizerine etkisi Oil Red-0 boyama yontemi ile
degerlendirildi. Veriler ortalama + standart hata olarak gosterildi. Istatistiksel karsilagtirmalar
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05
anlamli kabul edildi. *: P<0.05 (kontrole gore anlamlilik).

4.3. Western-Blot Bulgular

4.3.1. LPS’in Rho-Kinaz (ROCK-2) Enzim Ekspresyonu Uzerine Etkisi:

4.3.1.1. Diisiik Konsantrasyonda LPS'nin ROCK-2 Enzim Ekspresyonu Uzerine Etkisi ve Bu
Etkinin L-NAME Varliginda ya da Yoklugunda degerlendirilmesi

LPS uygulamasinin (10, 100 ng/ml) 3T3-L1 diferensiyasyon siirecinde Rho-kinaz (ROCK)
enzim ekspresyonlari tizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile diferensiyasyon stirecinin 0-
8. glinii boyunca hiicre kiiltiir ortamina LPS uygulamasi yapildi. LPS’in etkisi L-NAME (2x10-4 M)
varliginda ya da yoklugunda degerlendirildi. Diferensiyasyon protokoliiniin 8. giinii deney
sonlandirilarak Western blot yapildi. LPS 10 ng/ml konsantrasyonda uygulandiginda Rho-kinaz
(ROCK-2) enzim diizeyinde belirgin bir artis olusturdu (Sekil 4.3.1.1). LPS (10 ng/ml) ile kombine
olarak uygulanan non-spesifik nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitori L-NAME (2x10-4 M), LPS'nin
ROCK-2 enzim ekspresyonu lizerine olan etkisini degistirmedi. Tek basina L-NAME uygulamasi
da ROCK-2 ekspresyonunda anlamli bir artis olusturdu (Sekil 4.3.1.1.A). Benzer sekilde daha
yliksek konsantrasyonda uygulanan LPS (100 ng/ml) de ROCK-2 ekspresyonunu anlaml olarak
artirirken yine L-NAME, bu artis tizerine etkisiz bulundu. Ayrica L-NAME tek basina ROCK-2
ekspresyonunda bir degisiklik yapmadi (Sekil 4.3.1.B).
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Sekil 4.3.1.1.A. 2x10*M L-NAME varliginda ya da yoklugunda LPS'in (10 ng/ml) 3T3-L1
hiicrelerinde Rho-kinaz enzim ekspresyonlari iizerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post-konfluent 2.
glinden (diferensiyasyon protokoliiniin 0. giinii) itibaren 8 giin boyunca nitrik oksit sentaz
inhibitéri  NG-nitro-L-arginin (2x104 M) varhifinda ya da yoklugunda bakteriyel
lipopolisakkarite (10 ng/ml) maruz birakildi. Daha sonra hiicreler buz tizerinde hasat edilip lizis
tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel
elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarilan proteinler spesifik ROCK-2
antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjiige sekonder antikora maruz
birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarild1 ve goriintillenen bantlar Scion image
programi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz icin ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi
uygulandi. P<0.05 anlaml kabul edildi. *: P<0.05 (kontrole gore anlamhlik).
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Sekil 4.3.1.1.B. 2x10-*M L-NAME varliginda ya da yoklugunda LPS’in (100 ng/ml) 3T3-L1
hiicrelerinde Rho-kinaz enzim ekspresyonlari iizerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post-konfluent 2.
giinden (diferensiyasyon protokoliiniin 0. giinii) itibaren 8 giin boyunca nitrik oksit sentaz
inhibitéri  NG-nitro-L-arginin (2x104 M) varhifinda ya da yoklugunda bakteriyel
lipopolisakkarite (100 ng/ml) maruz birakildi. Daha sonra hiicreler buz tizerinde hasat edilip lizis
tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel
elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarilan proteinler spesifik ROCK-2
antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjiige sekonder antikora maruz
birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarild1 ve goriintillenen bantlar Scion Image
programi ile analiz edildi. istatistiksel analiz icin ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi
uygulandi. P<0.05 anlaml kabul edildi. **: P<0.01 (kotrole gore anlamlilik).

4.3.1.2. Yiiksek Konsantrasyonda LPS’nin ROCK-2 Enzim Ekspresyonu Uzerine Etkisi
ve Bu Etkinin L-NAME Varhginda ya da Yoklugunda degerlendirilmesi

ROCK ekspresyonu tlizerine LPS'nin olusturdugu artisi ortadan kaldirmak i¢in uygulanan
L-NAME'in konsantrasyonunun olasi yetersizligi ihtimaline karsi 3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina
uygulanan 100 ng/ml LPS’in ortamda 5x10-4 M L-NAME varliginda ya da yoklugundaki etkileri
degerlendirildi. L-NAME, daha yliksek konsantrasyonda uygulanmasina ragmen hala LPS ile
indiiklenen ROCK-2 up-regulasyonunu degistirmedi (Sekil 4.3.1.2).
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Sekil 4.3.1.2. 5x10-4 M L-NAME Varliginda Ya da Yoklugunda LPS’in (100 ng/ml) etkisi. 3T3-L1
hiicreleri post-konfluent 2. glinden (diferensiyasyon protokoliiniin 0. giinii) itibaren 8 giin
boyunca 5x10-* M L-NAME varliginda ya da yoklugunda LPS’e (100 ng/ml) maruz birakildi. Daha
sonra hiicreler buz lizerinde hasat edilip lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda
proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF
membrana aktarilan proteinler spesifik ROCK-2 antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra
uygun bir HRP-konjlige sekonder antikora maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere
aktarildi ve goriintiilenen bantlar Scion Image programu ile analiz edildi. istatistiksel analiz i¢cin
ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi uygulandi. P<0.05 anlamli kabul edildi *: P<0.05
(kontrole gore anlamlilik.

4.3.2. Nitrik Oksit Donorii DETA-NO’nun 3T3-L1 Hiicrelerinde Rho-Kinaz Enzim

Ekspresyonlan Uzerine Etkisi
NO donérii DETA-NO ‘nun 3T3-L1 preadipositlerinde Rho-kinaz enzim ekspresyonlari

lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaci ile DETA-NO 8 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda

(10-7-10-5 M) uygulandi ve ardindan Western blot metodu ile Rho-kinaz enzim ekspresyonlari
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analiz edildi. 0-8. giinler arasinda DETA-NO uygulamasi 3T3-L1 hiicrelerinde ROCK-2
ekspresyonlarinda anlaml bir degisiklik yapmadi (Sekil 4.3.2.).
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Sekil 4.3.2. Nitrik oksit donoérii DETA-NO'nun 3T3-L1 hiicrelerinde Rho-kinaz enzim
ekspresyonlar1 tlzerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post-konfluent 2. giinde uygulanarak 8 giin
boyunca bir nitrik oksit donérii DETA-NO (10-7-10-5> M) ile muamele edildi. Daha sonra hiicreler
buz lizerinde hasat edilip lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler %10’luk
SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarilan
proteinler spesifik ROCK-2 antikoru (1:500) muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjlige
sekonder antikora maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarildi ve goriintiilenen
bantlar Scion Image programu ile analiz edildi. Istatistiksel analiz icin ANOVA ve post hoc test
olarak Dunnet testi uygulanmistir.

4.3.3. LPS Uygulamasinin 3T3-L1 hiicrelerinde indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Enzim Ekspresyonu Uzerine EtKisi

8 giin boyunca uygulanan bakteriyel lipopolisakkarit (10, 100 ng/ml) 3T3-L1

hiicrelerinde iNOS ekspresyonlarini anlamli olarak artirdi. Bu artis konsantrasyon-bagiml

degildi (Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.3 Bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hiicrelerinde Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(NOS-2) enzim ekspresyonlar1 Uzerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post-konfluent 2. giinde
uygulanarak 8 gilin boyunca bakteriyel lipopolisakkarite (10 ng/ml ve 100 ng/ml) maruz
birakildi. Daha sonra hiicreler buz izerinde hasat edilip lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit
miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben
PVDF membrana aktarilan proteinler spesifik iNOS antikoru ile (1:500) muamele edildikten
sonra uygun bir HRP-konjiige sekonder antikora maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik
filmlere aktarildi ve goriintiilenen bantlar Scion image programu ile analiz edildi. **: P<0.01,
[statistiksel analiz icin ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi uygulanmustir.

4.3.4. LPS Uygulamasinin 3T3-L1 Hiicrelerinde LIM Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.3.4.1. Dusiik konsantrasyonda LPS Uygulamasinin 3T3-L1 Hiicrelerinde LIM Kinaz

Aktivitesi Uzerine Etkisi

3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) uygulanmasinin farklh

zaman dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu {izerine etkisi degerlendirildi. 3T3-L1 hiicrelerinin
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LPS'ye (10 ng/ml) maruz birakilmasi, 5. ve 15. dakikalarda LIMK fosforilasyonunu
degistirmezken, 30. dakikada anlamli olarak LIMK fosforilasyonunu artirdi. Bu artis 30. dakikada
ortadan kalkt1 (Sekil 4.3.4.1.).
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Sekil 4.3.4.1. 10 ng/ml bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hiicrelerinde LIM Kinaz aktivitesi
tizerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post konfluent 2. giinde LPS’ye (10 ng/ml) farkli zaman
araliklarinda (0, 5, 15, 30 dk) maruz birakildi ve her bir zaman araliginin bitiminde hiicreler buz
tizerinde hizlica fosfataz inhibitorii eklenmis lizis tamponu ile hasat edildi. Ardindan yine fosfataz
inhibitori eklenmis lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler %10’luk SDS
poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarilan proteinler
spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjiige sekonder
antikora maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarildi ve gériintiilenen bantlar
Scion Image programu ile analiz edildi. Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test
olarak Dunnet testi uygulandi. P<0.05 anlaml kabul edildi. *: P<0.05.
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4.3.4.2. Yiiksek Konsantrasyonda LPS Uygulamasinin 3T3-L1 Hiicrelerinde LIM Kinaz

Aktivitesi Uzerine Etkisi

3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) uygulanmasinin farklh
zaman dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu tzerine etkisi degerlendirildi. 3T3-L1 hiicrelerinin
LPS’ye (100 ng/ml) maruz birakilmasi 5. dakikada bir degisiklik yapmazken, 15. dakikada anlamli
olarak LIMK fosforilasyonunu artirdi. Bu artis 30. dakikada ortadan kalkti. (Sekil 4.3.4.2).
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Sekil 4.3.4.2. 100 ng/ml bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hiicrelerinde LIM Kinaz aktivitesi
tizerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post konfluent 2. giinde LPS’ye (10 ng/ml) farkli zaman
araliklarinda (0, 5, 15, 30 dk) maruz birakildi ve her bir zaman aralifinin bitiminde hiicreler buz
tizerinde hizlica fosfataz inhibitorii eklenmis lizis tamponu ile hasat edildi. Ardindan yine fosfataz
inhibitori eklenmis lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler %10’luk SDS
poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarilan proteinler
spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjiige sekonder
antikora maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarildi ve goriintiilenen bantlar
Scion Image programu ile analiz edildi. Veriler, ortalamazstandart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05
anlamli kabul edildi. *: P<0.05
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4.3.5.2x10-+M L-NAME Varliginda Bakteriyel Lipopolisakkaridin 3T3-L1 Hiicrelerinde LIM

Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

3T3-L1 hiicrelerinin 2x10-4 M L-NAME ile preinkiibasyonundan sonra (30 dk.) bakteriyel
lipopolisakkarit (LPS) uygulanmasimin farkli zaman dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu
tizerine etkisi degerlendirildi. 3T3-L1 hiicrelerinin L-NAME sonrasi LPS’ye (10 ng/ml) maruz
birakilmasi test edilen hi¢cbir zaman diliminde LIMK fosforilasyonunu degistirmedi (Sekil 4.3.5.).
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Sekil 4.3.5. 2x10-4 M L-NAME varliginda bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hiicrelerinde LIM
Kinaz aktivitesi Gizerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post konfluent 2. giinde LPS’ye (10 ng/ml) farkh
zaman araliklarinda (0, 5, 15, 30 dk) maruz birakild1 ve her bir zaman aralifinin bitiminde
hiicreler buz lizerinde hizlica fosfataz inhibitorii eklenmis lizis tamponu ile hasat edildi. Ardindan
yine fosfataz inhibitort eklenmis lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler
%10’luk SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana
aktarilan proteinler spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir
HRP-konjlige sekonder antikora maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarildi ve
goriintillenen bantlar Scion Image programu ile analiz edildi. Veriler, ortalama#standart hata

olarak gosterildi. Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi
kullanild.
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4.3.6. Sodyum nitrit (NaNO:) Uygulamasinin 3T3-L1 Hiicrelerinde LIM Kinaz Aktivitesi

Uzerine Etkisi

3T3-L1 hiicre kiltiir ortamina Sodyum nitrit (NaNOz) uygulamasinin farkli zaman
dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu iizerine etkisi degerlendirildi. 3T3-L1 hiicrelerine NaNO;
(10-7 M) uygulamasi, 5. dakikada LIM kinaz fosforilasyonunda bir degisiklik olusturmazken 15 ve
30. dakikalarda anlamli olarak artird1 (Sekil 4.3.6.).
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Sekil 4.3.6. Sodyum nitrit (NaNOz) uygulamasinin 3T3-L1 hiicrelerinde LIM Kinaz aktivitesi
tizerine etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post konfluent 2. giinde LPS’ye (10 ng/ml) farkli zaman
araliklarinda (0, 5, 15, 30 dk) maruz birakildi ve her bir zaman araliginin bitiminde hiicreler buz
tizerinde hizlica fosfataz inhibitorii eklenmis lizis tamponu ile hasat edildi. Ardindan yine fosfataz
inhibitori eklenmis lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler %10’luk SDS
poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarilan proteinler
spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjiige sekonder
antikora maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarildi ve goriintiilenen bantlar
Scion Image programi ile analiz edildi. Veriler, ortalamatstandart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanild.
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4.3.7. 2x10-* M L-NAME Uygulamasinin 3T3-L1 Hiicrelerinde LIM Kinaz Aktivitesi Uzerine
EtKisi

Tek basina 2x104 M L-NAME preinkiibasyonunun farkli zaman dilimlerinde LIM kinaz
fosforilasyonu iizerine etkisi degerlendirildi. 3T3-L1 hiicrelerinin 5, 15 ve 30 dk. boyunca L-

NAME ile inkiibe edilmesi, LIMK fosforilasyonunu degistirmedi.
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Sekil 4.3.7. 2x10-* M L-NAME uygulamasinin 3T3-L1 hiicrelerinde LIM Kinaz aktivitesi lizerine
etkisi. 3T3-L1 hiicreleri post konfluent 2. giinde LPS’ye (10 ng/ml) farkli zaman araliklarinda (0,
5, 15, 30 dk) maruz birakildi ve her bir zaman araliginin bitiminde hiicreler buz iizerinde hizlica
fosfataz inhibitéri eklenmis lizis tamponu ile hasat edildi. Ardindan yine fosfataz inhibitoérii
eklenmis lizis tamponu ile homojenize edildi. Esit miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid
jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarilan proteinler spesifik
pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjiige sekonder antikora
maruz birakildi. Elde edilen 1s1ma radyolojik filmlere aktarildi ve gériintiilenen bantlar Scion
Image programi ile analiz edildi. Veriler, ortalamatstandart hata olarak gosterildi. Istatistiksel
degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanildi.
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4.4, G-LISA Ol¢iimleri (RhoA Translokasyonlari-Aktivasyonlari)

4.4.1. Lizofosfatidik asidin 3T3-L1 Hiicrelerinde RhoA Translokasyonu Uzerine Etkisi
3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina 107 M konsantrasyonda uygulanan lizofosfatidik asit

(LPA), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarini (aktivitesini) degistirmezken 10-5 M
konsantrasyondaki LPA uygulamasi, RhoA aktivitesini belirgin bir sekilde artirdi. (Sekil 4.4.1).
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Sekil 4.4.1. Lizofosfatidik asidin RhoA translokasyonu iizerine etkisi. Veriler, ortalama#standart
hata olarak gosterildi. Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi
kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi. **: P<0.01, ***: P<0.001.

4.4.2. Sodyum Nitritin (NaNO;) 3T3-L1 Hiicrelerinde RhoA Translokasyonu Uzerine Etkisi
3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina 10-7 ve 10-5 M konsantrasyonlarda uygulanan sodyum nitrit

(NaNOy), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarini (aktivitesini) degistirmedi (Sekil
4.4.2).
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RhoA Diizeyleri
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Sekil 4.4.2. Sodyum nitritin (NaNO2) 3T3-L1 hiicrelerinde RhoA translokasyonu iizerine etkisi.
Sodyum nitritin (NaNO2) 3T3-L1 Hiicrelerinde RhoA Translokasyonu Uzerine Etkisi 3T3-L1
hiicrelerine preadiposit donemdeyken uygulanan 10-7 ve 10-5 M sodyum nitrit (NaNO3)5. 15. ve
30. dakikalarda RhoA translokasyonlarini (aktivitesini) degistirmedi. Veriler, ortalama+standart

hata olarak gosterildi. Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi
kullanildi.

4.4.3. DETA-NO’nun 3T3-L1 Hiicrelerinde RhoA Translokasyonu Uzerine EtKisi

3T3-L1 Preadipositlerine uygulanan nitrik oksit (NO) donorii DETA-NO’nun RhoA
translokasyonu {izerine etkisi degerlendirildi. Hiicre kultir ortamina 107 ve 105 M
konsantrasyonlarda uygulanan DETA-NO, 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarini
(aktivitesini) degistirmedi (Sekil 4.4.3.).
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RhoA Diizeyleri
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Sekil 4.4.3. DETA-NO’'nun 3T3-L1 hiicrelerinde RhoA translokasyonu iizerine etkisi. 3T3-L1
hiicrelerine preadiposit donemdeyken uygulanan 107 ve 10> M DETA-NO, 5. 15. ve 30.
dakikalarda RhoA translokasyonlarini (aktivitesini) degistirmedi. Veriler, ortalamazstandart

hata olarak gosterildi. Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi
kullanildi.

4.4.4. L-NAME’in 3T3-L1 Hiicrelerinde RhoA Translokasyonu Uzerine Etkisi

Preadipositlere uygulanan Nitrik oksit (NO) sentaz enzim inhibitorii L-NAME’in 3T3-L1
hiicrelerinde RhoA translokasyonu tlizerine etkisi degerlendirildi. L-NAME, (2x10-* ve 5x10-* M)
5. dakikada RhoA translokasyonu iizerine etki gostermezken 15. ve 30. dakikalarda RhoA

aktivitesinin gostergesi olan RhoA translokasyonlarini anlaml olarak artirdi (Sekil 4.4.4.).
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RhoA Diizeyleri
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Sekil 4.4.4. L-NAME'in 3T3-L1 hiicrelerinde RhoA translokasyonu iizerine etkisi. 3T3-L1
hiicrelerine preadiposit donemdeyken uygulanan nitrik oksit (NO) sentaz enzim inhibitori L-
NAME (2 ve 5x10-4 M), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarini (aktivitesini) anlaml
bir sekilde artird1. Veriler, ortalamatstandart hata olarak gosterildi. istatistiksel degerlendirme
icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. *: P<0.05, **: P<0.01, kontrole karsi
anlamhlik.

4.4.5. Trombin ve C3’iin Ayri Ayri ve Kombine Uygulanmasinin 3T3-L1 Hiicrelerinde RhoA

Translokasyonu Uzerine Etkisi

Preadipositlere uygulanan trombin (5 U/ml), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA
translokasyonlarini (aktivitesini) istatistiksel olarak anlaml bir sekilde artirdi (Sekil 4.5.5.).
RhoA inhibitori, Clostridium botulinum toksini C3 (2 ug/ml), trombin ile olusturulan RhoA
translokasyonunu 5 dk.’da anlaml olarak siiprese etti. Tek basina uygulanan C3, her ii¢ zaman

diliminde RhoA aktivitesini degistirmedi (Sekil 4.4.5.).
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RhoA Diizeyleri
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Sekil 4.4.5. Trombin ve C3’lin ayr1 ayr1 ve kombine uygulanmasinin 3T3-L1 hiicrelerinde RhoA
translokasyonu lizerine etkisi. 3T3-L1 hiicrelerine preadiposit donemdeyken uygulanan trombin
(5 U/ml), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarini (aktivitesini) anlaml bir sekilde
artirdi. RhoA inhibitori Clostridium botulinum toksini C3 (2 pg/ml), trombin ile olusturulan RhoA
translokasyonunu 5 dk.’da anlaml olarak suprese etti. Tek basina uygulanan C3, her ii¢ zaman
diliminde RhoA aktivitesini degistirmedi Veriler, ortalamazstandart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri
kullanildi. **: P<0.01, ***: P<0.001 (kontrole gore anlamlilik); ++: P<0.01 (trombin 5. dakika
verisine gore anlamlilik).
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4.5. Nitrit/Nitrat Olgiimleri

4.5.1. Lizofosfatidik Asidin (LPA) 3T3-L1 Hiicrelerinin Kiiltiir Ortamindaki Nitrit Diizeyleri

Uzerine Etkisi

4.5.1.1. 0-2. Giin:

RhoA aktivatorii olarak bilinen lizofosfatidik asit (LPA, 10-7-10-5> M)’in post-konfluent
3T3-L1 hiicrelerine 0-2. giin arasinda uygulanmasi, kiltiir ortaminda nitrik oksidin metaboliti
olan nitrit diizeylerini degistirmedi. Ancak tek basina uygulanan Y-27632, nitrit seviyesini
belirgin olarak artirdi. LPA ve Y-27632'nin kombine edilmesi, Y-27632’'nin nitrit diizeyinde
olusturdugu artisi1 dnledi (Sekil 4.5.1.1).
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Sekil 4.5.1.1. RhoA aktivatorii LPA ve Rho-kinaz inhibitorii Y-27632'nin 0-2. glin uygulanmasinin
3T3-L1 hiicre kultiiriinde nitrit diizeylerine etkisi. Birer grupta deney protokoliiniin 0-2.giinleri
boyunca LPA (10-7-10-5 M) tek basina uygulandi. Birer grupta Y-27632 (10-> M) 6n uygulamasi
yapildiktan sonra LPA (10-7-10-5 M) uygulamasi yapildi. Bir gruptaise Y-27632 (10-> M) tek basina
uygulandi. Veriler, ortalamazstandart hata olarak gosterildi. Istatistiksel degerlendirme icin
ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi. **: P<0.05
(kontrole gore anlamlilik).

4.5.1.2. 0-4. Giin:
Lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 0-4. giin

arasinda tek basina ya da Y-27632 ile kombine uygulanmasi, kiiltlir ortaminda nitrik oksidin

metaboliti olan nitrit diizeylerini degistirmedi. (Sekil 4.5.1.2).
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Sekil 4.5.1.2. RhoA aktivatorii LPA ve Rho-kinaz inhibitorii Y-27632'nin 0-4. glin uygulanmasinin
3T3-L1 hiicre kiiltiiriinde nitrit diizeylerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiirtinde deney
protokoliiniin 0-4. giinii boyunca birer gruba LPA 10-7-10-> M konsantrasyonda uygulandi. Birer
gruba Y-27632 (105 M) 6n uygulamasi yapildi ve ardindan LPA 10-7-10-5> M konsantrasyonda
uygulandi. Bir gruba ise tek basina Y-27632 (10-5> M) uygulandi. Veriler, ortalama#standart hata
olarak gosterildi. Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi
kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.

4.5.1.3. 0-8. Giin:

Lizofosfatidik asidin (LPA, 107-10-> M) post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine deney
protokoliiniin 0-8. glinleri arasinda tek basina ya da Y-27632 ile kombine uygulanmasi, kiiltiir

ortaminda nitrik oksidin metaboliti olan nitrit diizeylerini degistirmedi. (Sekil 4.5.1.3).
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Sekil 4.5.1.3. RhoA aktivatorii LPA ve Rho-kinaz inhibitorii Y-27632'nin 0-8. glin uygulanmasinin
3T3-L1 hiicre kiiltiiriinde nitrit diizeylerine etkisi. LPA'nin ve Y-27632'nin deney protokoliiniin
0-8. giinleri boyunca tek basina ya da kombine uygulanmasinin hiicre kiiltiir ortamindaki nitrit
diizeylerine etkisi olmadi. Veriler, ortalamazstandart hata olarak gosterildi. Istatistiksel
degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanildi. P<0.05 anlamli kabul
edildi.
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4.5.2. L-NAME Varliginda Ya da Yoklugunda Bakteriyel Lipopolisakkaridin 3T3-L1

Hiicrelerinin Kiiltiir Ortamindaki Nitrit Diizeyleri Uzerine EtKisi

4.5.2.1. 0-2. Guin:

Bakteriyel endotoksin olan LPS'nin post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 10 ve 100 ng/ml
konsantrasyonda 0-2 giin boyunca uygulanmasi kiiltiir ortaminda nitrit diizeylerinde belirgin bir
degisiklik yapmadi. Ayrica NOS inhibitorii L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ile kombinasyonu da nitrit
diizeyini etkilemedi (Sekil 4.5.2.1.).
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- 2297
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Sekil 4.5.2.1. L-NAME ve LPS’in 0-2. giin uygulanmasinin 3T3-L1 hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki
nitrit/nitrat diizeyleri lizerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltliriinde deney protokoliiniin
0-2. glinli boyunca birer gruba LPS (10, 100 ng/ml) tek basina uygulandu. Birer gruba L-NAME (2
ve 5x 10-> M) 6n uygulamasi yapildi ve ardindan LPS (10-100 ng/ml) uygulandi. Birer gruba ise
tek basina L-NAME (2 ve 5X10-4 M) uygulandi. Veriler, ortalamazstandart hata olarak gosterildi.
Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri
kullanildi. P<0.05 anlamh kabul edildi.

4.5.2.2. 0-4 Giin:

Bakteriyel endotoksin olan LPS'nin post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 10 ve 100 ng/ml
konsantrasyonda 0-4 giin boyunca uygulanmasi kiiltiir ortaminda nitrit diizeylerinde belirgin bir
degisiklik yapmadi. Ayrica NOS inhibitori L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ile kombinasyonu da nitrit
diizeyini etkilemedi (Sekil 4.5.2.2).
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Sekil 4.5.2.2. L-NAME ve LPS’in 0-4. glin uygulanmasinin 3T3-L1 hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki
nitrit/nitrat diizeyleri tizerine etkisi. Veriler, ortalama*standart hata olarak gosterildi.

Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri
kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

4.5.2.3. 0-8. Giin:

Bakteriyel endotoksin olan LPS'nin post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 10 ve 100 ng/ml
konsantrasyonda 0-8 giin boyunca uygulanmasi kiiltiir ortaminda nitrit diizeylerinde belirgin bir
degisiklik yapmadi. Ayrica NOS inhibitorii L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ile kombinasyonu da nitrit
diizeyini etkilemedi (Sekil 4.5.2.3).
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Sekil 4.5.2.3. L-NAME ve LPS’in 0-8. giin uygulanmasinin 3T3-L1 hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki
nitrit/nitrat diizeyleri tUzerine etkisi Veriler, ortalamazstandart hata olarak gosterildi.

Istatistiksel degerlendirme icin ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri
kullanildi. P<0.05 anlaml kabul edildi.
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4.6. Floresan-Boyama Bulgulari (Hiicre iskeleti Bulgulari)

4.6.1. Preadipositlerin Aktin Hiicre iskeletinin Boyanmasi (kontrol)

4.6.1.1.0. Giin:

Bu deneylerde hiicre Kkiiltiir ortaminda hicbir test ajan1 olmaksizin hiicre iskeletinin
Oregon Green Phalloidin ile boyanmasi goriilmektedir. Uzun filament6z aktin stress fiberleri 3T3-

L1 preadiposit hiicrelerinin i¢cinde hiicre boyunca uzanan yesil cizgiler halinde goériilmektedir
(Sekil 4.6.1.1).

Sekil 4.6.1.1. 3T3-L1 hiicrelerin post-konfluent (0. giindeki) aktin hiicre iskeletinin goriiniimii.
Aktinin hiicre igerisinde boylu boyunca uzanan ince iplikler halinde goriildiigiine dikkat ediniz.
Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiylitme.

4.6.1.2. 0-2. Giin

Bu deneylerde 3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina hic¢bir test ajani verilmeden hiicreler Oregon
Green Phalloidin ile boyandi ve aktin hiicre iskeleti goriintiilendi. Uzun filament6z aktin stress
fiberleri 3T3-L1 preadiposit hiicrelerinin icinde hiicre boyunca uzanan yesil cizgiler halinde

gorilmektedir (Sekil 4.6.1.2.).
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Sekil 4.6.1.2. 3T3-L1 hiicrelerin post-konfluent 2. giindeki aktin hiicre iskeletinin goriilmesi.
Aktinin hiicre boyunca uzanan ince filamentler halinde goriildiigtine dikkat ediniz. Floresan boya,
Oregon-Green Phalloidine, X40 biiylitme.

4.6.1.3. 0-4. Giin

Bu deneylerde ortamda higbir test ajani olmaksizin hiicre iskeletinin Oregon Green
Phalloidin ile boyanmasi goriilmektedir. 0-4. giinde preadipositler adiposite diferensiye olmaya
basladiklar1 i¢in hiicre hacmindeki artislar ve morfolojisindeki degisiklikler gdze ¢carpmaktadir
(Sekil 4.6.1.3.).

Sekil 4.6.1.3. 3T3-L1 hiicrelerin post-konfluent 4. giindeki aktin hiicre iskeletinin gériiniimii. 0-
4. glinde preadipositler adiposite diferensiye olmaya basladiklari icin hiicre hacmindeki artislar
ve morfolojisindeki degisiklikler géze carpmaktadir Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine,
X40 biiylitme.
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4.6.1.4. 0-8. Giin

Bu deneylerde hiicre Kkiiltiir ortaminda hig¢bir test ajani olmaksizin hiicre iskeletinin
Oregon Green Phalloidin ile boyanmasi gorilmektedir. 0-8. giinde preadipositler adiposite
diferensiye olduklar icin hiicre hacmindeki artislar ve morfolojisindeki degisiklikler (hiicre
merkezine lokalize biiyiik lipid damlalar1 ve sitoplazmanin bir kenara dogru sikisik gériinmesi
gibi) goze carpmaktadir (Sekil 4.6.1.4.). Aktin stress fiberleri yerini ortadaki biyiik lipid

damlacigini gevreleyen kortikal aktin liflerine birakmistir.

Sekil 4.6.1.4. 3T3-L1 hiicrelerin post-konfluent 8. giindeki aktin hiicre iskeletinin goériiniimi. 0-
8. glinde preadipositler adiposite diferensiye olduklar1 icin hiicre hacmindeki artigslar ve
morfolojisindeki degisiklikler goze ¢carpmaktadir Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40
biiytlitme.
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4.6.2. DETA-NO’nun Preadipositlerin Aktin Hiicre iskeleti Uzerine EtKkisi
4.6.2.1. 0. Giin:
Hiicre kiiltiir ortamina uygulanan NO donorii DETA-NO (10-7-10-5 M), post-konfluent 3T3-

L1 hiicrelerinde hiicre iskeleti aktinin reorganizasyonu tzerinde herhangi bir degisiklik

olusturmadi (Sekil 4.6.2.1.).

KONTROL

DETA-NO 107 M DETA-NO 10 M

Sekil 4.6.2.1. 3T3-L1 hiicrelerin post-konfluent (0. giindeki) aktin hiicre iskeleti iizerine 10-7 M
ve 10> M DETA-NO’nun etkisi. DETA-NO, hiicre iskeleti aktini lizerine anlamli bir etki
olusturmadi. DETA-NO uygulamasindan sonra ortalama 1 saat icinde goriintii alinmistir. Floresan
boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 bliyiitme.
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4.6.2.2. 0-2. Giin:

NO donorii DETA-NO’nun (10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 2 giin boyunca
uygulanmasi da hiicre iskeleti aktininde herhangi bir degisiklik olusturmadi (Sekil 4.6.1.2.).

KONTROL

DETANO 10" M DETA-NO 10 M

Sekil 4.6.2.2. 3T3-L1 hiicrelerine diferensiyasyonun 0-2.giinii DETA-NO uygulamasinin aktin
hiicre iskeleti tizerine etkisi. DETA-NO, 10-7 M (sol) ve 10-> M (sag) hiicre iskeleti aktini {izerine
anlaml bir etki olusturmadi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.
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4.6.2.3. 0-4. Guin:

NO don6rii, DETA-NO’nun (10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 4 giin boyunca
uygulanmas1 hiicre iskeleti aktininde belirginlesmeler, hiicre sinirlarina cekilmeler, stres

liflerinin ve hiicre hacminde artislar olusturdu (Sekil 4.6.2.3.).

KONTROL

DETA-NO 107 M DETA-NO 10=M

Sekil 4.6.2.3. 3T3-L1 hicrelerine diferensiyasyonun 0-4.giini DETA-NO (107, 10 M)
uygulamasinin aktin hiicre iskeleti lizerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40
biiylitme.
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4.6.2.4. 0-8. Giin:

Post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 8 giin boyunca NO donoérii DETA-NO (10-7-10-5 M)
uygulanmasi hiicre iskeleti aktininde belirginlesmeler, hiicre sinirlarina c¢ekilmeler, stres

liflerinde belirginlesme ve hiicre hacminde artislar olusturdu (Sekil 4.6.2.4.).

KONTROL

DETA-NO 107 M DETA-NO 10 M

Sekil 4.6.2.4. 3T3-L1 hiicrelerine diferensiyasyonun 0-8. giinii DETA-NO (107, 105 M)
uygulamasinin aktin hiicre iskeleti {izerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40
biiylitme.
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4.6.3.NaNO'in Preadipositlerin Aktin Hiicre iskeleti Uzerine Etkisi
4.6.3.1. 0.Giin
Hiicre kiiltiir ortamina uygulananNO don6rii NaNO; (10-7-10-5 M), post konfluent 3T3-L1

hiicrelerinde hiicre iskeleti aktininin reorganizasyonu iizerinde herhangi bir degisiklige neden

olmadi (Sekil 4.6.3.1).

KONTROL

NaNO; 107 M NaNO, 10=M

Sekil 4.6.3.1. Diferensiyasyon protokoliintin 0. giinii NaNO2 ’in (107, 10-5 M) preadipositlerin
aktin hitcre iskeleti tzerine etkisi. DETA-NO uygulamasindan sonra ortalama 1 saat icinde
gorinti alinmistir. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiytlitme.

143



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

4.6.3.2. 0-2.Giin:

Hiicre kiiltiir ortamina 2 giin boyunca uygulanan NO donérii NaNO2(10-7-10-5 M), post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerinin hiicre iskeleti aktinin organizasyonu ilizerinde herhangi bir

degisiklik olusturmadi (Sekil 4.6.3.2.).

KONTROL

NaNO, 10" M NaNO, 10=M

Sekil 4.6.3.2. 3T3-L1 hiicrelerine diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinli boyunca uygulanan
10-7 ve 10-5 M NaNO'nin etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiylitme.
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4.6.3.3. 0-4. Giin:

NO donoérii, NaNOz'nin (107 ve 10-5 M), post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 4 giin boyunca

uygulanmasi hiicre iskeleti aktininde belirginlesme ve stres liflerinin olusumunda artis ortaya

cikardi (Sekil 4.6.3.3.).

KONTROL

NaNO, 107" M NaNO, 10 M

Sekil 4.6.3.3. 3T3-L1 hiicrelerine diferensiyasyonun 0-4. giini NaNO; (107 ve 105 M)
uygulamasinin aktin hiicre iskeleti {izerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40
biiytlitme.
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4.6.3.4. 0-8. Giin:

NO donérii NaNO?'in (107 ve 10-5 M), post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 8 giin boyunca
uygulanmasi hiicre iskeleti aktininde belirginlesmeye neden oldu ve stres lifi olusumunu artirdi

(Sekil 4.6.3.4.).

KONTROL

DETA-NO 107 M DETA-NO 10 M

Sekil 4.6.3.4. 3T3-L1 hiicrelerine diferensiyasyonun 0-8. giinii NaNO; (107 ve 105 M)
uygulamasinin aktin hiicre iskeleti lizerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40
biiylitme.
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4.6.4. LPS Uygulamasinin Aktin Hiicre iskeleti Uzerine Etkisi ve bu Etkinin L-NAME

Varliginda Ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.6.4.1. 0. Giin:
Hiicre kiiltiir ortamina uygulanan LPS ne tek basina ne de L-NAME ile kombine olarak
uygulandiginda 0. giinde 3T3-L1 hiicrelerinde hiicre iskeleti aktininin reorganizasyonu lizerinde

herhangi bir degisiklige neden olmadi.

KONTROL

LPS 10 ng/ml LPS 100 ng/ml

LPS 10 ng/ml+L-NAME 2x10+* M LPS 100 ng/ml+L-NAME 2x10* M

LPS 10 ng/ml+L-NAME 5x10+ M LPS 10 ng/ml+L-NAME 5xi10-+ M

L-NAME 2x10+*M L-NAME 5x10+ M

Sekil 4.6.4.1. Diferensiyasyon protokoliiniin 0. giinii LPS ve L-NAME uygulamasinin aktin hiicre
iskeleti lizerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME'’in (2x10-* ve 5x10-* M) ayr1 ayr1 ve
kombine uygulanmasinin aktin hiicre iskeleti iizerine etkileri degerlendirildi. Floresan boya,
Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.
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4.6.4.2. 0-2.Giin:

LPS, tek basina uygulandiginda aktin hiicre iskeletinde belirgin bir etkiye yol agmadu.
LPS’in L-NAME ile kombinasyonu da hiicre iskeleti organizasyonu tlizerine anlaml bir etki

gostermedi.

KONTROL

LPS 10 IHH LPS 100 1“11

LPS 10 ng/ml+L-NAME 2x10* M LPS 100 ng/ml+L-NAME 2x10+*M

LPS 10 ng/ml+L-NAME 5x104 M LPS 100 ng/ml+L-NAME 5X10*M

L-NAME 2x10* M L-NAME 5x10*M

Sekil 4.6.4.2. Diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinleri boyunca LPS ve L-NAME'in aktin hiicre
iskeleti tizerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME (2x10-* ve 5x10-4 M) ayr1 ayr1 ya da
kombine olarak uygulandi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.
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4.6.4.3. 0-4. Guin:

LPS’in 3T3-L1 hiicrelerine diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinii boyunca uygulanmasi
aktin hiicre iskeletinde stress liflerinin olusumunda artis ortaya c¢ikardi.LPS’in L-NAME ile

kombinasyonu bu degisiklikleri ortadan kaldirmadi.

KONTROL

LPS 10 n||m LPS 100 1“11

LPS 10 ng/ml+L-NAME 2x10# M LPS 100 ng/ml+L-NAME 2x10+* M

LPS 10 ng/ml+ L-NAME 5x10# M LPS 100 ng/ml+L-NAME 5x10+ M

L-NAME 2x10* M L-NAME 5x10+* M

Sekil 4.6.4.3. Diferensiyasyon protokoliintin 0-4. glinleri boyunca LPS ve L-NAME’in aktin hiicre
iskeleti lizerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME (2x10-* ve 5x10-* M) ayr1 ayr1 ya da
kombine olarak uygulandi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiytitme.
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4.6.4.4. 0-8. Giin:

LPS’in 3T3-L1 hiicrelerine diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinii boyunca uygulanmasi
stress liflerinin olusumunda belirgin artis ortaya ¢ikard. Ilging olarak NOS inhibitorii L-NAME’in
LPS ile kombine edilmesi uygulanan her iki konsantrasyonda da stress fiberlerinin olusumunu

arttirmis gibi gorinmektedir (sekil 4.6.4.4.).

KONTROL

LPS 10 ng/ml LPS 100 ng/ml

LPS 10 ng/ml+L-NAME 2x10+4 M LPS 100 ng/ml+ L-NAME 2x 10+ M

LPS 10 ng/ml+L-NAME 5x10-+ M LPS 100 ng/ml+ L-NAME 5x 104 M

L-NAME 2x10+M L-NAME 5x10+* M

Sekil 4.6.4.4. Diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinleri boyunca LPS ve L-NAME'in aktin hiicre
iskeleti tzerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME (2x10-* ve 5x10-4 M) ayr1 ayr1 ya da
kombine olarak uygulandi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.
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4.6.5. Lizofosfatidik Asidin Preadipositlerin Aktin Hiicre Iskeleti Uzerine Etkisi ve Bu
Etkinin Y-27632 varliginda ya da Yoklugunda Degerlendirilmesi

4.6.5.1. 0.Giin:

RhoA aktivatérii LPA'nin hiicre kultlir ortamina 10-7-105 M konsantrasyonlarda
uygulanmasi 3T3-L1 hiicre iskeleti aktinin organizasyonu tizerinde anlamli bir etki olusturmada.
Buna karsin, LPA nin Y-27632 (105 M) ile kombinasyonu aktin hiicre iskeletinde belirgin
degisikliklere yolacti. Y-27632, stress fiberlerinin yapisinda bozulmalara yol agarak aktinin
kortikal aktin halinde hiicre sinirlarina dogru kiimelenmesine neden oldu (Sekil 4.6.5.1). Y-

27632'nin tek basina uygulanmasi kortikal aktin olusumunu arttirdi.

KONTROL

LPA 107 M+Y-27632 105 M LPA 107 M+Y-27632 105 M

Y-27632:10°M

Sekil 4.6.5.1. Diferensiyasyon protokoliiniin 0. glinii LPA ile Y-27632'nin 3T3-L1 hiicrelerin aktin
hiicre iskeleti tizerine etkileri. LPA (107 ve 10-5 M) ile Y-27632 (10-5 M) ayr1 ayri1 ve kombine
olarak uygulandi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.
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4.6.5.2. 0-2. Giin:

Lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 2 giin boyunca
uygulanmasi stress fiberlerinin miktar ve yogunlugunda artisa yol a¢t1. Y-27632 (10-5 M), LPA'nin

indiikledigi stress fiberlerindeki bu artis1 6nledi ve kortikal aktin liflerinde artisa yol act1. (Sekil

4.6.5.2).

KONTROL

LPA 107 M LPA 10 M

LPA 107M+Y-27632 105 M LPA 10° M+Y-2763210°M

Y-2763210° M

Sekil 4.6.5.2. Diferensiyasyon protokoliiniin 0-2. giinii boyunca LPA ile Y-27632'nin 3T3-L1
hiicrelerin aktin hiicre iskeleti lizerine etkileri. LPA (10-7 ve 10-> M) ile Y-27632 (10-5> M) ayr1 ayr1
ve kombine olarak uygulandi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.
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4.6.5.3. 0-4. Giin:

Rho-kinaz enzimini aktive ettigi bilinen lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7-10-> M) post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 4 giin boyunca uygulanmasi aktin hiicre iskeleti

reorganizasyonunda degisiklige yolacarak aktin stress fiberlerinde kiimelenmeler olusturdu. Y-

27632 (105 M), LPA’'nin indiikledigi bu kiimelenmeyi 6nledi ve kortikal aktin liflerinde artisa yol

acti (Sekil 4.6.5.3.).

KONTROL

LPA 10" M LPA 10 M

LPA 107 M+Y-2763210° M LPA 105 M+Y27632 10° M

Y-2763210° M

Sekil 4.6.5.3. Diferensiyasyon protokoliiniin 0-4. giinii boyunca LPA ile Y-27632'nin 3T3-L1
hiicrelerin aktin hiicre iskeleti lizerine etkileri. LPA (10-7 ve 10-> M) ile Y-27632 (10-5> M) ayr1 ayr1
ve kombine olarak uygulandi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.

153



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

4.6.5.4. 0-8. Giin:

Rho-kinaz enzimini aktive ettigi bilinen lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7 ve 10-5 M) post-
konfluent 3T3-L1 hiicrelerine 8 giin boyunca uygulanmasi hiicre iskeleti aktininin kortikal aktin

lifleri dominant olacak seklinde reorganize olmasini azaltti. Y-27632 (10-5 M), aktin liflerinde LPA

tarafindan olusturulan bu azalmay1 6nledi ve kortikal aktin liflerinde belirgin artisa yol a¢t1 (Sekil

4.6.5.4.).

KONTROL

LPA 107" M LPA 10°M

LPA 107 M+Y-27632 10° M LPA 105 M+Y-27632 105 M

Y-2763210° M

Sekil 4.6.5.4. Diferensiyasyon protokoliiniin 0-8. giinii boyunca LPA ile Y-27632’nin 3T3-L1
hiicrelerin aktin hiicre iskeleti lizerine etkileri. LPA (10-7 ve 10-> M) ile Y-27632 (10-5> M) ayr1 ayr1
ve kombine olarak uygulandi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 biiyiitme.
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TARTISMA

Bu tez, yag hiicre metabolizmasinda 6énemli etkileri olan nitrik oksidin (NO) 3T3-L1
preadiposit hiicre hatlarinda diferensiyasyon, proliferasyon ve hiicre iskeleti aktininin
organizasyonu iizerine etkilerini ortaya koymak ve eger bir etki gézlenirse bu etkinin yine yag
hiicresi metabolizmasinda esash katkilar1 oldugu gosterilen Rho/ROCK (Rho/Rho-kinaz) yolagi
ile olan iliskisini ortaya koymak icin gerceklestirildi.

Bu amagla 3T3-L1 preadiposit hiicre kiiltiiriinde bir NO donérii olan DETA-NO ve hiicre
kiltiir ortaminda NO’e dekompoze oldugunu diisiindiigiimiiz sodyum nitrit (NaNO3) kullanildi.
NO sentezini arttiran ajan olarak LPS, NO sentezini bloke etmek i¢in bir NOS inhibitéri olan L-
NAME ve ayrica RhoA aktivatori olarak LPA ve trombin ile RhoA inhibitorii olarak C3 ekzoenzim;
ROCK inhibitorleri olarak Y-27632 ve H-1152 kullanild1.

3T3-L1 hiicrelerinin proliferasyonunun degerlendirilmesi amaci ile MTT proliferasyon
analizi yapildi. Adiposit diferensiyasyonu Oil-Red O boyama yontemi kullanilarak degerlendirildi.
Rho-kinaz enzim ekspresyonlar1 ve aktivitesinin degerlendirilmesinin yani sira iNOS enzim
ekspresyonlarinin degerlendirilmesi amaci ile Western blot yontemi kullanildi. Bunun yani sira
Western blot yontemi ile ROCK aktivitesi 6l¢iimii i¢in LIM kinaz enziminin fosforilasyonu
degerlendirildi. RhoA aktivasyonunun degerlendirilmesi kolorimetrik olarak G-LISA yontemi ile
yapildi. Nitrik oksit diizeylerinin degerlendirilmesi amaci ile 3T3-L1 hiicrelerinin kiiltiir
medyumlarindaki total nitrit/nitrat diizeyleri Griess yontemi ile dl¢iildii.

Calismamizda 3T3-L1 hiicrelerinin diferensiyasyon siirecinin énemli bir parcasi oldugu
gosterilen mitotik klonal ekspansiyon evresinde gozlenen hiicre proliferasyonu iizerine nitrik
oksidin etkisinin degerlendirilmesi amaci ile DETA-NO ve NaNO:; ile nitrik oksit donasyonu
yapildi. Hem DETA-NO ve hem de NaNO; uygulanan konsantrasyonlarda hi¢cbir zaman araliginda
proliferasyon tiizerine etki gostermedi. Hiicre kiiltiir ortamina uygulanan LPS, 0-2 giin
uygulamasinda proliferasyon T{zerine etki gostermedi ancak 0-4 gin uygulandiginda
proliferasyonu belirgin olarak inhibe etti. L-NAME'in LPS ile kombine edilmesi bu inhibisyonu
ortadan kaldirdi. L-NAME’in tek basina uygulanmasi ise 0-4 giin uygulamasinda 5x104 M
konsantrasyonda proliferasyonu inhibe etti. LPS’in proliferasyon {lizerine inhibitor etkisinin L-
NAME tarafindan ortadan kaldirilmasi, LPS'in preadiposit proliferasyonu tizerine inhibitor
etkisinin iNOS stimiilasyonu yolu ile olabilecegini diistindiirmektedir. Segici olmayan NOS
inhibitéri L-NAME'’in 0-4. glinde tek basina uygulandiginda proliferasyonu inhibe etmesi, 3T3-
L1 hiicrelerinde bazal sartlarda saliverilen sitoprotektif ve antioksidan etkili fizyolojik nitrik
oksidin sentezinin L-NAME tarafindan inhibisyonuna bagli olabilir. Fizyolojik sartlarda
pikomolar diizeyde siirekli olarak saliverilen nitrik oksidin sitoprotektif etki ortaya koydugu

bilinmektedir [633, 634]. Bu bulgular 1s181nda eNOS tarafindan saliverilen fizyolojik bazal nitrik
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oksidin mitotik klonal ekspansiyon evresinde goriillen 2 tur preadiposit proliferasyonunun
devamliligini destekleyici bir rol oynuyor olabilecegi akla gelmektedir.

Proliferasyon siireci iizerine Rho/Rho-kinaz yolaginin etkilerinin degerlendirilmesi
amaci ile RhoA aktivasyonu yapmak i¢in LPA’'nin proliferasyon asamasinin stiregeldigi 0-2 ve 0-
4. giinlerde uygulandiginda, LPA'nin hiicre proliferasyonunu belirgin ve anlamli olarak stimiile
ettigi goriildii. LPA tarafindan proliferasyonda olusturulan bu stimiilasyon ROCK inhibitori Y-
27632 tarafindan geri ¢evrildi. ROCK inhibit6rii Y-27632 tek basina uygulandiginda 0-2. giin arasi
uygulamada etkisiz bulunurken, 0-4 giinler arasinda proliferasyonu belirgin olarak inhibe etti.
Trombin ise 0-2 ve 0-4. glinler aras1 uygulandiginda proliferasyonu anlamli olarak stimiile etti. Y-
27632 ile kombine edilmesi proliferasyon iizerine trombinin olusturdugu stimiilasyonu ortadan
kaldirdi. Bu bulgular, LPA ve trombin tarafindan proliferasyonda olusturulan artisin Rho/ROCK
yolagl aracilign ile oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira Rho/Rho-kinaz yolaginin
adipogenezi baskilayic1 etkisini diferensiyasyon siirecinin ilk kismi olan mitotik klonal
ekspansiyon lizerinden gosteriyor olabilecegini diisiindliirmektedir.

Bunun yani sira terminal diferensiyasyon stirecinin bitmis oldugu kabul edilen 8. giin
yapillan MTT boyamasinin sonuclar1 degerlendirildiginde diferensiyasyon ve proliferasyon
deneylerinin neredeyse tamaminda etkisiz oldugu gosterilen DETA-NO ve NaNO;'in MTT boyama
sonuglar tizerinde de kontrole gore etkisiz bulundugu goriildii. Bunun yani sira LPS’in 0-8. giin
uygulandigl grupta tiim dozlarda MTT boyama sonuglarinda kontrole gére anlamli bir fark
bulunmadi. Ancak L-NAME, 0-8 giin uygulamasinda her iki konsantrasyonda da MTT boyama
sonuglarini belirgin olarak diisiirdii. L-NAME'in 0-4 giin araliginda proliferasyonunu inhibe
ederek sayisal olarak artisini engelledigini varsayabilecegimiz 3T3-L1 hiicrelerinin
diferensiyasyonu iizerine belirgin bir inhibitor etki yaptig1 da goz oniine alinirsa baslangicta
celiskili goriinebilecek bu durumun rahatlikla agiklanabilecegi ortadadir. Denilebilir ki, L-NAME
uygulamas1 hem proliferasyonu baskilayarak diferensiyasyon siirecinin baslangicindaki hiicre
sayisini azaltmis ve hem de diferensiyasyonu baskilayarak 8. giin hiicre kiltiir ortamindaki
preadiposit ve olgun adiposit sayisinin azalmasina yol agmistir. Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632
ve H-1152 ise 8. giin MTT boyama sonuglarini belirgin olarak diisiirmtstiir. Y-27632 ve H-
1152’nin diferensiyasyonu arttirdigl géz oniine alininca bu bulgular uyumlu gériinmektedir.
Trombin, 0-8. giinler aras1 uygulamada her iki konsantrasyonda da MTT boyama sonuclarini
belirgin olarak arttirdi. Trombinin olusturdugu artis, Y-27632 tarafindan ortadan kaldirildi. MTT
proliferasyon analizinin temel uygulama prensibi gézoniine alindiginda 0-8. giin uygulanan
ajanlarin 8. giin sonunda MTT analizinin yapilmasi diferensiyasyon tizerine farkh bir bakis
acisindan yorum yapabilmeyi saglayacaktir: Buna kisaca deginmek gerekirse, MTT'nin hiicre
icinde mitokondriyal rediiktazlar tarafindan formazana ¢evriminin degerlendirildigi bu analiz 8.

glinde hiicre kiiltiir ortamindaki olgun adiposit sayisi arttikca daha diisiik bir sonu¢ vermelidir.
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Clinkii, olgun adipositlerde mitokondri sayisi preadipositlere gore belirgin olarak diismektedir.
Bunun yani sira, diferensiyasyon siirecinin erken evrelerinde preadipositlerdeki oldukca aktif
olan mitokondriler olgun adipositlerde daha az aktiftir [635, 636]. Bu acidan bakildiginda 8. giin
MTT 6l¢lim sonuglarinda azalma olmasi, diferensiyasyonun arttifini gosteren indirekt bir
gosterge olarak degerlendirilebilir. Bu ylizden adipogenezi arttirdig1 gosterilmis olan Rho-kinaz
inhibitorlerinin uygulandig1 gruplarda 8. giin MTT sonuglarinin belirgin sekilde azalmis olmasi
anlamlidir. Bunun yani sira, Rho-kinazi aktive ettigini bildigimiz trombinin de MTT sonuglarinda
belirgin artisa yol agmasi ve bu artisin Y-27632 ile ortadan kaldirilmasi da bu bulguyu destekler
niteliktedir.

Calismamizda NO donérii DETA-NO'nun 0-2. glin arasinda hiicre kiiltiir ortamina
uygulanmasinin 3T3-L1 hiicrelerinin diferensiyasyonunda artisa yol a¢tig1 goriildii. Elde edilen
bu sonug¢ daha 6nce yapilan baska bir ¢calismada insan preadipositlerine DETA-NO uygulamasi
sonucu adipogenezde artis oldugunun gosterilmesi ile [637] uyumludur. Ancak, deney serilerinin
diger giinlerinde uygulanan DETA-NO, 3T3-L1 hiicrelerinin diferensiyasyonu iizerine herhangi
bir etki gostermedi. Bu durum nitrik oksidin preadiposit diferensiyasyonunun erken evresine
karisan yolaklar araciligi ile etki olusturmus olacagini akla getirmektedir. Calismamizda hiicre
kiltlir ortaminda nitrik okside dekompoze oldugunu diisiindiigiimiiz NaNO, test edilen glinlerde
preadiposit diferasyonu iizerine herhangi bir etki gostermedi. Bu bulguyu proliferasyon
deneylerinde sodyum nitritin herhangi bir etkisinin gésterilememesi ile birlikte degerlendirince,
bu durumun kullanilan test ajaminin fizikokimyasal ozellikleri ile ilgili olabilecegi akla
gelmektedir. Test edilen iki nitrik oksit donériinden DETA-NO diferensiyasyon iizerine etki
gosterirken, sodyum nitritin etki gostermemesi, hiicre kiiltiir ortaminda sodyum nitritin nitrik
okside yetersiz dekompozisyonu ile agiklanabilir. Bunun ortaya konulmasi icin NO diizeylerinin
Olculdiigii daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Sodyum nitritin sulu ortamda iyonize olmasi
sonucu nitrit anyonu aciga ¢ikar. Nitrit iyonlari, uygun sartlarda (asit pH’da) indirgenerek NO’a
doniisebilir. Ancak bizim deney sartlarimizda bu ddéniisiimiin ne derecede oldugu belli degildir.
Nitritlerin oral alimi sonucu midenin asit ortaminda nitrik okside dontisiimii gésterilmistir [638].
Ancak bizim ¢alismamizda hiicre kiltiri kosullarindaki nétral pH degerinde bu doniisim
gerceklesmemis olabilir. Mide asit ortami disinda NO,- iyonlar1 NO’e doniigebilir. Ornegin iskemik
kalp yetmezliginde asidotik ve ileri derecede indirgenmis viicut kosullarinda nitrit anyonundan
nitrik oksit sentaz bagimsiz olarak nitrik oksit liretimi gésterilmistir [639]. Uygulanan diger nitrik
oksit donorii olan DETA-NO’nun nitrik oksit aciga cikartmasi yiliksek olasiliktir. Zaten
calismamizda da literatiirle uyumlu olarak preadipositlerin diferensiyasyonunu stimiile ettigini
gosterdik.

Yapilan gesitli calismalarda hem beyaz ve hem kahverengi yag dokuda eNOS ve iNOS

izoformlarinin eksprese edildigi gosterilmistir [28, 29, 61, 62]. Buna ek olarak yapilan in vitro
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calismalarda hiicre kiiltiir ortaminda NO varlig1 sigan kahverengi adipositlerinde proliferasyonu
inhibe etmekte ve PPARy (peroksizom proliferatdrle aktive olan reseptor y) ve “uncoupling
protein 1” (kenetsizleme proteini 1) gibi adipojenik marker genlerin ekspresyonunun
stimiilasyonuna yol acmaktadir [52, 612]. ilgin¢ olarak, NO primer hayvan yag doku kiiltiirleri ile
3T3-L1 gibi klon hiicre kiiltiirlerinde farkli etkiler gostermektedir. NO’in primer sican kahverengi
yag doku preadipositlerinin ve sican beyaz yag doku preadipositlerinin diferensiyasyonunu
stimiile ettigi [31], 3T3-L1 preadipositlerinde ise diferensiyasyonu siiprese ettigi bildirilmistir
[32]. Bizim ¢alismamizda da 3T3-L1 hiicre kiiltiiriine iNOS ekspresyonunu artiran bakteriyel
lipopolisakkarid (LPS) uygulamasi, genel olarak diferensiyasyonu siiprese etti. Ancak, baska
calismalarda kronik inflamasyonda ekspresyonu artan iNOS enziminin adipogenezisi arttirdigi
[631] ve NOS inhibitori L-NMMA (NG-monometil L-arginin) uygulamasinin subkiitan yag dokuda
lipolizi stimdile ettigi gosterilmistir [33]. Bunun yan1 sira, T37i fibroblast hiicre kiiltiiriinde NOS
inhibitori uygulamasinin hiicre kiiltiirtine birlikte uygulanan interferon, TNF-a ve LPS'nin neden
oldugu lipolizi %30 arttirdig1 ve bu etkinin iNOS knock-out farelerden elde edilen yag doku
eksplantlarinda ortadan kalktigi gosterilmistir (34]. Buna karsin, baska bir calismada ise
adipositlerde NOS inhibitorii DPI (Difenileniyodonyum klorid) uygulamasinin hem bazal ve hem
de dibutiril c-AMP tarafindan stimiile edilen lipolizi azalttig1 gosterilmistir. Buna ek olarak bu
hiicrelere NO donérii SNAP (S-nitrozo-N-asetilpenisilamin) uygulamasi hem bazal ve hem de
dibutiril c-AMP ile stimiile edilen lipolizde DPI tarafindan olusturulan azalmay1 ortadan
kaldirmistir [640]. Biitiin bu sonuglarin 15181 altinda bakildiginda adiposit diferensiyasyonu
tizerine NO'nun etkisi hentiz tam olarak aydinlatilamamis gibi gériinmektedir. Zira elde edilen
bulgular c¢alismadan calismaya celiskili bir goriinim sergilemektedir. Bu durumda etkili
olabilecek faktorler degerlendirildiginde deney sartlari, NO'nun tiretim ve /veya saliverilme sekli,
deney metodolojisi (in vivo-in vitro), NO'nun konsantrasyonu, doku ya da hiicrelerin NO’e
maruziyet siiresinin uzunlugu, zamansal olarak maruziyetin baslama noktasinin ve maruz
kalinan periyodun preadipositlerin diferensiyasyon siirecinin hangi asamasinda oldugu gibi pek
¢ok etken, ortaya cikan deneysel sonuclardaki bu belirgin sapmanin altinda yatiyor olabilir. Buna
ek olarak ileri siiriilebilecek baska bir sav ise NO’in hiicre tipine gore farkl etkiler géstermesinin
yani sira, ortamdaki inflamasyonun diizeyine gore degiskenlik gdsteriyor olabilecegidir. Ancak,
soylenebilecek diger bir sey ise LPS’nin diferensiyasyon lizerine inhibe edici etkisini NO disinda
bir yolak aracilig1 ile ortaya koymus olabilecegidir. Calismamizda elde ettigimiz bulgular 1s181nda
bu LPS’nin preadiposit diferensiyasyonu lizerine inhibe edici etkisini Rho/Rho-kinaz aracilig1 ile
olusturdugu o6ne siiriilebilir.

Nonspesifik NOS inhibitorii L-NAME'in (NG-nitro-L-arginin metil ester) ob/ob ve db/db
obez farelere uygulanmasinin hayvanlarda hem agirlik kaybina ve hem de gida aliminda azalmaya

yol actig1 gosterilmistir [60]. Insan preadiposit hiicre kiiltiiriinde kronik olarak NO donasyonu
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yapilmasinin adiposit diferensiyasyonunu arttirdigi bulunmustur [637]. Baska bir ¢alismada ise
primer kahverengi adipositlerde SNAP ve GSNO (S-nitrozoglutatyon) gibi NO donorleri
uygulanarak kronik NO donasyonu yapilmasi proliferasyonu inhibe ederken adipojenik
diferensiyasyonu arttirmis ve bu artis L-NAME tarafindan ortadan kaldirilmistir [612]. Bu
sonucla uyumlu bir sekilde, bizim ¢alismamizda da L-NAME uygulamasi ile NOS inhibisyonu
yapilmasi her iki konsantrasyonda da 0-2. giin disindaki tiim zaman araliklarinda 3T3-L1
hiicrelerinin diferensiyasyonunu anlaml bir sekilde baskiladi. Calismamizda goésterdigimiz bu
bulgu, nitrik oksidin obezite gelisimine yol agan mekanizmalarin bir pargasi olarak rol oynuyor
olabilecegini diistindiirmektedir. Diferensiyasyonun baskilanmasi yag dokunun stromal vaskiiler
fraksiyonundaki preadipositlerden yeni yag hiicrelerinin olusum hizinda diisiise yol acan ve
dolayisi ile yaglanma artisinda yavaslamaya neden olan bir durumdur. iNOS eksik (-/-) farelerde
biiylime normal olmasina ragmen yag doku kitlesinde anlamli azalma olmustur [641].

Calismamizda RhoA aktivatorii olarak bilinen LPA, hiicre kiiltiir ortamina 0-2 boyunca
giin uygulandiginda diferensiyasyonu baskiladi ve bu baskilanma Y-27632 tarafindan geri
cevrilemedi. Bu durum iki olasiligi ima etmektedir: LPA ya 0-2 giin ortaya koydugu etkiyi
Rho/Rho-kinaz yolagi disinda bir etki ile ortaya koymaktadir ya da diferensiyasyon protokoliiniin
0-2. giinleri arasinda diferensiyasyonu indiiklemek i¢in kullanilan kokteyl (IBMX, deksametazon
ve insiilin) Rho/Rho-kinaz yolagi ile etkilesmektedir. LPA, deney protokoliiniin diger giinlerinde
ise diferensiyasyonu azaltmakla birlikte bu azalma anlamli bulunmadi. Literatiirde LPA'nin
kiiltiire endotelyal hiicrelerde eNOS aktivasyonu yaptig1 gosterilmistir [642, 643]. Bu durum da
dikkate alindiginda LPA'nin RhoA aktivasyonu yapmasina ragmen bir yandan da farkh bir
mekanizma ile eNOS aktivasyonu yapiyor olma olasiligl da diisiintilmelidir. Yakin zamanda
yapilan calismalarda RhoA/ROCK sinyal yolagini indiikledigi gosterilen trombinin [644, 645]
3T3-L1 hiicre kiiltiir ortamina uygulandig tiim zaman araliklarinda diferensiyasyonu anlaml bir
sekilde baskiladigini ve Y-27632 ile kombine edilmesinin bu anlamliligi ortadan kaldirdigini
gosterdik. Bundan dolayi, trombinin Rho-kinaz aktivasyonu iizerinden diferensiyasyonu ve
dolayisiyla adipogenezisi inhibe etmesi yliksek olasiliktir. Buna ek olarak ROCK inhibitori Y-
27632'nin diferensiyasyon serilerinde tek basina uygulandiginda diferensiyasyonu arttirici etki
gostermesinin yani sira diger bir ROCK inhibitorii olan H-1152'nin de diferensiyasyonu anlaml
olarak arttirdigini gésterdik. Bu bulgu da Rho/Rho-kinaz yolaginin adiposit diferensiyasyonunu
sliprese edici etki gosterdigini dogrular mahiyettedir.

Ote yandan, Western blot bulgularimiza gore, ¢alismamizda indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz enzimini indiiklemek icin uygulanan LPS'nin bir¢ok inflamatuar olaya karistig1 gosterilmis
olan Rho-kinaz enziminin [646, 647] ekspresyonunu upregiile ettigini gosterdik. LPS'nin Rho
aktivatorii trombin gibi diferensiyasyonu siiprese edici yonde etki gésterdigini de buldugumuzu

da hesaba katinca LPS, bizim calismanin baslangicinda bekledigimiz gibi iNOS indiiksiyonu
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yapmak yerine Rho/Rho-kinaz yolagini aktive ederek etki olusturuyor gibi goriinmektedir.
Calismamizda elde ettigimiz bu bulgunun yani sira, L-NAME 6n-uygulamasinin, LPS uygulamasi
sonucu ROCK-2 ekspresyonunda ortaya cikan up-regiilasyonu kismen azaltmakla beraber
anlamlilig1 tamamen ortadan kaldiramadigini da gosterdik.

Sonuc olarak, LPS 3T3-L1hiicrelerinde ROCK-2 ekspresyonunda artisa yol agmaktadir ve
bu up-regiilasyon NO disinda baska sinyal yolaklar1 araciligi ile oluyor gibi goriinmektedir. Buna
ek olarak, NO ve Rho/Rho-kinaz yolag1 arasindaki etkilesimi degerlendirmek icin hiicre kiiltiri
ortamina uygulanan, NO don6rii DETA-NO Rho-kinaz enzim ekspresyonlari iizerine herhangi bir
etki gostermedi. Bu durum iki sekilde yorumlanabilir: Birincisi nitrik oksit belki de direkt olarak
Rho-Rho kinaz yolagi ile bir etkilesim (“crosstalk”) géstermemektedir. ikincisi ise DETA-NO’nun
diferensiyasyon ve proliferasyon lzerine etkisizligi de g6z oniine alindiginda, DETA-NO ile
yeterince bir NO donasyonunun olmamasi olasiligidir.

Calismamizda LPS hiicre kiltir ortamina hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyonda
uygulandiginda LIM kinaz fosforilasyonunda belirgin artisa neden oldugunu gésterdik. Bu bulgu,
LPS’nin inflamatuar rolii ile uyumludur. Zira ¢alismamizda LPS, bir¢ok inflamatuar siirecte etkin
rol oynadig1 gosterilen Rho-kinaz enziminin ekspresyonunda da up-regiilasyona yol agcmistir.
Hiicre kiiltiir ortaminda NOS inhibitorii L-NAME varliginda LPS tarafindan indiiklenen Rho-kinaz
up-regiilasyonunun 6nlenememesi bu olguya NO disinda baska sinyal yolaklarinin karistigini
diistindtiirmektedir. Bu durumu destekleyen bir diger bulgu ¢alismamizda hiicre kiiltiir ortaminda
NO donorii DETA-NO tarafindan NO donasyonu yapilmasinin ROCK enzim ekspresyonunda
anlamli bir degisiklige yol agmamasidir. Bir¢ok inflamatuar siirecte rol oynamasinin yani sira
hiicre diferensiyasyonu ve hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilen [648]
TGF-B'nin, fare embriyonik fibroblast ve Swiss 3T3 fibroblast hiicre kiiltiirlerinde ROCK-1
araciligy ile LIMK-2'nin aktivasyonuna yol actigl ortaya konulmustur. Cesitli hiicre tiplerinde
proliferasyonu inhibe eden ve hiicreleri diferensiyasyona yonlendirdigi ortaya konulan [649]
TGF-B'nin, LIMK aktivasyonu sonucu olusan kofilin fosforilasyonu ile aktin hiicre iskeletinin
reorganizasyonuna karistigi bulunmustur [43]. Bu bizim ¢alismamizda LPS tarafindan LIM-Kinaz
fosforilasyonundaki indiiksiyonu ve bu indiksiyonun NO inhibitérii tarafindan ortadan
kaldirilamamasini agiklayabilecek bir bulgu gibi goriinmektedir. Ciinkii LPS uygulamasinin PC3
(insan prostat epitel hiicreleri) hiicre kiiltiiriinde TGF- ekspresyon ve salinimini arttirdigi
gosterilmistir [650]. Bunun yani sira edinsel bagisikligin anahtar komponentlerinden birisi olan
ve diferensiyasyon sirasinda adipositlerde ekspresyonunun arttigi ortaya konulan ve bunun yani
sira yag dokuda yaygin olarak eksprese edildigi gosterilen TLR-4'lin de (Toll like receptor-4)
[651, 652] LPS'nin bu etkisine katkida bulunmasi olasidir. Giiniimiizde artik LPS reseptorii olarak
kabul edilen TLR-4'lin [653, 654] obez bireylerde yag dokudaki adipositlerde ekspresyonunun

arttig1 ve bu artisin yag doku stromal vaskiiler fraksiyonundaki monositlerdeki ekspresyonu ile
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korele oldugu gosterilmistir [655]. TLR-4'lin, yiiksek yag icerikli diyetle beslenme gibi
durumlarda barsaktan absorbsiyonunun arttifi gosterilen LPS tarafindan aktive edildigi ve
boylece obezitede gozlenen sistemik diisiik diizeydeki inflamasyona neden oldugu ortaya
konulmustur. Bu nokta su nedenle 6nem kazanmis gibi gériinmektedir: hem LPS ve hem de TLR-
4 TGF-B ekspresyonunu arttirmaktadir ve artmis olan TGF- nin da LIM-kinaz aktivasyonuna
neden oldugu bilinmektedir. Boylece, ileri siiriilebilir ki, Rho/Rho-kinaz sinyal yolagi, obezitede
gozlenen sistemik diisiik diizeydeki inflamasyonda stromal vaskiiler fraksiyondaki
fibroblastlarin olgun adipositlere diferensiyasyonunu engellemektedir.

Bakteriyel bir endotoksin olan LPS, 3T3-L1 hiicre kiltiir ortamina uygulandiginda iNOS
enzim ekspresyonlarin arttirdigini gosterdik. Bu bulgu literatiirle uyumlu ve beklendigi gibidir.
Ancak, LPS iNOS enzim ekspresyonlarini arttirmasina ragmen Griess metodu ile yapilan
Olclimlerde nitrit/nitrat diizeylerini artirmadi. Bu ilk bakista geliskili gibi goériinen bir durumdur.
Ciinkii iNOS enzim ekpsresyonu arttiginda bunun ortama saliverilen NO miktarinda ve dolayisi
ile total nitrit/nitrat diizeylerinde artisa neden olacag disiintlebilir. Ancak, literatir
degerlendirildiginde durumun biraz daha karmasik olabilecegi goriilecektir: Obezitede beden
kitle indeksi ve viicuttaki yag miktar ile nitrik oksit metabolitlerinin plazma diizeyleri arasinda
korelasyon bulundugu gosterilmistir [63-65]. Endotoksik sok, sepsis ve periodiontit gibi cesitli
infeksiyonlarin yani sira bazi inflamatuar hastaliklarda nitrit/nitrat gibi kan NO metabolitlerinin
diizeyinin arttifl gosterilmistir [608-610]. Bununla birlikte bu konuda da geligkili sonuglar
mevcuttur. Ornegin, yakin zamanlarda yapilan bir calismada inflamatuar bir durum olan
periodontitli hastalarda nitrit/nitrat diizeylerinin belirgin bir sekilde azaldig1 gosterilmistir
[656]. Buna ek olarak multipl apikal periodontitli ratlarda NO ekspresyonunun belirgin sekilde
arttig1 bulunmus olmasina ragmen serum NO diizeylerinin azalmis oldugu gésterilmistir [657].
Obezite dahil olmak tizere biitiin bu durumlarda ortak olan nokta diisiik ya da ytiksek diizeyde
bir inflamasyonun varligidir. Bizim ¢alismamizda ise hiicre kiiltiir ortamina LPS uygulanmasi
iNOS enzim ekspresyonunda up-regiilasyon yapmasina karsin, olciilen total nitrit/nitrat
diizeylerinde anlaml bir degisiklie neden olmadi. Gram negatif bakteriyemi ve sepsis gibi
inflamatuar durumlarda temel mediyatorlerden birisi olan bakteriyel LPS’nin, akut faz
reaksiyonuna karisan bir¢ok baska genin yani sira iNOS genini de indiikledigi bilinmektedir [658]
llging bir sekilde, kronik olarak yag icerigi yiiksek diyetle beslenmenin barsak florasinin
kompozisyonunun degismesine yol actif1 gosterilmistir. Bu degisiklik LPS'nin silomikronlarla
birlesmesini arttirir. Bunun yani sira barsak permeabilitesini degistirir ve barsaktan LPS
emilimini arttirarak sistemik dolasimda ¢ok diisiik diizeyde endotoksemiye yol acar. Kronik
olarak yiiksek yag icerikli diyetle beslenmenin bu mekanizmalar araciligi ile de obezitede
gozlenen inflamasyona katkida bulundugu gosterilmistir [659-663]. Yakin zamanlarda ortaya

konulan bu durum metabolik endotoksemi adi verilen bir konseptin ileri siirtilmesini saglamistir
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[659]. LPS tarafindan yapilan iNOS indiiksiyonunun mekanizmasi 6énce LPS’nin etkisiyle TNF-q,
IL-1, IL-6, interferon y gibi inflamatuar mediyatorlerin saliniminin indiiklenmesi ve bu
mediyatorlerin de kombine bir etki ile iNOS indiiksiyonu yapmasi gibi goriinmektedir [664].
Yapilan bir ¢alismada adipositlerde LPS tek basina uygulandiginda iNOS enzim ekspresyonunu
attirmasina ragmen, nitrit/nitrat diizeylerinde anlamli bir degisiklik yapmadig1 ancak IL-1, IL-6
ve TNF-a ile kombine olarak uygulandiginda nitrit/nitrat diizeylerinde belirgin artisa yol actif1
gosterilmistir [70]. Bu bulgu, bizim calismamizda gosterdigimiz veriler ile uyumludur. Bunun
yani sira, diger calismalar olgun adipositler tizerinde yapilmistir ancak bizim calismamizda LPS
fibroblastlarin sonunda olgun adipositlere doniistiigii dinamik bir siire¢ olan diferensiyasyon
sirasinda farkli zaman noktalarinda uygulanmistir. Ayrica ortamda TNF-a ve IL-1, IL-6 ve
interferon y gibi proinflamatuar etkenlerin yoklugunda LPS uygulamasi yapilmistir. Bu etkenler
degerlendirildiginde LPS'nin iNOS proteininin ekspresyonunda up-regiilasyon yapmasina
ragmen nitrit/nitrat diizeylerinde degisiklik olmamasi anlasilabilir olmaktadir.

Obez diabetik (ob/ob) farelerde karaciger, iskelet kas1 ve beyaz yag dokusunda iNOS
enzim ekspresyonunun arttigl ortaya konulmustur [67]. Bu ekspresyon artisina aclik
hiperglisemisi ve insiilin direnci eslik etmektedir ve diabetik (ob/ob) farelere spesifik iNOS
inhibitori L-NIL (N6-(1-iminoetil)-L-lizin dihidroklorid) uygulanmasi hem aclik hiperglisemisini
Oonlemis ve hem de insiilin direncini diizeltmistir [67]. Buna ek olarak, ytliksek yag icerikli diyetle
beslenen iNOS-/- farelerde iNOS enzimini kodlayan genlerin hedeflenmis silinmesinin instilin
direnci gelisimi ve aglik hiperglisemisine karsi koruyucu etkisi gdsterilmistir [66]. Birlikte
diistintildiigiinde bu sonuclar nitrik oksidin belki de obezitede gozlenen kronik inflamasyona
bagli olarak gerceklesen iNOS indiiksiyonu nedeni ile insiilin direnci gelisiminde rol oynamakta
olabilecegini akla getirmektedir. Yiiksek miktarda yag iceren diyet ile beslenen farelerde selektif
NOS inhibitéric L-NAME'in kronik olarak uygulanmasinin, viicut agirligindaki artisi belirgin
olarak azalttig1 gosterilmistir [68]. Yiiksek yag icerikli diyetle beslenen farelerde epididimal,
subkiitan, mezenterik ve karaciger yag birikimindeki artis, L-NAME uygulanan farelerde belirgin
olarak baskilanmistir. L-NAME yag hiicrelerinin hacmini ve trigliserit birikimini azaltmistir. Buna
ek olarak L-NAME uygulamas: yiiksek yag iceren diyet alan farelerde insilin direncinde
diizelmeye neden olmustur [68]. Nitrik oksit diizeylerinin gdstergesi olarak plazma nitrit
diizeylerinin degerlendirildigi c¢alismalardan birinde hiperkolesterolemisi bulunan Tip 2
diyabetik hastalarda plazma nitrit diizeylerinin belirgin olarak yiikseldigi gosterilmistir [69].
Buna ek olarak 14-19 yas arasi saglikli bireylerde plazma nitrit diizeylerinin total viicut yag
miktari ile siki bir sekilde korele oldugu bulunmustur [64]. Bunun yani sira, ratlarda hem beyaz
ve hem de kahverengi yag dokusunda bazal kosullarda iNOS enziminin eksprese edildigi
gosterilmistir [665]. Inflamatuar bir durum oldugu bilinen viseral obezitede gozlenen diisiik

diizeydeki inflamasyonun iNOS enziminin indiiksiyonuna neden oldugu gésterilmistir [30]. Diger
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yandan obezitenin yani sira, insiilin direncinin gelisiminde etkili oldugu gosterilen
proinflamatuar sitokinler, oksidatif stres ve serbest yag asitleri gibi etkenlerin iNOS'u kodlayan
Nos2 geninin ekspresyonunu arttirdigl gosterilmistir [666]. Sekrete ettigi yiliksek (milimolar
diizeyde) NO araciligi ile inflamatuar olaylarda énemli bir regiilator rol oynadigi gosterilmis olan
iNOS enziminin ekspresyonundaki artisin temel olarak yag dokudaki belirgin diizeyde iNOS up-
regiilasyonundan kaynaklandigi ortaya konulmustur [70]. Buna ek olarak, yapilan bir calismada
NO'in 3T3-L1 hiicre kiiltiiriinde plazminojen aktivator inhibitérii ve IL-6 gibi inflamatuar
sitokinlerin mRNA ekspresyonlarinda artisa yol agtif1 gosterilmistir. Biitiin bu bulgularin isiginda
obezite ve/veya metabolik sendromda beyaz yag dokuda gozlenen kronik inflamasyonun
diizeltilmesinin yollarindan birinin belki de NOS inhibisyonu yapilmasi olabilecegi akla
gelmektedir [28].

Griess metodu ile nitrit/nitrat diizeylerinin 6l¢timii ile ilgili sonuglar degerlendirildiginde
sadece selektif ROCK inhibitdrii Y-27632’nin 10-> M konsantrasyonda 0-2 giin arasi1 tek basina
uygulandigl grupta ol¢iilen nitrit diizeylerinin anlamli bir artis gésterdigi ilging bir nokta olarak
gbze carpmaktadir. 0-2 giin Y-27632 tarafindan nitrit diizeylerinde olusturulan bu artis, Rho-
kinaz aktivatorii LPA tarafindan ortadan kaldirilmistir. Bu bulgu damar diiz kasinda RhoA
inhibisyonunun eNOS’1n stimiilasyonuna yol agmasi [35] ile paralel bir bulgu gibi gériinmektedir.
ROCK inhibisyonunun diger deney serilerinde nitrit diizeylerinde anlaml bir yiikselmeye yol
acmamis olmasi, olasilikla diferensiyasyon siirecinin ilk iki giinii aktive olan yolaklarin diger
giinlerdeki yolaklardan farkli olusundan kaynaklanmaktadir. Bunun yani sira NOS inhibitori L-
NAME'’in nitrit diizeyleri tizerine anlaml bir etki olusturmamasi ortamda iNOS stimtilasyonuna
yol acacak TNF-q, IL-6 vb. inflamatuvar bir etkenin bulunmamasina baglanabilir. Nitekim bir
calismada adipositlerde iNOS stimtilasyonu ile birlikte nitrit/nitrat diizeylerinde anlaml bir artis
olusabilmesi i¢in, inflamatuvar sitokinlerin tek basina uygulamasinin bile yeterli olmadigi ve IL-
1, IL-6 ve TNF-a ve LPS’in bir anlamda viseral obezitedeki diisiik dereceli iflamatuar durumu
taklit edecek sekilde kombine bir kokteyl olarak uygulandiginda nitrit/nitrat diizeylerinde
belirgin artisa yol actig1 gosterilmistir [70]. Bunun yani1 sira, diferensiyasyon stireci heniiz devam
ederken ve hiicreler olgun adiposit 6zelliklerini heniiz kazanmamisken eNOS enziminin heniiz L-
NAME tarafindan belirgin sekilde azaltilacak diizeyde bazal nitrik oksit salinimi yapmadig1 da 6ne
sliriilebilir. Bununla birlikte nitrit/nitrat 6lciimii icin kullanilan deney metodunun da 6nemli bir
handikapi bulundugunu gézardi etmemek gerekmektedir: PBS (fosfatla tamponlanmis salin) gibi
protein kalintis1 icermeyen soliisyonlarda daha dogru sonuglar veren Griess metodu ile
nitrit/nitrat 6lciimii, kan, serum ve hiicre kiiltiir medyumu gibi protein kalintis1 icerebilen
ortamlarda nitrit/nitrat diizeyi olcimi i¢in kullanilirken ortamdan tam olarak

uzaklastirilamamis protein kalintilari ile nitrik oksidin interfere olabilmesi ya da bu kalintilarin
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540 nm dalga boyundaki 15181 absorbe edebilmesi nedeni ile sonuglarda farkhliklar
olusabilecegini gosteren calismalar bulunmaktadir [667].

RhoA aktivasyonlar1 (translokasyonlari) iizerine yaptifimiz deney serilerinde NO
donorleri DETA-NO ve NaNO, RhoA translokasyonlari lizerine etki gostermedi. Bununla birlikte
ilging olarak, NO sentaz enzimini bloke eden nitro-L-arginin metilesteri (L-NAME) de tek basina
RhoA aktivasyonunu siiprese etti. Bu, L-NAME'nin aslinda vazokonstriktér ve hipertansif
etkisiyle uyumlu gériinmektedir ¢linkii L-NAME, uzun stireli kullanimda Rho/Rho-kinaz yolagini
stimiile edip [668, 669] hipertansiyona neden olabilmektedir.

RhoA aktivatorleri trombin ve LPA'nin RhoA translokasyonlari iizerine etkisi literatiirle
uyumlu bulundu. LPA 107 M konsantrasyonda degil ama 10> M konsantrasyonda RhoA
translokasyonunu belirgin olarak arttirdi. Bunun yani sira yakin zamanda yapilan ¢alismalarda
farkli hiicre tiplerinde aralarinda HUVEC (insan umbilikal endotelyal hiicreleri), RhoA
aktivasyonunu arttirdig1 gosterilen trombin [668, 669, 676] bizim calismamizda da 3T3-L1
hiicrelerinde RhoA translokasyonlarini belirgin olarak artirdi. RhoA’y1 ADP-ribozilleyerek inhibe
eden Clostridium botulinum ekzoenzimi C-3 [674, 675], trombin ile artirllan RhoA
translokasyonunu baskiladi. Bu sonuclarda trombin ve LPA’nin Rho/Rho-kinaz yolaginin
aktivasyonu araciligi ile etki gosterdigini dogrulamaktadir.

Calismamizda preadiposit diferensiyasyonu sirasindaki aktin hiicre iskeleti
organizasyonu lzerine nitrik oksidin etkisini degerlendirmek amaci ile yapilan Oregon green
Phalloidin ile floresan boyama deneylerinde ise nitrik oksit donasyonu yapmak icin kullanilan
DETA-NO ve NaNO; diferensiyasyon siirecinin 0. ve 0-2. gilinleri uygulandiginda etki
gostermemesine ragmen ilging olarak 0-4. ve 0-8. glinler arasinda uygulandiginda stress fiber
olusumunu arttird1 ve kortikal aktin liflerinin ortaya ¢ikisini baskiladi. 3T3-L1 preadipositlerinde
diferensiyasyon sirasinda aktin stress fiberlerinin yerini hiicrenin merkezinde bulunan biiyiik
lipid damlasim cevreleyen kortikal aktin liflerine biraktigi bilinmektedir [676]. DETA-NO ve
NaNO'in 0-4 ve 0-8. glinler arasinda uygulanmasinin stress fiberlerinin miktarinda artisa neden
oldugunun gosterilmesi, akla NO donasyonunun preadiposit diferensiyasyonu ilizerine inhibitor
etkisinin aktin hiicre iskeleti reorganizasyonuna olabilecegini getirmekle birlikte,
diferensiyasyon ve proliferasyon deneylerinde bu yonde bir etki gozlenmemesi bu olasiligi
tartismaya acik hale getirmektedir. Bu durumu daha ilging hale getiren olgu ise 3T3-L1 hiicre
kiiltiir ortamina nitrik oksit inhibitorii L-NAME uygulanmasinin preadipositlerin aktin hiicre
iskeleti reorganizasyonu iizerinde herhangi bir degisiklige yol agmamis olmasidir. L-NAME'in etki
gostermemesi, 3T3-L1 preadipositlerinin bazal NO diizeylerinin diferensiyasyon siireci sirasinda
hiicre iskeletinde olusan degisiklikler lizerine herhangi bir etkisi olmamasi ile agiklanabilir.

Lipopolisakkarid 0-2. giin disindaki diger zaman araliklarinda aktin hiicre iskeleti iizerine

belirgin bir etki gosterdi. LPS uygulamasi 3T3-L1 hiicrelerinin aktin hiicre iskeletinde stress
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fiberlerinin olusumunu cok belirgin olarak arttirdi. Stress fiberlerindeki bu artis Rho-kinaz
tarafindan aktin hiicre iskeletinde olusturulan degisikliklerle cok benzerdir ve bu da LPS’nin
etkisinde Rho/Rho-kinaz yolaginin rol aldigini diisiindiiren diger bulgulara énemli bir katki
yapmaktadir.

Calismamizda Rho/Rho-kinaz yolaginin adiposit diferensiyasyonu sirasinda 3T3-L1
hiicrelerinin aktin hiicre iskeletinin reorganizasyonu lizerine etkilerini degerlendirmek icin
amaci ile yapilan Oregon green Phalloidin ile floresan boyama deneylerinde RhoA aktivatorii LPA
0. glin disinda tiim zaman araliklarinda 3T3-L1 preadipositlerinin aktin hiicre iskeleti
organizasyonu lizerine belirgin dlizeyde etki gosterdi. LPA, hem 107 M ve hem de 105 M
konsantrasyonda uygulandiginda hiicrelerde aktin stress fiber olusumunu anlamh sekilde
indiikledi. LPA tarafindan indiiklenen stress fiberlerinin olusumu, Y-27632 tarafindan ortadan
kaldirildi. Bu bulgu adiposit diferensiyasyonu icin Rho/Rho-kinaz yolaginin inhibisyonunun
onemli bir mekanizma olabilecegini disiindiirmektedir. Bunu daha ileri diizeyde destekleyen bir
bulgu da Y-27632'nin hem kombine uygulamada ve hem de tek basina uygulandiginda kortikal
aktin artisina ve diferensiyasyonun 4. giiniinden sonra da hiicre i¢i lipid birikiminde artisa neden
olmasidir. Y-27632'nin tek basina uygulanmasi adipogenezi fasilite ediyor gibi goériinmektedir.
Bu bulgular 1siginda Rho/Rho-kinaz yolaginin aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu yolu ile

adiposit diferensiyasyonu iizerine inhibitor etki gosterdigi soylenebilir.
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SONUCLAR VE ONERILER

NO ve Rho/ROCK yolaginin preadiposit diferensiyasyonuna, proliferasyonuna ve hiicre
iskeleti aktininin regiilasyonuna aracilik ettigi goriilmektedir. Ancak, bu yolaklarin etkinligi ve
katki oranlar1 preadipositlerin diferensiyasyonun hangi asamasinda olduguyla da yakindan
ilgilidir. NO, adipojenik etki yapiyor gibi goriinmektedir. Rho/ROCK yolag1 da tam tersine lipolitik
etki gosteriyor gibi hareket etmektedir. Bu iki sinyal sistemi kendi aralarinda zit fonksiyon
gorerek olasilikla in vivo kosullarda birbirlerinin etkinligini regiile edebilmektedir. Rho/ROCK
yolagini inhibe eden ajanlarin antihipertansif etki basta olmak tizere pek ¢ok patolojik durumda
kullanim potansiyeli bulunmaktadir ve bazi indikasyonlarda klinik deneme dénemindedir.
Ancak, bu ilaglarin olasi lipojenik etkisi dikkate alinmalidir. Bu durum 6zellikle kronik kullanim

durumunda daha biiyiik 6nem arzetmektedir.
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