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OZET

Topiramatin Yag Hiicresi Farkhlasmasi ve Bazi Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisinin In Vitro incelenmesi

Antiepileptik bir ilag olan topiramat, noronlarda bilinen etkilerinin yani sira,
karbonik anhidraz inhibisyonu ve kullanan kisilerde kilo kaybina sebep olma gibi
etkilere de sahiptir, ancak bu etkinin mekanizmasi heniiz aydinlatilamamigtir. Obezite,
viicutta yag hiicrelerinin sayica ve hacimce artmasiyla seyreden bir hastaliktir. Son
yillarda, lipogenez, (regenez, glukoneogenez, tiimorogenez gibi bircok metabolik
stirecte gorev alan karbonik anhidraz (CA) inhibitorlerinin de antiobezite ilac1 olarak

kullanilmasina dikkat ¢eken ¢alismalar bildirilmistir.

Bu c¢alismada, topiramatin 3T3-L1 preadipositlerinin  yag hiicresine
farklilasmasina ve karbonik anhidraz 1, II, III, VA, VB izoenzimlerinin ekspresyonuna
etkisi incelenmis ve topiramatin kilo diisiiriicii etkisinin mekanizmasinda, adipositlerin
ve karbonik anhidraz izoenzimlerinin olasi rollerinin ortaya konulmasi amaglanmaistir.
Farklilagmaya olan etki, topiramatin farkli konsantrasyonu ile muamele edilen
hiicrelerde, Oil Red O boyamasi metodu ile tespit edilmigtir. 1, 5, 10, 50 ve 100 uM
topiramat ile muamele edilen hiicrelerde, topiramatin adipogenezi anlamli sekilde
artirdig1 gbzlenmistir (P<0.0001). Karbonik anhidraz I, Il, 1ll, VA, VB izoenzimlerinin
ekspresyonu Real Time PCR Yontemi ile belirlenmis ve adipogenezin uyarilmasiyla,

tim izoenzimlerin ekspresyonunun anlamli sekilde arttigi gdzlenmistir (P=0.0001).

Sonu¢ olarak topiramatin 3T3-L1 hiicrelerinde, adipogenezi uyardigi, disiik
konsantrasyonlarda CA II, VA ve VB ekspresyonlarini fibroblastlara gore azalttigi, CA
IIT ekspresyonunu artirdig1 bulunurken, yiiksek konsantrasyonlarda CA 11, VA ve VB
ekspresyonlarinin arttirdigi, CA 111 ekspresyonunu ise diisiirdiigii bulunmustur. CA 111
ekspresyonundaki degisim obez durumlarda izoenzimin sentezinin azalmasiyla uyumlu
bulunurken, CA 1I, VA ve VB ekspresyonlarindaki bu degisimin hiicrede bir telafi

mekanizmasi olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler : Topiramat, Karbonik Anhidraz, 3T3-L1 Hucreleri,
Adipogenez, Gen Ekspresyonu.



SUMMARY

In Vitro Investigation of Effects of Topiramate on Adipocyte Differentiaton and

Gene Expression of Certain Carbonic Anhydrase Isoenzymes

Topiramate, an antiepileptic drug, beside its known effects in neurons, it has
effects such as carbonic anhydrase inhibition and weight loss in treated subjects, but, the
mechanisms underlying this has not been yet identified. Obesity is characterised by an
increase in number and volume of adipocytes of the body. Since carbonic anhydrase
(CA) is involved in many biological processes including lipogenesis, ureagenesis,
gluconeogenesis and tumorogenesis, certain inhibitors of this enzyme were proposed to
be used as antiobesity drugs in some recent studies.

In this study, effects of topiramate on 3T3-L1 adipocyte differentiation and
expressions of carbonic anhydrase 1, I, I1l, VA, VB were investigated in order to
determine possible roles of carbonic anhydrase isoenzymes and adipocytes in weight
loss effect of topiramate. Effect of topiramate at different concentrations on
differentiation of the 3T3-L1 cells was detected by Oil Red O staining. Adipogenesis
was found to be induced in cells treated with 1, 5, 10, 50 ve 100 uM topiramate
(P<0.0001). Carbonic anhydrase I, II, I1l, VA, VB expressions were determined by
Real-Time PCR method and all isoenzyme expressions were seen to increase

significantly with the stimulation of adipogenesis without topiramate (P=0.0001).

Consequently, compared to fibroblasts, a reduced CA II, VA and VB and an
increased CA 111 expression were observed for adipogenesis of 3T3-L1 cells at low
concentration topiramate stimulation, while CA 11, VA and VB expressions were found
to be elevated and CA 11 expression decreased at high topimarate concentrations. It was
concluded that, changes in CA Ill expression was consistent with its reduction in
obesity, alterations of CA IlI, VA and VB expressions could be attributed to a

compensation mechanism of the cells.

Keywords : Topiramate, Carbonic Anhydrase, 3T3-L1 Cells, Adipogenesis, Gene

Expression



3. GIRIS ve AMAC

Yag dokusu adipositler, preadipositler, makrofajlar gibi hiicrelerden olusan, fazla
enerjiyi trigliserid seklinde depolayan ve salgiladigi adipokin adi verilen faktorlerle
enerji metabolizmasi, immun cevap, puberte ve ovulasyon, steroid metabolizmas1 gibi
fizyolojik olaylarda énemli rollere sahip olan bir dokudur. Adipsin ve leptinin kesfi, yag
dokusunun bilinen gorevlerinden ziyade, daha dinamik ve kompleks fonksiyonel bir

doku oldugunu gostermistir (1,2).

Obezite, alinan enerjinin harcanan enerjiden fazla olmasi durumunda, bu enerjinin
yag dokusunda birikmesiyle, yag hiicrelerinin sayica ve hacimce arttig1 ve beraberinde
kardiyovaskiiler hastaliklar, tip II diabet gibi yasam kalitesini diisiiren klinik durumlara
sebep olan bir hastaliktir. Obezitenin prevalansinin artmasi, adipoz dokuya olan ilginin
ve bu alandaki c¢aligmalarin da artmasina sebep olmus, ayrica, alternatif tedavi
yontemleri icin yeni hedeflerin arayis1 igine girilmistir (3,4). Ozellikle, yag hiicresi
onciillerinin yag hiicresine farklilagmalar1 esnasinda gen ekspresyonundaki degisimler
ve bunlarin incelendigi in vivo ve in vitro sistemler 6nemli ¢alisma konular1 olmustur.
Bu amagla, in vitro sistem olarak, 3T3-L1 preadiposit hiicre serisi siklikla
kullanilmaktadir (5).

Karbonik anhidraz memelilerde 16 farkli izoenzimi bulunan ve katalizledigi
karbondioksit ve suyun bikarbonata doniisiim reaksiyonuyla bir¢ok fizyolojik olayda
kritik gorevleri olan bir enzimdir. Karbonik anhidrazlar kemik resorpsiyonu,
glukoneogenez, lipogenez, lireogenez gibi biyolojik siire¢lerde 6nemli roller iistlendigi
icin, enzimler biyomedikal uygulamalarla aktivator ve inhibitor tasarimi igin ilging
hedefler olmustur (6). Ozellikle son yillarda, topiramat, zonisamid gibi baz1 karbonik

anhidraz inhibitorlerinin antiobezitik ilag olarak kullanilabileceginden s6z edilmistir (7).

Topiramat epilepsi tedavisinde kullanilan ve yapisinda siilfonamid grubu bulunan
bir sekerdir. Diger siilfonamid tiirevleri gibi karbonik anhidraz inhibitorii 6zelligi
gostermektedir. Topiramat tedavisi alan kisilerde kilo kaybinin gerceklestigi goriilmiis,
ancak, bunun sebebi ve mekanizmasi heniiz ortaya koyulmamistir (8). Yan etki olarak
gorulen kilo kaybinin bir nedeninin de lipogenez de gorev alan izoenzimler olan CA II,
VA ve VB’nin inhibisyonundan ileri geldigini one siiren ¢aligmalar mevcuttur (9),

ancak molekiiler diizeyde bir ¢alisma heniiz yapilmamistir.



Bu tez calismasinda, antiepileptik bir ilag ve karbonik anhidraz inhibitori olan
topiramatin 3T3-L1 preadipositlerin, yag hiicresine farklilasmasi ve karbonik anhidraz
izoenzimlerinden adipoz doku ile iliskili olan CA I, II, Il VA ve VB’ nin
ekspresyonlari tizerine olan etkisi incelenerek, topiramatin kilo diisiiriicii 6zelliginin yag
dokusu iizerinden olup olmadigi ve CA izoenzimleri ekspresyonunun bu siiregteki

muhtemel rolleri ortaya konulmaya ¢alisilmistir.



4. GENEL BIiLGIiLER
4.1. Yag Dokusu (Adipoz Doku)

Memelilerde yag dokusu 6zellesmis bir bag doku olup hiicre yapisi, yerlesimi,
rengi, damarlanmas1 ve fonksiyonlarina gore beyaz ve kahverengi olmak Uzere iki

cesittir (10).

Kahverengi yag dokusu insanlarda daha ¢ok yenidoganda termogenez siirecini
diizenlemekle gorevli, multilokiiler adipositler igeren, bol mitokondriye sahip ve 1s1

Uretimi i¢in 6zellesmis bir dokudur (11).

Beyaz yag dokusu ise okaryotik hiicrelerde en biiyiik enerji rezervi olup, alinan
fazla enerjiyi triagilgliserol seklinde depolamak ve ihtiya¢ durumunda mobilizasyonunu
saglamakla gorevlidir (12). Yag dokusu esas olarak adipositler adi verilen i¢i yag
damlaciklari ile dolu hiicreler olmak tizere, fibroblastlar, preadipositler, makrofajlar gibi
hlcrelerden olusmaktadir. Ayrica bag dokusu matriksi, sinir dokusu ve stromal vaskiiler

hlcreleri de yapisinda bulundurmaktadir (1).

Adipoz dokunun trigliseridlerin depo ve mobilizasyonunu saglayan pasif bir doku
oldugunu savunan geleneksel yaklasim 1980’lerin ortalarinda adipsinin (kompleman
faktor D) bu dokudan salgilandiginin bulunmasiyla gecerliligini yitirmistir (13). 1994
yilinda leptinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu ile yag dokunun bilinen 6zelliklerinin
haricinde endokrin bir organ oldugu kabul edilmektedir. Yag dokusunun adipokinler ad1
verilen bircok biyoaktif peptidi eksprese ettigi ve salgiladigi ve boylelikle otokrin,

parakrin ve endokrin etkiler gosterdigi bilinmektedir (14).

Adipoz doku hiicrelerinden salgilanan leptin, adiponektin, kemerin, apelin, IL-6,
TNF-a, visfatin, MCP-1, RBP-1 gibi adipokinler araciligiyla bahsedilen fonksiyonlarini
yerine getirmekte ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde ©Onemli roller
ustlenmektedir (15). Adipoz doku merkezi sinir sistemi dahil bircok organla iletisim
halinde olmasint saglayan metabolik 0Ozellikleri sayesinde enerji metabolizmasi,

néroendokrin ve immun fonksiyonlar gibi proseslere de dahil olabilmektedir (1)



4.2. Yag Dokusunun Gelisimi

Insanlarda yag dokusu gebeligin 14. Ile 16. haftalar1 arasinda tespit
edilebilmektedir. Erken fetal yasamda yag depolamada cinsiyetin bir 6nemi yokken
gebeligin ikinci trimesteri adipogenez i¢in Onemli bir donemdir. Bu doénemde
mezengimal hiicrelerin agregasyonu ve kan damarlarmin olusumu adipogenezin ilk
sinyallerini olusturur. 23. Haftadan sonra yag lobiilleri karakteristik olarak akiimiile
olduklar1 yerde belirginlesirler. Sonraki haftalarda lobuller biyir ve adipositler goruntr
hale gelir. Uglincii trimesterde ise yag hiicreleri viicutta yag depolanmasinin muhtemel

oldugu bolgelerde bulunurlar ancak hacim olarak kigukttrler (16).
4.3. Yag Hiicresi Farklilasmasi (Adipogenez)

Onciil yag hiicrelerinden (preadiposit) ¢esitli faktdrlerin etkisiyle olgun
adipositlerin olusmasi siirecine adipogenez denir. Adipositlerin farklilasmasi sireci
boyunca meydana gelen molekiiler ve hiicresel olaylarin anlagilabilmesi i¢in preadiposit
hiicre serileri ve adipoz kaynakli stromal vaskiiler prekiirsor hiicrelerin primer kiiltiirleri
gibi ¢esitli hiicre kulturi modelleri mevcuttur (17). Bu amagla primer kiltirden ziyade
hiicre serileri tercih edilmektedir. Ciinkii fibroblastlar1 diger fibroblast benzeri
hiicrelerden ayirt etmek oldukga giigtiir ve yag dokunun az bir kismini olusturduklari
icin ¢ok miktarda doku drnegine ihtiya¢ duyulur. Bunun yaninda primer hiicreler siirl

yasam siiresine sahiptir (18, 19).

Adipogenez sirasinda meydana gelen molekiiler olaylarin ve bu siireci diizenleyen
bir¢ok faktoriin incelenmesi hiicre kiiltiirii modelleri sayesinde gerceklesebilmistir. Bu

modellerde hiicreler homojendir, sonsuz sayida pasajlanabilmektedirler (5).
4.4, Farkhilasma Modelleri

Farklilasma ve adipoz doku c¢alismalarinda kullanilan sistemler; bir¢cok farkli
hiicre tipine doniisebilen pluripotent hiicre serileri (10T1/2, Balb/c 3T3, 1246, RCJ3.1,
CHEF/18) ve adiposit kokene yonlendirilmis hiicre serileri olan ( 3T3-L1, 3T3-F422A,
Ob1771, 1246, TA1, 30A5) unipotent preadipositlerdir olup 3T3-L1, 3T3-F422A

literatlirde en cok tercih edilen seriler hiicre serileridir (20).



4.4.1. 3T3-L1 Hucreleri

3T3-L1 hicreleri 17-19 giinlik mus musculus embriyolarindan izole edilen ve tek
tip hicre iceren hicre serileridir. Bu hicreler adipogenik kokteyl denen insilin,
deksametazon ve izobiitilmetilksantin i¢eren karigimla indiiklendiginde yag hiicresine
farklilasma Gzelligine sahiptir. Bu hicre serileri adiposit farklilagmasinda gorev alan
anahtar molekiiler belirtecler, transkripsiyon faktorleri ve etkilesimlerin ¢alisilmasina
olanak saglamaktadir. Oliimsiiz olduklari diisiiniilse de pasaj sayis1 arttik¢a farklilasma

yeteneklerini kaybettikleri bilinmektedir ( 21).

Tablo 1. Adiposit farklilasmasinda in vitro modeller (22)

Hucre Kokeni/Gelisim asamasi Farkhlasma icin
Serileri kullamlan uyarici ajan
EShtcreleri  Fare blastositi Retinoik asit
CH3 10T1/2 Fare embriyosu Demetilasyon ajani 5°-
azasitidin
TAl 5’-azasitidin ile muamele edilmis 10 T1/2 %10 FBS, insulin ve
hicreleri DEX
3T3-L1 17-19 ginlik fare embriyosu %10 FBS, DEX, MIX
ve insulin
3T3-F442A  17-19 glinlik fare embriyosu %10 FBS, insulin
Ob17 Yetiskin ob/ob farenin epididimal yag dokusu %8 FBS, instlin ve T3
Primer Kaynak/Yas Farklilasma icin
Kaltarler kullanilan uyarici ajan
Rat Subkutan,epididimal, Insulin (%10 FBS’de )
retroperitoneal/yenidogan(48h), 4hf, veya
yetigkin
Fare Subkutan /8-12 glinlik Serum yok, insulin,
HDL, DEX
Tavsan Perirenal/4haftalik Serum yok, instlin,
DEX
Insan Subkutan(abdominal)/degisen yaslarda Insilin ve

glukokortikoid




4.5. Yag hiicresi Farkhilagsmasi1 Basamaklari

3T3-L1 hiicreleri uygulanan farklilasma kokteyli ile eszamanli bir sekilde adiposit
karakteri kazanabilmektedir. Kokteyl icerisinde bulunan deksametazon bir
glukokortikoid  agonisti  olup  glukokortikoid  reseptér  yolagin1  uyarir.
Izobiitilmetilksantin, fosfodiestreaz inhibitériidiir ve hicre i¢ci CAMP diizeyini artirarak
CAMP bagmmli protein kinaz yolunu aktive eder. Insulin ise hiicre igine glukoz
alinmasini saglar. Preadipositlerde insiilin reseptorii bulunmamakta ve insiilin etkisini

instlin benzeri blytme faktoru-1 (IGF-1) reseptorleri tizerinden gosterir (23).

Dollenmis Yummta
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Sekil 1. Yag Hiicresi Farklilasma Basamaklari (21)



4.5.1. Yonlenme (Kommitment)

Embriyonik gelisim siirecinde tek bir dollenmis yumurtadan 200 farkli ¢esit hiicre
olusur. Bu hiicrelerden pluripotent kok hiicreler meydana gelir. Bu kdk hicrelerin daha
sonra gergek fonksiyonel hiicre Onciillerine doniismesine “kommitment’” denir.
Yonlenme siireci hakkinda sinirlt bilgiler mevcut ise de vaskiiler stromada bulunan kok

hiicrelerin preadipositlere yonlenmesini kapsayan bir siire¢ oldugu bilinmektedir.

Multipotent kok hiicrelerin adiposit kokene doniisiimiine yon veren sinyallerinden
sorumlu gen faktéri henlz bilinmemektedir. Bazi goriisler, bu hiicrelerin adiposit
kokene yonlenmelerinin olgun adipositler tarafindan salgilanan sinyaller ile
gerceklestigini savunmaktadir. Olgun yag hiicrelerinden salgilanan bazi faktGrlerin
preadiposit farklilasmasi ve ¢ogalmasini tetiklemesi bu goriisii desteklemektedir. Bu
faktorlerin herhangi biri ortaya konulamamistir ancak bazi ¢alismalarda bu siirecte
BMP4’in (kemik morfogenik protein-4) rol oynadigi in vitro olarak gosterilmistir.
BMP4, TGFf (doniistiiriicii biiyiime faktorii ) ailesine ait bir reseptordir ve 10T1/2
hiicrelerine uygulandiginda preadiposit karakter kazanimlarina yol agmaktadir.
Farklilagma kokteyli uygulandiginda ise bu hiicrelerin yag hiicresine donistiigi

gorulmektedir (18, 25).

Ayrica hiicre yogunlugu ve hiicre seklinin de kdken yonlenmesinde rol aldigini
destekleyen ¢aligmalar mevcuttur. McBeath ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
caligmada diisiik yogunlukta ekilen insan mezenkimal kok hiicrelerin (HMSCS) biiyiik
Olclide osteblasta doniistiigii, yiiksek yogunlukta ekim yapildiginda ise adipositlere
farklilagtig1 bildirilmistir (26).

4.5.2. Biiyiimenin Durmasi ve Mitotik Klonal Ekspansiyon

Preadiposit hiicre hatlarinin adipogenik indiikleyiciler tarafindan farklilagsma igin
uyarilmasi ile preadipositler adiposit fenotipi ve adiposit genlerinin transkripsiyonel
aktivasyonundan 6nce eszamanli bir sekilde hiicre siklusuna girerler ve bir iki tur hiicre
boliinmesine maruz kaldiklar1 bu evreye mitotik klonal ekspansiyon denir. DNA
replikasyonu ve kromatin yapisindaki degisikliklerin bu siiregte ortaya ¢iktigi
distiniilmektedir (27). Mitotik klonal ekspansiyon asamasmin adipogenez igin

gerekliligi tam olarak agiklanamamakla beraber, bazi calismalar terminal farklilasma



adimi1 i¢in 6n kosul oldugu, bazi ¢aligmalarda ise bu siire¢ olmadan da farklilasmanin

gerceklesebilecegi ifade edilmektedir (28) .
4.5.3. Terminal Diferansiyasyon

Hiicreler klonal ekspansiyon basamagini tamamladiktan sonra, hiicre siklusunun
(Gp) “growth arrest” basamagina girerler ve bu basamaktan sonra hicreler geri
doniistimsiiz farklilasmaya ugrarlar. Bu siiregte farklilasmaya yonlenmis hiicreler Gp
fazina girene kadar farklilagmamis durumlarina geri donebilirler. Gp fazindan ¢iktiktan
sonra ise farklilasmaya hazir hale gelirler. Terminal diferansiyasyonun surdirilmesi
C/EBPa ve PPARy ‘nin ekspresyonlari ile miimkiin olur. C/EBPa ve PPARYy genlerin
transkripsiyonunu sinerjik olarak aktive eder ve adiposit karakterin kazanilmasini

saglarlar (18).
4.6. Gen Ekspresyonunda Erken Degisiklikler

3T3-L1 hiicreleri konflue olduklarinda farklilagmanin erken belirteglerini eksprese
ederler. Konflue hiicrelerde hucre-hiicre temasi tip VI kollagen ve lipoprotein lipazin
ekspresyonlar1 indiiklenir. Farklilasma kokteyline bir saat maruz kalan hiicrelerin c-fos,
Cc-jun, c-myc gibi niikleer protoonkogenlerin ve CCAAT/artiric1 baglayici protein  ve &

‘y1 eksprese ettikleri gdzlenir.

Lipoprotein lipazin mRNA ekspresyonu adiposit farklilasmasinin erken belirteci
olarak goriilmektedir. Adiposit farklilasmasi siirecinde hiicreler fibroblastikten kiresel
sekle dontistir, ekstraseliiler matriks komponentlerinin tipi ve seviyesi, hiicre iskeleti

bilesenleri, hiicre morfolojisinde 6nemli degisiklikler meydana gelir.

Adiposit fenotipinin kazanilmast 200°den fazla genin ekspresyonundaki
degisikliklerle iliskili oldugu bilinmektedir. Adipogenez siirecinde anahtar diizenleyici
olarak gorev alan birgok transkripsiyon faktor ailesi bulunmaktadir. Konflue hiicrelere
adipogenik kokteyl uygulandiginda C/EBPB ve C/EBPS ekspresyonu indiiklenir ve
sirasiyla PPAR 2 ve C/EBPa aktive olur. Adiposit determinasyon ve diferansiyasyon
faktor-1/sterol regiilator element baglayicit protein-1c (ADD1/SREBP-1c) bir diger
anahtar transkripsiyon faktorii olup farklilagmanin haricinde lipid metabolizmas1 ve

birgok karaciger genlerinin transkripsiyonunda gorev alir (17,18,21).
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Sekil 2. 3T3-L1 preadiposit farklilasma asamalar1 (¢ok erken, erken, orta ve geg
donemde). LPL, lipoprotein lipaz; C/EBP, CCAAT/ enhancer binding protein; PPAR,
peroksizom proliferatorlerince aktiflestirilen protein, MIX, metilizobutilksantin; DEX,
deksametazon, 1d= 1 gun (21).

4.7. Adipogenezin Dizenlenmesi

Kok hiicrelerin adiposit kokene yonlenmesi ve akabindeki farklilagsma embriyonik
donemde oldugu gibi eriskinlerde de goriilmektedir. Embriyonik gelisim sirasinda
kommitment ve farklilasma i¢in ilk isaretleri parakrin sinyaller saglamaktadir.
Yetiskinlerde ise, bu proses, endokrin ve parakrin sinyaller tarafindan yiiriitiliir.
Endokrin hiicreler enerji dengesindeki degisimleri gosterir ve adipoz dokunun enerji
depolama kapasitesinin artip azalma durumuna karar verir. Enerji alimimi biiylik
oranlarda arttig1 zaman adipositlerin de say1 ve boyutlarinda artma goézlenir. Bu yeni
adipositlerin adipoz dokunun vaskiiler-stroma progenitor hiicre populasyonundan ileri
geldigi diisiiniilmektedir. Endokrin sinyallerin bu adipositlesme siirecini direk veya

dolayl1 bir sekilde kontrol ettigi ongoriilmektedir (29).
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4.7.1. Endokrin Faktorler

Adiposit farklilasmasinin hormonal indiikleyicileri insulin, insulin benzeri
blyime faktori-1 (ILGF-1), glukokortikoid, triiyodotironin (T3) ve cAMP olarak
siralanabilir. Preadipositlerde insulin reseptorii yok veya cok az sayida oldugu igin
insulin etkisini ILGF-1 reseptorleri tzerinden gOsterir ve ancak suprafizyolojik
konsantrasyonlarda etkilidir.

Glukokortikoidler hicre kdltlrlerinde farklilasmanin giiglii  uyaricist  olup,
glukokortikoid agonisti  kullanilarak benzer etki in vitro olarak olusturulur
Glukokortikoid reseptorleri nukleer reseptorler olup transkripsiyonu direkt olarak
etkileyebilmektedir. Etkiledigi genler tam olarak aydinlatilamamakla beraber

glukokortikoid agonisti olarak farklilasma kokteylinde deksametazon bulunmaktadir.

Buyume hormonunun fetal bovin serumdan immunodeplesyonu ile adipogenezin

inhibe oldugunun bulunmasi farklilagmaya olan etkisini kanitlamistir.

Tiroid hormonunun farklilagsma i¢in gerekliligi Obl7 hiicreleri ile yapilan
calismalarda gosterilmekle beraber 8-bromo-siklik AMP ilavesi durumu telafi
etmektedir. 3T3-L1 hicrelerinde ise hicre ici siklik AMP dizeyi fosfodiesteraz
inhibitord olan metilizobitilksantin ile normal dizeylerin Uzerinde tutulmakta ve

farklilagsma saglanmaktadir (29 ).
4.7.2. Parakrin Faktorler

Acilleme-uyarici protein (ASP) preadipositlerin adipositlere farklilasmasini uyarir
ve olgun adipositlerde triagilgliserol sentezininin devamini saglar. Adipositlerden
salinan anjiyotensinojen yeni adipositlerin olusumunu uyarir ve olgun adipositlerin

fonksiyonlarini diizenler.

Adipoz dokuda sentezlenen TNF-a farklilasmanin giiglii bir inhibit6ridiir.
Farklilasmay1 bloklamakla kalmayip olgun adipositlerin adipoz fenotiplerini de
baskilamaktadir. Delipidasyon, stearoil Co-A desaturaz enzimi, 422/aP2 ve GLUT4
ekspresyonlarini inhibe ederek etkisini gosterir. PGE2 ve PGl2 de adipogenezin parakrin
inhibitorleri olarak goriilmekte ve etkilerini PPAR vy iizerinden gosterdikleri
diistiniilmektedir (29).
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4.7.3. Transkripsiyon Faktorleri

Adiposit farklilasma programimin C/EBP ve PPAR ailelerinin igbirligi ile dahil
oldugu transkripsiyon faktorleri kaskadi ile diizenlendigi bilinmektedir. Bu faktorler
adipoz spesifik genlerin indiiksiyonu ve olgun adipoz fenotipinin korunmasinda énemli

rol oynarlar (30).

Adiposit

insiilin /\ QLJ‘&’L‘\

—s

Glukokortikoid

/\.f\

IBIX ——CcAMP

Sekil 3. Transkipsiyon faktorleri ile adipogenezin indiksiyonu (24)

4.7.3.1. C/EBP Ailesi

Adiposit farklilagsmasinda 6nemli role sahip olan transkripsiyon faktori ailesi
bZip smifi proteini olup losin zipper dimerizasyon domaini ve DNA baglanmasini
duzenleyen temel bir domain icermektedir. C/EBPB ve C/EBP&’nin farklilasmanin
erken doneminde rol aldigi disiiniilmektedir ¢iinkii ekspresyonlar1 farklilagsma
programinin baslamasiyla indiiklenmekte ve sona dogru diismektedir. C/EBPa ‘nin
enerji homeostazisinde gorev aldigi zannedilmektedir. Ekspresyonu daha ¢ok terminal
fazda bircok adipoz-spesifik genin ekspresyonundan hemen once gerceklesmektedir.
Antimitotik 6zelliginden dolay1 farklilagmanin klonal ekspansiyon fazini sonlandiran

biiyiimenin durmasina sebep oldugu goriisii hakimdir (29, 30).
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4.7.3.2. PPAR Ailesi

Peroksizom proliferator-aktiveli reseptorler (PPARS) peroksizom
proliferasyonunu indiikleyen ajanlar tarafindan aktivasyonu ile tanimlanmis niikleer
hormon reseptorleridir. PPAR ailesi Uyeleri retinoid X reseptorleri ile heterodimerik
kompleksler olusturarak PPAR sorumlu elementlere baglanirlar. PEP karboksikinaz,
lipoprotein kinaz, adiposit yag asidi baglayici protein 422/aP2 ve stearoil-COA desaturaz
bahsedilen elementlerden adiposit genleridir. PPAR A1 ve PPAR A2 adipogenezle ilgili

olup Az adipoz dokuya spesifiktir. Fonksiyonlar1 arasinda herhangi bir fark

bulunmamaktadir (29,30).
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Sekil 4. PPAR ailesinin etki mekanizmasi (31)
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4.7.3.3. ADD1/SREBP1

ADDI1/SREBPI, adiposit tanimlama ve farklilasma-bagimlhi faktér 1 (ADD1),
sterol diizenleyici element baglayici protein 1 (SREBP1) bazik heliks-loop-heliks
(bHLH) sinifi transkripsiyon faktoriidiir. DNA (zerinde E-kutusu ve sterol diizenleyici
element adinda iki farkli bdlgeye baglanarak transkripsiyonu aktive etmektedir. Ikili
DNA baglama 06zelliginin diger bHLH proteinlerden farkli olarak rezidii 320°de
bulunan atipik bir tirozinden ileri geldigi diisiiniilmektedir. Faktor lipoprotein lipaz, yag
asidi sentaz gibi genlerin expresyonlarini artirarak yag asidi sentezi ve alinimini saglar

adiposit iginde yag birikimini destekler (32).
4.7.3.4. Retinoid Reseptorleri

Retinoik asitin adipogenezi inhibe ettigi ve bu etkisini retinoik asit reseptorleri
(RARs) ve retinoid X reseptorleri (RXRs) lizerinden gerceklestirdigi diisiintilmektedir.
RARs RXRs ile heterodimerler olusturarak DNA’ ya baglanir. PPARs da RXRs ile
heterodimerler olusturdugu icin RARs ile yaris iginde olmalar1 adipogenez iizerinde

inhibisyon olusturmaktadir (29).
4.7.4. Transkripsiyon Faktorleri Arasindaki Sinerji

Adipogenez, transkripsiyon faktorlerinin dogrudan veya birbirlerini etkilemek
suretiyle farklilagmanin diizenlendigi bir kaskat igerir. PPAR ve C/EBP farklilagmada
kooperatif role sahiptir. C/EBPB ve C/EBPS, PPARy ve C/EBPa ‘nin indiiksiyonunu
iceren bir mekanizmaya dahil olmaktadir. C/EBPa ve PPARy farklilasmanin

gelisiminde sinerjik olarak etkirler (29).
4.8. Yag Dokusunun Endokrin Ozellikleri

Adipoz dokunun pasif bir enerji deposu oldugunu savunan bakis agisi, cinsiyet
hormonlarinin metabolizmasi i¢in Oneminin anlasilmasi ve adipsinin kesfi ile
gecerliligini yitirmistir. 1994 yilinda, leptinin karakterizasyonu ile adipoz dokunun
endokrin bir organ oldugu konusu kesinlik kazanmigtir. Adipoz doku endokrin veya
parakrin etkiye sahip birgok aktif peptidin sentez ve salgisini iistlenmektedir. Ayrica
diger sistemlerden gelen sinyallere cevap verebilecek reseptorlerin sentezi de mevcuttur
(1,2).
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Tablo 2. Yag dokusu salgi iiriinleri ve gérevleri (19)

Salgilanan iiriinler

Fonksiyonlari

Leptin

Rezistin

TNF-a

Adiponektin

Adipsin

IL-6

PAI-1

TGF-B

ASP

IGF-1

PGl ve PGFy,

MIF

Enerji homestazini diizenler ve yag dokusu
hakkinda hipotalamusa bilgi verir

Insiilin direnci ve periferik doku instlin
hassasiyeti ile ilgilidir.

Insiilin reseptdr sinyaline karisir ve
obezlerde insulin direncine sebep olur.

Ailevi hiperlipidemi patogenezinde yer alir
ve inslin direnci ile ilgilidir.

Yag dokusu metabolizmasindan
sorumludur.

Viicut savunmasinda, glukoz ve yag
metabolizmasinda gorev alir.

Fibronolitik sitemin en 6nemli
inhibitorudur.

Proliferasyon, farklilasma ve apopitoz gibi
strecleri duzenler.

Trigliserid sentez hizini artirir.

Hucrelerde ¢cogalmay1 uyarir ve biiylime
hormonunun etkisine aracilik eder.

Inflamasyon, pihtilasma, oviilasyon,
menstriiasyon gibi streclerin diizenlenmesi

Inflamasyon 6ncesi siireclerde ve
immunitenin diizenlenmesi
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4.9. Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidrazlar ( CA, EC 4.2.1.1) prokaryot ve ¢karyotlarda bulunan ve
baslica dort farkli (a, B, y, A) gen ailesi tarafindan kodlanan, ¢inko iceren
metaloenzimlerdir. Basit ama fizyolojik olarak oldukga 6nemli bir reaksiyon olan
karbondioksitin bikarbonat ve protona hidrasyonunu doniisiimlii olarak katalizlemekte

ve bu kataliz sayesinde bir¢ok proseste dnemli gorevler tstlenmektedirler (33).

CO. + H.O ﬂKarbomk . HCO, + 0t
B B Anhidraz

Memelilerde, bugiine kadar, farkli katalitik aktivite, hiicresel yerlesim, doku
dagilimi, fizyolojik ve patolojik roller ve inhibitor duyarliligina sahip 16 izoenzimi
tanimlanmistir Bu onalt1 izoenzimden CA 1, II, III, VII, XIII sitozolik izozimler olup,
CA 1V, IX, XII, XIV, XV membrana baglh formda, CA VI salgilanan formda, CA VA
ve CA VB mitokondride bulunmakta, CA VIII, X, Xl ise katalitik 6zelligi olmayan
formlar olup CA iliskili proteinler olarak adlandirilmaktadir(34, 35).

Enzim ailesi tiim organizmalarda, solunum ve karbondioksit/bikarbonat taginima,
pH ve karbondioksit homeostazi, bircok doku ve organda eloktrolit tasimimu,
glukoneogenez, lipogenez ve ureogenez gibi biyosentetik prosesler, kemik
resorpsiyonu, kalsifikasyon, tumorogenez, epileptogenez gibi bircok fizyolojik ve
patolojik proseste dnemli gorevler tstlenmektedir (35,36). Bu nedenle son yillarda CA
izoenzimleri biyomedikal uygulama alani olarak tiimor belirteci ve ila¢ dizayni igin

hedef haline gelmistir (37).
4.9.1. Karbonik Anhidraz |

CA | eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan sitozolik proteindir.
Ekspresyonu fazla olmasina ragmen toplam aktivitenin yaklasik yarisini listlenmektedir.
CA T ayrica kalin bagirsak ve kornea epitellerinde, lenfte, ter bezlerinde, miyoepitelyal
hiicrelerde, nétrofillerde ve yag dokusunda da sentezlenmektedir. Aktivitesi CA I1’ye
gore diisiik olan CA I ‘in hemolitik anemi durumunda ekspresyonunun azalmasi
hastalikla ilgili 6nemli bir belirte¢ olabilecegini ve izoenzimin katalitik niteliklerinden

ziyade fizyolojik 6zelliklerinin 6nemini gostermektedir (39).
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4.9.2. Karbonik Anhidraz 11

CA 1I genis bir doku dagilimina sahip olup yiiksek aktiviteli bir izoenzimdir. CA
I ve CA II dokulardan ve akcigerlerden karbondioksitin transport ve eliminasyonunda
etkindir. CA 1II bobrekte bikarbonat akisini diizenledigi, bobrek interkalate hiicreleri,
proksimal tip, henle kulpu ve toplama kanallarinda da sentezlenmektedir. CA II
ekskligi renal tubuler asidoz, osteoperoz, serebral kalsifikasyon ve biiyiime geriligi

gorulen otozomal resesif bir durumdur.

Karbondioksit hidratasyonu fonksiyonunun yani sira, CA II membrana baglh
tastyicilar ile etkilesim halinde olup sitoplazmik pH dengesini korumakta da gorevlidir.
Transport metabolonu denilen bu tastyicilara Kloriir/bikarbonat tasyicis1 (AEI),
sodyum/bikarbonat tasiyicist (NBC1) ve sodyum/ hidrojen degisimcisi (NHE1) 6rnek
verilebilir (39).
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Sekil 5. CA II’nin aktif merkez aminoasitleri ve ¢inko atomu (39)
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4.9.3. Karbonik Anhidraz 111

Hidrataz aktivitesi CA 1 ve II’nin yaklasik % 2 ‘si kadar olan CA 11l metabolik
olarak aktif dokular olan yag dokusu, karaciger ve yavas kasilan iskelet kasi fiberlerinde
bol miktarda eksprese olmaktadir. Diisiik hidrataz aktivitesine sahip olmasi hiicrelerde
baska fonksiyonlar1 olabilecegini dnermektedir. CA III glutatyon ile tersinir bir sekilde
konjuge olabilen iki adet reaktif stlfidril grubuna sahiptir. Bu S-glutatyonilasyon
reaksiyonunun, hiicrede proteinleri doniistimsiiz oksidasyonlardan koruyan muhtemel
savunma mekanizmalarindan biri olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicreler oksidatif strese
maruz kaldiginda CA III hizli bir sekilde glutatyonlanir ayrica oksidize edici bir gevrede
bulundugunu diislindiiren veri olarak rodent karacigerinde en c¢ok karbonillenen
proteindir. Hicre kulturd deneylerinde CA 11I’Un hicreleri hidrojen peroksit indikl
proapopitotik ve antiproliferatif etkilerden korudugu gdosterilmistir. Yaslanmig ratlarda
glutatyon diizeylerinin diisiik oldugu ve buna bagl olarak okside CA III miktarlarinin
arttigr goriilmiistiir. Bu bilgiler CA III’in yaslanma gibi oksidatif stres bagiml
olaylarda hiicreleri oksidatif durumlara kars1 koruma o&zelligi olabilecegini

gostermektedir.

Preadipositlerde CA 11l ekspresyonu c¢ok az olmakla beraber adipogenezle
onemli 6lgiide artmaktadir. CA III insan ve rodent yag dokusunda toplam mRNA’nin
yaklagik %2’sini olusturarak, yag dokusunda en bol bulunan proteinlerden biri olma
ozelligine sahiptir. Olgun adipositlerde tiim ¢oziiniir proteinlerin %24’{inli olusturarak
miktar1 en fazla olan protein olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu bilgiler CA 11I’Un
oksidatif strese karsi koruma 6zelliginden dogan adiposit iliskili fonksiyonlarini akillara
getirmektedir. Bu ozellikleriyle obezite gibi yag dokusunun artigi ile karakterize ve
oksidatif stresin arttig1 hastaliklarda 6nemli rolleri olabilecegini diisiindiirmektedir. CA
IIT’in obez ve zayif farelerde yag hiicrelerinde yag asid sentezi ile iligkili oldugunu
gosteren caligmalar mevcuttur ancak izoenzimin adipositlerdeki asil fonksiyonu ve
adipogenez ~ bagimli  upregiilasyonunun  agik  mekanizmasi  tam  olarak

aydinlatilamamistir (39-41)
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4.9.4. Karbonik Anhidraz VA ve VB

CA VA ve VB mitokondride bulunan tek izoenzimler olup omurgali ve
omurgasizlarda lipogenez, glukoneogenez, iiregenez gibi biyosentetik siireclerde gorev
almaktadir. CA II tarafindan asiste edildigi diisiiniilen ve bu izoenzimlerce katalizlenen
reaksiyon piruvat karboksilaz, asetil CoA karboksilaz, karbamoil fosfat sentetaz | ve Il
enzimlerinin dahil oldugu bir¢ok biyosentetik proseste yeterli bikarbonatin varligindan

sorumludurlar (37).

Piruvatin okzaloasetata doniisiimii bikarbonat ve piruvat karboksilaz varliginda
gerceklesir. Bu olusum i¢in gerekli bikarbonat CA VA ve/veya VB tarafindan saglanir.
Mitokondri membrani okzaloasetat ile birlesip sitrati olusturacak olan asetil Co A igin
gecirgen degildir. Sitrat trikarboksilik asit tasiyicisi ile sitoplazmaya tasinir ve burada
sitrat liyaz enzimi ile tekrar okzaloasetat ve asetil CoA’ya dontstiiriiliir. Mitokondri
membran1 okzaloasetata gegirgen olmadigi i¢in dekarboksilasyonla tekrar piruvata
doniisiir ve piruvat tastyicisi ile mitokondri i¢ine almir. Once okzaloasetat malat’a
indirgenir ve malat dikarboksilat tasiyicisi ile mitokondriye tasinir veya sitoplazmada
malik enzim tarafindan piruvat ve COz’ye doniisiir ve piruvat mitokondriye geger.
Sitozolde olusan asetil CoA asetil CoA karboksilaz ve bikarbonat varliginda malonil
CoA olusumu ile de novo lipogenez i¢in kullanilir. Bu doniisiim igin gerekli bikarbonat

CA 1l izoenzimi ile saglanir (37).
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NAD"
NADE Malaf
GOQ + ATP
Piruvat NADPH + GO, NADP*bagh
karboksilaz - . malaf enzimi
Pirowat Piruwat

Sekil 6. De novo lipogenez i¢in Asetil CoA’nin sitozole transportu. Bikarbonat i¢eren
her adimda CA izoenzimleri gérev almaktadir (42).

4.10. Karbonik Anhidraz inhibitorleri

Karbonik anhidraz inhibitorleri, metal kompleksi olusturan anyonlar siilfonamid
ve onlarin biyoesterleri olmak iizere iki ana smifta incelenebilirler. Etkilerini aktif
bolgelerindeki Zn?* iyonuna baglanarak nonprotein-ginko ligandi olusturarak ya da
metal koordinasyon kiiresine eklenme yoluyla trigonal bipramidal tiirler olusturarak
gosterirler. Sulfonamidler, deprotonlanmis durumda Zn(ll) ile koordine sulfonamid
kalintisinin azot atomu ve Thr 199 ve Glu 106 rezidiilerinin katildig1 hidrojen bag1 ag1
ile Zn(II)’nin tetrahedral geometrisine baglanirlar. Inhibitoriin aromatik/heterosiklik
kismi boslugun hidrofilik ve hidrofobik rezidiileri ile etkilesir. Anyonlar ise metal
iyonunun tetrahedral geometrisine ya da trigonal bipiramidal eklentilere
baglanabilmektedirler (37).

Karbonik anhidrazlarin inhibisyonu solunum, pH diizenlenmesi, sodyum
tutulumu, kalsifikasyon, tumorogenez, elektrolit sekresyonu, glukoneogenez, trogenez
ve lipogenez gibi ¢esitli fizyolojik reaksiyonlarin dahil oldugu bir ¢ok alanda uzun
farmakolojik bir tarihe sahiptir. Bu nedenle CA inhibitorleri antikonvilzanlar, topikal

etkili antiglokom ajanlar1 olarak kullanilmakta ve son yillarda antitumoral, anti agr1 ve
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anti obezite ilaglar1 olarak da umut vaat etmektedirler. Ayrica antifungal ve

antibakteriyal etkilerinin gosterildigi ¢caligmalar da mevcuttur (39).

Asetazolamid, metazolamid, etokzolamid, siltiam ve diklorofenamid gibi Klinik
olarak kullanilan ve ilk olarak 1950 ve 60’larda yeni diiiretik ve antiepileptik olarak
gelistirilen bilesiklerdir. Diiiretik kullanimlart yaygin olmamasma ragmen bu
inhibitorlerin  glokomun sistemik tedavisinde faydali olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Dorzolamid ve brinzolamid 90’larda gelistirilen ve oftalmalojide kullanilan inhibitor
bilesiklerdir. Farkli izoenzimlerin ayr1 inhibisyon profilleri karbonik anhidraz
inhibitorlerinin  ditiretik ve antiglokom ajanlarindan antikanser, antiobezite ve
antiepileptik ila¢g olarak kullanilabilecegini ag¢iklamaktadir. Karbonik anhidraz
inhibitorlerinin ilag dizayninda karsilasilan en biiyiik problem olarak, bu farmokolojik
ajanlarin  klinik uygulamar1 igin izozim-selektif inhibitérlerin elde edilmesi

gorulmektedir (37).
4.11. Karbonik Anhidraz inhibitorlerinin Antiobezite ilact Olarak Kullanilmasi

Obezitenin sebebi pozitif enerji dengesinin artmasi olarak goriilse de etiyolojisi
tam olarak netlestirilememistir. Enerji dengesi {izerindeki etkiye bakilarak antiobezite
ilaclar1, enerji alimini azaltan ve enerji harcanmasini artiranlar olarak iki grupta
incelenebilir. Birinci gruptaki ilaglar daha ¢ok yemek alimini azaltarak veya
gastrointestinal yoldaki absorbsiyonunu minimize ederek etki ederken, ikinci gruptaki
ilaglar enerji harcanmasii kolaylastiracak metabolik prosesler {lizerinde etkilidir. Bu
amacla ferntermin, sibutramin, orlistat ve riminoabant bu amaglarla gelistirilen

ilaglardir.

Son yillarda obeziteye kars1 gelistirilen farkli etki mekanizmalarina sahip ilaglar
s0z konusudur. Bunlar leptin/insiilin/ merkezi sinir sistemi yolaklarin1 ve insiilin
metabolizmasi ve aktivitesini etkileyen ilaglarin gelistirildigi bilinmektedir. Ayrica de
novo lipogenezin birgok basamaginda yer alan karbonik anhidraz izoenzimlerinin

inhibisyonuna dayal1 obezite tedavi yaklagimlari tartigilmaktadir.

CA VA ve VB mitokondride, CA Il sitozolde yag asidi biyosentezi i¢in 6nem
tasimaktadir. Bu gergekler bu izoenzimlerin antiobezite ilaclarinin gelisiminde
potansiyel hedefler olabilecegini gostermektedir. Topiramat ve zonisamid bu amagla
bir¢ok ¢alismaya konu olmus CA inhibitorleridir (37)
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4.12. Topiramat

Topiramat  (TPM)  sistematik adi  [2,3:4,5-bis-O-(1-metil-etiliden)-B-D-
fruktopiranoz sulfamat] olan, 1996 yilinda FDA tarafindan epilepsi tedavisi icin
onaylanan ve asir1 yeme hastaligi, bipolar bozukluk, migren gibi nérolojik hastaliklarin
tedavisi icin degerlendirilmeye calisilan bir monosakkarit tiirevidir (8). Ilk olarak
fruktoz-1,6-difosfatazi ve dolayli olarak glukoneogenezi inhibe edici fruktoz-1,6-
difosfat analogu olarak arastirilmistir. Bilinen baslica etki mekanizmalar, GABA
transmisyonu, AMPA/kainate reseptorlerinin ve voltaj bagimli sodyum ve kalsiyum
kanallarmin inhibisyonu, potasyum akimini artirmasi ve bazi karbonik anhidraz

izoenzimlerinin inhibisyonu olarak siralanabilir.
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Sekil 7. Topiramat (44).

Topiramat tedavisi alan Kisilerde kilo kayb1 gozlendigi bildirilmistir (43). Obez
kisilerde kiloya etkisi randomize ¢alismalarla arastirllmistir. Kilo kaybi etkisinin
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Bazi hayvan deneyleri bunu artan enerji
harcanmasina, azalan enerjetik verime ve istah baskilayici 6zellige sahip olmasindan
dolayr kalori alimini azalttigin1 savunmaktadir. Karbonik anhidraz inhibitérii oldugu
icin, lipogenezi engelleyebilecegi gorlisleri de mevcuttur. Karbonik anhidraz
inhibitorlerinin kilo kaybr ile iligkili oldugu bilindiginden bu etkinin lipid biyosentezine
katkida bulunan CA izoenzimlerinin inhibisyonuna dayanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
hipotezin destegiyle topiramatin sitozolik CA 11 (K; =13.8nM) ve mitokondriyal CA
VA ‘nin (K, =25.8 nM) gucli inhibitéri oldugu gosterilmistir. Topiramatin izoenzimler
baglanma dinamigi incelenmis ve diger siilfamat/CA kompleksleri gibi, topiramatin
stilfamat kismi1 enzimin ¢inko iyonuna deprotonlanmig azot atomu ve Thr199 rezidiisii
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ile hidrojen bag1 yoluyla tetrahedral olarak koordine oldugu gériilmiistiir. inhibitoriin
seker iskeleti ve proteinin Asn62, GIn92 ve Thr200 rezidiileri arasindaki polar
etkilesimler incelendiginde hidrojen bagi aginin kompleksi stabilize ettigi ve ilacin CA
IT tizerindeki giiclii inhibisyonunu agikladig1 goriilmiisiitiir. CA VA ile olusturdugu
kompleks incelendiginde CA II’ye benzer bir dinamik gosterdigi goriilmiistiir. Sadece

seker catisi ile olusturdugu kompleks farklilik gostermektedir (37).
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Sekil 8. Topiramatin hCA II izoenzimi aktif bélgesine baglanmasi (44).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinin biitiin asamalarinda kullanilan cihazlar, laboratuar gerecleri ve

malzemeler Tablo 3’te siralanmustir.

Tablo 3. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlarin ve laboratuar malzemelerinin dzellikleri

Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzeme

Marka / Model

Hucre kltlru kabini
Fotograf makinesi bagli invert mikroskop
CO: inkubatoru

Standart T-25 ve T-75 hicre kultir
flasklari

Hucre kiltur pleyti( 6 kuyucuklu)
Otomatik pipetler

Aspiratorli pipet

Mikro santrif(j

Spektrofotometre

Membran filtreleri

Mikropleyt Okuyucu

15 mL’ lik ve 50 mL’lik steril falkon
10 mL’ lik steril disposible pipetler

DNAaz, RNAaz free pipet uglar1 (0,5-10,
1-200, 100-1000 pL )

Thermocycle

Real Time PCR Cihaz1

Nanodrop spektrofotometre

Heraeus KS-12 Air Flow
Nikon Eclipse TS100
Thermo Forma 381

Greiner Cellstar

Nunc, nunclon

Eppendorf, Socorex

JetPip Pipette Aid

Thermo EC Micromax Eppendorf 5810
Shimadzu, UV - 1601

Agilent Econofilter 0.2pum
VERSAmax molecular devices

TPP, Greiner

Grenierbio-one, 607 180

Axygen, Greiner

Aplied Biosystems PCR

System 9700

GeneAmp

Roche Light cycler 480 11

Thermo Scientific
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5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalar, iiriin kodlar

ve bazilarinin saflik diizeyleri Tablo 4°te verilmistir.

Tablo 4. Bu c¢alismada kullanilan kimyasal maddelerin satin alindiklari firmalar ve

ozellikleri

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Satin Alindig1 Firma, Kodu ve Safhig:

Topiramat

GW9662

Tripure RNA Isolation Reagent
PBS Tablet

Insulin, from bovine pancreas
Deksametazon(DEX)
3-1zobutil-1-metilksantin(IBMX)
Biotin

OilRed O

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-
difeniltetrazolyum bromr

Etanol (C2HsOH)

Dimetil siilfoksit (DMSO)
Penisilin+Streptomisin
Fetal Bovine Serum
Tripsin/ EDTA ¢0zeltisi
Tryphan Blue

DMEM

Sigma, T0575-10MG

Sigma, E0211-5MG

Roche, Cat. No.: 11 667 165 001(200mL)
Medicago

Sigma, 16634-50MG

Sigma, D4902-25MG

Sigma, 15879-250MG

Sigma, B4501

Sigma, 00625
Sigma, M2128-1G

Merck, 1.00986, absolute
ATCC, Cat. No. 4-X-5
Gibco 15140

Biochrom S0113

ATCC 30-2101

Sigma, T8154

Lonza,ATCC
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5.3. Hiicre Kultura

Hiicre kiiltiirli ¢alismalar1 hiicre kiiltiirii laboratuarinda bulunan laminar flow steril
kabinde gergeklestirildi. Biitiin deneylerden 6nce kullanilacak malzemeler teknik alkol
ile silindi. Calisma sonunda ise malzemeler ve kabin tekrar silindi, kabin ve hicre

klltiirii laboratuart UV 1s1n ile steril edildi.
5.3.1. 3T3-L1 Hucrelerinin Kultirlenmesi

3T3-L1 hiicrelerinin kiiltiirlenmesi ve cogaltilmast icin gereken c¢ozeltiler ve

hazirlanislar1 agagidaki gibidir.
Besiyeri ¢Ozeltisi (%10 FBS, % 1 penisilin/streptomisin iceren DMEM)

Yuksek glukoz icerikli DMEM ‘in 445 mL’sine 50 mL FBS ve 5 mL

penisilin/streptomisin ¢ozeltileri ilave edilerek hazirlandi.
PBS (Phosphate Buffer Saline ), 0.01 M, pH 7.4

10 adet PBS tableti icersinde yaklasik 900 mL saf su bulunan beherde ¢oziildii ve
¢ozeltinin pH’s1 pH metrede 7.4’ e ayarlandi. pH’s1 ayarlanan ¢ozeltinin son hacmi 1

L’ye tamamlanarak otoklavlandi ve ¢alismalarda kullanildu.

e Caligmalarda ATCC (American Type Culture Collection) ‘den temin edilen
9597 lot numarali 3T3-L1 hiicreleri kullanildi1 Kriyovialler icersinde bulunan 1mL
hiicre stispansiyonunun 6ncelikle kisa siirede ¢6ziinmesi saglandi.

e Hicreler 15 mL’lik falkona alinarak hacmi besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi ve
130 g’de 6 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiijiin ardindan siipernatan atilarak kalan 1 mL besiyeri i¢cinde hiicre pelleti
pipetaj ile ¢ozalda.

e Siispanse edilen hucreler T-25 ve T-75’lik flasklara alindi, yeterli miktarda
besiyeri eklendi ve % 5 CO2 ve 37 °C ortamindaki inkiibatore kaldirildi.
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5.3.2.

3T3-L1 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Cogalmaya birakilan hiicreler flask tabaninin %70-80° lik kismini1 kapladiktan

sonra pasajlama iglemine tabi tutuldu.

5.3.3.

¢ Pasajlama islemi i¢in dncelikle flasklardaki besiyeri uzaklastirildi.

e Hucreler, PBS ile yikanarak 25’ lik flasklara 1 mL, 75’lik flasklara 3 mL tripsin
eklenerek bes dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyonun ardindan tripsinin etkisini durdurmak igin flasklara {ic kati

hacimde besiyeri eklendi.

e Flasklardaki hiicre slspansiyonu falkonlara aktarildi ve 130 g’de 6 dakika

santriftij edildi.

o Santrifiijjden sonra siipernatan uzaklastirildi ve hiicre pelleti 1 mL besiyerinde

pipetaj ile ¢cbzuldl. Hiicre sayimi yapilarak flasklara ekim yapildi.
3T3-L1 Hucrelerinin Sayilmasi ve Canlihik Testi

e Tripsinizasyon sonrasi falkonlara alinan hiicrelerin 10 uL’si 10 pL tryphan blue

boyasti ile pipetaj ile karistirildi ve neubauer hematositometre lamina aktarildi.

e Isik mikroskopu altinda 10X biiyiitme kullanilarak canli hiicreler sayildi. Olii
hiicrelerde islev gérmeyen Na* - K* ATPaz pompasi ile boya membran tarafindan
iceri alinmakta ve digar1 verilememektedir, dolayisiyla hiicreler mavi renkte, canli
hiicreler ise sari-yesil olarak gozikmektedir. Bu sayede canli ve 6lii hiicreler ayirt

edilebilmektedir.

e Mikroskop ile bakildiginda hematosimetre lami {izerinde 16’ ya boliinmiis dort
ayr1 kare vardir. Capraz kareler icersinde bulunan canli hiicreler sayildi ve
mililitredeki canli hiicre sayisi sayilan hiicre sayist X seyreltme oram1 X 10%

formald kullanilarak hesaplandi (45).
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5.3.4. 3T3-L1 Hiicrelerinin Dondurulmasi ve Saklanmasi
e Flasklara ekilmis ve ¢ogaltilmis hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi.

e Hucreler, PBS ile yikandiktan sonra tripsin ile muamele edildi ve 5 dakika

inkiibasyona birakild1.

e DMEM ceklenerek reaksiyon durduruldu ve flask yiizeyinden kaldirilan hiicreler

siispansiyon halinde falkonlara aktarildu.

e 400 g’de 5 dakika santrifiijlendi, supernatan uzaklastirildi ve kalan hiicre pelleti

1mL DMEM iginde ¢oziilerek hiicre sayimi igslemine gegildi.

e Hiicre sayis1 mililitrede 10° olacak sekilde besiyerinde kriyoviyallere alindi. Son

konsantrasyonu %10 olacak sekilde DMSO eklenerek karigmasi saglandi.

e Kapaklanan kriyoviyaller 6nce -20 daha sonra -80 °C buzdolabina daha sonra
kullanilmak {izere kaldirildi. Uzun siire kullanilmayacak hiicreler azot tankinda

saklandi.
5.3.5. 3T3-L1 Hiicrelerinin Farkhlastirilmasi

3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicresine farklilagtirilmasinda kullanilan ¢ozeltiler

asagidaki gibi hazirlandu.
0.25 M Deksametazon

49 mg DEX tartildi, bir miktar DMSO’da ¢6zindu. Son hacmi DMSO ile 0.5

mL’ye tamamlandi ve ependorflara boliinerek -20 °C’de sakland.
0.5 M Izobiitilmetilksantin

111.12 mg IBMX tartildi, bir miktar DMSO’da ¢6ziindi. Son hacmi DMSO ile 1

mL’ye tamamlandi ve ependorflara béliinerek -20 °C’de saklandi.
1 mg/mL Biotin

20 mg biotin tartildi, bir miktar 0,1M NaOH c¢ozeltisinde ¢ozindu. Son hacmi
0.IM NaOH ¢ozeltisi ile 20 mL’ye tamamlandi. Ardindan 1mg/mL konsantrasyondaki
biotin cozeltisinden 200 pL alindi ve hacmi 0.1M NaOH cozeltisi ile 20 mL’ye
tamamlanarak 100 kat seyreltildi. Boylece 10 ng/mL konsantrasyonda ara stok hazirlandi.

Hazirlanan her iki biotin stok ¢dzeltileri ependorflara boliinerek -20°C’de saklandi.
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1 mg/mL Insiilin

10 mg instlin bir miktar HCI (pH=2-3 ) ¢6zeltisinde ¢6zundi. Son hacmi HCI
(PH=2-3 ) ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi ve ependorflara boliinerek -20 °C’de

sakland.
Farklilagtirma Kokteyli

10 pL stok DEX ¢ozeltisi (0.25M) az miktarda %10 FBS iceren DMEM’e eklendi
ve hizla vortekslendi. Uzerine 10 pL stok IBMX c¢ozeltisi (0.5M) eklendi ve
vortekslendi. Karigimin tizerine 100 pL stok insilin ¢ozeltisi (Img/mL) eklendi ve
vortekslendi. Son olarak 100 pL ara stok biotin ¢ozeltisi (10 pg/mL) eklendi ve
vortekslendi. Son hacim %10 FBS igeren DMEM ile 10 mL’ye tamamlandi. Elde edilen
farklilastirma DMEM’1 0.25 uM DEX, 0.5M IBMX, 10 pg/mL insiilin ve 100 ng/mL

biotin icermektedir.

5.3.5.1. Farkhilastirma Protokolii

e Hiicreler, sayildiktan sonra her bir kuyucuga 10° hiicre gelecek sekilde 4 mL
besi yeri igeren alt1 kuyucuklu pleytlere ekildi.

e Kuyucuklarda ¢ogalan hiicreler kuyucuk ylizeyinin tamamini kaplayana kadar

iki guinde bir besi yeri degistirildi. Bu siire¢ yaklasik alt1 giin stirdi.

e Alt1 giinliik stirenin sonunda mikroskopta incelenen hiicrelerin tamamen konflue
olmus ve farklilasmaya hazir oldugu kanisina varildi. Farklilagma icin ayrilmis
kuyucuklara igindeki besi yeri uzaklastirilarak 4 mL 0.25 uM DEX, 0.5 M IBMX,
10 pg/mL insiilin ve 100 ng/mL biotin igeren DMEM ‘den olusan farklilagtirma
kokteyli eklendi ve 48 saat inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyonun sonunda farklilastirma kokteyli iceren besiyeri uzaklastirildi tiim
kuyucuklara klasik besi yeri eklendi. Hucrelerin adiposit karakteri kazanmasi

yaklagik alt1 giin siirdii. Bu siire igersinde, iki guinde bir besi yeri degisimi yapildi.

29



5.3.6. Yag Hucresine Farklilasan Hiicrelerin Boyanmasi
Adipositlerin boyanmasi i¢in gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanislart asagidaki gibidir.
Stok Oil Red O Cozeltisi

0.7 g Oil Red O tartilarak 200 mL 2-propanolde ¢6zildi ve bir gece manyetik
karistiricida bekletildi. 0.22 um filtreden gecirilerek buzdolabinda saklandi.

Oil Red O Calisma Cozeltisi

6 mL Oil Red O stok c¢ozeltisi 4 mL steril destile su ile karistrildi ve 0.22 pm
filtreden gecirildi.

% 10’ luk Formaldehit

27 mL %37’lik formaldehit alinarak hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
% 60°lik 2-propanol

60 mL 2-propanol alinarak hacmi 100 mL ’ye tamamlandi.

e Tum kuyucuklarda bulunan besi yeri uzaklastirildi.

e Kuyucuklara 2.4 mL %10’luk formaldehit eklendi ve bes dakika bekletildi ve
ortamdan uzaklastirildi. Kuyucuklara tekrar 2.4 mL %10’luk formaldehit eklendi

ve oda sicakliginda bir saat bekletildi.
e Sirenin sonunda kuyucuklar 2.4 mL% 60’lik 2-propanol ile yikandi.
e Pleytler tamamen kuruyuncaya kadar 37 ° C “de bekletildi.

e Propanolii uzaklasmis kuyucuklara Oil Red O ¢alisma ¢ozeltisinden 1 mL
eklendi oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

e Boya ¢0zeltisi kuyucuklardan uzaklastirildi ve kuyucuklar saf su ile 5-6 defa

yikand1 ve kurumak iizere pleytler 37 °C etiive kaldirildi.

e Kuruyan pleytlere 3.6 mL % 100’lik 2-propanol eklendi ve pipetajla hicre

icindeki oil red boyasinin alkol fazina ge¢mesi saglandi.

e | mL karigim kiivete alindi ve spektrofotometrede 520 nm’ de absorbans

Olclimii yapildi.
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5.3.7. Hiicre Canlihig ve Toksisite Testi
Topiramat stok ¢ozeltisi (1mM)

5,2 mg topiramat tartilarak 15, 32 mL DMEM’de c¢Ozuldiu. Stok c¢ozelti
kullanilarak 750, 500, 250, 100, 50, 25, 10, 5, 1 uM konsantrasyondaki topiramat
cozeltileri DMEM igersinde hazirlandi.

GW9662 Stok Cozeltisi (6.02 mM)

Farklilagma deneylerinde, negatif kontrol olarak bir PPAR vy antagonisti ve
dolayisiyla farklilasma inhibitérii olan GW9662 maddesi kullanildi. Calisma
konsantrasyonunun belirlenmesi ve maddenin 3T3-L1 hiicrelerinin canlilig1 iizerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla, MTT testi gerceklestirildi. Test sonucunda, ¢aligma
konsantrasyonu 1 uM olarak belirlendi. 5 mg GW9662 3 mL’de ¢6ziildii ve galisma
konsantrasyonlar1 100, 50, 25, 10, 5, 1, 0,5, 0,1 uM bu stoktan hazirlandi.

Topiramatin ve GW9662’nin hiicrelerin canlilig1 tizerine etkisi MTT testi ile
degerlendirildi (22). Bu yontemde canli hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu olan MTT
boyasinin indirgenmesi 6zelliginden yararlanilir. Canli  hiicreler mitokondriyal
enzimleriyle MTT boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayarak sar1 renkli MTT boyasi
mor renkli formazan tiriiniine doniistiiriiliir. Hlicre igerisinde tutulan formazan kristalleri
dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziindiiriildiigiinde olusan renk yogunlugu 570 nm de
spektrofotometrik olarak Olciildii. Renk yogunlugu ortamdaki canli hiicre sayisi ile

orantilidir. MTT testi i¢in agsagidaki islemler uygulandi.

e Hiicre sayimi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her
kuyucuguna 200 pL besi yeri icinde 1x10* hiicre ekildi.

e 24 saat sonra pleyt inkiibatorden alindi, icerigi uzaklastirildi ve topiramat (750,
500, 250, 100, 50, 25, 10, 5, 1 uM) ve GW9662’nin (100, 50, 25, 10, 5,1, 0,5, 0,1
puM) her konsantrasyonu i¢in ayrilan i kuyucuga 200 pL farkh
konsantrasyonlarda TPM ve GW9662 eklendi. 72 saat 37 °C’ de inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra pleyt igerigi uzaklastirildi ve kagit pegete iizerine ters

cevrilerek kalan besi yerinin uzaklastirilmasi saglandi.
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e Her kuyucuga 200 uL DMEM eklendi ve {izerine son konsantrasyonu 0.25
mg/mL olacak sekilde 10 uL MTT boyas: eklendi ve 2 saat 37 °C” de inkiibe
edildi.

e Pleyt igerigi uzaklastirilarak tiim kuyucuklara 200 u. DMSO eklendi ve pleyt
20 dakika ¢alkalayicida bekletildi.

e Invert mikroskop altinda kristallerin tamamen ¢dziiniip ¢dziinmedigi kontrol
edildi.

e Olusan mor renkli bilesigin absorbans1 mikropleyt okuyucusunda 570 nm dalga
boyunda 620 nm referans dalga boyuna karsi okundu. Her TPM ve GW9662
konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin kontrol absorbans degerine

orani 100 ile carpilarak % hiicre canlilig1 hesaplandi.

5.4. Topiramatin 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farkhilasmasi Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

Hiicreler sayildiktan sonra her bir kuyucuga 100.000 hiicre gelecek sekilde 4 mL
besi yeri i¢eren alt1 kuyucuklu pleytlere ekildi.

e Kuyucuklarda ¢ogalan hiicreler kuyucuk yilizeyinin tamamini kaplayana kadar iki
gunde bir besi yeri degistirildi. Bu siire¢ yaklasik alt1 giin siirdii.

e Alt1 giinliik stirenin sonunda mikroskopta incelenen hiicrelerin tamamen konflue
olmus ve farklilagmaya hazir oldugu kanisina varildi. Farklilasma i¢in ayrilmis
kuyucuklar igindeki besi yeri uzaklastirilarak 4 mL 0.25 uM DEX, 0.5 M IBMX,
10 pg/mL insiilin ve 100 ng/mL biotin iceren DMEM‘den olusan farklilagtirma
kokteyli ve calisma konsantrasyonlari olan 1, 5, 10, 50 100 uM topiramat ile
muamele edildi ve 48 saat inkiibasyona birakildi.

e Farklilastirma uygulanan bazi kuyucuklar negatif kontrol olarak farklilagtirma
kokteyli ile birlikte GW9662 ile muamele edildi (46). Baz1 kuyucuklar ise sadece
farklilagtirma uygulanarak herhangi bir ilag uygulanmadi.

e Inkiibasyonun sonunda besiyerleri uzaklastirildi tiim kuyucuklara klasik besiyeri
eklendi. Hiicrelerin adiposit karakteri kazanmasi1 yaklagik alt1 giin siirdii. Bu stire
igersinde iki giinde bir besiyeri degisimi yapildi.

e Farklilagmas1 tamamlanan hiicrelere adiposit boyama protokolii uygulandi ve her

bir drnege ait absorbanslar 6l¢iildii
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5.5. Topiramatin Yag Hiicrelerine Farkhlastirlmms 3T3-L1 Hucrelerinde

Adiponektin Diizeylerine Etkisinin Incelenmesi

Topiramatin adiponektin duzeylerine etkisinin incelenmesi igin farklilasmasi
tamamlanmis hiicrelerin besi yerleri uzaklastirildi ve hiicrelere FBS igermeyen besi yeri
ilave edildi. Daha sonra 6, 12 ve 24. saatlerde hiicre kiiltiir sivilarindan 6rnekler alindi.
Alman Orneklerde ELISA yontemi ile adiponektin diizeyleri Ol¢ildi. Adiponektin
konsantrasyonlar1 Assay Pro Mouse Adiponectin ELISA kiti ( Cat No: EMA 2500-1,
Lot No: 071041003) ile iiretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda belirlendi. Sonuglar
cizilen standart grafigi yardimi ile hesaplandi ve ng/mL olarak ifade edildi.

30 7 Adiponektin Standart Grafigi
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Sekil 9. Adiponektin standart grafigi

5.6. Topiramatin 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Farkhlastiriimasi

Esnasinda Karbonik Anhidraz izoenzimleri (I, Il, 1ll, VA, VB) Ekspresyonu

Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Farklilastirma islemi uygulandiktan sonra adiposit karakteri kazanan hucreler
RNA izolasyonu islemine tabi tutuldu. Elde edilen RNA ornekleri reverse transkriptaz

yontemi ile cDNA’ya doniistiiriilerek Real Time PCR isleminde kullanilmak {izere

saklandi.
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5.6. 1. RNA izolasyonu

Olgun adipositlerden RNA izolasyonu TriPure Isolation Reagent (Roche)
kullanilarak yapild.

Farklilagmas1 tamamlanan kuyucuklardan besiyerleri uzaklastirildi.

Kuyucuklara 1mL TriPure Isolation Reagent eklendi ve pipetajla iyice karigmasi
saglandi.

Elde edilen igerik hacminin iki kati hacme sahip polipropilen santrifiij tiipiine
alind1.

Homojenize 6rnekler oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek niikleoproteinlerin
ayrilmasi saglandi.

Her 6rnegin iizerine 0,2 mL kloroform eklendi, agz1 kapatildi, 15 saniye karistirildi
ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

Karisim 12000 g’de +4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi ve li¢ faza ayrilmasi
saglandi.

En istteki faz ayr1 polipropilen tiipe alindi ve {izerine 0,5 mL izopropil alkol
eklendi, agz1 kapatildi ve 10-20 s vortekslendi.

Oda sicakliginda 7 dakika bekletilerek RNA ¢okelegi olugsmasi saglandi.

Cokelegin ayrilmasi i¢in 12000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifuj edildi ve
ardindan siipernatant atildi.

Pellet Gzerine 1 mL %75’lik etanol eklendi ve hafifce vortekslendi.

7500 g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi ve stipernatant atildi.

Tamamen kurumasina miisade edilmeden fazla etanol uzaklastirildi.

RNA pelleti Dietil piro karbonatli (DEPC) su ile pipetaj yapilarak tekrar ¢oziildi
ve 55°C’da 10-15 dakika bekletildi.

Elde edilen RNA ornekleri 1/25 oraninda (2 pL. RNA + 48 uL DPEC’l
su)DPEC’li su ile seyreltilerek 260/280 nm’de konsantrasyonlari ve absorbans
oranlar1 belirlendi (Elde edilen RNA’nin safli§1 260/280 absorbans oranina baglidir
ve iyi bir RNA izolasyonu i¢gin bu oranin 1.6-1.9 arasinda olmasi gerekir).

RNA orneklerinden Reverse Transkripsiyon ile cDNA elde edildi.
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5.6.2. Reverse Transcriptase-PCR ile RNA Orneklerinden cDNA Elde Edilmesi

cDNA elde etmek icin Promega (catalog no: A3500, promega corporation,
Madison, WI, USA) ticari RT-PCR kiti kullanildi ve asagidaki islemler sirasi ile
uygulandi. Oligo (dT) 15 primer kullanildi.

Tablo 5. RNA drneklerinin reverse transcriptase-PCR islemine hazirlanmasi

Reaktifler Hacim 50 Ornek I¢in Hacim
25 mM MgCl, 4 uL 200 pL

RT 10x tampon 2 uL 100 pLb

dNTP karigimi 10mM 2 uL 100 pLL

Recombinant RNAaz inh. 0.5 uL 25 ul

Enzim(AMV) Rev.Tr. 0.7 uL. 35 ulL

Oligo(dT)1s primer 1 uL 50 uL

RNA 2 uL

Nikleaz icermeyen su 7.8 uL 0

Her bir 6rnek i¢in Tablo 5’e gore pipetlemeler yapildi ve Tablo 6’daki prosediirler
uygulanarak total RNA karistmindan ¢cDNA 6rnekleri elde edildi. Elde edilen cDNA
ornekleri -80 °C’de Real-Time PCR yapilana kadar saklandi.

Tablo 6. Reverse transcriptase-PCR protokoli

Sicakhik °C Sure (dak) Amag

42 15

95 5

4 5 Alfa mozaik alfavirus(AMV) Rev.Tr. inaktive etmek ve

cDNA’ya baglanmasini engellemek
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5.6.3. Real Time PCR Yéontemi ile Gen Ekspresyonlarinin Incelenmesi

Gen ekspresyon analizleri SYBR Green floresans sinyalindeki degisimin
Olclilmesi ile yapildi. SYBR Green molekiiler biyolojide kullanilan niikleik asitleri
boyayan asimetrik bir siyanin boyasidir. DNA’ya baglandiginda olusan DNA-boya
kompleksi 497 nm’deki 15181 absorblar ve 520 nm’de bir 151k yayar. PCR islemi
boyunca SYBR Green floresans 1simasindaki artig iiretilen ¢ift zincirli DNA oranina
bagl olarak artmaktadir (22). Real Time PCR islemi Roche LightCycler 480 Il marka
cihazda katalog no: 11782-200/01K olan invitrogen Universal EXPRESS SYBR
GreenER gPCR SuperMixes and Two-Step gRT-PCR kiti kullanilarak iiretici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda yapildi. Bu kit yiiksek performans, giivenilir, verimlilik ve
diisiik kontaminasyon riskine sahiptir. Bu kit kullanilirken 6rnek olarak cDNA ve
ekspresyonu incelenecek proteinlerin PCR primerleri gerekmektedir. Real Time PCR

isleminde kullanilan primerler ve dizileri Tablo 7°deki gibidir.

Tablo 7. Real Time PCR’da kullanilan primer ve dizileri (47).

Primer Adi Primer Dizisi

Karbonik Anhidraz 1 (CA 1) F:5-TTG ATG ACAGTAGCAACC-3
R:5"-CCA GTG AACTAAGTG AAG -3

Karbonik Anhidraz 11 (CA 1) F:5-CAAGCACAACGGACCAGA-3
R:5’- ATG AGC AGA GGC TGT AGG - 3’

Karbonik Anhidraz 111 (CA 11I) F:5-GCT CTGCTAAGACCATCC-3
R:5’- ATT GGC GAA GTC GGT AGG - 3’

Karbonik Anhidraz VA (CAVA) F:5- AAC AAAGCAAGGGCATACAG-3
R:5- TGG CAC AGAGAAGTCCCACA-3

Karbonik Anhidraz VB (CAVB) F:5- AAT GGC TTG GCT GTG ATAGG - 3’
R:5- GGC GTAGTG AGAGACCCAGA-3

R-Aktin F:5- GAG ACCTTC AACACCCC-3

R:5-GTG GTG GTG AAG CTG TAG CC- 3’
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5.6.4 Real Time PCR Protokoli

Amplifikasyon asamasinda reaksiyon karisiminda denatiire DNA primerleri ve
SYBR Green boyasi bulunmaktadir.

Annealing asamasinda primerlerin ortamda bulunan hedef DNA kompenenti ile
birlesmesi ve tekrar ayrismasi sonrasinda, ¢ok az boya molekull c¢ift zincire
baglanabilir. DNA’ya baglanma sonucunda uyarima bagli olarak SYBR Green

molekdllerinin 15181 yaymasinda énemli bir artis olur.

Elongasyon sirecinde, daha ¢cok boya yeni sentezlenen DNA’ya baglanir. Gelecek
1sitma dongusi icin DNA denatiirasyonuna bagl olarak boya molekdlleri salinirlar ve

flouresans 1s1ma sinyali diiser.

Her PCR doéngusunun elongasyon basamaginin sonunda flouresans 1sik siddeti
Olcimi amplifiye olmus DNA’nin miktarindaki artisi monitorden izleyebilmek igin
yapilir. Sadece istenen PCR urtniintn amplifiye oldugundan emin olmak igin erime
egrisi analizi PCR’dan sonra yapilabilir. Erime egrisi analizinde reaksiyon karisimi
yavasca 95 C°ye kadar isitilarak cift zincirli DNA eritilir ve SYBR Green |
flouresansindaki surekli azalis tespit edilir. Flouresans 1s1k siddetindeki bu azalis erime
piki olarak monitérden gorilebilir. Her bir erime piki DNA {rlin partikalinin
karakteristik erime sicakligint (Tm) gosterir. Tm sicakliginda DNA’nin %50°si ¢ift

zincirli %50’si tek zincirlidir.

cDNA’lar1 olusturulan her bir 6rnek icin Tablo 8’deki gibi pipetlemeler 96
kuyucuklu LightCycler pleyte yapildi. 5 s’lik spindown islemi gerceklestirildikten sonra
LightCycler 480 11 (Roche, Germany) cihazinda Tablo 9 ‘deki program esliginde Real
Time PCR yapildu.

Ekspresyon degisimleri hesaplanirken “relative quantitation” goreceli miktar
belirleme yontemi kullanildi ve farklilasmamis fibroblastlardaki ekspresyon degerleri
1 olarak kabul edilerek, farklilasmis hiicrelerde izoenzimlerin ekspresyonlarindaki

degisim kat olarak ifade edildi.
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Tablo 8. Orneklerin Real Time PCR i¢in hazirlanmasi

Eklenecek Reaktifler . ('jr'nek Iein 50 drnek igin hacim
hacim

SYBR GreenER gPCR SuperMix 10 uL 500 puL

10 uM forward primer (500 nM final) 1 pL 50 uL

10 uM reverse primer (500 nM final) 1 pL 50 uL

Nkleaz free su 3uL 150 uL

cDNA(her 6rnek igin) 5uL

e Tablo 9’da verilen miktarlar kullanilarak beta aktin ve CA izoenzimleri i¢in ayri

ayr1 reaksiyon karigimi hazirlandi.

e Roche LightCycler 480 II marka qPCR cihazinin 6zel pleytine her bir 6rnek igin
beta aktin ve CA izoenzimleri karisimi 15 pL duplike olarak pipetlendi.

e Her 6rnege ait ¢cDNA Orneklerinden 5 plL. beta aktin ve CA izoenzimleri
kuyucuklarma ilave edilerek toplam hacim 20 pL’ye tamamlandi ve pleytin iizeri

0zel cover ile iyice kaplandi.

¢ Pleyt kisa siireli santrifiijlendikten sonra Roche LightCycler 480 1l marka gPCR

cihazina yerlestirildi.

e Tablo 9°da verilen, iiretici firmanin tavsiyesi dogrultusunda qPCR programi

cihaza programlandi ve PCR islemi gergeklestirildi.
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Tablo 9. Real Time PCR protokoli

Program Dongu Analiz Modu

On inkiibasyon 1 -

Amplifikasyon 50 Kantifikasyon

Erime Egrisi 1 Erime
Egrileri

Sogutma 1 -
Sicakhk

Hedef Sicakhik (°C) Elde Etme Modu Sure(hh:mm:ss) Artis Hizi
(°Cls)

On inkiibasyon

95 - 00:05:00 4.4

Amplifikasyon

95 - 00:00:10 4.4

Primer Tm - 00:00:10 2.2

dakikada 5 °C

72 Tek 00:00:10 4.4

Erime Egrisi

95 - 00:00:05 2.0

65 - 00:01:00 2.0

97 Devamli  (5-10 acquisitions

per °C)
Soguma
40 - 00:00:10 2.0

5.7. istatistiksel Yontemler

Tum veriler ortalama + SD seklinde verildi. Gruplar arasindaki farklar

eslestirilmis ornekler t testi ve ANOVA kullanilarak belirlendi. P< 0.05 istatistiksel

olarak anlamli1 kabul edildi.
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6. BULGULAR
6.1. 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicresine Farklilagsmasi

3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicresine doniisiimiiniin incelenmesi i¢in yapilan
deneylerde farklilagsmanin literatiirle ve bdliimiimiizde 6nceden yapilan ¢aligmalarla
uyumlu olarak % 80 civarinda gergeklestigi gozlendi. Resim 1’de yeni ekilmis ve
hiicre kiiltiirii  flask yiizeyine tutunmus hiicreler (A), cogalmaya baslamis ve
karakteristik fibroblast gérinimi kazanan hiicreler (B), konflue olmaya baglamis ve
farklilagsma kokteylinin etkisiyle farklilasmaya adapte olmus hiicreler (C), farklilagmis,

lipid damlaciklari olusturmus adipositlerin mikroskop altindaki goriintiileri verilmistir.

Resim 1. A. Yeni ekilmis ve flask yiizeyine tutunmus fibroblastlar, B. Cogalan
fibroblastlar, C. Konflue olmaya baglamis hicreler, D.Farklilagsmis ve lipid toplamis
adipositler. (10X, Nikon Eclipse TS100)
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6.2. Topiramatin 3T3- L1 Hiicrelerinin Canhhig1 Uzerine Etkisi

Hiicre kiiltiirti, farklilagma ve gen ekspresyonu deneylerinde kullanilacak uygun
topiramat konsantrasyonlarimi ve topiramatin 3T3-L1 hiicrelerinin canlilig1 iizerine
etkisini belirlemek igin MTT testi yapildi. MTT testi sonucunda farkli topiramat
konsantrasyonlarina karsilik gelen canlilik sonuglart % olarak degerlendirildi. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda 1, 5, 10, 50, 100 uM konsantrasyonlarda topiramat

kullanilmasina karar verildi (Tablo 10).

Tablo 10. Topiramatin 3T3-L1 hiicreleri iizerine toksik etkisi ( % canlilik testi)

n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
TPM(uM) 0 1 5 10 25 50 100 250 500 750 1000
Canlilik (%) 100 92 92 108 98 101 93 75 75 61 46

6.3. Topiramatin 3T3-L1 Hiicrelerinin Yag Hiicresine Farkhllasmasina Etkisi

Topiramatin 3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicresine farklilasmasina olan etkisinin
incelenmesi i¢in farklilagtirma islemi sonunda altt kuyucuklu pleytlerde bulunan
farklilasmamis ve farklilasmis ve/veya topiramat uygulanmis tiim hiicreler Oil Red O
boyast ile boyandi ve 520 nm’de absorbans Ol¢liimii yapildi. Elde edilen absorbans

degerleri (ort + SD) seklinde Tablo 11°de ve bar grafigi halinde Sekil 10°da verildi.

Tablo 11. 3T3-Llhiicrelerinin farklilagmasina topiramatin farkli konsantrasyonlardaki
etkisi

n 3 3 3 3 3 3 3
Farkhlasma - + + + + + +
TPM (UM) - - 1 5 10 50 100

Abs 520nm 0.39+0.01 0.52+0.01" 0.54+0.02* 0.53+0.01* 0.54+0.01* 0.6+0.01* 0.59+0.01*

*(P<0.01), Farklilasmayan hiicreler ile kiyaslandiginda.
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520 nm'de Absorbans

*
®
* ®
-
*
0,5 -
0,4
0,3 -
0,2 A
0,1
o
+ + + + + +
- 1 5 10 50 100

Farkhlagma -
TPM (ulvIy

Sekil 10. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagmasina topiramatin farkli konsantrasyonlardaki
etkisi. (* (P<0.01), Farklilasmayan hiicreler ile kiyaslandiginda)

Yag hiicresine farklilasmamis hiicreler ile farklilasmis ve topiramatin farkli
konsantrasyonlariyla muamele edilmis olgun adipositler Oil Red O boyas: ile
boyandiktan sonra, elde edilen ortalama absorbans degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (P<0.01). Sonuglara ait bar grafigi Sekil 9°da, hticrelerin

mikroskop gorintileri ise Resim 2’de verilmistir.

Resim 2. 3T3-L1hiicrelerinin farklilasmasina topiramatin farkli konsantrasyonlardaki
etkisi mikroskop goruntileri. Az 0 uM, B: 1 uM, C: 5 uM, D:10 pM, E: 50 uM, F:
100 uM (10X, Nikon Eclipse TS100)
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6.4. GW 9662’nin 3T3- L1 Hiicrelerinin Canhhg Uzerine Etkisi

Farklilasma deneylerinde, negatif kontrol olarak bir PPAR y antagonisti ve
dolayisiyla farklilasma inhibitérii olan GW9662 maddesi kullanildi. Calisma
konsantrasyonunun belirlenmesi ve maddenin 3T3-L1 hiicrelerinin canlilig1 tizerine
etkisinin belirlenmesi amaciyla, MTT testi gerceklestirildi. Test sonucunda, caligma

konsantrasyonu 1 uM olarak belirlendi (Tablo 12).

Tablo 12. GW9662’nin 3T3-L1 hiicreleri lizerine toksik etkisi ( % canlilik testi)

n 3 3 3 3 3 3 3 3 3

GW9%62(uM 0 01 05 1 5 10 25 50 100
Canhlik (%) 100 91 112 101 1122 95 78 44 13

6.5. GW 9662’nin 3T3- L1 Hiicrelerinin Farklilasmas1 Uzerine EtKisi

GW9662’ nin farklilasma iizerine inhibitor etkisinin belirlenmesi igin, MTT testi
ile belirlenen 1 uM ‘lik konsantrasyon topiramat ile muamele edilmis ve edilmemis
farklilasan hiicrelere uygulandi. Deney sonunda tiim hiicreler Oil Red O boyas: ile

boyanarak 520 nm’de absorbans 6l¢iimii gergeklestirildi.

Absorbans dlcumlerine ait sonuclar ortalama + SD seklinde Tablo 13’te verildi.
GW9662’ nin farklilagma iizerine inhibitor etkisini gosteren bar grafigi Sekil 11’ da
gorulmektedir. Ayrica inhibitdr deneyine ait hicrelerin mikroskop gorintileri Resim

3’te gorilmektedir.

Tablo 13. GW9662’nin 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasina etkisi

n 3 3 3
Farkhlasma - + +
GW9662(1uM) - - +
Absorbans

0.405+0.08 .531+0.06* 467+0.03***
(Ort+SD) 0.531+0.06 0.467+0.03

(*(P<0,01) Farklilasmayan hiicreler ile kiyaslandiginda. ** P<0.01, Farklilagan ve
GW09662 uygulanmayan hiicreler le kiyaslandiginda)
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Sekil 11. GW9662’nin 3T3-L1 hicrelerinin farklilagmasina etkisi. (* P<0.01,
Farklilasmayan hiicrelerle kiyaslandiginda, ** P<0.01, Farklilasan ve GW9662
uygulanmayan hicreler ile kiyaslandiginda)

Resim 3. GW9662’nin 3T3-L1 hucrelerinin farklilasmasima etkisi mikroskop
goruntuleri. A. Farklilasmamuis hiicreler B. Farklilasmis hiicreler C. Farklilagsmis ve 1
uM GW9662 ile muamele edilmis hiicreler. (10X, Nikon Eclipse TS100)

Negatif kontrol olarak kullanilan GW9662’nin farklilasmaya olan inhibitor etkisi

istatsitiksel olarak anlamli (P<0.01) ve literatiirle uyumlu bulundu.
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6.6. Farklhilasan Hiicrelerde Adiponektin Diizeyleri

Farkli konsantrasyonlardaki topiramat uygulamasinin farklilagmaya olan
etkisinin belirlenmesini desteklemek amaciyla adipositlerden bolca salgilanan bir
adipokin olan adiponektin diizeyleri hiicre kiiltiir sivilarinda ELISA yoOntemiyle
Olciildii. Sonuglar standart grafigi ile olusturulan denklem yardimi ile hesaplandi ve
ng/mL olarak ifade edildi. Adiponektin dlzeyleri farklilasmis hiicrelerde
farklilasmayanlara gore 12 ve 24. saatlerde anlamli artis gostermistir (P<0.01), ayrica
24. saatte tum konsantrasyonlarda 6 ve 12. Saate goére anlamli artis gozlenmistir
P<0.001).

EE
14
W 6. Saat B 12 Saat 24. Saat *
T 12 | ok
Ej: 3
‘i’ 10 - *% *
% :e: 1:‘ * .
g 8
=
Z o6 * * _ * -
S
=
£ 4
=
2
£ 27
0
Farkllasma - + + + + + +
TPM (ulM) - 1 3 10 30 100

Sekil 12. Farklilastirilmis hicrelerde adiponektin dlzeylerinin saat ve topiramat
konsantrasyonu ile degisimi. ( * (P<0.01) Farklilasmayan hiicrelerle kiyaslandiginda
**(P<0.001), 6 ve 12. Saatler ile kiyaslandiginda)

6.7. Farkhlasmus 3T3-L1 Hucrelerinde Karbonik Anhidraz izoenzimleri (CA 1,
CA I, CA1ll, CA VA, CAVB) Gen Ekspresyonu Degisimi

Farklilasma isleminin uygulanmasi ile CA izoenzimlerinin ekspresyonunda
meydana gelen degisimin gézlenmesi i¢in farklilasmayan fibroblastlar ile farklilasma
kokteyli uygulanmis ve baska herhangi bir iglem uygulanmamis hiicrelerde karbonik
anhidraz ekspresyonlar1 incelendi. Ekspresyon degisimleri hesaplanirken “relative
quantitation” goreceli miktar belirleme yontemi kullanildi ve farklilasmamis
fibroblastlardaki ekspresyon degerleri 1 olarak kabul edilerek, farklilagsmis hiicrelerde

izoenzimlerin ekspresyonlarindaki degisim kat olarak ifade edildi.
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Sekil 13. Farklilasmis 3T3-L1 hucrelerinde karbonik anhidraz izoenzimleri gen
ekspresyonu degisimi (*P<0.001, Farklilasmamuis hiicreler ile kiyaslandiginda).

Farklilagmamis hiicreler ile kiyaslandiginda, farklilagmis hiicrelerde karbonik
anhidraz 1, Il, 11l, VA ve VB ekspresyonlar sirasiyla 103, 111, 212, 17.3, 8.4 kat
arttig1 bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (P<0.001). sonuclara ait

bar grafigi Sekill3’de verilmistir.

6.8. Olgun Adipositlere Farkhilasmis 3T3-L1 Hiicrelerinde Topiramatin CA 1
Gen Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Farklilastirilmis  hiicrelerde, farkli konsantrasyonlardaki topiramatin CA 1
ekspresyonu (zerine etkisinin belirlenmesi icin, farklilagtirllmamis hiicrelerdeki
ekspresyon degeri 1 kabul edilerek, her bir konsantrasyondaki ekspresyon degerleri,
kat olarak ifade edildi. Sonuglar Tablo 14°te ve Sekil 14’te bar grafigi olarak verildi.
CA | ekspresyonu topiramat ile muamele edilen 6rneklerde uygulanmayanlara gére
anlaml sekilde diistiigii gozlenmistir (P=0.0001). Topiramatin farkli konsantrasyonlari

uygulanan hiicrelerde ise CA I ekspresyonu agisindan bir fark bulunamamistir (P=1).
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Tablo 14. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CA I gen
ekspresyonu Uzerine etkisi

n 2 2 2 2 2 2
Farkhlasma + + + + + +
TPM(uUM) - 1 5 10 50 100

Ekspresyon 103.5+1.5  47.9+1.8* 43.4+2* 50+2,8*  45+1.4*  46.7+2.43*

Degisimi

(* (P=0.0001), TPM uygulanmayan hiicreler ile kiyaslandiginda).
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Sekil 14. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hicrelerinde, topiramatin CA 1 gen
ekspresyonu Uzerine etkisi ( * (P=0.0001), TPM uygulanmayan hticrelere gore).
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Resim 4. Karbonik Anhidraz | i¢in elde edilen erime noktasi egrileri.
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6.9. Olgun Adipositlere Farkhlagsmis 3T3-L1 Hiicrelerinde Topiramatin CA II
Gen Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Farklilagtirilmis hiicrelerde farkli konsantrasyonlardaki topiramatin CA I
ekspresyonu Uzerine etkisinin belirlenmesi icin her bir konsantrasyondaki ekspresyon
degerleri farklilagtirllmamig hiicrelerdeki ekspresyon degeri 1 kabul edilerek, kat
olarak ifade edildi. Sonuglar Tablo 15’te ve Sekil 15°te bar grafigi olarak verildi. CA
Il ekspresyonu 1 ve 5 UM TPM ile beraber anlamli sekilde diismiis (P=0.0001), 10, 50
ve 100 uM TPM uygulanan 6rneklerde ise, 1 ve 5 UM TPM verilen érneklere gore
artmis bulunmustur (P=0.0001) .

Tablo 15. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CA II gen
ekspresyonu Uzerine etkisi

n 2 2 2 2 2 2
Farkhlasma  + + + + + +
TPM(uM) - 1 5 10 50 100

Ekspresyon 11143  67+2.82* 80+3.53* 110+2,92* 112+2.78*  119+1.92*
Degisimi

(*(P=0.0001) TPM uygulanmayan htcrelere gore, **(P=0.0001) 1, 5 puM TPM

uygulanan hticrelere gore)
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Sekil 15. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CA 1l gen
ekspresyonu (zerine etkisi (*(P=0.0001) TPM uygulanmayan hcrelere gore,
**(P=0.0001) 1, 5 uM TPM uygulanan hicrelere gore)

49



-(didT) Fluorescence (465-510)

£a 70 72 74 76 73 =0 2 g4 o5 o8 ) %2 94 %
Temperature [*C]

Resim 5. Karbonik Anhidraz 1l igin elde edilen erime noktasi egrileri.

6.10. Olgun Adipositlere Farklilasmms 3T3-L1 Hiicrelerinde Topiramatin CA III
Gen Ekspresyonu Uzerine EtkKisi

Farklilagtirtlmis hiicrelerde farkli konsantrasyonlardaki topiramatin CA III
ekspresyonu Uzerine etkisinin belirlenmesi icin her bir konsantrasyondaki ekspresyon
degerleri farklilagtirilmamis hiicrelerdeki ekspresyon degeri 1 kabul edilerek, kat
olarak ifade edildi. Sonuglar Tablo 16°da ve Sekil 15°te bar grafigi olarak verildi. 1, 5
ve 10 uM TPM ile muamele edilen hiicrelerde ekspresyonun, uygulanmayan hticrelere
gore artis gosterdigi 50 ve 100 pM uygulanan hicrelerde ise CA 111 ekspresyonunun

diistligii gézlenmistir.

Tablo 16. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CAIII gen
ekspresyonu Uzerine etkisi

n 2 2 2 2 2 2
Farkhlasma  + + + + + +
TPM(uM) - 1 5 10 50 100

Ekspresyon  212+12 245+2.82°  273+7.7° 315+21.9° 220+0.2"  185+7.7"

Degisimi

(*P =0.009, TPM uygulanmayan hucrelere goére, ** P=0.009 1 ve 5 UM uygulanan

hlcrelere gore.)
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Sekil 16. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CA 111 gen
ekspresyonu Uzerine etkisi (*P =0.009, TPM uygulanmayan hiicrelere gore,
** P=0.009 1 ve 5 uM uygulanan hiicrelere gore.)
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Resim 6. Karbonik Anhidraz 1l i¢in elde edilen erime noktasi egrileri.

6.11. Olgun Adipositlere Farkhilasmus 3T3-L1 Hiicrelerinde Topiramatin CA VA

Gen Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Farklilagtirilmis hiicrelerde farkli konsantrasyonlardaki topiramatin CA VA
ekspresyonu Uzerine etkisinin belirlenmesi icin her bir konsantrasyondaki ekspresyon
degerleri farklilagtirlmamig hiicrelerdeki ekspresyon degeri 1 kabul edilerek, kat

olarak ifade edildi. Sonuglar Tablo 17°de ve Sekil 17°de bar grafigi olarak verildi. CA
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VA ekspresyonul, 5, 10 pM TPM uygulanan hiicrelerde uygulanmayan hiicrelere
gbre anlamli bir degisim gostermezken 50 ve 100 uM ig¢in ekspresyon degisimleri

istatistiksel olarak anlamli artmis bulunmustur (P=0.0001).

Tablo 17. Olgun adipositlere farklilasmig 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CAVA gen
ekspresyonu Uzerine etkisi

n 2 2 2 2 2 2
Farkhlasma  + + + + + +
TPM(uUM) - 1 5 10 50 100

Ekspresyon  17.3+1.1 11.4+14 16.15+0.3 12.4+0.8 83+2.2* 91+0.1*

Degisimi

(*P=0.0001 TPM uygulanmayan hticrelere gore)
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Sekil 17. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CA VA gen
ekspresyonu Uzerine etkisi (*P=0.0001 TPM uygulanmayan hiicrelere gore).
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Resim 7. Karbonik Anhidraz VA i¢in elde edilen erime noktas1 egrileri.

6.12. Olgun Adipositlere Farklilasmis 3T3-L1 Hiicrelerinde Topiramatin CA VB
Gen Ekspresyonu Uzerine EtKisi

Farklilagtirilmis hiicrelerde farkli konsantrasyonlardaki topiramatin CA VB
ekspresyonu Uzerine etkisinin belirlenmesi icin her bir konsantrasyondaki ekspresyon
degerleri farklilagtirlmamig hiicrelerdeki ekspresyon degeri 1 kabul edilerek, kat
olarak ifade edildi. Sonuglar Tablo 18°de ve Sekil 18’de bar grafigi olarak verildi. CA
VB ekspresyonu 1 ve 5 uM TPM i¢in anlaml diisiis gostermis (P<0.05), 10 uM igin
degisim anlamli bulunmamistir (P>0.05). 50 ve 100 uM TPM uygulanan hiicrelerde
anlamli artig gézlenmistir (P=0.0001).

Tablo 18. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CAVB gen
ekspresyonu Uzerine etkisi

n 2 2 2 2 2 2
Farkhlasma  + + + + + +
TPM(uM) - 1 5 10 50 100

Ekspresyon 8.4 2.740.1*  2,65+0.35* 10.4+1.69  71.7+2.3**  71+0.14**
Degisimi

(*P<0.005, TPM uygulanmayan hicrelere gére, **P=0.0001, TPM uygulanmayan
hlicrelere gore)
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Sekil 18. Olgun adipositlere farklilasmis 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin CA VB gen
ekspresyonu Uzerine etkisi (*P<0.005, TPM uygulanmayan hicrelere gore,
**P=0.0001, TPM uygulanmayan hiicrelere gore)
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Resim 8. Karbonik Anhidraz VB i¢in elde edilen erime noktasi egrileri.
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7. TARTISMA ve SONUC

Obezite gelismis lilkelerde en ¢ok goriilen metabolik hastalik olup Tip II diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanser tiirleri i¢in risk faktorii olusturmaktadir.
Hastaligin yayginlasmasi konu {izerindeki c¢aligmalar1 hizlandirmis ve Onemini
artirmistir. Diyet ve yasam tarzi degisikliklerinin, teorik olarak tedavide ¢6zim gibi
gOzukse de, basarili olmamasi farmakolojik yaklagimlar1 gerekli kilmaktadir. Ancak,
hastaligin tedavisinde kullanilan ilag sayica olduk¢ca az olmakla beraber, etki
mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamis ve bu ilaglar ciddi yan etkilere sahiptirler (37).
Cevresel ve genetik faktorlerin rol oynadigi kompleks bir hastalik olan obezite, hiicre
biyolojisi yoniinden, adipoz dokudaki adipositlerin sayr ve hacimce artmasi ile
tanimlanmaktadir. Hastalikla ilgili yapilan bir¢ok calisma adipositlerin ¢ogalma ve

farklilagsmasini etkileyen faktorleri hedef almaktadir (48).

Adipositler kas ve kemik hiicrelerine benzer sekilde, mezoderm orijinli
mezengimal kok hiicrelerden (MSCs) kdken alirlar. iki asamada incelenen adipogenezin
ilk adimi1 bu hiicrelerden preadipositlerin olusumu iken, ikinci adimi preadipositlerden

olgun yag hiicrelerinin olusumu olarak tanimlanabilir (18).

Karbonik anhidrazlar hemen hemen tim organizmalarda bulunan ve asit-baz
dengesinde gorev alan enzimlerdir. Karbondioksit ve bikarbonat transportu, kemik
resorpsiyonu, viicut sivilarmin iretimi glukoneogenez, iiregenez ve lipogenez gibi
fizyolojik sireclere, timor olusumuna katkilari bilinen enzimin, son yillarda, timor

belirteci olarak ilag tasarimi1 amaciyla hedef goriildiigii bildirilmistir (39).

Ik olarak 1979 yilinda Bruce E. Maryanoff ve Joseph F. Gardoki tarafindan
tanimlanan topiramat, bir fruktoz tirevi olup, voltaj kapili sodyum kanallarmini
bloklamak, “kainate” tipi glutamat reseptorlerini inhibe etmek, C-tip voltaj sensitif
kalsiyum akimlarmi diisiirmek, GABA aracilikli kloriir kanallarinin agilimini ve
potasyum kondiiktansin1 artirmak ve karbonik anhidraz enzimini inhibe etmek gibi
etkilere sahiptir. Bu etkiler sinirsel uyarilarin inhibisyonunu artirict veya azaltici
yondedir. Topiramat epilepsi tedavisinde kullanilmaktadir ve kullanan bireylerin %6-
16’sinda  kilo kayb1 gozlendigi bildirilmistir. ilacin farmakolojik etkileri ve
mekanizmalari bilinse de, yan etki olarak goriilen bu durumun altinda yatan sebep ve

mekanizmalar  heniiz  aydinlatilamamustir.  Ilacin  biyokimyasal/farmakolojik
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ozelliklerinden dolay1 enerji metabolizmas: iizerindeki etkileri tartigmali kalmaktadir

(49, 50).

Obezite, adipoz doku, adiposit farklilagsmasi arastirmalar1 i¢in in vivo modeller
olarak bazi primer yag hiicresi kiiltiir modelleri ve yag hiicrelerine farklilasabilen ¢esitli
hicre serileri mevcuttur. Farklilasmanin in vivo modellerle ¢alisilmasi olduk¢a zordur
¢linkii adipoz dokuda birgok hiicre ¢esidi bulunmaktadir. Bunun i¢in tek tip hiicre iceren
seriler farklilagma siirecinin molekiiler mekanizmasinin ve olgun yag hiicrelerinin

karakteristiklerin belirlenmesinde daha kullanigli modellerdir (51).

Bu tez ¢aligmasinda bu modellerden en yaygin olarak kullanilan ve 6zellikleri en
iyi ortaya konulmus 3T3-L1 hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler ATCC firmasindan temin
edilmis ve firmanm tavsiyeleri dogrultusunda 25 cm? ‘lik flaska 70x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Kiiltiirlenecek hiicrelerin dogru sayilmasi ve uygun sayida
ekilmesine 6zen gosterilmelidir, ¢linki fazla sayida ekilen hiicreler erken konflue olacak
ve ¢ogalma ozelliklerini kaybederek sonraki pasajlamalarda tutunmalar1 zorlasacaktir.
Calismanin biitlin agamalarinda ayni markadan temin edilmis, aym1 seri numarali
hicreler ve bu hicrelerin aym sayidaki pasajlar1 kullanilarak standardizasyon

saglanmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda dikkat edilecek diger hususlar ise, kullanilan sarf
malzemelerin de aym1 marka ve lot numarali olmasidir. Kullanilan suyun steril,
deiyonize ve Ozdirenci diisiik olmalidir. Kullanilan malzemelerin, laminar flow ve
laboratuarin genel sterilizasyonu en iyi sekilde saglanmalidir. 3T3-L1 hucreleri oldukca
hassas hiicreler oldugu igin, besi yeri degistirlirken dikkatli olunmali ve hiicrelerin
zeminden kopmamasina 6zen gosterilmelidir. Bu hiicreler yag hiicresine farklilagma
Ozelligine sahip hiicrelerdir, ancak laboratuar kosullarinda siireci hizlandirmak igin
hicreler IBMX, DEX ve insiilin ile muamele edilmistir. Ayrica laboratuarimizda daha
Onceden yapilmis bir tez ¢aligmasi 6rnek alinarak farklilasma kokteyline, farklilagsma
stresini kisalttigi bildirilen biotin eklenmistir (22). Farklilastirilmig hiicrelerin Oil Red
ile boyanmasi asamasinda, boyanin sadece pleyt ylizeyine temasindan emin olunmali,

pleyt yan duvarlarina temasindan kaginilmalidir.

Farklilagmaya etkisi belirlenecek olan topiramatin ve farklilasma deneylerinde

negatif kontrol olarak kullanilan GW9662 maddesi i¢in uygun dozlarin belirlenmesi
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amacityla MTT testi yapilmistir. Test sonucunda farkli topiramat ve GW9662
konsantrasyonlarina karsilik canlik yiizdeleri Tablo 10 ve 12°de verildi. Elde edilen
sonuclara gore topiramat icin 1, 5, 10, 50 ve 100 pM, GW9662 i¢in 1 uM uygun

konsantrasyonlar olarak bulundu ve tim deneylerde bu konsantrasyonlar kullanilmistur.

Insulin baglama metodu, gliserol-3-fosfat dehidrogenaz aktivitesi l¢giimiine dayali
metodlar gibi farklilagmanin tayin edilebilecegi yontemlerin de bulunmasina ragmen, bu
calismada, literatirde de en cok tercih edilen Oil Red O boyama teknigi tercih
edilmistir. Guvenilir, uygulanmas1 kolay, ekonomik olan yontemde Olcimler
spektrofotometrik olarak yapilmakta ve ayrica, mikroskop altinda, boyanan yag
damlaciklar1 kolaylikla goriilebilmektedir (52). Farkli konsantrasyonlardaki topiramatin
3T3-L1 hiicrelerinin yag hiicresine farklilasma etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
deneyler sonunda farklilastirma uygulanmis ve uygulanmamis hiicreler Oil Red O
boyasi ile boyanmig ve 520 nm’ de absorbanslar1 ol¢iilmiistiir. Boyama sonucunda
absorbans degerleri ve elde edilen mikroskop goriintiileri ile farklilagmanin bagarili bir
sekilde gergeklestirildigini gostermistir. Elde edilen absorbans sonuclari, ortalama + SD
seklinde Tablo 11°de ve bar grafigi halinde Sekil 10°da ifade edildi. Yag hiicrelerine
farklilagmamig 3T3-L1 hucreleri ile farklilasmis olgun yag hiicreleri boyama sonrasi
absorbans degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<0.0001).
Farkli konsantrasyonlarda topiramat uygulanan hiicreler ile farklilagmamis hiicreler
karsilastirildiginda, topiramatin farklilasmayr anlamli sekilde artirdigi gézlenmistir
(P<0.0001). Farklilastirma uygulanmis ancak topiramat ile muamele edilmemis hiicreler
ile, topiramatin farkli konsantrasyonlari ile muamele edilmis hiicreler
karsilastirildiginda ise, 1 ve SuM topiramat icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli
degilken (P=0.244, P=0.354); 10, 50 ve 100uM topiramatin farklilasmay1 anlamli olarak
artirdigr bulunmustur (P <0.035, P<0.05, P<0.001, P<0.001). Bu bulgular topiramatin
kilo diisiiriicii etkisi ile paralellik gostermemektedir. Topiramatin farklilasan hiicrelere
farklilagsma kokteyli ile eszamanli verilmesi sebeplerden biri olabilir. Topiramatin kilo
kayb1 etkisi obez kisilerde, zayif kisilerden daha fazla oldugu bilinmektedir (50).
Farklilagsmanin indiiksiyonundan sonra verilmesiyle hiicrelerin yag damlacigi toplamaya
baslamasini yavaslatmasi daha destekleyici bulgu olabilirdi. Topiramatin adipogenezi
artirmis olmasinin hiicreleri aktive etmis olabilecegini akla getirmektedir. MTT testi

sonucunda da, genis konsantrasyon araliginda yiiksek canlilik yiizdeleri bu sonucu
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desteklemektedir. Topiramat antiepileptik bir ilag oldugu i¢in, ilagla ilgili in vitro
calismalar daha ¢ok noronlarda yapilmistir ve arastirmalarda topiramatin noroprotektif
etkileri ortaya konulmustur (53,54). Ayrica kondrositlerde yapilan bir calismada
proliferatif etkisinin oldugu gosterilmistir (55). In vivo ¢alisma olarak, yenidogan
ratlarda hipoksik iskemik hasardan sonra uygulanmasiyla hasari azaltici etkisinin
oldugu gosterilmistir (56). Benzer sekilde yeni dogan domuzlarda yapilan ¢alismada
topiramatin noroprotektif etkileri gosterilmistir (57). Ayrica fare hipokampiisiinde
“kainate” indukli hicre 6liminde kaspaz-3 aktivitesini inhibe ederek antiapopitotik
ozelligi one siiriilmiistiir (58). Noronlarda néroprotektif, kondrositlerde proliferatif ve in
vivoda antiapopitotik etkiler gostermesi preadipositlerde de farklilasmayr ve lipid
birikimini uyaric1 etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica topiramat ilag olarak
alindiginda daha sistemik ve kompleks etkiler gosterebilmektedir. Ancak in vitroda tek
tip hiicreler kullanilmis ve hiicrelerin adipoz dokuda bulunan diger hiicrelerle, diger
dokudaki hiicrelerle olan etkilesimi ve de ilacin diger dokulardaki etkisi bertaraf edilmis

oldugundan sonuglarin bu sekilde elde edilmis olabilecegi kanisina varilmistir.

Farklilasmaya olan etkinin belirlenmesini desteklemek amaciyla, hicre kultar
stvilarinda adiponektin diizeyleri ELISA yontemi ile tayin edilmistir. Adiponektin
adipoz dokudan salinan, glukoz metabolizmas1 ve yag asidi oksidasyonu gibi
metabolik yollarda diizenleyici rollere sahip protein yapisinda bir adipokindir (59).
Diger hormonlara kiyasla dolasimdaki miktar1 oldukca fazla olan adiponektin
diizeylerinin yetiskinlerde viicut yag yiizdesi ile ters iligkili oldugu bildirilmistir (60).
Ayrica, kilo kaybi durumunun plazma diizeylerini anlamli sekilde artirdigt
bilinmektedir (61). 6, 12 ve 24. saatlerde alinan 6rneklerdeki adiponektin diizeyleri
incelendiginde, adiponektin diizeyleri farklilasmis hiicrelerde farklilagsmayanlara gore
12 ve 24. saatlerde anlamli artis gostermistir (P<0.01), ayrica 24. saatte tiim
konsantrasyonlarda 6 ve 12. saate gore anlamli artis gozlenmistir (P<0.001).Bu
bulgular topiramatin farklilasmaya etkisi bulgular1 ile uyumluluk gostermektedir.
Farklilagip adiposit karakteri kazanan hiicreler, biyolojik 6zellikleri geregi, adipokin

salgilamaya devam edecektir.

Hiicre kiiltiirii lizatlarindan total RNA izolasyonu yapildiktan sonra bu iirlinler ters
transkriptaz yontemi ile cDNA o6rneklerine doniistiiriilmiistiir. Gen ekspresyonu analizi
icin Real Time PCR islemi Roche LightCycler 480 II cihazi ve SYBR Green floresans
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sinyali 6l¢lim metodu kullanilmistir. Topiramat ile muamele edilen ve edilmeyen
hiicrelerde her 6rnege ait karbonik anhidraz 1, 11, 11l, VA ve VB izoenzimlerinin gen
ekspresyonlar1 ayn1 Ornegin B-aktin ekspresyonuna oranlanarak hesaplanmistir.
Farklilasmamis hiicreler ile farklilasmis, ancak, topiramat ile muamele edilmemis
hicreler karbonik anhidraz ekspresyonu agisindan degerlendirilmistir. Sonuglara ait bar
grafigi Sekil 12°de verilmistir. Buna gore farklilagma ile birlikte CA L, I, III, VA ve VB
izoenzimlerinin ekspresyonlarinda artis gézlenmekle beraber (P=0.0001), en yiksek
artis CA III izoenziminde izlenmistir. CA III kas dokusunda ve adipoz dokuda
ekspresyonu yuksek olan bir izoenzim olup, aktivitesi CA 1I’nin % 3’ kadardir. Bu
durum izoenzimin katalitik goérevinden =ziyade hiicresel fonksiyonlarina dikkat
cekmektedir. Adipogenez ile CA III ekspresyonunun indiiklendigi bilinmektedir. Obez
hallerde, yag asidi biyosentezi artisina ragmen miktarinin azalmasi substrat
metabolizmasinda rol alabilecegini diisiindiirmektedir. CA III'tin PPARy2 gen
ekspresyonu diizeyinde adipogenezi diizenledigi bilinmektedir. CA III’in PPARYy2
ekspresyonu Uzerindeki negatif etkisi, CA 11l knock-out farelerde adipogenezin arttigi
ve bunun PPARYy2 ekspresyonundaki 1000 katlik artisa baglandigi calisma ile
gosterilmistir. CA III ekspresyonu adipogenez ile artmakta, ancak, terminal farklilagsma
icin gerekli olmayip farklilasmanin erken doneminde rol oynayabilecegi sonucuna

varilmistir (39).

CA 11 ekspresyonunundaki artis, hiicrelerin adipogenez i¢in uyarilmis olmasina ve
devaminda adiposit fenotipi olusturmak i¢in, yuksek glukoz icerikli besi yeri ve
instlinin suprafizyolojik kontsantrasyonlari ile muamele edilmesi sonucu hucreler yag
damlacig1 olusturmak {izere lipogenezi artiracaklarindan, bu siiregte ihtiyaglar1 olan
bikarbonat anyonunun tek kaynagi karbonik anhidraz enziminin olmasi ile agiklanabilir.
CA 1, aktivitesi yuksek bir izoenzim olup, hiicre membranlarindaki tasiyicilarla
metabolonlar olusturmaktadir (39). Hiicreler aktif bir siiregte oldugundan bu tur
metabolik olaylarin da devami igin ilgili proteinlerin ekspresyonlarinin artmasi

kaginilmaz olmustur.

CA T'in yag doku ve diger dokudaki fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekle
beraber, adipogenez ile artan ekspresyonunun hicresel olaylarda fonksiyonlarinin
olabilecegini gostermektedir. CA VA ve VB mitokondriyal izoformlar olduklar igin,

ekspresyonlarinin diger izozimlere gére daha az artis géstermesinin normal oldugu ve
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bu izoenzimlerin de mitokondrideki sentez yolaklarina bikarbonat kaynagi saglamak

lizere ekspresyonlarinin arttig1 sonucuna varilmaistir.

Farklilagmis hiicrelerde topiramatin karbonik anhidraz ekspresyonlari iizerine
etkisi incelendiginde ise, farklilagsmayla beraber artmis bulunan CA 1 ekspresyonunun
topiramat ile muamele edilen oOrneklerde uygulanmayanlara gore anlamli sekilde
diistiigii gozlenmistir (P=0.0001). 1, 5, 10, 50 ve 100 uM TPM uygulanan hiicrelerde

CA | ekspresyonu anlamli bir degisim gostermemistir (P=1).

CA 1l ekspresyonu 1 ve 5 uM TPM ile beraber anlamli sekilde diismiis
(P=0.0001), 10, 50 ve 100 pM TPM uygulanan oOrneklerde ise, 1 ve 5 uM TPM

muamele edilen 6rneklere gore artmis bulunmustur (P=0.0001) .

CA 1II ekspresyonuna etkiye bakildiginda, 1, 5 ve 10 pM TPM ile muamele
edilen hicrelerde ekspresyon, uygulanmayan hiicrelere gore artis gostermistir. 50 ve
100 pM uygulanan hicrelerde ise CA I ekspresyonunun diistigi gozlenmistir
(P=0.009).

CA VA ekspresyonu, 1, 5, 10 pM TPM uygulanan hiicrelerde uygulanmayan
hlcrelere gore anlamli bir degisim gostermezken 50 ve 100 pM igin ekspresyon

degisimleri istatistiksel olarak anlamli artmis bulunmustur (P=0.0001).

CA VB ekspresyon duzeyleri, 1 ve 5 uM TPM igin anlamh diisiis gostermis
(P<0.05), 10 uM igin degisim anlamli bulunmamigtir (P>0.05). 50 ve 100 uM TPM
uygulanan hicrelerde ise CA VA’ ya benzer sekilde anlamli artis gozlenmistir
(P=0.0001).

Adipositler, fazla enerjinin triacilgliseroller halinde depolanmasi ve ihtiyac
halinde bu molekiillerin hidrolizi igin Ozellesmis olup, enerji metabolizmasinin
dizenlenmesinde de 6nemli rolleri vardir. Obezitenin ¢agin saglik sorunu haline
gelmesi ve hayat kalitesini diisiiren bir¢ok hastaliga da sebep olmasi, bunun tedavisi igin
farkli alternatiflerin olusturulmasini tesvik etmektedir (11). Baslangigta bir yan etki
olarak goriilen ve mekanizmasi tam olarak agiklanamayan kilo disiiriicii etkisi ile
antiepileptik olarak kullanilan topiramat 2012 yilinda FDA tarafindan obezite tedavisi
i¢in onaylanmustir. ilacin enerji metabolizmas: iizerine etkileri arastirilmis, ancak, net

bir sonuca varilamamistir. Obez Zucker ratlarda yapilan bir ¢alismada anorektik
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etkilerinin oldugu, Wistar ratlarda yapilan baska bir arastirmada termogenezi uyardigi
gosterilmis, ama mekanizma ortaya koyulamamistir. Sprague-Dawley ratlarinda yapilan
calismada da plazma leptin dizeyleri tizerinde diisiiriicti etkileri oldugu gosterilmistir.
Ayrica, Picard ve arkadaslar dolasimdaki glukoz ve insiilin seviyelerini diislirdiigiini
gostererek enerji  metabolizmasi iizerindeki etkilerini incelemiglerdir (62,63).
Topiramatin adipoz doku Uzerindeki etkilerini ve bu etkilerin karbonik anhidraz
inhibisyonu ile iligkisini inceleyen caligmalar literatiirde sinirli olmakla beraber, CA gen
ekspresyonu ile iligkisi arastirllmamistir. CA inhibisyonu Supuran ve ekibi tarafindan
oldukca fazla arastirilmis olup inhibisyonun mekanizmasi ve inhibitdr dizaynlar ile

ilgili birgok caligsmalar1 bildirilmistir (37).

CA II'nin osteoklastlarda farklilasma ile iliskili oldugu ve ekspresyonunun 1,25
(OH>) Vit D3 ile indiiklendigi gosterilmistir (64). Eritroid hiicrelerde tiroid hormonu ile
indiiklendigi, monosit ve makrofajlarda all trans retinoik asit ile ekspresyonunun
artmasi, farkli hiicre ¢esitlerinde, farkli hormonal duyarliliginin  oldugunu
gostermektedir (65). Bu ¢alismada 1 ve 5 UM ile diisen CA II ekspresyonu 10, 50 ve
100 uM ile tekrar bazal seviyelere yiikselmektedir. Topiramatin adipogenezi
uyarmastyla beraber CA II ekspresyonu da indiiklenmis olabilecegi veya inhibisyonla
birlikte hticre bir telafi mekanizmasi olusturmus olabilecegi diisiiniilmiistiir. Adipogenez
ile indiiklenen CA III ekspresyonu, obez durumlarda yag asidi biyosentezi artigina
ragmen azaldigi bilinmektedir (39). Topiramat ile indiiklenen adipogenez, dnce CA IlI
ekspresyonunu artirmistir. 50 ve 100 uM TPM uygulanan hiicrelerde, hicrelerin lipid
icerigine paralel olarak CA III ekspresyonu daha diisiik bulunmus olmasi literatiirle
uyum gostermistir. CA VA ve VB ekspresyonlarindaki degisim de CA II’ ye benzer
mekanizmayla agiklanabilir. Ancak ekspresyonun bazal seviyelere gore cok artig

gostermesi olaya katkida bulunan farkl faktorleri diistindiirmektedir.

Sonu¢ olarak, farklilastirma uygulanan 3T3-L1 hiicrelerinde topiramatin
adipogenezi uyardigi, CA 1, II, III, VA ve VB ekspresyonlarinin farklilasmanin
indiiklenmesiyle arttigi bulunmus ve topiramat uygulanan hiicrelerde, izoenzimlerin
ekspresyon degisimlerinin farklilik gosterdigi bulunmustur. Topiramatin yag dokusu
uzerindeki etkilerinin, adipositler iizerinden ziyade, baska faktorler araciligiyla

olabilecegi kanisina varildi. CA III ekspresyonundaki degisim literatiir ile uyumlu
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bulunurken, CA 1II, VA ve VB ekspresyonlardaki degisim hiicrelerde bir telafi

mekanizmasi olarak degerlendirildi.
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